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RESUMEN



La resistencia bacteriana a los antibidticos es una de las mayores problematicas que se
afronta a nivel mundial. Una de las bacterias con mayor preocupacion a nivel hospitalario es
Escherichia coli, patdgeno que presenta resistencia por diferentes mecanismos. En la ciudad
de Pasto se han reportado cepas de E. coli, con resistencia marcada a antibidticos
betalactdmicos. No obstante, es escaso el conocimiento sobre los determinantes de resistencia;
por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue determinar la resistencia a antibidticos de la
bacteria E. coli aislada de ambiente clinico en San Juan de Pasto.

Se realiz6 una descripcién macro y microscopica de 32 aislamientos clinicos. También
se determinaron el perfil de resistencia, las caracterizaciones bioquimicas y moleculares
(amplificacion génica de 16S rRNA, ERIC-PCR y genes de resistencia). Adicionalmente, se
Ilevé a cabo un proceso de transformacion via plasmidica y su dindmica fue descrita mediante
modelado matematico.

Todos los aislamientos tuvieron resistencia a antibiéticos betalactamicos,
aminoglucoésidos y fluorogquinolonas; esta resistencia se relacion6 con plasmidos portadores
de genes de resistencia blaTEM, blaSHV1 y blaCTXM1; ademas se establecié mediante
ERIC-PCR la existencia de cuatro estados genéticamente idénticos. Mediante la construccion

del &rbol filogenético se observé una distancia evolutiva minima entre los aislados.

En la cinética de crecimiento se observo una relacion significativa (p- valor: 0,0000)
entre el crecimiento, antibidtico y cepa bacteriana. Las tasas de transformacion fueron del
orden de 7,8 x 10 y 5,2 x 10 en el periodo de 32 a 40 horas, correspondientemente. Los
modelos matematicos para cinética de crecimiento y transformacion describieron de manera

confiable (errores absolutos > 10%) la dinamica de cada fenémeno biologico. Los resultados
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de esta investigacidn son promisorios en el campo de la epidemiologia de la resistencia
bacteriana, ya que pueden ser tomados como base para implementar estrategias de mitigacion

de la resistencia.

Palabras clave: E. coli, resistencia, antibioticos, plasmidos, modelos matematicos.

ABSTRACT
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Bacterial resistance to antibiotics is one of the biggest problems that is faced
worldwide. One of the bacteria with the greatest concern at the hospital level is Escherichia
coli, a pathogen that has resistance by different mechanisms. In the city of Pasto, strains of E.
coli have been reported, with marked resistance to beta-lactam antibiotics. However, there is
little knowledge about the determinants of resistance against the antibiotics used in the
medical field; therefore, the objective of the research was to determine the antibiotic

resistance of E. coli bacteria isolated from the clinical environment in San Juan de Pasto.

A macro and microscopic description of 32 clinical isolates was made. The resistance
profile, biochemical and molecular characterizations (gene amplification of 16S rRNA, ERIC-
PCR and resistance genes) were also determined.In addition, a process of transformation via

plasmid was carried out and its dynamics were described by mathematical modeling.

All isolates had resistance to beta-lactam antibiotics, aminoglucosides and
fluoroquinolones; resistance was related to plasmids carrying with the resistance genes
blaTEM, blaSHV1 and blaCTXMZ1; the ERIC-PCR was also established to have four
genetically identical states. By the construction of the phylogenetic tree, a minimum

evolutionary distance was observed between the isolates.

In the growth Kinetics, it was observed a significant relationship (p- value: 0.0000)
between growth, antibiotic and bacterial strain. The processing rates were in the order of 7.8 x
10 and 5.2 x 10 in the period of 32 to 40 hours, correspondingly. Mathematical models for

kinetics of growth and transformation described reliably (absolute errors > 10%) the dynamics
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of each biological phenomenon. The results of this research are promising in the field of the
epidemiology of the bacterial resistance, since they can be taken as the basis for implementing
mitigation strategies of resistance.

Keywords: E. coli, resistance, antibiotics, plasmids, mathematical models.
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1. Introduccién a la probleméatica

El descubrimiento de los antibioticos ha contribuido de manera significativa en el
campo de la medicina, constituyéndose en uno de los tratamientos mas efectivos para el
control de enfermedades causadas por agentes infecciosos que afectan a la poblacion y
generan altas tasas de mortalidad (Al6s, 2015; Singh, et al., 2018);en este sentido, se
considera a los antibioticos como compuestos sintéticos o semisintéticos que ejercen acciones
especificas sobre alguna estructura o funcion del patégeno, inhibiendo o eliminando el
crecimiento de dichos organismos; no obstante, microorganismos como las bacterias han
desarrollado mecanismos para contrarrestar los efectos de los antibioticos y adaptarse a las

nuevas presiones del medio (Maguifia, 2016).

De esta manera la resistencia a los antibi6ticos es considerada como una manifestacion
natural de la evolucidn bacteriana, en la que estos organismos presentan la capacidad de
sobrevivir en presencia de los mismos; sin embargo, existen factores que inducen al aumento
de la expresion de resistencia, entre estos se destacan: el incremento en el uso inapropiado de
antibioticos, la presion selectiva que ejercen y la aplicacion ineficiente de las medidas de
prevencion y control (Al6s, 2015). Ademas, se ha determinado que en ambientes hospitalarios
el uso continuo de diversos antibidticos favorece el desarrollo de diferentes mecanismos
moleculares de resistencia y seleccion de cepas multirresistentes (Cabrera, et al., 2007 y

Singh, et al., 2018).

Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud (2015) establece que las bacterias
resistentes con mayor preocupacién en el &mbito hospitalario son, Klebsiella pneumoniae ,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Shiguella spp, Salmonella Typhi,

Mycobacterium tuberculosis y Escherichia coli, microorganismos que han desarrollado
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mecanismos altamente eficientes para adquirir, almacenar y distribuir genes asociados a la
resistencia, actuando como reservorio de genes distribuidos en la comunidad (Claudio, 2016).
Igualmente, Herndndez y colaboradores (2014) reportan que las bacterias resistentes a
antibidticos mas frecuentes en unidades de cuidados intensivos (UCI) en Colombia son, K.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y principalmente E. coli, esta Gltima presenta genes
asociados con la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), como

cefamicinasas plasmidicas y carbapenemasas (Marsili, 2015).

En el departamento de Narifio, se ha reportado que E. coli, es una de las bacterias con
mayor impacto epidemioldgico en ambientes hospitalarios, ya que presenta una resistencia
marcada a diferentes antibidticos. Con relacion a esto, el tercer boletin epidemiologico
desarrollado por el Hospital Departamental de Narifio en 2015 y 2018, referencian que cepas
de E. coli presentan resistencia prevalente a antibiéticos de amplio espectro (22,8 - 41,7%) y
son causales de un aumento en la frecuencia de enfermedades infecciosas de dificil

tratamiento.

Cabe sefialar que, en el departamento de Narifio, es escaso el conocimiento sobre los
determinantes de resistencia contra los principales antibi6ticos empleados en el ambito
médico; debido, a que Unicamente se han generado pruebas preliminares para la deteccion de
resistencia a los antibioticos, pero no se ha llevado a cabo estudios minuciosos de resistencia
en bacterias relevantes en este ambiente. Por lo tanto, la presente investigacion pretendio
determinar la resistencia a antibioticos de E. coli aislada de ambiente clinico de la ciudad de
San Juan de Pasto, como un primer paso para dilucidar con mayor claridad los patrones de

resistencia y facilitar el entendimiento de la epidemiologia en el departamento.
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En atencion a los anteriores argumentos, se planted la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ Cudl es la resistencia a antibioticos de la bacteria E. coli aislada de ambiente

clinico de la ciudad de San Juan de Pasto?

2. Justificacion

Las infecciones causadas por bacterias resistentes a antibioticos sugieren un problema
de salud publica a nivel mundial, estos microorganismos han desarrollado eficientes
mecanismos de resistencia y diseminacion de genes asociados a ésta, generando una
disminucion de la eficacia de los tratamientos habituales y por lo tanto un aumento en la
frecuencia de enfermedades infecciosas de dificil tratamiento. Al respecto, se ha determinado
que existen bacterias naturalmente resistentes a determinados antibioticos, mientras que otras
adquieren resistencia mediante mutaciones en sus genes tras la exposicion a estos; esta
resistencia natural o adquirida, puede propagarse a otras especies bacterianas, puesto que las
bacterias intercambian facilmente material genético entre ellas, incluso entre especies

diferentes (Lopatkin,et al., 2016).

Con respecto a lo anterior, se ha reportado que cepas de E. coli presentan diferentes
mecanismos de multirresistencia, McGann et al. (2016) reportan la presencia de una cepa de
esta bacteria resistente al antibiotico de altimo recurso, la colistina, por este hecho se la
catalogé como una de las bacterias resistentes a los antibidticos disponibles en el mercado,
ademas se indica que estas bacterias son causa frecuente de diferentes infecciones como las
del tracto urinario, diarreas, bacteriemias, meningitis neonatal y neumonias. Estas bacterias
son dificiles de tratar con los antibidticos existentes, generando complicaciones posteriores,

debido que el paciente infectado posiblemente requiere de cuidados adicionales o antibidticos
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alternativos mas costosos, propiciando un aumento en la tasa de mortalidad y morbilidad, asi
como un incremento en el coste sanitario (Minsalud, 2018; Morejon, 2013; Morejon, 2013 &

OMS, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (2015) sefiala que la situacion es mucho mas
alarmante debido a que factores como el flujo diario de una cantidad considerable de personas
entre los diferentes paises ha acelerado la propagacion de bacterias resistentes a nivel global,
hasta el punto de establecer niveles pandémicos de resistencia bacteriana; por otra parte en el
2014, la Organizacion Panamerica de Salud (OPS) inform6 que mas de 1,4 millones de
personas adquirieron infecciones hospitalarias por bacterias multiresistentes; ademas se sefiald
que en la union Europea, fallecen unos 25.000 individuos al afio a causa de las bacterias
multirresistentes, con un coste adicional de 1.500 millones de euros a los sistemas sanitarios;
aunque en el sistema de salud de Colombia no se encuentra informacion detallada sobre el
coste econdémico de infecciones por resistencia bacteriana, se estima que estos son elevados

con base en estudios internacionales reportados (Barrero, et al., 2014).

Por el panorama expuesto, es fundamental desarrollar investigaciones enfocadas en
determinar la frecuencia de bacterias de alto impacto epidemiolégico, que exhiben resistencia
a antibidticos en ambientes hospitalarios; con el fin de generar un mejor entendimiento acerca
de los modelos de resistencia y encaminar estrategias de disminucién y control en este tipo de
ambientes. Por lo tanto, la ejecucién de la presente propuesta de investigacion permitid
evaluar a nivel de laboratorio la resistencia a antibioticos en E. coli de impacto
epidemioldgico en el departamento de Narifio, y crear escenarios de trabajo para determinar

posibles patrones de comportamiento teniendo en cuenta la especie bacteriana y en el futuro
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generar controles y estrategias de vigilancia que incidan en la progresion de bacterias

resistentes.

3. Aporte de la investigacion al desarrollo de la ciencia

El estudio brind6 informacidn acerca de la resistencia de E. coli en el &mbito clinico
en nuestra region, relacionando genes y plasmidos vinculados a la resistencia a antibi6ticos;
ademés mediante métodos experimentales y analisis matematicos se gener6 una aproximacion
del proceso de transformacion via plasmidica en poblaciones sensibles. Los resultados
generados pueden servir de base para estudios a nivel epidemioldgico en la ciudad de San

Juan de Pasto.

4. Marco teorico

La resistencia a los antibi6ticos es un tema de amplio interés en la comunidad
cientifica, éste puede estudiarse desde diferentes puntos de vista, uno de ellos es segun los
mecanismos de resistencia; estos mecanismos se pueden evaluar a nivel individual o
poblacional. A nivel individual la resistencia esta ligada a la interaccién molecular entre la
célula bacteriana con toda su maquinaria genética y un antibiotico especifico; mientras que la
resistencia poblacional representa el comportamiento de un inéculo bacteriano o poblacién
bacteriana cuando se enfrenta a una concentracion especifica de un antibiético en un tiempo
determinado, los resultados generados en el andlisis de la resistencia poblacional con llevan al

desarrollo de controles adecuados para una evaluacion terapéutica (Vignoli & Seija, 2007).
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4.1. Antibioticos

Un antibidtico es una sustancia quimica empleada para eliminar o inhibir el
crecimiento de organismos infecciosos. En un principio, el término antibioético sélo se
utilizaba para referirse a los compuestos organicos producidos por bacterias u hongos que
resultaban toxicos para otros microorganismos, en la actualidad también se emplea el término
para denominar compuestos sintéticos o semisintéticos. Los antibidticos son un grupo
heterogéneo de sustancias con diferentes comportamientos a nivel farmacocinético (hace
referencia a los efectos del organismo sobre el farmaco) y farmacodindmico (hace referencia a
los efectos del farmaco sobre el organismo). Los antibacterianos son la principal categoria de
antibidticos, estos pueden lesionar de forma selectiva la membrana celular en algunas especies
de bacterias como también pueden bloguear la sintesis de proteinas bacterianas; en general, la
mayoria de los antibidticos inhibe la sintesis de diferentes compuestos celulares; algunos de
los farmacos méas empleados interfieren con la sintesis de peptidoglicano, principal

componente de la pared celular (Maguifia, 2016).

Existen varias clasificaciones de los antibiéticos, la mas habitual los agrupa en funcion
de su mecanismo de accion frente a los organismos infecciosos, teniendo en cuenta si lesionan
la pared de la célula, si alteran la membrana celular, o si inhiben la sintesis de acidos
nucleicos, proteinas o intervienen en la sintesis de polimeros constituyentes de la célula
bacteriana. Otra clasificacion agrupa a los antibioticos en funcion de las bacterias contra las
que son eficaces, por ejemplo, Staphylococcus sp., Streptococcus sp. y E. coli, ademas
también se pueden clasificar en funcion de su estructura quimica. Los antibidticos actlan a

través de dos mecanismos; el primero eliminando a los microorganismos existentes,
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mecanismo denominado como accion bactericida; el segundo impidiendo su reproduccién,

determinado como accidn bacteriostatica (Maguifia, 2016).

4.1.1. Clasificacion de antibidticos segun su accion.

Antibidticos de accion bactericida

Penicilinas: hacen parte del grupo de antibidticos betalactamicos, actdan inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana, pueden ser de origen natural y semisintético, contienen
el ndcleo de &cido 6-aminopeniciloico, que consiste en un anillo betalactamico unido a un
anillo tiazolidinico. De acuerdo con su origen y espectro de accion pueden clasificarse en;
penicilinas naturales y penicilinas resistentes a las penicilinasas estafilocécicas (oxacilina,

meticilina y dicloxacilina) (Seija & Vignoli, 2006).

Cefalosporinas: Son productos de origen natural derivados de productos de la
fermentacién del Cephalosporium acremonium. Contienen un ndcleo constituido por acido 7-
aminocefalosporanico formado por un anillo betalactdmico unido a un anillo de
dihidrotiazino. Estas han sido modificadas con diferentes cadenas laterales, dando lugar a tres
generaciones bien diferenciadas y al igual que las penicilinas interfieren con la sintesis de la

pared celular bacteriana (Seija & Vignoli, 2006).

Aminoglucosidos: presentan dos 0 mas aminoazucares unidos por enlaces
glucosidicos a un anillo aminociclitol. Actdan mediante su fijacion a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano e inhiben la sintesis proteica, lo que conduce finalmente a la muerte del

microorganismo (Molina, et al., 2009).
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Quinolonas: derivan de una molécula basica formada por una doble estructura de
anillo que contiene un residuo N en la posicion 1. Diferentes sustituciones, incluyendo la
inclusion de residuos de fldor, han derivado desde el &cido nalidixico hasta las quinolonas
fluoradas; las quinolonas son antibidticos bactericidas y acttan inhibiendo la ADN girasa,
enzima que cataliza el superenrollamiento del ADN cromosémico, que asegura una adecuada

division celular (Gonzélez & Nieves, 2016).

Carbapenemes: pertenece al grupo de los betalactamicos, presenta un mayor espectro
de actividad dentro de este grupo de antibiéticos. Imipenem fue el primer carbapenem
desarrollado para uso clinico; es un derivado semisintético producido por Streptomyces spp.
Como otros antibidticos betalactamicos inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana e

inducen ademas un efecto autolitico (Gonzélez & Nieves, 2016).

Antibioticos de accién bacteriostatica

Macrolidos: son antibioticos semisintéticos derivados de la eritromicina producida
por Streptomyces eritreus. Su mecanismo de accién se basa en unirse a la subunidad 50S del
ARN ribosémico en forma reversible. Dicha union se realiza mediante puentes de hidrogeno
con diferentes radicales de la subunidad, provocando un blogqueo en las reacciones de

transpeptidacion y traslocacion (Rivera, 2016).

Tetraciclinas: conjunto de antibidticos naturales o semisintéticos, presentan un ndcleo
tetracicliconaftaceno; actuan inhibiendo la biosintesis proteica a nivel de los ribosomas 70 y
80S, y por tal interfieren en la transcripcion impidiendo la penetracién del RNA mensajero al

interior de la subunidad 30S del ribosoma (N’Guyen & Baumard, 2013).
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Cloranfenicol: Es un antibiotico capaz de matar a gran nimero de bacterias, pero
tiene como efecto secundario la aparicion de anemia aplasica (desarrollo incompleto o
defectuoso de las lineas celulares de la médula 6sea); por esta razén su uso se limita a gotas
oftalmicas y para oidos. Actla uniéndose a la fraccion 50S del ribosoma impidiendo la
transpeptidacion entre los aminoacidos de la cadena peptidica, con lo que impide la
elongacion de la cadena en crecimiento. EI mecanismo de resistencia mas importante es
extracromosdmico, y se debe a un plasmido adquirido por conjugacion (Colmenares, et al.,

2015).

Sulfamidas: son antibidticos sintéticos, bacteriostaticos, de amplio espectro; su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos
bacterianos. En la mayoria de las bacterias Gramnegativas la resistencia a sulfamidas se debe
a la adquisicion de plasmidos portadores de variantes mutadas del gen DHPS (Martinez, et al.,

2014).

4.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

Las infecciones generadas por bacterias multirresistentes causan un aumento en la tasa
de mortalidad y morbilidad, asi como un incremento en el costo sanitario; debido a que estas
enfermedades requieren de tratamientos no convencionales y en algunas ocasiones ningun
tipo de tratamiento es eficaz para incidir en la progresion de la infeccion. Uno de los factores
que ha contribuido en la aparicion de bacterias resistentes, es el uso inadecuado de
antibidticos, ya que han ejercido una presion selectiva sobre las poblaciones bacterianas; de
este modo la resistencia bacteriana, presenta una base genética intrinseca (propia o natural) y
una base adquirida (Alos, 2015 & Blair, et al., 2015). La resistencia natural o intrinseca, es un

caracter constante propio de cada especie bacteriana, y representa un mecanismo permanente,
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determinado genéticamente y sin correlacion alguna con la presion ejercida por los
antibioticos; un ejemplo de lo citado es la resistencia de Proteus mirabilis a las tetraciclinas
por un proceso natural de expulsion del antibidtico por la presencia de un lipopolisacérido que
disminuye la afinidad de los antibiéticos polipeptidicos a su sitio blanco. Por otra parte, la
resistencia adquirida es una caracteristica propia de la especie bacteriana, la cual naturalmente
es sensible a un determinado antibiotico, pero ha sufrido modificaciones genéticas, ya sea por
mutacién o adquisicion de genes de resistencia mediados por plasmidos, transposones e

integrones (Blair, et al., 2015 & Heredia, 2018).

En este sentido, tanto la resistencia natural como adquirida se pueden abordar desde el
punto de vista bioquimico, celular y molecular, clasificando estos mecanismos basicos de
resistencia en: inactivacion del antibidtico por destruccion o modificacion de la estructura
quimica, alteracion del sitio blanco del antibidtico y alteraciones de las barreras de

permeabilidad (Auqui, 2016 & Blair, et al., 2015).

4.2.1. Inactivacion del antibidtico por destruccion o modificacién de la

estructura.

La destruccion o modificacion quimica del antibi6tico, es un proceso molecular
caracterizado por la produccion de enzimas, que llevan a cabo dicha funcion. Las enzimas
mas comunes son las betalactamasas, las cuales hidrolizan el nucleo betalactamico rompiendo
el enlace amida del anillo peniciloico o cefalosporinico resultando un derivado &cido inactivo,
este mecanismo es altamente efectivo y empleado en su mayoria por bacterias Gram negativas
y pueden clasificarse, segun su forma de produccién por: localizacion genética (cromosomas
o0 plasmidos), exposicion genética (constitutiva o inducida), produccién primaria (dependiente

de microorganismo) y sustrato mayor (depende de la clase de antibidtico); entre estas enzimas
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encontramos la eritromicina esterasa y la acetiltransferasa que modifican la estructura del
cloranfenicol y tambien pueden generar modificaciones como las acetilaciones, adenilaciones
o fosforilaciones inactivantes de aminoglucésidos, lincosamidas y estreptoGraminas (Blair, et

al., 2015 & Sosoranga, 2018).

