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RESUMEN

Este proyecto de graduacion busca explorar potenciales metodologias para la deteccion rapida
de resistencia a antibidticos, presentes en bacterias oportunistas en la Unidad de Pediatria de la
Unidad de Cirugia Cardiovascular (UNICAR). Las infecciones intrahospitalarias derivan en altos
costos econémicos debido a un aumento en la estadia hospitalaria, costo de cuidados intensivos, y
tasa de mortalidad, por lo qué se recomienda realizar una deteccion temprana que implica un
mejor consejo para brindar un tratamiento adecuado. Los métodos evaluados fueron: Difusion de
disco, microfluidos, antibiograma por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR),
PCR, Espectrometria de masas con desorcion/ionizacion laser asistida por matriz - tiempo de
corrida (MALDI-TOF) aplicado en metodologia comercial, microarreglos, secuenciacion de
genoma completo (WGS), y lisis celular. Se realiz6 una rabrica para evaluar diversos aspectos
relevantes en cuanto a la seleccion del método, los pardmetros evaluados fueron: base tedrica del
método, tipo de prueba, tiempo de deteccidn, equipo, precio del equipo, precio aproximado de la
prueba, determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y determinacion de nuevos
mecanismos de resistencia. Por medio de éstos se determind el acercamiento mas eficiente
(répido, econdmico, sensible y especifico) para realizar un diagndstico adecuado de resistencia
bacteriana. Los métodos evaluados se compararon con una escala numérica para cada parametro.
Asi se determino que la metodologia mas adecuada es el antibiograma con gPCR, por lo que se
procedid a realizar una propuesta de investigacion con el fin de establecer la prueba y asi
contribuir al megaproyecto cuyo objetivo principal es el desarrollo de estrategias para reducir el

impacto de infecciones nosocomiales en un hospital.

Xiv






I. INTRODUCCION

La Unidad de Cirugia Cardiovascular de Guatemala (UNICAR), es una institucién que nacié
en los afios 70's sin fines de lucro, con el objetivo principal de realizar procedimientos quirdrgicos
en el area de cardiologia en el pais. Dicha institucion trabaja con base en fondos del estado y
donaciones de fundaciones cémo la Fundacion Aldo Castafieda y la Fundacion Ronald McDonald,
las cuales aportan recursos para que se puedan llevar a cabo las operaciones. UNICAR opera mas
de 300 pacientes por afio y este nimero va incrementando. La labor de esta unidad de cirugia, esta
representada por su unidad de pediatria, ya que son pioneros en procedimientos en nifios en el pais
y en la region centroamericana (UNICAR, 2012).

El hospital es propenso a uno de los problemas generalizados en la salud publica, las
infecciones nosocomiales, estas son infecciones adquiridas intrahospitalariamente y tiene un alto
impacto en la vida de los pacientes (Chen, 1994; Cazali, 2013). Un sistema inmune comprometido
aumenta el riesgo de adquirir este tipo de infecciones, el sistema inmune puede estar en un estado
atenuado en nifios o tras procedimientos quirdrgicos, en UNICAR los pacientes son nifios y estos
son operados por lo que el riesgo de adquirir una infeccion es alto (Chen, 1994) en UNICAR las
tasas de infeccion son entre 12% y 16% (Grajeda, 2015). A pesar de estos riesgos, se ha
demostrado que determinar tempranamente el patrén de sensibilidad a antibi6ticos en infecciones
nosocomiales disminuye tasas de mortalidad, costos de cuidados y tiempo de estadia en el
hospital, debido a que el tratamiento que se le da al paciente es més adecuado y por lo tanto eficaz
(Doern et al., 1994). Por lo discutido anteriormente, es recomendado realizar detecciones
tempranas y especificas para asi dar un mejor tratamiento y que el paciente tenga mayores

probabilidades de sobrevivir tras la operacion (Weinstein, 1998).

La metodologia estandar utilizada para realizar un tamizaje de resistencia a antimicrobianos es
por microbiologia clésica, esta metodologia puede ser por difusién por disco, la cual consiste en
determinar el fenotipo (susceptibilidad al antibidtico) por medio del crecimiento de la bacteria
alrededor de un disco con antibidtico, dicho método toma tiempo (48-72hrs) pero por su facilidad
de realizacion rutinaria y econdémica sigue siendo el “Gold Standard” (AST Standars, 2011).
Existen por lo tanto, metodologias novedosas que buscan disminuir el tiempo de deteccion. Los
métodos tienen diversas bases cientificas asi como ventajas y desventajas. Algunos de los métodos
gue han sido desarrollados son: métodos basados en PCR, espectrometria de masas, microarreglos,

microfluidos, lisis celular y secuenciacion del genoma (Pulido et al., 2013).






I1. OBJETIVOS

A. General

1. Establecer un método mas eficiente (rapido, econémico, sensible y especifico), que la
microbiologia clésica para deteccion de bacterias resistentes a antibi6ticos en la unidad pediatrica

de UNICAR vy escribir una propuesta de investigacion para desarrollar y ejecutar esta metodologia.

B. Especificos

1. Determinar un método de deteccidn de resistencias bacterianas a antibiéticos que sea
mas rapido, econémico, sensible y especifico que la microbiologia clasica en la unidad de
pediatria de UNICAR.

2. Formular una propuesta de investigacion para desarrollar y ejecutar la metodologia
elegida.






111. JUSTIFICACION

En UNICAR existe una alta incidencia de infecciones nosocomiales, entre 12% y 16%
(Grajeda, 2015) y puede se ha reportado hasta 25%, atribuido a pacientes inmunosuprimidos tanto
por el procedimiento quirdrgico per secomo por la edad del paciente, ya que son pacientes
pediatricos (Cazali, 2013). Las bacterias causantes de estas infecciones intrahospitalarias son
detectadas por microbiologia clasica al igual que la susceptibilidad a antibidticos - con el método
de difusién de disco- llevandose a cabo entre 48hrs y 72hrs (Cazali, 2013; ATS Standars, 2011).
Debido a esto, los pacientes no reciben un tratamiento adecuado a tiempo, lo cual incide en la tasa
de mortalidad, cuidados hospitalarios y permanencia del paciente (Chen et al., 1994). La
susceptibilidad a antibioticos es tan importante como la determinacion de la bacteria que causa la
infeccidn, ya que los métodos utilizados no son lo suficientemente rapidos, es de gran importancia
aplicar metodologias que superen las barreras de tiempo, y que a la vez, sean lo suficientemente
sensibles y especificas (Pulido et al., 2013). Se ha demostrado que al mejorar el tiempo de
deteccion se obtienen mejoras en el pronostico de vida del paciente y los costos en que incurre el
hospital (Doern et al., 1994; Trenholme et al., 1989; Iregui et al., 2007). En UNICAR financian
los procedimientos quirargicos por medio del estado y de donaciones y los realizan sin fines de
lucro.Al disminuir los gastos se pueden operar mas pacientes, y asi mejorar el servicio que brinda
el hospital, un dia en el intensivo puede estar entre Q5,000 y Q8,000 (UNICAR, 2012).

Al realizar un estimado tomando en cuenta el costo de cuidado intensivo y un cuidado de dos
semanas, se calcul6 que el hospital gasta alrededor de Q16,800,000.00. Con disminuir el tiempo de
cuidado hospitalario tres dias al tener una prueba mas rapida se podrian ahorrar Q6,000,000.00 los
cuales pueden ser re utilizados para brindar mejores servicios. Por lo tanto la eleccién de un
método que se adapte a las necesidad es del hospital es fundamental para disminuir las tasas de
mortalidad causadas por infecciones nosocomiales a través de la mejora de los cuidados post-

operatorios asi como la disminucion del tiempo de los mismos por el aumento en su calidad.






IV. MARCO TEORICO

A. Antibidticos: mecanismo de accion y mecanismo de resistencia

La resistencia a antibidticos es causada por diversos de mecanismos, los mas importantes son
la presencia de enzimas que inactivan la droga utilizada, una enzima que sustituye la funcién de el
blanco de una droga, una mutaciéon o modificacion post-traduccional que reduce la interaccién
entre la enzima blanco y la droga, una reduccion en la entrada de antibiotico a la bacteria o bien
bombas de eflujo que sacan el medicamento y una produccion mayor de la enzima que es blanco
del agente antimicrobiano (Fluit et al., 2001). Para cada antibi6tico existe un mecanismo de accion
especifico asi cbmo un mecanismo de resistencia, a continuacion se plantea un panorama general

para diferentes familias de antibioticos:

1. Betalactamicos. Esta familia de antibidticos es ampliamente utilizada y tienen efecto
inhibiendo la sintesis de la pared celular de las bacterias, por lo tanto ataca bacterias Gram
positivo. La familia incluye penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, entre otros. La resistencia
a esta gran familia de antimicrobianos es causada por la presencia de enzimas (beta-lacatamasas)
que hidrolizan la droga o bien por la reduccion de afinidad a las proteinas que se unen a penicilina
(Peniciling Binding Proteins, PBPs). Aunque con menor frecuencia si se han observado bombas
de eflujo (Fluit et al., 2001; Bush, 2010).

La resistencia a esta familia se ha clasificado acorde a la secuencia de nucleétidos; A (Activa
contra benzylpenicilina y Extended-spectrum beta-lacatamases - ESBLS), C (actlan cuando hay
una sobreexpresion) y D (Hidrolizan oxacilina), para los que en su sitio activo tienen serina y B
(Actlan contra penicilinas y cefalosporinas y algunos carbapenémicos) para las enzimas que
tienen cuatro dtomos de zinc en el sitio activo (Fluit et al., 2001). Los genes pueden encontrarse en
plasmidos o en el cromosoma positivo (Fluit et al., 2001). Las beta-lactamasas son muy variadas y
su efecto tiene importancia tanto en bacterias Gram positivo como bacterias multiresistentes Gram
negativo (Bush, 2010). La variedad de ensayos que se han desarrollado es tan amplia como la
cantidad de beta-lactamasas que pueden existir, por lo tanto la deteccion de estas es dependiente

del tipo de betalactamico a utilizar.

a. Resistencia a meticilina. La bisqueda del gen mecA es uno de los ensayos mas utilizados
para encontrar la resistencia a meticilina. Este se puede combinar con PCR del gen especifico de la

bacteria, en el caso de Staphylococcus aureus con el gen nuc. Aunque se han realizado diversas



variantes de la prueba, se considera que la amplificacién del gen mecA, es la mejor manera de
identificar resistencia a oxacilina en estafilococos, cabe aclarar que en algunos casos la resistencia
depende de la expresion del gen, por lo que, no siempre se relaciona la presencia del gen con la
susceptibilidad de la bacteria (Fluit et al., 2001).

b. Resistencia a penicilina. En algunas bacterias como Streptococcus pneumoniae la
resistencia a penicilina se da por una reduccion en la afinidad a PBPs por lo que los genes
alterados para dichas proteinas son los que causan la resistencia. Debido a la variedad genética que
puede ocasionar estas resistencias, las pruebas moleculares basadas en PCR pueden resultar en

falsos negativos (Fluit et al., 2001).

c. Beta-lactamasas comunes . Las betas-lactamasas comunes son aquellas que no entran en
el grupo de ESBLs ni de metalo-beta-lactamasas, uno de los antibidticos mas utilizados que
pertenecen a este grupo son las cefalosporinas. Su deteccion se realiza buscando los genes TEM,
OXA, SHV y AmpC, cepA, y cfxA con sus variantes, generalmente se asocian a plasmidos.

También se han realizado inmunoensayos (Fluit et al., 2001).

d. ESBL. Generalmente encontramos estas beta-lactamasas codificadas en plasmidos, TEM o
SHV. La mayoria se inhiben con acido clavulénico. De parte de TEM, se han encontrado mas de
20 variantes, de la misma forma con SHV la cantidad de variantes es amplia. Se han realizado
métodos como reaccion en cadena de la polimerasa para polimorfismos conformacionales de hebra
Unica (Single Strand Conformational Polymorfism, PCR-SSCP) y PCR tradicional (Fluit et al.,
2001).

e. Metalo beta lactamasas. Tanto para los carbapenémicos como para las cefalosporinas, el
gen blalMP, es el que codifica para dichas beta-lactamasas. Esta enzima se codifica en un integron
y se ha identificado en diferentes bacterias como Pseudomonas aeruginosa y Kilebsiella
pneumoniae. Para esta resistencia se ha utilizado la amplificacion de dichos genes o de la integrasa
intl3 (Fluit et al., 2001).

2. Aminoglucésidos. Gentamicina, tobramicina, amikacina y estreptomicina son los
aminoglucésidos mas utilizados para atacar bacterias tanto Gram negativo como Gram positivo.
Estas drogas inhiben la sintesis de proteinas al unirse a los ribosomas de la bacteria por lo que la
bacteria no puede continuar su ciclo celular normal. Existen tres tipos de resistencia y dependen
del tipo de modificacion que ocurra al aminoglucdsido utilizado: aminoglucosido acetil-

transferasa (ACC), aminoglucésido adenilil-transferasa (ANT) y aminoglucésido fosfotransferasa



(APH). Aunque los mas comunes son por modificacion a la droga por enzimas, también

existen mutaciones en el ribosoma y bombas de eflujo (Fluit et al., 2001; Hermann, 2007).

En bacterias Gram negativo se identifico la enzima ANT(2") codificado en plasmidos, se han
identificado otras enzimas parecidas, también codificadas en plasmidos y se han propuesto analisis
por PCR, y por electroforesis de campo pulsado en gel (Pulsed field gel electrophoresis, PFGE).
En cuanto a estafilococos se han identificados enzimas como AAC(6") y APH(2") que proveen
resistencia a varios antibidticos pues son bifuncionales, se ha procurado detectar por multiplex-
PCR ya que en estas bacterias la variedad de genes es poca. Para estreptococos, resistentes a
gentamicina, si existe una variedad en cuanto a los genes de resistencia por lo que el uso de PCR
es limitado (Fluit et al., 2001).

Ya que existe un amplia variedad de genes que determinan la resistencia y que generalmente se
encuentra en bacterias de la familia Enterobacteriaceae, los analisis por PCR para determinar esta
resistencia es compleja, sin embargo, el uso de microarreglos puede contribuir a solucionar este

problema -aunque no se ha realizado mayor avance por el tiempo y costo- (Fluit et al., 2001).

3. Fluoroquinolonas. Este tipo de drogas sintéticas también atacan la sintesis de proteinas,
inhibiendo la topoisomerasa Il o IV, por lo tanto, la estructura del ADN (el superenrrollado) de la
bacteria se ve afectado. Las dos formar predominantes de resistencia es la permeabilidad de la
droga y la modificacion de las enzimas objetivo. Ya que la mayoria de las resistencias reportadas
son por cambios en la enzima, se ha encontrado que de los codones 67 al 106 de la GyrA es dénde
se encuentran las alteraciones, esta region es llamada QRDR o region determinante de la
resistencia a la quinolona (quinolone resistance-determining regiéon, QRDR). También se ha
encontrado la importancia de la subunidad ParC y ParE para la resistencia en la GyrA y GyrB
respectivamente. Algunas bombas de eflujo como NorA en S. aureus, han sido estudiadas como
transportadores que dan multiresistencia y una resistencia de bajo nivel hacia fluoroquinolonas
(Fluit et al., 2001; Oliphant y Green, 2002).

La deteccién de estas resistencias es variada, se han utilizado polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion(RFLP), secuenciacion, amplificacion y PCR alelo-especifico, sin
embargo, las alteraciones pueden ser muy variadas y no se han caracterizado la influencia de las
bomba de eflujo, ademas, no siempre se correlacionan las alteraciones con nuevas

flouroquinolonas con el fenotipo (Fluit et al., 2001).
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4. Macrdlidos, lincosamida y estreptogramina (MLS). Este tipo de antibiéticos afecta la
sintesis de proteinas. Hay una gran variedad de causas y genes involucrados en la resistencia a
dichas drogas, por lo tanto, con la excepcién de los genes mef y mutaciones puntuales en 23S
ARNr, no existen métodos moleculares practicos para la deteccion especifica de dichos agentes
(Fluit et al., 2001).

5. Glucopéptidos. La actividad de los glucopéptidos como vancomicina y teicoplanina es
uniendose a las cadenas D-alanil-D-alanina de los peptidoglicanos, esto no permite la formacion
de cadenas de peptidoglicanos. La resistencia codificada por vanA o vanB, se da cuando los
peptidoglicanos ya no son tradicionales sino D-alanil-D-lactato; vanC cambia a D-alanil-D-serina
asi como vank; también ha reportado el tipo vanD. La técnica molecular utilizada para la
deteccion de la resistencia, aventajandose de las variables conocidas y caracterizadas, son los
ensayos de PCR. Incluso han probado tener mayor eficacia que los métodos convencionales (Fluit
et al., 2001).

