3¢

BIOTECNOLOGIA

FACULTAD DE CIENCIAS EXPERIMENTALES
UNIVERSITAS UN'VERS"AS
Miguel Herndndez Miguel Herndndez

ESTUDIO DEL RESISTOMA DE

AISLAMIENTOS BACTERIANOS

EN EL CONDADO DE TURKANA
(KENIA)

TRABAJO DE FIN DE GRADO EN BIOTECNOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS EXPERIMENTALES
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION VEGETAL Y MICROBIOLOGIA

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ

Autor: Pablo Fiel Berbejal

Tutora: Consuelo Ferrer Rodriguez

Cotutores: M? Francisca Colom Valiente y Mario Lopez
Pérez Curso académico: 2023-2024

Convocatoria: ordinaria



Indice

1. Resumen y Palabras Clave

2. Introduccion

3. Antecedentes, Hipotesis y Objetivos

4.1.

4.2.

4.3.

Antecedentes
Hipétesis

Objetivos

4. Materiales y Métodos

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Disefio del estudio

Consideraciones éticas

Procesado de las muestras y obtencion de los aislamientos
Identificacion microscopica y estudio de sensibilidad in vitro (SiV)
Identificacion taxonomica de los aislados

Secuenciacion y Andlisis Bioinformatico

5. Resultados

5.1

5.2.

5.3.

Calidad de la secuenciacion e identificacion gendmica
Estudio del resistoma

Correlacion entre el fenotipo y el resistoma

6. Discusion

7. Conclusiones

8. Proyeccion Futura

9. Bibliografia

10

10

11

11

11

11

12

14

16

16

17

21

21

27

28

28



1. Resumen y Palabras Clave

Introduccidn: La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una importante amenaza para la salud
publica mundial, aunque su incidencia es mayor en regiones menos desarrolladas, como el condado de
Turkana en Kenia. El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos moleculares implicados en el

desarrollo de RAMs en microorganismos aislados en pacientes de Turkana. Materiales y Métodos: Se

llevé a cabo un estudio observacional, multicéntrico y prospectivo. En primer lugar, los aislados se
identificaron mediante aproximaciones fenotipicas y moleculares y se estudid su sensibilidad
antimicrobiana in vitro. A continuacion, se secuencio el genoma de cepas seleccionadas y se comparo
con la base de datos CARD (Comprehensive Antimicrobial Resistance Database) para obtener el
resistoma. Resultados: Se secuenciaron 13 cepas de 8 especies diferentes, revelando 211 genes de
resistencia a antimicrobianos (ARGs) diferentes. Los ARGs frente a quinolonas, betalactamicos y
tetraciclinas constituyeron mas del 45% del total y el 65,35% estaban asociados al eflujo de antibioticos.
Finalmente, la correlacion entre el genotipo y el fenotipo varid notablemente en funcion del tipo de
antibiodtico estudiado. Discusion: Los resultados mostraron una alta presencia de multiples genes de
resistencia, lo que se traduce en un mayor potencial de transferencia génica horizontal a otros patégenos.
Sin embargo, para obtener una imagen mas precisa y establecer medidas para un uso correcto y eficaz

de los antibioticos, es necesario ampliar el numero de aislados estudiados.

Palabas clave: resistoma, resistencia, antibidtico, Turkana, secuenciacion, genoma.

Abstract

Introduction: Antimicrobial resistance (AMR) is a significant threat to global public health, although its
incidence is higher in less developed regions such as Turkana County in Kenya. The objective of this
work was to study the molecular mechanisms involved in the development of AMRs in microorganisms

isolated from patients in Turkana. Materials and Methods: A prospective, multicentre, observational

study was carried out. Firstly, the isolates were identified through phenotypic and molecular approaches,
and their antimicrobial sensitivity was studied in vitro. Next, the genome of selected strains was
sequenced and compared with the Comprehensive Antimicrobial Resistance Database (CARD) to obtain
the resistome. Results: A total of 13 strains belonging to 8 different species were sequenced, revealing
211 different antimicrobial resistance genes (ARGs). ARGs against quinolones, beta-lactams, and
tetracyclines constituted more than 45% of the total and 65.35% were associated with antibiotic efflux.
Finally, the correlation between genotype and phenotype varied significantly depending on the type of
antibiotic studied. Discussion: The results showed a high presence of multiple resistance genes, which
translates into a greater potential for horizontal gene transfer to other pathogens. However, to obtain a
more accurate picture and establish measures for the proper and effective use of antibiotics, it is

necessary to increase the number of isolates studied.

Keywords: resistome, resistance, antibiotic, Turkana, sequencing, genome.



2. Introduccion

Los antibidticos son fairmacos que se emplean para combatir una gran variedad de microorganismos, ya
sea inhibiendo su crecimiento o provocando su muerte. Pueden ser de origen natural, sintético o
semisintético, y ejercen su accion a través de diversos mecanismos, generando alteraciones tanto
fisiologicas como metabolicas [1]. La resistencia a antimicrobianos (RAM) se desarrolla cuando un
microorganismo deja de ser susceptible a un farmaco que inicialmente si era efectivo contra dicho

microorganismo [2].

A pesar de que la RAM es un proceso de evolucion natural, este problema esta considerado como
una de las mayores amenazas de este siglo en cuanto a salud publica se refiere. Se estima que en el afio
2019, las muertes causadas directamente por bacterias multirresistentes ascendieron a 1,27 millones en

todo el mundo y se prevé que en el afio 2050 esta cifra llegue hasta los 10 millones [2, 3].

La RAM es un problema global, no obstante, existen diferencias en cuanto a la distribucion
geografica. La tasa de fallecimiento debida a la RAM en paises de rentas altas se estima en 13 de cada
100.000 personas, mientras que en areas de Africa sub-Sahariana esta alcanza las 23,7 personas por cada
100.000 (Figura 1) [4]. Estas diferencias se deben a que se trata de paises donde el acceso a
medicamentos esenciales sigue siendo un desafio y la distribucion de antimicrobianos carece de control
efectivo. El desconocimiento de la poblacion sobre su uso conduce a su consumo de forma indebida
tanto en humanos como en animales. Otros factores que agravan estas diferencias son la falta de acceso

a agua limpia, saneamiento e higiene (ASH), la implementacion inadecuada de medidas preventivas y
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Figura 1. Tasas de muerte atribuibles y asociadas a la RAM por region GDB (Global Burden Disease) [4].



de control de enfermedades infecciosas, la limitada disponibilidad de métodos diagnosticos asequibles
y el incumplimiento de la legislaciéon. Ademas, la escasez de recursos e infraestructuras dificulta la

recopilacion de evidencia cientifica sobre la resistencia a los antibidticos en estas regiones [2, 4].

Tanto el sobreuso como la inadecuada utilizacion de los antibidticos conducen a una mayor presion
de seleccion antibidtica, donde unicamente aquellas bacterias que sean resistentes podran sobrevivir y
multiplicarse, mientas que las bacterias susceptibles seran eliminadas [5]. Las bacterias resistentes a tres
0 mas antibioticos de distintas familias se catalogan generalmente como multirresistentes y aquellas que

resisten a todos los antibidticos disponibles en el mercado son clasificadas como panresistentes [2].

