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Resumen

Objetivo: Caracterizar el genoma de aislados de Escherichia coli y Klebsiella sp. provenientes
de cultivos de sangre y orina de pacientes de un hospital pediatrico de Lima, Peru, durante los
meses de diciembre 2018 a mayo 2019. Método: Se disefié un trabajo descriptivo y transversal,
colectando aislados bacterianos de urocultivos y hemocultivos de pacientes de un hospital
pediatrico. Se caracterizaron por pruebas bioquimicas y se evalud la susceptibilidad antibiética
y mecanismos de resistencia por medio de discos de difusion. A través de secuenciamiento de
nueva generacion (NGS), mediante la tecnologia Illumina, se secuenciaron los genomas
bacterianos y se analizaron por métodos bioinforméticos para determinar su variedad genética
y genes asociados a resistencia antimicrobiana. Resultados: Los antibiéticos con mayor
resistencia para E. coli fueron amoxicilina (82.4%), acido nalidixico(76.5%), tetraciclina y
piperacilina (61.8%) y para K. pneumoniae amoxicilina(94.1%), tetraciclina(64.7%),
trimetoprim/sulfametoxazol (64.7%) y cefalotina(58.8%). EI gen de resistencia méas prevalente
fue el blatem-1 en ambas especies. EI ST 131 fue el mas comdn en E. coli y el ST-15 en K.
pneumoniae. La asociacion mas comun fue de E. coli ST131, 025:H4 y blactx-m-1s.
Conclusiones: La caracterizacion del genoma permitio identificar a E. coli como el patdgeno
mas prevalente en las infecciones bacterianas pediatricas, resaltando E. coli ST131, blactx-m-

15y K. pneumoniae ST15, blaCTX-M-15 como los més prevalentes.

Palabras clave: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, secuenciamiento de nueva

generacion, resistencia antimicrobiana.



Abstract

Objective: Characterize the genome of isolates of Escherichia coli and Klebsiella sp. from
blood and urine cultures of patients at a pediatric hospital in Lima, Peru, during the months of
December 2018 to May 2019. Method: This is a descriptive and cross-sectional work, where
bacterial isolates were collected from urine cultures and blood cultures of patients in a pediatric
hospital. They were characterized by biochemical tests and antibiotic susceptibility and
resistance mechanisms were evaluated by means of diffusion discs. Through next generation
sequencing (NGS), using Illlumina technology, the bacterial genomes were sequenced and
analyzed by bioinformatics methods to determine their genetic variety and genes associated
with antimicrobial resistance. Results: The antibiotics with the highest resistance for E. coli
were amoxicillin (82.4%), nalidixic acid (76.5%), tetracycline and piperacillin (61.8%) and for
K. pneumoniae amoxicillin (94.1%), tetracycline (64.7%), trimethoprim /sulfamethoxazole
(64.7%) and cephalothin (58.8%). The most prevalent resistance gene was blaTEM-1 in both
species. ST 131 was the most common in E. coli and ST-15 in K. pneumoniae. The most
common association was E. coli ST131, O25:H4 and blaCTX-M-15. Conclusions: The
characterization of the genome allowed us to identify E. coli as the most prevalent pathogen in
pediatric bacterial infections, highlighting E. coli ST131, blaCTX-M-15 and K. pneumoniae

ST15, blaCTX-M-15 as the most prevalent.

Keywords: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, next generation sequencing,

antimicrobial resistance.
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I.  INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales resistentes a multiples farmacos que no son tratadas con
éxito, cobran al menos 700 000 vidas por afio a nivel mundial y se estima que estaran asociadas
con la muerte de 10 millones de personas por afo para el 2050 (Strathdee et al., 2020). Los
organismos causantes mas frecuentes a nivel global son Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae (Azimi et al., 2019). Estos patdgenos pueden causar una amplia gama de
enfermedades clinicas, que van desde infecciones urinarias y abscesos intraabdominales hasta
sepsis, siendo los nifios uno de los grupos mas vulnerables (Moghnia y Al-Sweih, 2022; van
Aartsen etal., 2019). La situacién cobra mayor relevancia debido a que estas bacterias
presentan una alta capacidad para adquirir resistencia a los antibidticos, dificultando el
tratamiento e incrementando una mayor probabilidad de propagacion de las infecciones, asi
como un mayor riesgo de incrementar la morbilidad y la mortalidad en los pacientes (Murray

etal., 2022; Sosa et al., 2022).

El aumento de la resistencia a los antibiéticos muestra cifras alarmantes. Por ejemplo,
en el 2019 se calculd que 1,3 millones de personas fallecieron en relacion a este fenémeno
(Ajulo y Awosile, 2024), convirtiéndose asi en un problema de salud pablica. Sumado a esto,
la propagacion en paises en desarrollo es poco conocida, ya que los reportes de vigilancia son
minimos o escasos (Ayukekbong etal., 2017). En el Perd, la incidencia de infecciones
bacterianas por bacterias resistentes ha mostrado un preocupante aumento, lo que resalta la
necesidad de investigaciones exhaustivas que evallen las caracteristicas genéticas de estos

aislados (Ruiz et al., 2021).

En los Gltimos afios, la técnica de secuenciacién del genoma completo se ha mostrado
como una herramienta que ofrece una resolucion y una potencia superiores de aporte para la
epidemiologia molecular (Moustafa et al., 2020;Jain et al., 2021). A nivel nacional, son muy

pocos los estudios de genomas bacterianos con esta técnica (Quino et al., 2020). Por lo tanto,
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la caracterizacion gendémica de aislados bacterianos es fundamental para comprender mejor la
diversidad genética de estos patogenos, detectando genes de resistencia, mutaciones,
secuenciotipos, serotipos de patdgenos clinicamente relevantes (Moghnia y Al-Sweih, 2022).
En el contexto de un hospital pediatrico en Lima, Peru, donde la incidencia de infecciones
bacterianas esta en aumento, es crucial investigar estas caracteristicas genomicas descritas en
los aislados bacterianos, con ello contribuir, no solo a mejorar la atencion clinica, sino también

a desarrollar politicas de salud publica efectivas en la lucha contra las infecciones bacterianas.

1.1. Descripcion y formulacion del Problema

Las infecciones causadas por bacterias siguen siendo consideradas como una de las
principales causas de mortalidad a nivel mundial (Cisterna etal., 2001). La poblacion
pediatrica suele considerarse el grupo mas vulnerable (Azimi etal., 2019). Dentro de las
principales bacterias que causan estas infecciones estan Escherichia coli (E. coli) y Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae), ambos patdgenos nosocomiales oportunistas que causan
septicemia, bacteriemia, enteritis infantil, meningitis e infecciones del tracto urinario (Golsha
et al., 2021). El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), considera a
estos patdgenos como una de las amenazas mas urgentes, por la dificultad para el tratamiento
ante el incremento extensivo de la resistencia a los antimicrobianos (Sosa Flores et al.,
2022).En América latina, se ha evidenciado un aumento constante en resistencia a
carbapenemasas de K. pneumoniae en la poblacion pediatrica; en un estudio durante el 2011
al 2020 y observd mayor frecuencia a K. pneumoniae (56%) y E. coli (37%) como productoras
de P-lactamasas de espectro extendido (BLEE), con el gen blaCTX-M como la BLEE
dominante entre los Enterobacterales (Yang et al., 2023). Ademas, hay pocos hospitales que
disponen de la infraestructura o los recursos requeridos para implementar con éxito un

programa de optimizacion en el uso de antimicrobianos (Fabre et al., 2022).
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En el Pery, los reportes de aislados bacterianos de hospitales de distintas regiones,
indicaron una elevada resistencia a la ampicilina y fluoroguinolonas mayores al 80% y 60%
respectivamente en E. coli y a K. pneumoniae con resistencia a cefalosporina cercana al 50%
(Sifuentes y Guerrero, 2021). También la frecuencia del gen blaTEM con un 31,4%, seguido
por bla CTX-M (18,6%) y blaSHV (2,9%) (Marcos-Carbajal et al., 2021),y el estudio

gendmico de aislados bacterianos de pacientes pediatricos sigue siendo escaso.

Aunque la resistencia a los antimicrobianos ha sido ampliamente reconocida como un
problema urgente, la incidencia de infecciones y la propagacion de bacterias
multidrogorresistentes sigue aumentando (Huemer et al., 2020). A nivel nacional, el uso de
técnicas de secuenciamiento de genomas bacterianos esta en reciente exploracion y desarrollo
(Quino et al., 2020). Los estudios de vigilancia de resistencia bacteriana en la poblacion
pediatrica siguen siendo escasos y en su mayoria son realizados mediante métodos
considerados como convencionales en Biologia Molecular, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y variaciones a esta, los cuales pueden darnos resultados de manera limitada,
solo para hallar algunos genes o elementos en estudio; mientras que la secuenciacion del
genoma completo podria ofrecer ventajas significativas para la deteccion, dando un panorama
mucho mas amplio del contenido del genoma del microorganismo, lo cual podria ayudarnos a
encontrar nuevos genes, mutaciones, serotipos de relevancia en la salud pablica pediatrica

(Weinmaier et al., 2023).

Por todo lo expuesto, se plantea el presente proyecto de investigacion, el cual busca
caracterizar los genomas de aislamientos de Escherichia coli y Klebsiella sp. provenientes de
cultivos de sangre y orina de pacientes pediatricos de Lima, Peru, durante los meses de

diciembre 2018 a mayo 2019.