También se encuentran enzimas, enfocadas en la modificacion de la estructura
quimica, como las enzimas modificadoras de aminoglucésidos codificadas en plasmidos;
entre las principales enzimas se encuentran la acetil transferasa, fosfatidiltransferasa y
adeniltransferasa. La accion principal de estas enzimas es inactivar al antibiotico, en este caso
a un aminoglucosido y como consecuencia, éste no puede unirse a la subunidad 30S
ribosomal y no interferira en la sintesis de proteinas. Un ejemplo de lo citado se indica en la
modificacion del cloramfenicol por medio de una enzima intracelular, cloranfenicol
acetiltransferasa, la cual acetila los dos grupos hidroxilo y previene la union del cloranfenicol

al ribosoma 50S (Blair, et al., 2015 & Sosoranga, 2018).

4.2.2. Alteracion del sitio blanco del antibidtico.

Esta resistencia, es atribuida por la alteracion o modificacién del sitio blanco del
antibiotico, actuando en algunos sitios especificos de la célula bacteriana, como la membrana
celular, pared celular, subunidades ribosomales, entre otras. Estas modificaciones no permiten
la unidn del antibiotico con su sitio de accién y por lo tanto este, no desempefia su funcién
dentro de la célula; un caso comun se presenta en la modificacion por mutacién de los genes
GyrA y GyrB que codifican para las topoisomerasas 11 y IV respectivamente, estos ofrecen
resistencia bacteriana a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa y E. coli frente a las quinolonas. Otro ejemplo comun es la metilacion del RNA

ribosomal de la subunidad 50S, la cual confiere resistencia a S. aureus y S. epidermidis frente
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a tetraciclinas, cloranfenicol y macrélidos; de igual manera se ha determinado que S. aureus
presenta alteracion de las vias de metabolitos desarrollando resistencia a sulfonamidas por
medio de un compuesto similar al &cido para-amino benzoico (PABA), el cual compite con

las sulfonamidas por el sitio blanco (Blair, et al., 2015 & Troncoso, et al., 2017).

4.2.3. Alteraciones de las barreras de permeabilidad.

Este mecanismo, se genera por cambios a nivel de receptores bacterianos especificos
para los antibidticos o por alteraciones estructurales en los componentes de la envoltura
celular bacteriana como la membrana y pared celular, que influyen en la permeabilidad o en la
perdida de transporte activo, asi como en la expresion de bombas de eflujo, las cuales se
activan cuando el antibidtico ingresa a la célula. Desde esta perspectiva, se ha determinado

dos mecanismos especificos:

Entrada disminuida: dentro de esta se encuentran, la permeabilidad de la membrana
externa, la cual constituye una barrera intrinseca para la penetracién del antibiético; la
permeabilidad de la membrana interna, la cual sugiere una modificacion energética que
compromete al transportador del antibidtico y por altimo las porinas (canales de difusion de la
membrana externa) que presentan una modificacion por mutacion y por tal se genera una
disminucion de la entrada del antibi6tico; un ejemplo de porinas en E. coli son las porinas,
PhoeE, que seleccionan moléculas aniénicas OmpF y OmpC, que seleccionan moléculas
cationicas, estas se encuentran en mayor proporcién en enterobacterias (Blair, et al., 2015 &

Troncoso, et al., 2017).

Eflujo activo: el mecanismo se desarrolla, por la presencia de proteinas de membrana

especializadas que alteran la produccion de energia y ademas disminuyen la entrada del
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antibiotico y generan la expulsion del mismo, mediante las denominadas bombas de eflujo.
Estas bombas proveen resistencia a bacterias Gram positivas y Gram negativas y confieren
resistencia a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, betalactamicos, asi como a los
antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario utilizado para la limpieza de
superficies; un ejemplo de esto es el gen gepA el cual, codifica para una bomba de eflujo tipo
QepA que confiere resistencia a quinolonas como norfloxacina, ciprofloxacina y

enrofloxacina (Alvarez, et al., 2015 & Blair, et al., 2015).

4.3. Bases genéticas de adquisicion de resistencia

Las bacterias pueden adquirir mecanismos de resistencia mediante dos tipos de bases
genéticas, la primera enfocada en la aparicion de mutaciones y la segunda mediante la
adquisicion de genes de resistencia mediada por plasmidos, transposones e integrones

(Martinez, 2006).

4.3.1. Mutacion en un gen cromosoémico

Las mutaciones genéticas son espontaneas y se generan de manera aleatoria, afectando
a cualquier tipo de gen, estas mutaciones ocurren sin intervencion de procedimientos
mutagénicos experimentales. A nivel probabilistico este proceso puede ocurrir en cada gen en
aproximadamente 1 de cada 10® microorganismos de una determinada poblacion bacteriana.
Cuando una poblacidn bacteriana es sometida a un determinado antibi6tico, las bacterias
sensibles tienden a inhibir su crecimiento y morir, no obstante, las bacterias que han sufrido
alguna mutacion que genere ventaja adaptativa sobreviviran y con el tiempo reemplazaran a la
poblacion original; este hecho presenta gran relevancia debido a que se establece con claridad,

que los antibidticos son un factor importante en la presion selectiva de bacterias con



diferentes mecanismos de resistencia. En la tabla 1, se indican ejemplos relevantes de

resistencia codificadas por mutaciones bacterianas (Martinez, 2006).

Tabla 1. Ejemplos relevantes de resistencia codificada por mutaciones bacterianas

Antimicrobiano

Rifampicina

Quinolonas

Varios

B-lactdmicos

Carbapenemicos

Gen

RpoB

gyrA, gyrB, parC, park

AcrR

AmpD

OprD

Mecanismo

Alteracion de la ARN

polimerasa

Alteraciones en las

topoisomerasas

Hiperexpresion de la
bomba de expulsion
AcrAB

Hiperproduccion de la B-

lactamasa AmpC

Pérdida de la porina
especifica para

carbapenemicos

Varios: quinolonas, betalactdmicos y carbapenemicos.

4.3.2. Transposones e integrones.
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Fuente: (Martinez, 2006)

Los transposones no se pueden replicar por si mismos, pero codifican una enzima

denominada transposasa, la cual les permite transferirse entre diferentes elementos del
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genoma bacteriano; es decir son genes saltarines que presentan la propiedad de movilizarse
intermolecularmente. Algunos transposones son conjugativos (resistencia tetraciclinas y
glucopéptidos) y pueden transferirse entre cromosomas de dos bacterias diferentes; por otra
parte, los transposones no conjugativos (resistencia a macrdélidos, glucopéptidos y
aminoglucoésidos) pueden integrarse en plasmidos y de esta manera diseminarse entre las

poblaciones bacterianas (Alos, 2015 & Martinez, 2006).

Los integrones de mayor interés clinico son los de tipo 16, que constan de dos regiones
constantes y una region variable. Las regiones constantes se localizan en los extremos 5’ (que
contienen una variante del gen int, que codifica una integrasa) y 3’ (con un fragmento del gen
gacE1, de resistencia a amonios cuaternarios, y el gen sull, de resistencia a sulfamidas);
ademas, se ha determinado genes EMAs que codifican para enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos se encuentran dentro de integrones, con mayor frecuencia que otros
determinantes genéticos de resistencia facilitando la diseminacion de los mismos (Barba, et

al., 2017 & Martinez, 2006).

La region variable entre las dos zonas constantes contiene uno o mas genes de
resistencia (habitualmente denominados cassetes). Los integrones pueden pasar de unas
bacterias a otras formando parte de transposones o plasmidos (Barba, et al., 2017 & Martinez,

2006).

4.3.3. Plasmidos R de resistencia.

Los plasmidos son capaces de conferir a las bacterias que los adquieren resistencia a
maultiples antibiéticos simultdneamente, ademas tienen la capacidad de transferirse

epidémicamente de modo horizontal, es decir, entre células distintas de la misma especie o
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entre distintas especies. Estan constituidos por mdédulos méviles llamados transposones, de
modo que tienen flexibilidad para adquirir nuevos factores asociados a su virulencia a partir
de otras especies; una forma de agrupar plasmidos es por su habilidad de transferirse de una
bacteria a otra. Los plasmidos conjugativos contienen transgenes que realizan complejos
procesos de conjugacion, como la transferencia sexual de plasmidos a otra bacteria. Los
plasmidos no-conjugativos, son incapaces de iniciar una conjugacion, de alli que ellos pueden
transferirse Gnicamente con la asistencia de los plasmidos conjugativos. Una clase intermedia
son los plasmidos de movilizacion, los cuales llevan sdlo un subtipo de genes requeridos para

la transferencia (Orlek, et al, 2017).

Otra forma de clasificar plasmidos es por su funcion, hay 5 clases principales: los
plasmidos de fertilidad, que contienen transgenes que son capaces de conjugarse; los
plasmidos de resistencia, historicamente los plasmidos de resistencia son conocidos como
factores R, antes de que se entendiera la naturaleza de los plasmidos, estos contienen genes
que pueden constituir resistencia contra antibioticos o antimicrobianos (Tabla 2); los
colplasmidos, contienen genes que determinan la produccion de colinas y proteinas que
pueden matar a otra bacteria; los plasmidos degradativos, habilitan la digestion de sustancias
inusuales como tolueno o &cido salicilico y los plasmidos virulentos, convierten a la bacteria
en un patdgeno. Es necesario aclarar que los plasmidos pueden pertenecer a mas de uno de

estos grupos funcionales (Martinez, 2006 & Orlek, et al, 2017).
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Tabla 2. Resistencia codificada por plasmidos

Antimicrobiano Proteina Mecanismo Bacterias
B-lactamicos pB-lactamasas Hidrdlisis del Gram negativos,
antimicrobiano Gram positivos
Aminoglucosidos Enzimas Acetilacion, Gram negativos,
modificadoras fosforilacion, Gram positivos
adenilacion
Quinolonas Familia Qnr Proteccion de las Enterobacterias

topoisomerasas de

clase Il
Glucopéptidos Multiples Alteracion del Enterococcus
(ligasa) peptidoglucano spp.; otros Gram
positivos
Macrolidos Metilasas Metilacion del Gram positivos

RNA ribosdmico

Fuente: (Martinez, 2006)

4.4. E. coli multirresistente

Es una bacteria Gram negativa cilindrica con 1,1 — 1,5 um de diametro por 2,0 — 6,0
pum de largo que se dispone aislada o en parejas. Conforme a la definicion general de la
familia Enterobacteriaceae a la que pertenece, es una bacteria quimioheterdtrofa facultativa
teniendo metabolismo fermentativo y aerébico, no forma esporas, negativa para prueba de
oxidasa, produce catalasa y -galactosidasa, puede ser moviles por flagelos peritricos o
inmavil y normalmente reduce nitrato a nitrito. EI género Escherichia comprende cinco

especies distintas, E. coli, E. hermanni, E. fergusonii, E. vulneris y E. blattae. La especie E.
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coli es la Unica de importancia epidemioldgica. No obstante, en algunos casos se reporta que

E. hermanii y E. vulneris provocan infecciones en heridas (Morejon, 2013).

E. coli es un microorganismo facultativo que se puede encontrar en el tracto
gastrointestinal de los animales de sangre caliente, aparece en pequefia proporcion con
relacion al contenido total de bacterias en este sitio anatdmico; por lo cual es utilizada como
indicador de contaminacién fecal. La Familia Enterobacteriaceae es parte de la microbiota
animal y humana normal, encontrandose en el tracto gastrointestinal. Segun Dufour (1984), la
concentracién de E. coli en heces de seres humanos varfa de 10° - 10° microorganismos/g; sin
embargo, las cepas de E. coli, han sido asociadas con infecciones severas en vias urinarias,

septicemia, meningitis neonatal, sindrome urémico hemolitico y diarrea (Morejon, 2013).

Actualmente, esta especie bacteriana ha cobrado importancia, debido a que es una de
las bacterias multirresistentes de mayor impacto a nivel hospitalario, esta presenta altos
niveles de resistencia a antibi6ticos betalactamicos y supone grandes complicaciones en el
tratamiento con antibi6ticos cuando son requeridos. Adicionalmente, la aparicion de cepas de
E. coli asociadas con enzimas BLEE, capaces de inactivar las oxiiminocefalosporinas
(ceftriaxona, cefotaxima y ceftazidima) y el aztreonam, han generado un panorama alarmante,
ya que el desarrollo y diseminacion de estas BLEE ha complejizado el tratamiento de algunas
infecciones, como es el caso de la infecciones urinarias especialmente en pacientes
hospitalizados con sondas prolongadas, multitratados con antibi6ticos, en particular, con
cefalosporinas de tercera generacion y fluoroguinolonas (Sachdeva, et al., 2017). El aumento
en el desarrollo de la resistencia se debe principalmente a la adquisicion de diferentes
mecanismos moleculares, procesos mediados por mutaciones a nivel cromosémico o

transferencia horizontal de genes entre bacterias de la misma o diferente especie; con relacion



38

a esto, se ha descrito que E. coli presenta una amplia variedad de estos mecanismos, a través
de los cuales, logra sobrevivir en presencia de una amplia gama de antibidticos (Sachdeva, et

al., 2017).

44.1. Mecanismos moleculares de resistencia antibiética en Escherichia coli.

Las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia hacia ampicilina (beta-
lactdmico), trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico por lo
que se debe determinar la prevalencia de los diferentes genes relacionados a nivel molecular
(Sachdeva, et al., 2017); entre los mecanismos moleculares presentes en E. coli encontramos

los siguientes:

442, Mecanismos contra antibioticos betalactamicos.

Uno de los mecanismos reportados contra antibidticos betalactamicos, se genera
mediante enzimas hidroliticas, denominadas betalactamasas, las cuales acttan en el enlace
amida del ndcleo betalactdmico inhibiendo el efecto del antibiotico; estas actian como
sustratos competitivos de distintas enzimas participantes en la sintesis de membrana,
esencialmente de las transpeptidasas denominadas proteinas fijadoras de penicilina (PBP), ya
que presentan una similitud estructural con el extremo D-alanina-D-alanina del pentapéptido
que enlaza las cadenas de N-acetilmurdmico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano. Las
betalactamasas pertenecen a una amplia familia, clasificadas dentro de grupos 1,2 y 3, en
estos grupos se han caracterizado cerca de 890 betalactamasas; en este sentido las familias
mas comunes son: blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y blaCARB. Respecto a cepas de E. coli se
ha reportado una familia BLEE, de gran relevancia denominadas blaCTX-M, las cuales son

resistentes a cefalosporinas de tercera generacion; igualmente han sido descritas familias
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como blaGES, resistente a ceftazidima; blaTEM y blaSHYV resistentes, a penicilinas y por
ualtimo blaOXA-1, resistente a cloxacilina (Mosquito, et al., 2011; Sachdeva, et al., 2017;

Rada, Hernandez-Gomez, Restrepo, & Villegas, 2019).

Recientemente, se centra la atencion en las BLEE de E. coli, ya que son enzimas
capaces de hidrolizar las penicilinas, cefalosporinas (menos las cefamicinas) y las
monobactamasas, ademas se encuentran distribuidas a nivel mundial gracias a que los genes
blag_eg estan presenten en elementos maéviles como los plasmidos conjugativos, asociados
directamente a integrones, los que facilitan el intercambio horizontal de estos. Por lo tanto, es
importante analizar la ubicacidn de los genes de resistencia en elementos maviles, con el fin
de establecer una mejor prevision acerca de la expansién potencial de los mismos, no soélo de
forma clonal, sino también entre distintas especies y géneros (Garcia, et al., 2011; Sachdeva,

etal., 2017; Rada, Herndndez-Gomez, Restrepo, & Villegas, 2019).

4.4.3. Mecanismos contra quinolonas

Las quinolonas acttan inhibiendo la accién de las topoisomerasas tipo 11, como la
DNA girasa y topoisomerasa IV; la DNA girasa es una enzima compuesta por cuatro
subunidades dos tipo Ay dos tipo B codificadas por GyrA y GyrB respectivamente. Esta
enzima es encargada de catalizar el superenrrollamiento negativo del DNA y la topoisomerasa
IV presenta cuatro subunidades codificadas por parC y parE, homdlogas a GyrA y GyrB,
correspondientemente. Entre los mecanismos moleculares de resistencia, se encuentran las
alteraciones en los blancos de quinolonas, las bombas de expulsion activa y la transferencia de

genes de resistencia plasmidicos (Garcia, et al., 2011; Sachdeva, et al., 2017).
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Reportes en cepas de E. coli, indican que la resistencia a fluoroquinolonas se
encuentra ligada a mutaciones puntuales a nivel del gen GyrA (ademaés de la posicion 83 se
afecta la posicion 87) y parC. No obstante, otro tipo de mecanismos de resistencia a
quinolonas esta relacionado con la transferencia de genes mediante plasmidos, como es el
caso de los genes Qnr que codifican a la familia de las proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS,
QnrC y QnrD) que se unen a la DNA girasa (GyrA y GyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y
parE), disminuyendo la accion de las quinolonas (Garcia, et al., 2011 & Sachdeva, et al.,

2017).

444, Mecanismos contra tetraciclinas

Las tetraciclinas se unen a la parte 16S de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano,
de manera que inhibe la sintesis de proteinas al evitar la union del aminoacil-tRNA en la
posicién A del ribosoma. EI mecanismo de resistencia mas comun hacia este antibidtico es
mediante sistemas de eflujo, en bacterias Gram negativas son codificados por los genes tetA,
tetB, tetC, tetD, tetE, tetl y tetY, todos ellos previamente descritos en E. coli; sin embargo,
existen otros mecanismos codificados por diferentes genes que le dan resistencia como
proteccidn ribosomal y accion enzimatica sobre las tetraciclinas. Se ha reportado que los

genes mas frecuentes en cepas de E. coli, son los genes tetA y tetB (Ramos, 2016).

4.45. Mecanismos contra trimetropim — sulfametoxazol

Las sulfonamidas han sido extensamente empleadas en el &mbito médico humano y en
animales, esto generd rapidamente una alta resistencia antibiotica, por ello se empezo a
utilizar de manera combinada con diaminopirimidinas como es el caso del trimetropim. El

mecanismo de accion de las sulfonamidas se basa en la inhibicién de la sintesis de la
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dihidropteroatosintasa, enzima clave en la ruta del acido folico. En el caso del trimetropim
actta inhibiendo la enzima dihidrofolatoreductasa (dfr), enzima importante en la sintesis de
acido folico. Estos mecanismos se generan por la adquisicion de genes mutantes mediante
elementos moviles. En cuanto a las sulfonamidas, los genes implicados son sull, sul2 y sul3
relacionados con integrones, en trimetropim, se han descritos maltiples genes dfr que generan
resistencia antibidtica. Estudios previos realizados en Australia, indican que los genes méas
comunes asociados a cepas de E coli son sull, sul2 y sul3; asi como de dfrAl, dfrA5, dfrA7,
dfrA12 y dfrAl7, genes principalmente relacionados con integrones tipo 1y 2 (De la Tabla, et

al., 2017).

4.4.6. Mecanismos contra cloranfenicol

El cloranfenicol actda inhibiendo la elongacién de la cadena de péptidos uniéndose de
manera reversible al centro de la peptidiltranferasa del ribosoma; el mecanismo mas frecuente
para evadir dicho antibiotico se genera mediante la inactivacion enzimatica por acetilacion
mediante los diferentes tipos de cloranfenicol acetiltransferasas (CAT); adicionalmente, la
resistencia a cloranfenicol puede estar mediada por sistemas de exportadores especificos para
cloranfenicol y florfenicol (su derivado), relacionados con genes como cmlA 'y floR (30); en el
caso de E. coli se ha descrito el gen floR asociado principalmente a plasmidos (Tabla 3)

(Mosquito, et al., 2011).
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Tabla 3. Mecanismos de resistencia a cloranfenicol descritos en E. coli

Grupo Gen Plasmido/transposon/ N.° acceso en

cromosoma base de datos
Cloramfenicol transferasas (CAT) tipo A
A-1 catl Tn9, 429 V00622
A-2 catll pSa X53796
Cloramfenicol transferasas (CAT) tipo B
B-2 catB2 PNR79: Tn2424 AF047479
B-3 catB3 pHSH2 AY?259086

Exportadores especificos para cloramfenicol/florfenicol

E-1 cmlA5 R751 (Tn2000) AF205943
E-2 cml R26 M22614

E-3 Flo Plasmidl AF252855
floR Plasmidl AF231986
floR pPMBSF1 AJ518835

Fuente: (Martinez, 2006)

4.5 Modelos matematicos

Los sistemas bacterianos se caracterizan por ser complejos y diversos, por lo tanto,
pueden ser estudiados mediante diferentes modelos; estos se entienden como representaciones
de sistemas dinamicos en el tiempo que pueden explicar los fenémenos observados. En este
sentido, un modelo matematico se define como un conjunto de expresiones (ecuaciones 0
logaritmos) que describen tedricamente un objeto. Inicialmente para el modelamiento se
formula la pregunta de investigacion y se determinan las variables, parametros y constantes a

incluir (Volkova et al., 2013).
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Los modelos basados en ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), permiten evaluar
coémo se comporta un sistema con diferentes entidades individuales; en este modelo se admite
que las condiciones y pardmetros iniciales varien, con el fin de evaluar el grado de
incertidumbre de la trayectoria para llegar al resultado final (Pardilla, 2011). Estos modelos se
han propuesto para describir la dinamica de bacterias resistentes respecto al contacto con
plasmidos en medios liquidos, donde las bacterias estan en contacto con las particulas
plasmidicas e inicia el proceso de transferencia, en este modelo las tasas son proporcionales a
la constante de reaccion y al producto de las densidades de las especies que intervienen

(Pardilla, 2011).