Mecanismos de resistencia a los antibioticos

La resistencia a antibioticos también puede definirse como la expresion fenotipica de los genes de
resistencia a antibioticos (en inglés Antibiotic Resistance Genes; ARGs) presentes en las bacterias
resistentes [6]. El conjunto de ARGs en un ambiente concreto, como una comunidad bacteriana, un

entorno clinico o un ecosistema mas amplio, es lo que se conoce como resistoma [7].

Los mecanismos génicos de resistencia a antibioticos estan codificados en los ARGs y se clasifican
en A) Modificacion o inactivacion enzimatica, B) Disminucion de la permeabilidad y eflujo y C)

Alteracion o proteccion de la diana (Figura 2) [1].

A) Modificacion o inactivacion enzimatica del antibiético

La modificacion enzimatica consiste en la adicion de grupos quimicos como acetilos, fosfatos o
nucleotidos a sitios susceptibles de la molécula antibiodtica por diferentes enzimas. De este modo, el
antibiodtico no puede unirse a su diana ya que se encuentra quimicamente alterado. Los aminoglucésidos
son especialmente susceptibles a este mecanismo debido a que son moléculas de gran tamafio con grupos
amida e hidroxilo muy expuestos. En bacterias gramnegativas la N-acetiltransferasa AAC(6'), la O-
nucleotidiltransferasa APH(3') y las O-fosfotransferasas ANT(2") y ANT(3") son las enzimas mas

frecuentes [1, 6, 8].

Por otro lado, existen otras enzimas que son capaces de romper directamente la molécula del
antibidtico e inactivarlo. Este es el caso de las -lactamasas, enzimas que hidrolizan el enlace amida del
anillo B-lactamico de penicilinas, cefalosporinas, monobactamas o carbapenemas [6]. Se clasifican
segln su secuencia en cuatro clases: A, B, C y D. Las B-lactamasas de clase A, C y D llevan a cabo la
hidroélisis por medio de un aminoacido serina de su sitio activo, mientras que las de clase B son
metaloenzimas que requieren de al menos un ion zinc para romper el anillo [9]. Entre las B-lactamasas
de clase A encontramos penicilinasas como TEM (Temoneira) o SHV (Sulfhydryl reagent variable), B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) como CTX (Active on cefotaxime) o carbapenemasas como
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) [9]. Dentro de la clase B encontramos enzimas tipo IMP
(Active on imipenem), VIM (Verona integron-encoded metallo p-lactamase) o NDM (New Delhi

Metallo p-lactamase) [9]. Las B-lactamasas de clase C mas importantes son las AmpC, que confieren



resistencia a penicilinas y cefalosporinas. Por ultimo, las mas representativas de la clase D son las
enzimas OXA (Active on oxacillin), por su capacidad para degradar oxacilina, ademas de cefalosporinas

de tercera generacion y carbapenemas [8].

B) Disminucion de la permeabilidad y eflujo del antibidtico

Existen dos métodos a través de los cuales las bacterias reducen la concentracion de antibidtico en
su citoplasma. Las porinas son proteinas de la membrana externa, a través de las cuales, diferentes
antibidticos entran en las bacterias gramnegativas. Mediante la alteracion estructural y la desregulacion
o delecion de sus genes, la penetracion del agente antimicrobiano se ve afectada ya que la permeabilidad
queda disminuida. Alteraciones en las porinas OmpF en Escherichia coli pueden conferir resistencia a
tetraciclinas y B-lactdmicos, mientras que si ocurren en porinas OmpD en Pseudomonas aeruginosa, la

susceptibilidad a carbapenemas puede verse afectada [1].

El segundo mecanismo para reducir la concentracion intracelular se basa en incrementar la salida del
antibiodtico al medio externo a través de bombas de eflujo. La mayoria de bacterias presentan bombas
para transportar sustancias toxicas generadas en su metabolismo, por lo que este mecanismo es uno de
los més extendidos en el desarrollo de RAM. Pertenecen principalmente a cinco familias de
transportadores distintas: resistance-nodulation-cell division (RND), major facilitator superfamily
(MFS), staphylococcal/small multidrug resistance (SMR), ATP-binding cassette (ABC) y multidrug
and toxic compound extruson (MATE). Las familias RND, SMR, MF y MATE llevan a cabo el eflujo
de antibioticos utilizando antiporte secundario con protones o iones sodio. En cambio, las bombas ABC

lo expulsan mediante transporte activo primario conducido por la hidrélisis de ATP [1, 10].
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A modo de ejemplo, los genes tet codifican para més de 20 bombas distintas que se encargan de
expulsar tetraciclina. Estas bombas pertenecen a la superfamilia MSF y se encuentran principalmente

en gramnegativas (excepto Tet(K) y Tet(L)) [8].

Otro tipo de bombas de eflujo de la familia RND, como la AcrAB-TolC o la MexAB-OprM, no solo
son capaces de expulsar tetraciclinas sino que también exportan muchos tipos de antibacterianos. Son
lo que se conoce como bombas de eflujo multirresistentes (bombas MDR). El sistema AcrAB-TolC es
originario de enterobacterias y esta formado por un transportador en la membrana interna (AcrB), una
proteina de union en el espacio periplasmico (AcrA) y un canal proteico ubicado en la membrana externa
(Tol-C). Por otro lado, el sistema MexAB-OprM es un sistema homodlogo pero que se encuentra presente

en P. aeruginosa [6, 8].

C) Alteracion y proteccion de la diana del antibidtico

Otro mecanismo de resistencia que han desarrollado las bacterias consiste en evitar la interaccion
entre el antibidtico y su diana mediante la proteccion o la modificacion de esta tltima. La proteccion de
la diana es un mecanismo importante en la resistencia a quinolonas. La proteina Qnr compite con la
DNA girasa y topoisomerasa [V por el sitio de uniéon a DNA, lo que lleva a una reducciéon de la
interaccion entre el DNA vy la girasa. De este modo, las fluoroquinolonas tienen menos posibilidades de

estabilizar el complejo girasa-DNA-quinolona, el cual habria conducido a la muerte de las células [8].

Por otra parte, la modificacion de la diana puede llevarse a cabo por mutaciones en aminoacidos del
bolsillo de unién de la diana, alteraciones enzimaticas de este o por reemplazo completo de la diana, y

todos ellos conducen a la reduccion de la afinidad del farmaco por su diana [8].

La resistencia a rifampicina esta mediada por mutaciones puntuales de varios aminoacidos en el gen
rpoB, que codifica para la subunidad B de la polimerasa de RNA dependiente de DNA, diana del
antibiotico. Asi, la rifampicina no puede bloquear la polimerasa y, por tanto, la transcripcion continua.
De hecho, la resistencia a quinolonas se produce principalmente a través de este mecanismo, al
producirse mutaciones en los genes de la DNA girasa y topoisomerasa IV (gyrd/gyrB y parClparE,

respectivamente) [1, 8].

La causa principal de la resistencia a antibidticos del grupo MLS (macrdlidos, lincosamidas,
estreptogramina) en Europa y el sur de Africa es la modificacion enzimatica de su diana comun, el
ribosoma 23S [10]. Los genes erm (erythromycin ribosome methylation) codifican para enzimas que
metilan una Unica adenina del ribosoma, confiriendo resistencia al todo el grupo al mismo tiempo [10].
El gen Cfr (chloramphenicol-florfenicol resistance) codifica para una S-adenosil-L-metionina metilasa
que metila otra adenina diferente del rRNA 23S y confiere resistencia a anfenicoles, lincosamidas,

pleuromutilinas y estreptogramina A [6].