13

1.2. Antecedentes

En su informe global mas reciente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) revela
que se reportaron elevados niveles de resistencia (por encima del 50%) en bacterias frecuentes
de septicemia en hospitales, dentro de ellas Klebsiella pneumoniae, con un 8% de resistencia a
carbapenémicos (antibidticos de ultimo recurso) y més del 20% de las cepas aisladas de
Escherichia coli fueron consideradas resistentes a farmacos tanto de primera como de segunda
linea segun indica la World Health Organization (WHO, 2022). Asimismo, a nivel mundial, se
han realizado mdaltiples estudios y reportes de caracterizacion de genomas mediante
secuenciamiento de genoma completo de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Dentro de

estos se pueden destacar los siguientes:

Moghniay Al-Sweih (2022), analizaron la secuencia del genoma completo de cepas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resistentes a maltiples farmacos en Kuwait, en donde
llevaron a cabo una investigacion exhaustiva de las cepas resistentes a maltiples farmacos y
detectaron genes betalactamicos, incluyendo carbapenémicos y genes de B-lactamasa de
espectro extendido como (bla OXA-1/-48 , bla KPC-2/-29 , bla CMY-4/-6 , bla SHV-11/-12 ,
bla TEM-1, bla ctx-m-15 , bla OKP-B , bla ACT y bla EC). Ademas, resistencia a quinolonas
(ogxA/oqxB , aac(6')-lb-cr5 , gyrA_D87N , gyrA S83F , gyrA_S83L , parC_S80I ,
parE_S458A , parE_I355T , parC _S801 y qnrBl). Ademas de los genes de enzimas
modificadoras de aminoglucosidos (aph(6)-Id , aph(3 ")-Ib , aac(3)-Ila , aac(6')-lb , aadAl ,
aadA2 y aadAb5), detectaron genes de resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol
(dfrA12/A14/A17 y sull/sul2), tetraciclina (tetA y tetB), fosfomicina (fosA y uhpT_E350Q),
también otros genes que confieren cloranfenicol (floR , catA2 y bomba de eflujo cmIAb),

resistencia a macrélidos (mph(A) y erm(B)) (Moghnia y Al-Sweih, 2022).

Van Aartsen etal. (2019) en su estudio de la Epidemiologia de la colonizacion

gastrointestinal pediatrica por cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resistentes a
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cefalosporinas de espectro extendido en el noroeste de Camboya, detectaron la resistencia a las
cefalosporinas de espectro extendido en muestras de heces. Con el analisis de secuenciamiento
de genoma completo (Illumina) determinaron que 82/148 (55%) de los nifios/adolescentes
fueron colonizados por K. pneumoniae; 12/148 (8%) fueron colonizados con ambas especies.
Los mecanismos de resistencia mas comunes fueron las variantes de la subfamilia bla CTX-M
1y 9., también bla CTX-M-15, CTX-M— 55 y CTX-M— 27. Determinaron también que la
hospitalizacidn y los parasitos intestinales son factores de riesgo independientes. Los contextos
genéticos de bla CTX-M son altamente mosaicos, lo que coincide con un intercambio
horizontal rapido. La integracion cromosomica de bla CTX-M fue comun en E. coli y puede
dar lugar a una propagacion estable de estos patdgenos asociados a la comunidad (van Aartsen

etal., 2019).

Lipworth et al. (2022), en su investigacion de la epidemiologia molecular y fenotipo de
resistencia a los antimicrobianos en infecciones del torrente sanguineo pediatricas causadas por
bacterias Gram negativas en Oxford, Reino Unido, reportan la carga de infeccién encontrada
predominantemente en neonatos y siendo la mayoria de los casos causados por Escherichia
coli, Klebsiella spp. no se encontro evidencia en el entorno de que la proporcion de aislamientos
resistentes a los antimicrobianos esté aumentando en la poblacion pediatrica, aunque
identificaron el aumento en la resistencia a la gentamicina. La estructura poblacional de los
aislamientos E. coli en neonatos y nifios refleja la de los adultos con un predominio de ST 131,
95, 73, 69 y las mismas proporciones de serotipos de antigeno O, los mas prevalentes fueron
06, 01, 02, 016 y 025. La portacién de genes que confieren resistencia a la ampicilina fue
comun (49% de aislados que portaban 82 alelos), siendo bla TEM-1B (45%) el alelo méas
prevalente. El 14% portaban un gen de resistencia a la ceftriaxona (principalmente genes
BLEE, asaber, bla CTX-M-15 (n=9), blaSHV-102 (n=5) y bla CTX-M-14 (n = 3)). Mientras

que el ST-131 fue el ST dominante portador del gen BLEE (44%). En la mayoria de los casos
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del entorno estudiado, no hubo evidencia de transmision/adquisicion de fuente puntual y
demostraron la utilidad de la secuenciacion del genoma completo para refutar un brote

previamente sospechado (Lipworth et al., 2022).

Birgy et al. (2020) en su investigacion sobre diversidad y tendencias en la estructura
poblacional de enterobacterias productoras de BLEE en infecciones urinarias febriles en nifios
en Francia de 2014 a 2017, encontraron a E. coli y Klebsiella pneumoniae en el 86,9%y 11,2%
de los casos, respectivamente. Varias ST predominantes entre E. coli como ST-131, ST-38,
ST-69, ST-73, ST-95, ST-405, ST-12 y ST-1193, mientras que ninguna ST emergi6 en K.
pneumoniae. E. coli ST-131, ST-38 y ST-1193 aumentaron durante el periodo de estudio, con
una heterogeneidad en la prevalencia de papGll (64,5%, 35% y 20% respectivamente). La
mayoria de los aislados albergaban el tipo CTX-M (97%) con un predominio de blaCTX-M-
15. blaCTX-M-27, una variante emergente en E. coli, se encuentra en varias ST. La plataforma
Multilocus sequence typing (MLST) permitié la discriminacion de clusteres dentro de las

principales ST(Birgy et al., 2020).

Yang et al. (2023) compararon la susceptibilidad a los antimicrobianos entre
aislamientos de microorganismos gramnegativos en pacientes pediatricos en Asia, Africa,
Medio Oriente y América Latina entre los periodos 2016 a 2020 y 2011 a 2015, a partir de los
resultados del estudio de vigilancia ATLAS, reportando a la Ceftazidima-avibactam,
amikacina, colistina y meropenem como principalmente activos (78,6%-100,0%) contra
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Se observd que, para estas especies, las tasas de
resistencia a carbapenémicos tuvieron un aumento constante en todas las regiones y a lo largo
del tiempo (E. coli, 0-5,6 %; K. pneumoniae; 0,3-5,9 %) y las resistencias dificiles de tratar
fueron mucho mas bajas en comparacion con BLEE. Las K. pneumoniae productoras de [-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) fueron mas frecuentes (32,6 %-55,6 %) que las E.

coli productoras de BLEE (25,3 %-37,1 %). CTX-M fue la BLEE dominante entre los
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Enterobacterales. Se identificaron especies de Enterobacterales NDM-positivas en todas las
regiones. La tasa de BLEE K. pneumoniae se mantuvo en Latino américa y Africa-Medio
Oriente, mientras que disminuyd significativamente en Asia (50,0% a 32,6%) con el tiempo

(Yang et al., 2023)

A nivel nacional, Gonzales et al. (2019) en el estudio de aislados clinicos de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae del Instituto Nacional de Salud del Nifio-Brefia,
ubicado en Lima, Perd, analizaron enterobacterias productoras de BLEE del INSN-Brefia, en
donde analizaron en total 724 aislados de Escherichia coli y 181 de Klebsiella pneumoniae, no
repetidos, de procedencia de pacientes hospitalizados y de la comunidad. Reportaron que el
31% de los aislados de ambas especies fueron productoras de BLEE; 28,6% de E. coli y 40,9%
de K. pneumoniae. Detectaron el 94.4% de resistencia a cefotaxima para E. coli y el 100% para
K. pneumoniae; asimismo, la presencia del gen blaCTX-M en 91.1% de los aislados
productores de BLEE, siendo asi este gen el predominante en la poblacion pediatrica estudiada

(Gonzales et al., 2019).

Ramirez (2019) evalué 30 urocultivos provenientes del Hospital Docente Madre Nifio
San Bartolomé, en donde aislaron Enterobacterias productoras de BLEE y reportaron las
bacterias mas frecuentes: 24 (80%) de E. coli, y K. pnemoniae y P. mirabilis ambos con 6.7%.
De las cuales, el 95.8% de E. coli (95.8%) presentaron el gen blaCTX-M, el 87.5% presentaron
el gen blaSHV, 83.3 %presentaron el gen blaTEM, mientras que solo el 16.7% presentaron el
gen blaOXA. Para K. pneumoniae el total de los aislados presentaron los tres genes en estudio

y el 50% de cepas presentaron el gen blaOXA. (Ramirez, 2019).

Hilarion (2020) en su investigacion sobre la susceptibilidad antimicrobiana de cepas
Escherichia coli O157:H7 y Escherichia coli enteropatégena aisladas en nifios menores de

cinco afios con diarrea de un hospital pediatrico en Lima, Perq, identificé un 14% de E. coli
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enteropatogénica (EPEC) y ninguna E. coli O157:H7. En el estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas EPEC, se destaco una resistencia del 88% a la ampicilina, 50% de
sulfametoxazol/trimetoprim y 50% a 4&cido nalidixico. En contraste, se observo una
sensibilidad del 100% a imipenem y 94% a los antibidticos ceftazidima, ciprofloxacina,

aztreonam, gentamicina y amikacina (Hilarion, 2020).