6. Tetraciclinas. Inhibiendo la sub-unidad ribosomal 30S, las tetraciclinas previenen la sintesis
de proteinas. Se han encontrado méas de 24 tipos de resistencia a tetraciclina y 3 oxitetraciclinas.
Los mecanismos detectados son o por bombas de eflujo o por proteccion ribosomal (elongacién
del factor G). Las bombas de eflujo pueden ser detectadas por PCR (detectando los genes tet), sin
embargo, la variedad esta incrementando. Se ha utilizado también la hibridizacién ADN-ADN vy el
PCR, aunque en estas pruebas se utilizan para diferenciar entre el tipo de resistencia que presenta
la bacteria. Esto es importante ya que las bombas de eflujo no tienen efecto contra minociclinas
(Fluit et al., 2001).

7. Trimetroprima. Estas son moléculas anélogas al &cido dihidrofélico, por lo que compiten
inhibiendo la dihidrofolato reductasa (dihydrofolate reductase, DHFR). La resistencia a estos
antibiodticos puede ser por mutaciones en DHFR, adquisicion del gen resistente, o sobreproduccién
de la enzima. Los métodos basados en PCR no han sido muy explorados ni son prometedores para
la deteccion de estas resistencias debido a la alta variabilidad en los mecanismos (Fluit et al.,
2001).

8. Cloranfenicol. Unido al 50S inhibe la transferencia de péptidos en la sintesis de proteinas.
La inactivacion del antibiético por acetiltransferasas es el mecanismo de resistencia mas comun y

se encuentra en los genes cat tanto en bacterias Gram positivo como Gram negativo, dicho gen es
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codificado en plasmidos. También se ha encontrado resistencia por bombas de eflujo en
algunas bacterias Gram negativo. Ya que el antibiético no es muy utilizado, no se han realizado

muchos estudios para generar métodos de deteccion a estas resistencias (Fluit et al., 2001).
B. Mecanismos de resistencia a antibioticos por cada bacteria

Las bacterias encontradas en infecciones nosocomiales generalmente presentan resistencia a
ciertos antibioticos. Ya que este es un problema a nivel mundial se han reportado diferentes
resistencias dependiendo de la bacteria. Las bacterias cuyos mecanismos de resistencia estan

descritos a continuacion son las mas frecuentes en la unidad de pediatria en UNICAR.

1. Acinetobacter baumannii. Esta bacteria es una de las mas importantes a nivel hospitalario ya
gue se han reportado bacterias con resistencia a toda clase de antibidtico (Perez et al., 2007). La
especie bacteriana resistente a multiples drogas (multidrug resistance, MDR por sus siglas en
inglés) ha sido encontrada globalmente y no solo ha presentado resistencia, sino también a
demostrado causar un alta mortalidad en los pacientes infectados (Perez et al., 2007). Los
antibioticos para los que se ha reportado resistencia a nivel global son: beta-lactamicos clase A, B,

C y D, aminoglucosidos, quinolonas, tetraciclinas y polimixinas (Perez et al., 2007).

En algunos reportes se encontrd resistencia especificamente a, amikacina, cefepimina,
ceftazidimina, cripofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperaciclina y trimetroprin
sulfa (Cutovic et al., 2007). La distribucién de la infeccién en dicho estudio fue claramente en
infeccion respiratoria, también siendo la bacteria mas comin en el hospital dénde se realizo el

andlisis (Cutovic et al., 2007).

La capacidad de ser multiresistente se da gracias a la obtencién de genes del ambiente,
fenotipo de los genes FECB y comQLONM (Perez et al. 2007). Algunos estudios han identificado
grupos de genes dénde se encuentran las resistencias (AbaR1), que no solo contiene los genes de
resistencia de antibiéticos comunes, sino también transposones, implicando la transferencia
horizontal de genes (Perez et al., 2007). Ademas, también se ha demostrado que, la formacion de

biopeliculas contribuye a que la bacteria sea multiresistente (Badave y Dhananjay, 2015).

Se ha demostrado que para A. baumannii multiresistente hay terapias de antibidticos
combinados que son Utiles en la eliminacion de la bacteria, tanto in vitro como en modelos
animales, y en algunos casos, en pruebas clinicas - Algunos ejemplos son: meropenem +

ampicilina-sulbactamica, Imipenem + rifampicina y rifampicina + colistina - (Perez et al., 2007).
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El correcto uso de antibioticos es indispensable para combatir infecciones por dicha bacteria y

evitar la propagacion de nuevos mecanismos de resistencia (Custovic et al., 2014).

2. Aeromonas hydrophila. Esta es una bacteria oportunista que ha ido aumentado sus
frecuencia en enfermedades nosocomiales en heridas en la piel, por lo que, es importante su
correcta identificacion y el uso de antibidticos adecuados para combatirla, es recomendado utilizar
gentamicina, cloranfenicol o tetracilina (Trust y Chipman, 1979). Aunque A. hydrophila, no es
muy frecuente, se ha reportado en casi todos los casos resistencia a penicilina, ampicilina,
carbenicilina y cefalozina, algunos casos amoxicilina y &cido clavulénico y en otros piperaciclina
(Gold y Salit, 2006). A pesar de esto, la tercera generacion de cefalosporinas, los aminoglucosidos
(excepto esteptomicina), trimetroprin sulfa, tetraciclina, entre otros, son antibidticos a los cuales la

bacterias es susceptible en la mayoria de casos (Gold y Salit, 2006).

3. Burkholderia cepacia. Aislada de la sangre causando sepsis en pacientes inmunosuprimidos
y relacionada a materiales médicos contaminados, B. cepacia es importante clinicamente, tanto su
deteccion cémo determinar los patrones de sensibilidad a antibidticos (Patra et al., 2013).
Generalmente es aislada de muestras de sangre Y es resistente a varios antibiéticos (Patra et al.,
2013). Las resistencias comunes reportadas han sido aminoglucdsidos, polimixinas y colistina,
también hay reportes de resistencia a ampicilina y amaquicina (Patra et al., 2013) y a quinolonas

(Tseng et al., 2014). Las resistencias se han relacionado a bombas de eflujo (Tseng et al., 2014).

Para infecciones con este microorganismo, es también importante una rapida accién con una
combinacion adecuada de antibidticos, sobre todo en pacientes neonatos y severamente

inmunosuprimidos (Patra et al., 2013).

4. Enterobacter cloacae. Existen cepas multiresistentes a drogas (multi-drug resistance, MDR)
para E. cloacae, beta lactamasa de espectro extendido (Extended-spectrum R-lactamase, ESBL) es
la mas reportada (Oteo et al., 2013). El grupo con mayor frecuencia es el del tipo CTX-M-15 que
también se presenta en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, este grupo de bacterias es
resistente a una amplia variedad de antibiéticos, casi todas las beta-lactamasas y otras familias, los
carbapenémicos son una de las pocas drogas con que se puede tratar estas infecciones, y debe ser
utilizadas con cuidado pues se han reportado cepas resistentes a esta familia de antibiéticos (Oteo
et al., 2013). La resistencia a los beta-lactdmicos también se relacionan con la sobreexpresion de

los genes ampC y adquisicion de plasmidos (Girlich, Poirel y Nordmann, 2015).
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5. Escherichia coli. La bacteria E. coli causa una de las mas conocidas e importantes en
infecciones adquiridas intrahospitalariamente, en Europa, la cepa resistente a cefalosporinas de
tercera generacion (G3CREC) es quizas la mas importante en cuanto a mortalidad y permanencia
hospitalaria junto con Staphylococcus aureus resistente a meticilina; los costos y muertes son
excesivos por lo que su deteccidn y tratamiento adecuados son esenciales (de Kraker et al., 2011).
En definitiva la incidencia de cepas resistentes a incrementado significativamente, ampicilina,
sulfonamida, tetraciclina, y también se demuestra la adquisicion de resistencia a nuevas drogas
(Tadesse et al., 2012). También se ha relacionado la resistencia dependiendo del tejido donde se
presenta la infeccidn, por ejemplo resistencia a fluoroquinolonas en infecciones del tracto urinario,
esta resistencia se obtiene a través de un plasmido, a pesar de la alta frecuencia a un antibi6tico
también se observa resistencia a otros, entre ellos ampicilina, kanamicina y gentamicina (Longhi et
al., 2012). Es comun encontrar E. coli del resistente a ESBL del grupo CTX-M-15 (Longhi et al.,
2012). El incremento de las resistencias hacia quinolonas, trimetroprin, acido nalidixico y
ceprofloxacina sugiere que se deben usar terapias combinadas de nitrofurantoina (Kahlmeter y
Poulsen, 2012). Tanto para esta bacteria como para Klebsiella pneumoniae se han reportado ESBL
(Park et al., 2012), vy, algunos brotes de cepas resistentes a flouroquinolonas que han obtenido

genes de resistencia a otros antibiéticos (Johnson et al., 2012).

6. Klebsiella pneumoniae. Existen cepas resistentes a casi todos los antibidticos, entre ellos
carbapenem, que ha generado brotes en algunos hospitales, en estos casos tanto la secuenciacién
cémo la epidemiologia son importantes para tratar estos brotes (Sniktin et al., 2012). También se
han reportado K. pneumoniae multiresistentes por ESBL (Park et al., 2012), colistina y
carbapenem - aumentando el riesgo de mortalidad- (Capone et al. 2013). En Estados Unidos se
encontrdé multiresistencia a carbapenem y otros antibidticos, los antibi6ticos con menos resistencia
cruzada fue con tetraciclina y amikacina (Sanchez et al., 2013). También hay resistencia a
quinolonas -obtenido por la bomba de eflujo codificada por el gen OgxAB (Perez et al., 2015). La
resistencia a los carbapenemicos es una urgencia a nivel global, algunos métodos moleculares para
la deteccion de esta resistencia es el PCR cuantitativo multiplex, ya que permite evaluar los
diferentes genes de resistencia a este grupo de antibidticos, aunque hay otras técnicas de deteccion
(Tzouvelekls et al., 2015). Una de las recomendaciones en cuanto al tratamiento en estos casos,
aunque no hay suficientes datos y se debe considerar la rapida seleccion de mutantes resistentes, es

el uso de fosfomicinas (Tzouvelekls et al., 2015).
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7. Pseudomonas aeruginosa. Tan importante como K. pneumoniae, E. coli y S. aureus,
P.aeruginosa es resistente y de gran importancia a nivel de infecciones nosocomiales
(Breidenstein et al., 2011). Esta bacteria tiene una variedad de mecanismos de resistencia los
cuales son adquiridos mediante mutaciones y obtencion de nuevos genes, y, seleccidn por el uso
inadecuado de antibidticos (Livermore, 2015), estudios han encontrado resistencia a
carbapenemicos y a amikacina asi como penicilinas, cefalosporinas, aminoglucdsidos,
fluoroquinolonas y polimixinas (Livermore, 2015). Se recomienda el uso combinado de
fluoroquinolonas con inhibidores de eflujo o beta-lactdmicos con inhibidores de beta-lactamasas
(Livermore, 2015). Hay una gran cantidad de genes relacionados con la resistencia a
antimicrobianos (resistoma) en esta especie bacteriana, tanto intrinsecos como adquiridos por
transferencia horizontal o por mutaciones (Breidenstein et al., 2011). En términos generales se han
encontrado resistencia a beta-lactamicos -incluyendo carbapenemicos-, fluoroguinolonas,

aminoglucosidos y antimicrobianos policationicos (Poole, 2011).

8. Staphylococcus aureus. En este caso, las resistencias son adquiridas por transferencia
horizontal por lo tanto la identificacién es de gran importancia. Debido a multiresistencia, se
recomienda el uso de clidamicina, o tetraciclinas como doxiciclina y minociclina, incluso el uso de
algunos agentes como rifampicina, sin embargo, hay pocos estudios que indiquen un tratamiento
definitivo (Chambers et al., 2010). Penicilinas, meticilina y beta-lactamicos, cefalosporinas,
carbapenemicos y vancomicina Chambers et al, 2010). Las cepas mas comunes son la COL y la

community-associatedmulti resistant Staphylococcusaureus (CA-MRSA) (Chamber et al., 2010).

Asi pues, esta bacteria es importante no solo porque aumenta las tasas de mortalidad, sino

también, el costo econdmico de los hospitales (de Kraker et al., 2011).

9. Staphylococcus epidermidis. Los patrones de resistencia para esta bacteria han sido hacia
flouroquinolonas y azitromicinas, se han observado co-resistencia otros antimicrobianos, pero

estos son los més comunes (Dave, 2011).

10. Stenotrophomonas maltophilia. S. maltophilia, es considerado como un patégeno
emergente. Las resistencias son de gran variedad y provienen de transposones, plasmidos e
integrones. Las resistencias encontradas son hacia beta-lactamasas, quinolonas, tetraciclina,
cloranfenicol, eritromicina y aminoglucosidos, algunas polimixinas, vancomicina, ceftazidimida,

acido clavulénico y piperaciclina (Brooke, 2015).
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C. Resistencias a antibidticos por cada bacteria en Guatemala

La Organizacién mundial de la salud (OMS) a través de la Organizacion Panamericana de la
Salud (Pan American Health Organization, PAHO) han colectado datos sobre las resistencias a
antimicrobianos en el Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los
Antibiéticos en el 2011. En Guatemala se han reportado: E. coli con resistencia a ampicilina,
amoxicilina/dcido clavulénico, cefalotina y cefotaxima; K. pneumoniae, ampicilina, amoxicilina,
cefalotina y cefotaxima; Enterobacter spp. cefotaxima y muy pocos casos de ampicilina,
amoxicilina/dcido clavulénico y cefalotina; S. aureus, penicilina, oaxacilina, clindamicina y
eritromicina; en el caso de Enterococcus faecalis, la mayoria de casos han sido reportados
resistentes a gentamicina y estreptomicina; Enterococcus faecium, ampicilina mayormente; y para

P. aeruginosa, piperaciclina, imipenem y ceftazidima.
D. Técnicas de deteccidn de resistencia a antibidticos

La deteccion de resistencia a antibioticos representa cada vez una mayor importancia en la
microbiologia clinica, puesto que, en términos generales, las bacterias son cada vez menos
susceptibles a estas drogas (AST Standars, 2011). Por esto varias organizaciones buscan establecer
metodologias estandarizadas para la deteccion de dichas resistencias; las mas conocidas son
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) en USA, World Organisation for Animal Health
(OIE) en la Union Europea y la CDS Antibiotic sensitivity testing (CDS-AST) en Australia (AST
Standars, 2011). El estdndar establecido por dichas instituciones varia entre el método de difusion
de disco y método de concentracion minima inhibitoria (MIC) (WHO, 2015). Ya que, la
resistencia a antibidticos es un problema grave en la salud publica global, se planean estrategias
para la vigilancia de la resistencia a antimicrobianos, resaltando la identificacion de organismos
resistentes comunes, la confirmacion de casos, investigacion e interpretacion constante de analisis
rutinarios asi cdmo el incremento de protocolos para investigar casos particulares y poco comunes
(WHO, 2015). Parte de la carrera mundial por una deteccion temprana de esta resistencia a drogas
propone nuevos métodos que sean mas rapidos y eficientes (Dulcel et al., 2009). Los métodos
utilizados son variados y dependen o bien del antibiético al que se tiene la resistencia o bien la
bacteria o tipo de bacteria (egs. Gram negativo) en la que presenta la resistencia al antimicrobiano
(Georgios et al., 2014). La mayoria de las metodologias tiene como objetivo principal, detectar de
forma mas rapida que los métodos tradicionales y con mayor especificidad y sensibilidad (a pesar

de las implicaciones en aumento de costos), evitando cultivar las muestras para poder obtener un
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resultado. Los acercamientos son variados, entre ellos se encuentran la metagendmica,
pirosecuenciacion, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativo (qPCR),
(Schmieder y Edwards, 2012; Woodford y Sundsfjor, 2005).

El debate aumenta asi cdmo las técnicas propuestas para la deteccion. Algunos autores
exponen que las técnicas basadas en PCR no logran diferenciar entre bacterias muertas y vivas por
lo que los resultados no son del todo confiables. A la vez proponen un método llamado cantilever
fluctuation como sensor nanomecanico, de ésta forma logran detectar en minutos la respuesta del

microorganismo al antibidtico (Longo et al., 2013).

Las técnicas moleculares, aunque aun no son el “Gold Standard”, su uso ha ido aumentado
debido a su rapidez, sensibilidad y especificidad. Estas técnicas dependen de la resistencia que se
busca, ya sean beta-lactamicos, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, MLS, glucopéptidos,
tetraciclinas o multiresistencias (Fluit et al., 2001). Algunos de los métodos que se han

desarrollado y se busca utilizar en microbiologia clinica son:

1. Métodos basados en PCR. Los métodos basados en PCR busca genes involucrados en la
resistencia a drogas. Este método provee informacion especifica, sin embargo, no siempre se
relaciona con la capacidad de la bacteria de ser o no resistente, resultando en falsos positivos. Es
decir, algunos mecanismos de resistencia dependen de los niveles de expresion de los genes
involucrados, por lo tanto, que el gen esté presente no necesariamente indica que la bacteria sea
resistente a dicho antibiético. Por otro lado los métodos basados en PCR no logran detectar nuevos
mecanismos de resistencia, o bien mecanismos que no han sido caracterizados o relacionados a

algun set de genes (Pulido et al., 2013).