Finalmente, las bacterias también son capaces de adquirir resistencia al reemplazar la diana original
por una nueva diana resistente al antibidtico pero con la misma funcidén bioquimica. Este es el caso de
la resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus. La bacteria adquiere el gen mecA, el cual codifica
para una Penicillin Binding Protein (PBP) con baja afinidad por los betalactdimicos, la PBP2a, que se
encarga de la actividad transpeptidasa en la biosintesis de la pared celular [6, §]. Otro ejemplo importante
es el de la resistencia a glucopéptidos como la vancomicina. Estos antibidticos se unen al dipéptido C-
terminal D-Ala-D-Ala del precursor del peptidoglicano de la pared celular. Las agrupaciones de genes
van codifican para diversas enzimas involucradas en modificar la sintesis del precursor mediante el
cambio de la D-alanina terminal por D-serina (vanC, vanE 'y vanG) o por D-lactato (vanA, vanB, vanD).
Ademas, otra dipeptidasa rompe el dipéptido D-Ala-D-Ala del precursor para impedir la unién de
vancomicina [8, 10]. Por ultimo, los genes sull, sul? y sul3 codifican para dihidropteroato sintasas
resistentes a sulfonamidas, sin embrago, existen mas de 20 determinantes de resistencia para el

trimetoprim, llamados dfr, que codifican para dihidrofolato reductasas resistentes al antibiotico [10].

Adquisicion de la resistencia

Los mecanismos de resistencia que conducen a la insensibilidad al antibiotico pueden presentarse de
forma intrinseca en géneros de bacteria especificos, es decir, se encuentran de forma natural es sus
cromosomas [10]. Entre estos mecanismos pueden incluirse la ausencia de dianas para determinados
antimicrobianos, la impermeabilidad de la membrana externa de bacterias gramnegativas o la formacion

de biofilms y de esporas [7].

Sin embargo, las bacterias también pueden adaptarse a la presencia de un antibiotico adquiriendo la
resistencia mediante dos estrategias distintas: mutaciones en genes cromosomicos asociados al
mecanismo de accion del fAirmaco o adquiriendo genes de resistencia de origen externo mediante eventos
de transferencia génica horizontal (en inglés Horizontal Gene Transfer; HGT). Asi mismo, las vias de

HGT se dividen en transformacion, conjugacion y transduccion (Figura 2) [8, 10].

La transformacion supone la incorporacion de material genético procedente del ambiente al
cromosoma de la bacteria mediante recombinacion. Por otro lado, la conjugacion es un sistema mediante
el cual los ARGs son transferidos de célula a célula mediante elementos genéticos moviles (en inglés
Mobile Genetic Elements; MGEs) como plasmidos o transposones. Finalmente, la transduccion es un

proceso en el que los ARGs son transferidos de una bacteria a otra por medio de bacteridfagos [10].

Los MGEs mas importantes que pueden contener ARGs son los plasmidos, los transposones y los
integrones. Los plasmidos son pequefias moléculas de DNA circulares. Una misma bacteria puede
contener muchos plasmidos que se replican de forma independiente a su cromosoma al presentar
origenes de replicacion propios. Los transposones son secuencias de DNA que se integran en el genoma
del hospedador, en plasmidos o en otros transposones. Las regiones terminales de estos elementos

codifican para recombinasas o transposasas que facilitan la recombinacion en regiones especificas del



genoma. Por ultimo, los integrones son elementos moéviles que contienen grupos de genes (gene
cassettes) y tienen la capacidad de integrarse en el genoma de manera estable mediante recombinacion
especifica de sitio gracias a las proteinas integrasas. Las regiones del genoma de las que se tiene

evidencia de haber sido originadas por HGT constituiran lo que se conoce como islas gendmicas [8, 10].

Técnicas de deteccion de ARGs

Las técnicas mas extendidas para detectar ARGs son las siguientes: en primer lugar, la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) es el principal método para detectar genes especificos y describir asi
genotipos de resistencia y virulencia de las bacterias. En segundo lugar, destaca el uso de microarrays,
mediante los cuales se puede detectar simultineamente una gran cantidad de genes de resistencia
mediante la hibridacion del DNA de la bacteria con sondas especificas. Finalmente, la secuenciacion
del genoma completo es una técnica en auge que presenta varias ventajas. Ademas de identificar los
genes de resistencia también es capaz de determinar con precision mutaciones especificas de estos,

localizarlos dentro del genoma y asociarlos elementos moéviles que los transportan [12].

3. Antecedentes, Hipotesis y Objetivos
3.1. Antecedentes

Cirugia en Turkana (CeT) es un Proyecto de Cooperacion Internacional que fundado en el afio 2004. Su
objetivo principal es asistir quirargicamente a la poblacion de Turkana, situada en el Norte de Kenia, ya
que se trata de una zona con un alto indice de pobreza y una importante falta de recursos sanitarios.
Ademas de la asistencia quirurgica, CeT también lleva a cabo labores docentes e investigadoras. Estas
labores se realizan en el hospital de referencia del condado, el Lodwar County & Referral Hospital
(LCRH) [13]. En el afio 2019 se incorpora al proyecto la especialidad de microbiologia con el objetivo
de mejorar el manejo de infecciones autoctonas como el micetoma, realizar cultivos para el diagnostico

de infecciones de abordaje quirargico y para formar a los sanitarios locales en técnicas basicas.

Hasta ese momento, la situacion relativa a la presencia de cepas RAM era desconocida en Turkana
dada la falta de infraestructura para diagnostico microbioldgico. Sin embargo, a través del estudio
microbiologico de infecciones de intervencion quirdrgica se detectd una elevada frecuencia de cepas
RAM (77,7%) y que practicamente todas ellas eran multirresistentes. Con el objetivo de conseguir un
conocimiento mas preciso de la RAM en la region y de los mecanismos moleculares implicados en su
desarrollo, a partir del afio 2022 comienza el proyecto “Estudio de las resistencias antimicrobianas en
Turkana (Kenia)”, financiado por la fundacion para la investigacion del Hospital Clinico San Carlos

(HCSC) y en colaboracion con la Universidad Miguel Hernandez (UMH) y la ONG Cirugia en Turkana.

En el estudio de las RAM durante las campafias quirargicas de los afios 2022-2023 se procesaron
muestras de 46 pacientes y se obtuvieron 66 aislamientos bacterianos pertenecientes a 19 especies

distintas. Los géneros predominantes fueron Staphylococcus (24,2%) y Pseudomonas (18,2%). El



52,30% de los aislamientos mostraron multirresistencia y las especies mas resistentes fueron
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Acinetobacter sp. y Pseudomonas sp. Un 60,4% de los
aislamientos presentd resistencia contra betalactdmicos, porcentaje algo menor al descrito en otros
estudios en diversas regiones de Africa. Finalmente, mediante otras pruebas fenotipicas se han

encontrado genes de BLEEs CTX-M-15 y CTX-M-9, asi como genes de carbapenemasas NDM [14].