Fajardo et al. (2023), por su parte, evaluaron las caracteristicas moleculares de aislados
de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resistentes a antibioticos, obtenidos de muestras
de orina de pacientes con infeccion del trato urinario en Lima y Callao, Perd. Se reporté que el
100% de las bacterias aisladas en los tres hospitales eran multidrogorresistentes (105 de E. coli
y 13 de K. pneumoniae). Se observo la coexistencia de genes BLEE (blaTEM, blaCTX-M,
blaSHV) en el 32.20% de los aislamientos (28.57% para E. coli y 61.53% para K. pneumoniae),
con una coexistencia de dos genes en el 12.71% y de tres genes en el 21.18%. Ademas, el gen
blaTEM fue el mas comun entre los aislamientos, representando el 45.76% (Fajardo et al.,

2023).

Caruajulca (2024) en su investigacion de tesis sobre la resistencia antimicrobiana de
gérmenes causantes de infecciones del tracto urinario en pacientes pediatricos en el Hospital 11
EsSalud Cajamarca, analiz6 61 muestras de urocultivo positivo y antibiograma, en donde se
destaca la resistencia de Escherichia coli, la cual fue de 80%, 72% y 66% para ampicilina,
trimetoprima/Sulfametoxazol y é&cido nalidixico, respectivamente, Los antibioticos mas
eficaces contra Escherichia coli fueron: imipenem, con 0% de resistencia,
piperacilina/tazobactam, con 2%, amikacina y meropenem, con 4%, nitrofurantoina, con 5%,
amoxicilina/acido clavulanico, con 7%, y tobramicina y fosfomicina, con 11%. El patégeno
maés frecuente causante de ITU fue E. coli con frecuencia de 90 %, seguido por K. pneumoniae
con 7%y P. mirabilis con 4%. El sexo femenino representd el 85% de los gérmenes causantes

de las infecciones urinarias. La infeccion por E. coli y K. pneumoniae se presentdé con mayor
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frecuencia en las nifias, mientras que Proteus mirabilis fue mas frecuente en los nifios. Los
uropatégenos se aislaron con mayor frecuencia en los preescolares, seguido de lactantes
mayores y lactantes menores, en los 3 grupos el principal microorganismo aislado fue E. coli

(Caruajulca, 2024).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Caracterizar el genoma de aislados de Escherichia coli y Klebsiella sp. provenientes de
cultivos de sangre y orina de pacientes de un hospital pediatrico de Lima, Perd, durante los

meses de diciembre 2018 a mayo 2019.

1.3.2. Objetivos especificos

» Caracterizar fenotipicamente los aislados de Escherichia coli y Klebsiella sp.

provenientes de cultivos de sangre y orina de pacientes pediatricos.

+ Determinar los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia

coli y Klebsiella sp. provenientes de cultivos de sangre y orina de pacientes pediatricos.

» Determinar la variabilidad genética y los genes de resistencia antimicrobiana presentes
en los aislados de Escherichia coli y Klebsiella sp. provenientes de cultivos de sangre
y orina de pacientes de un hospital pediatrico de Lima, Perd, mediante el uso de la

técnica de Secuenciamiento del Genoma Completo (WGS).

1.4. Justificacion

Durante los altimos afios, en un reporte mundial estimé aproximadamente 220 480
muertes a nivel mundial debido a estos patdgenos resistentes a antimicrobianos en nifios
menores de cinco afios (Yang etal., 2023). Ademas, no s6lo se ha visto un aumento

significativo de casos de infecciones y septicemias reportadas por E. coli y Klebsiella
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pneumoniae en la poblacion pediatrica, sino que se ha evidenciado ademas un incremento en
la prevalencia de mecanismos de resistencia a los antibidticos y mutaciones en los genes (OMS,
2020; Yang etal., 2023). En diferentes regiones de Peru, los niveles de resistencia a
betalactamicos como la ampicilina, bordea o supera el 90% y a betalactamicos mas modernos
como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, se sittan alrededor del 50% (Ruiz et al.,

2021).

Por otra parte, la acumulacién continua de multiples mutaciones conduce a la posible
aparicion de genomas resistentes a los antimicrobianos. Por ello, la secuenciacion del genoma
completo (WGS) de microorganismos se ha convertido en un enfoque poderoso y una
herramienta muy prometedora para detectar la resistencia a los antibioticos y evaluar el namero
de mutaciones y funciones de los genes mutados, también el desarrollo de nuevos antibi6ticos,
el control de la resistencia a los antimicrobianos para mejorar los diagnosticos y la

microbiologia en la salud publica (Jain et al., 2021)

Caracterizar genomas de E. coli y Klebsiella sp. mediante la técnica del
Secuenciamiento del Genoma Completo (WGS), nos permite identificar la existencia y
adquisicion de nuevos genes de resistencia , que aportan a la diversidad fenotipica del mismo;
conocer los serotipos y secuenciotipos principales proporcionara informacién relevante para
conocer mejor la epidemiologia, variabilidad y relaciones genéticas de los aislados; y asi, con
toda esta informacién poder mejorar las opciones terapéuticas para combatir infecciones

bacterianas mediante terapias mas acertadas (Quino et al., 2020).

Ademas, los resultados de esta investigacion, podran aportar informacién adin no
estudiada en nuestro pais en la poblacion pediatrica, contribuyendo con esto al sistema nacional

de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, para contribuir en la formulacion de
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estrategias preventivas y el control de infecciones hospitalarias, con ello crear planes de

contingencia para abordar mejor la problematica de la multidrogorresistencia en nuestro pais.



21

1. MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Escherichia coli

Es un microorganismo de la familia bacteriana Enterobacteriaceae y es el comensal mas
comun en los tractos gastrointestinales de humanos y animales de sangre caliente, ademas de
ser considerado como uno de los patdgenos mas importantes (Allocati et al., 2013). Es un
comensal frecuente del tracto gastrointestinal, que coexiste en una relacibn mutuamente
beneficiosa con sus huéspedes y raramente provoca enfermedades (Vila et al., 2016) . Forma
parte de la microbiota intestinal; sin embargo, existen cepas consideradas patdgenas que se
dividen en dos grupos: E. coli diarrogénicas o patdgenas intestinales (DEC o IPEC) y E. coli

patogenas extraintestinales (exPEC))(SENASA, 2022).

2.1.2. Género Klebsiella.

El género Klebsiella comprende bacterias gramnegativas, encapsuladas, inmoviles, con
forma de baston y oxidasa negativa (Dong et al., 2022). Existe una gran variedad de especies
de Klebsiella, que frecuentemente causan infecciones nosocomiales humanas, entre las que se
encuentra el complejo de especies de Klebsiella pneumoniae (KpSC) y diversas especies
genéticamente mas distantes, en donde se incluyen a: K. indica, K. terrigena, K. spallanzanii,
K. huaxiensis, K. oxytoca, K. grimontii, K. pasteurii y K. michiganensis, que comparten un

promedio de solo el 90% de identidad de nucledtidos con KpSC (Podschun & Ullmann, 1998).

Dentro del complejo KpSC, estan incluidas: K. pneumoniae (Kpl), K. subsp.
quasipneumoniae (Kp2), K. variicola subsp. variicola (Kp3), K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae (Kp4), K. variicola subsp. tropica (Kp5), K. quasivariicola (Kp6) y K.

africana (Kp7) (Dong et al., 2022)
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Las mas comunes en el entorno hospitalario son las K. pneumoniae, estas son capaces
de causar infecciones graves en personas sanas; se consideran hipervirulentas en contraste con
las cepas clésicas. Esto se debe a su notable capacidad para infectar tanto a individuos sanos
como a aquellos inmunodeprimidos, asi como su mayor propension a generar infecciones
invasivas. Entre ellas, destaca Klebsiella pneumoniae hipervirulenta tipo de secuencia ST-23,

que porta genes de resistencia a los antibidticos carbapenémicos (OMS, 2024).

2.1.3. Antibidticos

Los antibidticos son compuestos quimicos que pueden ser generados de manera natural
(por diferentes tipos de microorganismos, como bacterias y hongos) o pueden ser obtenidos
mediante sintesis quimica, que inhiben el crecimiento de otros microorganismos y provocan su
eliminacion (De la Fuente-Salcido et al., 2015). En los ultimos afios, el término se ha expandido
para abarcar también sustancias sintéticas, como las sulfonamidas y las quinolonas, que

también tienen actividad antibacteriana (Cué y Morején, 1998)

2.1.3.1. Familias de antibidticos. Desde la aparicion de los primeros antibioticos en la
década del cuarenta, surgieron varias familias y son actualmente el principal grupo de
medicamentos para el tratamiento de numerosas infecciones tanto comunitarias como

nosocomiales. Segun Maguifia-Vargas et al., las principales familias de antibioticos son:

a. Penicilinas. Penicilina , penicilina benzatinica, penicilina procainica, penicilina
clemizol, ampicilina, amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico, piperacilina, ticarcilina,
mezlocilina, entre otras.

b. Aminoglucdsidos:  Estreptomicina, amikacina, netilmicina, gentamicina,

kanamicina, tobramicina, entre otros.
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c. Cefalosporinas. De primera generacion (cefadroxil, cefadrina, cefalexina), de
segunda (cefuroxima, cefaclor, cefoxitina) y las de tercera (ceftazidima, cefotaxima,
ceftriaxona, cefixima, cefoperazona).

d. Macrolidos. Eritromicina, roxitromicina, claritromicina, azitromicina.

e. Lincosinamidas. Lincomicina, clindamicina.

f. Tetraciclinas. Oxitetraciclina, doxiciclina, minociclina.

g. Sulfonamidas. Cotrimoxazol, trimetoprim, dapsona.

h. Carbapenemes. Imipenem, meropenem.

i. Quinolonas. Acido nalidixico, acido pipemidico, norfloxacina, lomefloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, pefloxacina.

