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RESUMEN

La multirresistencia bacteriana representa un serio problema para la salud puablica a nivel
nacional e internacional, por la patogenicidad presente en algunas enterobacterias y las
repercusiones que pueden tener. El correcto manejo, control y tratamiento de infecciones
causadas por estos microorganismos vienen precedidas de una eficiente identificacion. Diversos
estudios reportan dificultades en la diferenciacién de especie pertenecientes a los géneros
Raoultellay Klebsiella, debido a la similitud en caracteristicas taxondémicas y filogenéticas que
comparten. Los ensayos fenotipicos resultan insuficientes, por lo que se contrarresta la

informacion con métodos genotipicos basados en la amplificacidn de regiones especificas.

El presente estudio propuso la estandarizacion de un protocolo de PCR para la identificacion
de Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca basado en la deteccién
de los genes bla, hdc, pehX en cepas provenientes de diversos centros hospitalarios que forman
parte del sistema nacional de salud. Para ello se establecieron condiciones térmicas 6ptimas en
PCR, concentraciones adecuadas de primers, y volumenes de los componentes para la reaccion.
El protocolo fue capaz de identificar correctamente los microorganismos de interés en base a la
amplificacion de los genes bla y hdc en Raoultella ornithinolytica, hdc en Raoultella planticola
y pehX en Klebsiella oxytoca. Las condiciones térmicas Optimas de amplificacion fueron:
Desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 95 °C, seguido por 30 ciclos de: desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, hibridacion a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto
cada uno, extension final a 72°C por 7 minutos y mantenimiento del ADN a 4°C de manera
indefinida. La concentracion éptima de primers para la reaccion fue de 0.6uM.

Palabras clave: Multirresistencia, concentracion, sensibilidad, dilucién, especificidad.



ABSTRACT

Bacterial multidrug resistance represents a serious problem for public health at a national and
international level, due to the pathogenicity present in some enterobacteria and the
repercussions they may have. The correct management, control and treatment of infections
caused by these microorganisms are preceded by efficient identification. Various studies report
difficulties in differentiating species belonging to the genera Raoultella and Klebsiella, due to
the similarity in taxonomic and phylogenetic characteristics that they share. Phenotypic assays
are insufficient, so the information is counteracted with genotypic methods based on the

amplification of specific regions.

The present study proposed the standardization of a PCR protocol for the identification of
Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica and Klebsiella oxytoca based on the detection
of the bla, hdc, pehX genes in strains from various hospital centers that are part of the national
health system. For this, optimal thermal conditions were established in PCR, adequate

concentrations of primers, and volumes of the components for the reaction.

The protocol was able to correctly identify the microorganisms of interest based on the
amplification of the genes bla and hdc in Raoultella ornithinolytica, hdc in Raoultella
planticola and pehX in Klebsiella oxytoca. The optimal thermal amplification conditions were:
Initial denaturation for 5 minutes at 95 °C, followed by 30 cycles of: denaturation at 95 °C for
30 seconds, annealing at 55 °C for 30 seconds and extension at 72 °C for 1 minute each, final
extension at 72°C for 7 minutes and maintenance of the DNA at 4°C indefinitely. The optimal

concentration of primers for the reaction was 0.6uM.

Keywords: Multiresistance, concentration, sensitivity, dilution, specificity.
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1 Introduccion

La multirresistencia bacteriana representa un serio problema para la salud puablica a nivel
mundial. Segun la revista The lancet, se estima que 1,27 millones de personas murieron a causa
de bacterias multirresistentes en el afio 2019, y el panorama a futuro no parece mejorar. Se
estima que para el afio 2050 la cifra de defunciones anuales ascienda a 50 millones de personas
(Murray et al., 2022). La resistencia bacteriana es la pérdida de sensibilidad de una bacteria a
un antibiotico al que, en un inicio era susceptible. Esto ha creado la necesidad de desarrollar
medidas mas efectivas para prevenir y controlar la propagacion de cepas bacterianas con estas

caracteristicas (Silvia et al., 2020).

La patogenicidad de algunas enterobacterias en enfermedades humanas ha ganado mas atencion
en los Gltimos afios, especificamente con Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica y
Klebsiella oxytoca, microorganismos asociados a infecciones clinicas (Hajjar et al., 2020).
Algunas de estas infecciones estas vinculadas con la estancia intrahospitalaria (nosocomial)
tanto en adultos como en recién nacidos, como las causadas por Klebsiella Oxytoca (Neog et
al., 2021), o cistitis, una infeccidon ubicada en el tracto urinario causada por Raoultella
planticola (Olson et al., 2013) e infecciones gastrointestinales y hepatobiliares, siendo las méas
frecuentes aquellas provocadas por Raoultella ornithinolytica (Hajjar et al., 2020). Este tipo de
casos no han recibido la debida vigilancia por la dificultad para caracterizarlas mediante

métodos fenotipicos convencionales (Park et al., 2011).

La confusion entre los géneros Raoultella y Klebsiella para su identificacion es un problema de
interés clinico. Ambas bacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, por ende,
comparten caracteristicas bioquimicas y filogenéticas que pueden generar complejidad en su
identificacién, manejo accion terapéutica a tomar frente las infecciones causadas por estos

microorganismos (Farmer et al., 2021).



Los analisis filogenéticos basados en genes evolutivamente conservados han permitido
establecer relaciones evolutivas entre estos 2 géneros bacterianos, en los cuales se evidencia
una alta heterogeneidad genotipica y el caracter polifilético de algunas especies de
enterobacterias (Arenas et al., 2009). Una reclasificacion del género Klebsiella en el afio 2001
basada en el analisis del gen 16S rARN y la posterior secuenciacién el gen rpoB permitio
establecer esta nueva reclasificacion, en la que el género Raoultella pasa a formar un género
independiente que abarca bacterias como Raoultella terrigena, Raoultella planticola y

Raoultella ornithinolytica (Castillo et al., 2018).

El género Raoultella es un grupo de bacterias Gramnegativas. Son bacilos méviles con flagelos
peritricos (flagelos alrededor de toda la célula) ademas de ser aerdbicas facultativas; crecen
tanto en presencia como en ausencia de oxigeno (Martinez et al., 2022). Se caracterizan por
ocasionar infecciones relacionadas con catéteres intravenosos, pericarditis, sepsis, infecciones
del tracto urinario, de piel y neumonia. Ademas, se considera un patdégeno nosocomial
emergente y a menudo se asocia a afecciones médicas subyacentes o procedimientos invasivos

(Prada et al., 2021).

Klebsiella también es un género bien conocido de bacterias Gram negativas, donde algunas de
estas cepas son componentes normales en la microbiota humana presentes principalmente en el
tracto gastrointestinal y las vias respiratorias superiores. Sin embargo, ciertas cepas patogénicas
de Klebsiella pueden causar enfermedades graves en humanos, incluyendo neumonia,
infecciones del tracto urinario, sanguineas y demas enfermedades infecciosas oportunistas,

especialmente en personas con sistemas inmunolégicos debilitados (Pintos et al., 2020).

Los métodos fenotipicos tradicionales comprenden técnicas de identificacion bacteriana en

microbiologia. Permiten distinguir el agente etiologico causante del proceso infeccioso en los



pacientes para adaptar una terapia antimicrobiana efectiva. Se efectian mediante el analisis de
caracteristicas cualitativas; morfologia, desarrollo y propiedades bioquimicas (Bou et al.,
2011). Las pruebas bioquimicas son ensayos sumamente importantes para esta finalidad.
Permiten caracterizar microorganismos mediante reacciones frente a determinados sustratos,
Unicas y especificas para cada bacteria, pero, en el caso de discriminacion de bacterias de estos
géneros, las pruebas bioquimicas no pueden diferenciarlos claramente, dando resultados no

concluyentes (Park et al., 2011).

La técnica molecular PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) ayuda en el diagndstico
clinico de estas enfermedades al amplificar un poco de material genético de los
microorganismos causantes para su analisis y deteccion. Esto se debe a su alto grado de

sensibilidad y especificidad (Alejandro, 2019).

Mediante los ensayos moleculares propuestos, se plantea la amplificacion de genes especificos
de cada especie en base a los cebadores utilizados. Raoultella ornithinolytica amplificara los
genes bla y hdc. Raoultella planticola nicamente el gen hdc, y Klebsiella oxytoca el gen pehX

(Park et al., 2011).

El Instituto Nacional en Salud Publica (INSPI), mediante el Centro de Referencia Nacional de
Resistencia a los Antimicrobianos — RAM es el encargado de darle seguimiento epidemiolégico
a las cepas bacterianas que son reportadas desde las unidades de salud a nivel nacional (INSPI,
2023). El estudio abarca cepas bacterianas crioconservadas recopiladas en un periodo
comprendido entre 2020 y 2023, con una cantidad determinada de ejemplares bacterianos

basados en la disponibilidad.

El objetivo de esta investigacion es estandarizar el método de PCR para la identificacion

genotipica de Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca en muestras



remitidas al (CRN-RAM) INSPI QUITO. Se propone desarrollar protocolos para la
identificacién de bacterias mediante la amplificacién de los genes bla, hdc y pehX. Para ello se
estableceran condiciones dptimas de amplificacion, temperaturas de annealing y de extension,
tiempos de amplificacion, concentracién de reactivos para PCR. Esto se conseguird mediante
gradientes que delimiten un rango de experimentacion. La validacion del protocolo se realizara

mediante la evaluacion de la capacidad diagndstica con ensayos de sensibilidad y especificidad.



2 Fundamentacion Tebrica

2.1 Microorganismos bacterianos

La microbiologia comprende aquella rama de la biologia encargada del estudio de las bacterias;
un grupo de organismos unicelulares procariotas. Carecen de un nucleo celular delimitado por
una membrana. No presentan organelos como mitocondrias, cloroplastos y otras estructuras que
si poseen células eucariotas caracteristicas de organismos animales y vegetales. Esto le permite
al material genético encontrarse disponible en el citoplasma de las bacterias (De Los Angeles

etal., 2017).

La identificacion y diferenciacion comienza con el analisis de caracteristicas morfoldgicas,
macroscopicas y microscopicas. La forma de la célula bacteriana permite organizarlas en cocos,
bacilos o espirilos asimismo la estructura de su pared celular y su reaccion en tincion de Gram
las clasifica en Grampositivas y Gramnegativas, ademas del olor y pigmentacion relacionados
con los componentes de los medios en los que son sembrados. Estas propiedades comprenden

elementos fundamentales en muchos algoritmos de identificacion (Murray et al., 2005).

La clasificacion de bacterias Grampositivas y negativas propuesta por Christian Gram en 1884
sigue siendo un método valioso en microbiologia, ya que permite diferenciarlas en base a la
estructura de la pared celular y el cémo reaccionan sus componentes ante diferentes colorantes,
(Pirez & Mota, 2008). En este proceso, las bacterias se tifien con cristal violeta y luego se lavan
con alcohol o acetona, donde las bacterias Grampositivas retienen el cristal de color plrpura 'y
se tifien de color parpura o azul oscuro, mientras que las bacterias Gramnegativas no retienen
el cristal violeta y se tifien con un agente de contraste, generalmente safranina, de rojo o rosa

(Aguirre, 2012).



Las bacterias Gramnegativas comprenden un importante grupo de estudio al abarcar familias
como Enterobacteriaceae, caracterizadas por englobar géneros de interés clinico como:
Escherichia, Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella y Raoultella. Pueden provocar
infecciones graves en los hospitales por la propagacion de infecciones por mecanismos de

resistencia de los portadores (Mollinedo & Gonzéles, 2014).

2.1.1 Caracteristicas del Género Klebsiella
El género Klebsiella esta representado por bacterias Gramnegativas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Tienen un recubrimiento compuesto principalmente por polisacaridos; un

determinante importante de su patogenicidad (Bou et al., 2011).

Las especies de Klebsiella son omnipresentes en la naturaleza debido a su excelente
adaptabilidad a diferentes nichos ecologicos. Ademas de encontrarse en aguas residuales, suelos
y plantas es un patdgeno oportunista comun en seres humanos y otros animales, colonizando
las membranas mucosas de los mamiferos. La microflora bacteriana de la nasofaringe y el tracto

gastrointestinal esta predominada por ejemplares de este género (Brisse et al., 2004).