El trabajo que aqui se expone se centra en la segunda parte del proyecto, el estudio de los mecanismos

moleculares implicados en el desarrollo de las RAM en Turkana.

3.2. Hipotesis

Detectada la presencia de resistencias antimicrobianas en el condado de Turkana (Kenia), el analisis
del genoma completo de los aislamientos permitird identificar los genes implicados en dichas

resistencias y, potencialmente, detectar otras resistencias no evidenciadas.

3.3. Objetivos

Objetivo primario

Estudiar la correlacion entre los genes de resistencia a antimicrobianos identificados y los datos

obtenidos en los ensayos de sensibilidad in vitro.

Objetivos secundarios

Obtener el genoma completo de las cepas bacterianas aisladas en el condado de Turkana.
Detectar y analizar genes de resistencia de las bacterias aisladas, es decir, obtener el resistoma.
Localizar islas genomicas de resistencia en el genoma de los aislamientos.

Correlacionar la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos identificados con los

resultados obtenidos en los ensayos de sensibilidad in vitro.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Diseno del estudio

Se trata de wun estudio observacional, 2R v'e @

multicéntrico y prospectivo. El estudio se ha KAKUMA Py .
TURKANA

llevado a cabo con aislamientos bacterianos

sMarsabit

obtenidos de muestras de la poblacion Turkana
atendida en el hospital de referencia del condado,

el Lodwar County & Referral Hospital (LCRH) y

\Mbale

lata o Eldoret KENYA

en el Hospital de la Mision de Kakuma, durante  |-¢ s Kisumu =

| oNakuru Q) Kirinyaga
las campafias quirrgicas realizadas en 2022 y Nyer]
2023. Se tom6é como criterio de inclusion oNairobi

<Musoma

pacientes del LCRH que firman un

.. . . anza Serengetiy

consentimiento informado sobre el estudio O ationa par \

. . . dkilimama\l

(Anexo 1). Mientras que, como criterios de i 2

.Shinyanga q ~

exclusion, no se tomaron muestras a aquellos

pacientes que se negaron, no firmaron el .Singida

consentimiento o no comprendieron las Figura 3. Mapa de Kenia en el que se indica la
localizacion de los hospitales de donde proceden los

explicaciones del intérprete. . : .
aislamientos estudiados.

4.2. Consideraciones éticas

Este estudio ha sido aprobado por los comités de ética tanto del Hospital Clinico San Carlos como
de la Universidad Miguel Hernandez (Anexo 2) y ha obtenido el Cédigo de Investigacion Responsable
(COIR) (Anexo 3). Asi mismo, el estudio cumple con la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial y respeta el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica promovido por el protocolo de

Nagoya.
4.3.  Procesado de las muestras y obtencion de los aislamientos

Las muestras fueron recogidas por el personal médico de CeT y transportadas al laboratorio del
LCRH. Alli se realizé una tinciéon de Gram para su visualizacion microscopica. En funcion de este
resultado, se inocularon en los medios de cultivo disponibles [medio general con agar nutritivo (AN),
agar sangre (AS), agar MacConkey para enterobacterias (MCK), y agar cistina-lactosa deficiente en
electrdlitos (CLED) en caso de muestras de orina] con asa de siembra, en un entorno lo mas estéril
posible. Estos se incubaron durante 24-48 horas a 35-37°C y se observo el crecimiento de colonias. En
caso de encontrar dos colonias distintas, se reaislaron en los medios pertinentes y se estudiaron por

separado.
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Por otro lado, en el LCRH se estudi6 de forma preliminar la sensibilidad de las cepas aisladas usando
el método Kirby-Bauer o antibiograma disco-placa. Para ello la cepa se inocul6 con un hisopo estéril en
una placa de agar Miiller-Hinton y se colocaron discos de papel filtro impregnados con diferentes
antibioticos, se incubaron durante 18 horas a 37°C y se midieron los halos de inhibicion. En funcién de
esta medicidn se indicd como respuesta sensible (S), resistente (R) o de sensibilidad intermedia (I) de

acuerdo a las tablas estandarizadas de interpretacion de antibiogramas [15].

Finalmente, cada aislamiento se guardo impregnado en discos de papel de filtro para su transporte al

Hospital Clinico San Carlos en Madrid, donde se realizaron otras investigaciones.

4.4. Identificacion microscopica y estudio de sensibilidad in vitro (SiV)

Desde el HCSC, los aislamientos fueron trasladados al laboratorio de micologia médica de la UMH,
donde se volvieron a inocular en los medios pertinentes (AN, AS y MCK) de la misma manera. A
continuacion, se realizo tincion de Gram y observacion microscépica de las colonias. Seguidamente se
detallaron las caracteristicas morfoldgicas, descartindose las bacterias cuyas caracteristicas no

coincidian con las visualizadas en el laboratorio del LCRH.

La SiV se volvio a estudiar en el laboratorio de la UMH de la misma forma que en el laboratorio del
LCRH, mediante el método Kirby-Bauer. Los antibidticos testados fueron ampicilina (AMP; 10 pg),
cefazolina (CZ; 30 pg), cefuroxima (CXM; 30 pg), ceftriaxona (CRO; 30 pg), amikacina (AK; 30 pg),
gentamicina (CN; 30 pg), ciprofloxacina (CIP; 5 pg), levofloxacina (LEV; 5 pg), eritromicina (E; 15
ng), sulfametoxazol (SMX; 25 pg), tetraciclina (TE; 30 pg), clindamicina (CD; 2 pg) y nitrofurantoina
(F 300 pg). Los resultados de este nuevo estudio de SiV se compararon con los obtenidos en Turkana y

se descartaron las cepas que presentaron cambios radicales en la susceptibilidad.

4.5. Identificacion taxonomica de los aislados

Extraccion de DNA

Una vez seleccionadas las cepas se procedio a su identificacion taxondémica. En primer lugar, se
realizo la extraccion del DNA bacteriano empleando el sistema comercial DNeasy® Blood and Tissue
Extraction Kit (QIAGEN, Germantown, MD, Estados Unidos) siguiendo el protocolo de inicio rapido,

que puede resumirse en los siguientes pasos:

1. Con un asa de siempre estéril depositar la colonia aislada en un tubo Eppendorf con 200 pL
de PBS estéril y resuspender agitando con vortex. A continuacion, afiadir 20 plL de proteinasa

K.

2. Anadir 200 uL de tampdn de lisis (AL), mezclar con vortex y dejar incubar durante 10 minutos

a 56°C.

3. Adadir 200 pL de etanol al 96% y volver a mezclar con vortex.
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4. Pipetear toda la mezcla en la columna de centrifugacion proporcionada, colocada en un tubo
de recogida de 2 mL. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto y descartar el eluido y el tubo
de recogida.

5. Depositar la columna de centrifugacion en un nuevo tubo de recogida. Anadir 500 ulL. de
tampon AW, centrifugar durante 1 min a 8000 rpm y desechar el eluido y el tubo de recogida.

6. Depositar la columna de centrifugacién en un nuevo tubo de recogida. Anadir 500 pL de
tampon AW2, centrifugar durante 3 min a 14000 rpm y desechar el eluido y el tubo de
recogida.

7. Traspasar la columna de centrifugacion a un nuevo Eppendorf de 1,5 mL. Afiadir 100 pL de
tampon de elucion (AE), incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar
durante 1 min a 8000 rpm.