J. Glicopéptidos. Vancomicina, teicoplanina.

k. Monobactam. Aztreonam.

I. Otras. Cloranfenicol, rifampicina, macrodantina, furazolidona, fosfomicina,

colistina (Maguifia-Vargas et al., 2006)..

2.1.3.2. Mecanismos de accion de los antibidticos. La mayor parte de los antibidticos
prescritos para el tratamiento de las infecciones bacterianas estan clasificados segun el
principal mecanismo de accidn que presenten. Se conocen cuatro principales mecanismos de
accion: 1) inhibicion de la sintesis de la pared celular, 2) inhibicion de la sintesis proteica, 3)
inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos e 4) inhibicién de una ruta metabdlica (Gamboa

etal., 2022)

A. Interferencia en la sintesis de la pared celular. Este mecanismo consiste en inhibir
la pared de la célula por interferencias con enzimas que se requieren para la formacion de la
capa de peptidoglicano de la bacteria. Dentro de este grupo de compuestos estan incluidos, los
antibidticos betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactamos) y

glucopeptidos (vancomicina y teicoplanina) (Rubio, 2016).



24

B. Inhibicion de la sintesis proteica. Este mecanismo ocurre en los ribosomas. La
unién a los ribosomas hace que se detenga el proceso de la transduccion, inhibiendo de esta
manera la sintesis de proteinas. Esto puede suceder tanto con la subunidad ribosémica 30S
(aminoglucosidos y tetraciclinas) como con la sub unidad 50S (macrélidos, cloranfenicol,
lincosamidas, estreptograminas y oxazolidonas). Este mecanismo de accién utilizado por
aminoglucosidos, tetraciclinas, macrélidos, lincosamidas, cloranfenicol, estreptograminas y
oxazolidinonas (Rubio, 2016).

C. Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos. Los antibiéticos pueden inhibir algin
componente esencial de la sintesis de los &cidos nucleicos. Por ejemplo, el grupo de antibioticos
quinolonas inhiben la accién de las topoisomerasas tipo 1l y IV, las cuales se encargan del
control del stper enrollamiento y desenrollamiento del ADN. Por otra parte, la rifampicina
inhibe el ARN (&cido ribonucleico) polimerasa, evitando asi la formacién de un nuevo ARN
(Rubio, 2016).

D. Inhibicion de una ruta metabolica. Este mecanismo afecta a una ruta metabolica,
asi, por ejemplo, la combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol, muy usada en la practica
clinica, actta blogueando dos etapas dentro de la ruta metabolica que conducen a la sintesis del

acido félico, y como consecuencia se da la inhibicion de la sintesis de ADN (Rubio, 2016).

2.1.4. Susceptibilidad a los antimicrobianos

La susceptibilidad microbiana es considerada cuando una especie bacteriana puede ser
tratada de manera efectiva con las dosis prescritas del antimicrobiano indicado para el patdgeno

y el sitio donde se da la infeccidn (Hilarién, 2020)

2.1.5. Resistencia a los antibioticos

Se considera resistencia a los antibioticos a la capacidad de algunos microorganismos

para tolerar la accion de estos, a niveles clinicamente importantes (OMS, 2020). Esta puede ser
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natural o adquirida; la primera se da porque hay bacterias que de forma innata tienen
mecanismos naturales que le confieren resistencia y adquirida, es cuando la bacteria consigue

cambios en el genoma bacteriano en el transcurso del tiempo (Baran et al., 2023)

2.1.5.1. Tipos de resistencia. La resistencia a los antimicrobianos (RAM) puede

clasificarse en intrinseca, adaptativa o adquirida.

A. Resistencia intrinseca. es la capacidad de resistencia a la accion del antibi6tico
como resultado de las caracteristicas estructurales o funcionales propias del microrganismo,
como la barrera de permeabilidad de la membrana externa y la actividad de las bombas de
expulsion de medicamentos (Blair et al., 2015).

B. Resistencia adaptativa. es la capacidad de un organismo para ajustarse y sobrevivir
a diversas condiciones estresantes, lo que logra al modificar rapidamente su transcriptoma en
respuesta a sefiales del entorno. Estas adaptaciones pueden ayudar a los organismos a enfrentar
limitaciones nutricionales y soportar el estrés causado por antibi6ticos, entre otras situaciones.
(Arzanlou et al., 2017).

C. Resistencia adquirida. La resistencia adquirida es producida cuando el organismo
se vuelve resistente mediante la adquisicion de genes o como resultado de mutaciones. Un
ejemplo de adquirido es la resistencia es la propagacion de plasmidos que codifican genes de
B-lactamasa, que permiten al organismo adquirir resistencia a antibiGticos p-lactdmicos

(Arzanlou et al., 2017).

2.1.6. Mecanismos de resistencia a los antibidticos
Las bacterias tienen la capacidad de adquirir resistencia a los antibiéticos mediante

mecanismos moleculares que podrian resumirse en cuatro categorias:

2.1.6.1. Modificacion enzimatica del antibidtico. En este mecanismo, las bacterias

producen diversas enzimas a un sitio especifico de los antibidticos para modificarlo
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qguimicamente e inactiva los agentes antimicrobianos, haciendolo incapaz de unirse al sitio
objetivo, en consecuencia, pierda su funcionalidad (Abushaheen et al., 2020). Existen tres
principales enzimas que actiian en la inactivacion de antibidticos: las B-lactamasas, las enzimas
modificadoras de aminoglucésidos y las acetiltransferasas de cloranfenicol (AAC) (Kapoor

etal., 2017).

2.1.6.2. Bombas de salida. Este mecanismo facilita la salida activa de medicamentos
desde el interior de las células bacterianas con el fin de evitar la acumulacion intracelular de
compuestos toxicos. Las bacterias resistentes a los medicamentos poseen bombas de eflujo de
medicamentos impulsadas por energia que expulsan los agentes antibacterianos, reduciendo asi
sus concentraciones intracelulares de una manera que no involucra su alteracién o degradacion

(Baran et al., 2023).

2.1.6.3. Cambios en la permeabilidad de la membrana. Este mecanismo puede ser
usad para generar cambios en la bicapa lipidica. Alterando la permeabilidad de la membrana,
principalmente, por cambios en las porinas, estas son proteinas que constituyen canales
contenidos de agua en lamembrana externa, los cuales regulan el ingreso de algunos elementos,
por ejemplo, los antibidticos. Estos cambios realizados en su estructura pueden dar como
consecuencia a el bloqueo del paso estos agentes al espacio periplasmico en la membrana

(Baran et al., 2023).

2.1.6.4. Alteraciones del sitio activo. Mediante este mecanismo, las bacterias tienen la
capacidad de alterar el sitio exacto en el que el antibiotico se une a la bacteria interrumpiendo
de este modo las funciones de esta. Este mecanismo es utilizado principalmente por bacterias
de tipo Gram positivas, estas generan cambios en la estructura de los sitios de accion de
antibidticos betalactamicos, esto ocurre en las proteinas que se unen a penicilinas (Tafur et al.,

2008).
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2.1.7. Clasificacion de betalactamasas

2.1.7.1. Betalactamasas tipo AmpC. Estas enzimas han sido encontradas codificadas
por cromosomas en bacterias Gram negativas. Las B-lactamasas tipo AmpC hidrolizan por lo
general a las cefalosporinas que presentan un reducido espectro, cefalosporinas de tercera

generacion, por ejemplo, aztreonam e inhibidores de -lactamasas (Mina Ortiz et al., 2021).

2.1.7.2. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Este tipo 3-lactamasas se han
reportado en numerosas especies de bacterias de tipo Gram negativas, como Klebsiella spp.
Las bacterias Escherichia coli, son los més frecuentemente implicados. Estas enzimas poseen
la capacidad de hidrolizar a las cefalosporinas de tercera generacion conocidas como oxiimino-
B-cefalosporinas, como cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima. Ademas, inactivan las
cefalosporinas de primera y segunda generacion y el aztreonam, aunque las cefamicinas y los
carbapenémicos no son sus objetivos (Baran et al., 2023). La figura 1 muestra Is tipos de BLEE,

su pais de origen y las especies en las que fueron detectadas.