Estos microorganismos no tienen requisitos especiales de crecimiento, se cultivan en agar
MacConkey a una temperatura 6ptima de 37°C y un pH neutro. Al ser bacterias anaerobicas
facultativas pueden crecer en presencia o ausencia de oxigeno. Muchas especies que componen
este género pueden sobrevivir utilizando citrato y glucosa como fuente de carbono, y amoniaco

como fuente de nitrégeno (Brisse et al., 2004).

2.1.1.1 Kilebsiella oxytoca
Es una bacteria Gramnegativa de forma redonda con una pared celular compuesta por
peptidoglicano y una membrana externa que contiene lipopolisacéridos, ademés forma colonias

rosadas en agar MacConkey debido a la fermentacion de lactosa. Tiene un alto grado de



similitud con Klebsiella pneumoniae, de la que se diferencia por su actividad indol positiva. Su
principal factor de virulencia es una capsula de polisacarido. Se considera un patdgeno
oportunista que causa infecciones del tracto urinario, respiratorio y sepsis, principalmente en
pacientes fragiles y debilitados que ingresan a la unidad de cuidados intensivos (UCI) (Neog et

al., 2021).

Klebsiella oxytoca

Figura 1. Klebsiella oxytoca

Fuente: (Yamada et al., 2014)

2.1.2 Caracteristicas del género Raoultella

El género Raoultella son bacilos encapsulados, Gramnegativos y poseen oxidasa negativa,
catalasa positivo, aerébico, inmovil, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. En 2001 se
establece el género Raoultella y ejemplares de Klebsiella pasaron a formar parte de este nuevo
género bacteriano, gracias a estudios filogenéticos como el analisis de secuencia de 16S rRNA

y rpoB el género Klebsiella se reclasificé en dos géneros diferentes. (Hajjar et al., 2020)

Los especimenes de este género habitan principalmente ambientes acuaticos e
intrahospitalarios, y se asocian al envenenamiento por histamina en seres humanos con sistemas
inmunoldgicos debilitados. Esto es posible debido a su capacidad de convertir la histidina en

histamina y crear biopeliculas en catéteres urinarios de pacientes en tratamiento. Sin embargo,



la patogenicidad de estas bacterias puede variar dependiendo de la especie y de otros factores

(Castillo et al., 2018).

2.1.2.1 Raoultella Planticola

Posee morfologia de bacilo y propiedades bioguimicas comunmente evidenciadas en otros
microorganismos Gramnegativos, como fermentacion de glucosa, indol, citrato, urea positivos,
y motilidad negativa (Lam & Salit, 2014). En varios paises se han reportado infecciones causadas
por Raoultella planticola y se han aislado cepas con genes que expresan betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas como principales agentes de infecciones
humanas. Estos microorganismos son resistentes a la ampicilina debido a la sobreexpresion de
la S-lactamasa tipo A. Ademas, se ha informado que las especies de Raoultella a menudo se
confunden con especies de Klebsiella debido a las capacidades limitadas de diagndstico en

muchos laboratorios (Quintela, 2022).

Raoultella Planticola

Figura 2. Raoultella Planticola

Fuente: (Gonzales et al., 2018)

2.1.2.2 Raoultella ornithinolytica
Raoultella ornithinolytica, anteriormente conocida como Klebsiella ornithinolytica, es un

bacilo encapsulado, inmévil, Gramnegativo que se encuentra en ambientes acuaticos, incluso



en suministros hospitalarios de agua potable. Los casos reportados de Raoultella ornithinolytica
estan en auge, pues cada vez hay un mayor indice de infecciones del tracto biliar y urinario
relacionado con este microorganismo. Este aumento se debe principalmente a la dificultad para
identificarlo con precision utilizando métodos fenotipicos tradicionales, pues identifican a
Raoultella ornithinolytica como Klebsiella pneumoniae o Klebsiella oxytoca (Hajjar et al.,

2020).

Raoultella ornithinolytica

Figura 3. Raoultella ornithinolytica

Fuente: (Beye et al., 2018)

2.2 Meétodos de identificacion bacteriana

Parte del trabajo y estudio microbiolégico de rutina en los laboratorios enfocados en la
epidemiologia, es el de aplicar técnicas y ensayos fenotipicos que permitan la identificacion del
microorganismo patdgeno, analizar su comportamiento frente a antimicrobianos especificos y
establecer terapias que resulten eficaces para su control. La eleccion de la técnica tiene un gran
impacto en la precision de los resultados. Los métodos de identificacion basados en el analisis
fenotipico del microorganismo tienen un nivel inferior de exactitud que aquellos

fundamentados en el analisis genotipico (Bou et al., 2011).

La determinacién taxonomica de familias, géneros y especies bacterianas se realiza mediante

diferentes ensayos que evallian aspectos relacionados con la expresion de sus caracteristicas



macroscopicas cualitativas (fenotipicos) asi como el analisis de secuencias especificas en su

material genético mediante métodos moleculares (genotipicos) (Giraldo et al., 2021).

2.2.1 Meétodos fenotipicos de identificacidon bacteriana

Los protocolos tradicionales de fenotipado bacteriano se fundamentan en propiedades
observables, como sus caracteristicas morfoldgicas, de desarrollo, bioquimicas y metabdlicas.
El cultivo sigue siendo el método de diagnostico predilecto cuando esta disponible; permite el
aislamiento e identificacion de microorganismos, el estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana y facilita el uso de marcadores epidemiolédgicos (Olmos et al., 2010). Dentro de
sus ventajas frente a lo demas métodos de identificacion resalta la homogeneidad de los
resultados obtenidos, pero se ven limitados por un menor poder discriminatorio y

reproducibilidad (Giraldo et al., 2021).

2.2.1.1 ldentificacion por pruebas bioguimicas

Las pruebas bioquimicas son los sistemas fenotipicos mas utilizados para identificar bacterianas
en todo el mundo, pero con desventajas que restringen su efectividad, inestabilidad o influencia
de factores ambientales al reaccionar los diferentes sustratos de estos medios. Ademas,
presentan una limitacion significativa en la precision al reflejar la complejidad gendémica de

una especie determinada (Janda & Abbott, 2002).

Estos ensayos se caracterizan por presentar cambios observables cuando el microorganismo
inoculado se desarrolla en el medio al encontrarse en condiciones ambientales 6ptimas. Los
cambios pueden presentarse mediante coloracion, turbidez o presencia de gas dependiendo de

la prueba bioquimica que se aplique (Bou et al., 2011).

Dentro de los agares bioquimicos méas importantes esta el agar Triple Sugar Iron, ampliamente

utilizado para la identificacion de bacilos Gramnegativos entéricos fundamentados en la
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presencia de 3 carbohidratos como fuente de energia para la proliferacion del microorganismo;
glucosa, lactosa y sacarosa. La fermentacion de estos carbohidratos permite la diferenciacién
entre bacterias capaces de degradar estas moléculas en otras mas simples (Valtek Diagnostics,

2017).

Esta también el agar Lisina descarboxilasa (LIA), empleado para la distincion de
enterobacterias en base a su capacidad para desaminar o descarboxilar lisina y producir sulfuro
de hidrogeno. El citrato férrico de amonio y el tiosulfato de sodio intervienen como indicadores
de la produccién de H2S (TM Media, 2019). Al descarboxilar la lisina se produce amina
cadaverina, que alcaliniza el medio, permitiendo asi reaccionar al indicador mostrando el
caracteristico color parpura. Esta reaccion ocurre en un entorno acido, siendo necesario que la
glucosa sea previamente fermentada. Las bacterias que no producen lisina decarboxilasa, pero
que son fermentadores causan el cambio de color a amarillo. Transcurrido un periodo de 24
horas después de la incubacidn se aprecia el pico de color violeta a causa del consumo de las

peptonas, con fondo amarillo en el medio (InsumoLab, 2018).

Otro agar de importancia microbioldgica es el agar Simmons Citrato, un medio de cultivo
diferencial para la identificacion de bacilos Gram negativos en base a su capacidad de utilizar
el citrato como unica fuente de carbono y el amonio como fuente de Nitrogeno. La degradacién
de las sales inorganicas de amonio da como resultado la formacion de iones amonio, que
aumentan con la alcalinizacion del medio y producen asi el cambio de color por parte del

indicador, que varia de verde a azul (Biolife, 2023).

Por otro lado, el agar urea es usado para detectar la actividad ureasa del metabolismo bacteriano
y diferenciar entre aquellas bacterias como Proteus del resto de las enterobacterias como

Klebsiella o Raoultella. Esta diferenciacion radica en que las especies de la familia
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Enterobacteriaceae emplean la urea como Unica fuente de nitrégeno, siendo este medio capaz
de suprimir la necesidad de las bacterias de utilizar subproductos de la urea, como el amoniaco
como fuente de nitrdgeno, permitiendo asi detectar la hidrélisis de la urea. Los
microorganismos que hidrolizan la urea se evidencian a través de un cambio de color en el agar,

que se torna rosa o rojizo (MCD Lab, 2013).

El agar SIM (Sulfuro indol para movilidad) también es considerado un medio importante para
la identificacion de microrganismos, pues permite diferenciar bacilos entéricos en base a la
produccion de acido sulfhidrico, indol y la movilidad en el agar. La naturaleza del ensayo
permite apreciar la movilidad bacteriana a simple vista, siendo la turbidez el indicador de que
la bacteria se disemind a lo largo de todo el medio, mediante flagelos en su estructura. La
ausencia de turbidez es indicativa de carencia en movilidad bacteriana. La formacién positiva
de indol se visualiza a través de coloracién roja en la superficie del agar (MDM Cientifica,

2020).

Finalmente esta el medio MRVP (Rojo de metilo y Voges Proskauer), caracterizado por
permitir la diferenciacion entre enterobacterias del genero Escherichia y Klebsiella tomando
como fundamento su reaccidn en un medio rico en dextrosa y peptona. Cepas de Escherichia
coli producen una alta cantidad de &cido, mientras que en cepas de Klebsiella aerogenes la
reaccion es menos acida. La deteccion de productores de altas cantidades de acido se conoce
como Rojo de metilo. La prueba para detectar a los productores de cantidades menores de acido
se conoce como Voges Proskauer, y se basa en la formacion de acetilmetilcarbonil cuando se
adiciona hidréxido de potasio en un medio aerobio, presentando un color rojo o rosa como

indicador de resultado positivo (Ramirez et al., 2018).
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Si bien las pruebas bioquimicas resultan de gran utilidad en muchas bacterias, se descubri6 que,
algunos de los microorganismos pertenecientes al género Raoultella y Klebsiella pueden
identificarse erroneamente mediante los ensayos bioquimicos previamente detallados, pues
métodos comerciales tienden a identificar a Raoultella ornithinolytica como si se tratase de
Klebsiella oxytoca (Weber et al., 2010). Esta dificultad en la identificacion fenotipica se debe
a la naturaleza misma de las bacterias pertenecientes a ambos géneros. Si bien,
taxondmicamente fueron desligados de pertenecer al mismo género, siguen formando parte de
la misma familia; Enterobacteriaceae, y comparten caracteristicas bioquimicas y filogenéticas
que dificultan su identificacion; como actividad ornitina descarboxilasa, produccion de indol,
utilizacion de diversos carbohidratos como fuentes de carbono, entre otras. (Drancourt et al.,

2001).

En los problemas y dificultades de los métodos fenotipicos de identificacion, no todas las cepas
de una misma especie expresen caracteristicas homogéneas, o que los patrones presentados por
una misma cepa sean diferentes, alin en ensayos repetidos. Estas limitantes pueden traer
repercusiones al momento de obtener y analizar resultados. Por eso la utilizacion de métodos
moleculares han sido considerados ensayos complementarios o alternativos en la obtencién de

resultados veridicos (Bou et al., 2011).