2.Espectrometria de masas MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry). La metodologia toma la ventaja de la espectrometria de masas y
busca identificar resistencia basado en datos comparativos de la bacteria con una contra parte
susceptible y una resistente. Se ha encontrado que este método no es del todo confiable a nivel
clinico pues los espectros obtenidos no siempre muestran diferencias entre cepas resistentes y
susceptibles. Por otro lado, este método solo determinard la presencia de genes de resistencia y no
sus niveles de expresion por lo que no necesariamente se relaciona con el fenotipo. Una
modificacion en la metodologia en la que se miden la hidrolisis de los antibi6ticos es un

acercamiento que si indica el fenotipo y se ha encontrado eficaz (Pulido et al., 2013).
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3. Microarreglos. Utilizar microarreglos para deteccion de antibiéticos tiene la clara ventaja de
poder buscar una gran cantidad de genes en muy poco tiempo. A pesar de esto, es imposible
determinar si coincide con el fenotipo o bien nuevos genes y mecanismos de resistencia (Pulido et
al., 2013).

4. Microfluidos. Un cultivo celular a través de un chip que logra detectar ya sea de forma
electroquimica, magnética u optica, el crecimiento bacteriano. Con este método si se pueden
determinar MIC parciales, los resultados se obtienen en menos de 4 horas vy si se relaciona con los

resultados de métodos fenotipicos (Pulido et al., 2013).

5. Lisis celular. Este acercamiento es un método que lisa las células y luego observa los
nlcleos tefiidos por fluorescencia. Asi evalua si el antibidtico matd o no a la bacteria. Este método
se logra realizar en 100min y ha sido validado para algunas bacterias y resistencias como E. coli

resistente a ampicilina (Pulido et al., 2013).

6. Secuenciacién de todo el genoma (WGS). La secuenciacion de todo el genoma ha resultado
Gtil para caracterizar nuevas resistencias y estudios de brotes muy particulares. Para la
microbiologia clinica aln no es préctica pues es demasiado cara en comparacién a otros

acercamientos (Pulido et al., 2013).

7. Métodos comerciales. Biomerieux Vitek es un equipo especializado para la deteccion de
microorganismos de la compafiia Fisher Scientific, cuesta alrededor de $115,000 y utiliza chips
para realizar la identificaciéon, es necesario obtener las tarjetas de identificacion para el
microorganismo o grupo de microorganismos deseados, el paquete de 20 cuesta alrededor de $350,
se debe resaltar que la bacteria debe ser aislada antes de proceder a la identificacion, se puede
realizar la basqueda de resistencias al mismo tiempo que la identificacion de la bacteria y en total
el procedimiento toma entre 48hrs y 72hrs (VWR, 2014). Otro sistema es MicroScan Walk Away
de la compafifa Beckman Coulterpuede detectar en 3 hrs si la bacteria es Gram positivo o Gram
negativo, ademas se le pueden agregar paneles para la identificacién en 4hrs de la bacteria y
pruebas de susceptibilidad a antibi6ticos determinando concentracion minima inhibitoria e
identificacion en 48 horas, ademas facilita la fase de crecimiento del inoculo inicial (Beckman
Coulter, 2015).

8. Antibiograma con qPCR. EI método de realizar PCR en tiempo real para determinar la carga
bacteriana ha sido utilizado para encontrar diferentes resistencias y propone un método que

combina la rapidez de los métodos moleculares (qQPCR) obteniendo resultado en menos de 24hrs
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junto con la sensibilidad y especificidad de los métodos fenotipicos, ademas este método
incluye un hemo-cultivo previo, este ayuda a evitar falsos negativos al incrementar la
concentracion de bacterias de la muestra (Pulido et al., 2013). Con este método se puede
determinar la resistencia, la susceptibilidad y la concentraciéon minima inhibitoria. Con un paso
posterior de secuenciacion de los amplicones se puede determinar la especie bacteriana
(Waldeisen et al., 2011).

Cada metodologia presenta ventajas y desventajas, sin embargo, se busca una estrategia que
logre tomar ventaja de la rapidez de los métodos moleculares y la versatilidad de los métodos
fenotipicos. A la vez, el método a utilizarse de forma clinica debe ser mas rapido que los métodos
tradicionales, asi como suficientemente especifico y sensible. Aunque el método sea mas caro
econdmicamente a groso modo, a la larga, con una deteccién temprana los costos de cuidados del
paciente y la estadia hospitalaria se veran disminuidos (Pulido et al., 2013).

E. Efecto de deteccidn temprana en costo de cuidados y permanencia

intrahospitalaria

Una rapida deteccion de resistencia a antibiéticos asi como identificacion de bacterias en
menor tiempo que la microbiologia clasica proveera informacién esencial para la toma de
decisiones de tratamiento a un paciente con una infeccién. Un estudio realizado durante un afio en
la Universidad de Massachusetts comprobé que, los costos finales de hospitalizacion se veian
afectados significativamente utilizando técnicas rapidas tanto de identificacion de bacterias como
de susceptibilidad a antibi6ticos. En este estudio compararon 10hrs contra 24hrs en la deteccion y
el mismo tiempo de hospitalizacidn, tomaron en cuenta mortalidad, dias de intubacién, dias en
tratamiento intensivo e intermedio, tiempo antes de modificar el tratamiento de antibidticos y los
costos de hospitalizacion (Doern et al., 1994). En Chicago realizaron un estudio, utilizando un
método comercial de menos de 8hrs contra el método de rutinario de 48hrs, encontraron que con
una deteccién rapida la terapia podia cambiar tanto en el inicio de una mejor terapia, cambio de
antibiético o bien cambio a un antibidtico de menor costo. Los costos por el cambio y
mejoramiento en la terapia tuvieron un impacto econémico de aproximadamente $158 por

paciente (Trenholme et al., 1989).

El método afecta la rapidez con que se detecta la susceptibilidad, pero el flujo de trabajo es de
igual importancia. Una comparacion con una diferencia de 5hrs en la obtencion de resultados

resulté en, un apropiado uso de antibiodticos, impactando significativamente en las tasas de
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mortalidad, el tiempo de estadia y el costo total por paciente (~$2000), un estimado de 4
millones de ddlares en un hospital en Illinois (Barenfanger, Drake y Kacich, 1999). Por tanto, la
importancia de una deteccion temprana de resistencia a antibioticos involucra no solo la sobrevida
de los pacientes sino costos econdmicos significativos. A la vez, se ha demostrado que el retraso
en la obtencién de resultados tiene una influencia directa en las tasas de mortalidad de los

pacientes (Iregui et al., 2007).






V. METODOLOGIA

La metodologia para la seleccion del método se llevd a cabo creando una rdbrica con el
objetivo de comparar numéricamente diferentes pardmetros que son considerados importantes para
elegir una técnica adecuada de deteccion de bacterias resistentes a antibi6ticos. Se compararon 8
métodos, difusién de disco, microfluidos, antibiogramas por gPCR, PCR, MALDI-TOF MS en un
equipo comercial, microarreglos, WGS vy lisis celular (ver Cuadro 2). Para cada metodologia se
establecieron 8 parametros de importancia (ver Cuadro 3) en la seleccion del método a cada uno
de ellos se le proporcion6 una puntuacién (ver Cuadro 4) y luego se calificaron las técnicas de
acuerdo a los pardmetros establecidos (ver Cuadro 5). Tras realizar el analisis se compararon las
puntuaciones totales y se profundizé en resaltar las ventajas desventajas de los métodos con

puntuaciones mas altas.

Es importante resaltar que durante la seleccién del método se llevo a cabo una fase de
investigacion en literatura para evaluar métodos que se utilizan y se proponen en la actualidad.
Luego de esto se procedid a determinar parametros que influyeran en el funcionamiento de cada
metodologia asi como establecer las relaciones entre dichos pardmetros, es por esto que a cada uno
se le asigno una puntuacion diferente como se observa en la seccién de resultados. Con dichos
parametros establecidos se llev6 a cabo una investigacion en la literatura mas profunda con la cual
se verificd y se definié cada uno de los factores que iban a ser evaluados. Luego se establecié una

comparacion entre cada uno de ellos con la rdbrica de evaluacion previamente descrita.

Los parametros fueron la base tedrica del método, el tipo de prueba, el tiempo de deteccion del
equipo, el precio del equipo, el precio aproximado de la prueba, la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria y la deteccién de nuevos mecanismos de resistencia. Los punteos
para cada uno de ellos se eligieron de acuerdo al aporte de estos en la eficiencia del método. El
parametro mas importante es el tiempo de deteccidn ya que es por este acercamiento, una prueba
mas répida, que se pueden disminuir tanto los costos de cuidado hospitalario como la permanencia
hospitalaria y a la vez se mejora el prondstico de vida de los pacientes. Los siguientes punteos
altos tienen implicaciones en los deméas parametros, el tipo de prueba y el precio del equipo tienen
un efecto en el precio aproximado por prueba y la determinacién de MIC los cuales tienen una
puntuacion menor, ademas se brinda una puntuacion mas alta a la deteccion de nuevos
mecanismos de resistencia, 0 mecanismos no estudiados previamente ya que brinda una ventaja de

deteccion en contra de métodos que buscan caracteristicas ya estudiadas.
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Con dichos pardmetros establecidos se llevo a cabo una investigacion en la literatura mas
profunda con la cual se verificd y se definio cada uno de los factores que iban a ser evaluados.
Luego se establecid una comparacion entre cada uno de ellos con la rdbrica de evaluacion

previamente descrita.

En el cuadro a continuacién se puede observar la rabrica utilizada para calificar cada uno de
los métodos segln sus caracteristicas. En el cuadro se detalla el rango de punteo que puede
obtenerse con cada parametro. El detalle incluye la caracteristica que discrimina entre un punteo y
otro. Utilizando esta rabrica se realizaron las calificaciones observadas en el Cuadro 5 (ver seccion
)}

Cuadro 1. Asignacién de punteo para cada pardmetro

Meétodo Asignacion de punteo para cada parametro
1. Base Influye en tipo de prueba fenotipica 40
30-40 Influye en tipo de prueba genotipica 30
2. Tipo de prueba Genatipico y fenotipico 60
50-60 Fenotipico 55

Genotipico 50
3. Tiempo de deteccion <24 horas 150
90-150 24 - 48 horas 95-100

72 horas > 90
4. Equipo Influye en tipo de prueba fenotipica 40
30-40 Influye en tipo de prueba genotipica 30
5. Precio del equipo <$ 10,000 80
70-80 $ 10,000 - $ 100,000 75

6. Precio aproximado de prueba
30-40

7. Determinacién de MIC*
70-80

> $100,000 70
<$10 40

> $10 30

Si determina MIC 80
Aproxima MIC 75
No detecta MIC 70
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Continuacién Cuadro 1. Asignacion de punteo para cada pardmetro

Método

Asignacion de punteo para cada parametro

8. Nuevos mecanismos
70-80

Si detecta nuevo mecanismo 80
Sugiere nuevo mecanismo 75

No detecta nuevo mecanismo 70

9. Demanda Alta 20
10-20 Media 15
Baja 10
10. Capacitacion del personal Baja 20
10-20 Media 15
Alta 10

* MIC: Minimum Inhibitory Concentration

Para las metodologias cuya puntuacion fue parecida se procedié a evaluar factores externos a
la metodologia que contribuyeran a la realizacion, interpretacion y factibilidad de realizar cada una
de forma rutinaria en un laboratorio. Esta evaluacion se encuentra descrita en la seccion VI.
Resultados y anlisis de resultados. Por Gltimo se establecié el método méas adecuado para la
deteccion de bacterias resistentes de forma répida y econdémica que también fuera viable para

realizarse de forma rutinaria en un laboratorio.

Luego de realizar la seleccion del método se procedio a elaborar la propuesta de investigacién
"Desarrollo de prueba diagnéstica molecular para deteccion de resistencia a antibiéticos en menos
de treinta horas en la unidad de pediatria en la Unidad de Cirugia Cardiovascular (UNICAR)". La
cudl fue sometida a una convocatoria del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONCYT).

Dicha propuesta se encuentra en la seccién de Anexos en el formato solicitado por CONCYT.

En la figura siguiente se observa el procedimiento que se llevo a cabo para seleccionar el
método.
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Figura 1. Procedimiento realizado para la seleccion del método

Busqueda de métodos utilizados y
propuestos para deteccion de bacterias
resistentes a antibidticos

Determinacion de parametros
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Investigacion sobre la informacion de
cada parametros sobre los métodos
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Realizacion de rubrica de evaluacion

Evaluacién de los métodos utilizando la
rabrica

Discusidn de otros factores que influyen
en la realizacion adecuada de la
metodologia con métodos con mayor
punteo

Seleccion de método

Redaccion de propuesta de investigacion




VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los siguientes resultados indican qué metodologia es la mas adecuada para realizar una prueba
de deteccion y a la vez resalta la importancia de cada uno de los parametros que son evaluados. En
el cuadro a continuacién se presentan los parametros y las caracteristicas de cada uno de los
métodos. Los métodos de crecimiento son aquellos que estan basados en el crecimiento de la
bacteria en cierto medio con presencia de antibidtico para evaluar la susceptibilidad a los mismos,
los métodos de PCR por otro lado evallan los genes presentes en el microorganismo para
determinar si es resistente a uno o varios antibiéticos. Dada la base del método se determina si la
prueba evalta el fenotipo de la bacteria o si busca genes particulares haciéndolo un método
genotipico. Es importante resaltar que el tipo de prueba establece si la misma es capaz de
determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC) y nuevos mecanismos de resistencia, dado
que el objetivo de la prueba es dar un consejo adecuado para una mejor toma de decisiones la
determinacion del MIC ayuda a decidir la concentracion de la droga a utilizar como tratamiento asi
coémo la posibilidad de dar una terapia combinada y con diferentes concentraciones para aumentar
la eficiencia del tratamiento. Las bacterias ademds, adquieren nuevos de mecanismos de
resistencia a las drogas por lo que es de suma importancia que la metodologia logre establecer si la

bacteria es resistente 0 no, aunque dicha resistencia no haya sido reportada con anterioridad.

El Cuadro 1 resume toda la informacion recopilada para varias técnicas utilizadas en la
deteccion de resistencia a antibidticos. Se estudiaron factores importantes que ayudan en la
diferenciacion y seleccion de un método. La informacion incluye factores como el funcionamiento
y la base teérica detras del método lo cual contribuye a la seleccion haciéndola mas que solo un
andlisis de rapidez o precio de la técnica. Esto es importante para poder escoger una prueba
completa y que no tenga que cambiarse luego de cierto tiempo de uso por quedar desactualizada o
por qué se desarrollen métodos mas eficientes. La idea es que la prueba sea la mejor posible y que

determine la mayor cantidad de factores que influyen en el tratamiento contra bacterias resistentes.
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Cuadro 2. Comparacién de métodos de deteccién de resistencias bacterianas segin diversos parimetros
e - - MALDI-TOF Biomerieux MicroScan
Método | Difusionde yy ofluides -nfibiograma PCR Ms++ Microarreglos ~ WGS*** Lisis celular . )
disco con gPCR . Vitek Walk Awav
(Comercial) -
Base Crecimiento Crecimiento }bv.ﬁm..ow. ADN/PCR ADN . ) .}..UZ . }bz .. Microscopia Crecimiento Crecimiento
Crecimiento comparacion hibridizacién secuenciacion
. .. Fenotipico o Fenotipico v - - .. .. .. Fenotinico Fenotipico
Tipo de prueba Fenotipica Genotipica Genotipico Genotipica Genotipica Genotipico Genotipico Fenotipico P P
wmmwmmm 48hrs 72hrs 4hrs 24hrs 24.48hrs 24hrs 24hrs 1-2 Semanas 2hrs 73hrs 48hrs
Comercial Comercial
Equipo | Incubadora Sensor de Termociclador 1y 5 ielador MALDI Escaner de Secuenciador Microscopio Fisher Beckman
micro fluidos tiempo real Biotyper microamraglos fluorescencia
Scientific Coulter
?MW% $500 $115,000 $25,000 $5,000 $200,000 $10,000 $65,000 $5,000 §115,000 $240.000
Precio -
aproximado de 52 $2030 $30 510 56 520 M&Eﬁwﬁ% §15 518 $20
prucba
uszaEmm%oom si si s No No No No Estimado No S
Nuevos si 5 i No No No 5i (Luego de No 5i
mecanismos estudios)
Demanda Media Muy Alta Alta Media Muy Alta Media Media Baja Ala Ala
Capacitacién Baja Baja Media Alta Baja Alta Media Alta Media Media
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Existen otros parametros importantes en cuanto a la velocidad de la prueba y al precio de la
misma. Estos pardmetros ayudan a evaluar si la prueba es adecuada y viable para la deteccion de
antibiéticos de forma rutinaria. EIl tiempo de deteccidn es el parametro mas importante, ya que se
relaciona con un mejor consejo para dar tratamiento y asi aumentar el pronostico de vida de los
pacientes, disminuir los gastos hospitalarios de cuidado y el tiempo de permanencia de los
hospitalizados (Weinstein, 1998). Por otro lado estan los precios tanto del equipo como de la
prueba, estos son un indicador para la viabilidad econémica de realizar la metodologia en la
institucién. En el Cuadro 3 se observa la descripcion de cada parametro y en el Cuadro 4. la

puntuacion que cada uno tiene segln la importancia de cada uno segun discutido anteriormente.