Tabla 1

Diferentes grupos de B-lactamasas de espectro extendido

R-lactamasa . . Especies en las que se

BLEE relacionada Pais de origen detln:.clarun inicia‘lqmente
TEM TEM-1, TEM-2 Francia Enterobacterniaceae
SHV SHV-1/LEN Alemania P. aeruginosa/BGNNF
CTA-M KLUA Kiuyvera AlemaniafArgentina  E. coli, Salmonella spp.
OXA OXA-10 Turquia / Francia P. aeruginosa
FER Francia P. aeruginosa
VEB PER Vietnam/Tailandia E. coli
TLA CME-1 Méjico E. coli
GES/IBC Guayana/Sudafrica K. pneumoniae/P. aeruginosa
BES Y. enterocolitica Brasil 5. marcescens
SFO AmpA S. fonticola Japon E. cloacae

Tomado de Oliver y Cantdn, 2003.

Los secuenciotipos (ST) son clones que se diseminan rapidamente, contribuyendo de

forma importante en el incremento de la resistencia a los antimicrobianos (Morales, 2020). Los
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mas comunes en E. colisonel ST131, ST11, ST69y en K. pneumoniae: ST11, ST340, ST258
y ST512(Lipworth et al., 2022; Quino et al., 2020; Vera-Leiva et al., 2017). Asociados a estos
pueden hallarse los serotipos, cuya distribucion entre los aislamientos invasivos pueden
cambiar con el tiempo y pueden diferir segun la edad, la fuente de infeccion y el entorno
geografico y clinico, uno de los mas conocidos es el serotipo E. coli O157:H7, el cual es
productor de toxina Shiga, destacado en importancia por su impacto en la salud publica, a su
vez, también estan descritos otros serotipos frecuentemente implicados en brotes alimentarios

y casos esporadicos (OMS, 2018).

2.1.7.3. Carbapenemasas. Este grupo de enzimas presenta mayor espectro, actividad
y resistencia a los antibioticos, hidrolizan a los carbapenems. Estan presentes como estructuras
genéticas moviles o codificadas en el cromosoma bacteriano. Existe una clasificacién que
consta de dos grupos: Carbapenemasas de serina (en la clasificacion realizada por Ambler
pertenecen a las clases A y D) y las metalo-3-lactamasas, MBL (Ambler, clase B), estas estan
denominadas asi porque presentan dependencia a metales para su funcionamiento. La
resistencia a los carbapenems implica que exista resistencia a otros betalactamicos. Para
identificar fenotipicamente el tipo MBL, es comun observar la resistencia a todos los B-
lactdmicos, excepto a aztreonam. Para las carbapenemasas de serina, no existe un fenotipo

caracteristico (Quifiones et al., 2020)



3.1. Tipo de investigacion

METODO

El estudio es de tipo descriptivo de corte transversal.

3.2. Ambito temporal y espacial
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Se emplearon muestras de aislados bacterianos de Escherichia coli y Klebsiella sp.

colectados durante los meses de diciembre 2018 a mayo 2019 del laboratorio de patologia de

un hospital pediatrico en Lima, Perd.

3.3. Variables
Definicién Criterio de
Variable Operacional Tipo Indicador Categoria Mediciop de
Categorias
Muestra de :
Procedencia de aislados | procedencia de la|Cualitativa gﬁf::as = Sangre Presencia’ Auszencia
bacteria aisladas Orina
Visuzlizacion del Colonias E coli
Sk iR aspecto de las colonias Rozadas St
= c':)logl:i.ase > propias de  cada|Cualitativa Coloni i Presencia’ Auszencia
especie en el Moe &i."::s verde Kiebsielia sp.
CHROMagzar
Conﬁ_rmacxon. de la Cualitativa Camt?lo? ) E. coli Fermentacion de
especie mediante la colorimewicos azucares No
observacion del fermentacion de
cambio de color en la - . azucares
S Kiebsielia sp.
prusba bioguimica
(citrato)
Confirmacion de la ]
especie mediante la E. coli Fermentacion  de
IeutiBicaciba obser?'aaon del Cualitativa Cam!?lo§ . azucares No
SR cambio de color en la colorimetricos - fernmentacion de
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3.4. Poblacion y muestra

Se emplearon 51 aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella sp. aisladas de
cultivos de sangre y orina de pacientes de un hospital pediatrico. Los aislados fueron
previamente identificados por el laboratorio del hospital pediatrico de Lima, Pert y cumplieron

con los criterios de seleccion durante el periodo de diciembre 2018 a mayo del 2019.

Se utilizaron un total de 51 aislados colectados durante un periodo de seis meses
(diciembre 2018 — mayo 2019), estos aislados correspondieron al proyecto titulado
“CARACTERIZACION Y COMPARACION DE ENTEROBACTERIAS RESISTENTES A
ANTIBIOTICOS AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES, HEMOCULTIVOS Y
UROCULTIVOS DEL INSN-SB” . En este sentido, no hubo necesidad de realizar un célculo
de tamafio de muestra, ya que el enfoque del presente estudio es caracterizar todos los

aislamientos que cumplan con los criterios de seleccion durante el periodo establecido.

3.5. Instrumentos

Se usd la herramienta Microsoft Excel (Version 2406) como instrumento para el

registro de datos generados durante la ejecucion del proyecto.
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3.6. Procedimientos

3.6.1. Estudios Microbioldgicos

3.6.1.1. Identificacion. Se reactivaron los aislados colectados provenientes del
proyecto titulado “CARACTERIZACION Y COMPARACION DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES,
HEMOCULTIVOS Y UROCULTIVOS DEL INSN-SB”, los cuales fueron sembrados en
CHROMagar Orientation Media (CHROMagar Microbiology, Paris). Las colonias en sospecha
fueron confirmadas mediante el uso de pruebas bioquimicas de Citrato, TSI y MIO (Becton
Dickinson).

3.6.1.2. Determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana. Para la determinacién
de la susceptibilidad antimicrobiana se utilizé la prueba de Kirby Bauer de difusion de disco
en agar. Se prepard una suspension bacteriana en solucién salina al 0.9%, la turbidez medida
fue de 0.5 McFarland a partir de un cultivo bacteriano fresco. Se inoculé la suspension de
manera homogénea embebiendo un hisopo estéril y diseminando de manera homogénea sobre
la superficie de una placa con Agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson), sobre este medio se
colocaron los discos de antimicrobianos con las concentraciones recomendadas segun los

estandandares establecidos por el de CLSI (2024).

Se utiliz6 Cefalotina (30pg), Acido nalidixico (30pg), Tetraciclina (30pg), Meropenem
(10ug), Ciprofloxacino (5ug), Cloranfenicol (30ug), Sulfatrimetoprim (1.25/23.5u9),

Azitromicina (15ug), Gentamicina (10ug) y Amoxicilina (25ug).

A. Deteccion de las betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Para la
identificacion fenotipica se utilizo el método de Jarlier con Cefotaxime (30ug), Aztreonam

(30ug), Ceftazidima (30ug), Cefepime (30ug) y Amoxicilina y acido clavulanico (20/10u9),
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se tomd en cuenta una distancia de 2.5mm desde el centro de los antibioticos (Jarlier et al..,
1998)

B. Deteccidn de betalactamasas tipo AmpC. Para determinar la produccion de enzimas
AmpC se emplearon los discos de ceftriaxona (30ug), ceftazidima(30pg) y un inductor fuerte
como el cefoxitina (30ug) con una distancia de 27 mm. Adicionalmente, se coloco los discos
de cefotaxima (30ug) vy, cloxacilina (500ug) como inhibidor entre el disco de ceftazidima
(30ug) con una distancia de 25 mm desde el centro de los antibidticos (Calvo, 2011).

C. Deteccion de carbapenemasas. Para determinar la produccion de carbapenemasas
se emplearon los discos de imipenem (10ug) y meropenem (10ug) entre el disco de EDTA (ug)

con un disco de acido fenil borénico (AFB) con una distancia de 20 mm (Payne et al., 1994)

Cabe mencionar, que se tomé en cuenta el reporte de datos de consumo de antibidticos
del Instituto Nacional de Salud del Nifio - San Borja ( INSN-SB) del afio 2018 (Anexos A 'y

B), para poder comparar y comprender mejor los resultados obtenidos en el presente estudio.

3.6.1.3. Criopreservacion. Los aislados fueron criopreservados en caldo tripticasa de

soya (TSB, Becton Dickinson) con glicerol al 15% y almacenados a -80°C.

3.6.1.4. Extraccidon de DNA. Se inocularon los aislados en 5 ml de caldo tripticasa de
soya (TSB) y se incubaron a 37°C por 6 horas en agitador (shaker) (New Brunswick Model
G25 incubator). La extraccion de ADN de todos los aislados se realizaron mediante el uso del
kit comercial GeneJET Genomic DNA purification kit (Thermo Scientific, Waltham, MA)

siguiendo las indicaciones del protocolo para bacterias gram-negativa.

3.6.2. Estudios gendémicos

3.6.2.1.Secuenciamiento de genomas. Se prepararon librerias de secuenciamiento
utilizando el kit Nextera XT (Illumina, San Diego), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se secuenciaron utilizando corridas de 2 x 300pb en el instrumento de secuenciamiento MiSeq
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(Mumina), ubicado en la Unidad de Epidemiologia Molecular de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia (UPCH).

3.6.2.2. Analisis bioinformatico. Las secuencias gendmicas fueron procesadas y
analizadas en la plataforma Galaxy version 24.1.2.dev0. El manejo y ensamblaje de los ‘reads’
fue realizado mediante el uso de Trimmomatic (v0.39), para el ensamblaje se utiliz6 SPAdes
(v3.13.1), para el anélisis de marcadores genéticos, MLST (v2.16.2) y, Abricate (v0.8.13) para
la busqueda de genes de resistencia y secuenciotipos, SerotypeFinder (v.2.0) para la busqueda

de serotipos de E. coli.