5. Estado del arte

La resistencia bacteriana a los antibidticos es considerada un problema a nivel
mundial, por el aumento en la tasa de morbilidad y mortalidad en la poblacién, desencadenada
por infecciones de dificil tratamiento; varias investigaciones han enfocado sus esfuerzos a
caracterizar especies bacterianas de alto impacto a nivel hospitalario y detectar genes para

determinar su asociacion con la resistencia a los antimicrobianos.

Estudios realizados por Blanc, Llagostera, & Cortes (2008), determinaron que cepas
de la especie E. coli provenientes de granjas, presentaron resistencia marcada a antibioticos
betalactamicos, asociada a la presencia de enzimas betalactamasas blaCTX-M-14 y
cefamicinasas CMY-2; adicionalmente en la investigacion se realizaron pruebas de
transformacion mediante conjugacion, determinando que mas de 70% de las cepas
transfirieron por conjugacion dichas resistencias. Paralelamente, Davis et al. (2010) evaluaron

la presencia de genes de resistencia a aminoglucosidos en aislamientos de E. coli empleando
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ensayos de susceptibilidad y microarreglos de DNA; de esta manera se demostrd que once
aislamientos fueron fenotipicamente resistentes a los a aminoglucosidos y se detectd en uno
de ellos la presencia de un gen que codificaba para una proteina homoéloga perteneciente a la

familia de enzimas 16S RNAr metiltransferasas.

No obstante, Johnson et al. (2013), indicaron que la resistencia a las fluoroguinolonas
en cepas de E. coli de origen diverso, se genera principalmente por un subclon de una
mutacion conservada en los genes GyrA y parC; de manera que la rapida expansion clonal de
una sola cepa con dicha mutacién es la principal fuente de la actual epidemia de resistencia a
las fluoroquinolonas. Por otra parte, Petty et al. (2014) examinaron la epidemiologia
molecular mediante andlisis filogenéticos de una coleccion de cepas de E. coli ST131 (clon
multiresistente, diseminado globalmente) aisladas de seis lugares geogréaficos distintos en todo
el mundo, estableciendo la identificacion de tres sublinajes respecto a factores de virulencia y
resistencia a fluoroquinolonas, pero con poca asociacion en cuanto al origen geografico; la
mayoria de las variantes de un solo nucle6tido asociadas con cada uno de los sublineajes se
adjudicaron principalmente por la recombinacion en regiones adyacentes por elementos

genéticos moviles.

Consecutivamente, Rezai, et al. (2015) reportaron que 30,5% de aislados de E. coli de
pacientes pediatricos en el norte de Iran eran productoras de BLEE y se encontraban
asociadas con la presencia de genes de resistencia de tipo blaTEM, blaSHV, blaCTX y
blaVEB, siendo el gen blaTEM el més frecuente en los aislamientos. Entre tanto, se
determiné que estos aislados eran susceptibles a antibidticos carbapenémicos. De igual
manera, Arce-Gil, et al. (2015) determinaron que 51,4% de cepas de E. coli aisladas de

urocultivos de pacientes con infeccion urinaria en Perd, eran productoras de BLEE tipo
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CTXM, asociado directamente con la presencia del gen blaCTX-M, lo que indic6 que la

resistencia a este tipo de antibioticos va en constante aumento.

Investigaciones realizadas por Alrowais, et al. (2015) evaluaron la resistencia a
fosfomicina en cepas de E. coli, mediante pruebas de susceptibilidad y técnicas de PCR para
la deteccion de genes especificos; se establecio que la cepa E. coli YD472 presentaba
resistencia marcada a fosfomicina relacionada con la presencia de los genes fosA3 y
fosC2.Complementariamente, se comprobd que dichos genes se encontraban asociados con
plasmidos, los cuales presentaban otro tipo de genes de resistencia como bla CTX-M-65, bla
TEM-1y rmtB. Recientemente, McGann, et al. (2016) indicaron la presencia de una cepa de
E. coli MRSN 388634 resistente al antibiotico de dltimo recurso, la colistina, ademas se
establecio que esta resistencia estaba codificada por el gen Mcr-1 presente en un plasmido que

portaba siete genes adicionales de resistencia, generando un panorama alarmante.

Franco et al. (2016) identificaron a nivel molecular BLEE (blaTEM y blaSHV), en E.
coli uropatdgena aislada en pacientes ambulatorios de Santander, mediante la técnica Kirby-
bauer y PCR; de esta manera se logr6 determinar que 52,8% de los aislados eran portadores
del gen blaTEM, 2,8% del gen blaSHV-2 y 1,68% de ambos genes, concluyendo que
principalmente el gen blaTEM se encontraba involucrado en la produccion de este tipo de
enzimas. Finalmente, Blanco et al. (2016) realizaron un estudio de casos en instituciones de
salud de tercer nivel en Colombia, con el fin de identificar aislados de E. coli productores de
BLEE, empleando pruebas de susceptibilidad a antibioticos y PCR en tiempo real; de esta
forma lograron establecer que la mayoria de los aislados presentaban genes involucrados con

resistencia (blaCTX-M-15) y se encontraban asociados con infecciones urinarias.
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Diferentes tipos de modelos matematicos han sido desarrollados para explicar una
variedad de caracteristicas relativas a la transmision de resistencia a antibiéticos, Volkova et
al. (2012) desarrollaron un modelo matematico para comprender la dindmica de la resistencia
mediada por plasmidos al antibidtico de tipo cefalosporina ceftiofur en ganado. EI modelo
muestra que una fraccidn pequefia pero estable de E. coli resistente puede persistir en ausencia
de presion inmediata de ceftiofur, sostenida por transferencia horizontal y vertical de

plasmidos portadores de genes de resistencia.

Por otro lado, modelos matematicos se han utilizado para optimizar el uso de
antibidticos, es asi como Obolski & Hadany (2012) desarrollan un modelo matematico donde
se proponen predicciones para minimizar la resistencia a antibidticos en bacterias que
dependen de estrategias de tratamientos. Ademas, algunos modelos han sido usados para
disefiar medidas eficaces de control (Weinstein, et al. 2001). Volkova et al. (2013) generaron
un modelo estocastico para investigar las fuentes y roles en la dindmica de resistencia, durante
la terapia antimicrobiana y en su ausencia, este modelo muestra que la estocasticidad en los

parametros contribuye en la distribucion de E. coli resistente.

Baker et al. (2016) modelaron la propagacion de la resistencia a antibiéticos en
residuos agricolas almacenados, concluyendo que la transferencia de genes y el suministro de
antibioticos tienen una sutil influencia en la resistencia. Ademas, se evidencio que, si la tasa
de transferencia de genes es alta, la resistencia aumenta y la entrada de antibioticos tiene poco
impacto. Romero, et al. (2018) desarrollaron un modelo matematico sobre la influencia de los
plasmidos en la propagacion de la resistencia bacteriana a antibioticos, en este modelo se
analizo la dinamica poblacional de bacterias sensibles y resistentes a multiples antibidticos,

dilucidando que se adquiere resistencia a los medicamentos a través de mutaciones y
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transmision de plasmidos; lo que genera tres posibilidades: eliminacién de bacterias,

persistencia de solo bacterias resistentes o coexistencia de bacterias sensibles y resistentes.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Determinar la resistencia a antibidticos de la bacteria E. coli aislada de ambiente
clinico de la ciudad de San Juan de Pasto.

6.2. Objetivos especificos

Caracterizar los aislados de E. coli provenientes de ambiente clinico de la ciudad de

San Juan de Pasto.

Identificar los genes vinculados a la resistencia a antibidticos de aislados de E. coli,

provenientes de ambiente clinico.

Evaluar la tasa de transformacion via plasmidica de una poblacién sensible a

antibidticos.

Formular una aproximacion de un modelo matematico que describa la tasa de
transformacion via plasmidica de una poblacion sensible a antibioticos.

Hipotesis

La resistencia a antibidticos de E. coli aislada de ambiente clinico en San Juan de

Pasto, esté asociada con la presencia de genes de resistencia y plasmidos.



7. Materiales y métodos

7.1. Consecucion de aislados de E. coli

Los aislados bacterianos fueron proporcionados por el Laboratorio Clinico
Especializado Ltda. de la ciudad de San Juan de Pasto, el cual brind6 informacion respecto
a: codigo, fuente, fecha de aislamiento, perfil de resistencia y en algunos casos edad y tipo
de paciente. Posteriormente, se verificaron las condiciones axéenicas de los aislados

mediante tincion de Gram.

7.2. Caracterizacion Microbioldgica

Se llevo a cabo la descripcion de caracteristicas macroscopicas de 32 aislados
bacterianos, para esto, inicialmente se propagaron en cajas Petri con agar Eosin Methylene
Blue (EMB) y posterior a su confirmacion morfoldgica en el medio selectivo, se llevaron a
agar Mueller Hinton (M.H) donde se incubaron por18 h a 37 °C. En este medio se realiz6
la descripcion de los atributos culturales: forma, margen, borde, elevacion, superficie,
textura, propiedad éptica, tamafio, configuracion y color (Villota & Otero, 2009);
consecuentemente, se realizo la descripcion de caracteristicas microscopicas mediante
tincion de Gram. Para la identificacion preliminar de los aislados, se determinaron las
principales caracteristicas bioquimicas empleando pruebas especificas para bacterias Gram
negativas (E. coli), dichas pruebas fueron: Triple Sugar Iron Agar (TSI), Sulfide indole
Motility (SIM), indol, Citrato de Simmons (CS), oxidasa, Lisina Hierro Agar (LIA) y

Voges-Proskauer (MR-VP) (Farmer, 1995).

Finalmente, se evalud del perfil de resistencia a los antibidticos, para esto se

empled el método de Kirby-Bauer (método de difusién en agar), utilizando antibioticos
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betalactdmicos (ampicilina, amoxicilina, penicilina, cefotoxina y aztreonam),
carbapenemicos (imipenem) aminoglucosidos (amikacina y gentamicina), fluoroquinolonas
(ciprofloxacina), y trimetoprim/sulfametoxazol, siguiendo los lineamientos establecidos
por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2018) (Davis, et al., 2010;
Johnson, et al., 2010; & Rezai, et al., 2015).Una vez se confirmo la resistencia de los
aislados de E. coli, se llevo a cabo la construccion de un banco de células primarias, para
esto se inocul6 500 pL de cada aislado previamente crecido en caldo y se colocaron en
crioviales que contenian 500 pL de glicerol a 60%, se homogenizé la mezcla, se realizo la

prueba de viabilidad en tiempo cero y posteriormente fueron conservados a -20 °C.

7.3. Caracterizacion molecular

7.3.1. Extraccion de DNA Cromosomal.

Inicialmente, se inoculd una colonia de cada aislado en 10 mL de caldo Luria Bertani
(LB) que fue incubado por 18 horas a 37 °C; transcurrido este tiempo se transfiri6 el cultivo a
un tubo falcon de 15 mL y se centrifug6 a 7800 rpm por 5 minutos, el pellet celular se trato
con 567 pL de solucion tampon TE 1M, los tubos se conservaron en hielo y posteriormente,
se adicionaron 30 pL de SDS a 10% y 9 pL de proteinasa K (Promega) en una concentracion
de 20 mg/mL, se homogeniz6 suavemente y se llevo a bafio maria por 1 hora a 37 °C. Una vez
transcurrido este tiempo los tubos se colocaron nuevamente sobre hielo y se adicionaron 100
pL de NaCl 5 M, se agitd con vortex y se agregaron 80 pL de CTAB precalentado a 65 °C, se
mezclo vigorosamente y se llevo a bafio maria por 20 minutos a 65 °C. Transcurrido este
tiempo se dejaron enfriar los tubos a temperatura ambiente y se agrego igual volumen de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), la mezcla se centrifugo a 10000 rpm por 25 minutos. El

sobrenadante se transfirié a otro tubo y se agreg6 1 pL de RNAsa (10 mg/mL) (Promega), se
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incubo por 1 hora a 37 °C. Después de este tiempo se adicion6 igual volumen de cloroformo,
se agitd vigorosamente y se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se
transfirio a otro tubo y se precipitoé el DNA con 0,6 volumenes de alcohol isopropilico frio,
homogenizando el tubo lentamente por inversién. Se centrifugd nuevamente a 10000 rpm por
5 minutos a 4 °C, se elimino el sobrenadante y el pellet se seco a temperatura ambiente.

Finalmente, se resuspendio el DNA en 50 uL de agua milli-Q (Burbano- Rosero, et al.,2017).

Para verificar la integridad del DNA se corrieron geles de agarosa a 1% tratados con
Ez vision (AMRESCO) y usando como marcadores de tamafio molecular lambda Hind 111y 1
Kb (Promega), las condiciones de corrida fueron 70 V por 90 minutos (Multisub
Electrophoresis System Cleaver Scientific). El gel fue visualizado en un sistema de
fotodocumentacion Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una
longitud de onda de 302 nm. La concentracion de DNA se verificd mediante NanoDrop™

One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer with Wi-Fi.

7.3.2. Extraccién de DNA plasmidico.

Se llevo a cabo el proceso de extraccion de DNA plasmidico de los aislados
bacterianos con el kit comercial PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) siguiendo
las condiciones del fabricante; para verificar la integridad del DNA plasmidico se prepararon
geles de agarosa a 1,2% Y se trataron con Gel Red (Biotium), como marcador de tamario
molecular se utilizé 1 Kb (Promega) y las condiciones de corrida fueron 80V por 90 minutos.
El gel fue visualizado en un sistema de fotodocumentacion Smart Doc Imaging Enclosure
Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. Para evitar que los
aislados bacterianos pierdan los plasmidos y conserven la mayoria de sus caracteristicas se

crioconservaron en glicerol 60% a — 20 °C.
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7.3.2.1.  Anadlisis del perfil plasmidico.

Se determino el tamafio aproximado de cada una de las bandas generadas en el perfil
plasmidico usando el programa PHOTOCAPTW. Posteriormente se realiz6 una matriz de
presencia- ausencia y se construyo un dendrograma con el software NTSYS Spc 2.1 (Licencia
UH30711X) tomando los criterios Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean

(UPGMA.).

7.3.3. Amplificacion de genes vinculados a la resistencia a antibidticos de los

aislados de E. coli en DNA cromosomal y plasmidico.

Con la finalidad de verificar la presencia de genes de resistencia en los aislados
bacterianos, se realizd un proceso de amplificacion de diferentes genes con primers citados en

literatura (Tabla 4), teniendo en cuenta condiciones estandarizadas en el laboratorio (Tabla 5).



Tabla 4. Primers para amplificacion de genes de resistencia

Primers
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Autores

blaCTX-M

blakPC
(Carbapenemasas)
blaCTX-M-2
(Cefotaxima)
blaTEM (BLEE)

blaSHV (BLEE)

blaSHV (BLEE)

blakPC

(Carbapenemasas)

Mcr-1
(Colistina)
FosA

(Fosfomicina)

CTXM-1 (5"-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 3)

CTX-M-2 (5 CGATATCGTTGGTGGTGCCAT 3
KPC- F (5 CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 3')
KPC-R (5 CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 3

CTX-M-2F (5 ATG ATG ACTCAG AGC ATT CG 3)
CTX-M-2R (5" TTA TTG CAT CAG AAA CCG TG 3

TEM -1 (5’ ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 3
TEM- 2 (5 GACAGTTACCAATGCTTAATCA 3)
SHV -1 (5 TCAGCGAAAAACACCTTG 3

SHV — 2 (5 TCCCGCAGATAAATCACCA 3')
SHV-1(5" TGGTTATGCGTTATATTCGCC 3)
SHV-2 (5" GGTTAGCGTTGCCAGTGC 3
KPC-f-(5° CC GTCTAGTTCTGCTGTC 3")
KPC-r (5" CGTTGTCA TCC TTGTTAG 3°)

mcr-1-F (5" ATGATGCAGCATACTTCTGTG 3))
mcr-1-R (5" TCAGCGGATGAATGCGGTG3Y)
fosA-F131 (5" ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 3Y)
fosA-R401 (5" ATGCCCGCATAGGGCTTCT 3

(Arce-Gil ,et al.,
2013)

(Martinez, et al.,
2016)
(Desimoni, et al.,
2004)
(Gonzélez, et al.,
2007)
(Gonzélez, et al.,
2007)

(Gil, et al.,2014)

(Ho, et al., 2013)

(Ye, etal., 2016)

(Li, et al., 2015)




Tabla 5. Condiciones PCR para amplificacion de genes de resistencia

Genes Condiciones
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Autores

blaCTX-M 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 56 °C 1minuto,
72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blakPC 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 54 °C 1minuto,

(Carbapenemasas) 72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blaCTX-M-2 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 54 °C 1minuto,

(Cefotaxima) 72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blaTEM (BLEE) 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 50 °C 1minuto,
72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blaSHV (BLEE) 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 52 °C 1minuto,
72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blaSHV (BLEE) 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 52 °C 1minuto,

72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

blakPC 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 54 °C 1minuto,
(Carbapenemasas) 72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.
Mcr-1 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 52 °C 1minuto,
(Colistina) 72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.
FosA 94 °C 2 minutos 30 ciclos de 94 °C 30 segundos, 56 °C 1minuto,
(Fosfomicina) 72 °C 1 minuto y extension final a 72 °C por 5 minutos.

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

(Este estudio)

7.3.4. Amplificacion de la subunidad 16S rRNA.

Para la amplificacion se emplearon los primers 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG

CTC AG 3' (Weisburg, Barns, Pelletier, & Lane, 1991) y 1041R 5'(CGG TGT GTA CAA

GAC CC 3' (Nubel, et al., 1996); Se trabajo a una concentracion final de 0,4 UM de primers,
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mix de dNTPs a 0,05 mM, Taq DNA Polimerasa 0,025 u/puL, MgCl 21 mM, 10 uL de Buffer
Colorless (Promega) y H,0 ultrapura 32,75 uL; la reaccion de PCR se realizé en un
termociclador MULTIGENE Labnet, con el siguiente programa de termociclado: 95 °C por 2
minutos; 30 ciclos de: 94 °C por 2 minutos, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por 3 minutos y una
extension final de 10 minutos a 72 °C. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa a 1% - TAE 1X, las condiciones de corrida fueron 70V por 1 hora 'y 30
minutos en una camara de electroforesis Multisub Electrophoresis System Cleaver Scientific

(Burbano- Rosero et al. 2017).

7.3.4.1.  Secuenciacion del gen 16S rRNA.

La calidad y concentracion de las muestras se verificaron mediante comparacién de
intensidad de bandas respecto a las concentraciones estandar dadas por los fragmentos del
marcador, las muestras se ajustaron teniendo en cuenta los requerimientos de la corporacion
Corpogen (contrato nimero:190301-1) donde fue llevada a cabo la secuenciacion. Esta
empresa basé su proceso de secuenciacion en el método de Sanger, electroforesis capilar y un

secuenciador ABI PRISM® 3500 Analyzer (8 capillary type).

7.3.4.2. Edicion de secuencias.

Cada una de las secuencias forward del gen 16s RNAr fue visualizada y verificada en
su totalidad en el programa Chromas lite V. 2.01; las secuencias fueron editadas (Tamura, et
al., 2011) y alineadas (Clustal W Multiple) en el programa BioEdit V. 7.0.4 (Burbano- Rosero,

etal., 2017).
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7.3.4.3. Comparacion con las bases de datos Ribosomal Database Project (RDP)
y GenBank.

Inicialmente, la comparacion de las secuencias se realizo en la base de datos
Ribosomal Database Project (RDP) (Fecha de acceso: 3 de junio de 2019). Se ingreso al link
(http://rdp.cme.msu.edu/), posteriormente se selecciond el icono Classifier y se cargo el
archivo del alineamiento guardado en BioEdit, se selecciond la opcion Submit, y se obtuvo
una identificacion preliminar, se procedio a ingresar en el link Segmatch, se cargo
nuevamente las secuencias guardadas en BioEdit y se seleccionaron las opciones: Strain
(Both), Source (Both), Size (>1200), Quality (Good), Taxonomy (Nomenclatural), KNN
Matches (2). Una vez hecho esto se selecciond la opcion Submit. Finalmente, la opcion Show
printer friendly results para visualizar el resultado de acuerdo con el nimero de KNN

Matches seleccionado.

Adicionalmente, se compararon las secuencias de estudio con la base de datos de
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para ello, se ingreso al link
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), luego se selecciono la opcion BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) especificamente nucleotide blast; consecutivamente, se cargé las
secuencias editadas en formato fasta, se selecciond la opcion nucleotide collection (nr/nt),
Highly similar sequences (megablast) y finalmente se aplicé la herramienta BLAST. Una vez
obtenidos los resultados, se seleccioné el microorganismo que presentd mayor porcentaje de

identidad y origen similar a las secuencias analizadas.

Posteriormente, se determinaron las relaciones filogenéticas entre las cepas, mediante

la generacion de un arbol filogenético; como método de reconstruccion se emplearon matrices
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de distancia Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages (UPGMA), en el

programa Mega X 10.1 de libre acceso (fecha de ingreso: 3 de junio de 2019).

7.3.5. Amplificacion de secuencias intergénicas de consenso repetitivas de
enterobacterias (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR, ERIC-
PCR)

Para la amplificacion se emplearon los primers ERIC 1R (5’
TGTAAGCTCCTGGGGAT3') y ERIC 2 (5’ AAGTAAGTGACTGGGGGTGAGC 3)
(Adiguzel, et al., 2009). La reaccidn se ajustd a un volumen de 25 pL y una concentracion
final de 0,2 uM de primers, mix de dNTPs a 0,025 mM, Taq DNA Polimerasa 0,025 u/pL,
MgCl 21 mM, 5 pL de Buffer Colorless (Promega) y H,0 ultrapura 16,373 pL. Las muestras
se corrieron en un termociclador MULTIGENE Labnet, con el siguiente programa: 95 °C por
7 minutos; 30 ciclos de: 94 °C por 1 minuto, 52 °C por 1 minuto y 65 °C por 8 minutos y una
extension final de 15 minutos a 65 °C (Adiguzel, et al., 2009). Las muestras se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa a 1% - TAE 1X, las condiciones de corrida
fueron70 V por 90 minutos en una cdmara de electroforesis Multisub Electrophoresis System
Cleaver Scientific; consecutivamente se analizaron los polimorfismos en el software NTSYS

Spc 2.1(Licencia UH3071I1X).