Los métodos evaluados en el Cuadro 2 son los mas utilizados y los propuestos en la literatura,
es por esto que varios de éstos metodos aln se encuentran en desarrollo. Fue de suma importancia
para la investigacion realizar una exploracién previa para conocer los métodos mas utilizados en la
actualidad asi como los métodos que estan siendo propuestos por investigadores en el area. Ya que
la deteccidn de resistencia a antibidticos tiene grandes impactos en el &rea hospitalaria, tanto para
los pacientes como para el hospital (econémicamente), hay una variedad de soluciones que han
sido planteadas durante la Gltima década para disminuir, especialmente, la velocidad con la que se
determina la susceptibilidad a antibi6ticos. En el Cuadro 2 se observan dos métodos comerciales,
un método tradicional y el resto de propuestas para cumplir el objetivo. Con la blsqueda previa se
logré seleccionar una variedad de metodologias para asi tener un panorama acertado y actualizado
en cuanto a dichas metodologias. Cabe resaltar que existen otras técnicas que no fueron evaluadas,
si no se tomaron en cuenta fue porque estaban en desarrollo muy temprano o utilizan practicas

desactualizadas.

Como se mencioné anteriormente en el Cuadro 3 se describe cada pardmetro que se utilizé
para evaluar el método. Cada factor tiene una importancia intrinseca en la seleccién de una
metodologia adecuada ya que la técnica a seleccionar debe ser econdmica, especifica sensible y
sobre todo, rapida para la determinacion de la susceptibilidad a diferentes antibiéticos. Los
parametros utilizados se relacionan entre si brindando una mayor solidez a la decisién y al punteo
final. La base del método nos indica que tipo de prueba es, ésta base también determina el analito
que se va a evaluar con la técnica, por ejemplo un método basado en el crecimiento bacteriano va a
ser de tipo fenotipico y el analito va a ser la bacteria y su capacidad de multiplicarse en el medio.
Los métodos basados en ADN van a buscar genes especificos y si estan presentes o no en la

muestra, por lo tanto el tipo de prueba es genotipico.
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Esto se relaciona con el equipo y a la vez con el tiempo de deteccién. El equipo va a ser la
herramienta utilizada para encontrar el analito y determinar si la bacteria en la muestra es 0 no
resistente. Generalmente los métodos genotipicos son mas rapido, el equipo y reactivos utilizados
ayudan a buscar genes especificos lo cual aumenta la velocidad de deteccion. Los métodos
fenotipicos por otro lado evallan el crecimiento de la bacteria en un medio especifico, ya que se
basa en el crecimiento no busca factores especificos y se pueden determinar otros aspectos
importantes mas alla de solo conocer si la bacteria es resistente 0 no. La determinacion de éstos
factores influye considerablemente en la seleccion de la metodologia. Uno de ellos es la
concentracion minima inhibitoria, este aspecto indica que tan susceptible es cierta bacteria a algln
antibidtico, con esto se puede modificar el tratamiento aumentando o disminuyendo la
concentracion del antibidtico, también se pueden utilizar varios antibioticos en diferentes
concentraciones para combatir mas eficazmente el crecimiento bacteriano, por lo tanto, las

consecuencias de su infeccion.

De igual importancia es la determinacion de nuevos mecanismos de resistencia es por ello que
en el Cuadro 3 se le da una puntuacion entre 70-80 al parametro. La deteccién de nuevos
mecanismos de resistencia nos brinda informacion de gran importancia en dos lineas. La primera
es que se evitan falsos negativos. En las técnicas genotipicas, se estudian factores que ya han sido
estudiados y caracterizados con anterioridad, por esto no se pueden detectar nuevos mecanismos
con estas técnicas. Puede entonces haber bacterias que si sean resistente a un antibiético y que
dicha resistencia no haya sido detectada con una prueba genotipica, por ejemplo PCR, por lo tanto
da un falso negativo. Para evitar falsos negativos se debe recurrir a técnicas que vallen el
crecimiento de una bacteria en un medio que contenga cierta concentracion de antibiético, al
realizar esto la bacteria va a crecer o no de acuerdo a su susceptibilidad al antibidtico evitando por
completo los falsos negativos. La segunda linea de importancia de la deteccion de éste factor es
que si se logra detectar un mecanismo que no ha sido identificado previamente o bien alguno que
ha sido detectado para otras bacterias, se puede realizar mas investigacién para estudiar y
caracterizar los nuevos mecanismos que se encuentren o posibles formas de compartir resistencia a

antibidticos entre bacterias que no ha sido estudiadas previamente.

A la vez se establecen parametros que influyen en la determinacion del método mas
econémico. Debido a que se necesita una inversion inicial para la compra del equipo asi como un

capital de trabajo para ser utilizado en la realizacion de la prueba ya implementada, se toman en
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cuenta el precio del equipo, el cual nos ayudara a conocer la inversién necesaria para
implementar la prueba y el precio de la prueba, tomado de entidades que ya realizan la prueba
rutinariamente y la brindan como servicio. Estos precios no estan relacionados en este caso ya que

se buscaba comparar cada uno de ellos por separado para cumplir con lo descrito anteriormente.

Existen otros factores que también afectan en la toma de decisidn en cuanto a la seleccion del
método, éstos factores no son claves para la determinacion sino mas bien secundarios y ayudan en
la realizacién de la prueba rutinaria una vez implementada. La demanda indica la capacidad que
tiene el equipo para cubrir las necesidades de cierto centro hospitalario. Hay equipos que pueden
cubrir una demanda alta de paciente diarios, una demanda media o una demanda baja. Esto afecta
la seleccion del método ya que depende donde se realice la prueba asi serd mas adecuada una
prueba u otra. Otro de los factores secundarios es la capacitacion que debe brindarse al personal
que realizard la prueba, en este caso hay técnicas que necesitan una capacitacion alta del personal,
media o baja. Mientras mas baja sea la capacitacién que debe brindarse a los técnicos de
laboratorio la prueba obtiene un mayor punteo ya que la inversion en el personal debe ser menor y
una técnica cuya capacitacién baja provee un menor rango de errores.

En el cuadro a continuacion se describe resumidamente cada uno de los 10 pardmetros

evaluados.

Cuadro 2. Descripcion de cada parametro evaluado para la seleccién del método

Método Descripcion del parametro

1. Base La base tedrica determina el tipo de prueba, ésta depende del
equipo que se utilice asi como el analito a ser evaluado.

2. Tipo de prueba El tipo de prueba determina si el método puede detectar la
concentracién minima inhibitoria (MIC) y nuevos mecanismos de
resistencia.
3. Tiempo de deteccion El tiempo de deteccién incide en la obtencién de resultados por lo

tanto en la toma de decisiones para brindar un tratamiento.

4. Equipo El equipo determina el analito que se puede medir asi como otras
aplicaciones en el laboratorio.

5. Precio del equipo El precio del equipo determina la accesibilidad de realizar la prueba
asi como el precio aproximado de la prueba.
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Continuacién Cuadro 3. Descripcion de cada parametro evaluado para la seleccién del método

Método Descripcion del parametro
6. Precio aproximado de Es determinado por el precio del equipo e influye en la
prueba accesibilidad de la prueba.
7. Determinacion de MIC* Indica la concentracién minima de un antibidtico con la que se

puede combatir una bacteria, esta informacién es de gran
importancia para tomar decisiones en cuanto al tratamiento.

8. Nuevos mecanismos La deteccion de nuevos mecanismos de resistencia evita falso
negativos debido a mutaciones y/o transferencia horizontal de
genes.
9. Demanda Establece la capacidad del equipo para realizar pruebas en un dia y

que rango de demanda puede cubrir. Esto influye dependiendo del
hospital o el nimero de pacientes que el centro atiende.

10. Capacitacién del Indica el nivel de capacitacion que debe recibir el personal para la
personal correcta interpretacion de los resultados.

A cada parametro se le asigné un rango de puntos con los que luego se evalué cada

metodologia. En el Cuadro 4. se observan las puntuaciones otorgadas, marcadas en color negro.

Cuadro 3. Puntuacion de cada parametros de evaluacion del método

Puntuacion

Parametros 10-20 30-40 50-60 70-80 90-150

1. Base tedrica
2. Tipo de prueba
3. Tiempo de deteccion
4. Equipo
5. Precio del equipo
6. Precio aproximado de prueba

7. Determinacion de MIC
8. Deteccion de nuevos mecanismos de resistencia

9. Demanda
10. Capacitacion del personal
Puntuacién méaxima alcanzable 610

IIII
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La puntuacién fue otorgada acorde a la importancia del pardmetro para la correcta ejecucion,
implementacion y funcionalidad de la prueba. Es por ello que el tiempo de deteccién tiene un
mayor rango de untos (90-150) ya que es el parametro mas importante en cuanto a la
funcionalidad e implementacion de una prueba diagndstica mas rapida que la microbiologia
clasica, es vital que la metodologia seleccionada sea rapida ya que esto ayudara a los médicos
tratantes a dar medicamentos con mayor rapidez influyendo en la calidad de vida del paciente
post-operado. Los dos parametros con mayor puntuacion luego de la rapidez del método son la
determinacion de MIC (parametro 7) y deteccion de nuevos mecanismos de resistencia (parametro
8), estos dos factores como se explicd anteriormente son de suma importancia para la toma de
decisiones en cuanto al tratamiento que se va a dar al paciente (determinacion de MIC) y para
evitar falsos negativos (deteccion de nuevos mecanismos de resistencia). Otro parametro que esta
dentro de éste rango de puntos es el precio del equipo, este nos indica la inversion inicial que debe
realizar la institucion interesada en implementar la prueba, ademas indica la disponibilidad del
equipo dentro del laboratorio dénde se desarrolle la prueba y también afecta en la capacidad de
obtenerlo o disponibilidad del equipo en el pais. Para éste pardmetro no se realizé un analisis
econdmico ni ninguna proyeccién de inversion, sin embargo si se compararon los precios de los

diferentes equipos como un factor de gran importancia para la seleccion del método.

El tipo de prueba tiene una puntuacion entre 50-60 puntos ya que este factor afecta
directamente a los parametros 7 y 8. Como parametros de tercer nivel se encuentranel 1., 4.,y 6.,
éstos ayudan a diferenciar entre las metodologias, cada uno de éstos parametros influye en otro de
mayor importancia y es por ello que la puntuacion que se les otorga es baja. La base tedrica del
método afecta en el tipo de prueba por ende en la determinacién de MIC y de nuevos mecanismos
de resistencia, el equipo determina la rapidez y el precio del equipo, y el precio estimado de la
prueba es un estimado de acuerdo a instituciones que realizan la prueba en forma de servicio con

fines de comparacidn entre precios de mercado para cada metodologia.

Los ultimos dos pardmetros son secundarios, y es por esto que tienen entre 10-20 puntos ya
que afectan en la decision final sobre la metodologia a ser seleccionada y brindan informacion

importante a la implementacion de la técnica de forma rutinaria.

Es importante realizar una calificacion semi-cuantitativa de cada parametro, por esto se utiliza

la rdbrica mostrada en el Cuadro 4 para cada uno de los parametros explicados en el Cuadro 3 con
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cada metodologia. Se realiza también una suma de la puntuacién para ayudar a determinar qué

metodologia es la mas adecuada tomando en cuenta todas las caracteristicas del método asi como

la capacidad econdmica para realizarlos y sobre todo la rapidez de resultados. En el Cuadro 5 se

observa la calificacion para cada metodologia.

En el cuadro siguiente se observa la puntuacién que fue otorgada para cada metodologia, el
maximo de puntos que puede obtener una técnica es de 610. En el cuadro también se observa el
porcentaje que se obtuvo para cada metodologia con respecto a la puntuacién maxima.

Cuadro 4. Comparacién entre métodos segln rubrica

MALDI- Bi ) MicroScan
. ., . . lomerieux
Método Difusion Microfluidos Antibiograma PCR TOF MS Microarreglos WGS*** Lisis ° -e " Walk
de disco con gPCR ook 9 celular Vitek
(Comercial) Away
Base 30 30 40 30 30 30 30 30 40 40
I)'r%‘;gae 50 55 60 50 50 50 50 55 55 55
Tiempo
de 95 100 150 100 100 100 90 150 100 100
deteccion
Equipo 40 30 40 30 30 30 30 30 40 40
Pfeeqcl:?pge' 80 70 75 80 70 80 75 80 70 70
Precio
aproximado 40 30 30 40 40 30 40 30 30 30
de prueba
Determiacion 80 70 80 70 70 70 70 75 70 80
s 80 70 80 70 70 70 75 70 70 80
Demanda 15 20 15 10 20 15 15 10 20 20
et |20 20 15 15 20 10 15 10 10 10
TOTAL 525 495 588 500 500 485 485 540 490 510
Pogg%"ltgje 86.07 81.15 96.39 81.97 81.97 79.51 79.51 88.52 80.33 83.61

El método con un mayor indicador es el de antibiogramas por medio de gPCR, este método

posee varias ventajas sobre los demas métodos que pueden dar un resultado en menos de 24hrs. El
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parametro del tiempo fue el que mas contribuy6 para la puntuacion de ésta técnica con un
porcentaje de 96.39%. El punto mas importante es que es un hibrido entre los métodos fenotipicos
y genotipicos por lo que aprovecha el equipo y la rapidez de los métodos basados en ADN/PCR y
de los fenotipicos que facilitan la determinacién de MIC y de nuevos mecanismos de resistencia.
Ademas el precio del equipo es accesible y es un sistema abierto que permite realizar otras pruebas
no relacionadas con la resistencia de bacterias, el precio aproximado por prueba es accesible y es
un sistema abierto que permite realizar otras pruebas no relacionadas con la resistencia de

bacterias.

Es importante resaltar que el antibiograma por gPCR tiene en términos de porcentajes, 7.87%
mas que el método siguiente. Esta metodologia tiene la rapidez necesaria en un hospital donde la
deteccion de infecciones nosocomiales de forma temprana debe realizarse con efectividad, ademas
provee a los médicos con informacion importante para dar un tratamiento adecuado, tratamientos
combinados y el uso correcto de antibioticos para combatir la infeccion eficientemente. El método
provee informacién como la deteccién de nuevos mecanismos de deteccidén que luego puede ser
estudiados y caracterizando dando como fruto un nicho de investigacién que no proveen otros
métodos. La metodologia se basa en la amplificacién de una secuencia de ADN de la bacteria, es
posible utilizar los productos de éste PCR para ser secuenciado. La secuenciacion puede brindar
mas frutos y mas riqueza a la investigacion en el area de la microbiologia, las secuencias se puede
utilizar para formar una base de datos, y, en caso se detecten nuevos mecanismos de resistencia ya
se tendran datos que pueden ser analizados para la caracterizacién de dichos mecanismos. Por otro
lado los amplicones secuenciados pueden ser utilizados como prueba de confirmacion para la
identificacion de las bacterias, ya que la secuenciacion toma tiempo no se recomienda utilizarla
como prueba base para identificarlas, sino mas bien como un complemento que ayude a confirmar
la identificacion y que pueda dar informacién importante tanto para el tratamiento de la
enfermedad como para el hospital. Esto puede ser utilizado para estudiar casos particulares o

brotes de bacterias que no han sido identificadas previamente en el centro de salud.

Los dos métodos con mayor puntuacion luego del antibiograma por qPCR son el método de
lisis celular con la segunda puntuacion mas alta (88.52%) y el método de difusion de disco
(86.07%), la primer metodologia es ventajosa ya que se puede hacer en un tiempo
considerablemente rapido, sin embargo, tiene dos desventajas con respecto a la metodologia de
antibiogramas con gPCR, la primera y la mas importante es que no puede terminar el MIC, la

segunda es que al utilizar la microscopia limita la cantidad de pruebas simultaneas que se pueden
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realizar y el control que se puede tener de variables especificas de la prueba. Por otro lado el
método de difusidn por disco tiene una alta puntuacion ya que es un método fenotipico con el cual
se puede determinar el MIC, nuevos mecanismos de resistencia y el precio es econémico. La
capacitacion del personal es baja y se puede realizar una cantidad de pruebas media en un centro
hospitalario. La gran desventaja de éste método es la rapidez, es por esto que aunque haya

obtenido una puntuacion alta, el método no fue elegido.