Se realizd una comparacién de genomas para cada especie, para ello se construyd un
arbol filogenético utilizando Parsnp v2.1.2. En el caso de E. coli, se tom6 como referencia la
cepa E. coli K-12 substr. MG1655 y para Klebsiella pneumoniae, se tomd la Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 y no se incluy6é en la muestra a Klebsiella
quasineumoniae, por ser una especie genéticamente distante en algunos nucleétidos. Se

utilizaron pardmetros estandar. Para la visualizacién y edicion del arbol se utilizé iTOLV7.

3.7. Analisis de datos

Las variables categoricas fueron descritas mediante el uso de frecuencias e intervalos
de confianza. Para las variables numéricas, se utilizaron medidas de tendencia central y
dispersion. El andlisis bivariado se realiz6 mediante el uso de la prueba de Chi cuadradoy T-
student. Los aislados que presentaron resistencia a tres 0 mas grupos de antimicrobianos fueron
categorizados como MDR (multidrogoresistente). Se estimo la razon de prevalencia de los
hallazgos principales y un modelo de regresion para la exploracion de factores de riesgo
asociados a la presencia de aislados resistentes y MDR. Para el andlisis se utilizé un nivel de

confianza del 95% y los paquetes estadistico Microsoft Excel y Stata v17.0.
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3.8. Consideraciones éticas

El presente proyecto estd enfocado en la caracterizacion de bacterias aisladas como
unidad de andlisis. Por lo tanto, no se tuvo acceso a datos privados de pacientes, ya que cada

muestra evaluada fue codificada mediante nimeros y letras, con el fin de proteger al paciente.

Asimismo, las muestras empleadas en el presente proyecto pertenecen al proyecto
titulado “CARACTERIZACION Y COMPARACION DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS AISLADAS DE AGUAS RESIDUALES,
HEMOCULTIVOS Y UROCULTIVOS DEL INSN-SB”, el cual fue ganador del fondo
concursable del INSN SB 2018 y aprobado por el Comité de ética de la misma institucion con

OFICIO N° -CIEI-INSN-SAN BORJA el 23 de agosto de 2018.



35

IV. RESULTADOS

Se obtuvieron en total 51 aislados bacterianos de cultivos de sangre y orina de pacientes
pediatricos del Instituto Nacional de Salud del Nifio, San Borja. Del total, se identificaron 34
aislados de Escherichia coli (66.7%) y 17 (33.3%) aislados pertenecientes al complejo de
especies  Klebsiella pneumoniae (KpSC), 16 de ellos identificados como Klebsiella
pneumoniae y uno como Klebsiella quasineumoniae subsp. similipneumoniae, la cual fue
considerada dentro del numero total de aislados pertenecientes al complejo de especies
Klebsiella pneumoniae (KpSC). Finalmente, el 15.7% de los aislados fueron obtenidos de

cultivos de sangre y el 84.3% de cultivos de orina.

La multidrogorresistencia se detecto en 77.4% de E. coli de urocultivos y el 75% de
hemocultivos. Para Klebsiella pneumoniae (KpSC), el 72.7% (urocultivo) y el 80 %
(hemocultivos) tuvieron esta caracteristica. EI 51.4% de aislados E. coli fueron productoras de
BLEE y el 68.8% fueron del complejo Klebsiella pneumoniae. De las E. coli, 100% fueron de
hemocultivos y el 45.2% de urocultivos. En el caso de las K. pneumoniae (KpSC), 80% fueron

de hemocultivos y 63.6% de urocultivos.

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana muestran altos valores de resistencia a
amoxicilina 82.4% y 94.1%, para tetraciclina 61.8% y 64.7%, para cefalotina 61.8 y 58.8%
para E. coli y Klebsiella pneumoniae (KpSC) respectivamente. Todos los aislados de E. coli
mostraron susceptibilidad para cefoxitina y en el caso de Klebsiella pneumoniae (KpSC), a
ceftriaxona, cefoxitina y amoxicilina con acido clavulanico. Ademas, absolutamente todos los
aislados mostraron susceptibilidad para carbapenémicos ( imipenem y meropenem) y no hubo
presencia de AmpC en ambas especies. Se detallan los valores obtenidos del total de

antibidticos evaluados en la Tabla 2 y 3.



Tabla 2

Caracterizacion fenotipica de aislados de Escherichia coli

Resultados

Escherichia coli (n=34)

Orina

Sangre

(n=31) (n=3) Total p-value*

Multidrogo resistencia
Positivo 25 (80.6) 3(100) 28(82.4) 0.665*
BLEE
Positivo 15(48.4) 3(100) 18(52.9) 0.058*
Fenicoles
Cloranfenicol 8(25.8) 1(33.3) 9(29.4) 0.268
Tetraciclinas
Tetracycline 19(61.3) 2(66.7) 21(61.8) 0.581
Sulfonamidas

Trimetoprim/sulfametoxazol 19(61.3) 0 (0) 19(55.9) 0.165
Aminoglucdsidos
Gentamicina 3(9.7) 0 (0) 3(8.8) 0.477
Amikacina 0 (0) 1(33.3) 1(2.9) 0.681*
Macrolidos
Azitromicina 12(38.7) 0 (0) 12(35.3) 0.102
Penicilinas
Amoxicillina 25(80.6) 3(100) 28(82.4) 0.391
Amoxicillina con Acido Clavulanico 1(3.2) 0 (0) 1(2.9) 0.886*
Aztreonam 7(22.6) 2(66.7) 9(26.5) 0.268*
Piperacillina 18(58.1) 3(100) 21(61.8) 0.370*
Cephalosporinas
Cefalotina 19(61.3) 2(66.7) 21(61.8) 0.470
Cefotaxima 18(58.1) 2(66.7) 20(58.8) 0.419*
Cefepime 10(32.3) 2(66.7) 12(35.3) 0.425*
Ceftazidima 4(12.9) 2(66.7) 6(17.6) 0.128*
Ceftriaxona 4(12.9) 0 (0) 4(11.8) 0.601*
Quinolonas
Acido Nalidixico 23(74.2) 3(100) 26(76.5) 0.335*
Ciprofloxacina 14(45.2) 3(100) 17(50) 0.039
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Tabla 3

Caracterizacion fenotipica de aislados de Klebsiella pneumoniae (KpSC)

Klebsiella pneumoniae (KpSC) (n=17)

Resultados Orina Sangre Total o-value*
(n=12) (n=5)

Multidrogo resistencia
Positivo 8(72.7) 5(100) 13(76.5) 0.635*
BLEE
Positivo 6(63.6) 4(80) 10(58.8) 0.484*
Fenicoles
Cloranfenicol 1(9.1) 0(0) 1(5.9) 0.687*
Tetraciclinas
Tetracycline 6(50) 5(100) 11(64.7) 0.181*
Sulfonamidas

Trimetoprinv/sulfametoxazol 7(58.3) 4(80) 11(64.7) 0.484
Aminoglucédsidos
Gentamicina 1(8.3) 3(60) 4(23.5) 0.063*
Amikacina 0(72.7) 1(20) 12(70.6) 0.635*
Macrdlidos
Azitromicina 4(33.3) 2(40) 5(29.4) 0.516*
Penicilinas
Amoxicillina 11(91.7) 5(100) 16(94.1) N/A
Aztreonam 1(8.3) 1(20) 2(11.8) 0.705*
Piperacillina 5(41.7) 3(60) 8(47.1) 0.654*
Cephalosporinas
Cefalotina 6(50) 4(80) 10(58.8) 0.484*
Cefotaxima 6(50) 4(80) 10(58.8) 0.484*
Cefepime 4(33.3) 2(40) 7(41.2) 0.635*
Ceftazidima 1(8.3) 1(20) 2(11.8) 0.705
Quinolonas
Acido Nalidixico 5(41.7) 3(60) 8(47.1) 0.365*
Ciprofloxacina 4(33.3) 3(60) 7(41.2) 0.365*

El analisis de genes de resistencia a betalactdmicos en aislados de E. coli provenientes
de urocultivos, detectd mayor prevalencia del gen blaTEM-1 (14.7%), seguido de blaCTXM-
55(14.71%) y en menor prevalencia blaTEM-141, blaCTXM-15 (Figura 1). Para aislados de
hemocultivos, se encontré mayor prevalencia para el gen blaOXA-1 (5.88%) y en menores
porcentajes (2.94%) los genes blaCTXM-5, blaTEM-141, blaCTXM-15 (Figural). Solo dos

aislados portaban los genes blaCTXM-2 y blaCTXM-3; otros dos el gen blaCTXM-27 y uno
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con blaCTXM-14. En los aislados de Klebsiella pneumoniae (KpSC) provenientes de
urocultivos, mostraron mayor prevalencia para el gen blaTEM-1(41.18%), seguido del
blaOXA-1(35.29%) y en menor prevalencia los genes blaCTXM15, blaSHV106 y blaSHV110.
Se identificaron dos aislados con genes blaTEM141, blaCTXM55, blaOKPB3 y blaCTXM3 'y

s6lo un aislado con el gen blaSHV26 (Fig.2 y 5).