7.4. Evaluacion de la tasa de transformacion via plasmidica de una poblacién de

E. coli sensible a antibidticos

Para evaluar la tasa de transformacion, se tuvo en cuenta los resultados obtenidos en el
item 7.2 y 7.3 y se llevaron a cabo dos fases a nivel experimental en los cuales se incluyen

analisis explicativo y predictivo (Figura 1y 2).
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Figura 1. Diagrama experimental de cinética de crecimiento de E. coli y S. enterica.

Esta imagen fue creada empleada utilizando el programa BioRender de libre acceso.



58

Fuente este estudio
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Figura 2. Diagrama experimental de transformacion entre poblacion resistente de E.
coli y poblacion sensible de S. enterica. Esta imagen fue creada empleada utilizando el

programa Bio Render de libre acceso.
Fuente este estudio

74.1. Cinética de crecimiento.

Se realiz6 una cinética de crecimiento para el aislado 3 resistente a trimetropim-

sulfametoxazol (SXT) y una cepa sensible Salmonella enterica subsp. enterica ATCC13076,
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con el fin de determinar el comportamiento individual que presentan las poblaciones; cabe
resaltar que este procedimiento tuvo en cuenta tres replicas bioldgicas y dos replicas técnicas.
Las poblaciones bacterianas resistentes y sensibles, fueron inoculadas por separado en caldo
LB suplementado con 0,2 mg/mL de SXT, como controles se tuvo en cuenta las poblaciones

bacterianas resistentes y sensibles sin la presencia del antibidtico.

La medida de crecimiento poblacional se evalud cada 4 horas durante 28 horas, para lo
cual se emplearon indculos iniciales de aproximadamente 108 bacterias sobre mililitro
respecto al estandar de la escala Mc Farland. Para la cuantificacion se emple6 la técnica
spread plate empleando 10 pL de dos diluciones seriadas (10 y 10°°) del inéculo final, los
cuales se sembraron en cajas Petri con agar Chromocult; este agar fue empleado con la
finalidad de diferenciar por coloracion las colonias de E. coli (violeta) y S. enterica (blanca),
basandose en que E. coli presenta la capacidad de metabolizar los sustratos X-glucurénido por
la R-D-glucuronidasa y Salmon-GAL por la B-D-galactosidasa, generando colonias que
adquieren un color entre azul oscuro y violeta en el medio. Las cajas se incubaron a 37°C por
12 horas (Calderon, et al., 2003). Para reportar el valor final en UFC/mL se empled la

ecuacion:

Colonias en placa * factor de dilucion
UFC /mL =

10 pL (factor de siembra)

(Lyimo, et al., 2016)
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7.4.2. Transformacion via plasmidica.

Para evaluar la tasa de transformacion via plasmidica, se trabajo con las poblaciones
sensibles y resistentes mencionadas en el item 7.4.1, teniendo en cuenta los perfiles
plasmidicos y genes de resistencia. Posteriormente se realiz6 la confrontacion de la poblacion
bacteriana sensible, frente a la resistente portadora del gen de resistencia a SXT; para esto se
emplearon inéculos de aproximadamente 10° bacterias sobre mililitro respecto al estandar de
la escala Mc Farland, las dos poblaciones fueron inoculadas (proporcién 1:1) en un caldo LB
suplementado con 0,2 mg/mL de SXT, como controles se tuvo en cuenta las poblaciones

bacterianas resistentes y sensibles por separado con la presencia del antibidtico.

Finalmente, para determinar el nimero de bacterias que adquirieron los mecanismos
de resistencia (bacterias transformadas), se emple6 la técnica spread plate, empleando 10 pL
de dos diluciones seriadas (10° y 10”°) del inéculo final, los cuales se sembraron en cajas Petri
con agar Chromocult. Las cajas se incubaron a 37°C por 12 horas; transcurrido este tiempo se
realiz6 el recuento de colonias. Todo el proceso se llevo a cabo cada 4 horas durante 10
tiempos, teniendo en cuenta tres replicas bioldgicas y dos técnicas; para reportar el valor final

en UFC/mL vy la frecuencia de transformacion (FT), se emplearon las siguientes ecuaciones:

Colonias en placa * factor de dilucién
UFCmL =

10 pL (factor de siembra)

UFC Transformantes
FT

- UFC celulas donadoras al momento de la transformacion
(Lyimo, et al., 2016)

Ademas, se verifico la transferencia de plasmidos, mediante extraccion de DNA

plasmidico, utilizando el kit comercial PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) de la
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colonia transformada y de cada uno de los tratamientos al finalizar el experimento. Para
verificar la integridad del DNA plasmidico se prepararon geles de agarosa a 1,2%, como
marcador de tamafio molecular se utiliz6 1 Kb (Promega), las condiciones de corrida fueron
80 V por 90 minutos. EI gel fue visualizado en un sistema de fotodocumentacion Smart Doc

Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.

7.5. Anélisis estadistico
Para el analisis de los resultados obtenidos en las diferentes cinéticas de crecimiento
de la bacteria E. coli y del proceso de transformacion, se empled el Sofware Statgraphis
Centurion XVI y se realizé un Modelo Lineal General (MLG) con el fin de determinar si
existen diferencias significativas en el crecimiento respecto a la cepa bacteriana (S. entérica
sensible y E. coli resistente). También se desarroll6 un analisis de correlacién de Spearman
con el fin de establecer el grado de asociacion entre el crecimiento de la poblacion bacteriana

resistente y sensible.

7.6. Aproximacion a la dindmica de transformacién mediante modelado

matematico

7.6.1. Identificacién de variables y parametros.

A partir de los resultados experimentales y los fundamentos bioldgicos
establecidos en la fase anterior, se determinaron los factores méas importantes que intervienen
tanto en la cinética de crecimiento como en la tasa de transformacion de las poblaciones
bacterianas. Lo anterior permitio identificar los parametros y variables necesarios para realizar

el modelamiento matematico (Burden & Douglas Faires, 1985). Las principales variables
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matematicas tanto para la cinética como para la transformacion fueron las poblaciones de
bacterias S. enterica sensible y E. coli resistente, sustrato M.H, antibi6tico SXT y numero de
copias del plasmido de resistencia. Entre los parametros matematicos a considerar en la
cinética de crecimiento se encuentran: tasa de crecimiento de las bacterias, pardmetros de
ajuste, tasas de muerte natural, tasa de eliminacion bacteriana por accion del antibidtico, tasa
de degradacion de antibidtico, tasa de inhibicion del crecimiento por accion del antibidtico y

tasa de degradacion de sustrato (Ibarglien-Mondragén, et al., 2014).

Los pardmetros matematicos para la transformacion son: tasa de crecimiento de las
bacterias, parametros de ajuste, tasas de muerte natural, tasa de eliminacion bacteriana por
accion del antibiotico, tasa de transformacion via plasmidica, tasa de degradacion de
antibidtico, tasa de replicacion del plasmido, tasa de degradacion del plasmido, nimero de

copias promedio del plasmido y tasa de degradacion de sustrato.

7.6.2. Formulacién de los modelos matematicos.

Para la cinética de crecimiento se basé en un modelo logistico: En este modelo se
tomd en cuenta un aspecto muy relevante para el crecimiento celular, este es la limitacion de
recursos. EI modelo describi6 el crecimiento poblacional en un medio con recursos limitados,
dicha limitacion ejerce una restriccion en el nimero de individuos sustentables (Murray,
2003). En este sentido la variacion de la poblacion es proporcional a la poblacion por una

funcién que depende de P, lo anterior implica la ecuacion (1).

dPP P) (1
27 OPF (P),(D)
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donde a es la constante de proporcionalidad. A partir de la ecuacion (1) se obtiene la

siguiente ecuacion

dp

= kPf(P)2)

La ecuacidn (2) tiene en cuenta la densidad de la poblacion. Supongamos que existe

una capacidad de carga N, luego esta capacidad de carga admite un nimero de individuos P,

asi se tiene: P < N. Sea f(P) = (1 — g) sustituyendo en (2) la ecuacion anterior se obtiene:

@ =kp(1-3)

Para la formulacion de los modelos se tuvo en cuenta una capacidad de carga variable;
puesto que el fendémeno biologico indicoé que a medida que disminuye el sustrato, disminuye

la cantidad de bacterias que puede soportar el mismo.

7.6.2.1. Modelo matematico de la cinética de S. enterica sensible sin antibiotico.

Basados en los experimentos de cinética del item 7.4.1 se formul6 un modelo
matematico que describid el crecimiento de S. enterica sensible en un medio con sustrato
M.H. Para este fin se denot6 la poblacion de S. enterica sensible por Bs, la tasa de
crecimiento por K3 el parametro de ajuste del modelo por a4, entendido como la frecuencia
de consumo de sustrato por unidad de tiempo, la tasa de muerte natural por u3 y la capacidad
de carga variable por §, siendo S el sustrato. La variacion del sustrato en el tiempo es
proporcional al producto entre S y Bs, con tasa de degradacion del sustrato k. A partir de lo

anterior se obtienen las siguientes ecuaciones:

dB B
2% = K (1 —a, (?S)) Bs—uSBs (1)
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as

= = —diSBs Q)

7.6.2.2. Modelo matematico de la cinética de E. coli resistente sin antibidtico.

Para la poblacion bacteriana resistente se establecio un modelo similar siendo Br la
poblacion de bacterias resistentes, ademas la tasa de muerte natural se consideré como
constante a partir de datos referenciados en literatura (Santos , Ferrat, & Eichelmann, 2005).

Las ecuaciones del modelo fueron dadas por:

dB B
=K (1 —a, (?’")) Br—u¢Br (3)

as

E = —d;SBT (4)

7.6.2.3. Modelo matemdtico de la cinética de S. enterica sensible con antibiotico.

El modelo para la poblacion sensible en presencia del antibidtico se establecio bajo la
hipdtesis que el antibiodtico ejercid una presion de seleccion en la poblacion bacteriana, lo que
genero la expresion de mecanismos de resistencia y por ende el desarrollo de una poblacion

de bacterias resistentes.

La poblacion de S. enterica sensible se denotd por Bs, la poblacion de S. enterica
resistente se denot6 por Br, la concentracion de antibidtico se denotd por A4 y el sustrato por
S. De este modo se definio la presencia de una poblacion sensible y resistente, con sus
respectivas tasas de crecimiento K3 y K7 y tasas de muerte natural bacteriana p3 y puj,
parametro de ajuste a,, tasa de eliminacidn bacteriana debido a la accion del antibidtico B4y

tasa de transformacion de bacterias sensibles debido al contacto con el antibiotico 6.
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Ademas, se incluyd la variacion del sustrato y el antibiotico, basandose en la tasa de
degradacién de los mismos d3 y d4, respectivamente, debido a la interaccién con la poblacién
bacteriana. Cabe resaltar que la concentracion inicial del antibidtico en el medio fue de 0,2

mg/ mL.

Las ecuaciones del modelo fueron dadas por:

dBs < Bs + Br s
F = KZ 1- a, (T) Bs — ﬂzBS — 01ABS - ﬁlABS (5)
dBr - Bs + Br -
F = Kl — > (T) Br — ﬂlBT — 91ABS + ﬂlABS (6)
dA
= —d4A(Bs + Br) (7)
ds
E = —d;S(BS + BT) (8)

7.6.2.4. Modelo matematico de la cinética de E. coli resistente con antibiotico.

Finalmente, para la poblacion de bacterias resistentes en presencia del antibiotico se
desarrollé un modelo similar a los anteriores. La poblacion de E. coli sensible se denotd por
Br, la concentracion de antibidtico se denotd por 4 y el sustrato por S. Considerando la tasa
de crecimiento por K3, el pardmetro de ajuste del modelo por a3, la tasa de muerte natural por
w5, la tasa de inhibicion del crecimiento debido a la accion del antibi6tico por 6, y las tasas
de degradacion de sustrato y antibitico por d5 y d4, respectivamente. De igual manera se
tuvo en cuenta una concentracion inicial de antibidtico de 0,2 mg/ mL y unicamente una

poblacion de bacterias resistentes. La ecuacion del modelo se referencio en:



67

B
— =K (1 ~ a (;)) B, — 0,AB, — 3B, (9)

dA B
a == —dzABr (10)
ds )

E = —d4_SBr (11)

7.6.2.5. Modelo matemadatico para transformacion via plasmidica de una
poblacion de S. enterica sensible en presencia de una poblacion de E. coli
resistente.

A partir de los experimentos biologicos desarrollados en el item 7.4.2 se formul6 un
modelo matematico que describi6 el proceso de transformacion resultante de la interaccion

entre las poblaciones de S. enterica sensible y de E. coli resistente en presencia de antibidtico.

Para la transformacion bacteriana se formularon dos modelos matematicos (sistemas
de ecuaciones diferenciales ordinarias), en el primer modelo, con la finalidad de generar una
aproximacion real del fendmeno bioldgico y un ajuste 6ptimo del modelo, se represento la

dindmica antes del proceso de transformacion y en el segundo durante dicho proceso.

El primer modelo matematico describe la dindmica en el rango comprendido entre las
0 y 28 horas, tiempo en el cual no es evidente el proceso de transformacion y, por lo tanto, en
el medio existen las poblaciones bacterianas de S. enterica sensible Ss 'y E. coli resistente Er,
ademas de los plasmidos, P, que se replican en el interior de E. coli resistente. También se

supuso que el sustrato, S, estd compuesto de nutrientes y antibiotico, A.

Los parametros del modelo son: K3y K%, las tasas de crecimiento de S. enterica
sensible y E. coli resistente, respectivamente, a4 es el parametro de ajuste, u5 y pu§ son las

tasas de muerte natural de S. enterica sensible y E. coli resistente,
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correspondientemente, 8, es la tasa de muerte por accion del antibidtico, &y &, son las tasas

de consumo de sustrato por S. enterica sensible y E. coli resistente, de forma correspondiente,
n, es la tasa de replicacion del plasmido dentro de la bacteria E. coli, u'l’ es tasa de
degradacion del plasmido y M4 representa la proporcion de nutrientes del sustrato, lo cual

implica que 1-M es la proporcion de antibidtico en el sustrato.

A partir de lo anterior se obtuvo el siguiente modelo:

dE S.+E

T = KSE, (1- @y =) - SE, (1)
ds, S, +E, ]

ar = K3Ss (1 — ) —V1PSs — B2ASs — 13S; (2)
dp .

ar = mEr— P (3)
ds

E = _Ml(gsss + err)S (4)
dA

E = _(1 - Ml)(ssss + grEr)A (5)

Para la formulacion de la segunda fase, es decir, cuando sucede el proceso de
transformacion se desarrolld un modelo similar al anterior, en el cual la poblacion de S.
enterica sensible se transforma via plasmidica en S. enterica resistente. Con base en lo

anterior, se obtuvo el siguiente modelo:

dE S, +E
dtr = KSE, (1 — a5 — r) — USE, (1)
ds,

S, +E
= K55, (1- s~ ")+ 72PS, — 155, (2)
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P p
q - nE,. + mS, — u, P 3)
ds
E = _MZ(SSSS + grEr)S (4')
dA
E = _(1 - MZ)(gsSs + grEr)A (5)

Donde K7 es la tasa de crecimiento de S. enterica resistente, ag es el parametro de ajuste, ¥, es
la tasa de transformacion, pj es la tasa de muerte natural de S. enterica resistente, M, y n, son
las tasas de replicacion del plasmido en E. coli resistente y S. enterica resistente,
respectivamente. También se tuvo en cuenta valores iniciales experimentales para las variables,
sustrato (89,45 mg/mL), antibidtico (7,06 mg/mL) y plasmido (17,41 copias), tomadas del primer

modelo.

7.6.3. Simulacién numérica y analisis de resultados

En esta fase con datos obtenidos a partir de los experimentos biol6gicos en los items
7.4.1y7.4.2, se realizaron simulaciones numéricas mediante el uso del software MATLAB
version 2015a (Licencia: 1081117). Tanto para la cinética de crecimiento como para el
proceso de transformacion via plasmidica, se estimaron los valores de los parametros por
medio del método de algoritmo genético. Lo anterior permitié ajustar las simulaciones
numéricas del modelo a los datos experimentales y predecir el comportamiento en el tiempo

de los fendmenos bioldgicos mencionados anteriormente.

En la estimacion de parametros se formuld la funcién a partir de la suma de minimos
cuadrados, se ajustaron simultaneamente a las ecuaciones del modelo doce conjuntos de datos

experimentales obtenidos en cada una de las respectivas replicas bioldgicas y técnicas durante
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el periodo de observacion. Se emple6 el promedio de cada una de las réplicas bioldgicas para
realizar la estimacion, con el fin de obtener rangos para cada uno de los parametros y generar
una estimacion més cercana al fendmeno bioldgico. Complementariamente, se realizé una
estimacion de la poblacion bacteriana a las 72 horas (periodo de vida de E. coli reportado en
literatura), mediante un codigo de MATLAB estimado pardmetros establecidos con

anterioridad (Burden & Faires, 1985;Volkova, et al., 2013).

Debido a que el numero de datos no permitio la convergencia de los once parametros
establecidos, para la transformacion se tomaron algunos parametros como valores fijos, los

cuales fueron estimados mediante el modelado de la cinética.

8. Resultados y discusion

8.1. Consecucion de los aislados de E. coli
A partir de las muestras de orina se obtuvo un total de 32 aislados; en el anexo 1 se

indican las caracteristicas de origen de cada una de los aislados.

8.2. Caracterizacion Microbioldgica

Se determinaron las caracteristicas microscépicas y macroscépicas de 32 aislados
bacterianos de E. coli, los cuales segin su morfoldgica microscépica corresponden en su
totalidad a bacilos Gram negativos; de igual manera, se resalta una uniformidad en los
atributos culturales de los aislados bacterianos exceptuando pequefias diferencias en el tamafio
de las colonias. La descripcion morfoldgica de los aislados es importante, ya que es uno de los
primeros niveles de identificacion y clasificacion de los microorganismos; sin embargo, se
debe tener en cuenta que algunos de los atributos morfologicos pueden variar dependiendo del

medio y las condiciones de cultivo, por lo tanto, es esencial que este tipo de procesos se lleven
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a cabo bajo condiciones controladas asegurando la reproducibilidad de los resultados (Figura

3y 4; Tabla 6) (Gutiérrez-Jiménez, et al., 2015 & Porres & Ruiz , 2018).

D
Figura 3. Caracteristicas macroscépicas de los aislados de E. coli. A. Aislado 26
MNO094135. B. Aislado 28 MN094137. C. Aislado 31 MN121155. D. Aislado 32 MN121156.

La imagen indica caracteristicas uniformes entre los diferentes aislados.

Fuente: este estudio
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Figura 4. Coloracion de Gram de los aislados de E. coli. En las imégenes se observa
algunos de los aislados bacterianos provenientes de muestras de orina, los cuales presentan
una morfologia bacilar. A. Aislado 1 MN094112. B. Aislado 5 MN094115. C. Aislado 11

MNO094120. D. Aislado16 MNQ094125. Aumento real observado 1000X.

Fuente: este estudio



Tabla 6. Descripcion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los aislados bacterianos de E. coli

Atributos culturales Forma Margen  Elevacion Superficie Textura Propiedad éptica Tamarfio Configuracion Color Morfologia Coloracion Agrupacion
Aislado 1 MN094112  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Diplobacilos
Aislado 3 MN094113 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 4 MN094114 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 5 MN094115 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefa Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Diplobacilos
Aislado 6 MN094116  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 7 MN121153 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 8 MN094117  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 9 MN094118 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefa Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 10 MN094119  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 11 MN094120  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 12 MN094121  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 13 MN094122  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 14 MN094123  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 15 MN094124  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Grande Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 16 MN094125  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 17 MN094126  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 18 MN094127  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
Aislado 19 MN094128  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Mediana Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada

Aislado 20 MN094129  Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Blanca Bacilos Gram negativos Empalizada
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Atributos culturales
Aislado 21 MN094130
Aislado 22 MN094131
Aislado 23 MN094132
Aislado 24 MN094133
Aislado 25 MN094134
Aislado 26 MN094135
Aislado 27 MN094136
Aislado 28 MN094137
Aislado 29 MN121154
Aislado 30 MN094138
Aislado 31 MN121155
Aislado 32 MN121156
Aislado 33 MN121157

Forma
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Margen
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero

Elevacion
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada

Superficie
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Textura
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa

Cremosa

Propiedad dptica
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante

Tamarfio
Pequefia
Pequefia
Pequefia
Pequefia
Pequefia
Mediana
Pequefia
Pequefa
Pequefia
Pequefa
Mediana
Mediana
Mediana

Configuracion
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda

Color
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca

Morfologia
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos

Coloracion
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos
Gram negativos

Agrupacion

Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Estreptobacilos
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada
Empalizada

Fuente: este estudio
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La mayoria de los aislados bacterianos exhibieron caracteristicas bioquimicas
similares presentando una respuesta positiva para la produccion de indol, acidos lactico,
férmico y succinico, produccion de gas, fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa y
movilidad. Una respuesta negativa para la produccion de Dl-acetil, citocromo oxidasa, acido
sulfhidrico, uso de citrato como Unica fuente de carbono y descarboxilacion de lisina (Figura
5y Tabla 7). No obstante los aislados 3, 7, 8, 10 y 15, presentaron variaciones en las pruebas
de indol y produccién de gas, esto posiblemente se debe, a que a las bacterias presentan
mecanismos de modificacion de la expresion génica dependiendo de las necesidades y
ambiente en el que se encuentren, generando asi la activacién o represion de la sintesis de
productos de ciertos genes, 1o que generalmente se ve reflejado en las variaciones a nivel
fenotipico (Betancor, Gadea, & Flores, 2014; Bustos, Rubio, & Navarro, 2017). Teniendo
como referencia la caracterizacion microbiol6gica y las caracteristicas propias de la especie E.
coli, reportadas en el manual Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1994), se establece

que los 32 aislados presuntivamente pertenecen a esta especie.