2.2.2 Métodos moleculares de identificacion bacteriana

Es importante contrastar la informacion obtenida de ensayos fenotipicos con métodos
genotipicos que presenten un indice superior de precision. Las técnicas moleculares como PCR,
PFGE o secuenciacion ofrecen ventajas sobre los métodos fenotipicos tradicionales, como un
menor tiempo de obtencidn de resultados, alta especificidad y sensibilidad, la automatizacién
del proceso, entre otros, que resultan las alternativas viables para emplear con regularidad

(Giraldo et al., 2021).
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Uno de los ensayos moleculares 6ptimos para esto es la PCR (Polymerase Chain Reaction), una
técnica molecular que nos permite amplificar un o unas pocas copias de un fragmento de ADN
y generar miles de millones de copias de una secuencia en especifico mediante ciclos térmicos

(Joshi & Deshpande, 2011).

2.2.2.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

2.2.2.1.1 Fundamento

La PCR (siglas en inglés de Polimerase Chain Reaction) es una técnica molecular desarrollada
en la década de 1980 por Kary Mullis que revoluciond la biologia molecular (Tamay et al.,
2013). Se fundamenta en generar una reaccion en cadena y producir millones de copias de una
secuencia de ADN de manera exponencial a partir de un pequefio volumen de material genético.
Esta amplificacion se realiza mediante encimas especificas; llamadas polimerasas, que pueden
unir los bloques de construccion de ADN y formar cadenas moleculares. Esta reaccion requiere
de componentes esenciales que conformaran las nuevas cadenas; desoxirribonucleotidos
trifosfatos: adenina, timina, guanina y citosina que seran incorporados a las cadenas tomando
en cuenta un punto de partida referencial establecido por cebadores o primers; fragmentos
cortos de nucle6tidos de entre 15 a 25 pares de bases que flanquean y delimitan la secuencia

blanco fragmento que se desea amplificar (Manzaba, 2019).

La técnica se convirtio en una herramienta fundamental en la investigacion cientificay en varias
areas de la biologia, como la genética, la medicina y la biologia forense. Permitiendo avances
significativos en el diagnostico de enfermedades genéticas, la identificacion de patogenos y la

investigacion de la diversidad genética (Castillo, 2014).
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2.2.2.1.2 Componentes para la PCR
2.2.2.1.2.1 Muestra de ADN

El ADN se utiliza como molde para la amplificacion de la region de interés mediante la accion
de los cebadores y la enzima Taq polimerasa. La muestra de ADN es fundamental en la PCR,
ya que contiene la informacién genética que se desea amplificar y analizar, por ende, debe
contar con un alto grado de pureza y estar libre de contaminantes que puedan interferir con la
reaccion de amplificacion, como fenoles, sales, hidratos de carbono, entre otros (Proafio, 2019).
Se requiere una concentracion suficiente de ADN para que la reaccion tenga éxito, de por lo

menos 10ng/uL (BNA, 2020).

2.2.2.1.2.2 Polimerasa

Es una enzima que cataliza la sintesis de nuevas cadenas de ADN a partir de fragmento molde.
Durante la PCR, la polimerasa se une a los cebadores (oligonucle6tidos complementarios a la
secuencia objetivo) y utiliza los desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs), para agregar
nucledtidos complementarios a la plantilla de ADN, generando asi nuevas cadenas del

fragmento de interés (Carrasco, 2022).

La polimerasa mas utilizada para este ensayo es la Tag ADN polimerasa; enzima proveniente
de Thermus aquaticus; bacteria termofila que vive en condiciones térmicas muy altas (80°C).
Gracias a esto, su polimerasa en particular mantiene la funcionalidad a temperaturas de esta

indole (Tamay de Dios et al., 2013).

2.2.2.1.2.3 Nucleétidos o dNTP’s

Son los componentes fundamentales del ADN durante la replicacion. Estan formados por una

base nitrogenada (adenina, timina, citosina o guanina), un azlcar (desoxirribosa) y tres grupos
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fosfato. Durante la sintesis de las nuevas cadenas, la polimerasa utiliza los dNTP’s y los

incorpora a la cadena de ADN en sintesis (Soler, 2009).

Los desoxirribonucleotidos trifosfato son factores importantes que estan involucrados en la
especificidad de la reaccion, por ende, es relevante que su concentracion sea 6ptima, ya que, de
no ser el caso puede tener incidencia negativa en la funcionalidad de la Tag ADN polimerasa.
Las concentraciones usuales que se utilizan varian entre 0,2 a 1,0mM (Tamay de Dios et al.,

2013)

2.2.2.1.2.4 Cloruro de magnesio (MgCl.)

Es un cofactor indispensable en la actividad enzimética de la polimerasa y se utiliza como
fuente de iones magnesio (Bolivar et al., 2014). La concentracion de MgCl, debe establecerse
de manera experimental para cada polimerasa, secuencia blanco y primer. Una concentracion
muy baja o demasiado alta puede reducir la eficiencia del ensayo o amplificar secuencias de
manera inespecifica, respectivamente. La concentracion de magnesio libre en el tubo de
reaccion disminuye de manera proporcional con la concentracion de agentes quelantes, como
el EDTA (Dorado, 2014). La mayoria de los fabricantes incluyen una solucion de MgCl; junto

con la ADN polimerasa (Beltran et al., 2013).

2.2.2.1.2.5 Solucion tampon (buffer)

Es una solucion amortiguadora que mantiene el pH apropiado para la actividad de la ADN
polimerasa. Usualmente contiene Tris-HCI a un pH de8,4 a temperatura ambiente, cloruro de
potasio (KCL), gelatina y MgCl, (Bolivar et al., 2014). Los buffers son necesarios para
proporcionar un ambiente optimo para la actividad de la ADN polimerasa durante la PCR,

asegurando la eficiencia y especificidad de la amplificacion, por eso se debe considerar
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cuidadosamente la concentracion y composicién del tampon, mismos que pueden variar segun

el protocolo de PCR utilizado (Lorenz, 2012).

Se recomienda también el uso de coadyuvantes para establecer un indice Optimo de
especificidad en la reaccion. Entre algunos de los coadyuvantes mas utilizados estan:
dimetilsulfoxido (DMSQO) usado para evitar la presencia de estructuras secundarias durante la
amplificacion, detergentes como Tween 20 capaces de estabilizar la polimerasa, polietilenglicol

(PEG) y albamina de suero (Bolivar et al., 2014).

2.2.2.1.2.6 Cebadores o primers

Son oligonucleo6tidos de cadena sencilla disefiados para ser complementarios con la secuencia
de ADN blanco. La posicion de los cebadores a lo largo de la cadena monocatenaria determina
la longitud del producto de amplificacion generado. Estos componentes proporcionan los
extremos 3’ hidroxilo que, al ser reconocidos por la polimerasa permiten el inicio de la reaccion.
Son cadenas cortas de 18 a 22 nucle6tidos, con un contenido de GC del 40 al 75% (Bolivar et
al., 2014). Es necesario que ambos cebadores cuenten con la misma temperatura de fusion (Tm),
estaran situados al inicio y al final de la regién diana delimitando asi el sitio de accion de la
enzima polimerasa y deben carecer de estructuras secundarias, ni complementariedad entre si.

Son el factor mas sensible que determina el éxito de un ensayo (Proafio, 2019).

Los primers son los principales determinantes de la especificidad en la PCR, pues, para
amplificar la secuencia especifica se debe conocer la secuencia de los sitios de hibridacion del
cebador en el ADN de interés. Ademas, para evitar la unidén de cebadores en sitios no
especificos 0 su uniodn a secuencias similares en otra parte de la secuencia diana su disefio se

delimita a esta cantidad de pares de bases (18 a 22) (Van Pelt-Verkuil et al., 2008).
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2.2.2.1.3 Etapasde laPCR
2.2.2.1.3.1 Fase de desnaturalizacién

Durante esta etapa, la muestra de ADN se calienta a una temperatura alta, generalmente
alrededor de 94-95 °C durante 1-5 min. Esta temperatura elevada rompe los puentes de
hidr6geno que mantienen unidas las dos hebras de ADN, lo que resulta en la separacion de las
cadenas de ADN y la formacion de hebras de ADN de cadena sencilla que serviran como

moldes para la amplificacion (Céardenas, 2016).

2.2.2.1.3.2 Fase de Hibridacién

Durante esta fase, la temperatura se reduce a un rango especifico, generalmente entre 50 y 65°C,
dependiendo de la secuencia de los cebadores utilizados. En esta etapa, los cebadores se unen
o hibridan a las secuencias objetivo que estan presentes en las hebras de ADN de cadena sencilla

generadas durante la desnaturalizacion (Carrasco, 2022).

Una vez que los cebadores se han unido a las secuencias, se crea una estructura de doble cadena
parcial, donde los cebadores estan unidos a las hebras de ADN de cadena sencilla. Esta
estructura de doble cadena parcial sirve como punto de partida para la siguiente etapa de la

PCR; la extension o sintesis de ADN (Carrasco, 2022).

2.2.2.1.3.3 Fase de extension o elongacién

Es la etapa en la que la enzima polimerasa sintetiza una nueva cadena complementaria de ADN
utilizando los cebadores como punto de partida. Durante esta fase, la polimerasa afiade
nucledtidos complementarios a partir del extremo 3' libre de la regidn en la que se encuentra el
cebador. La temperatura Optima para esta etapa depende de la polimerasa utilizada. Por ejemplo,

para la polimerasa Taq, la temperatura de maxima actividad esta generalmente alrededor de 72
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°C. El tiempo de extensién varia segun la polimerasa y la longitud del fragmento de ADN que
se va a amplificar. Como regla general, a la temperatura 6ptima, la polimerasa de ADN puede
sintetizar alrededor de mil bases en un minuto. La fase de extension es esencial para la
amplificacion del ADN durante la PCR, ya que permite la sintesis de una nueva cadena

complementaria a partir de la cadena molde (Céardenas, 2016).

Todas las fases de la PCR se dan en el termociclador, equipo automéatico programable que
permite calentar o enfriar el tubo de reaccion amplificado por la muestra, controlando la

temperatura y tiempo empleado en cada ciclo (Palma, 2010)

La amplificacion y visualizacion de determinados genes permitiran la diferenciacion entre las
3 especies bacterianas de interés epidemioldgico: Raoultella planticola, Raoultella
ornithinolytica y Klebsiella oxytoca. Estandarizar un protocolo brindara una correcta y rapida

identificacion para su posterior manejo y control (Park et al., 2011).

Etapas de la PCR
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Figura 4. Etapas de la PCR

Fuente: (Kovtunovych et al., 2003)
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2.2.2.2 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es una técnica utilizada para la verificacion de los resultados del proceso de
PCR, se utiliza agarosa como polimero capaz de formar fibras helicoidales, que una vez
solidificadas crean canales por donde migra el ADN. Existen diferentes agarosas disponibles
en el mercado que varian segun el parametro aplicado, principalmente la temperatura a la cual
se solidifican (Quintero et al., 2017). Uno de los factores mas importante es su concentracion;
de esta dependera la distancia que recorrerén las bandas en el gel de agarosa y la longitud a la
que estaran separadas unas bandas de otras después de concluya el tiempo establecido en el
protocolo utilizado. Es asi como se han establecido concentraciones de agarosa necesarias para
la migracion de secuencias de ADN en funcidn de su tamafio, como se puede ver en latabla 1 .

(Pérez & Miryam, 2018).

Tabla 1. Concentracion de agarosa para separar moléculas de ADN lineal

% de agarosa Tamafio de la secuencia (pb)
0,75 10000-15000
1 500-10000
1,25 300-5000
1,5 200-4000
2 100-2500
2,5 50-1000

Nota: (Pérez & Miryam, 2018).

Las moléculas cargadas y ionizadas experimentan una fuerza de atraccién hacia el polo con
carga opuesta cuando se aplica un campo eléctrico. Las moléculas de ADN, cargadas
negativamente debido a los grupos fosfato en su estructura migran hacia el anodo y las

particulas cargadas positivamente hacia el catodo, donde ocurre la separacion de los fragmentos
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de ADN, los fragmentos mas pequefios seran los primeros en migrar, recorriendo una longitud
mayor en el gel de agarosa, mientras que la distancia recorrida por los fragmentos mas grandes

serd menor (Yabar, 2003).