8. Volver a repetir el paso 7 en el mismo Eppendorf de 1,5 mL.

Para cuantificar el DNA extraido se emple6 el Kit Qubit™ dsDNA Quantification Assay y para la

medicion se utilizo el fluorimetro Qubit 4 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).

Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez extraido el DNA se procedi6 a amplificar las regiones V1 a V3 del gen 16S rRNA. Estas
regiones son consideradas regiones barcode para la identificacion bacteriana puesto que su secuencia se
encuentra muy conservada, lo que permite diferenciar entre muchas especies distintas [16]. Los
cebadores empleados para la amplificacion del DNA fueron el cebador forward 27f-YM® (5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3") y el reverse Bact-515R (5'-TTACCGCGGCKGCTGGCAC-3")
[17]. Se empled agua destilada estéril como control negativo. La amplificacion se llevd a cabo en un

termociclador siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

e ] ciclode5 a95°C

e 35ciclos

o 30"a95°C
o 1"a55°C
o 1'a72°C

e Jciclode 6'a72°C

Visualizacion de los amplicones

Los productos de PCR se mezclaron con GreenSafe Premium y se realizd una electroforesis en gel
de agarosa al 2% en tampén Tris - Acido borico + Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), durante 30
minutos a 100V. Los amplicones se visualizaron con el sistema de lectura de geles BIO-RAD y, si eran

viables, se continuaba con el protocolo.
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Purificacion de los amplicones y reaccion de secuenciaciéon Sanger

Los cebadores y los nucledtidos no incorporados se eliminaron al mezclar 5 pLL de amplicén con 1
uL de illustra™ ExoProStar™ 1-Step, durante 15 minutos a 37°C y después otros 15 minutos a 80°C.
A continuacion, a 3 pL de DNA purificado se le afiadieron 4,5 pL de agua destilada estéril y 2,5 uL de
cebador forward. Esta mezcla se envi6 a la empresa externa Stab Vida para realizar la secuenciacion

Sanger de los fragmentos amplificados.

Identificacion de las especies

Utilizando el software CHROMAS se comprob6 la integridad de la secuencia y se compar6 mediante
el programa BLAST con la base de datos de nucledtidos del NCBI. Si el porcentaje de identidad entre
la secuencia obtenida y la secuencia de interés supera el 98%, la especie de la secuencia obtenida es

asignada a la cepa de la que procede la secuencia de interés.

4.6.  Secuenciacion y Analisis Bioinformatico

Si la calidad del amplicon del gen 16S rRNA observada era la adecuada y la especie obtenida era
concordante con lo esperado, se enviaba un minimo de 5 ng/pL. de DNA en un volumen final de 15 pL.
al Servicio de Secuenciacion y Bioinformatica de La Fundacion para el Fomento de la Investigacion
Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana (Fisabio) para la secuenciacion del genoma completo

mediante secuenciador NextSeq1000/2000 de Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA).

Los archivos fastq crudos obtenidos de la secuenciacion fueron procesados con Trimmomatic v.0.36
[18] para eliminar los adaptadores y otras secuencias de baja calidad de las lecturas cortas. A
continuacion, se realizo el ensamblaje de los contigs mediante el programa informatico SPAdes v.3.11.1
[19]. Para cada genoma, las secuencias de ADN codificantes (CDS) se predijeron con Prodigal v2.6.3
[20]. Estas secuencias se cotejaron con la base de datos de secuencias proteinicas no redundantes del
NCBI (NCBI nr) usando DIAMOND v.2.0.6. [21] para su anotacion. Asi mismo, se comprobo la calidad
de las secuencias obtenidas mediante CheckM v.1.1.3. [22]. Para identificar los genes de resistencia se
realiza un BLASTp de las proteinas obtenidas en la anotacion frente a la base de datos CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) [23], estableciendo un umbral minimo de porcentaje
de identidad del 70% y un e-value de 10~. Por otro lado, para identificar los genes de virulencia el
BLASTD se realiza frente a la base de datos VFDB (Virulence Factor Database) [24], con un umbral

minimo de porcentaje de identidad del 60% y un e-value de 107,

La taxonomia genomica de los aislamientos se identificé al comparar los genomas con la base de
datos GTDB (Genome Taxonomy Database) [25]. Con el fin de visualizar los genomas y los ARGs
identificados se utiliza el servidor web Proksee [26]. Finalmente, para predecir la susceptibilidad o
resistencia a un antibiotico en base al genotipo, se emplea la herramienta online ResFinder v.4.5.0.
desarrollada por el Centro para la Epidemiologia Gendmica (Center for Genomic Epidemiology o CGE)

[2727], aplicando un porcentaje de identidad y una cobertura minima del 70% y 60% respectivamente.
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5. Resultados

Del total de aislamientos obtenidos, se seleccionaron 13 cepas que no presentaban discrepancias
significativas en la identificacion ni en la susceptibilidad a los diferentes antibidticos testados entre el
LCHR y la UMH. Seis aislamientos fueron obtenidos en la campana quirurgica del afio 2022 y 7 en la

del afio 2023.

Los 13 aislamientos pertenecen a 8 especies diferentes: E. coli (3/13), P. aeruginosa (3/13),
Klebsiella pneumoniae (2/13), Enterobacter hormaechei (1/13), Acinetobacter haemolyticus (1/13),
Escherichia flexneri (1/13), Enterococcus faecalis (1/13) y Staphylococcus capitis (1/13). La mayoria
de ellos proceden de osteomielitis (3/13) y heridas (3/13) (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion y procedencia de los aislamientos bacterianos estudiados.

Cepa Taxonomia basada en el Taxonomia basada en Patologia Qe ;gizggrl]gig
gen 16S rRNA genoma completo procedencia de la muestra
31 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Fractura abierta LCRH
48 Escherichia coli Escherichia coli Osteomielitis LCRH
55 Enterobacter hormaechei Enterobacter hormaechei Osteomielitis LCRH
66 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Herida LCRH
68  Acinetobacter haemolyticus  Acinetobacter haemolyticus Herida LCRH
93 Shigella sonnei Escherichia flexneri Infeccién generalizada LCRH
L003 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Infeggggt?cc;r pig LCRH
L006 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Desconocida LCRH
L012 Escherichia coli Escherichia coli *1TU LCRH
L062 Staphylococcus capitis Staphylococcus capitis Herida LCRH
L065 Klebsiella variicola Klebsiella pneumoniae Osteomielitis Kakuma
L066  Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Desconocida Kakuma
LO67 Escherichia coli Escherichia coli *ITU LCRH

*Infeccién del tracto urinario

5.1.  Calidad de la secuenciacion e identificacion genémica

En la Tabla 2 se pueden observar diferentes parametros relativos a la calidad de la secuenciacion
masiva del genoma de las bacterias asi como relativos a la identificacion gendmica. La identidad
nucleotidica media o Average Nucleotide Identity (ANI) del genoma completo es una medida de la
similitud gendmica entre las regiones codificantes de dos genomas diferentes. Si la ANI > 95 + 0,5% se
asigna la especie de la cepa de la base de datos al aislamiento, sin embargo, si ANI > 97% se considera
un sinénimo propio de la GTDB [28, 29]. Asi mismo, se acepta que un genoma esta completo cuando

su integridad es >95% y la contaminacion es <5% [22].
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Tabla 2. Parametros de la calidad de la secuenciacion y de la identificacion genémica de los aislamientos.