SIM VP MR LIA cs TSI
Movilidad + - + K/A - A/A
Indol +
H2S

Figura 5. Pruebas bioquimicas realizadas para los aislados de E. coli. En la imagen se

observa los resultados de las pruebas para el aislado 26 MN094135.

Fuente: este estudio
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Tabla 7. Caracteristicas bioquimicas de los aislados bacterianos de E. coli

Aislado Fermentacion  Produccion  Motilidad Produccién Rojo de Voges- Agar lisinay  Citrato de  Oxidasa Produccién de
(TSI) de gas de indol Metilo Proskauer  hierro (LIA)  Simmons acido sulfhidrico
Aislado 1 MN094112 A/A P P P P N K/IA N N N
Aislado 3 MN094113 A/A N P N P N K/IA N N N
Aislado 4 MN094114 A/A P P P P N KIA N N N
Aislado 5 MN094115 A/A P P P P N KIA N N N
Aislado 6 MN094116 A/A P P P P N KIA N N N
Aislado 7 MN121153 A/A P P N P N KIA N N N
Aislado 8 MN094117 A/A P P P P N K/A N N N
Aislado 9 MN094118 AJIA P P N P N K/A N N N
Aislado 10 MN094119 AJIA N P P P N K/A N N N
Aislado 11 MN094120 AJIA P P P P N K/A N N N
Aislado12 MN094121 A/A P P P P N KI/IA N N N
Aislado 13 MN094122 A/A P P P P N KI/IA N N N
Aislado 14 MN094123 A/A P P P P N KI/IA N N N
Aislado 15 MN094124 A/A P P N P N KI/IA N N N
Aislado 16 MN094125 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 17 MN094126 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 18 MN094127 A/A P P P P N K/A N N N
Aislado 19 MN094128 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 20 MN094129 A/A P P P P N KI/A N N N
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Tabla 7. Caracteristicas bioguimicas de los aislados bacterianos de E. coli

Aislado Fermentacion  Produccién de Motilidad Produccién  Rojo de Voges- Agar lisinay Citratode Oxidasa  Produccion de
(TSI) gas de indol Metilo Proskauer  hierro (LIA)  Simmons acido sulfhidrico
Aislado 21 MN094130 AJA P P P P N K/A N N N
Aislado 22 MN094131 A/A P P P P N K/A N N N
Aislado 23 MN094132 A/A P P P P N K/A N N N
Aislado 24 MN094133 A/A P P P P N K/A N N N
Aislado 25 MN094134 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 26 MN094135 AJIA P P P P N K/A N N N
Aislado 27 MN094136 AJIA N P N P N K/A N N N
Aislado 28 MN094137 A/A P P P P N A N N N
Aislado 29 MN121154 A/A N P P P N K/A N N N
Aislado 30 MN094138 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 31 MN121155 AIA N P P P N A N N N
Aislado 32 MN121156 AIA P P P P N K/A N N N
Aislado 33 MN121157 A/A P P P P N K/A N N N

TSI: Agar-hierro-triple azlcar; P: positivo; N: negativo; A/A: fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa; K/A'y A: no

existe descarboxilacion y desaminacion de lisina.

Fuente: este estudio
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8.2.1. Perfil de resistencia

Los aislados de E. coli presentaron el siguiente perfil de resistencia, penicilina (100%),
trimetropim-sulfametoxazol (65,6%), ciprofloxacina (62,5%), amoxicilina (56,2%),
ampicilina (50%), gentamicina (43,1%), aztreonam (28,1%), amikacina (25%), cefotoxime
(18,7%) e imipenem (0%). EI 71,8% de los aislados eran resistentes a mas de tres antibioticos
y 62,5 % eran resistentes a 3 0 mas grupos de antibidticos (Figura 6, 7 y Tabla 8). Los
resultados obtenidos pueden compararse con lo reportado por Hernandez-Gomez et al. (2014)
quienes describieron la evolucion de resistencia bacteriana en 23 hospitales de Colombia,
determinando que E. coli presentaba un perfil de resistencia mayor para ciprofloxacina (31,7-
34,5%), seguida de cefotoxime (15,1 y 16,9 %) y un mayor grado de sensibilidad para

Imipenem (0,1-0,4%).

Rodriguez (2018) indic6 que entre los afios 2014 y 2015 en el hospital universitario
metropolitano de Barranquilla, E. coli presentd una resistencia a antibioticos como la
ampicilina (72,7 %) y trimetropim-sulfametoxazol (50%). Igualmente, Ibafiez, Rojas,
Sanchez, Fernandez, & Madarriaga (2018), informaron que en el hospital de San José
(Bogotd), se generaron patrones similares de resistencia en E. coli para ampicilina (55,7 %) y
quinolonas (40%). Alviz-Amador, Gamero-Tafur, Caraballo-Marimon & Gamero-Tafur
(2018), indicaron que, en el Hospital Universitario del Caribe en Cartagena, E. coli tenia un
perfil de resistencia a ampicilina sulbactam (57,8%), trimetoprim-sulfametoxazol (51,7%) y

ciprofloxacina (34,2%).
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En contraste, Nocua-Béez et al. (2017) determinaron que en nueve hospitales de
Colombia todas las muestras de E. coli aisladas del tracto urinario de pacientes diabéticos y de
mujeres gestantes, exhibieron resistencia a amikacina e imipenem; reportes similares fueron
descritos por Jiménez-Guerra, et al. (2018) en Granada- Espafa. Por otra parte, Yabar et al.
(2017) refieren, que cepas de E. coli provenientes de ambientes hospitalarios en Lima Perd,
expresaron resistencia marcada a antibidticos como, trimetropim-sulfametoxazol, ampicilina 'y
ciprofloxacina y patrones de sensibilidad a amikacina y carbapenemicos, de igual manera
Luna-Pineda et al. (2018) sefialaron que cepas de E. coli aisladas nifios con infecciones

urinarias exhibian patrones similares de multirresistencia.

Teniendo en cuenta los estudios descritos anteriormente tanto en el ambito colombiano
como en otros paises, se puede inferir que los resultados obtenidos en este estudio concuerdan
parcialmente con algunos de ellos; sin embargo, existen perfiles de resistencia propios de cada
una de las zonas evaluadas, debido al ambiente en el que se desarrollan estos
microorganismos. Segun Bryce et al. (2016) & Angles (2018) los principales factores para el
desarrollo de resistencia son la exposicion prolongada a antibioticos y la administracion de los
mismos, sin prescripcion médica, lo cual genera diferencias en la prevalencia de resistencia
segun la regulacién de medicamentos en diferentes partes del mundo. No obstante, Rada ,
Hernandez-Gomez, Restrepo, y Villegas (2019) sefalaron que Colombia no difiere
significativamente de las tendencias mundiales y se esta convirtiendo en un pais endémico de
enzimas carbapenemasas con alto grado de diseminacion por medio de elementos moviles

como plasmidos.
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Adicionalmente, se deduce que los altos porcentajes de resistencia antibioticos
betalactamicos y quinolonas, se debe a que son tratamientos de primera linea para
contrarrestar infecciones del tracto urinario causadas por E. coli; sin desconocer el papel que
juega la automedicacion y prescripcion innecesaria de este tipo de antibidticos, lo que se
convierte en presion de seleccion para cepas multirresistentes (Grados, Thuissard, & Alos,

2018).
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Figura 6. Perfil de resistencia de los aislados bacterianos de E. coli. P: penicilina;
SAM: ampicilina; AMC: amoxicilina; CTX: cefotoxime; SXT: trimetropim- sulfametoxazol;

CN: gentamicina; ATM: aztreonam; CIP: ciprofloxacina; IPM: imipenem; AK: amikacina.

Fuente: este estudio
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C
Figura 7. Perfil de resistencia a antibidticos (betalactamicos, carbapenemicos,

aminoglucosidos, fluoroquinolonas, fosfonatos y trimetoprim/sulfametoxazol) de aislados de

E. coli. A. Aislado 28 MN094137. B. Aislado 30 MN094138. C. Aislado 31 MN121155.

Fuente: este estudio
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Tabla 8. Perfil de resistencia de aislados de E. coli a antibioticos.

Aislado
Aislado 1 MN094112
Aislado 3 MN094113
Aislado 4 MN094114
Aislado 5 MN094115
Aislado 6 MN094116
Aislado 7 MN121153
Aislado 8 MN094117
Aislado 9 MN094118
Aislado 10 MN094119
Aislado 11 MN094120
Aislado 12 MN094121
Aislado 13 MN094122
Aislado 14 MN094123
Aislado 15 MN094124
Aislado 16 MN094125
Aislado 17 MN094126
Aislado 18 MN094127
Aislado 19 MN094128
Aislado 20 MN094129
Aislado 21 MN094130
Aislado 22 MN094131
Aislado 23 MN094132
Aislado 24 MN094133
Aislado 25 MN094134
Aislado 26 MN094135
Aislado 27 MN094136
Aislado 28 MN094137
Aislado 29 MN121154
Aislado 30 MN094138
Aislado 31 MN121155
Aislado 32 MN121156
Aislado 33 MN121157
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S

P: peniciling;

SAM:

ampicilina;

AMC:

amoxicilina;

CTX:

cefotoxime; SXT: trimetropim-

sulfametoxazol; CN: gentamicina; ATM: aztreonam; CIP: ciprofloxacina; IPM: imipenem; AK: amikacina; R:

resistente; I: intermedio y S: sensible.

Fuente: este estudio
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8.3. Caracterizacion molecular

8.3.1. Extraccion de DNA Cromosomal.
Las muestras de DNA presentaron buena calidad ( (Chavez-Jacobo, Ramirez-Diaz,
Silva-Sanchez, & Cervantes, 2017) y concentracion (mayor o igual a 100 ng/pL) adecuadas

para posteriores procedimientos moleculares (Sambrook, Fritschi & Maniatis, 1989) (Figura

8).
bp ng/0.5ug
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Figura 8. Verificacion de extraccion de DNA cromosomal. Gel de agarosa 1%, corrido
en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora, tratado con intercalante Ez Visién (AMRESCO) y
fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV
a una longitud de onda de 302 nm. En el primero y en el dltimo de los carriles se observan los
marcadores moleculares Lambda Hind I11 y 1Kb (Promega), respectivamente; en los carriles 2

a 18, se encuentran los aislados 1 a 18 de E. coli.

Fuente: este estudio
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8.3.2. Extraccion de DNA plasmidico y analisis de perfiles
De los 32 aislados bacterianos de E. coli, 16 exhibieron plasmidos con un perfil de uno

a cinco bandas por muestra y tamafios aproximados entre 0,9 y 18,7 Kb; los plasmidos mas
comunes dentro de las muestras fueron de 10,7 y 1,0 Kb, Gnicamente dos muestras
presentaron plasmidos mayores a 16 Kb (Figura 9 y 10 y Tabla 9). El analisis de similaridad
respecto a la presencia de plasmidos, indicé que la mayoria de los aislados presentaron un
porcentaje mayor o igual a 50%; ademas se resalta que los aislados 26 y 20 muestran un
porcentaje de similaridad de 80% (Figura 11), ya que comparten dos plasmidos de 10,7 y 1,0
Kb, esto concuerda con la resistencia de los aislados a antibiéticos como amoxicilina,

penicilina y trimetoprim-sulfametoxazol.

En el dendrograma se distingue la formacién de cuatro subclusters particulares con
porcentajes de similaridad mayor de 50%, esto se vincula directamente con la presencia de
plasmidos caracteristicos y comunes en cada uno de los grupos. El subcluster | presenta un
plasmido con un tamafio de 10,7 Kb y fenotipicamente resistencia a penicilina; subcluster 11
tiene dos plasmidos de 10,7 y 1,3 Kb, con resistencia a penicilina, amoxicilina y
ciprofloxacina; subcluster 111 dos plasmidos de 10,7 y 5,5 Kb con resistencia a penicilina,
trimetropim-sulfametoxazol y ciprofloxacina; por ultimo, el subcluster 1V evidencia un
plasmido de 1,0 Kb y resistencia a penicilina, trimetropim - sulfametoxazol, ciprofloxacina y
aztreonam. Teniendo en cuenta lo mencionado con anterioridad se dedujo que estos plasmidos

se encuentran asociados con la resistencia a antibioticos y que probablemente el plasmido con



tamafo aproximado de 10,7 Kb sea el responsable de la resistencia a penicilina, ya que se

encuentra en tres de los cuatro subclusters con dicha resistencia (Vignoli & Seija, 2007).

Al respecto, Chavez-Jacobo, Ramirez-Diaz, Silva-Sanchez & Cervantes (2017)
reportan que los plasmidos pHSH10-2, pHPA y pOLAS52 presentes en E. coli de origen
clinico, confieren resistencia a quinolonas como la ciprofloxacina; Diaz et al. (2015) &
Argente et al. (2019) indican, que genes que codifican para BLEE, se encuentran en
plasmidos conjugativos con tamafio variable (7 a 160 Kb) y suelen presentar una frecuencia

de transferencia que varfa desde 10" a 10 por célula donadora.

McGann et al. (2016) identificaron una cepa de E. coli que presentaba 15 genes de
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resistencia para antibioticos betalactamicos, carbapenemicos, fosfonatos entre otros, alojados

en dos plasmidos pMR0516mcr y pMR0416ctx con tamafios superiores a 47 Kb; de igual

manera, Jamborova et al. (2017) determinaron diferentes clones de E. coli con resistencia a

multiples a antibi6ticos como quinolonas y cefalosporinas, asociados con genes de resistencia,

los cuales se encontraron en 14 plasmidos con tamafio variable (3 a 200Kb). Por lo tanto, se

infiere que posiblemente los plasmidos reportados en este estudio pueden presentar genes

asociados con resistencia a los antibioticos empleados; no obstante, es necesario

complementar la informacién obtenida con otros analisis moleculares para la deteccion de los

genes.
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Figura 9. Perfil plasmidico de los aislados de E. coli. Gel agarosa 1,2%, corrido en
buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado Gel Red (Biotium) y
fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV
a una longitud de onda de 302 nm. En el primero y en el Gltimo de los carriles se observan los
marcadores moleculares Lambda Hind I11 y 1Kb (Promega), respectivamente; carriles de 2 a

10, se encuentran los aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16 y 18 de E. coli, correspondientemente.

Fuente: este estudio
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Figura 10. Perfil plasmidico de los aislados de E. coli. Gel agarosa 1,2%, corrido en
buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado Gel Red (Biotium) y
fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV
a una longitud de onda de 302 nm. En el primero y ultimo de los carriles se observan los
marcadores moleculares Lambda Hind I11 y 1Kb (Promega); carriles de 2 a 8, aislados 19, 20,

21, 22, 26, 28, 31 de E. coli, respectivamente; carriles 9 all, controles positivos.

Fuente: este estudio

Tabla 9. Perfil plasmidico de los aislados de E. coli provenientes de muestras de orina.

Aislados Numero de Plasmidos Tamarfo Kb

11,765
1,96
1,376
0,919
1,804
10,706
6,898
10,706
7,326
4,247
1,117
10,706
1,339
10,706
5,571
1,02
10,706
5,971
1,618
1,339
10,706
5,971

Aislado 3 MN094113

Aislado 5 MN094115
Aislado 6 MN094116

Aislado 9 MN094118

Aislado 11 MN094120

Aislado13 MN094122

Aislado 14 MN094123

Aislado 16 MN094125

NFEPRROWONMNEFEOWODNMEFENPEPERONMNPENRERPRERPRRODNDPRE
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3 4,636
4 1,352
5 0,982

Tabla 9. Perfil plasmidico de los aislados de E. coli provenientes de muestras de orina.

Aislados Numero de Plasmidos Tamaro Kb

1 10,706

Aislado 18 MNQ094127 2 9,835
3 0,964

) 1 10,706
Aislado 19 MN094128 5 1621
) 1 10,706
Aislado 20 MN094129 5 1052
) 1 9,081
Aislado 21 MN094130 5 1052
Aislado 22 MNQ094131 1 10,706
1 18,769

Aislado 26 MN094135 2 10,706
3 1,052

Aislado 28 MNQ094137 1 1,052
) 1 16,462
Aislado 31 MN121155 2 1,052

Fuente: este estudio
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Figura 11. Dendrograma del perfil plasmidico de los aislados de E. coli. Construido
usando el software NTSYS Spc 2.1 y tomando los criterios Unweighted Pair Group Method
With Arithmetic Mean (UPGMA). La resistencia a los diversos antibioticos se ha marcado con
un color diferente. Rojo (resistencia a P), verde (resistencia a AMC), naranja (resistencia a
CTX), azul (resistencia a SXT), amarillo (resistencia a CN), azul claro (resistencia a ATM),

café claro (resistencia a CIP) y fucsia (resistencia a AK).

Fuente: este estudio

8.4. Amplificacion de genes vinculados a la resistencia a antibioticos de los
aislados de E. coli en DNA cromosomal

De las 32 muestras analizadas para la amplificacion de genes vinculados a la
resistencia, en 13 se encontraron genes blaCTXM1, blaTEM, FosA, Mcr -1y blaSHVI, y en
cuatro de ellos (1, 13, 27 y 31) se presentaron mas de un gen de resistencia (Figura 12). El gen
que mas predomino fue blaTEM (37,5%) seguido por blaCTXM1, blaSHVI y finalmente
(9,3%) FosA y Mcr -1 (3,1%); cabe resaltar que las muestras restantes presentaron
amplificacion de productos cuyo tamafio molecular no correspondia con lo citado en literatura

(Anexo 2).

Los resultados mencionados anteriormente se pueden contrastar con lo obtenido por
Ortega (2017), quien determino BLEE en E. coli y K. pneumoniae a través de pruebas
moleculares en urocultivos y concluyo que 28,8% de los aislados de E. coli expresaban el gen
blaTEM y 2,2% el gen blaSHV. En una investigacion similar Nocua-Béez et al. (2017)
evaluaron mediante técnicas moleculares la presencia de BLEE en nueve hospitales de

Colombia en E. coli y establecieron que 6,9% de los aislados expresaron genes blaTEM-1y
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blaCTM-X-15. Adicionalmente, Birgy et al. (2018) informaron de un primer caso de un
menor en Francia infectado por una cepa de E. coli resistente a multiples farmacos con

presencia de genes bla CTX-M-55, Mcr-1y FosA.

En comparacién, Hoang et al. (2017) aislaron cepas de E. coli de adultos sanos en
Vietnam y sefialaron la presencia marcada de genes tipo blaCTX-M (blaCTX-M-9 y blaCTX-
M-1), seguidas de genes blaTEM. Mahalingam et al. (2018) analizaron la prevalencia de los
genes blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaVIM, blaNDM y blaOXA en E. coli y describieron
que 95% de los aislados presentaba betalactamasas blaTEM y 62% contenian el tipo blaCTX-

M.

En este sentido, se infiere que los porcentajes obtenidos en este estudio no difieren en
su mayoria de otras investigaciones realizadas en Colombia y en otros paises; sin embargo, se
destaca que los resultados pueden estar subestimados, puesto que, como se informé
anteriormente algunas muestras presentaron amplicones con tamario diferente a lo esperado y
esto puede estar relacionado con variantes que pueden presentar los genes de resistencia, 10s
cuales no fueron evaluados en este trabajo (Rada , Herndndez-Gomez , Restrepo, & Villegas ,

2019).

Finalmente, se evidencia que este tipo de patdgenos representan una gran amenaza a
nivel sanitario; puesto que, existen muy pocos tratamientos para contrarrestar las
enfermedades causadas por microorganismos resistentes, adicionalmente, la capacidad de
diseminacion y transferencia de genes de resistencia puede generar situaciones en las cuales
no exista opcion de tratamiento disponible para enfermedades que anteriormente eran de facil

tratamiento.
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Figura 12. Verificacion de la amplificacion de genes de resistencia en DNA
cromosomal de aislados de E. coli. Gel de agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V
durante 1 hora y 30 minutos, tratado con intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado
en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de
onda de 302 nm. En el primero y en el dltimo de los carriles se observan el marcador
molecular 1Kb (Promega), en el carril 10 se encuentra el marcador molecular Lambda Hind
111 (Promega); en los carriles de 2 a 4, el gen blaCTXM1 de los aislados 27, 30 y 31; carriles
5y 6, gen blaKPCF de los aislados 21 y 22; carriles de 9 a 14, gen blaTEM de los aislados 1,
4,13,18y 31; carriles de 15 a 17, gen blaSHVI de los aislados 1,13 y 28; carril 18, gen Mcr

-1 del aislado 27 y carril 19, gen FosA del aislado 33.