Para que esto suceda se utiliza una suspension buffer, empleada para la preparacién del gel,
como el TAE (Tris-Acetato EDTA) que consta de tres componentes: Tris, que actla como
tampon y mantiene un pH constante, acido acético, que ayuda a mantener la carga negativa de
las moléculas de acido nucleico y EDTA, que posee iones de magnesio evitando que se unan a
los &cidos nucleicos, lo que dificulta el movimiento de las moléculas en el gel (Rodriguez,

2004).

El TAE funciona mejor para tiempos prolongados, asi se evita la acidificacion del medio,
ademas el buffer debe poseer una densidad considerable, permitiendo que la muestra a analizar

sea introducida en los pocillos formados en el gel (Rodriguez, 2004).

Para la visualizacion de los resultados de la amplificacion se emplea un foto documentador;
camaras capaces de emitir luz ultravioleta que excitara la molécula intercalante unida al ADN
de doble cadena. Esta reaccion luminica emite una sefial que permite la visualizacion de los

productos de la amplificacion en forma de bandas (Tamay de Dios et al., 2013).

2.2.3 Genes de identificacién molecular

2.2.3.1 Gen bla (B-lactamasa)

Caracterizado por tener un peso molecular de 1121 pb estd asociado a la identificacion de
Raoultella ornithinolytica. Este gen expresa S-lactamasa; enzima que otorga resistencia a los
antibioticos de uso comun e implica comorbilidades como: neoplasias malignas, traumatismos
y procedimientos invasivos, asi como infecciones relacionadas con el tracto biliar y la piel,

ademas de neumonia intrahospitalaria. En cuanto a la susceptibilidad a los antibiéticos, se han
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reportado diferentes variantes de resistencias que pueden estar relacionadas con el gen bla'y
confieren resistencia a los betalactamicos, ciprofloxacino y cotrimoxazol (Nakasone et al.,

2015).

2.2.3.2 Gen hdc (Histidina descarboxilasa)

Gen caracteristico de las cepas de Raoultella planticola y Raoultella ornithinolytica, posee un
peso molecular de 742pb y codifica la enzima histidina descarboxilasa, que cataliza la
conversion del aminoacido L-histidina en histamina; un tipo de amina vasoactiva que

desempefia un papel en la respuesta inflamatoria del sistema inmunitario (Abiuso et al., 2017).

La sintesis de histamina a partir de la L-histidina es catalizada por la histidina descarboxilasa,
y requiere fosfato de piridoxal como cofactor. Por lo tanto, el gen hdc estd directamente
relacionado con la sintesis de histamina a través de la actividad de la enzima histidina

descarboxilasa (Kanki et al., 2002).

2.2.3.3 Gen pehX (exo-poli-a-d-galacturonosidasa)

El gen pehX se identificé en Klebsiella oxytoca, una especie estrechamente relacionada con
Raoultella planticola. Posee un peso molecular de 344 pb, que divide una cadena
poligalacturonica de pectina desmetoxilada. Esta enzima se utiliza como marcador para

distinguir Klebsiella oxytoca de otras especies de Klebsiella (Kovtunovych et al., 2003).

2.3 Estandarizacion del método PCR

Cada protocolo de PCR resulta eficaz para la amplificacion de determinadas regiones en base
a diferentes variables. Cada parametro influye en la efectividad de la amplificacion del gen de
interés, y es en base a la experimentacion de sus variables que se logra conseguir un protocolo
eficiente. Dentro de estos parametros se encuentra la mezcla de la reaccion y todos aquellos

componentes como Taq polimerasa, dNTP’s, buffer, primers, agua y el ADN molde cuyos
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volimenes y concentraciones pueden resultar en el éxito o fracaso de la reaccion (Bolivar et al.,

2014).

Los ciclos térmicos son fundamentales en el proceso, pues permiten a los elementos de la PCR
reaccionar adecuadamente para que el proceso de amplificacion ocurra, por eso el
planteamiento de gradientes térmicos para cada ciclo puede ser Util al establecer un protocolo

térmico para el termociclador (Espinosa, 2007).

2.4 Especificidad

Los ensayos de especificidad en PCR corroboraran que el protocolo propuesto amplifica los
genes de interés solo de los microorganismos planteados. Esto se consigue ejecutandolo en
diferentes cepas de diferentes microorganismos que puedan compartir ciertas caracteristicas
taxonémica, siendo la ausencia de amplicones la evidencia de que el protocolo resulta

especifico para las cepas de estudio (Vizcaino, 2017).

La especificidad de la PCR depende de los ciclos térmicos establecidos en la fase de hibridacién
y de la cantidad de iones divalentes afiadidos a la reaccion. Esto se debe a que, mientras mayor
sea la temperatura empleada en esta fase mas especifica sera la reaccién, pues, en las
temperaturas altas en fase de hibridacion los primers se uniran sélo a la cadena molde cuando

haya complementariedad total en todos sus nucleotidos (Pérez, 2011).

2.5 Sensibilidad

La sensibilidad se refiere a la capacidad de un sistema o modelo para responder a cambios en
las condiciones o pardmetros de entrada. En el caso de la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), la sensibilidad se refiere a la capacidad del método para detectar la presencia de
secuencias de ADN especificas en muestras con bajas concentraciones de ADN (Vizcaino,

2017). Varios factores pueden influir en la sensibilidad de la PCR, incluida la eficiencia de la
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amplificacion, la especificidad del cebador y las condiciones de reaccién, para la
estandarizacion de la PCR es importante garantizar una sensibilidad y confiabilidad del método

en diferentes aplicaciones (Villacreses, 2021).
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3 Materiales y métodos

El estudio: Estandarizacion del método PCR para la identificacion genotipica de Raoultella
planticola, Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca en muestras remitidas al (CRN
RAM) INSPI QUITO se llevo a cabo en los laboratorios de Resistencia antimicrobiana del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica.

Se utilizaron cepas bacterianas pertenecientes al cepario crioconservado del CNR-RAM
procedentes de diversas casas de salud en un periodo de tiempo comprendidas entre 2020 a

2023.

3.1 Seleccidén de cepas bacterianas
Las cepas fueron seleccionadas de la base de datos del cepario CRN-RAM de INSPI. Se
analizaron previamente por parte de operarios del departamento de resistencia antimicrobiana

mediante pruebas microbiolégicas y de biologia molecular para confirmar su especie.

3.2 Reactivacion de cepas bacterianas

Luego de seleccionar las cepas bacterianas para su analisis, se descongelaron los viales a
temperatura ambiente y se homogenizaron mediante vArtex por 1 minuto. Para recuperar y
masificar la concentracion de bacterias se sembraron 50uL del criovial conservado, en medio

de cultivo caldo cerebro-corazén (BHI), y se incubd a 37 °C durante 24 horas.

3.3 Siembra de bacterias

Se realizd una siembra por estriado en Agar MacConkey, se incub6 37 °C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo se verifico el crecimiento de las cepas, analizando visualmente que
coincida con las caracteristicas morfoldgicas y organolépticas de la bacteria de interés, luego
se tomd una cantidad significativa de colonias bacterianas y se inocul6 en crioviales con 400uL
de Buffer TE 1X, compuesto de 10 Mm Tris HCl y 1 Mm EDTA y se homogenizé mediante

vortex durante 20 segundos.
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3.4 ldentificacion Bioquimica

Se tomd una colonia correctamente aislada de cada caja Petri en donde crecieron las cepas
seleccionadas y se inocularon los tubos con las 6 pruebas bioquimicas requeridas: TSI (Triple
Sugar Iron), LIA (Lysine Iron Agar), Simmons Citrato, Urea, SIM (Sulfide Indole Motility) y
MRVP (Methyl Red Voges-Proskauer), para la identificacion fenotipica de Raoultella
planticola, Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca.

Para el agar TSIy LIA la inoculacion se llevd a cabo picando el medio hasta el fondo del tubo
en linea recta y se estrid en zigzag en la superficie inclinada del agar. Para el agar Simmons
Citrato y Urea, se estrio solo en zigzag por la superficie del medio. Para el agar SIM se inoculd
el medio picando el agar hasta el fondo del tubo en linea recta sin estriado. Para el agar MRVP

se inoculé el agar introduciendo y agitando el asa en el medio liquido vigorosamente.

3.5 Estandarizacién del protocolo PCR

3.5.1 Extraccion de acidos nucleicos

Se realizo la extraccion del material genético de las bacterias seleccionadas mediante el kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit de la marca Promega siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante con variaciones en el tiempo en que se aplica vortex. Previa
homogenizacion de la suspensién procedente de microbiologia se tomé 1mL de la misma y se
coloco en un tubo Eppendorf de 1.5mL. Se centrifugaron las muestras a maxima velocidad
(14500rpm) por 4 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se anadio 600uL de solucion de lisis
nuclear, se homogenizo la solucién mediante pipeteo ligero. Se incubaron los respectivos tubos
a 80°C por 5 minutos en el Termobloque para que se produzca la lisis celular. Concluido el
tiempo se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente. Se afiadieron 3uLL de solucion
de RNasa al lisado celular y se homogenizd la solucidn invirtiendo el tubo cerrado de 2 a 5

veces. Se afadio 200uL. de solucion de proteina de precipitacion a cada tubo con la muestra
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lisada, se homogenizé mediante pipeteo y vartex a maxima velocidad por 20 segundos. Se
aplico choque térmico a las muestras incubandolas a -20°C en un congelador durante 5 minutos.
Se centrifugaron las muestras a maxima velocidad por 4 minutos y se transfirio el sobrenadante
de cada muestra a un tubo Eppendorf diferente con 600uL de isopropanol refrigerado. Se
homogenizd la solucion invirtiendo el tubo hasta que sean visibles las hebras de ADN. Se
centrifugaron nuevamente las muestras a 14500rpm durante 2 minutos y se retird
cuidadosamente el sobrenadante. Se afadi6 600uL de etanol al 70% refrigerado y se
homogeneizo la solucién invirtiendo el tubo un par de veces. Se centrifugaron las muestras una
ultima vez a méxima velocidad por 2 minutos y se drend el etanol mediante pipeteo. Se dejaron
secar los tubos Eppendorf dentro de la cabina de bioseguridad durante 15 minutos. Se afiadieron
100puL de solucidn de rehidratacion a cada tubo y se incubaron en Termobloque a 65°C durante
1 hora y se almacenaron los tubos con el ADN a -20°C a fin de preservar el material genético

para su uso posterior.

3.5.2 Cuantificacion de ADN

Para el proceso de cuantificacién se empled el espectrofotometro NanoDrop 2000. Se realiz6
la medicion del blanco dispensando 1uL de solucion de rehidratacion en el lector. Después se
dispens6 1uL de cada muestra producto de la extraccion de ADN en el lector y se registraron
las lecturas de las diferentes concentraciones. Los valores obtenidos se analizaron conforme a
la relacion de absorbancia 260/280 y 260/230 para determinar calidad y pureza de los productos
de laextraccion. y los valores que indican que el ADN es puro oscilan entre 1,8 y 2. Se considera
aceptable si los valores estan por encima de 1,6, pues valores inferiores a estos son indicativos
de contaminacion por fenoles y proteinas, mientras que valores superiores a 2,1 pueden

evidenciar la presencia de ARN en la muestra.
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3.5.3 Determinacion de gradientes
Se establecié un protocolo PCR con de temperaturas y ciclos térmicos basado en los propuestos
por Yepes et al. (2022), Leza et al., 2022, Cole et al. (2009) y Mlynarcik et al. (2016) enfocados

en la amplificacion de genes en Enterobacterias.

Se inicid la fase de experimentacion con la prueba de un protocolo disefiado en base a las
especificaciones propuestas por Espinosa (2007) que emplea los valores maximos delimitados
en los gradientes térmicos para cada fase y los valores minimos delimitados de tiempo para
cada ciclo, mismos que se especifican en la tabla 2.