Por otro lado estd el método de lisis celular con la segunda puntuacion mas alta, esta
metodologia es ventajosa ya que se puede hacer en un tiempo considerablemente mas rapido, sin
embargo, tiene dos desventajas con respecto a la metodologia de antibiogramas con gPCR, la
primera y la mas importante es que no puede terminar el MIC, la segunda es que al utilizar la
microscopia limita la cantidad de pruebas simultdneas que se pueden realizar y el control que se
puede tener de variables especificas de la prueba. El tercer método més cercano es el de difusién
de disco que aunque provee varias ventajas en cuanto a precio, determinacion de MIC y de nuevos
mecanismos de resistencia, la metodologia es demasiado lenta y es por esto que se busca
reemplazar. Existen otros métodos como el método comercial que utiliza la técnica MALDI-
TOFMS que aunqgue es rapido el equipo tiene un precio muy alto, es un sistema cerrado dénde no
permite realizar otro tipo de pruebas y ya que se basa en una comparacién con genes ya estudiados
no permite establecer nuevos mecanismos de resistencia. Por otro lado estan los métodos basados
en microfluidos, estos también se incorporan a equipos comerciales por lo tanto realizar la prueba
es facil y econémico, ademés se pueden evaluar una gran cantidad de pruebas en poco tiempo.
Algunas de las desventajas de este tipo de prueba (para ambas metodologias comerciales), es que
es necesario realizar un aislado de la bacteria previo a la metodologia para la identificacion y
susceptibilidad a antibidticos lo qué aumenta el tiempo de realizacién de la prueba en al menos
24hrs. Otras desventajas con respecto a estas metodologias es que estan enfocadas en la
identificacion de la bacteria o diferenciaciéon entre grupos grandes de las mismas, por ejemplo
Gram positivo y Gram negativo, busqueda de enterobacterias, etc. Esto es un inconveniente ya que
para realizar pruebas de susceptibilidad se debe ya sea, agrandar la base de datos o adquirir partes
adicionales al equipo comercial lo cual implica una mayor inversidn inicial y un mayor costo para

la prueba ya implementada.

El antibiograma por gPCR es una metodologia hibrida entre los métodos fenotipicos y
genotipicos que logra identificar la susceptibilidad con base en la comparacién del crecimiento de
la bacteria en la muestra en presencia de diferentes antibioticos con diferentes concentraciones. La

deteccion es rapida ya que puede realizarse en menos de 24hrs, el equipo es capaz de detectar
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varias muestras simultaneamente y se puede hacer hasta dos veces por dia aumentando la
capacidad del equipo brindando informacion esencial para brindar tratamientos adecuados.
Ademas el equipo es accesible econémicamente y para desarrollar el método y la prueba
implementada no tienen precios muy elevados. Los productos del equipo tienen potencial en

investigacion y caracterizacion de resistencias.

Segun los resultados encontrados el antibiograma por qPCR es la metodologia mas adecuada,
es importante tomar en cuenta los retos de su implementacion en un hospital de forma rutinaria.
Son dos potenciales obstaculos que se deben resolver, los problemas pueden ser en la toma de
muestra o0 en el disefio de la prueba. Los problemas en cuanto a la muestra implican que tipo de
muestra se debe tomar, el potencial de contaminacion, si el paciente estd en un tratamiento de
antibioticos previo o durante la toma de muestra y si el paciente presenta una infeccién mixta. En
cuanto a la demanda laboral se debe resolver el disefio de la prueba, el uso de controles adecuados,
la optimizacion de concentraciones de antibioticos a utilizar, la seleccion de antibidticos,
concentraciones, controles y bacterias a utilizar y el tiempo de generacion particular de cada

bacteria.

En cuanto a la toma de muestra, esta debe ser tomada de acuerdo a los requerimientos del
paciente. La toma de muestra por preferencia es sanguinea, sin embargo, hay casos en que la
muestra, debido a la infeccion, debe ser tomada de esputo o de orina. En todos los casos la muestra
debe ser tomada cuidadosamente y siguiendo el protocolo establecido para evitar contaminacién
de la muestra y falsos positivos. Un falso positivo causado durante la toma de muestra se
observaria en la prueba con un crecimiento de la bacteria aunque el paciente no esté infectado, sin
embargo, ya que se usan diferentes antibidticos a diferentes concentraciones durante la fase de
crecimiento se disminuye la cantidad de falsos positivos, en el caso de encontrar un positivo con
resistencia a alguno de los antibioticos es importante identificar y caracterizar dicha bacteria para
estudiar la fuente de donde proviene, ya sea del paciente o de una mala practica en la toma de
muestra. Por otro lado se debe tener en cuenta que la infeccion presentada por el paciente puede
ser una infeccién mixta. La infeccién mixta no podra ser detectada por la metodologia en si, al
realizar la prueba se evaluaria la susceptibilidad a antibiéticos, esta prueba puede dar como
resultado una multiresistencia o resistencia a un solo antibi6tico, ya que se determina la
concentracion minima inhibitoria se puede realizar una recomendacion tanto de los antibidticos a
utilizar como de sus dosis. La identificacion posterior de la bacteria causante de infeccion es de

vital importancia ya que se puede establecer si la fuente de la resiste o de la multiresistencia es de
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una sola bacteria o de varias, en este caso la caracterizacion es vital para dar un mejor diagnostico
y tratamiento. El paciente puede estar tomando antibidticos ya sea por automedicacion o prescrito
por algiin médico previo a la cirugia, si el paciente tiene antibioticos en su sistema esto afectaria
directamente en el resultado. El antibi6tico puede inhibir el crecimiento de otras bacterias al
realizar la prueba, el crecimiento de la bacteria no seria adecuado y puede llegar a dar un falso
negativo. Es de suma importancia conocer el historial medico del paciente previo a realizar la
prueba, en caso de que este esté tomando algin antibidtico se debe evaluar la mejor forma de
proceder dependiendo del estado del paciente, se puede dejar de tomar el medicamento o bien

tomar en cuenta que el paciente esta bajo el tratamiento para adecuar la prueba de la mejor forma.

El otro potencial problema son en cuanto al disefio de la prueba y la demanda laboral que se
puede cumplir para realizarla. Esta prueba debe ser optimizada de tal forma que permita realizar la
cantidad de pruebas necesarias dentro del hospital utilizando los controles adecuados. El primer
punto critico del disefio debe ser las bacterias que se van a estudiar, ya que se realiza una
amplificacion del gen 16S ARNr se detectarian todas las bacterias. Esto asume un tiempo de
generacion igual o parecido para todas las bacterias detectables. Por otro lado también es
importante optimizar y tener controles para los antibi6ticos que seran evaluados, al seleccionar los
antibiodticos se debe tomar en cuenta las necesidades del hospital asi como las concentraciones a
las cuales se van a trabajar dichos antibioticos. Por lo tanto se deben tener controles de bacterias
resistentes y no resistentes a los antibidticos seleccionados, ademas se debe optimizar la prueba
para que las concentraciones a utilizar puedan dar un diagndéstico correcto y Util para los médicos
tratantes. La fase de optimizacién es de suma importancia ya que brindard no solo la cantidad de
controles, si no que la seleccidn de antibidticos con sus concentraciones y de bacterias con que se
va a trabajar. Esta optimizacion indicaria finalmente la cantidad de pruebas que se pueden realizar
por corrida y el tiempo necesario de crecimiento inicial durante la prueba el cual maximice la

eficiencia en cuanto a tiempo y ndmero de pruebas a realizar.

Existe retos que deben ser resueltos para la implementacion de dicha prueba a nivel
hospitalario de forma rutinaria, se deben tomar en cuenta los factores discutidos y las necesidades
del hospital donde se implemente este método de deteccion, sin embargo, este método presenta
ventajas en cuanto a tiempo, dinero y versatilidad del equipo por lo cual es el método seleccionado

para la deteccion de resistencia a antibidticos en infecciones nosocomiales.



VII. CONCLUSIONES

El método maés eficiente para realizar un tamizaje de resistencia a antimicrobianos es el qPCR,
ademas este método de presenta las ventajas de rapidez, especificidad y sensibilidad en
comparacion con otros métodos y determina factores importantes mas all4 de la deteccion de la
resistencia, la determinacion de MIC y puede detectar también nuevos mecanismos de resistencia.
Ademas se realizo la propuesta en formato CONCYT para desarrollar el método y encontrar los

parametros dptimos para su funcionamiento adecuado y su consiguiente implementacion.
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VIIl. RECOMENDACIONES

La metodologia mas adecuada para detectar resistencias bacterianas a antibioticos es por medio
de antibiogramas utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa de forma cuantitativa (qPCR),
por lo qué se recomienda realizar una propuesta de investigacion con el objetivo de comprobar,
desarrollar y ejecutar la prueba asi como determinar los parametros dptimos que seran utilizados

maés adelante en la realizacién rutinaria de la prueba.

También se recomienda realizar una confirmacion sobre la identificacion de la bacteria
realizando secuenciacién, este procedimiento contribuiria a construir una base de datos y
posibilitaria nuevos estudios que abarquen la identificacion de nuevos mecanismos de resistencia.
Esta secuenciacion seria para confirmar la identificacion brindada por otra metodologia ya que la

secuenciacion es una toma tiempo y no es viable como una identificacién bacteriana rapida.

39






IX. BIBLIOGRAFIA

Badave, G. K., & Kilkarni, D. 2015. «Biofilm Producing Multidrug Resistant Acinetobacter

baumannii: An Emerging Challenge». Journal of Clinical Diagnostic Research, 9(1), 08—09.

Barenfanger, J., Drake, C., & Kacich, G. 1999. «Clinical and financial benefits of rapid
bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing». Journal of Clinical Microbiology,
37(5), 1415-1418.

Breidenstein, E. B. M., de la Fuente-Nufiez, C., & Hancock, R. E. W. 2011. «Pseudomonas
aeruginosa: All roads lead to resistance». Trends in Microbiology, 19(8), 419-426.
http://doi.org/10.1016/j.tim.2011.04.005

Brooke, J. S. 2012. «Stenotrophomonas maltophilia: An emerging global opportunistic
pathogenx. Clinical Microbiology Reviews, 25, 2-41. http://doi.org/10.1128/CMR.00019-11

Bush, K. 2010. «Bench-to-bedside review: The role of B-lactamases in antibiotic-resistant
Gram-negative infections». Critical Care, 14, 224. http://doi.org/10.1186/cc8892

Capone, A.; Giannella, M.; Fortini, D.; Giordano, A.; Meledandri, M.; Ballardini, M.,;
Petrosillo, N. 2013. «High rate of colistin resistance among patients with carbapenem-resistant
Klebsiella pneumoniae infection accounts for an excess of mortality». Clinical Microbiology and
Infection, 19. http://doi.org/10.1111/1469-0691.12070

Cazali, |. 2013. «Entrevista infecciones nosocomiales». Unidad de Nosocomiales UNICAR.

Chambers, H. F., & Deleo, F. R. 2010. NIH Public Access, 7(9), 629-641.
http://doi.org/10.1038/nrmicro2200.Waves

Chen, Y.-Y., Pesus, Y.-C., & Pesus, C. 1994. «Impact of nosocomial infection on cost illness

and length of stay in intensive care units». Journal of Clinical Microbiology, 32(12), 3002 — 3007.

Custovic, A., Smajlovic, J., Tihic, N., Hadzic, S., Ahmetagic, S., & Hadzagic, H. 2014.
«Epidemiological Monitoring of Nosocomial Infections Caused by Acinetobacter Baumannii».
Medical Archives, 68(6), 402. http://doi.org/10.5455/medarh.2014.68.402-406

41



42

Dave, S. B., Toma, H. S., & Kim, S. J. 2011. «Ophthalmic antibiotic use and multidrug-
resistant Staphylococcus epidermidis: A controlled, longitudinal study». Ophthalmology, 118(10),
2035-2040. http://doi.org/10.1016/j.0phtha.2011.03.017

de Kraker, M. E. a, Davey, P. G., & Grundmann, H. 2011. «Mortality and hospital stay
associated with resistant Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteremia: Estimating the
burden of antibiotic resistance in Europe». PLoS Medicine, 8(10).
http://doi.org/10.1371/journal.pmed.1001104

Doern, G. V., Vautour, R., Gaudet, M., & Levy, B. 1994. «Clinical impact of rapid in vitro
susceptibility testing and bacterial identification». Journal of Clinical Microbiology, 32(7), 1757—
1762.

Ducel, G. Fabry, J. Nicolle, L. Girard, R. Perraud, M. Priss, A. Savey, a. 2009. «Prevencion de
las infecciones nosocomiales». Who.int, 2, 70. http://doi.org/10.1590/S0036-36341999000700012

Fluit, A., Visser, M., & Schmitz, F. 2001. «Molecular detection of antimicrobial resistance».
Clinical Microbiology Reviews, 14(4), 836-871. http://doi.org/10.1128/CMR.14.4.836

Georgios, M., Egki, T., & Effrosyni, S. 2014. «Phenotypic and Molecular Methods for the
Detection of Antibiotic Resistance Mechanisms in Gram Negative Nosocomial Pathogens». In
Tends in Infectious Diseases. http://doi.org/10.5772/57062

Girlich, D., Poirel, L., & Nordmann, P. 2015. «Clonal distribution of multidrug-resistant
Enterobacter cloacae». Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 81, 264-268.
http://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2015.01.003

Gold, W. L., & Salit, I. E. 2006. «Aeromonas hydrophila». 1357-1360.
Grajeda, G. 2015. Entrevista tasa de infeccion.Unidad de pediatria UNICAR.

Hermann, T. 2007. «Aminoglycoside antibiotics: Old drugs and new therapeutic approaches».
Cellular and Molecular Life Sciences. http://doi.org/10.1007/s00018-007-7034-x

Iregui, M., Ward, S., Sherman, G., Fraser, V. J., & Kollef, M. H. 2007. «Clinical Importance of
Delays in the Initiation of Appropriate Antibiotic Treatment for Clinical Importance of Delays in
the Initiation of Appropriate Antibiotic Treatment for Ventilator-Associated Pneumoniax.
http://doi.org/10.1378/chest.122.1.262



43

Johnson, J. R., Tchesnokova, V., Johnston, B., Clabots, C., Roberts, P. L., Billig, M.,
Sokurenko, E. V. 2013. «Abrupt emergence of a single dominant multidrug-resistant strain of
Escherichia coli». Journal of Infectious Diseases, 207, 919-928.
http://doi.org/10.1093/infdis/jis933

Kahlmeter, G., & Poulsen, H. O. 2012. «Antimicrobial susceptibility of Escherichia coli from
community-acquired urinary tract infections in Europe: The ECO-SENS study revisited».
International Journal of Antimicrobial Agents, 39(1), 45-51.
http://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2011.09.013

Livermore, D. M. 2002. «Multiple mechanisms of antimicrobial resistance in Pseudomonas
aeruginosa: our worst nightmare?»Clinical Infectious Diseases : An Official Publication of the
Infectious Diseases Society of America, 34, 634-640. http://doi.org/10.1086/338782

Longhi, C.; Conte, M. P.; Marazzato, M.; lebba, V., Totino, V., Santangelo, F.; Comanducci, a.
2012. «Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance determinants in Escherichia coli from
community uncomplicated urinary tract infection in an area of high prevalence of quinolone
resistance». European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 31, 1917-1921.
http://doi.org/10.1007/s10096-011-1521-6

Longo, G., Alonso-Sarduy, L., Rio, L. M., Bizzini, A., Trampuz, A., Notz, J.; Kasas, S. 2013.
«Rapid detection of bacterial resistance to antibiotics using AFM cantilevers as nanomechanical
sensors». Nature Nanotechnology, 8, 522-6. http://doi.org/10.1038/nnano.2013.120

Oliphant, C., & Green, G. 2002. «Quinolones: A Comprehensive Review». American Family
Physician, 65(3), 455-465. Retrieved from http://www.aafp.org/afp/2002/0201/p455.html

Organizacion Panamericana de la Salud. 2011. «Informe Anual de la Red de Monitoreo/
Vigilancia de la Resistencia a los Antibi6ticos 2009». http://doi.org/978-92-75-33194-1

Oteo, J., Cercenado, E., Vindel, A., Bautista, V., Ferndndez-Romero, S., Saéz, D.;Campos, J.
2013. «Qutbreak of multidrug-resistant CTX-M-15-producing Enterobacter cloacae in a neonatal
intensive  care unit». Journal of  Medical Microbiology, 62, 571-575.
http://doi.org/10.1099/jmm.0.053017-0

Park, S. Y., Kang, C.-l., Joo, E.-J,, Ha, Y. E., Wi, Y. M., Chung, D. R.; Song, J.-H. 2012.

«Risk factors for multidrug resistance in nosocomial bacteremia caused by extended-spectrum -



44

lactamase-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae». Microbial Drug Resistance
(Larchmont, N.Y.), 18(5), 518-24. http://doi.org/10.1089/mdr.2012.0067

Patra, S., Bhat Y, R., Lewis, L. E., Purakayastha, J., Sivaramaraju, V. V., Kalwaje E, V., &
Mishra, S. 2014. «Burkholderia cepacia Sepsis Among Neonates». The Indian Journal of
Pediatrics. http://doi.org/10.1007/s12098-014-1473-9

Perez, F., Rudin, S. D., Marshall, S. H., Coakley, P., Chen, L., Kreiswirth, B. N., ... Bonomo,
R. a. 2013. «OgxAB, a quinolone and olaquindox efflux pump, is widely distributed among
multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae isolates of human origin». Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 57(9), 4602-4603. http://doi.org/10.1128/AAC.00725-13

Poole, K. 2011. «Pseudomonas aeruginosa: Resistance to the max». Frontiers in
Microbiology, 2(April), 1-13. http://doi.org/10.3389/fmich.2011.00065

Pulido, M. R., Garcia-Quintanilla, M., Martin-Pefia, R., Cisneros, J. M., & McConnell, M. J.
2013. «Progress on the development of rapid methods for antimicrobial susceptibility testing».
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 68(June), 2710-2717. http://doi.org/10.1093/jac/dkt253

Sanchez, G. V., Master, R. N., Clark, R. B., Fyyaz, M., Duvvuri, P., Ekta, G., & Bordon, J.
2013. «Klebsiella pneumoniae antimicrobial drug resistance, United States, 1998-2010».
Emerging Infectious Diseases, 19(1), 133-136. http://doi.org/10.3201/eid1901.120310

Schmieder, R., & Edwards, R. 2012. «Insights into Antibiotic Resistance Through
Metagenomic Approaches». Future Microbiology, 7(1), 73-89.