Fuente: este estudio
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8.5. Amplificacion de genes vinculados a la resistencia a antibioticos de los aislados de E.
coli en DNA plasmidico

En muestras de DNA plasmidico se detectd la presencia de genes como: blaTEM,
blaSHV1 y blaCTXM1 (Figura 13). El gen que méas predomind fue blaTEM (37,5%) seguido
por blaSHVI (25%) y blaCTXML1 (6,2%); de igual manera se sefiala que las muestras
restantes no presentaron amplificacién o se generaron productos cuyo tamafio molecular no
correspondia con lo citado en literatura (Anexo 2). Teniendo en cuenta que no fue posible
determinar con certeza la presencia de los genes en cada uno de los plasmidos; se puede
inferir que el gen blaTEM, se encuentra en el plasmido con un tamafio aproximado de 10,7
Kb, ya que este estuvo presente en 6 de las 7 muestras analizadas y es uno de los genes que
confiere resistencia a penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion, lo que concord6 con
los perfiles de resistencia analizados en este estudio; adicionalmente se supone que la razon
por la cual el aislado 31 no presentd el plasmido de 10,7 Kb, fue porque se detectd de manera
conjunta la presencia del gen blaTEM y blaCTXM1 y pueden estar codificados por un

plasmido de mayor tamafio.

Lo descrito anteriormente concuerda con lo reportado por Dobiasova & Dolejska
(2016) quienes sefialaron que los linajes méas diseminados de plasmidos de resistencia en
Europa son aquellos que albergan genes blaTEM y blaSHV1; consecuentemente, Hoang et al.
(2017) indicaron que en Vietnam los genes de resistencia mas prevalentes fueron, blaTEM y
variantes del gen blaCTXM1 y se encontraban directamente asociados con plasmidos de
diferente tamafio molecular. Recientemente Guzman et al. (2019), caracterizaron aislados de

E. coli multirresistente causantes de enfermedades del tracto urinario en VVenezuela,
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encontraron que 65,4% de los aislados revelaron el gen blaTEM, 34,6% blaCTX-M y 23,1%

blaSHV, los cuales se transfirieron mediante plasmidos.

bp ng/0.5ug
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Figura 13. Verificacion de la amplificacion de genes de resistencia en DNA
plasmidico de aislados de E. coli. Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1
hora y 30 minutos, tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el
equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda
de 302 nm. En el primero y en el Gltimo de los carriles se observa el marcador molecular 1Kb.
(Promega), en el carril 6 se encuentra el marcador molecular Lambda Hind 111 (Promega);
carril 2, gen blaCTXML1 del aislado 31; carriles de 3 a 9, gen blaTEM de los aislados 13, 16,

18, 22, 26 y 31; carriles de 10 a 13, gen blaSHV1de los aislados 3, 5, 9 y 28.

Fuente: este estudio

8.6. Amplificacion de la subunidad 16S rRNA

Se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 1500 pb (Figura 14), por lo tanto,
se dedujo que el amplificado obtenido fue el esperado para el gen 16s rRNA, ya que segin
estudios realizados por Da Fonseca et al. (2015) en bacterias aisladas del ambiente y por

Cuadra (2017), se reporté que el gen 16s rRNA posee un tamafio molecular de 1500 pb.
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Ademas, cabe resaltar que el gen 16s rRNA suministra informacion valiosa para la
caracterizacion molecular de especies bacterianas, ya es un marcador ampliamente utilizado
en estudios de filogenia y taxonomia bacteriana; adicionalmente, presenta caracteristicas
importantes como, tamafio relativamente grande, alto grado de conservacion, precision y
fiabilidad de los resultados en cuanto a distancias evolutivas (Arias, Gabriel, & Castafieda

Gonzalez, 2016).

8.6.1. Identificacién de los aislados por comparacion con las bases de datos
RDP y Genbank - anélisis filogenético

En la tabla 10 se puede observar la identificacion de los aislados bacterianos, producto
de la comparacidn de las secuencias con dos bases de datos (RDP y GenBank), teniendo en
cuenta el porcentaje de identidad y el posible origen del aislado (muestra clinica); se
identifico un total de 32 muestras, las cuales corresponden en su totalidad a E. coli. Este

resultado concuerda con la identificacion bioquimica y morfologica realizada previamente.

==
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Figura 14. Verificacion de la amplificacion de la subunidad 16S rRNA.Gel agarosa
1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos, tratado con el intercalante
Ez Vision (AMRESCO) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure
Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda 302 nm. En el primer carril se observa
el marcador molecular 1Kb. (Promega); carriles de 2 a 17, aislados 1 a 17 de E. coli; carril 18,

control negativo.

Fuente: este estudio



Tabla 10. Identificacion de las muestras por comparacion en RDP y GenBank.
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Aislado

Aislado 1 MN094112

Aislado 3 MN094113

Aislado 4 MN094114

Aislado 5 MN094115

Aislado 6 MN094116

Aislado 7 MN121153

Aislado 8 MN094117

Aislado 9 MN094118

Aislado 10 MN094119

Aislado 11 MN094120

Aislado 12 MN094121

Aislado 13 MN094122

Aislado 14 MN094123

Aislado 15 MN094124

RDP

E. coli

E. coli
Bacteria no cultivable

E. coli

E. coli

E. coli
Bacteria no cultivable

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Escherichia sp.

E. coli
Bacteria no cultivable
E. coli
Bacteria no cultivable
.coli
.coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
.coli

Bacteria no cultivable

mmmmimimimmimm

% de
identidad
92,5
92,5
94,5
94,1
93,3
93,1
94,8
95,9
97,8
96,6
64,2
62,9
87,5
87,6
91,8
91,8
92,2
91,7
96,6
95,8
98,1
96,7
91,3
92,2
95,8
94,8
94,9

Genbank

E. coli BEG21
E. coli IRQBAS57
E. coli Gut07
E. coli TU-8
E. coli TU-10
E. coli 50579417
E. coli E18
E. coli CNM 477-02
E. colis1428
E.coli 8
E. coli EC3653
E. coli EGE 4946786-
102

E. coli TU-12

E. coli EC3653

% de
identidad
99,03

98,23

97,56

97,97

97,91

98,05

96,61

98,11

97,55

97,58

98,22

97,84

98,47

97,75

Identificacion
final
E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli
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Tabla 10. Identificacién de las muestras por comparacion en RDP y GenBank.

Aislado RDP % de identidad Genbank % de Identificacién
identidad final
Aislado 16 MN094125 E. coli 94 E. coli NRC76 97,7 E. coli
E. coli 93
Aislado 17 MN094126 Bacteria no cultivable 94,1 E. coli TU-10 98,31 E. coli
E. coli 94,6
Aislado 18 MN094127 E. coli 95,5 E. coli IRQBAS57 98,39 E. coli
E. coli 94,3
Aislado 19 MN094128 E. coli 95,8 E. coli EC3653 97,67 E. coli
E. coli 94,8
Aislado 20 MN094129 E. coli 95,9 E. coli IRQBAS57 97,81 E. coli
E. coli 94,9
Aislado 21 MN094130 E. coli 95,5 E. coli EGE 96,87 E. coli
E. coli 94,3 4874147-98
Aislado 22 MN094131 Bacteria no cultivable 93,9 E. coli O45:H2 97,53 E. coli
E. coli 94
Aislado 23 MN094132 E. coli 96,3 E. coli EGE 97,62 E. coli
E. coli 95,3 4874147-98
Aislado 24 MN094133 E. coli 95,7 E. coli IRQBAS57 97,81 E. coli
E. coli 94,7
Aislado 25 MN094134 E. coli 93,9 E. coli RCB249 97,68 E. coli
E. coli 94,2
Aislado 26 MN094135 E. coli 95,9 E. coli IRQBAS57 97,97 E. coli
E. coli 94,9
Aislado 27 MN094136 E. coli 94,8 E. coli IRQBAS57 97,58 E. coli
E. coli 94,3
Aislado 28 MN094137 E. coli 94,4 E. coli Gut07 98,47 E. coli
E. coli 93,9
Aislado 29 MN121154 E. coli 91,5 E. coli HCD22-1 99,3 E. coli
E. coli 90,3
Aislado 30 MN094138 E. coli 94,3 E. coli IAUK 8731 96,95 E. coli
E. coli 93,3
Aislado 31 MN121155 E. coli 90,7 E. coli NRC129 96,25 E. coli
E. coli 90
Aislado 32 MN121156 E. coli 93 E. coli EGE 96,91 E. coli
E. coli 92 4874147-98
Aislado 33 MN121157 E. coli 94,8 E. coli IRQBAS57 97,58 E. coli
E. coli 94,3

Fuente: este estudio
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En el arbol filogenético se evidencia la formacion de dos clusters, el primero
constituido por los aislados de E. coli de origen clinico incluyendo la raiz interna (E. coli
ATCC 25992) y el segundo conformado por el outgroup o raiz externa (Methanocaldococcus
jannaschii). En el primer cluster, se observa que la distancia evolutiva entre los aislados es
minima, debido a que todos pertenecen a la misma especie; sin embargo, existen variaciones
propias de cada aislado, las cuales pueden estar relacionadas con el medio en el que se
desarrolla cada aislado bacteriano y pueden generarse por procesos de mutacion (Figura 15).
Ademas, es de recalcar que todas las agrupaciones formadas en el arbol se encuentran
relacionadas directamente con el patron de resistencia a los antibio6ticos, como es el caso de la
agrupacion entre los aislados 16 y 23, los cuales presentan una alta similaridad en los patrones
de resistencia y sensibilidad a los antibidticos empleados. Por otra parte, también se logré
detectar un estado de monoclonal entre los aislados 27 y 33 de E. coli, hecho que puede estar

asociado con la diseminacion de resistencia (P y CIP).
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Figura 15. Arbol filogenético de los aislados de E. coli. Construido usando el software
Mega X 10.1 y tomando los criterios Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean
(UPGMA). La resistencia a los diversos antibiéticos se ha marcado con un color diferente.
Rojo (resistencia a P), verde (resistencia a AMC), naranja (resistencia a CTX), azul
(resistencia a SXT), amarillo (resistencia a CN), azul claro (resistencia a ATM), café claro

(resistencia a CIP) y fucsia (resistencia a AK).
Fuente: este estudio

8.7. Amplificacion de secuencias intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR, ERIC-PCR)

En la figura 16 y 17 se evidencian los diferentes perfiles generados mediante la técnica
ERIC-PCR, las muestras presentaron bandas con tamafios que oscilaban entre 4,7 y 0,2 Kb, se
evidenciaron 20 perfiles y la banda compartida por todos los aislados fue la de 0,2 Kb. El
andlisis de similaridad mostré cuatro estados clonales genéticamente idénticos con un
porcentaje de similaridad del 100%. Las agrupaciones idénticas exhibieron una relacion
directa con resistencia a penicilina y cada agrupacion presentd un patrén propio de
sensibilidad a los antibioticos, el estado clonal | mostro sensibilidad a trimetropin-
sulfametoxazol, cefotoxime, imipenem y ciprofloxacina; estado Il sensibilidad a aztreonam;
estado 111 sensibilidad a aztreonam, imipenem y cefotoxime y estado 1V sensibilidad a

amikacina e imipenem (Figura 18).

Estas técnicas moleculares como lo reportaron Jena, Debata, Sahoo, Gaur y Subudbhi
(2017) & Lopez-Ramirez et al. (2018), permiten analizar la relacion clonal de los

microorganismos, discriminar su diseminacion e identificar poblaciones; de esta manera se
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identificaron cuatro estados clonales predominantes en los aislados de E. coli en un ambiente
hospitalario, los cuales, comparten caracteristicas de resistencia a antibioticos especificos.
Igualmente, se evidencio que el estado clonal | presentaba mayor niumero de aislados y, por lo
tanto, se puede inferir que estos clones pueden ser responsables de la diseminacion de
resistencia; sin embargo, es necesario realizar estudios mas analiticos, con el fin de estimar el
verdadero impacto de la diseminacion clonal. Por otra parte, los valores de similaridad bajos
en las demas agrupaciones pueden atribuirse a eventos genéticos como mutaciones,
inserciones o deleciones que ocurren de manera espontanea y hacen parte de la evolucion

propia de cada poblacion (Lépez-Ramirez, et al., 2018).

bp ng/0.5ug

8000 ‘ 8 9 10 11 12 13 14 156 16 17 18

Figura 16. Verificacion de la amplificacién ERIC-PCR. Gel agarosa 1%, corrido en
buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos, tratado con el intercalante Gel red
(Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el primer carril se observa el

marcador molecular 1Kb (Promega); carriles de 2 a 17, aislados 1 a 17 de E. coli.

Fuente: este estudio
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Figura 17. Verificacion de la amplificacién ERIC-PCR. Gel agarosa 1%, corrido en
buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos, tratado con el intercalante Gel red
(Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el primer carril se observa el
marcador molecular 1Kb (Promega); carriles de 2 a 17, aislados 18 a 33 de E. coli; carril 18

control negativo.

Fuente: este estudio
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Figura 18. Dendrograma del perfil ERIC-PCR de los aislados de E. coli. Construido
usando el software NTSYS Spc 2.1 y tomando los criterios Unweighted Pair Group Method

With Arithmetic Mean (UPGMA). La resistencia a los diversos antibiéticos se ha marcado con
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un color diferente. Rojo (resistencia a P), verde (resistencia a AMC), naranja (resistencia a
CTX), azul (resistencia a SXT), amarillo (resistencia a CN), azul claro (resistencia a ATM),
café claro (resistencia a CIP) y fucsia (resistencia a AK). Se evidencian aislados clonales
(marcados en cuadros azules) en cada uno de los clusters con coeficiente de similaridad de

100%.

Fuente: este estudio

Teniendo en cuenta tanto la caracterizacion microbiol6gica como molecular de los 32
aislados de E. coli se concluyd, que existe una alta diversidad a nivel genético (ERIC-PCR,
perfiles plasmidicos y genes de resistencia) y fenotipico (perfiles de resistencia), lo que
conlleva a un alto riesgo para la comunidad; debido a que constantemente se estan generando
nuevas variantes de resistencia y los tratamientos tradicionales estan perdiendo eficacia frente
a estos microorganismos; por lo tanto es importante establecer planes de vigilancia y control
frente al uso adecuado de los antibioticos, principal fuerza de seleccion de microorganismos
resistentes; ademas, es importante establecer estrategias de mitigacion exitosas para la
resistencia ambiental, como lo propuesto por Bengtsson-Palme, Kristiansson & Larsson
(2018) quienes indicaron que existen tres estrategias importantes: evitar la creacion de
entornos que seleccionen, movilicen y permitan la persistencia de genes de resistencia en
comunidades bacterianas, reducir las rutas de dispersion de bacterias resistentes al

microbioma humano y limitar la presidn de seleccion para patdgenos resistentes.
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8.8. Evaluacion de la tasa de transformacion via plasmidica de una poblacion de E. coli

sensible a antibioticos

8.8.1. Cinética de crecimiento.

En la figura 19 se indica la cinética de crecimiento para E. coli resistente en presencia
de antibiotico (trimetropim-sulfametoxazol), teniendo en cuenta tres replicas bioldgicas
consideradas como tal, debido a que se encontraban bajo las mismas condiciones
experimentales y no existian diferencias estadisticamente significativas entre ellas (p- valor:
0,07). Inicialmente, en la figura se puede establecer cuatro fases caracteristicas del
crecimiento bacteriano; fase de latencia (0 a 4 horas), en la cual la poblacion bacteriana se
encuentra adaptandose a las condiciones del medio, fase exponencial (4 a 14 horas), en la que
se inician procesos de division celular; fase estacionaria (14 a 16 horas) caracterizada por que
alguno de los nutrientes esenciales se agota y cesa el crecimiento y fase de muerte (16 a 28
horas) en la que la poblacion muere, porque se acumulan una gran cantidad de desechos

metabolicos y se agotan los nutrientes del medio.

En cuanto a la cinética de crecimiento para E. coli resistente en ausencia de
antibidtico, se observa Gnicamente tres fases, exponencial (0 a 16 horas), estacionaria (16 a 20
horas) y muerte (20 a 28 horas); cabe resaltar, que entre las réplicas no existieron diferencias
estadisticamente significativas (p- valor: 0,89) (Figura 20). Teniendo en cuenta las cinéticas
de E. coli en presencia y ausencia de antibiotico se puede inferir que el antibiotico influye
parcialmente en el comportamiento de la poblacion bacteriana, porque se manifiesta la
prolongacion o aceleracion en el tiempo de algunas fases del crecimiento, esto puede estar

relacionado con el mecanismo de defensa que expresa la bacteria resistente, debido a que
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algunos autores como Hernando-Amado, Sanz-Garcia, Blanco, & Martinez (2017) y
Bengtsson-Palme, Kristiansson & Larsson (2018) indicaron, que los mecanismos de
resistencia pueden generar costos de acondicionamiento fisico y alteraciones en el
crecimiento, aungue estos costos pueden reducirse a medida que el microorganismo adecue

estos mecanismos generando una compensacion a travez del tiempo.

Uno de las principales mecanismos de resistencia a trimetropim-sulfametoxazol es la
transferencia horizontal mediada por plasmidos, los cuales pueden transportar genes dfr que
codifican enzimas dihidrofolato-reductasas resistentes; por lo tanto, se ha inferido que esta via
de resistencia genera un menor costo y por ende una menor alteracion en su crecimiento, con
relacion a la resistencia causada por mutaciones cromosomicas (Vigliarolo, Gazzeli,

Bonofiglio, Mollerach, & Lopardo, 2018 & Vogwill & MacLean, 2015).
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Figura 19. Cinética de crecimiento de E. coli en presencia de SXT (0,2 mg /mL).
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A. Replica 1; B. Replica 2 y C. Replica 3. Programa usado Excel.
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E. coli- antibiotico (1)
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Fuente: este estudio.
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Figura 20. Cinética de crecimiento de E. coli en ausencia de antibidtico. A. Replica 1;

B. Replica 2 y C. Replica 3. Programa usado Excel

Fuente: este estudio

En contraste, el crecimiento de S. enterica en presencia del antibiotico se inhibid
completamente en las tres replicas biologicas y en ausencia del antibidtico la bacteria crecid
normalmente, exhibiendo tres fases de crecimiento: exponencial (0 a 12 horas), estacionaria
(12 a16 horas) y muerte (16 a 28 horas). No se evidencio la fase de latencia, porque se trabajé
con un inoculo inicial en fase exponencial, el que se encontraba bajo las mismas condiciones
de incubacién y concentracion de nutrientes, respecto a la unidad experimental (Figura 21 y
22). A traves del analisis estadistico se determind que no existian diferencias estadisticamente

significativas entre las réplicas biologicas (p- valor: 0,93).

Los resultados son consecuentes con el antibiograma realizado previamente y con la
accion bactericida que presenta el antibidtico; debido a que, la combinacion de sulfamidas y
trimetropim generan una accion potencializada, inhibibiendo la ruta del acido félico y la
sintesis de timidina, por lo tanto, se bloquea la sintesis de DNA bacteriano y causa la muerte
de microorganismos sensibles; sin embargo, es necesario realizar pruebas adicionales con
concentraciones menores del antibidtico para determinar la concentracion minima inhibitoria

(CMI) y el comportamiento de la bacteria (Rios Capcha, 2018).

El MLG fue altamente significativo y explicd 99,2% de la variabilidad en los datos (p-
valor: 0,0000); ademas, se determind que existe una relacion estadisticamente significativa

entre la variable dependiente (crecimiento) y las variables independientes (antibidtico y cepa
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bacteriana). Mediante la prueba Tukey se comprobé que existen diferencias significativas en
la cinética de crecimiento entre bacterias resistentes y sensibles en presencia del antibiotico;
esto posiblemente se debe a la estructura fisioldgica de las poblaciones bacterianas, ya que se
ha establecido segun diferentes estudios que en poblaciones heterogéneas de bacterias,
aquellas que presentan una débil afinidad de unién del farmaco con el blanco de accion
pueden generar resistencia, mientras que aquellas con una alta afinidad se eliminan

rapidamente, se destaca que la concentracion del antibidtico juega un papel importante en esta
S. enterica + antibiotico (1, 2y 3)
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dindmica; sin embargo, se ha observado que poblaciones sensibles pueden generar cierto
grado de resistencia cuando se encuentran bajo una presion de seleccion ( Nguyen, Starosta,
Arenz, Sohmen, Donhofer, & Wilson, 2014; Ternent, Dyson, Krachler, &Jabbari, 2015 &

Krzyzanski & Rao, 2017).
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Figura 21. Cinética de crecimiento de S. enterica en presencia de SXT (0,2 mg /mL).

Las denotaciones 1, 2 y 3 representan las réplicas bioldgicas. Programa usado Excel

Fuente: este estudio.
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Figura 22. Cinética de crecimiento de S. enterica en presencia de SXT (0,2 mg /mL).
A. Replica 1; B. Replica 2 y C. Replica 3. Programa usado Excel. Fuente: este estudio

8.8.2. Transformacion via plasmidica

La frecuencia de transformaciéon teniendo en cuenta tres replicas bioldgicas fue del
orden de 7,8 x 10* y 5,2 x 10°a las 32 y 40 horas, correspondientemente; los controles
empleados para este experimento presentaron comportamientos similares a los observados en
la etapa previa de la cinética de crecimiento, garantizando las condiciones axénicas y estandar
del mismo (Figuras 23, 24, 25 y 26). Mediante el analisis estadistico se establecid que las dos
poblaciones bacterianas (sensibles y resistentes) presentan una relacion débil de asociacién
positiva (rho: 0,28 y p- value: 0,02). Mediante extraccion de DNA plasmidico de los
tratamientos propuestos se corroboro la transferencia de plasmidos hacia la poblacion de S.

enterica sensible (Figura 27).