Tabla 2. Protocolo del termociclador para ensayos PCR

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos -
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Hibridacion 55°C 30 segundos

30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 5 minutos -
Mantenimiento 4°C 00 -

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

Para el ensayo PCR del protocolo térmico inicial se emple6 un volumen de 25uL, una
concentracion de primers a 0,8uM y los volumenes especificados en la tabla 3 para cada

reaccion.
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Tabla 3. Volumenes de componentes para prueba de protocolo térmico

Componente Volumen (pL)
GoTaq Green 12,5
Primer Forward 2
Primer Reverse 2
Agua libre de nucleasas 7,5
ADN 1

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

3.5.4 Primers para la identificacion de las bacterias
La estructura de los primers utilizados para la amplificacion de los genes propuestos se

establecio segun lo descrito por Park et al. (2011) y se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Primers para la identificacion de las bacterias

Gen Enzima que Secuencia (5’-3’) Tamaiio
codifica amplicon (pb)
bla  p-lactamasa VOI1, 5’>-CATACCAGCCTGAATGAA-3’ 1121
V02, 5’-GTTTTGTCCGGGGATGTT-3’
hdc  Histidina KPF2, 5’-AAAGCTGGGGGTATGTGACC- 724
descarboxilasa 3’

KPR4, 5°- GTGATGGAGTTTTTGTTGC-3’

pehX Poligalacturonasa PEH-C, 5’- 344
GATACGGAGTATGCCTTTACGGTG -3°
PEH-D, 5°-
TAGCCCTTTATCAAGCGGATACTGG -3°
Nota: (Park et al., 2011) Elaborado por: (Los autores, 2023)

3.5.4.1 Gradiente de concentracién de primers
Para determinar las concentraciones optimas de primers se partio de una concentracion inicial

de 10uM. Se prepararon diferentes master mix en donde varia el volumen de los primers cuya
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dilucion permite alcanzar las concentraciones de: 0.4uM, 0,6uM y 0,8uM. Cada master mix
contd con los cebadores Forward y reverse especificos para cada gen; bla, hdc y pehX. Los
volimenes para cada reaccion se especifican en la tabla 5.

Una vez hecha la premezcla se homogeniz6 cada tubo mediante vortex por 5 segundos y se
dispens6 24uL de master mix y 1uL de lamuestra de ADN en cada tubo de reaccion, para llegar
al volumen final de 25uL.

Tabla 5. Volumenes para determinacion de concentracion éptima de primers

Componentes Concentracion de primers
0,4 pM 0,6 pM 0,8 pM
Gotaq Green 12,5uL 12,5uL 12,5uL
Primer Forward Iyl 1,5ul 2ul
Primer Reverse Iyl 1,5uL 2ul
Agua libre de nucleasas 9,5uL 8,5uL 7,5uL
ADN lulL lulL luL

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

La amplificacion se llevd a cabo programando el protocolo especificado en la tabla 3, que
demostré ser eficiente en la amplificacion de los genes propuestos. Se programé un
termociclador ADN Bio-rad modelo C1000 con dicho protocolo. La placa en donde se cargaron
las muestras contd con un control positivo con cada gen (bla, hdc, pehX) y un control negativo

facilitados por el laboratorio de biologia molecular CRN-RAM.

3.6 Electroforesis en gel de agarosa
Se preparé el gel de agarosa pesando 4 g de agarosa y disolviéndolo en 200 mL de tris-acetato-

EDTA (TAE) para alcanzar una concentracion de 2%. Se disolvio la agarosa calentando el
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matraz en un microondas por 2 minutos y medio. Posterior a un ligero enfriamiento de la

disolucion se afiadio 2.5uL del intercalante Sybr Safe.

Para la corrida del gel se instald la cdmara de electroforesis de manera que el ADN migre del
polo negativo al positivo. Se coloco el gel en la camara y se vertié solucion tampon TAE hasta
cubrir el gel, posteriormente se cargd 6uL. del marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder en
el primer pocillo y se dispensé 8uL de cada muestra procedente del termociclador en los demés

pocillos del gel. Se inici6 la corrida electroforética a 80 voltios por 80 minutos.

3.6.1 Visualizacion de resultados

La visualizacion de las bandas después del proceso de electroforesis se realizdO mediante un
fotodocumentador Bio-RAD Gel Doc XR. Se introdujo el gel en el transiluminador y se inicio
el procedimiento. Por medio del programa computacional Image Lab Software conectado al

equipo se indujo al gel a exposicion de luz ultravioleta y se capturd la imagen obtenida.

La interpretacion cualitativa de resultados se estableci6 en base a la expresion génica propuesta
por Park et al. (2011), en donde se plante6 el organismo y gen que amplificara al ejecutar un

protocolo PCR eficaz, como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Expresion génica en microorganismos de interés

bla hdc pehX
Raoultella ornithinolytica X X
Raoultella planticola X
Klebsiella oxytoca X

Nota: (Park et al., 2011) Elaborado por: (Los autores, 2023)
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3.7 Evaluacion de la capacidad diagnéstica PCR

3.7.1 Determinacion de la especificidad de PCR

Se ejecutd el protocolo establecido para la amplificacion de los genes propuestos en diferentes
microorganismos ajenos a las bacterias de estudio. Se realiz6 el ensayo con 14 cepas
bacterianas; 2 de cada género a excepcion de Klebsiella de la que se utilizaron 4 cepas. Las
especies utilizadas fueron: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella Typhi, Shigella Flexneri, Shigella Sonnei, Serratia marcescens, y
Escherichia coli. Adicionalmente, se ensay6 con 1 cepa perteneciente a cada bacteria de estudio
planteado en los objetivos; Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica y Klebsiella
oxytoca con el fin de evidenciar la presencia de amplicones frente a las bacterias con las que se
comparara especificidad dentro del ensayo. Las cepas utilizadas se detallan en el anexo 5.

Para cada cepa se siguid la misma metodologia propuesta, excluyendo los ensayos con pruebas
bioguimicas. Se prepar6 una master mix para cada gen a una concentracion de primers de 0,6uM
y un volumen final de 25uL por reaccion. Las muestras se amplificaron en el termociclador
corriendo el protocolo previamente establecido (Tabla 2). Los productos de la amplificacién
fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% de concentracion a 80 voltios
por 80 minutos. El porcentaje de especificidad se calculdé mediante la siguiente ecuacion,
planteada por Alejandro (2019)

Verdaderos Negativos(VN)
Falsos (FP) + Verdaderos negativos (VN)

Especificidad = * 100%

3.7.2 Determinacion de la sensibilidad de PCR
Se partio con la cuantificacion de acidos nucleicos extraidos para tener una concentracion base.
A las cepas de Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca se llevd a una misma

concentracion de ADN; 500ng/uL, mientras que para la muestra de Raoultella planticola se fijo
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una concentracion de 1200ng/uL fundamentado en los valores brindados por el
espectrofotdbmetro. Los valores fijados en concentracion se consiguieron mediante diluciones

en solucién de rehidratacion.

Se realizaron diluciones seriadas con un factor de dilucién 1/5 como se representa en la Figura
5. Para esto, factor de dilucién 1/5, que contiene la muestra a una concentracion prestablecida
y se diluyd en un tubo eppendorf con 40uL de solucion de rehidratacion, que representa la
dilucion (571). Se tomd 10uL de este tubo y se diluyd en el siguiente con 40uL de solucién de
rehidratacion alcanzando la dilucion (572), y asi repetidamente hasta alcanzar la dilucion

(5719).

Preparacion de diluciones seriadas

Solucién de
rehidratacién

Solucién de
rehidratacion

Solucién de
rehidratacion

Solucién de
rehidratacion

Solucién de
rehidratacién

Solucién de
rehidratacion

40 uL 40uL 40uL 40 uL 40 uL 40uL 50uL
5—1 5—2 5—3 5~4— 5—8 5—9 5710

Figura 5. Diluciones seriadas

Nota: Para cada extraccion de ADN se tom6 10uL que se trasladaron a un microtubo de 1.5mL que contenia
40uL de solucién de rehidratacion, para obtener un volumen final de 50uL con un factor de dilucién 1/5, se
repitié hasta alcanzar un factor de dilucion de 571°.

Elaborado por: (Los autores, 2023)
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Se amplificaron las diferentes diluciones de las 3 cepas de estudio; Raoultella ornithinolytica,
Raoultella planticola y Klebsiella oxytoca mediante PCR siguiendo el protocolo establecido y
programado en el termociclador (Tabla 4) a una concentracion de primers de 0,6uM, con los

volimenes especificados en (Tabla 5).
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4 Resultados y discusion

4.1 Seleccion de cepas Bacterianas

La seleccion de cepas se establecid segun la disponibilidad conforme se receptd, provenientes
de las diferentes casas de salud del sistema de salud nacional. Se cont6 con 4 cepas de Raoultella
ornithinolytica pertenecientes al 2020 y una cepa perteneciente al 2023, 4 cepas de Raoultella
planticola pertenecientes a 2020, 3 cepas pertenecientes a 2021 y 2 cepas pertenecientes a 2022,
Finalmente se trabajaron con 2 cepas de Klebsiella oxytoca, una perteneciente a 2020 y otra al

2023.

Para los ensayos de especificidad se escogieron 14 cepas bacterianas pertenecientes a la Familia
Enterobacteriaceae, mismas que comparten caracteristicas taxondémicas descritas por Naum et
al. (2008), en donde se analiza las relaciones filogenéticas de varias especies de esta familia
mediante la secuencia del gen 16S rDNA para evaluar la solidez de este gen constitutivo en la

ubicacion taxonémica de patdgenos entéricos.

El anexo 2 muestra una codificacion individual alterna de las cepas usadas en los ensayos para

mantener la confidencialidad de los datos de los pacientes y las unidades de salud involucradas.

4.2 ldentificacion Bioquimica
Tras el tiempo de incubacion, se evidencia el crecimiento de los microorganismos inoculados
en todos los agares en que se inocularon. Los resultados de los ensayos bioquimicos para

identificacion se reportan en la tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de los 6 ensayos bioquimicos para la identificacidén fenotipica

TSI LIA Citrato Urea SIM MRVP
Motilidad Indol
Raoultella A/A + + + - + +
ornithinolytica
(A-001)
Raoultella A/A + + + - - +
planticola
(A-002)
Klebsiella A/A + + + - - -
oxytoca
(C-001)
Nota. A/A: Reaccidn 4cida (Color amarillo). Elaborado por: (Los autores, 2023)

Las 3 cepas inoculadas en los respectivos agares presentaron fermentacion de glucosa, lactosa
y sacarosa en el agar TSI ademas de produccion de gas a excepcion de Raoultella planticola
(A-002). De igual manera los 3 microorganismos mostraron descarboxilacion de lisina en el
agar LIA, utilizaron el citrato como Unica fuente de carbono en el agar Simmons Citrato y
produccion de ureasa en el agar urea. Ninguna cepa mostré motilidad en el medio SIM, y en la
produccion de indol sélo Raoultella ornithinolytica (A-001) presentd resultado positivo. En el
medio MRVP las cepas de Raoultella ornithinolytica (A-001) y Raoultella planticola (A-002).

presentaron reaccion positiva a la adicion de rojo de metilo y Voges-Proskauer.

El comportamiento de las bacterias pertenecientes al género Raoultella frente a ensayos
bioquimicos obedecen a lo reportado por Castillo et al. (2018), donde se detallan las
caracteristicas microbiologicas de las especies de este género, y algunos ensayos bioquimicos,

como fermentacidn positiva de glucosa y resultado positivo en la prueba de VVoges-Proskauer.

Ademas, se contrastan los resultados bioquimicos obtenidos de Raoultella ornithinolytica (A-
001) y Raoultella planticola (A-002) con los presentados por Garcia et al. (2013) en donde se

detallan algunos ensayos bioquimicos ejecutados en cepas pertenecientes a esta especie, que
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coinciden con los obtenidos en el presente estudio. El autor reporta resultados positivos para
los ensayos: TSI, LIA, Citrato y urea en Raoultella ornithinolytica y Raoultella planticola
simultaneamente, pero el ensayo de indol en el agar SIM y el ensayo de rojo de metilo en el
agar MRVP tienden a variar para Raoultella planticola, pues el porcentaje de resultados
positivos obtenidos fue del 15% y 32% respectivamente. Estos datos permiten contrastar la
informacion obtenida en las cepas empleadas; pues coinciden con los resultados de los ensayos

bioquimicos utilizados que se especifican en la tabla 8.