Tamafio de la NUmero Integridad /

e . 0 *0
Cepa |dentificacion Genomica construccion (Mb) de contigs HGC *%ANI contaminacion

31 Pseudomonas aeruginosa 6,49 71 65,44 95,00 99,68 /0,23
48 Escherichia coli 5,29 134 51,51 96,95 99,97/0,04
55 Enterobacter hormaechei 4,63 66 55,34 95,13 99,47/0,15
66 Pseudomonas aeruginosa 6,23 33 66,46 95,00 99,68/0,43
68 Acinetobacter haemolyticus 3,32 95 38,57 95,00 100/0,55
93 Escherichia flexneri 4,87 144 50,89 97,00 99,97/0,27
L003 Enterococcus faecalis 291 18 36,14 95,00 99,63/0,00
LO06 Klebsiella pneumoniae 5,28 33 57,87 95,00 100,00/ 0,07
L012 Escherichia coli 5,41 111 50,18 96,95 99,97 /0,24
L062 Staphylococcus capitis 2,44 29 33,39 95,00 99,81/0,08
L065 Klebsiella pneumoniae 5,75 50 57,04 95,00 99,70/0,52
L066 Pseudomonas aeruginosa 6,74 82 65,14 95,00 99,68/0,81
LO67 Escherichia coli 5,22 77 49,69 96,81 99,97 /0,08

*Identidad Nucleotidica Media o average nucleotide identity.

5.2. Estudio del resistoma

Tras obtener el genoma completo de los aislamientos y compararlo con la base de datos CARD
identificamos un total de 623 ARGs, siendo 211 de ellos genes unicos. La cepa 55 (E. hormaechei)
presenta el mayor nimero de genes con 89, seguido de la cepa 93 (E. flexneri) con 67. Por otro lado, al
hacer la comparacion de los genomas con la base de datos VFDB encontramos un total de 3480 genes

de virulencia, 995 de ellos tnicos (Tabla 3).

Tabla 3. Recuento de genes de resistencia a antibidticos y de genes de virulencia identificados.

Cepa Identificacion gendmica Genes de resistencia Genes de virulencia
31 Pseudomonas aeruginosa 51 444
48 Escherichia coli 59 269
55 Enterobacter hormaechei 89 207
66 Pseudomonas aeruginosa 52 441
68 Acinetobacter haemolyticus 17 126
93 Escherichia flexneri 67 284

L003 Enterococcus faecalis 9 66

L006 Klebsiella pneumoniae 46 192

L012 Escherichia coli 63 364

L062 Staphylococcus capitis 8 43

L065 Klebsiella pneumoniae 46 216

L066 Pseudomonas aeruginosa 55 457

LO67 Escherichia coli 61 371

Total 623 3480
Genes Unicos 211 995
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En funcion de la clase de antibidtico sobre la que ejercen su accion, obtenemos los siguientes
resultados (Figura 5). Los genes identificados estan relacionados con la resistencia a 18 familias de
antibioticos distintas. Cabe destacar que los genes de resistencia a quinolonas (16,72%), a
betalactamicos (15,49%) y a tetraciclinas (13,35%) son los mas prevalentes puesto que mas del 45% de

los genes identificados estan involucrados en la resistencia a alguna de estas 3 familias. También

observamos que las bacterias del mismo género presentan un patron de resistencias muy similar entre

ellas.
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Figura 5. Porcentaje total de genes de resistencia en funcion de la clase de antibidtico.

Los genes de resistencia a quinolonas mas importantes que hemos encontrado son genes con
mutaciones tanto en la DNA girasa (gyr4/gyrB) como de la topoisomerasa [V (parC/parE). También
destacan el gen de la proteina QnrS1 y las bombas de eflujo ogxA, ogqxB y emr. Respecto a las
betalactamasas, hemos identificado 18 genes que codifican para 9 tipos de betalactamasas distintas. En
orden de prevalencia en los aislamientos encontramos blaOXA (4/13), blaPDC (3/13), blaEC (3/13),
blaCTX-M (2/13), blaSHV (2/13), blaTEM (1/13), blaACT (1/13), blaLAP (1/13), blaZ (1/13). Todas
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las cepas poseen al menos una betalactamasa distinta excepto la cepa L003 (E. faecalis) que no posee
ninguna. Por otro lado, en la cepa 55 (E. hormaechei) encontramos una proteina de union a penicilina
mutante (PBP3) que también puede conferir resistencia a betalactamicos. En cuanto a los genes mas
relevantes en la resistencia a tetraciclinas, destacan las bombas de eflujo tet(A) y tet(D), asi como la

proteina de proteccion ribosomal resistente a la tetraciclina tet(M).

Finalmente, se han identificado otros genes de resistencia a macrolidos (ErmB, mphA, emrE'y Mrx),
anfenicoles (catA, catB 'y floR), aminoglucosidos (ANT, APH y AAC), trimetoprima (dfi4, C, Ey G),
sulfonamidas (su/! y sul2) y fosfomicina (fosA), entre otros. En la Tabla Suplementaria 1 se pueden ver

todos los genes de resistencia encontrados por cada cepa.

Si atendemos al mecanismo de resistencia, los resultados obtenidos son los siguientes (Figura 6). El
eflujo de antibidticos es el mecanismo predominante de los genes hallados, con un 65,31%. Dentro de
este porcentaje se encuentran genes que codifican para diferentes subunidades que conforman las
bombas de eflujo pero, ademas, podemos encontrar tanto reguladores positivos como reguladores
negativos mutantes de su expresion génica. La alteracion de la diana es el siguiente mecanismo mas

relevante con un 13,61% de los genes, seguido de la inactivacion del antibiotico con un 7,92%.

Proteccion de la . )
Reemplazo de la diana: 1.98% Resistencia por

diana; 4.34% N

ausencia de diana;
Reduccion de la NG e 0.36%
permeabilidad al
antibiético ;
6.49%

Inactivacién del
antibidtico: /
7.92%

Alteracion de la
diana; 13.61%
Eflujo de
antibioticos; 65.31%

Figura 6. Porcentaje total de genes de resistencia en funcion del mecanismo de accion.
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Muchos de los sistemas de efluyjo MDR son caracteristicos de familias de bacterias concretas y
presentan sistemas homologos en otras familias. En todas las cepas de enterobacterias encontramos los
sistemas AcrABDEF-TolC, mdfA y LptD. En las cepas de K. pneumoniae encontramos adicionalmente
los sistemas de bombas Kpn. En las 3 cepas de P. aeruginosa identificamos bombas de eflujo Mex-Opr,
que son homologos al sistema Acr-TolC. También es destacable la presencia del sistema Mux-Opm de
esta especie. Por ultimo, a modo de ejemplo de bomba de eflujo multirresistente de bacterias
grampositivas, encontramos el sistema EfrAB en la cepa de E. faecalis o las bombas norA y LmrS en S.

capitis.