Lo mencionado anteriormente puede compararse con el estudio propuesto por Lyimo
et al. (2016) quienes identificaron diferentes tipos de plasmidos y sefialaron eficiencias de
conjugacion para aislados de E. coli multirresistente entre 10 y 107"; ademés establecieron
que el plasmido IncA / C era el uno de los mas frecuentes y generaba resistencia a antibidticos
como ampicilina, sulfonamida, tetraciclina y trimetoprim. Carattoli et al. (2017) realizaron
experimentos de transformacion entre cepas de Salmonella sp. (donadora) y E. coli

(receptora) empleando un plasmido con resistencia a colistina; en este estudio se determino
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que solo algunas cepas eran capaces de transferir el plasmido por conjugacion con una

frecuencia de 1 x 10™.

Sin embargo, en los estudios referenciados el tiempo de transformacion fue mucho
menor (24 horas); esto posiblemente se debe a que existen factores que pueden intervenir en
la transferencia de material genético asociado con plasmidos, entre estos se encuentran
factores fisiolégicos y ambientales que influyen en la expresion de genes de transferencia o
mecanismos reguladores que activan o reprimen las vias de transferencia plasmidica,

aumentando o disminuyendo la eficiencia de la misma (Frost & Koraimann, 2010).

De acuerdo con esto, Dionisio, Matic, Radman, Rodrigues, & Taddei (2002) &
Dimitriu, Misevic, Lindner, & Taddei (2015) establecen que la transferencia plasmidica entre
bacterias puede asemejarse a un comportamiento social, en el cual la comunicacién celular o
qudrum sensing es un factor clave para que este tipo de procesos se lleven a cabo; de igual
manera también se recalca que en poblaciones bacterianas entericas existen sistemas que
reprimen la formacién de pilis sexuales, pero en presencia de donantes eficientes se puede
acelerar la transferencia y propagacion de plasmidos en varios 6rdenes de magnitud, ya que
permiten que otras bacterias adquieran el plasmido rapidamente, mientras que, en ausencia de
estas cepas, la diseminacion del plasmido llevaria afios, este efecto ha sido denominado el

"efecto de amplificacion™.
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Figura 23. Cinética de crecimiento de E. coli y S. enterica en presencia de antibiético

(40 horas). A. replica 1; B. replica 2 y C. replica 3. En la imagen se evidencia que, a las 32
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horas, se genera el proceso de transformacion de la poblacion de S. enterica, observando
bacterias de S. enterica capaces de crecer en un medio de cultivo con antibidtico, fendmeno
producto de la interaccion de bacterias sensibles vs resistentes - via adquisicion de factores de

resistencia. Programa usado Excel.

Fuente: este estudio
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Figura 24,

Cinética de crecimiento de E. coli y S. enterica en ausencia de antibiotico (40 horas). A. replica

1; B. replica 2 y C. replica 3. Programa usado Excel.

Fuente: este estudio
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E. coli + antibidtico (3)
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Figura 25. Cinética de crecimiento de E. coli en presencia de antibiotico (40 horas). A.
replica 1; B. replica 2 y C. replica 3. Este tratamiento fue tomado como control del

experimento. Programa usado Excel.

Fuente: este estudio
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Figura 26. Cinética de crecimiento de S. enterica en presencia de antibiotico (40 horas). Las

denotaciones 1, 2 y 3 representan las réplicas bioldgicas. Programa usado Excel.

Fuente: este estudio

bp ng/0.5ug
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Figura 27. Verificacion de la extraccion de DNA plasmidico de los tratamientos de
transformacion. Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30
minutos, tratado con el intercalante Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart
Doc Imaging Enclosure Bench Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.
En el primer carril se observa el marcador molecular 1Kb (Promega); carriles 2, 3 y 4, réplicas
de E. coli y S. enterica con antibidtico; carriles 5, 6 y 7, réplicas de E. coli y S. enterica sin
antibiotico; carriles 8, 9y 10, réplicas de E. coli con antibidtico; carriles 11,12 y 13, réplicas

de S. enterica con antibidtico y carril 14 colonia de S. enterica transformada.

Fuente: este estudio

8.9. Aproximacion a la dinamica de transformacion mediante modelado
matematico
La modelacion matematica realizada consistid en: a) formular sistemas de ecuaciones
diferenciales ordinarias con las principales variables y parametros involucrados en la cinética

de crecimiento de E. coli resistente y S. enterica sensible, y la transformacion via plasmidica
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de una poblacion sensible de S. enterica, b) estimar a partir de datos experimentales los
parametros involucrados en el modelo e interpretar los resultados a la luz del fenémeno
bioldgico, ¢) simular numéricamente con los valores de los parametros estimados para
predecir el comportamiento de las poblaciones bacterianas, d) interpretar el fendmeno de

forma integral.

8.9.1. Andlisis del modelado de la cinética de crecimiento.

Por medio de la estimacién de parametros se obtuvo un rango de valores para cada uno
de los parametros establecidos (Tabla 11, 12 y 13). Los rangos estimados de los pardmetros de
crecimiento para la poblacion de E. coli resistente en ausencia y presencia del antibiotico
fueron 0,07 - 0,17 y 0,09 — 0,19, respectivamente. Se observo que los rangos son similares, ya
que la diferencia se encuentra entre 2 x 10 %; el rango de la tasa de inhibicion del crecimiento
bacteriano por parte del antibiotico fue de 0,0006 a 0,0008. Estos resultados indicaron que el
antibidtico no ejerce un efecto significativo en la eliminacion de bacterias resistentes; no
obstante, puede desempefiar un papel de sefializacion como metabolito secundario generando
el desarrollo de variabilidad genética en la poblacién, lo que puede ser favorable para la

adaptacion a ambientes adversos (Bengtsson-Palme, Kristiansson , & Larsson , 2018).

Tabla 11. Estimacion de parametros para ajuste de curvas de crecimiento E. coli sin antibi6tico.

Parametro Descripcion Unidades Rango de estimacion
1/h
K$ Tasa de crecimiento 0,07 -0,17
a, Parametro de ajuste mL/UFC 7,80-10,18

2 Tasa de degradacion de 1/(UFC x mL) 0,0003-0,0013
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sustrato

Error promedio estimado: 0,037

Tabla 12. Estimacion de pardmetros para ajuste de curvas de crecimiento E. coli con antibiético.

Parametro Descripcion Unidades Rango de estimacion
1/h
K% Tasa de crecimiento 0,09 - 0,19
. 8,90 -10,34
as Parametro de ajuste mL/UFC
Tasa de degradacion de 1/ (UFC x mL)
ds _ %r _ 0,03—0,05
antibiotico
0 Tasa de inhibicion de 1/ (mgx h) 0,0006 — 0,0008
2 crecimiento bacteriano
Tasa de degradacion de
d; 1/ (UFC x h) 0,0004 - 0,0007
sustrato

Error promedio estimado: 0,025

Fuente: este estudio

Las cinéticas que se muestran en las figuras 28 y 29 fueron realizadas con los rangos de los
parametros presentados en las tablas 11 y 12, correspondientemente. Estas cinéticas describen
el comportamiento de E. coli resistente sin y con antibidtico con respecto al tiempo. El ajuste
de las curvas de crecimiento se realizo con errores absolutos de 0,037 y 0,025,
respectivamente, los cuales se encuentran dentro de los limites de confianza (Hernandez, 2005

& Tomas, Cuadros, & Gonzales, 2006).
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Escherichia coli sin antibidtico (2)
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Figura 28. Ajuste de curvas mediante el método de algoritmo genético para

poblaciones de bacterias resistentes en ausencia de antibiotico. A. replica 1; B. replica2 y C.

replica 3. Matlab Version 2015a.

Fuente: este estudio
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Escherichia coli con antibiodtico (3)
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Figura 29. Ajuste de curvas mediante el método de algoritmo genético para

poblaciones de bacterias resistentes en presencia del antibiotico. A. replica 1; B. replica2 y

C. replica 3. Matlab Version 2015a.

Fuente: este estudio

Para la poblacion bacteriana sensible de S. enterica en presencia del antibiético, no se
llevd a cabo ninguna simulacién matematica, ya que no se evidencio crecimiento en el
periodo de tiempo evaluado; en contraste, para la poblacion bacteriana sensible de S. enterica
en ausencia del antibiotico se obtuvo un rango para la tasa de crecimiento de 0,22 a 0,38
(Tabla 13). La cinética que se indica en la figura 30 fue realizada con los rangos de los
parametros de la tabla 13; el ajuste de las curvas de crecimiento fue realizado con un error de

0,059.

La tasa de crecimiento fue mayor en S. enterica, respecto a E. coli, esto posiblemente
se debe a que a pesar que las dos bacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, cada

poblacidn bacteriana presenta tasas de crecimiento propias, que dependen de las condiciones
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ambientales en las que se encuentren y de la informacidn genética de las mismas, como lo
reporta Kirchman (2018) & Koch et al. (2018), estos autores referencian que las tasas de
crecimiento pueden cambiar si se evalUan directamente en el ambiente o ecosistema natural
en el que se desarrollan estos microorganismos; no obstante, las aproximaciones que se
generan a nivel de laboratorio son base fundamental para entender de manera parcial como

seria el comportamiento poblacional.

Tabla 13. Estimacion de pardmetros para ajuste de curvas de crecimiento S. enterica sin

antibiotico.
Parametro Nombre Unidades Rango de estimacion
K3 Tasa de crecimiento 1/h 0,22 -0,38
aq Parametro de ajuste mL/UFC 7,35-10,95
ui Tasa de muerte 1/h 0,0074 - 0,096
natural
dj Tasa de degradacion 1/ (UFC x h) 0,0004 - 0,0008

de sustrato

Error promedio estimado: 0.059

Fuente: este estudio
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Figura 30. Ajuste de curvas mediante el método de algoritmo genético para
poblaciones de bacterias sensibles en ausencia del antibiotico. A. replica 1; B. replica2 y C.

replica 3. Matlab Version 2015a.

Fuente: este estudio

Las cinéticas de las figuras 31, 32 y 33 fueron simuladas numéricamente a partir de los
rangos de los parametros previamente establecidos, a diferencia de las cinéticas anteriores,
estas se realizaron hasta un tiempo de 72 horas, con el propdsito de predecir el
comportamiento poblacional y verificar si existen cambios significativos en un periodo méas
prolongado. En este periodo de tiempo se determino que tanto E. coli resistente como S.
enterica sensible decrecieron a medida que incrementd el tiempo hasta una poblacion
promedio de 6,82 log UFC/mL para E. coli resistente en presencia de antibiético, 6,95 log
UFC/mL para E. coli resistente en ausencia de antibio6tico y 6,71 log UFC/mL para S. enterica
en ausencia de antibiotico (Tabla 14); ademas, se resalta que la disminucion de las
poblaciones bacterianas no es tan significativa respecto al tiempo y los rangos observados

entre ellas.
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Tabla 14. Prediccion de crecimiento de poblaciones resistentes de E. coli y sensibles de S. enterica.

Poblacién Poblacién inicial Prediccion de crecimiento a 72 horas
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
E. coli en presencia de antibiotico replica 1 8,6 6,74
E. coli en presencia de antibiotico replica 2 8,5 6,50
E. coli en presencia de antibiotico replica 3 8,4 7,23
E. coli en ausencia de antibidtico replica 1 7,5 7,68
E. coli en ausencia de antibidtico replica 2 7,7 5,81
E. coli en ausencia de antibidtico replica 3 7,2 7,36
S. enterica ausencia de antibidtico replica 1 7,2 7,17
S. enterica ausencia de antibidtico replica 2 7 6,23
S. enterica ausencia de antibidtico replica 3 7,3 6,73

Fuente: este estudio
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Figura 31. Prediccion matematica de la cinética de crecimiento de E. coli resistente en
presencia de antibiotico a las 72 horas. A. replica 1; B. replica 2 y C. replica 3. Matlab

Version 2015a.

Fuente: este estudio
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Figura 32. Prediccion matematica de la cinética de crecimiento de E. coli resistente en
ausencia de antibiotico a las 72 horas. A. replica 1; B. replica 2 y C. replica 3. Matlab Version

2015a.

Fuente: este estudio
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Figura 33. Prediccion matematica de la cinética de crecimiento de S. enterica sensible
en ausencia de antibidtico a las 72 horas. A. replica 1; B. replica 2 y C. replica 3. Matlab

Version 2015a.

Fuente: este estudio

Los resultados obtenidos a partir del modelado matematico para la cinética de
crecimiento para E. coli y S. enterica son consecuentes con el fenémeno biologico y
coinciden con investigaciones desarrolladas por varios autores, como es el caso del trabajo
desarrollado por Ternent, Dyson, Krachler, & Jabbari (2015) quienes evaluaron la dinamica
poblacional de bacterias resistentes y sensibles frente a un tratamiento con antibioticos y anti-
virulencia a nivel matematico; sus modelos predicen que bajo diferentes dosis de antibidticos
la poblacion sensible es erradicada completamente; sin embargo, a medida que se degrada el
antibidtico la poblacion de bacterias resistentes aumentd exponencialmente y cuando el
antibidtico es administrado constantemente las bacterias resistentes permanecian en un estado
de equilibrio. Por otro lado, Krzyzanski & Rao (2017) formularon un modelo multiescala de
resistencia adaptativa en bacterias Gram negativas y determinaron que la eficacia maxima de
polimixina B, fue aproximadamente seis veces mayor para una cepa de K. pneumoniae

sensible que, para una cepa mas resistente, también se predijo que la afinidad del antibiético
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con la diana y la concentracion son factores determinantes para el desarrollo de una poblacion

bacteriana resistente.

En este sentido, las simulaciones numéricas presentaron un comportamiento similar a
lo observado por Ternent, Dyson, Krachler, & Jabbari (2015) cuando el antibidtico es
suministrado al inicio y por Krzyzanski & Rao (2017) cuando la poblacién bacteriana sensible

es erradicada completamente por accion del antibidtico.

Las predicciones realizadas en este trabajo pueden compararse con el estudio realizado
por Nguyen et al. (2014) quienes desarrollaron un modelo matematico de la cinética de
enterobacterias resistentes, con el fin de predecir el impacto de la exposicién a un antibiotico
usado para infecciones del colon; en esta investigacion se concluyé mediante predicciones
matematicas que la cantidad de enterobacterias resistentes aumentd respecto a diferentes
concentraciones de antibidticos, en contraste las cepas susceptibles se eliminaron rapidamente
y una vez finalizado el tratamiento, las enterobacterias resistentes desaparecieron lentamente (
2 y 15 dias ). Las simulaciones de esta investigacion coinciden parcialmente con lo

observado, debido a que se evidencio un decrecimiento relativamente lento.

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se evidencia que los modelos
matematicos propuestos para poblaciones de bacterias resistentes y sensibles pueden describir
de manera confiable las cinéticas de crecimiento de cada una de ellas, puesto que los errores
obtenidos se encuentran por debajo de 10% y se logrd observar el comportamiento tipico de
crecimiento bacteriano; ademas estos resultados pueden servir de base para disefiar y evaluar
nuevas estrategias que pretendan ejercer una accion especifica sobre bacterias resistentes,

reduciendo el desarrollo y diseminacion de resistencia en la comunidad.
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8.9.2. Simulacion numérica y analisis de resultados para transformacion
plasmidica

Por medio de la estimacidn se obtuvo un rango de valores para cada uno de los parametros
establecidos. A partir de los datos de la cinética de crecimiento se calcularon valores estimados
para algunos de los parametros y se conservaron valores fijos: K5, K3, u5 y u3 (Tablas 15y 16);
se observo un tasa de transformacion de 0,02, entendida como la poblacion de S. enterica
sensible que se encuentra en el proceso de adquisicion y regulacién del plasmido, pero no se
expresa la resistencia a nivel fenotipico; la tasa de muerte de S. enterica sensible por accién del
antibiotico fue de 0,93, lo que indica un alto grado de efectividad del antibiético respecto a esta
poblacion, dicho pardmetro concuerda con la proporcion del antibiético en el medio (0,77);
También es de resaltar que la tasa de degradacion del plasmido por procesos naturales fue muy
pequefia 0,0012, esto se relaciona directamente con la tasa de crecimiento de la poblacién

resistente.

Las cinéticas que se muestran en la figura 34 fueron realizadas con los rangos de los
parametros presentados en las tablas 15 y 16. Estas cinéticas describen el comportamiento de
E. coli resistente y S. enterica sensible relacionado con el tiempo. El ajuste de las curvas de
crecimiento se realiz6 con un error relativo de 0,1, lo que indica que el modelo explica
parcialmente el fendmeno biolégico (Hernandez, 2005 & Tomas, Cuadros, & Gonzales,

2006).

Esta primera etapa del proceso de transformacion muestra de alguna manera la fase de
adaptacion de la poblacion sensible, que logra sobreponerse a las condiciones del medio;

diferentes estudios relacionan que antes de que suceda la transformacion bacteriana
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intervienen diferentes factores como: la comunicacién celular, los mecanismos de regulacion
de transferencia, sistemas que activan o reprimen la formacion de pilis, condiciones del
medio, acoplamiento y regulacion del plasmido (Bengtsson-Palme, Kristiansson & Larsson ,

2018; Dimitriu, Misevic, Lindner, & Taddei, 2015 & Frost & Koraimann, 2010;).

Tabla 15. Parametros fijos obtenido de la cinética de crecimiento.

Parametro Nombre Valor Unidades
H Tasa de crecimiento de E. coli 0.35 1/h
3 Tasa de crecimiento de S. enterica sensible 0.11 1/h
us Tasa de muerte natural de E. coli 1/72 1/h
U3 Tasa de muerte natural de S. enterica 0.0964 1/h
ny NUmero de copias del plasmido 2 Copias (h x UFC)
& Tasa de consumo de medio de poblacién de E. coli 0.0004 1/hora x UFC
& Tasa de consumo de medio de poblacion de S. enterica ~ 0.0002 1/hora x UFC

Fuente: este estudio

Tabla 16. Estimacion de parametros para ajuste de curvas de transformacion hasta las 28 horas.

Parametro Nombre Valor Unidades
oy Parametro de ajuste 13.31 mL/UFC
Y1 Tasa de transformacion 0.0218 1/ (nUimero de copias X hora)
B2 Tasa de muerte por accion del antibidtico 0.93 1/mg x hora
ull’ Tasa de degradacion del plasmido 0.0012 1/h

M, Proporcion de antibidtico respecto al sustrato 0.77
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Fuente: este estudio
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Figura 34. Ajuste de curvas mediante el método de algoritmo genético para proceso de

transformacion hasta las 28 horas. Matlab Versién 2015a.

Fuente: este estudio

En la segunda etapa del proceso de transformacion se evidencio una mayor tasa de
crecimiento de S. entérica resistente K7 (0,64) respecto a la tasa de crecimiento de E. coli
resistente, ademas se observo una tasa de transformacion de 0,86, lo que indica un aumento

considerable en la poblacion transformada después de las 28 horas; por lo tanto, se infiere que
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a medida que transcurra el tiempo la mayoria de la poblacion de S. entérica sensible sera

transformada en resistente.

Las cinéticas que se muestran en la figura 35 fueron realizadas con los rangos de los

parametros presentados en la tabla 17. Estas cinéticas describen el comportamiento de E. coli

resistente y S. enterica resistente y el proceso de transformacion relacionados con el tiempo.

El ajuste de las curvas de crecimiento se realizé con un error relativo de 0,5, lo que indica que

el modelo explica significativamente el fendmeno bioldgico (Hernandez, 2005 & Tomas,

Cuadros, & Gonzales, 20006).

Tabla 17. Estimacion de parametros para ajuste de curvas de transformacion hasta las 40 horas.

Parametro

Nombre Valor
Tasa de crecimiento de S. enterica resistente 0,64
Parametro de ajuste 40,14
Tasa de transformacién 0.86
Tasa de muerte natural de S. entérica resistente 0.00012

Tasa de consumo de medio de poblacion de S. entérica  0.77

resistente

Unidades
1/h
mL/UFC
1/ (nimero de copias X
hora)
1/h
1/ (hora x UFC)

Fuente: este estudio
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Salmonella enterica
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Figura 35. Ajuste de curvas mediante el método de algoritmo genético para proceso de

transformacion hasta las 40 horas. Matlab Versién 2015a.

Fuente: este estudio

Estudios parcialmente similares fueron propuestos por Nazarian, Tran & Boedicker
(2018), quienes evaluaron modelos matematicos teéricos que describian la dindAmica de
diferentes mecanismos de transferencia horizontal, entre estos la transformacién mediada por
plasmidos conjugativos; estos autores concluyeron que la transferencia de un plasmido
conjugativo es muy rapida, con una propagacion total en menos de 30 dias, asumiendo una

homogeneidad a nivel espacial, también se determind que en esta dindmica existen barreras
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como el mantenimiento y la fijacion del gen transferido, sistemas de modificacion-restriccion

e interferencia y presion de seleccion.