Aunque los agares bioguimicos identifiquen a la cepa (A-002) como Raoultella planticola
ensayos moleculares posteriores demostraran la inconsistencia en los resultados de estos
métodos, pues se demostrd finalmente que es un ejemplar de Raoultella ornithinolytica,

pasando asi a tomar esta codificacion para el resto de los ensayos.

Basado en resultados de ensayos bioquimicos de bacterias pertenecientes al genero Klebsiella
propuestos por Chaves (2002) se contrasta dicha informacion con los resultados obtenidos en
Klebsiella oxytoca (C-001), en donde se observa una discrepancia en el comportamiento frente
a un agar utilizado. La cepa presenta indol negativo en el agar SIM, que difiere con lo reportado
por el autor, quien menciona que esta especie muestra formacion de indol positivo. Esta
discrepancia radica en el porcentaje de variabilidad en el resultado que pueden presentar estos

organismos.

4.3 Cuantificacion de acidos nucleicos
La tabla 9 muestra las diferentes concentraciones de ADN en las cepas destinadas a evaluar la
capacidad diagnostica del protocolo mediante ensayos de sensibilidad, en donde es crucial

conocer la concentracion base para alcanzar una concentracion especifica. La concentracion de
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acidos nucleicos y relacion de absorbancia del reto de cepas empleadas en los demas ensayos

se describe en el anexo 3.

Tabla 8. Concentracion y pureza de ADN en cepas para ensayos de sensibilidad

Codigo Especie Concentracion Relacion Relacion
de ADN A260/280 A260/230
(ng/pL)
A-001 Raoultella 221,5 1,76 0,89
ornithinolytica
A-002 Raoultella 584.,7 2,04 2,40
ornithinolytica
A-003 Raoultella 539,2 1,98 2,22
ornithinolytica
B-001 Raoultella 1463,8 2,13 2,03
planticola
C-001 Klebsiella 638,2 2,02 1,29
oxytoca
C-002 Klebsiella 745,6 1,93 1,45
oxytoca

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

Las concentraciones de ADN en las cepas de Raoultella ornithinolytica, Raoultella planticola
y Klebsiella oxytoca empleadas en ensayos de sensibilidad cuentan con valores que varian entre
539,2ng/uL hasta 1463,8ng/uL en funcidn del método de resuspension utilizado. La calidad y
pureza de las muestras se analizé mediante la relaciéon de absorbancia 260/280 y 260/230 como
se detalla en el informe propuesto por Banco Nacional de ADN (2020). El autor enfatiza los
valores Optimos en estas relaciones de absorbancia que garantizan la ausencia de contaminantes
en la muestra; para 260/280 los valores aceptables y 6ptimos oscilan entre 1.6 y 2,1 mientras

que para la relacion 260/230 pueden variar entre 1,8 y 2.2.

La cepa de Raoultella ornithinolytica (A-002), a una concentracion 584,3ng/ul. cuenta con
valores de absorbancia 260/280 de 2,04 y absorbancia 260/230 de 2,4 lo que es indicativo de

una muestra de alta calidad y pureza. La cepa de Raoultella planticola (B-001) a una
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concentracion de 1463,8ng/uL cuenta con valores de absorbancia 260/280 de 2,13 y
absorbancia 260/230 de 2,08 que evidencian un alta calidad y pureza de la muestra. La cepa de
Klebsiella oxytoca C-002 a una concentracion de 745,6ng/uL cuenta con valores de absorbancia
260/280 de 1,93 y absorbancia 260/230 de 1,45 lo que es indicativo de una muestra con

presencia considerable de sales, fenoles o hidratos de carbono.
4.4 Método molecular de identificacion bacteriana

4.4.1 Protocolo 6ptimo para PCR

Los ensayos iniciales basados en recomendaciones descritas por Yepes et al. (2022), Leza et al.
(2022), Cole et al. (2009), Mlynarcik et al. (2016) y Espinosa (2007), especificados en la tabla
3 resultaron ser eficaces para la amplificacion de los genes de interés. En la figura en la figura
6 se evidencia los resultados del ensayo de prueba con este protocolo. Los carriles del 2 al 15
correspondieron a ensayos de vigilancia epidemiolégica que no forman parte de la investigacion

en curso, realizador por operarios alternos, por lo que se excluyen de la imagen.

Productos de protocolo 6ptimo de PCR
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Figura 6. 1: Marcador de peso molecular; 16, 21 y 26: Raoultella
ornithinolytica (A-001); 17, 22 y 27: Raoultella planticola (A-002); 18, 23 y
28: Klebsiella oxytoca (C-001); 19: Control + de bla; 20: Control - de bla; 24:
Control + de hdc; 25: Control — de hdc; 29: Control + de pehX; 30: Control —
de pehX.

Elaborado por: (Los autores, 2023)
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La presencia de bandas para la amplificacién de los genes propuestos demuestra la efectividad
del protocolo especificado en la tabla 2, mismo que se utilizé en los demas ensayos de la
investigacion propuesta. En la figura 6 se observa presencia de amplificacion para el gen bla en
los carriles: 16, 17 y 19, que corresponden a Raoultella ornithinolytica (A-001), Raoultella
planticola (A-002) y el control positivo del gen bla respectivamente. Segun lo descrito por Park
et al. (2011) Raoultella ornithinolytica es el Unico microorganismo del estudio que es portador
de los genes bla y hdc simultdneamente; por lo que, la presencia de amplicon bla por parte de
Raoultella planticola (A-002) evidencia que se trata de una cepa de Raoultella ornithinolytica
errbneamente identificada por parte de los métodos fenotipicos. Se aprecia también
amplificacion para el gen hdc en los carriles: 17, 22 y 24, que corresponden a Raoultella
ornithinolytica (A-001), Raoultella planticola (A-002) (Cepa erroneamente identificada) y el
control positivo para el gen hdc respectivamente. La presencia de estos amplicones identifican
a los microorganismos cargados de los carriles: 17 y 22 como Raoultella ornithinolytica y se

constata la identificacion errénea obtenida en la amplificacién del gen bla en estas cepas.

La presencia de bandas en los carriles: 28 y 29, correspondientes a Klebsiella oxytoca y al

control positivo del gen pehX confirman la identificacion de esta cepa como Klebsiella oxytoca.

Se le otorgd a la cepa erroneamente identificada; Raoultella planticola (A-002) una nueva
codificacion y se utilizé la misma como Raoultella ornithinolytica en los ensayos posteriores
debido a su alta concentracién de ADN. Se trabaj6 con una cepa nueva, previamente confirmada

como Raoultella planticola (B-001) en los demas ensayos.
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4.5 Optimizacion de las condiciones de amplificacion PCR

45.1 Gradiente de concentracion de primers

Los gradientes planteados se fundamentan en las observaciones propuestas por Van Pelt-
Verkuil et al. (2008), en donde se detalla que, para una correcta amplificacion mediante PCR,
la concentracion de primers debe oscilar entre 0,1 y 1uM. Es asi como se ejecutaron protocolos

con concentraciones pertenecientes a este rango; 0,4; 0,6 y 0,8uM.

Gradientes de concentracion de primers
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Figura 7. MP: Marcador de peso molecular; 2, 11 y 20: Raoultella planticola (B-001); 5, 14 y 23:
Raoultella ornithinolytica (A-002); 8, 17 y 26: Klebsiella oxytoca (C-001); 3, 12 y 21: controles
+ de hdc; 6, 15y 24: controles + de bla; 9, 18 y 27: controles + de pehX; 4, 13y 22: controles —
de hdc; 7, 16 y 25: controles — de bla; 10, 19 y 28: controles — de pehX.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

Como se muestra en la figura 7, hay presencia de bandas producto de la amplificacion en las 3
concentraciones propuestas; 0,4; 0,6 y 0,8uM para los genes de interés, no obstante, se
visualizan amplicones en los carriles: 2, 11y 20 pertenecientes a Raoultella planticola (B-001)
a 0,6; 0,4 y 0,8uM respectivamente, ademas de amplicones en los carriles 3, 12 y 21
pertenecientes a los controles positivos, todos ellos ejecutados para la amplificacion del gen

hdc. La ausencia de bandas en los carriles: 5, 6, 8, 9, 14, 15, 17, 18, 23, 24, 26 y 27 es indicativo
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de inconvenientes en la reaccion; factores ambientales que produjeron la degradacion de los
acidos nucleicos.

La amplificacion de la cepa Raoultella planticola (B-001) y los controles positivos del gen hdc
fueron suficientes para obtener contraste entre las bandas obtenidas y discernir la concentracién
Optima. Las bandas a concentraciones de 0,4 y 0,6uM, si bien son algo tenues, estan presentes
y con un nivel de fluorescencia suficiente para su distincion. Los amplicones obtenidos con una
concentracion de 0,8uM son mas brillantes, pero utilizan un volumen de primers mayor, mismo
que puede ser empleado en la ejecucion de mas reacciones, por tanto, el gradiente de
concentracion de primers se establece en 6uM y podra emplear una concentracion en funcion

del nivel de fluorescencia que se desea tener en la visualizacion de bandas.

4.6 Evaluacion de la capacidad diagnostica del protocolo PCR

4.6.1 Determinacion de especificidad

La especificidad del protocolo establecido se ve influenciado por varios factores en el proceso
de PCR. Segun Pérez (2011), la especificad del ensayo depende de la temperatura de
hibridacién y las secuencias que conforman los primers al inicio de la reaccién. Por eso los
cebadores utilizados los forman las mismas secuencias que los descritos por Park et al.(2011)

para la amplificacion de Raoultella y Klebsiella; especificados en la tabla 5.
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Ensayo de especificidad para la amplificacion del gen bla

Figura 8. MP: Marcador de Peso Molecular; 25 y 26: Klebsiella pneumoniae (D-001) y (D-
002); 27 y 28: Pseudomona aeruginosa (E-001) y (E-002); 29 y 30: Salmonella typhi (F-001)
y (F-002); 31y 32: Klebsiella aerogenes (G-001) y (G-002); 33: Shigella flexneri (H-001); 34:
Shigella sonnei (1-001);; 35 y 36: Serratia marcescens (J-001) y (J-002); 37 y 38: Escherichia
coli (K-001) y (K-001); 39: Raoultella ornithinolytica (A-002); 40: Raoultella planticola (B-
001); 41: Klebsiella oxytoca (C-002); 42: control — de bla.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El ensayo descrito en la figura 8 determing la especificidad del protocolo establecido y primers
utilizados para la amplificacién del gen bla en Raoultella ornithinolytica. En el gel se aprecia
una banda con un peso molecular de 1121 pb en el carril 39, perteneciente a la cepa Raoultella
ornithinolytica (A-002); unica especie de estudio en ser portador del gen bla, segun lo descrito

por Castillo, et al. (2018).
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Ensayo de especificidad para la amplificacion del gen hdc
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Figura 9. MP: Marcador de Peso Molecular; 2 y 3: Klebsiella pneumoniae (D-001) y (D-002);
4y 5: Pseudomona aeruginosa (E-001) y (E-002); 6 y 7: Salmonella typhi (F-001) y (F-002);
8 y 9: Klebsiella aerogenes (G-001) y (G-002); 10: Shigella flexneri (H-001); 11: Shigella
sonnei (1-001); 12 y 13: Serratia marcescens (J-001) y (J-002); 14 y 15: Escherichia coli (K-
001) y (K-001); 16: Raoultella ornithinolytica (A-002); 17: Raoultella planticola (B-001); 18:
Klebsiella oxytoca (C-001); 19: control — de hdc.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El ensayo caracterizado en la figura 9 determiné la especificidad del protocolo establecido en
base a los primers utilizados para la amplificacion del gen hdc en Raoultella ornithinolytica y
Raoultella planticola. En el gel se aprecian 2 bandas en los carriles: 16 y 17 con un peso
molecular de 724 pb, pertenecientes a las cepas Raoultella ornithinolytica (A-002) y Raoultella
planticola (B-001) respectivamente. Segun lo planteado por Park et al. (2011), estos 2

microorganismos son portadores del gen hdc.
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Ensayo de especificidad para la amplificacion del gen pehX

Gen pehX
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Figura 10. MP: Marcador de Peso Molecular; 20 y 21: Klebsiella pneumoniae (D-001) y (D-
002); 22 y 23: Pseudomona aeruginosa (E-001) y (E-002); 24 y 25: Salmonella typhi (F-001)
y (F-002); 26 y 27: Klebsiella aerogenes (G-001) y (G-002); 28: Shigella flexneri (H-001); 29:
Shigella sonnei (1-001); 30 y 31: Serratia marcescens (J-001) y (J-002); 32 y 33 Escherichia
coli (K-001) y (K-001); 34: Raoultella ornithinolytica (A-002); 35: Raoultella planticola (B-
001); 36: Klebsiella oxytoca (C-001); 37: control — de pehX.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El ensayo presentado en la figura 10 se emple6 para determinar la especificidad del protocolo
en la amplificacion del gen pehX exclusivamente en cepas de Klebsiella oxytoca. En el gel se
observa la presencia de una banda en el carril 36, con un peso molecular de 344 pb perteneciente
a la cepa Klebsiella oxytoca (C-001). Segun lo reportado por Park et al. (2011), este

microorganismo es el Unico, de entre las cepas de estudio, que es portador del gen pehX.