Entre los reguladores génicos de la expresion de bombas MDR en enterobacterias encontramos los
genes AcrS, baeR/S, CRP, MarA/R, evgA/S, gadW/X, H-NS, kdpE, rsmA y sdiA. En las cepas de P.
aeruginosa encontramos reguladores CpxR, cprR/S, ParR/S y soxR. Finalmente, la cepa L062 (S.

capitis), al ser grampositiva, posee otros reguladores como ar/R o mgrA para sus bombas de eflujo.

Islas genémicas de resistencia (IGRs)

Una IGR puede definirse como una region del genoma que ha sido adquirida por transferencia
horizontal y que contiene diversos determinantes de resistencia [30]. Hemos encontrado diferentes IGRs

en todas las cepas de Escherichia (48, L012, L067 y 93) y en la cepa de E. hormaechei (55).

A modo de ejemplo, en la Figura 7 se puede observar una region del genoma que posee las
caracteristicas necesarias para ser una IGR. En primer lugar, podemos observar en color azul varios
genes involucrados en la integracion y escision de transposones tipo Tn3, como tnpA, que codifican para
enzimas transposasas y genes tnpR, que codifican para enzimas resolvasas [31]. Los genes ins, gin ¢ int
encontrados estdn también involucrados en la integracion. En color fucsia se identifican genes
relacionados con la replicacion y recombinacion (umuC, parM, s071 'y repA) y en color cian, genes de
estabilidad (stbB y korC) [3232]. En segundo lugar, para comprobar que efectivamente se trataba de una
region adquirida por transferencia horizontal, se realiz6 un alineamiento del genoma completo de la cepa
con el genoma de referencia, que se puede visualizar en color verde. Como podemos observar, no hay
solapamiento entre la IGR y el genoma de referencia, por lo que debe haberse producido un evento
HTG. Finalmente, en color rojo encontramos los diferentes ARGs en la region: un gen de resistencia a
tetraciclinas fet(4), una betalactamasa de tipo LAP-2, el determinante de resistencia a quinolonas QnrS1,
un gen de resistencia a sulfonamidas su/2, un gen de resistencia a trimetoprima dfr414 y dos genes de

resistencia a anfenicoles floR y catll.
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En las cepas analizadas del género Escherichia destaca la presencia del cluster de genes sul2 —
APH(3")-1b — APH(6)-1d en todas las cepas. Asimismo, la cepa L067 posee un integron de clase 1 que
contiene los genes sull de resistencia a sulfonamidas, gacEA1 de resistencia a desinfectantes y dfird17

de resistencia a diaminopirimidinas.
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Figura 7. Isla genomica de resistencia encontrada en la cepa 55 (E. hormaechei). En color cian, fucsia y azul se
observan genes relacionados con la transferencia horizontal de la region genomica. En verde se representa el
alineamiento entre el genoma de la cepa y el genoma de referencia de la especie. En rojo se visualizan los genes
de resistencia.

5.3.  Correlacion entre el fenotipo y el resistoma

La sensibilidad in vitro se determin6 mediante el método Kirby Bauer de los aislamientos (Figura 8)
y los resultados se muestran en la Figura 9. El criterio seguido para la interpretacion de los antibiogramas
se representa en la leyenda de la figura mediante un mapa de colores donde verde = sensibilidad;

amarillo = sensibilidad intermedia o dosis dependiente y rojo = resistente.

Figura 8. A la derecha se observa
el crecimiento en agar MCK de la
cepa 93 (E. flexneri) y a la
izquierda un antibiograma con
diferentes antibioticos para los
que esta misma cepa presenta
resistencia.
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Los antibidticos que mostraron mas resistencia fueron ampicilina (13/13 ; 100%), sulfametoxazol
(13/13 ; 100%), cefazolina (12/13 ; 92,31%) y clindamicina (10/11 ; 90,91%). Todos los aislamientos,
excepto la cepa L062, presentaron multirresistencia, es decir, mostraron resistencia a 3 o mas

antibioticos de clases distintas.
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Figura 9. Mapa de calor en el que se representan los resultados de sensibilidad a antimicrobianos in vitro obtenidos
mediante el método Kirby-Bauer.

La prediccion de la susceptibilidad a un antibidtico en funcion del genoma del aislamiento se ha
obtenido mediante el empleo de la herramienta online ResFinder (Figura 10). En este caso, el rojo
representa que el programa predice que la cepa es resistente, en verde que es susceptible y NP indica

que no ha sido posible realizar la prediccion debido a la falta de suficientes datos [33].
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Figura 10. Mapa de calor en el que se representa la prediccion de la susceptibilidad a diferentes antibidticos a
partir del resistoma del aislamiento, realizado con la herramienta online ResFinder.

A continuacion, a partir de los resultados expuestos previamente, elaboramos un mapa de calor que
correlaciona la susceptibilidad in vitro y prediccion de la susceptibilidad (Figura 11). Los antibidticos
que presentan una prediccion mas acertada son la tetraciclina (100% de prediccidén correcta), la
ampicilina (92,31%) y la gentamicina (80,77%). Mientas que los que presentan mayores discrepancias
son la clindamicina (22,73%), la ceftriaxona (26,92%) y la eritromicina (30,77%). Si atendemos al
porcentaje de clasificacion correcta por clase de antibidtico y por cepa estos son del 65,35% y del
59,84% respectivamente. Finalmente, cabe destacar que la resistencia se predice correctamente en el
48,61% de las cepas resistentes y, por el contrario, la susceptibilidad se predice correctamente en el

83,87% de las cepas susceptibles.
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93 - E. flexneri
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L066 - P. aeruginosa
L003 - E. faecalis
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Antibiotico

Leyenda

Verdadero resistente: el genotipo predice que
la bacteria es resistente y el fenotipo muestra
resistencia al antibiotico.

Verdadero susceptible: el genotipo predice que
la bacteria es susceptible y el fenotipo muestra
susceptibilidad al antibidtico.

Falso resistente: el genotipo predice que
la bacteria es resistente pero el fenotipo muestra
susceptibilidad al antibidtico.

Falso susceptible: el genotipo predice que
la bacteria es susceptible pero el fenotipo muestra
resistencia al antibiotico.

Sensibilidad intermedia en el ensayo de SiV.

No realizado

Figura 11. Mapa de calor el que se representan los resultados de la correlacion entre los ensayos de sensibilidad in vitro y la prediccion de la susceptibilidad a diferentes

antibiodticos a partir del resistoma del aislamiento.
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6. Discusion

La identificacion molecular y gendémica de la taxonomia de los aislamientos reveldé un mayor niimero
de bacterias gramnegativas aunque encontramos algunas diferencias entre ambos métodos de
identificacion. Tomamos como referencia la identificacion gendmica ya que la identidad nucleotidica
media (ANI) es un parametro mas preciso, al emplear la similitud genémica entre todas las regiones

codificantes de dos genomas diferentes [28] y no unicamente la region V1-V3 del gen de rRNA 16S.