Snitkin, E. S., Zelazny, a. M., Thomas, P. J., Stock, F., Henderson, D. K., Palmore, T. N., &
Segre, J. a. 2012. «Tracking a Hospital Outbreak of Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae
with Whole-Genome Sequencing». Science Translational Medicine, 4, 148rall16-148rall6.
http://doi.org/10.1126/scitransImed.3004129

Standars, A. 2011. «Antimicrobial resistance learning site». Retrieved May 5, 2015, from
http://amrls.cvm.msu.edu/microbiology/detecting-antimicrobial-resistance/approaches-and-

strategies/approaches-and-strategies-in-detecting-antimicrobial-resistance.

Tadesse, D. a., Zhao, S., Tong, E., Ayers, S., Singh, A., Bartholomew, M. J., & McDermott, P.
F. 2012. «Antimicrobial drug resistance in Escherichia coli from humans and food animals,
United  States, 1950-2002». Emerging Infectious  Diseases, 18(5), 741-749.
http://doi.org/10.3201/eid1805.111153



45

Trenholme, G. M., Kaplan, R. L., Karakusis, P. H., Stine, T., Fuhrer, J., Landau, W., & Levin,
S. 1989. «Susceptibility testing of bacterial blood culture Clinical Impact of Rapid Identification
and Susceptibility Testing of Bacterial Blood Culture Isolates».27(6), 1342-1345.

Trust, T. J., & Chipman, D. C. 1979. «Clinical involvement of Aeromonas hydrophila».
Canadian Medical Association Journal, 120, 942-946.

Tzouvelekis, L. S., Markogiannakis, a., Psichogiou, M., Tassios, P. T., & Daikos, G. L. 2012.
«Carbapenemases in Klebsiella pneumoniae and other Enterobacteriaceae: An evolving crisis of
global dimensions». Clinical Microbiology Reviews, 25(4), 682—707.
http://doi.org/10.1128/CMR.05035-11

UNICAR. 2012. «Historia de Unidad de Cirugia Cardiovascular de Guatemala UNICAR».

Retrieved from http://www.unicargt.org/historia.html

Waldeisen, J. R., Wang, T., Mitra, D., & Lee, L. P. 2011. «A real-time PCR antibiogram for
drug-resistant sepsis». PLoS ONE, 6(12). http://doi.org/10.1371/journal.pone.0028528

Weinstein, R. 1998. «Nosocomial Infection Update». Emerging Infectious Diseases, 4(3), 416—
420. http://doi.org/10.3201/eid0403.980320

WHO (World Health Organization). 2015. «Drug resistance». Retrieved May 5, 2015, from
WHO. 2015. “Drug resistance”. World Health Organization.

http://www.who.int/drugresistance/Antimicrobial _Detection/en/

Woodford, N., & Sundsfjord, A. 2005. «Molecular detection of antibiotic resistance: when and

where?»Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 56(2), 259-261.






X. ANEXOS

Acorde a la seleccién del método, se procedid a realizar la propuesta de investigacion, para
dicha propuesta se utilizé el formato solicitado por CONCYT. La propuesta incluye referencias
bibliograficas, figuras y cuadros con formato y numeracion propios al documento. El objetivo de
la propuesta "Desarrollo de prueba diagnostica molecular para deteccién de resistencia a
antibidticos en menos de treinta horas en la unidad de pediatria en la Unidad de Cirugia
Cardiovascular (UNICAR)", es recaudar fondos para poder desarrollar la metodologia
seleccionada y adaptarla a las necesidades del hospital c6mo un servicio que contribuya a mejorar

el servicio brindado por el mismo.
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Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
Guatemala, Guatemala

Por este medio les manifiesto que en el sector salud se ha identificado desde 2009 el
problema consiste en que es necesario reducir el tiempo que toma realizar las pruebas
diagnosticas de infeccion bacteriana por los métodos de microbiologia clasica, en
especial en pacientes postoperatorios pediatricos, para que tengan una mejor calidad y
prospeccion de vida, y también se optimicen recursos hospitalarios. Razoén por la cual
es importante para nuestra organizacion Unidad de Cardiologia Pediatrica que el
proyecto: "Desarrollo de pruebas de deteccién de resistencia a antibiéticos por medio de
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Rector. M.A. Roberto Moreno Godoy

Sello de la Institucion: Nombre de la autoridad responsable de la
Institucion



5. PRESENTACION DEL PROYECTO: (Resumen ejecutivo).

5.1. TITULO
medio de antibiogramas de gPCR para las bacterias nosocomiales N
reportadas por la unidad de pediatria en la Unidad de Cirugia —
Cardinvaserilar (1 INICAR) L|

5.2. RESUMEN

El uso de antibiéticos en infecciones nosocomiales se ve limitado por la existencia
de resistencia que desarrollan las bacterias patdgenas a estas drogas. Existen mas
de tres familias de antibioticos con una gran variedad de drogas agrupadas en
cada una, sin embargo, igualmente variados son los mecanismos de resistencia
gue presentan las cepas bacterianas. En la unidad de pediatria de la unidad de
cirugia cardiovascular de guatemala (UNICAR), se resalta la importancia de obtener
resultados rapidos y certeros en cuanto a las resistencias a antibiéticos ya que
existen altas tasas de infecciones y estas deben ser tratadas a tiempo y
eficazmente. Se ha demostrado que reducir el tiempo de deteccién disminuye las
tasas de mortalidad, costos de cuidados post-operatorios y de estadia en el
hospital. La aplicacién de métodos novedosos es limitada, principalmente por
barreras como la falta de deteccion de nuevos mecanismos de resistencia y la poca
capacidad para determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC), por lo que los
métodos mas utilizados, a pesar de los largos periodos de incubacién, siguen
siendo tipicos. El uso de antibiogramas por gPCR, logra detectar la resistencia
desde un acercamiento fenotipico, asi como el MIC y reducir el tiempo de la prueba
a menos de 24hrs, realizando un hibrido entre los métodos fenotipicos y genotipicos.




5.3. OBJETIVOS:
5.3.1. Objetivo general

fles de UNICAR, aplicando la técnica de antibiogramas, en diferentes tipos de muestra.

5.3.2. Objetivos especificos

1. Implementar la deteccidn de la resistencia a al menos un antibiético de cada
familia por el método de antibiogramas de gPCR.

2. Implementar la deteccién de resistencia a antibiéticos por el método de
antibiogramas de gPCR en menos de 24hrs.

5.4. RESULTADOS ESPERADOS

Se espera obtener un protocolo estandarizado para una prueba diagndstica molecular
de deteccidn de resistencia bacteriana a al menos ocho antibidticos representativos
tanto de las familias de antibiéticos como de los tratamientos usualmente disponibles
en los hospitales (beta-lactamasas, aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, MLS,
glucopéptidos, tetraciclinas, trimetroprimas y cloranfenicol). El protocolo estara
basado en la técnica de de antibiogramas por qPCR. También se espera que la
prueba se pueda realizar en menos de 24hrs.
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5.5. IMPACTO DEL PROYECTO

Este es un proyecto de investigacion, desarrollo y aplicacion de pruebas
diagnosticas de bacterias nosocomiales, que sean mas rapidas que las actuales
y de costo optimizado a los recursos del pais. Por lo tanto consiste en varias
fases, siendo ésta la de desarrollo de la prueba a resistencia a antibiéticos, cuyo
efecto es a mediano plazo. El presente proyecto representa un punto critico para
el impacto en los pacientes, puesto que permitira determinar las condiciones de
la reaccién, viabilidad para todas las cepas consideradas, entre otros factores.
La siguiente fase sera validar la metodologia con pacientes operados en
UNICAR. Elimpacto a mediano plazo es directo a los pacientes de dicha
institucion, con el potencial de aplicacion a otras unidades hospitalarias. Con
una prueba disefiada adecuadamente, los pacientes tendran mejores
prondsticos de vida pues se les podra responder de mejor forma a infecciones
luego de la operacion. Por otro lado el proyecto de investigacion impacta al
hospital ya que se disminuiran los costos de cuidados de los pacientes.
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6. DESARROLLO DEL PROYECTO:
6.1. Resumen del proyecto

El uso de antibidticos en infecciones nosocomiales se ve limitado por la
resistencia que desarrollan las bacterias a estas drogas. Existen mas de 3
familias de antibiéticos con una gran variedad de drogas agrupadas en cada
una, sin embargo, igualmente variados son los mecanismos de resistencia que
se presentan en las cepas bacterianas. En la unidad de pediatria de UNICAR se
resalta la importancia de obtener resultados rapidos y certeros en cuanto a las
resistencias a antibiéticos ya que existen altas tasas de infecciones y estas
deben ser tratadas a tiempo y de manera eficaz. Se ha demostrado que reducir
el tiempo de deteccion disminuye las tasas de mortalidad, costos de cuidados
post-operatorios y de estadia en el hospital. La aplicacion de métodos
novedosos es limitada, principalmente por barreras como la falta de deteccién de
nuevos mecanismos de resistencia y la poca capacidad para determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC), por lo que los métodos més utilizados, a
pesar de los largos periodos de incubacion, siguen siendo fenotipicos. El uso de
antibiogramas por gPCR, lograra detectar la resistencia desde un acercamiento
fenotipico, asi como el MIC y reducir el tiempo de la prueba a menos de 24
horas, realizando un hibrido entre los métodos fenotipicos y genotipicos

6.2.Palabras clave

antibiograma  resistencia  antibiéticos @ gPCR infecciones nosocomiales
postoperatorio técnica diagndéstica molecular

6.3.Introduccién

En la unidad de cirugia cardiovascular de Guatemala (UNICAR) se realizan
alrededor de 300 cirugias en el area de pediatria al afio y el numero de
procedimientos crece afio con afio. Desempefiando sus funciones desde los
afos 70's, el hospital es de gran importancia a nivel nacional y regional al ser
una unidad pionera en cirugia cardiovascular pediatrica (UNICAR, 2012).
Ademas de ser financiada por el gobierno, las donaciones de instituciones no
lucrativas como la fundacion Aldo Castafieda o la fundacion Ronald McDonald,
contribuyen a realizar los procedimientos quirdrgicos necesarios (UNICAR,
2012). La labor de dicha institucion y la colaboracién con otras hace que este
hospital tenga un nicho Unico de pacientes, tanto por su especializacion en el
area pediatrica como por el sector socioecondmico que atiende.
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En el hospital, como en muchos otros, los problemas de infecciones adquiridas
intrahospitalariamente (infecciones nosocomiales, IN) tienen un gran impacto en
el prondstico de vida de los pacientes (Chen, 1994; Cazali, 2013) En la Figura 1.
en la seccién de Anexos se resalta la necesidad de este proyecto, que nace
como continuacion de "Desarrollo de pruebas moleculares para la deteccion de
bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico
de UNICAR". uno de los factores mas importantes por los que ocurren las IN en
pacientes postoperatorios es la inmunosupresion de los pacientes tras la
intervencidon quirdrgica. Este tipo de paciente, de por si esta en un proceso de
cicatrizacion y afrontando los riesgos asociados a la cirugia propiamente (cabe
mencionar que UNICAR ha reducido este riesgo a 10% de mortalidad,
comparable al de paises desarrollados). Por lo que una IN tiene mas
probabilidad de ocurrir y un impacto mayor, que en pacientes postoperatorios de
otras areas del hospital, porque pone en riesgo la vida del paciente. Se han
reportado casos fatales de IN, en varios de ellos por resistencia bacteriana. Las
IN disminuyen el pronéstico y calidad de vida de un paciente, especialmente en
la unidad de pediatria, por tratar a infantes (Chen, 1994). Se ha demostrado que
una deteccion temprana tanto de las bacterias como de los patrones de
sensibilidad a antibioticos reduce la tasa de mortalidad, costos de cuidados y
tiempo de estadia en el hospital (Doern et al., 1994). Esto esta intrinsecamente
relacionado a la fisiologia bacteriana, puesto que el tratamiento es mas efectivo
previo a que el crecimiento bacteriano llegue a crecimiento exponencial. Por lo
gue es altamente recomendado realizar dichas detecciones tempranas de
manera sistematica en los pacientes que se consideran mas susceptibles (e.g.
pediatricos postoperatorios) o aquéllos que presentan sintomas subclinicos de
infeccidn, para asi implementar tratamientos adecuados y de forma efectiva
contra los microorganismos que infectan al paciente (Weinstein, 1998). Esto
ayuda a los médicos encargados a tomar decisiones mas rapidamente, que
serian mas acertadas y adecuadas para cada paciente.

A nivel global, existe un aumento en la frecuencia de bacterias resistentes a
antibidticos, lo cual representa un riesgo latente para la humanidad, el cual debe
ser atendido desde ya. Entre las estrategias que propone la organizacion
mundial de la salud , estd la deteccion mas rapida de bacterias y su resistencia
a drogas, a fin de proveer tratamientos adecuados y oportunos, que mejoren el
pronodstico de vida de los pacientes (WHO, 2015). Una variedad de tecnologias
se han aplicado o han sido desarrolladas para cumplir con este propdsito, sin
embargo, alun no se ha reemplazado el estandar de oro (Gold Standard) dado
por la microbiologia clasica: la utilizacion de métodos fenotipicos para la
deteccion de resistencia a drogas, siendo la difusion por disco la prueba mas
representativa la (AST Standars, 2011),. Los métodos que han intentado
disminuir el tiempo de determinacion de susceptibilidad a antibioticos se basan
en una amplia variedad de técnicas, por ejemplo: : métodos basados en PCR,
espectrometria de masas, microarreglos, microfluidos, lisis celular vy
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secuenciacion del genoma. Aunque las ventajas y desventajas son diversas, las
limitaciones generales pueden concretarse a la deteccion de bacterias y su
capacidad de resistencia en al menos 24 horas, la deteccion de nuevos
mecanismos de resistencia bacteriana, y la determinacion de la concentraciéon
minima inhibitoria (MIC) de antibi6ticos (Pulido et al., 2013). Siendo el factor
tiempo, un punto crucial para el tratamiento, las nuevas técnicas diagnosticas
deben batir el record de 24 horas.

Las técnicas diagnosticas basadas en biologia molecular son una opcién a
considerar, puesto que pueden cumplir con el requerimiento de tiempo y
especificidad. Requiriendo investigacion y desarrollo de las mismas. En este
proyecto, se busca obtener el antibiograma a partir de cuantificar bacteria, tanto
en ausencia como en presencia de antibiéticos, midiendo la cantidad de ARNr
(acido ribonucleico ribosomal) bacteriano, una modificacion planteada por Pulido
(et. Al. 2013). Para ello se utilizara la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real o cuantitativo (QPCR), el cual supera las barreras
planteadas(Pulido et al., 2013). En breve, se expone al material infeccioso (e.qg.
sangre) a diferentes antibiéticos y concentraciones de los mismos, para después
cuantificar el gen bacteriano 16S ARNr a través de qPCR., de Resultando en un
antibiograma con el cual se puede determinar la MIC, patrones de
susceptibilidad y resistencia, utilizando la muestra directamente.. Este método
(Antibiograma por gPCR) toma la ventaja de la rapidez de los métodos
moleculares gPCR y de los métodos fenotipicos, logrando ademas superar a
barrera de detectar nuevos mecanismos de resistencia (Waldeisen et al., 2011).

6.4.Estado del arte
6.4.1 Marco teorico
l. Antibiéticos su funcion y mecanismo de resistencia reportados

Existe una gran variedad de antibidticos, estos se dividen en familias
dependiendo de su estructura y su forma de accion. Ya que cada familia ataca
algun componente bacteriano diferente, las bacterias también desarrollan
mecanismos de resistencia acordes a cada antibiético implicando a la vez,
meétodos variados de deteccion. Algunas resistencias se deben a enzimas
bacterianas que inactivan la droga, otras por mutaciones o modificaciones post-
traduccionales que disminuyen la afinidad de la enzima por la droga o bien
bombas de eflujo que expulsan la droga hacia el exterior de la célula (Fluit et al.,
2001). En el Cuadro 1. a continuacion, se pueden observar 8 familias de
antibiéticos, su forma de accion, las resistencias que han sido reportadas, un
antibidtico que representa la familia y algunos métodos de deteccion
moleculares que se proponen o se utilizan segun la literatura.
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Cuadro 1. Antibidticos, familia, accion, resistencia, antibiotico representativo de
la familia y métodos moleculares de deteccion reportados.