La ausencia de amplicones en los pocillos cargados con muestras de otros géneros o especies
de enterobacterias ajenas a las establecidas en la investigacion propuesta; Klebsiella spp,

Pseudomona sp., Shigella spp., Serratia sp. Y Escherichia sp. obedece a la premisa de
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especificidad del protocolo, siendo capaz de amplificar Gnicamente los genes bla, hdc, y pehX

en Raoultella ornithinolytica, Raoultella planticola y Klebsiella oxytoca.

De acuerdo con la ecuacion de especificidad propuesta por Bravo & Cruz (2015) el ensayo PCR
consiguio un 100% de especificidad para la amplificacion de los genes bla, hdc y pehX con un

tamafio de muestra de 14 cepas de enterobacterias ajenas a las cepas de estudio.

Verdaderos Negativos(VN)
Falsos (FP) + Verdaderos negativos (VN)

Especificidad = * 100%

14(VN)

_ 0,
oGP + 14 vy 100%

Especificidad =

Especificidad = 100%

La ausencia de falsos positivos en los ensayos es lo que permite obtener un porcentaje del 100%
en especificidad del protocolo para discriminar entre las especies de interés y aquellas con

quienes comparten similitudes taxonémicas.

4.6.2 Determinacion de sensibilidad

Pata determinar las concentraciones minimas a las cuales el protocolo resulta eficiente se
siguieron las recomendaciones de Alejandro (2019). A diferencia del autor, se realizaron 10
diluciones seriadas para determinar valores especificos de concentraciones a las que hay

presencia de amplificacion.
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Ensayo de sensibilidad para la amplificacion del gen bla
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Figura 11. MP: Marcador de Peso Molecular; SM: solucién madre; -1: primera dilucién
N/5; -2: Segunda dilucion N/5; -3: Tercera dilucion N/5; -4: Cuarta dilucion N/5; -5:
Quinta dilucion N/5; -6: Sexta dilucién N/5; -7: Séptima dilucién N/5; -8: Octava
dilucién N/5; -9: Novena dilucion N/5; -10: Décima dilucion N/5; C-: Control negativo
de bla; N: Concentracion de ADN.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El gel representado en la figura 11 se utilizé para establecer la concentracion minima de ADN

que el protocolo es capaz de detectar y amplificar el gen bla. Para la cepa de Raoultella

ornithinolytica (A-002), que previamente se cuantificd arrojo resultados de 584,3ng/uL. Se

realizo una dilucién en solucidn de rehidratacion para conseguir un valor entero; 500ng/uL, que

corresponde a la solucion madre de la cual partieron las diluciones seriadas hasta alcanzar la

dilucion -10.

Se visualiza presencia de bandas en los carriles: 2, 3, 4 y 5 con un peso molecular de 1121 pb

que corresponden a la solucion madre (500ng/uL), dilucion -1 (100ng/uL), diluciéon -2

(20ng/uL), dilucion -3 (4ng/ul) respectivamente. Por ende, se determina que el protocolo

establecido es capaz de detectar y amplificar muestras de ADN con una concentracion mayor o

igual a 4ng/uL.
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Ensayo de sensibilidad para la amplificacion de gen hdc
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Figura 12. MP: Marcador de Peso Molecular; SM: solucién madre; -1: primera dilucion
N/5; -2: Segunda dilucion N/5; -3: Tercera diluciéon N/5; -4: Cuarta dilucion N/5; -5:
Quinta dilucién N/5; -6: Sexta dilucion N/5; -7: Séptima dilucion N/5; -8: Octava dilucion
N/5; -9: Novena dilucion N/5; -10: Décima dilucion N/5; C-: Control negativo de hdc; N:
Concentracion de ADN.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El gel que se evidencia en la figura 12 se emple6 para establecer la concentracion minima de
ADN que el protocolo es capaz de detectar y amplificar el gen hdc. Para la cepa de Raoultella
planticola, que previamente se cuantifico arrojé resultados de 1463,8ng/uL. Se diluyd en
solucion de rehidratacion hasta conseguir un valor entero de 1200ng/uL, que corresponde a la

solucién madre de la cual partieron las diluciones seriadas hasta alcanzar la dilucion -10.

Se visualiza presencia de bandas en los carriles: 2, 3, 4,5, 6 y 7 con un peso molecular de 724pb
que corresponden a la solucion madre (1200ng/uL), dilucion -1 (240ng/uL), dilucion -2
(48ng/uL), dilucion -3 (9,6ng/uL), dilucion -4 (1,92ng/uL) y dilucién -5 (0,38ng/uL)
respectivamente. Por ende, se determina que el protocolo establecido es capaz de detectar y

amplificar muestras de ADN con una concentracién mayor o igual a 0,38ng/uL.

48



Ensayo de sensibilidad para la amplificacion del gen pehX
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Figura 13. MP: Marcador de Peso Molecular; SM: solucién madre; -1: primera dilucién
N/5; -2: Segunda dilucion N/5; -3: Tercera dilucion N/5; -4: Cuarta dilucién N/5; -5:
Quinta dilucion N/5; -6: Sexta dilucion N/5; -7: Séptima dilucion N/5; -8: Octava dilucion
N/5; -9: Novena diluciéon N/5; -10: Décima dilucién N/5; C-: Control negativo de pehX;
N: Concentracion de ADN.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

El ensayo mostrado en la figura 13 se emple0 para establecer la concentracion minima de ADN
que el protocolo es capaz de detectar y amplificar el gen pehX. Para la cepa de Klebsiella
oxytoca (C-002), que previamente se cuantifico arrojé resultados de 745,6ng/uL. Se diluyé en
solucién de rehidratacion hasta alcanzar un valor entero de 500ng/uL, que corresponde a la

solucién madre de la cudl partieron las diluciones seriadas hasta alcanzar la dilucion -10.

Se visualiza presencia de bandas en los carriles: 14, 15, 16 y 17 con un peso molecular de 344pb
que corresponden a la solucion madre (500ng/uL), dilucion -1 (100ng/uL), dilucién -2
(20ng/uL), dilucién -3 (4ng/uL) respectivamente. Por ende, se determina que el protocolo
establecido es capaz de detectar y amplificar muestras de ADN con una concentracion mayor o

igual a 4ng/ulL
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En base a los valores obtenidos en los diferentes ensayos de sensibilidad se corrobora la
eficiencia y la alta sensibilidad del protocolo estandarizado, pues, de entre todos los ensayos,
los valores que presentan menor sensibilidad (bla y pehX) son capaces de detectar y amplificar
ADN hasta una concentracion de 4ng/uL; concentraciones menores a las que se exige para
experimentar. EI BNA (2020) especifica que la concentracion minima de ADN para la
amplificacion de material genético por PCR debe ser mayor o igual a 10ng/uL, por lo que el
protocolo es capaz de detectar concentraciones incluso menores a los parametros minimos

mencionados.
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Conclusiones
La estandarizacion de la técnica molecular PCR permitié establecer un protocolo para la
amplificacion los genes bla, hdc y pehX, demostrando efectividad en la identificacion

genotipica de Raoultella ornithinolytica, Raoultella planticola y Raoultella oxytoca.

Las condiciones térmicas Optimas del protocolo para la amplificacién de los genes de interés
fueron: Desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 95 °C, seguido por 30 ciclos de:
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacion a 55°C por 30 segundos y extension a

72°C por 1 minuto cada uno, extension final a 72°C por 7 minutos.

El protocolo evidencié amplificacion de genes en base a un gradiente de concentracion de
primers de 6uM Yy una concentracion minima de ADN de 0,38ng/uL, en donde los resultados

revelaron un excelente bandeo y baja presencia de estructuras secundarias

El protocolo estandarizado cuenta con una alta especificidad y sensibilidad, capaz de amplificar
genes de interés exclusivamente en los microorganismos planteados, y a una concentracién de

acidos nucleicos menor a los pardmetros minimos requeridos para este tipo de ensayos.

La inconsistencia en los resultados arrojados por métodos fenotipicos tradicionales puede llevar
a la obtencion de datos no concluyentes o erréneos en la identificacion bacteriana, por lo que,

la implementacion de técnicas genotipicas resulta en una alternativa de utilidad para este fin.
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Recomendaciones

Se recomienda ampliar la estandarizacion de protocolos para la identificacion de
enteropatdégenos con el disefio de primers para la amplificacion de regiones especificas en
bacterias pertenecientes a los géneros estudiados, como Raoultella terrigenea o Raoultella
eléctrica.

Se recomienda ampliar la informacién obtenida en el proyecto mediante la secuenciacion de
los genes estudiados a fin de ampliar las bases de datos genéticas enfocadas a enteropatégenos

de importancia clinica.

Se recomienda emplear métodos estandares para la extraccion de &cidos nucleicos, y evitar asi
la obtencion de concentraciones bajas; inferiores a los que el método propuesto es capaz de

detectar.
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Anexo 1. Planificacion del Servicio de acompafiamiento Tecnico (SAT)
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NOMBRE DE LA INSTITUCION AUSPICIANTE
Universidad Politécnica Salesiana

LOCALIZACION
Provincia: Pichincha

Ciudad: Quito
Direccién: Campus el Girén, Avenida 12 de Octubre 24-22, Quito 170143

DATOS DE LA AUTORIDAD DE LA INSTITUCION AUSPICIANTE

Nombre: Maria Sol Villagémez Rodriguez

Cargo que ocupa dentro de la institucién: Vicerrectora de Universidad Politécnica Salesiana
-Sede Quito

Correo: mvillagomez@ups.edu.ec

DATOS DEL INVESTIGADOR REQUIRENTE
Nombre: Estalin Xavier Lojano Castillo
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INDIQUE EL TEMA DEL PROYECTO DE TESIS.
Estandarizacién del método PCR para la identificacion genotipica de Raoultella planticola,

Raoultella ornithinolytica y Klebsiella oxytoca en muestras remitidas al (CRN RAM) INSPI
QUITO.

INDIQUE DENTRO DE CUAL PROYECTO DE INVESTIGACION DEL INSPI SE ENCUENTRA
EL PROYECTO PROPUESTO.

Vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) en salud publica en el Instituto Nacional
de Investigacion en Salud Publica “Dr. Leopoldo |zquieta Pérez” (INSPI).

INDIQUE SI PARA EL DESARROLLO DEL TEMA VA A NECESITAR DEL INSPI CEPAS,
MUESTRAS BIOLOGICAS, DATOS.

Para la investigacion se necesitara cepas de las siguientes bacterias:
* Raoultella planticola
* Raoultella ornithinolytica
e Klebsiella oxytoca

Las cepas perteneceran a un periodo de tiempo comprendido entre los afios 2020 y 2023. El
proyecto se realizara unicamente en las instalaciones de la CZ-9 del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica “Dr. Leopoldo Izquieta Pérez” (INSPI) y las cepas con las que se
trabaje no seran transportadas fuera de la institucién en ningin momento.