Figural

Prevalencia de genes betalactamicos en aislados de E. coli
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Figura 2

Prevalencia de genes betalactamicos en aislados de K. pneumoniae (KpSC)
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La caracterizacion del genoma permiti6 identificar genes de resistencia a multiples
antibidticos en ambas especies del estudio tanto de E. coli, como de K. pneumoniae(KpSC), en
ambos casos se detectaron genes que confieren resistencia a aminoglucdésidos (ant(2")-la,
ant(3")-1la, aac(3)-11d, aac(3)-lla, aadA5, aph(3")la, aph(3")-Ib, aph(6)-Id, aac(3)-Vla, aadA2,
aph(3')-1l1a). Genes de dihidrofolato reductasa dfrA, incluidos los alelos dfrA1/7/8/12/14/17
codificaron la enzima de resistencia a trimetoprima. La resistencia a sulfonamidas se evidencid
con la presencia de los genes sull, sul2 y sul3. Codificando resistencia a macrélidos, se
identificaron los genes mph(A) y erm(B). Se detectaron genes tetA y tetB que codifican
resistencia a la tetraciclina. Para la resistencia a quinolonas, se detect6 el gen gnrB19.
Asimismo, se identifico el gen aac(6')-1b-cr que confieren doble resistencia a los antibioticos
aminoglucosidos y fluoroquinolonicos. Se determinaron los genes fosA6 y fosA3 que codifican

resistencia a fosfomicinas. En cuanto a la resistencia a fenicoles, se identificaron los genes
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catAl, floR y cmlAl. En el caso de la colistina, se identificd el gen mcr-1.1 en aislados de E.
coli y una variante de este gen el mcr-1.11 en aislados de K. pneumoniae (KpSC). La resistencia
a lincosamidas se evidencidé con el gen Inu(F), s6lo en aislados de K. pneumoniae (KpSC)

(figura 5).

El analisis MLST permitid identificar los secuenciotipos (STs) de los aislados, en total
se identificaron 20 STs de E. coli, de los cuales el ST-131 fue el mas frecuente en aislados
hemocultivos y urocultivos, seguido por el ST-101 y ST-193, s6lo identificados en muestras
de urocultivos (Fig.3). Para los aislados de K. pneumoniae (KpSC), se determinaron 10 STs,
siendo el ST -15 el méas frecuente en muestras de ambas procedencias, seguido del ST-25 Y

ST-1137, identificados en aislados de urocultivos (ver Fig. 4).

Figura 3

Frecuencia de ST en aislados de E. coli de urocultivos y hemocultivos
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Figura 4

Frecuencia de ST en aislados de K. pneumoniae (KpSC) de urocultivos y hemocultivos
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En los genomas analizados de E. coli se encontraron asociaciones entre los ST-131,
serotipo O25:H4 y los genes de resistencia bla-OXA-1, blaCTXM-15 y fosA. Los ST-101 con
el serotipo O15:H31 y los genes bla-TEM-1, sull, sul2, tetA, tetB. Los ST- 457, al serotipo
O11:H25 y los genes mcrl.1, sul3, floR y tetA (Fig.5). Para K. pneumoniae, se encontraron
asociaciones principales entre el ST-15 y los genes de resistencia bla-OXA-1, bla-TEM-1,
blaCTXM-15, blaSHV-106, mcrl.1, sull, tetA, fosA6, y ogxA/B. Los ST-25 presentaron

asociacion a blaCTXM-15, bla-OXA-1, bla-TEM-1, fosA6, sul2 y ogxA/B (Fig.6).

En el analisis filogenético de aislados de E. coli (Fig. 5) se puede observar que el total
de las muestras divergen de dos clados principales. Los cddigos de muestras 580, 581 y 592
son distintas procedencias (hemocultivo y urocultivo) y afio de colecta (2018 y 2019), se

muestran con una relacion bastante cercana y presentan el mismo ST y serotipo (ST-131 y
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025:H4 respectivamente).En la filogenia de K. pneumoniae (Fig.6), se resalta la presencia de
5 aislados( 586, 588, 579, 587 y 589) que pertenecen a un mismo clado con un mismo ancestro
en comun, distinta fuente de procedencia y del mismo afio de colecta (2019), 3 de estas

presentan una estrecha relacion y el mismo ST-15.



Figura 5
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Filogenia, distribucion de genes de resistencia, secuenciotipos (ST), serotipos, segun el afio y origen de muestreo de E. coli
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Figura 6
Filogenia, distribucién de genes de resistencia, secuenciotipos(ST) segln el afio y origen de muestreo de K. pneumoniae
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacion gendmica de aislados bacterianos permite un avance significativo en
la comprension de las infecciones nosocomiales que afectan a la poblacion pediatrica a nivel
mundial (Moustafa et al., 2020; Pereira et al., 2013; Prokop et al., 2018). Tal es asi, que la
infeccion del tracto urinario ha sido reportada como una de las mas frecuentes en el grupo
pediatrico y nifios menores de un afio (Birgy et al., 2020; Lipworth et al., 2022), lo cual se
evidencia en el presente estudio, en donde se pudo identificar a E. coli como el aislado mas
prevalente. Por su parte, estudios en México, Colombia y Brasil, identifican a Klebsiella
pneumoniae con mayor prevalencia en infecciones del torrente sanguineo y urinarias
especialmente en neonatos y pacientes con condiciones subyacentes (Coria-Lorenzo et al.,
2021; Pereira etal., 2013; Vanegas etal.,, 2016). Estos resultados son acordes con lo

evidenciado en el presente trabajo.

Con antecedentes de infecciones recurrentes del tracto urinario, el uso permanente del
catéter, y el uso indiscriminado de antibidticos, entre otros factores de riesgo para la produccion
de BLEE, Escherichia coli y K. pneumoniae son las bacterias productoras de BLEE mas
comunes a nivel mundial (Keshi et al., 2019). Las tasas de deteccion son més altas en América
Latina, Africa-Medio Oriente, pero més bajas para Asia, Europa y América del Norte (Keshi
etal., 2019; Yang et al., 2023), lo cual se ve reflejado en este estudio. El analisis fenotipico de
bacterias productoras de BLEE, encontré6 mayor prevalencia de K. pneumoniae (KpSC) que
de E. coli, el cual guarda relacion al estudio realizado de pacientes pediatricos en América

Latina, Africa, Oriente Medio y Asia (Gonzales et al., 2019; Yang et al., 2023).

El valor predominante a la resistencia se observa para amoxicilina en E. coli y
Klebsiella pneumoniae (KpSC), esto podria deberse a que tanto este antibidtico como la

gentamicina, son utilizados como tratamientos empiricos para la sepsis neonatal en distintos
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centros hospitalarios de América Latina y Europa (Azimi et al., 2019; Lipworth et al., 2022;
Mendieta-Tello etal., 2023). Sin embargo, la combinacién de amoxicilina mas &cido
clavulanico funciona como un “inhibidor suicida™, uniéndose irreversiblemente a las enzimas
B-lactamasas bacterianas y evitando asi que hidrolicen este antibiotico, siendo mas eficaz en
los tratamientos de infecciones de tracto respiratorio, urinario, piel, entre otros (Huttner et al.,
2019). En el presente estudio, los valores de resistencia para este antibiotico, fueron bastante
bajos en E. coli y K. pneumoniae (KpSC), lo cual se asemeja a los porcentajes evaluados en
un estudio en pacientes pediatricos en Cajamarca-Per( (Caruajulca Arana, 2024), a su vez,
difiere de estudios realizados en otros distritos de Lima, Per( (Coricaza Cuaresma et al., 2019;
Prieto Farfan, 2024), América Latina, Africa-Oriental-Medio Oriente y Asia, donde los
porcentajes son variables y algunos mayores (Azimi et al., 2019; Letara et al., 2021; Perez-

Lopez et al., 2020; Sands et al., 2021; Yang et al., 2023).

En los ultimos afios, la prevalencia de cepas de E. coli resistentes a los medicamentos
ha aumentado, principalmente debido al uso excesivo e indebido de antibi6ticos. Estas
infecciones resistentes a los medicamentos pueden dar lugar a fracasos del tratamiento,
estancias hospitalarias prolongadas y mayores costos de atencién médica (Le et al., 2024). En
el anélisis fenotipico de susceptibilidad a los antimicrobianos, los aislados de E. coli
presentaron mayor prevalencia en la resistencia a quinolonas como el &cido nalidixico y
ciprofloxacino, lo cual es acorde a dos estudios en el pais (Caruajulca Arana, 2024; Coricaza
Cuaresma et al., 2019), sin embargo, no se relaciona con los datos de consumo para este
antibidtico en el centro pediatrico estudiado, el cual vemos que es ausente para acido nalidixico
y un porcentaje menor en ciprofloxacino (Anexo Ay B), esto podria ser por la restriccion de
uso de esta familia de antibi6ticos en nifios, pero es ampliamente prescrito en adultos (Arés
Alvarez etal., 2017). Al observar los niveles altos a esta resistencia podria sugerir la

transferencia horizontal de genes entre bacterias (entornos comunitarios) o por transmision
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vertical que puede ocurrir entre la madre y su descendencia al nacer y durante la lactancia, o
de forma espontanea debido a la exposicion a antibidticos (Patangia et al., 2021). Ademas se
muestra altos niveles de resistencia a cefalosporinas como la cefalotina y cefotaxima,
antibidticos comunmente usados en el tratamiento de ITUS (Mundaca Hurtado et al., 2020),
esto guarda similitud a estudios nacionales y en América Latina, Africa y Asia (Coricaza
Cuaresma et al., 2019; Mendieta-Tello et al., 2023; Sanchez-Alvarez et al., 2022; Sands et al.,
2021; Yang et al., 2023). Cabe resaltar la baja resistencia por parte de los aminoglucésidos
como la amikacina, siendo este medicamento un farmaco de segunda linea en el tratamiento
de ITUs, por lo que podria usarse en la prescripcion, segun la evaluacion de los examenes y

criterio del médico (Chica et al., 2024; Coricaza Cuaresma et al., 2019).