Familia

Accion

Resistencia

Antibiotico
representativo

Métodos de deteccion
reportado en la literatura

Inhiben la sintesis
de la pared celular

La enzimas betalactamasas, hidrolizan el
medicamento. Otro mecanismo es la
reduccion de la afinidad de Proteinas de
unién a penicilina (PBPs). Y bombas de
eflujo. La resistencia a esta familia se
clasifica en varios grupos segun su
secuencia genética: A. Activa contra beta-
lactamasas de espectro extendido (ESBL), C.
Actlia cuando hay sobreexpresion, D.
Hidrolizan oxalicina, B. Actlia contra
penicilinas y cefalosporinas. (Fluit et al.,

Meticilina,
penicilina, beta-
lactamasas
comunes,
ESLB y metalo
beta-

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), para genes
especificos. Inmunoensayos.
PCR de plasmidos. Polimorfismos
conformacionales de cadena
sencilla (PCR-SSCP).
Electroforesis de campo pulsado
en gel (PFGE). PCR multiplex.

Betalactamicos (Bush, 2010). 2001; Bush, 2010). lactamasas (Fluit et al., 2001; Bush, 2010)
Hay tres tipos de resistencia:
*Aminoglucésido acetil-transferasa (ACC),
Aminoglucésido adenilil transferasa (ANT) y
Aminoglucésido fosfotransferasa (APH), las
Inhiben sintesis de | tres formas modifican la droga y esta ya no
proteinas, se unen | puede realizar la accion. Hay también PCR. Electroforesis de campo
a los ribosomas reportadas resistencias por mutaciones en el pulsado en gel (PFGE). PCR
bacterianos ribosoma y bombas de eflujo (Fluit et al., multiplex. Microarreglos (Fluit et
Aminoglucésidos | (Hermann, 2007) 2001; Hermann, 2007). Gentamicina al., 2001; Hermann, 2007).

Fluoroguinolonas

Inhibe la
topoisomerasa Il o
IV lo cual afecta la
replicacion y
mantenimiento del
microorganismo
(Fluit et al., 2001).

Alteraciones en la enzima que disminuyen la
afinidad en la regién determinante de la
resistencia a quinolona (QRDR). Bombas de
flujo (Fluit et al., 2001; Oliphant y Green,
2002).

Ciprofloxacina

Polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion(RFLP).
Secuenciacion. PCR. PCR alelo
especifico (Fluit et al., 2001;
Oliphant y Green, 2002).

Macrélidos,
linosamida y
estreptogramina
(MLS)

Inhibe la sintesis
de proteinas al
unirse al ARNr 23S
(Fluit et al., 2001).

Mutaciones en el gen 23S ARNr y en genes
mef que previene la unién de la droga a la
ribozima (Fluit et al., 2001)

Eritromicina

PCR aunque no es recomendado
por lo que los métodos
moleculares no son practicos
para determinar dicha resistencia
(Fluit et al., 2001).

Glucopéptidos

Union a cadenas
de peptidoglicanos
lo cual destruye al
pared celular (Fluit
et al., 2001).

Peptidoglicanos cambian de D-alanil-Dlactato
a D-alanil-Dserina (Fluit et al., 2001).

Vancomicina

PCR_(Fluit et al., 2001).

Tetraciclinas

Inhibe la sintesis
de proteinas a
partir de la unién a
la ribozima ARNr
30S.

Existen hasta 20 resistencias diferentes a
tetraciclina y 3 a oxitetraciclinas Algunos
mecanismos son bombas de eflujo y
proteccion del ribosoma (Fluit et al., 2001).

Tetraciclina

Hibridizacién ADN-ADN. PCR.
(Fluit et al., 2001).

Inhibicion
competitiva con
acido dihidrofolico,
por lo que inhiben
la enzima
dihidrofolato
reductasa (DHFR),
necesaria para la
sintesis de purinas

PCR, aunque la variabilidad de

y algunos Mutaciones en DHFR, adquisicién de genes los mecanismos ha hecho que
aminodcidos (Fluit | de resistencia y sobreproduccion de enzima | Trimetroprima | estos métodos no sean
Trimetroprima et al., 2001). (Fluit et al., 2001). sulfametoxanol. | prometedores (Fluit et al., 2001).

Cloranfenicol

Inhibe la sintesis
de proteinas
uniéndose a ARNr
50S (Fluit et al.,
2001).

Bombas de eflujo y acetiltransferasas (Fluit et
al., 2001).

Cloranfenicol

No se han generado métodos
moleculares efectivos para
detectar éstas resistencias (Fluit
et al., 2001).
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Il. Mecanismos de resistencia a antibiéticos por cada bacteria

A continuacion se observa un cuadro donde se resaltan las resistencias
reportadas para las bacterias mas frecuentes en UNICAR. Aunque en
Guatemala no hay datos actualizados sobre las resistencias de cada una de
éstas bacterias, los mecanismos reportados son comunes para cada especie por
lo que es importante tomar en cuenta los reportes internacionales. Dada la
resistencia se pueden establecer metodologias para una deteccién generalizada
de las mismas.

Cuadro 2. Resistencias reportadas para las bacterias mas frecuentes en

UNICAR.
Bacteria Resistencias reportadas
Resistente a multiples drogas (MDR). Mas frecuentemente beta-
Acinetobacter lactamicos clase A, B C y D, aminoglucésidos, quinolonas y tetraciclinas
baumannii (Pérez et al., 2007, Badave y Dhananjay, 2015)..

Aeromonas hydrophila | Beta- lactdmicos, tetraciclinas, trimetroprina.

Aminoglucésidos, quinolonas y algunos beta-lactamicos (Patra et al.,
Burkholderia cepacia |2013; Tseng et al., 2014)

Enterobacter cloacae | Beta-lactdmicos y ESBL. (Girlich, Poirel y Nordmann, 2014)

Cefalosporinas, ESLB, Quinolonas y trimetroprina (Jhonson et al., 2012;
Escherichia coli Park et al)

ESBL. Carbapenem (Tzouvelekls et al., 2015). Tetraciclina (Sanchez et
Klebsiella pneumoniae | al., 2013).

Pseudomonas

aeruginosa Carbapenem (Livermore, 2015; Breinsetein et al., 2011; Poole, 2011)
Comunidad asociada de Staphylococcus aureus multi resistente (CA-

Staphylococcus MRSA), beta-lactdmicos, tetraciclinas. (Chambers et al., 2010; Kraker et

aureus al., 2011)

Staphylococcus

epidermidis Quinolonas. (Dave, 2011)

Stenotrophomonas

maltophilia Quinolonas, tetraciclina, beta-lactamicos.

V. Técnicas de deteccion de resistencia a antibioticos

Las resistencias a antibioticos son una urgencia internacional en el area de
microbiologia clinica, ya que cada vez las drogas que tenemos a disponibilidad
son menos funcionales para combatir infecciones (AST Standars, 2011).
Algunas organizaciones como Clinical Laboratory Standars Institue (CLSI) de
E.E.U.U. World Organization for Animal Healt (OIE) de U.E., CDS Antibiotic
sensivity testings (CDS-AST) de Australia, han vigilado y recomendado
estandares para la deteccion de resistencias bacterianas y resaltado la
importancia del desarrollo de nuevas metodologias para una deteccidbn mas
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rapida (AST Standars, 2011). Los dos métodos, dependiendo de la organizacion,
que se recomiendan son el método de difusion de disco y el método de
Concentracion Minima Inhibitoria por dilucion en placa (WHO, 2015). Las
estrategias mas importantes son la deteccion temprana, vigilancia para resaltar
resistencias comunes, confirmacién y seguimiento de casos, investigacion e
interpretacion de datos rutinarios y sobre todo el incremento de protocolos para
mejorar los métodos de deteccibn y que esos sean rapidos y eficientes
(WHO,2015). Las metodologias buscan ser mas rapidas que las técnicas
tradicionales a pesar del aumento de costos (Gerogios et al., 2014). Algunos de
los métodos son la metagenémica, pirosecuenciacion, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y PCR cuantitativo (qQPCR) (Schmieder y Edwards, 2012;
Woodford y Sundsfjor, 2005). Sin embargo, existe aun mucho debate, ya que las
técnicas de PCR no logran determinar si las bacterias estan muertas o vivas, por
lo que se proponen algunas metodologias como cantilever fluctuation que es
sensor nanomecanico que en pocos minutos logra detectar la reaccion de la
bacteria ante la droga (Longo et al., 2013).

Los métodos son variados, algunos son basados en PCR, otros utilizan equipos
especializados como la espectrometria de masas con matriz asistida con laser
de desorcién/ionizacion midiendo el tiempo de corrida (MALDI-TOF MS),
microarreglos, microfluidos, lisis celular y secuenciacion de todo el genoma
bacteriano (Pulido et al., 2013).

A pesar de la variedad de métodos el que mas ventajas presenta es el
antibiograma por qPCR, con este método se logra determinar rapidamente por
su componente molecular y sensible y especifico por su parte de métodos
fenotipicos (Pulido et al., 2013).El método logra determinar la resistencia,
susceptibilidad, concentracion minima inhibitoria, si la resistencia no ha sido
reportada previamente también es detectable. Este método tiene una fase de
crecimiento en diferentes concentraciones de antibiotico, lo cual ayuda a
determinar el MIC, luego utiliza un termociclador en tiempo real para amplificar
ADN conservado en la bacteria aumentando la rapidez del método. Ademas de
ser cuantitativo es sensible y especifico, ya que la sensibilidad es alta se puede
dar un mejor consejo en cuanto a tratamiento y comparar varios antibiéticos para
brindar terapias combinadas (Waldsein et al., 2011).

V. Efecto de deteccidbn temprana en costo de cuidados y permanencia
intrahospitalaria

La identificacidn rapida de las bacterias y de la resistencia a antibiéticos provee
informacion que es de gran importancia para la toma de decisiones en cuanto a
tratamiento en un paciente con infeccibn nosocomial, la detecciébn en menor
tiempo que la microbiologia clasica ayuda a que el tratamiento sea mas efectivo.
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En la Universidad de Massachusetts se realizo un estudio en el cual se encontro
que los costos finales de hospitalizacion se ven afectados drasticamente al
utilizar técnicas rapidas de deteccion. También se tomo en cuenta la mortalidad,
dias de tratamiento intensivo e intermedio y 10horas contra 25 horas de
deteccion mas el tiempo de incubacion (Doern et al., 1994). En un hospital en
Chicago realizaron un estudio utilizando un equipo comercial con el cual se
detectaba en menos de 8 horas mas la fase de crecimiento, se encontré que se
podia brindar una mejor y més rapida terapia y un ahorro (en 1989) de $158 por
paciente (Trenholme et al., 1989).

El flujo de trabajo también es importante para mejorar el tiempo de deteccion, en
lllinois observaron que con 5 horas de diferencia se logra dar un mejor
tratamiento, disminuyo significativamente la tasa de mortalidad, tiempo de
estadia y costo total del paciente resultando en un total de $2000 de ahorro por
paciente, en este hospital se estimé que con 5 horas de mejora se ahorrarian 4
millones de dolares al afio Barenfanger, Drake y Kacich, 1999). Es por esto que
la deteccién temprana implica la un aumento en la sobrevivencia de los
pacientes y también un ahorro econémico que puede ser invertido para brindar
mejores servicio. Ademas se ha observado que al retrasarse el tiempo de
obtencion de resultados la tasa de mortalidad de los paciente aumenta, haciendo
el tiempo esencial en la deteccion de la bacteria y el perfil de susceptibilidad a
antibidticos (Iregui et al., 2002).

6.4.2 Justificaciéon de demanda

En UNICAR existe un alta incidencia de infecciones nosocomiales, atribuido a
pacientes inmunosuprimidos tanto por el procedimiento quirdrgico como por la
edad, ya que son pacientes pediatricos (Cazali, 2013). Las bacterias causantes
de estas infecciones intrahospitalarias al igual que su susceptibilidad a
antibidticos, son detectadas por microbiologia clasica, llevandose a cabo entre
48 y 72 horas (Cazali, 2013; ATS Standars, 2011). Debido a esto los pacientes
no reciben un tratamiento adecuado a tiempo, lo cual incide en la tasa de
mortalidad, cuidados hospitalarios y permanencia del paciente en el hospital
(Chen et al., 1994). La susceptibilidad a antibioticos es tan importante como la
determinacion de la bacteria que causa la infeccion, ya que los métodos
utilizados no son los suficientemente rapidos, es de gran importancia aplicar
metodologias que superen las barreras de tiempo, y que a la vez, sean lo
suficientemente sensibles y especificos (Pulido et al., 2013). Se ha demostrado
gue al mejorar el tiempo de deteccidn se obtienen mejoras en el pronostico de
vida del paciente y los costos en que incurre el hospital (Doern et al., 1994;
Trenholme et al.,, 1989; Iregui et al., 2002). Debido a que UNICAR, una
institucion sin fines de lucro, realiza procedimientos en base asignaciones del
presupuesto estatal y a donaciones la disminucion de costos y la optimizacion de
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las pruebas de laboratorio permitiria, ademas de las ventajas directas a la salud
de los pacientes, aumentar el nUmero de intervenciones realizadas a pacientes
y asi mejorar el servicio que brinda el hospital (UNICAR, 2012). Este proyecto
pretende implementar la técnica de antibiogramas de qPCR para la
determinacion de resistencia a drogas de las principales bacterias causantes de
infecciones nosocomiales en UNICAR y de esta forma contribuir a mejorar el
prondstico y la calidad de vida de los pacientes atendidos.

6.5. Planteamiento del problema
La alta incidencia de infecciones nosocomiales y el constante incremento en la
frecuencia de resistencias a antibiéticos afecta directamente la sobrevivencia y
calidad de vida de los pacientes, asi como los costos de cuidados
intrahospitalarios y el tiempo de permanencia. La deteccién temprana de
resistencia a drogas es esencial para mejorar la eficacia de los tratamientos a
utilizar y el pronéstico de vida de los pacientes.
6.6. Objetivos

6.6.1. General
Estandarizar una prueba diagndéstica molecular para la resistencia bacteriana a
tres familias de antibi6ticos por cepas reportadas por la Unidad de Nosocomiales
de UNICAR, aplicando la técnica de antibiogramas, en diferentes tipos de
muestra.

6.6.2. Especificos

l. Implementar la deteccion de la resistencia a al menos un antibiético de
cada familia por el método de antibiogramas de qPCR.

Il. Implementar la deteccion de resistencia a antibiéticos por el método de
antibiogramas de gPCR en menos de 24hrs.

6.7.Hipotesis (si aplica)

Ha: El método de antibiogramas por qPCR es viable para detectar la
resistencia a varias familias de antibiéticos en menos de 24 horas.

Ho: El método de antibiogramas por qPCR no es viable para detectar la
resistencia a varias familias de antibi6éticos en menos de 24 horas.
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6.8. Metodologia

La metodologia que se llevar4d a cabo serd la realizacion de antibiogramas
utilizando gPCR segun propuesto por Waldesein et al. en el afio 2011.

Crecer las bacterias en agar sangre y luego crecerlas en medio liquido hasta
concentraciones entre 50 y 200UFC/mL. Tomar 1 mL de la muestra y mezclarla
con 9mL de medio LB, el cultivo se crecié en una incubadora con agitacion a
37°C en presencia de diferentes antibidticos. Separar la mezcla centrifugando
por 10min a 525g.

Colectar 9.5 mL de sobrenadante. Centrifugar por 10min a 4,700g el
sobrenadante. Decantar y resuspender en 125ul de buffer RIPA, agitar esta
solucion con un Vortex. Incubar a 25°C por 5min. Agregar 20uL de ADNasa con
20pL de buffer e incubar a 37°C por 30min. Centrifugar a las por 10min a
4700g. Decantar el sobrenadante. Lavar el pellet con 0.5mL de buffer RS con
25mM de EDTA , centrifugando a 4700g por 5min. Lavar otra vez con 0.5mL de
buffer RS sin EDTA y centrifugando por 4min a 4700g. Resuspender en 25puL de
buffer RS. La muestra luego es colocada en el sonificador por 1min previo a
usarla para realizar el PCR en tiempo real.

Se utilizaran cebadores comerciales para el gen 16S ARNr, y 2uL de muestra.
Luego se obtendran los antibiogramas a través de las curvas de
amplificacion. Inicialmente se utilizaran parametros reportados en la literatura, y
se optimizaran segun los resultados obtenidos. Se trabajara en triplicado, con al
menos cinco bacterias que hayan sido reportadas por la unidad de nosocomiales
de UNICAR.

Para la interpretacién de resultados se utilizaran los pardmetros recomendados
por los autores, se interpretan los valores de del nUmero de ciclo en que la curva
de amplificacion sobrepasa 0.5, luego se procedera a una comparacién entre los
valores de la curva con presencia de antibiético y sin presencia del mismo, los
autores asignan valores >3.0 como susceptible y <3.0 como resistente.