DETALLE DE ACTIVIDADES QUE DESARROLLARA EL INVESTIGADOR REQUIRENTE
Las actividades que se desarrollaran durante el tiempo de realizacion de la investigacion seran:

» Seleccion de los asilamientos de Raoultella planticola, Raoultella ornithinolytica,
Klebsiella oxytoca

e ldentificacion morfolégica de las cepas seleccionadas.

» |dentificacion molecular de los genes bla, hdc, pehX en asilamientos de Raoultella
planticola, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella oxytoca.

» Determinacion de sensibilidad y especificidad de los genes bla, hdc, pehX.
+ Evaluacion de resultados.
HORARIOS DE ACTIVIDADES

Del 5 septiembre de 2023 al 25 de enero de 2024
LUNES A JUEVES: 8:00 - 13:00
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PLANIFICACION

Fecha de inicio: 5/ 09/ 2023
Fecha de finalizacion: 25 /01/2024

1. CUMPLIMIENTO DE ACTIVIDADES DEL CRONOGRAMA DE TRABAJO

(Aumentar filas de objetivos si fuere necesario)

Objetiva

Objetivo 1

#Actividades Planificadas

Estandarizar PCR convencional para la amplificacién

de los genes bla, hdc, pehX utilizados en la
identificacion de Raoultella planticola, Raoultella
ornithinolytica y Klebsiella oxytoca

Objetivo 2

Determinar la especificidad de la amplificacion de los
genes bla, hdc, pehX para la identificacién de
microorganismos  Raoultella  planticola, Raoultella
ornithinolytica y Klebsiella oxytoca.

Objetivo 3

Determinar la sensibilidad para la amplificacién de los
enes bla, hdc, pehX

Objetivo 4

Desarrollar protocolo para la identificacion de las
bacterias Raoultella planticola, Raoultella
ornithinolytica y Klebsiella oxytoca mediante Ia
amplificacién de los genes bla, hdc, pehX por PCR.

. CUMPLIMIENTO DE ENTREGABLES PLANIFICADOS

Regional

“Intercambio de

conocimiento

Particlpacién
Obtencién on Grupos do

Vegetal | (nyestigacién

Derecho
de autor

Libros | Mundial | Industrial

Planificado X

X X

Ejecutado
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EJECUCION FINANCIERA

Aprobatic Ejéclitato

El proyecto de tesis se ejecutara de manera autofinanciada.

El INSPI proveera para esta investigacion el acceso a los laboratorios de microbiologia
convencional y biologia molecular del Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos. El proyecto de investigacion se realizara utilizando los equipos del INSPI
como cuantificador de DNA, termociclador, camara de electroforesis y fotodocumentador. El
manejo siempre se realizara cumpliendo las normas de bioseguridad de cada laboratorio para
el manejo de equipos y aislamientos bacterianos.

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD

Se aplicaran los instructivos de bioseguridad descritos en la intranet del INSPI en la seccién de
Sistemas de Calidad — Instructivos — Técnicos — Bioseguridad.

* EDC 01 Lavado y desinfeccion de manos codigo I-ACI-002

e ED 01 Uso de Proteccion Personal cédigo I-ACI-004

e EDC 02 Limpieza y Desinfeccion cédigo [-ACI-005

o EDC 01 Manejo y Eliminacion de Desechos cédigo I-ACI-006

Protocolo de Bioseguridad para Laboratorio

¢ Indumentaria y Equipos de Proteccién Personal

— Todo el personal debe utilizar bata de laboratorio de manga larga, guantes de nitrilo,
gafas de seguridad y calzado cerrado durante todo momento en el laboratorio.

- Se deben usar batas desechables para trabajos con sustancias peligrosas.

- El uso de mascarilla puede ser requerido para ciertos procedimientos que generen
aerosoles o particulas.

« Manipulacion de muestras bioldgicas, superficies de trabajo y equipos

- Tratar todas las muestras bioldgicas como potencialmente infecciosas.

- Utilizar equipos de proteccion personal (EPP) al trabajar con muestras bioldgicas.

- Desinfectar adecuadamente las superficies.

- Mantener limpias y desinfectadas las superficies de trabajo antes y después de cada
uso.

—  Anotarse siempre al utilizar los equipos en los registros de calidad de uso de equipos.
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Anexo 2. Codificacion individual de las cepas utilizadas

N° Codigo
1 A-001
2 A-002
3 A-003
4 B-001
5 C-001
6 C-002
7 D-001
8 D-002
9 E-001
10 E-002
11 F-001
12 F-002
13 G-001
14 G-002
15 H-001
16 1-001
17 J-001
18 J-002
19 K-001
20 K-002

Microorganismo
Raoultella ornithinolytica
Raoultella ornithinolytica
Raoultella ornithinolytica
Raoultella planticola
Klebsiella oxytoca
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi
Salmonella typhi
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Shigella flexneri

Shigella sonnei

Serratia marcescens
Serratia marcescens
Escherichia coli
Escherichia coli

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

Anexo 3. Valores de concentracion y calidad de ADN por cuantificacion

#| Sample ID User name| Date and Time |Nucleic Acid | Unit |[A260 (Abs) | A280 (Abs) |260/280|260/230|Sample Type
1 |blanco kchavez  |06/12/2023 10:40:32 |-0,1 ng/pl|-0,002 0,004 043  [0,25 DNA
2 [1051- kpn kchavez  |06/12/2023 10:42:42 |101,7 ng/pl|2,033 1,076 1,89 2,06 DNA
3 [1052-kpn kchavez  |06/12/2023 10:43:29 (31,2 ng/pl|0,624 0,387 1,61 0,81 DNA
4 [1053-pae kchavez  |06/12/2023 10:44:44 |5,8 ng/pl|0,116 0,058 1,98 -2,69 DNA
5 |1053-pae rep kchavez  |06/12/2023 10:45:19 |6,2 ng/pl 0,124 0,037 3,36 -1,79  |DNA
6 |1054-pae kchavez  |06/12/2023 10:46:04 |18,5 ng/ul 0,371 0,167 2,22 4,76 DNA
7 |1059-saimo kchavez  |06/12/2023 10:46:40 |7,8 ng/pl 0,157 0,079 1,99 4,57  |DNA
8 |1062-salmo kchavez  |06/12/2023 10:47:16 |255,6 ng/pl 5,112 2,715 1,88 1,49 DNA
9 |673-kae kchavez  |06/12/2023 10:47:51 |94,3 ng/ul|1,885 0,980 1,92 1,85 DNA
10/718-kae kchavez  |06/12/2023 10:48:30 |169,0 ng/pl|3,380 1,732 1,95 1,24 DNA
11/61-shigella flex kchavez  |06/12/2023 10:49:19 |85,6 ng/pl|1,711 0,901 1,90 1,38 DNA
12[263-shigella sonnei |kchavez  |06/12/2023 10:49:50 |3,2 ng/ul|0,063 0,037 1,72 0,25 DNA
13[263-shigella sonn rep |kchavez  |06/12/2023 10:50:52 [6,2 |ng/pl|0,124 0,090 1,37 2,36 DNA
14/842-sma kchavez  |06/12/2023 10:51:25 |56,0 ng/pl|1,119 0,557 2,01 1,63 DNA
15/923-sma kchavez  |06/12/2023 10:51:57 |21,3 ng/pl|0,426 0,257 1,66 3,88 DNA
16/871-eco kchavez  |06/12/2023 10:52:28 |6,8 ng/pl|0,136 0,079 1,72 -4,46 DNA
17|871-eco rep kchavez  |06/12/2023 10:53:02 |7,4 ng/pl|0,148 0,055 2,71 -10,19 |DNA
18 904-eco kchavez 06/12/2023 10:53:37 |25,7 ng/pl 0,515 0,272 1,89 0,68 DNA
19/2123-omni kchavez  |06/12/2023 10:54:19 |584,3 ng/pl|11,686 5,718 2,04 2,40 DNA
20(1308-plant kchavez  |06/12/2023 10:55:16 |539,2 ng/pl 10,785 5,460 1,98 2,22 DNA
21/1181-kox kchavez 06/12/2023 10:55:57 |745,6 ng/pl 14,912 7,712 1,93 1,45 DNA
22(1613-kox kchavez  |06/12/2023 10:57:02 |638,2 ng/pl 12,764 6,326 2,02 1,29 DNA
23(440-plant kchavez  |06/12/2023 10:57:38 |200,4 ng/pl|4,009 2,244 1,79 1,68 DNA
24|2131-plant kchavez  |06/12/2023 10:58:09 |18,5 ng/ul|0,370 0,195 1,89 0,70 DNA
25(2131-plant rep |kchavez  |06/12/2023 10:58:40 |14,4 |ng/pl|0,287 0,168 1,71 |o,83 DNA
26/2055-orni kchavez  |06/12/2023 10:59:14 |221,5 ng/pl|4,430 2,515 1,76 0,89 DNA
27|344-plant kchavez 06/12/2023 11:00:44 |365,7 ng/pl|7,314 3,911 1,87 1,81 DNA
28(35-plant kchavez  |06/12/2023 11:01:20 |396,4 ng/pl|7,928 4,191 1,89 1,75 DNA
29(2123-plant quick kchavez  |06/12/2023 11:01:56 |292,3 ng/pl 5,845 2,987 1,96 1,27 DNA
4 J2011R olartcoa [hehenes [21112/203 954 [14€38 [ngrd  [2¢.278 13,757 [2.13 |2,08 |cha

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)
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Anexo 4. Disposicion de muestras en el gel en ensayo de especificidad

1 MP MP

2 Kleb (A) 1 hdc

3 Kleb (A) 2 hdc

4 Pae 1 hdc

5 Pae 2 hdc

6 Salm 1 hdc

7 Salm 2 hdc

8 Kleb (B) 1 hdc

9 Kleb (B) 2 hdc

10 Shig 1 hdc

11 Shig 2 hdc

12 Sma 1 hdc

13 Sma 2 hdc )
14 Eco 1 hdc

15 Eco 2 hdc

16 R. orni hdc

17 R. plant hdc

18 Kox hdc

19 C- hdc

20 Kleb (A) 1 pehx

21 Kleb (A) 2 pehx

22 Pae 1 pehx

23 Pae 2 pehx

24 Salm 1 pehx

25 Salm 2 pehx

26 Kleb (B) 1 pehx Kleb (A) 1 bla
27 Kleb (B) 2 pehx Kleb (A) 2 bla
28 Shig 1 pehx Pae 1 bla
29 Shig 2 pehx Pae 2 bla
30 Sma 1 pehx Salm 1 bla
31 Sma 2 pehx Salm 2 bla
32 Eco 1 pehx Kleb (B) 1 bla
33 Eco 2 pehx Kleb (B) 2 bla
34 R. orni pehx Shig 1 bla
35 R. plant pehx Shig 2 bla
36 Kox pehx Sma 1 bla
37 C- pehx Sma 2 bla
38 - Eco 1 bla
39 - Eco 2 bla
40 - R. orni bla
41 - R. plant bla
42 - Kox bla

43 - C- bla

Nota: Elaborado por: (Los autores, 2023)

MP: Marcador de peso molecular. Kleb (A): Klebsiella pneumoniae. Kleb (B): Klebsiella aerogenes. Pae:
Pseudomona. Salm: Salmonella. Shig: Shigella. Sma: Serratia marcescens. Eco: Escherichia coli. R orni:
Raoultella ornithinolytica. R plant: Raoultella planticola. Kox: Klebsiella oxytoca. C+: Control positivo. C-:
Control negativo.
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Anexo 5. Cepas destinadas a ensayos de especificidad

Género
Klebsiella

Pseudomonas

Salmonella

Shigella

Serratia

Escherichia

Especie

Klebsiella pneumoniae (D-001)
Klebsiella pneumoniae (D-002)
Klebsiella aerogenes (G-001)
Klebsiella aerogenes (G-002)
Pseudomonas aeruginosa (E-001)
Pseudomonas aeruginosa (E-002)
Salmonella typhi (F-001)
Salmonella typhi (F-002)
Shigella flexneri (H-001)
Shigella sonnei (I-001)

Serratia marcescens (J-001)
Serratia marcescens (J-002)
Escherichia coli (K-001)
Escherichia coli (K-002)
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