En los aislados de K. pneumoniae (KpSC), se evidencid mayor resistencia a
tetraciclinas ,sin embargo este antibiotico es muy poco utilizados en la poblacién pediétrica, y
su uso es limitado y controvertido en la infancia por sus efectos secundarios (Ramos, 2024);
seguido por las sulfonamidas como el trimetoprim-sulfametoxazol, este resultado es acorde al
porcentaje en paises de América Latina, africay en menor porcentaje en Asia (Carrion Anampa,
2019; Yang et al., 2023). Los porcentajes de resistencia a cefalosporinas de primera a cuarta
generacidn también fueron mayores, lo cual es acorde a estudios en paises de América Latina
y Africa, Oriente Medio y Asia en los Gltimos afios (Yang et al., 2023), pero difiere de un
estudio en siete paises de ingresos bajos y medianos, donde los porcentajes de resistencia a
cefalosporinas son mucho mayores (Sands et al., 2021). De acuerdo a la literatura internacional,
las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion son posibles medicamento de eleccién en las
infecciones urinarias complicadas (Mendieta-Tello etal., 2023), pero debido a la alta
resistencia notable para este microorganismo en la presente investigacion, no se recomendaria
iniciar un tratamiento con estos medicamentos. Importante destacar la alta sensibilidad

encontrada para los antibiéticos amikacina y aztreonam, los cuales serian una buena opcién en
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el tratamiento de estas infecciones. Mencionar también que los aislados de K. pneumoniae

(KpSC), presentaron total susceptibilidad para imipenem y meropenem.

La capacidad de muchos bacilos gramnegativos de adquirir e intercambiar facilmente
material genético, en particular genes a través de elementos genéticos moviles nos da entender
que la proliferacion de cepas resistentes a los farmacos sigue representando una amenaza
constante (Lipworth et al., 2022). En el presente estudio, se observé una amplia distribucion
de genes de resistencia incluidos los genes betalactdmicos y otros que confieren resistencia a
aminoglucosidos, sulfonamidas, macrolidos, tetraciclinas, quinolonas, fosfomicinas, fenicoles,
entre otros, los cuales guardan relacion con el analisis fenotipico realizado de los mismos. Los
aislados de K. pneumoniae (KpSC) y E. coli, mostraron tasas elevadas de resistencia a casi

todos los B-lactamicos probados y a otros antibiéticos multiples (Moghnia & Al-Sweih, 2022).

Las BLEE son grupos de enzimas mediados por plasmidos que hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas de espectro extendido y aztreonam, son causadas por la produccion de SHV,
TEM y CTX-M codificados por los genes bla SHV , bla TEM y bla CTX-M respectivamente,
hasta el momento se han descrito casi 300 variaciones distintas de BLEE (El Aila et al., 2023).
Aungue blaCTX-M se reporta como el mas frecuente a nivel mundial en la poblacion
pediatrica(Alcedo etal., 2022; Yang etal., 2023), en contraste con los hallazgos, el mas
frecuente en el presente estudio fue blaTEM-1 para ambas especies, seguido del blaCTX-M-
15, el tipo BLEE mas extendido en todo el mundo (Lipworth et al., 2022; Perez-Lopez et al.,
2020; van Aartsen etal., 2019) y el gen blaOXA-1, este ultimo guarda relacion con los
porcentajes encontrados en estudios nacionales (Alcedo et al., 2022; Ramirez Campos, 2019).
Por otro lado, la literatura indica que blaTEM-1 parece tener un efecto inhibidor pobre contra
tazobactam, la coproduccion comdn de OXA-1 solo o acompafiado de TEM-1 hace que
piperacilina/tazobactam sea un agente poco confiable para el tratamiento empirico o definitivo

de infecciones sistémicas por BLEE (Perez-Lopez et al., 2020).



49

La estructura poblacional de E. coli cambia con el tiempo, en particular debido a la
aparicion de clones resistentes a los antibioticos (Birgy et al., 2020). E. coli ST131 es un clon
que ha emergido globalmente como el linaje patdgeno extraintestinal mas predominante dentro
de esta especie clinicamente importante, y su asociacion con la resistencia a las
fluoroquinolonas y a las cefalosporinas de espectro extendido impacta significativamente en el
tratamiento, su historia evolutiva sigue sin estar claramente definida (Stoesser et al., 2016).
Ademas, este clon también se ha detectado en animales domésticos y salvajes, y alimentos
(Badran et al., 2016), este predominio se evidencia en este estudio, seguido por el ST101
presente Unicamente en aislados de urocultivos, se ha encontrado en aislados de alimentos
carnicos y vegetales (Castro Rodriguez, 2022; Sanchez Gavilanes, 2023) otro linaje prevalente
fue el ST57 identificado de aislados de hemocultivos, se reporta en E. coli de pollos de crianza
y ganado en paises europeos (Mo etal., 2020; Pietsch et al., 2018). Por su parte, en K.
pneumoniae se ha encontrado con mayor prevalencia el grupo clonal ST15, asociado con la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas y se ha indicado
en casos clinicos y brotes hospitalarios en todo el mundo(Berglund et al., 2019), seguido del

ST25, asociado a aislados hipervirulentos en Asia (Du et al., 2022)

En los ultimos afios, se ha detectado cada vez mas en todo el mundo un nuevo clon de
E. coli llamado O25:H4-ST131 productor de blaCTX-M-15, y este clon se asocio
principalmente con la comunidad y causé infecciones extraintestinales. EI clon es
multirresistente, incluida la resistencia a las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de tercera
generacion, el cual se evidencia en este estudio (Badran et al., 2016). Al igual que E. coli
ST131, E. coli ST1193 es un clon emergente exitoso de alto riesgo para E. coli
multidrogorresistente y una causa importante de infecciones urinarias y del torrente sanguineo
de inicio en la comunidad (Pitout et al., 2022). ST1193 se asocia al serotipo O75:H5 y es

conocido por sus potentes capacidades mutagénicas y de formacion de biopeliculas (Shao
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etal., 2023), el cual se encuentra también en el presente estudio, vinculado a los genes de
resistencia blaCTX-M-2 y sull y sul2. Ademas de la presencia de E. coli ST 457 serotipo
0O11:H25, un linaje de E. coli de amplio rango de hospedadores y diseminado globalmente, en
algunos casos portando el gen mcr-1 en pacientes que residen en Estados Unidos, México,

China 'y Vietnam (Nesporova et al., 2020)

Los resultados de filogenia para ambas especies, no evidencian una posible transmision
nosocomial de los aislamientos, lo que sugiere que en nuestro entorno, los aislamientos
invasivos podrian estar adquiriéndose del medio ambiente, la flora gastrointestinal
colonizadora 0 son resultado de la transmision de los padres u otros contactos cercanos

(Lipworth et al., 2022).
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VI. CONCLUSIONES

La caracterizacion del genoma de Escherichia coli y Klebsiella sp. ha proporcionado
una vision detallada de la variabilidad genética, sumado a las caracteristicas fenotipicas
obtenidas, ofrece informacion relevante de la poblacion pediatrica.

Escherichia coli se destaca como el patdgeno mas frecuente en las infecciones del tracto
urinario y del torrente sanguineo en la poblacion pediatrica, lo que resalta la
importancia de la vigilancia y el diagnostico oportuno de estas infecciones
nosocomiales.

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia coli y
Klebsiella sp mostraron altos niveles de multidrogorrestistencia, con mayor prevalencia
a las penicilinas (amoxicilina), tetraciclinas y cefalosporinas de primera y segunda
generacion para ambas especies.

La determinacion de los genes de resistencia en los aislados de Escherichia coli y
Klebsiella sp. obtenidos de cultivos de sangre y orina a través del secuenciamiento del
genoma completo (WGS), permitio identificar genes de relevancia clinica, que incluyen

el blarem-1, blaCTX-M-15, mcr-1.
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VII. RECOMENDACIONES

Es de suma importancia realizar estudios de vigilancia genémica en la poblacién
pediatrica, ya que es poco estudiada en el pais.

Ampliar las investigaciones y realizar el seguimiento de otras enterobacterias
circulantes en el entorno hospitalario y comunidad.

Incrementar los estudios de busqueda de posibles vias de transmision de genes en
el ambiente, animales y humanos

Elaborar mapas microbiolégicos en los hospitales y poner a disponibilidad la

informacidn para uniformizar la data en el pais.
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3. ANEXOS
Anexo A

Consumo de antibioticos en el area de Hematologia del INSN-SB durante el 2018.
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Anexo B

Consumo de antibidticos en el area de Hospitalizados del INSN-SB durante el 2018.
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