6.9. Resultados esperados

Se espera obtener un protocolo estandarizado para una prueba diagnoéstica
molecular de deteccion de resistencia bacteriana a al menos ocho antibiéticos
representativos tanto de las familias de antibidticos como de los tratamientos
usualmente disponibles en los hospitales (beta-lactamasas, aminoglucdsidos,
fluoroquinolonas, MLS, glucopéptidos, tetraciclinas, trimetroprimas vy
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cloranfenicol). El protocolo estara basado en la técnica de de antibiogramas por
gPCR. También se espera que la prueba se pueda realizar en menos de 24hrs.

6.10. Beneficiarios

Los beneficiarios directos son los pacientes del hospital UNICAR vy el hospital
mismo.

6.11.Impacto del proyecto

El impacto de la investigacion, al aplicar la metodologia en muestras
hospitalarias, es directo a los pacientes operados en UNICAR en el area de
pediatria. Los pacientes tendran mejores prondésticos de vida pues se les podra
responder de mejor forma a infecciones luego de la operacion. Por otro lado el
proyecto de investigacion impacta al hospital ya que se disminuiran los costos de
cuidados de los pacientes.

6.12.Implicaciones éticas

En este proyecto de investigacién no se realizardn pruebas en sujetos humanos,
la metodologia se desarrollara a partir de aislados de bacterias.
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6.15. Capacidad Institucional

La Universidad del Valle de Guatemala es una de las entidades académicas mas
reconocidas del pais. Es una de las pocas instituciones que posee un Instituto
de Investigaciones dedicado a hacer investigacion cientifica de alto nivel en
areas bioldgicas y de la salud. Inicialmente la Universidad del Valle colaboré
estrechamente con el sector agricola, especificamente con los sectores
azucarero y cafetalero, en la resolucion de problemas agronémicos que
ayudarian a mejorar la productividad y calidad de productos tradicionales y no
tradicionales. Asi también el Centro de Estudios en Salud ha desarrollado
diversos proyectos en el area de Malaria, Chagas, entre otras enfermedades
tropicales.

El Departamento de Bioquimica y Microbiologia ha graduado a mas de 50
profesionales, muchos de ellos se han convertido en investigadores tanto dentro
de UVG como en otras instituciones. El Departamento cuenta con el apoyo y
orientacion cientifica y administrativa del Instituto de Investigaciones de UVG,
asi como instalaciones necesarias para realizar experimentos en el area de
biologia molecular. Debido a que se han detectado necesidades dentro del area
de técnicas moleculares que aun no han sido cubiertas por otros entes, y
considerando la capacidad cientifica y administrativa que UVG brinda al Depto.
De Bioquimica y Microbiologia, se propone esta iniciativa de investigacion.

La UVG ha expandido sus investigaciones gracias a los aportes como los
financiados por CONCYT y a programas de cooperacion internacional debido al
gran prestigio del que goza. El instituto maneja actualmente mas de 40
proyectos en diversas areas de la investigacion. También, UVG continda la
creacion de nuevos proyectos que busquen resolver necesidades del pais. La
mayoria de proyectos con relacibn al &rea agrondémica y enfermedades
tropicales, incursionando con los métodos mas avanzados y con la tecnologia
mas actual de que se dispone en Guatemala.

Los laboratorios de la Universidad del Valle cuentan con equipo de alta
tecnologia, necesario para hacer todas las pruebas necesarias en este proyecto.
El equipo necesario para la ejecucion de este proyecto esta organizado en dos
laboratorios que forman el area del Depto. De Bioquimica y Microbiologia, pero
es necesaria la adquisicion de reactivos y kits de extraccion y amplificacion de
ADN para los diagnosticos de bacterias. Entre los equipos con los que cuenta la
Universidad se encuentran lectores micropipetas, centrifugas, balanzas
analiticas, campana de flujo laminar, espectrofotometros UV-visible y cuarto frio.

El laboratorio del Depto. De Bioquimica y Microbiologia de UVG cuenta con

facilidades para hacer diagnostico de bacterias mediante técnicas seroldgicas, y
técnicas moleculares, exceptuando el termociclador para RT-PCR.
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6.16. Anexos
6.16.1. Analisis de riesgo y plan de contingencia (si aplica)

No aplica
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6.16.2. Figura 1. Carta de aval resaltando la necesidad de inicio del proyecto

En la siguiente figura se resalta la necesidad de UNICAR de realizar proyectos
de investigacion que puede impactar a la institucion mejorando la calidad y
sobrevida de los pacientes que atiende.

Figura 1. Carta de aval resaltando la necesidad de inicio del proyecto

UNIDAD DE CIRUGIA CARDIOVASCULAR DE
GUATEMALA

Departamento de Pediatria

Guatemala,
14 de felrero 2014 a

Sentores Miembros del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
Ciudad de Guatemala, Guatemala

Senores:

Por este medie hago constar que el proyecto: Desarrollo de pruebas moleculares
para la deteccion de bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de
intensive pedidtrico de UNICAR tiene importancia para nuestra institucion y
para la sobrevida, y eventualmente la mejora de la calidad de vida de nuestros
pacientes. Por lo que se le otorga el aval institucional correspondiente.

Asf mismo, nuestra institucion se compromete a dar el apoyo requerido para que
se alcancen los objetivos indicados, incluyendo la supervision y evaluacion del

mismo, independientemente de las querealice la SENACYT.

Afentamente,

D Aldo Blistaneda

Jefe Departamento de Pediatria UNICAR

P.B.X. 2416-3000 Ext. 151 y 152 TellFax 24751908 5% Avenida 6-22, zona 11
tnicarp@unicargt.org
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6.16.2. Cronograma de trabajo
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Mes

No. Actividades/Semana

Organizacion de equipo de trabajo

Adquisicion de materiales y equipo

Comprobacion de resistencias por difusion de disco

Preparacion de materiales

Realizacidn de prueba a partir de cepas aisladas

Realizacion de prueba a partr de simulacion de muestras

O 100 |~ |o |w I | —

Elaboracion de prueba utiizando diferentes anibidticos

_
(=1

Optimizacin de prueba

11|Andlisis de resultados preliminares

12|Informe de resultados

—
(v5)

Estandarizacion de la prueba

—
o

Consolidacin de la prueba diagndstica

—_—
~

Disefio de trabajo para realizacion de la prueba rutinaria

—_—
oo

Elaboracion de informe final




6.16.3. Curricula vitae (del Investigador Principal como del equipo de
investigacion)

7. INFORMACION FINANCIERA:

7.1.Costo del proyecto:

Recursos solicitados al FONACYT: \ 392.300.00
Recursos de contrapartida: \ 416.175.00
Recursos de otras fuentes de \ 0.00
financiamiento:

Monto total del proyecto: \ 808
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7.2.Ficha Presupuestaria Financiera (Archivo Digital Excel ID-R-0010).
Imprimir y adjuntar a solicitud FODECYT
Guardar como documento Excel en CD, nombre del archivo: Ficha
Presupuestaria Financiera.

Requisito obligatorio: Con la asesoria del Analista Financiero de Proyectos, de la
Direccion Financiera de la SENACYT, justificar ampliamente cada uno de los
renglones solicitados por fuente de financiamiento (FONACYT, contrapartida y
de otras fuentes).

La Ficha Presupuestaria Financiera propuesta debera tener el Vo.Bo. del
Analista Financiero de Proyectos, de la Direccion Financiera de la SENACYT.

NOTA: ESTA BOLETA YA TIENE FORMATO ESTANDAR NO
MODIFICARLA FAVOR NO LLENAR INFORMACION EN LA
CELDA DE COLOR AZUL

FICHA PRESUPUESTARIA FINANCIERA

LINEA DE FINANCIAMIENTO FODECYT

Deteccion de resistencia a antibidticos por medio
de antibiogramas de gPCR en la unidad de
pediatria en la Unidad de Cirugia Cardiovascular
Nombre del Proyecto: de Guatemala (UNICAR)

No. del Proyecto: USO EXCLUSIVO SENACYT/CONCYT

M.Sc. Lucia Nitsch Velasquez
Nombre del Investigador Principal:

Universidad del Valle de Guatemala

Nombre de la Unidad Ejecutora:
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DESCRIPCION DEL PRESUPUESTO

DESCRIPCION

CONT
SOLI RAPA
CITA RTID
RENGLON DO A

s oene ||| %0
PUBLICIDAD,
IMPRESION Y
12 ENCUADERNACION
0,0
121 Divulgacion e informacién 0
Impresion, 0,0
encuadernacion y 0
122 reproduccion
VIATICOS Y GASTOS
13 CONEXOS
0,0
131 Viaticos en el exterior 0
0,0
133 Viéticos en el interior 0
MANTENIMIENTO Y
REPARACION DE
16 MAQUINARIA Y EQUIPO
Mantenimiento y 0,0
reparacion de maquinaria 0
161 y equipo de produccién
Mantenirpie(;]to y 20.0 20.
reparacion de equipo
médico, sanitario y de 00,0 000
163 laboratorio 0 ,00
Mantenimiento y 0,0
reparacion de quipos 0
educacionales y
164 recreativos
Mantenimiento y 0,0
reparacion de equipo 0
166 para comunicaciones
MANTENIMIENTO Y
REPARACION DE
OBRAS E
17 INSTALACIONES
Mantenimiento y 36.
174 reparacion de 36.0
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instalaciones 00,0 000
0 ,00
Mantenimiento y 0,0
reparacion de otras obras 0
176 e instalaciones
SERVICIOS TECNICOS
18 Y PROFESIONALES
114.| 24.8 138
000, | 00,0 .80
Estudios, investigaciones 00 0 0,0
181 y proyectos de factibilidad 0
Estudios, investigaciones | 8 00 8.0| 8.00
y proyectos de
factibilidad: Evaluacion 0,00 00,1 0,00
181 externa de Impacto* 00
0,0
185 Servicios de capacitacion 0
Otros estudios y/o 0,0
189 servicios 0
OTROS SERVICIOS NO
19 PERSONALES
Otras comisiones y 0,0
194 gastos bancarios 0
Impuestos, derechos y 0,0
195 tasas 0
Servicios de atencion y 0,0
196 protocolo 0
Otros servicios no 0,0
199 personales 0
ALIMENTOS Y
PRODUCTOS
21 AGROPECUARIOS
0,0
211 Alimentos para personas 0
0,0
212 Alimentos para animales 0
0,0
213 Productos animales 0
Productos agroforestales, 0,0
madera, corcho y sus 0
214 manufacturas
22 MINERALES
0,0
223 Piedra, arcillay arena 0
0,0
224 Pémez, cal y yeso 0
0,0
229 Otros minerales 0
PRODUCTOS DE
PAPEL, CARTON E
24 IMPRESOS
500, 500
241 Papel de escritorio 00 ,00
Papeles comerciales, 0,0
242 cartones y otros
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Productos de papel o 0,0
243 carton 0
Productos de artes 0,0
244 graficas 0
Libros, revistas y 0,0
245 periédicos 0
Otros productos de papel, 500, 500
249 cartén e impresos 00 ,00
PRODUCTOS DE
25 CUERO Y CAUCHO
0,0
254 Articulos de caucho 0
PRODUCTOS
26 QUIMICOS Y CONEXOS
8.0
Elementos y compuestos 8.00 00,
261 quimicos 0,00 00
Combustibles y 0,0
262 lubricantes 0
0,0
263 Abonos y fertilizantes 0
Insecticidas, fumigantes y 0,0
264 similares 0
Productos medicinales y 0,0
266 farmaceuticos 0
Tintes, pinturas y 0,0
267 colorantes 0
Productos plasticos, 0,0
268 nylon, vinil y pvc 0
20.3 20.
Otros productos quimicos 00,0 300
269 y conexos 0 ,00
PRODUCTOS DE
MINERALES NO
27 METALICOS
0,0
271 Productos de arcilla 0
4.0
4.00 00,
272 Productos de vidrio 0,00 00
0,0
274 Cemento 0
PRODUCTOS
28 METALICOS
Productos metélicos no 0,0
282 férricos 0
0,0
283 Productos de metal 0
Estructuras metalicas 0,0
284 acabadas 0
0,0
286 Herramientas menores 0
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Otros productos 0,0

289 metalicos 0
OTROS MATERIALES Y
29 SUMINISTROS
1.0
1.00 00,
291 Utiles de oficina 0,00 00
Utiles de limpieza y 0,0
292 productos sanitarios 0
Utiles educacionales y 0,0
293 culturales 0
Utiles deportivos y 0,0
294 recreativos 0
- - 2.0
Utiles menores médico-
quirdrgicos y de 2.00 00,
295 laboratorio 0,00 00
Utiles, accesorios y 0,0
297 materiales eléctricos 0
Accesorios y repuestos 0,0
298 en general 0
Otros materiales y 0,0
299 suministros 0
32 MAQUINARIA'Y EQUIPO
Magquinaria y equipo de 0,0
321 produccién 0
569
250.| 3109. 37
Equipo médico-sanitario y 000, | 375, 5,0
323 de laboratorio 00 00 0
Equipo educacional, 0,0
324 cultural y recreativo 0
Otras maquinarias y 0,0
329 equipos 0
Activos intangibles 0,0
381 (Patentes) 0
392.| 416.|0,0|808| 8.00
300, | 175, 0| .47 | 0,00
00 00 5,0
TOTAL 0

1.* Imprimir y adjuntar a solicitud
FODECYT
2.* Guardar como documento Excel en CD, nombre del

archivo: Ficha Presupuestaria Financiera

Nota: En hojas adicionales justificar ampliamente cada uno de los rubros
respectivos por fuente de financiamiento (FONACYT, Contrapartida de otras
fuentes que se detallan)

38



Q8.

Monto 000,
Recomendado 00

Q41
Monto de 6.17
Contrapartida 5,00
Monto de Otras QO,
fuentes 00

Q42
Monto Total del 4,17
Proyecto 5,00
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7.3.Planilla para incentivos a la Investigacién (Archivo Digital Excel) ID-R-
0004
Imprimir y adjuntar a solicitud FODECYT

Guardar como documento Excel en CD, nombre del archivo: Planilla de

Incentivos a la Investigacion.

ID-R-0004
PLANILLA PARA INCENTIVOS A LA INVESTIGACION
Proyecto FODECYT No. | ID-R-002 |
Nombre del Proyecto: [ Deteccion de resistencia a antbioticos por medio de antibiogramas de qPCR enJa unidad de pediatria enla Unidad de Cirugia Cardiovascular de Guatemala (UNICAR)
Investigador Principal: | M.Sc. Lucia Nitsch Velasquez |
Unidad Ejecutora: | Universidad del Valle de Guatemala, Departamento de Bioguimica y Microbiologia |
. Incentivo para la
o e
N Nomb o P?' e.flté de" oi (T, | investigacien | | Duracien TOTAL TOTAL I)CT);/:; MONTO MONTO
o ombre argo anitia de larias & FONACYT meses FONACYT | CONTRAPARTIDA TOTAL | RECOMENDADO
Institucion mes FUENTES
(Q.Hra.)
1 |Lucia Nitsch Velasquez Investigador No 2 1,250.00 2,500.00 18 45,000.00 45,000.00
Principal
2 |Dalia Mei Ling Lau 2 1,000.00 2,000.00 18 36,000.00 36,000.00
Bonillas Co-investigador No
3 [José Andrés Grajeda Asistente de No 2 625.00 1,250.00 12 15,000.00 15,000.00
Estrada investigacion
4 |Lucia Maria Ruiz Davila Técnico de No 2 500.00 1,000.00 12 12,000.00 12,000.00
investigacion
5 [Martha Patricia Herrera Técnico de No 2 500.00 1,000.00 6 6,000.00 6,000.00
Gonzélez investigacion
n 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00
TOTAL [ Q 114,000.00 | Q - |o - Q

1 *Consignar el cargo que se desempefiara en el proyecto por parte del equipo de investigacion (investigador principal, investigador asociado, asistente de investigacion o técnico).
2 *Indicar si el equipo de investigacion esta en Planilla de Institucién (Si o No).
3 **Hora diaria mes. Se conceptualiza como una hora diaria dedicada al proyecto durante un mes de trabajo.
4 Imprimir y adjuntar a solicitud FODECYT
5 Guardar como documento Excel (97°-2003) en CD, nombre del archivo: Planilla
Nota: En hojas adicionales describir las actividades que realizara cada uno de los integrantes del equipo de investigacion en el proyecto.
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8. Declaracion de originalidad

Yo Lucia Nitsch Velasquez, Investigadora Principal del proyecto "Deteccion
de resistencia a antibioticos por medio de antibiogramas de gqPCR en la
unidad de pediatria en la Unidad de Cirugia Cardiovascular de Guatemala
(UNICAR)", asumo la responsabilidad profesional de la informacién
consignada en la presente propuesta, asegurando que la misma es de mi
autoria, realizada en colaboracién con Dra. Dalia Lau y Andrés Grajeda, y
autorizo al CONCYT, para que realice las verificaciones correspondientes y
proceda como corresponda.

Lucia Nitsch Velasquez

Nombre del Investigador Principal Firma

28 de septiembre 2015
Fecha

2441126810101

DPI

Para uso exclusivo de la Secretaria Nacional de Cienciay Tecnologia

Firma, sello y fecha de recepcion
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