De igual manera Mao & Lu (2016), desarrollaron un modelo matematico dinamico que
describio la transformacion natural bacteriana y demostraron que las poblaciones resistentes y
sensibles pueden presentar diferentes comportamientos como la extincion, convivenciay
bioestabilidad, teniendo en cuenta el coeficiente de seleccion del medio, ya que como lo
reporta Paterson, Hoyle, Ochoa, Baker-Austin & Taylor (2016) en sus modelos matematicos,
un factor importante que ejerce una presion de seleccion de cepas resistentes e incide en el
proceso de transformacion, es el uso excesivo de antibidticos. Es importante destacar que en
los modelos mencionados con anterioridad se fijaron tasas de coste bioldgico para la bacteria
receptora; parametro que no fue tomado en cuenta en nuestro analisis y puede generar

resultados méas aproximados al fendmeno bioldgico.
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9. Conclusiones

Los aislados clinicos de E. coli presentaron una resistencia marcada a la mayoria de antibioticos
empleados en el estudio, esta resistencia (P, SXT, CIP, AMX, AMC y GN) puede estar
relacionada con el uso habitual de estos antibidticos para contrarrestar infecciones urinarias en la

ciudad de San Juan de Pasto.

Los aislados de E. coli (16) presentaron perfiles plasmidicos de uno a cinco bandas con tamafios
moleculares de 0,9 a 18,7 Kb, fragmentos que se encontraban directamente asociados con los

genes de resistencia: blaTEM, blaSHV1 y blaCTXM1.

Los aislados de E. coli (13) presentaron genes de resistencia tipo, blaCTXM1, blaTEM, FosA,
Mcr -1y blaSHVI en DNA cromosomal, lo que indica que estos factores de virulencia se estan

integrando en la informacion genética.

Los estados clonales generados por el marcador ERIC-PCR (100% de similaridad), demuestran
caracteristicas de patogenicidad idénticas vinculadas a la infeccidn urinaria reportada en la

ciudad de San Juan de Pasto.

El Modelo Lineal General (MLG) se acoplé al fenémeno bioldgico de estudio, explicando 99,2
% de la variabilidad en los datos de la cinética de crecimiento y evidenciando una relacién
altamente significativa (p- valor: 0,0000) entre el crecimiento y el antibidtico y tipo de cepa

bacteriana.
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Se concluye que existe una relacion débil de asociacion positiva entre las poblaciones
bacterianas (sensibles y resistentes); generando una tasa de transformacion en el orden de 7,8 x

10"y 5,2 x 10%a las 32 y 40 horas, correspondientemente.

Los modelos matematicos propuestos para las cinéticas de crecimiento y transformacion
describen de manera confiable la dindmica de cada fendmeno bioldgico, generando escenarios
predictivos para posteriores analisis y desarrollos de estrategias que ejerzan una accién sobre el

incremento de bacterias resistentes.

10. Recomendaciones

Generar un estudio comparativo de la resistencia bacteriana en diferentes establecimientos de
Salud en la ciudad de San Juan de Pasto, teniendo en cuenta aspectos del paciente como: sexo,

edad, escolaridad, ntcleo familiar, uso de antibioticos, entre otros.

Analizar el genoma bacteriano y el perfil de los plasmidos que presenten genes de resistencia,

informacion relevante relacionada con el mecanismo de adquisicion de resistencia.

Emplear otros marcadores moleculares, con el fin de establecer la diseminacion de los
microorganismos infecciosos (E. coli) en poblaciones especificas (pacientes con infecciones

urinarias) en la ciudad de San Juan de Pasto.

Evaluar a nivel experimental el proceso de transformacion en un periodo de tiempo mas
prolongado, con el objetivo de definir como se estd generando especificamente dicho

mecanismo.
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Implementar un modelo matematico de transformacion con retardo, teniendo en cuenta el fitness

bacteriano, como factor importante para la dinamica.

Generar un modelo de control éptimo que permita definir qué factores pueden incidir en la

progresion de la resistencia bacteriana.
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13.1. Anexo A Fichas de muestras de Orina provenientes del Laboratorio clinico

Cadigo clinico Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento Edad Paciente
6021801 1 07/02/2018
Perfil de resistencia
Antibiotico Sensible Resistente  Intermedio
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam
Origen: Orina

X X X X X X X X X X X X X

Cadigo clinico Cddigo de trabajo Fecha de aislamiento Edad Paciente
9021801 3 08/02/2018 47
Perfil de resistencia
Antibidtico Sensible Resistente Intermedio
Ampicilina X
Ampicilina-sulbactam X
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam
Origen: Orina

X X X X X X X X X X X
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Cadigo clinico
10021801

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Aztreonam
Origen:

Cadigo de trabajo
4

Perfil de resistencia

Sensible

X X X X X

Fecha de aislamiento

09/02/2018
Resistente
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
87

Intermedio

Cadigo clinico
16021801

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo
5

Perfil de resistencia

Sensible
X

X X X

X X X X

Fecha de aislamiento

16/02/2018

Resistente

Orina

Edad Paciente

Intermedio
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Cadigo clinico

Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento  Edad Paciente

17021801 6 17/02/2018 90
Perfil de resistencia

Antibiotico Sensible Resistente Intermedio

Ampicilina X

Ampicilina-sulbactam X

Gentamicina X

Norfloxacina X

Ciprofloxacina X

Ertapenem X

Ceftazidime X

Cefotoxime X

Cefotoxina X

Cefazolina X

Trimetropim- sulfametoxazol X

Nitrofurantoina X

Aztreonam X

Origen: Orina

Cadigo clinico Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento ~ Edad Paciente

21021801 7 21/02/2018 57
Perfil de resistencia

Antibiotico Sensible Resistente Intermedio

Ampicilina X

Ampicilina-sulbactam X

Gentamicina X

Norfloxacina X

Ciprofloxacina X

Ertapenem X

Ceftazidime X

Cefotoxime X

Cefotoxina X

Cefazolina X

Trimetropim- sulfametoxazol X

Nitrofurantoina X

Aztreonam X

Origen: Orina
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Cadigo clinico
23021801

Antibiotico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Caodigo de trabajo Fecha de aislamiento  Edad Paciente

8 23/02/2018 55
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

Orina

Cadigo clinico
23021802

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo ~ Fecha de aislamiento  Edad Paciente

9 23/02/2018 16
Perfil de resistencia

Sensible Resistente Intermedio
X
X
X

X

X
X
X X
X X
X
X

X
X

Orina
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Cadigo clinico
26021801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento

10 26/02/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
90

Intermedio

Cadigo clinico
26021802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

Edad Paciente

11 26/02/2018 52
Perfil de resistencia

Sensible Resistente Intermedio

X

X

X

X

X
X
X
X
X
X

X
X

Orina
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Cadigo clinico
26021803

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

12 26/02/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
88

Intermedio

Cadigo clinico
1031801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

13 01/03/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente

Intermedio
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Cadigo clinico
5031801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo
14

Fecha de aislamiento Edad Paciente
05/03/2018 81

Perfil de resistencia

Sensible

X X X X X

Resistente Intermedio

X

X

Orina

Cadigo clinico
6031801

Antibiotico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam

Origen:

Cddigo de
trabajo

Fecha de aislamiento

Edad Paciente

15 06/03/2018 78
Perfil de resistencia

Sensible
X
X

x

X X X X X

Resistente

Intermedio

Orina
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Cadigo clinico
6031802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento  Edad Paciente

16 06/03/2018 69
Perfil de resistencia

Sensible Resistente Intermedio
X
X
X

X

X
X
X
X
X
X
X
X

Orina

Cadigo clinico
8031802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento Edad Paciente

17 08/03/2018 32
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

Orina
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Cadigo clinico
8031802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo Fecha de aislamiento Edad Paciente

18 08/03/2018 32
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

Orina

Cadigo clinico
9031801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento Edad Paciente

19 09/03/2018 78
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina
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Cadigo clinico
26031802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

20 26/03/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente

Intermedio

Cadigo clinico
2041801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

21 02/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente

Intermedio
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Cadigo clinico
4041801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento  Edad Paciente

22 04/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Cadigo clinico
4041802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo Fecha de aislamiento Edad Paciente

23 04/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina
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Cadigo clinico
9041801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo

Fecha de aislamiento

24 09/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
68

Intermedio

Cadigo clinico
9041802

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam

Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

25 09/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
49

Intermedio
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Cadigo clinico
18041801

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

26 16/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
78

Intermedio

Cadigo clinico
18041802

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo Fecha de aislamiento

27 16/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
68

Intermedio
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Cadigo clinico
20041801

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Cefazolina
Nitrofurantoina
Aztreonam
Origen:

Cddigo de trabajo Fecha de aislamiento  Edad Paciente
28 20/04/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X

X
X
X
X

X X

Orina

Cadigo clinico
9041802

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina

Trimetropim- sulfametoxazol

Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento Edad Paciente

29 16/04/2018 6
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina
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Cadigo clinico
9051801

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam

Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

30 09/05/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
90

Intermedio

Cadigo clinico
9051802

Antibidtico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Aztreonam

Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento

31 09/05/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina

Edad Paciente
72

Intermedio
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Cadigo clinico
9051803

Antibiético
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cddigo de trabajo  Fecha de aislamiento Edad Paciente
32 09/05/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X

X X X X X X X

Orina

Cadigo clinico
9051804

Antibiotico
Ampicilina
Ampicilina-sulbactam
Gentamicina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Ertapenem
Ceftazidime
Cefotoxime
Cefotoxina
Trimetropim- sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Origen:

Cadigo de trabajo Fecha de aislamiento  Edad Paciente

33 09/05/2018
Perfil de resistencia
Sensible Resistente Intermedio
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
Orina
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13.2. Anexo B. Amplificacion genes de resistencia en DNA cromosomal y
plasmidico.

2 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 1415 16 17 18

Amplificados gen de resistencia KPCF a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1,3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 y 18 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia KPCF a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular ~ 1Kb.  (Promega), en los carriles del 2 al 16, aislados
19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32 y 33 de E. coli respectivamente, carril 17 control
negativo.
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Amplificados gen de resistencia KPCF a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17
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6000 70

5000 30 —
4000 30 ———]
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500 25

250 25
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Amplificados gen de resistencia CTXM1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1,34,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 y 17 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia CTXML1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular ~ 1Kb.  (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados
18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32 y 33de E. coli respectivamente y carril 18 control
negativo.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

CEE LTI

Amplificados gen de resistenciaCTXM1 a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia CTXM2 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1,34,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 y 18 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia CTXM2 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular ~ 1Kb.  (Promega), en los carriles del 2 al 16, aislados
19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32 y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control
negativo.
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Amplificados gen de resistenciaCTXM2 a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia TEM a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 31,3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 y 18 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia TEM a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular ~ 1Kb.  (Promega), en los carriles del 2 al 16, aislados
19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32 y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control
negativo.

CHETHIR

e W

Amplificados gen de resistenciaTEM a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli. Gel
agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado
Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.En el carrill se observa el marcador
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molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.

23 45 6 7 89 101112 13 1415 16 17 18

Amplificados gen de resistencia SHV1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1,3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 y 18 de E. coli respectivamente.

234 56 7 89 101112 13 14 15 16 17

Amplificados gen de resistencia SHV1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm.En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 16, 19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32
y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia SHV1 a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli. Gel
agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado
Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia SHV3 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1,3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 y 18 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia SHV3 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 16, 19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32
y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control negativo.

g
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Amplificados gen de resistencia SHV3 a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli. Gel
agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado
Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia KPCR a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 20, aislados 1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18 y 20 de E. coli respectivamente.

9 10 11 12 13 14

T

Amplificados gen de resistencia KPCR a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 14, aislados 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33 de E. coli respectivamente y carril 15 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia KPCR a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia Mcr-1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16 y 17 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia Mcr-1 a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 16, aislados 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32 y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control negativo.

10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Amplificados gen de resistencia Mcr-1 a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli. Gel
agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado
Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.



186

9/0.5p0 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

geatEs
FR388EILE

1500 25

[—
p—
e—
pr—
pr—
—
_—
—_—
—_—
—
-—

Amplificados gen de resistencia FosA a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 18, aislados 1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16 y 17 de E. coli respectivamente.
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Amplificados gen de resistencia FosA a partir de DNA cromosomal de los aislados de E. coli.
Gel agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante
usado Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench
Marck Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carril 1 se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 16, aislados 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32 y 33 de E. coli respectivamente y carril 17 control negativo.
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Amplificados gen de resistencia FosA a partir de DNA plasmidico de los aislados de E. coli. Gel
agarosa 1%, corrido en buffer TBE 1X a 80 V durante 1 hora y 30 minutos. Intercalante usado
Gel Red (Biotium) y fotodocumentado en el equipo Smart Doc Imaging Enclosure Bench Marck
Accuris E300 UV a una longitud de onda de 302 nm. En el carrill se observa el marcador
molecular 1Kb. (Promega), en los carriles del 2 al 17, aislados 3, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 26, 28, y 31 de E. coli respectivamente y carril 18 control negativo.
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Acta de Aprobacién No. 002
El COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DE NARINO.

Creado por el Sistema de Investigaciones mediante Resolucién Rectoral N° 1608 de Abril 20 del
2010, el cual se rige por la Resolucién N° 008430 del 4 de Octubre 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia, mediante la cual se establece las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud.

Que en relacién al proyecto de investigacion “DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI VINCULADA CON INFECCIONES
URINARIAS EN LA CIUDAD DE SAN JUAN DE PASTO (NARINO)” Certifica que:

1. Los integrantes del proyecto de investigacibn en mencion adjuntaron los siguientes
documentos:

- Proyecto de investigacion.
- Aval Institucional.

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité.

3. Segun las categorias establecidas en el articulo 11 de la resolucién N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud, el presente estudio tiene el siguiente riesgo

_X Sin riesgo. ___Riesgo minimo  ___ Riesgo mayor del minimo

4. El Comité informara de manera inmediata a las directivas institucionales toda novedad que
reciba acerca de:

a. Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisada y aprobada por
el Comité.

5. El presente proyecto ha sido aprobado por el periodo correspondiente al cronograma
propuesto por los investigadores.

6. El investigador principal debera informar al Comité de Etica en Investigaciones de la
Universidad de Narifio a saber:

a. Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no
podran iniciarse sin la revision y aprobacion del Comité, excepto cuando sean
necesarios para eliminar peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgo para los sujetos u otros.

c. Cualquier evento adverso serio en las primeras 24 horas de ocurrido.

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa
riesgo/beneficio para los sujetos participantes.

e. Cualquier decisién tomada por otros Comités de Etica.

f. Laterminacién prematura o suspension del proyecto explicando la razon para esto.

g. El investigador principal de la Universidad de Nariio debera presentar un informe
semestral al Comité de Etica en Investigacion.
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Por medio de la presente, el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad de Nariflo, avala el
proyecto arriba mencionado en el marco de los principios, politicas y procedimientos del Manual de
nomas Yy procedimientos de bioseguridad para laboratorios de la Universidad de Narifio, la
declaracién de Helsinki, de la Asamblea Medica Mundial, de la ley 44 de 1993 de la Republica de
Colombia y de la reglamentacién vigente del Comité de Etica de la Universidad de Narifio.

Dado en Pasto al dia quince (15) del mes de mayo del dos mil dieciocho (2018)

Delegado

_—
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Proyect6: Madelyn Matabanchoy
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operado por O VEOLIA

CERTIFICACION No. RCL-19-6398

TECNOLOGIAS AMBIENTALES DE COLOMBIA S.A.S. E.S.P. - TECNIAMSA

NIT: 805.001.538-5

CERTIFICA QUE:

La empresa: Edith Mariela Burbano Rosero - Identificada con NIT 59835393, Direccién Universidad
de Narifio- Edificio Tecnologico Laboratorio 604, por medio de la empresa EMPRESA
METROPOLITANA DE ASEQ DE PASTO, Identificacion: 814001299 — Direccién: Cra 24 23 - 1300,
Tel: 7363468, entregd el material que fue recibido de acuerdo con las siguientes especificaciones:

FECHA NOM PESO

RECEPCION | SOLICITUD BILTRENE Inoannn Co':RJEINTE MANEJO FECHA/PLANTA s

57740 FEBRERO 2019
FEBRERO s
58383 RESIDUOS BIOSANITARIOS / PARQUE
2019 58609 RESIDUOS BIOSANITARIOS A4020-Y3 Ecosstary TECNOLOGICO o

50044 AMBIENTAL DE
59294 OCCIDENTE

El material que se certifica, fue tratado de acuerdo con las licencias ambientales aprobadas para
TECNOLOGIAS AMBIENTALES DE COLOMBIA S.A.S. E.S.P.

TECNIAMSA NACIONAL: Nit. 805.001.538-5

:
2.

Resolucion 0100 No. 0150-0693 del 31 de agosto de 2018 que autoriza el almacenamiento,
tratamiento y aprovechamiento de residuos peligrosos.

Resolucién No. 141 del 4 de febrero del 2013 con sus modificaciones, expedida por la
COPORACION AUTONOMA REGIONAL DE CUNDINAMARCA — CAR. Que autoriza
disposicion final en celda y planta de tratamiento de aguas residuales.

Resolucién No. 462 del 26 de agosto de 2009 con sus modificaciones, expedida por la
CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL ATLANTICO - CRA. Que autoriza el
tratamiento térmico, disposicion final en celda y aprovechamiento de RESPEL.

Resolucién No. 2988 del 11 de diciembre de 2018, resolucién No. 248 del 17 de junio de
2015 con sus modificaciones y Resolucién No. 292 del 31 de agosto 2009, expedida por la
CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DE CALDAS-CORPOCALDAS que autoriza el
tratamiento térmico por incineracion y autoclave.

La presente certificacion se expide a los 7 dia(s) del mes de marzo de 2019. Cualquier informacion
adicional relacionada con este certificado, se encuentra disponible para consulta en las instalaciones
de TECNOLOGIAS AMBIENTALES DE COLOMBIA S.A.S. E.S.P. - TECNIAMSA.

Cordialmente,

OfA 2

Oscar Fernando Alvarez
Director nacional de operaciones
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"Cumple por usted y para ustod” /,-
San Juan de Pasto, 31 de marzo de 2019

MARS5016540

ACTA DE TRATAMIENTO RESIDUOS HOSPITALARIOS Y SIMILARES
Edith Mariela Burbano RoseroNIT:
Universidad de Narifio- Edificio Tecnologico Laboratorio 604 - Pandiaco Ciudad Pasto
Nit: 59835393

SALVI LTDA, empresa encargada y autorizada de realizar la recoleccion, transporte, tratamiento y
disposicién final de los residuos hospitalarios y similares, con Nit. 814.003.167-8, ubicada en la Carrera

36 No. 3 oeste — 05 y planta de tratamiento en el kilometro 11 Via Oriente.
CERTIFICA QUE:

del 01 de Marzo al 31 de Marzo de 2019

En el periodo:
Recolectados de: Edith Mariela Burbano Rosero _
Transporto (cantidad): 6 kilos de residuos peligrosos generados en la atencion de la salud y otras
actividades.
TRATADOS
REFERENCIA CANT
BIOSANITARIOS 6
TRANSPORTADOS
ANATOMOPATOLOGICOS
CORTOPUNZANTES 0
FARMACOLOGICOS
ANIMALES
OTROS
TOTAL 6

Los residuos Biosanitarios fueron desactivados mediante el tratamiento de esterilizacion de alta
eficiencia, Autorizado mediante licencia ambiental No 552 de 2011 expedida por la Corporacion

Auténoma Regional de Narifio, para luego ser dispuestos en el relleno sanitario.

SegUn contrato celebrado entre las partes.

QIALATOLOMD L)
NOMBRE Y CEDULA DEL CLIENTE

CLARA NIDIA ROLDAN U.
Gerente SALVILTDA. FECHA DE ENTREGA:
No DE ACTAS

Nota: el ACTA DE INCINERACION emitida por nuestra empresa aliada, se anexa si el generador
produce residuos anatomopatolégicos y/o cortopunzantes.
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San Juan de Pasto, febrero 2 de 2018
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w )
Respetado Sefior: '
GUILLERMO CASTILLO BELALCAZAR S0
Director Programa de Biologia
Universidad de Narifio
Ciudad.

Reciba un Cordial saludo.

En atencién a la solicitud realizada por parte de Ustedes, para la colaboracion
en la busqueda de la especie bacteriana Escherichia coli con resistencia a
antibiéticos provenientes de ambientes clinicos, me permito comunicarie
nuestro apoyo a la estudiante del programa de maestria en Ciencias
Biologicas: Deisy Lorena Guerrero.

Los aislamientos que sean de la utilidad para el estudio, seran notificados
mediante llamada al celular de la estudiante, para que sean recolectados en la
sede de este Laboratorio. Realizaremos un procedimiento de entrega del
espécimen (nicamente a la persona asignada, para que la misma sea la
responsable de su transporte, manejo, proceso y descarte en las instalaciones
de la Universidad de Narifio.

Laboratorio Clinico Especializado Ltda., no adquiere ninguna responsabilidad
laboral sobre la estudiante Deisy Lorena Guerrero, pues se trata de un apoyo

interinstitucional para el fin citado.

Atentamente, -
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Juan Carlos Salcedo Reyes <editorus@javeriana.edu.co= 5 &
Lun 9/09/2019 12:20 PM
Usted &

Deisy Lorena Guerrero Ceballos:

Thank you for submitting the manuscript, “Identification of antibiotic-resistant Escherichia celi linked to urinary infections” to Universitas Scientiarum. With the online journal management system that we are using,
you will be able to track its progress through the editorial process by logging in to the journal web site:

Manuscript URL: https://revistas javeriana.edu.co/index php/scientarium/authorDashboard/submission/27127
Username: deisyguerrero

If you have any questions, please contact me. Thank you for considering this journal as a venue for your werk.

Juan Carles Salcede Reyes