La bibliografia sobre la situacion de la RAMs en Kenia es escasa, sin embargo, existen diversas
publicaciones que describen la presencia de genes de resistencia en bacterias gramnegativas [34, 35, 36,
37]. En el resistoma de las bacterias aisladas en este estudio fueron predominantes los genes de
resistencia a quinolonas, a betalactdmicos y a tetraciclinas. Los genes de resistencia a quinolonas
descritos en la bibliografia, como las mutaciones en los genes gyr4, parC, gnr o bombas de eflujo oxg4
y oxgB [34, 3535, 36] también han sido identificados en este trabajo. Sin embargo en la cepa 55
(Enterobacter hormaechei) encontramos ademas genes gyrB y parE, que no han sido descritos hasta
ahora. Por otra parte, los genes gnr mas abundantes encontrados fueron gnrB, gnrS'y gnrVClI [34, 3535,
36], pero en nuestro estudio solo encontramos del tipo gnrSi. A pesar de que los genes de resistencia a
quinolonas eran los mas prevalentes, solo 4 de las 13 cepas presentaron resistencia a ciprofloxacina o

levofloxacina y la correlacion entre los genes y la susceptibilidad in vitro result6é ser muy variable.

Respecto a las betalactamasas, las BLEE mas prevalentes en Kenia son blacrxa.i5y blarem [36] y
ambos tipos han sido identificados en este analisis. El resto de betalactamasas encontradas han sido
también identificadas en varios estudios de bacterias gramnegativas en Kenia [34, 35, 36, 37],
exceptuando blaZ ya que es caracteristica de Staphylococcus [38]. Sin embargo, en dos investigaciones
realizadas en Mozambique y en Ghana con Staphylococcus aureus revel6 una prevalencia de este gen
del 91% [39] y del 100% respectivamente [40]. Por el contrario, no hemos podido detectar genes
blaNDM, una de las carbapenemasas preponderantes en Kenia [34, 35, 36, 37], a pesar de que en el
trabajo de Natalia Casanueva, “Estudio de las resistencias antimicrobianas en Turkana (Kenia)”, si se

detectd una cepa de E. coli con este gen mediante test rapidos de carbapenemasas [14].

La elevada presencia de betalactamasas identificadas en este estudio es concordante con lo descrito
en la bibliografia y con la resistencia observada a ampicilina y cefalosporinas. La resistencia a ampicilina
se predijo correctamente mediante el resistoma, sin embargo, la ceftriaxona (cefalosporina de 3?
generacion) presento discrepancias en nuestros resultados, sobre todo falsos susceptibles. Esto se debe
a que la herramienta ResFinder solo predijo resistencia a ceftriaxona cuando detectaba BLEEs CTX-M,
pero no cuando detectaba OXA, PDC o ACT, betalactamasas que, tedricamente, si degradan
cefalosporinas de 3" generacion [23]. En el caso de las blaOXA, las variantes identificadas (OXA-50,
OXA-215 y OXA-494), justamente, no son capaces de hidrolizar cefalosporinas [23]. Sin embargo, para

las variantes identificadas de blaPDC y blaACT (PDC-8, PDC-14, PDC-374 y ACT-65) la eliminacion
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de cefalosporinas si que se ha descrito [23]. Otra razon posible es que el mecanismo de resistencia de la
ceftriaxona sea mediante su eflujo a través de bombas MDR, cuyos genes no son detectados mediante
ResFinder. Lo més probable es que la produccion de betalactamasas combinada con bombas de eflujo

MDR y mutaciones en genes de porinas hayan contribuido al fenotipo resistente a este antibiotico [41].

Por otro lado, la tetraciclina es el antibiotico mas empleado en los paises de Africa Oriental, por ello
es el antibidtico que mas resistencia presenta en esta region [42]. Como la resistencia a tetraciclina esta
mediada principalmente por las bombas tet, la presencia de estos genes predijo correctamente la

resistencia en el 100% de las cepas estudiadas.

Otros genes de resistencia a macroélidos, anfenicoles, aminoglucésidos, trimetoprima, sulfonamidas
y fosfomicina descritos en este trabajo también se han detectado en diferentes investigaciones llevadas
a cabo con bacterias aisladas de distintas regiones de Kenia [34, 35, 36, 43]. Todos estos resultados
indican que los genes de resistencia a antibioticos se encuentran ampliamente distribuidos, por lo que
existe un enorme potencial de que puedan ser adquiridos por otros patdogenos a través de eventos de

transferencia horizontal.

A modo de ejemplo, el cluster de genes sul2 — APH(3")-Ib — APH(6)-1d, identificado en todas las
cepas del género Escherichia estudiadas en este trabajo, también se ha hallado en el microbioma de
abejas en China [44] y en nuicleos de hielo de més de 1200 afios de la Antartida [45]. Este ejemplo pone
en relevancia el concepto One Health o “Una salud” ya que la resistencia a los antibidticos no se limita
a un solo entorno, sino que los genes de resistencia pueden moverse entre humanos, animales y el medio

ambiente.

En lo que concierne a la prediccion de la susceptibilidad in vitro a partir del resistoma de las bacterias,
esta prediccion fue correcta en el 65% de los antibidticos. Las discrepancias en las predicciones pudieron
deberse a varios factores. En primer lugar, los mecanismos involucrados en la resistencia a un
determinado antibiotico no han sido detectados por ResFinder, como es el caso de genes que codifican
para bombas de eflujo MDR, los cuales representan mas del 65% de los genes. Esto podria explicar las
discrepancias observadas en antibidticos como la eritromicina o la clindamicina. En segundo lugar, es
posible que la resistencia esté mediada por mecanismos que se desconocen y que, por tanto, no pueden
ser detectados. En tercer lugar, varios loci distintos pueden actuar de manera compleja para expresar un
determinado fenotipo, es decir, que la resistencia dependa de mas de un tnico gen [46]. Por tltimo, la
regulacion génica juega un papel esencial en la expresion de los genes de resistencia y varia en funcion

del ambiente en el que se encuentre la bacteria [46].

Otro estudio que sigue una metodologia similar utilizando la herramienta ResFinder, obtuvo una
concordancia entre fenotipo y genotipo del 96,4% [47], un porcentaje mucho mas elevado que el

obtenido en este trabajo. Sin embargo, en el estudio mencionado utilizaron un numero mucho mayor de
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muestras que el nuestro y, ademds, solo 3 antibidticos (gentamicina, amikacina y ciprofloxacina)

coincidian con los utilizados en este analisis.

A pesar de la variabilidad observada en la correlacion entre el genotipo y el fenotipo, la presencia de
ARGs ha permitido obtener una vision local y preliminar de la situacion de la RAM en el condado de
Turkana. Sin embargo, el uso de uno u otro antibidtico vendra determinado primeramente por su
disponibilidad, ya que el acceso a estos medicamentos es un grave problema [4] y, en segundo lugar,

dependera de la eficacia in vivo del antibidtico.

En lo referente a las limitaciones del estudio, el nimero de aislamientos estudiados fue muy bajo en
comparacion con otras investigaciones similares puesto que han surgido numerosos problemas de
contaminacion durante los traslados de los aislamientos entre los distintos laboratorios.
Consecuentemente, al tratar de reaislarlos en la UMH se produjeron graves discrepancias en la
morfologia, la susceptibilidad y la identificacion entre lo observado en Turkana y en Alicante. Por otro
lado, la cantidad de cepas secuenciadas también se ha visto notablemente limitada por el coste del
estudio y por la disponibilidad de material de laboratorio de Turkana. Por ultimo, el seguimiento de los
pacientes en Turkana para obtener datos de eficacia in vivo de los antibioticos suministrados tampoco

ha sido posible a causa de la dificultad de mantener la correspondencia con ellos.

7. Conclusiones
e [as mayoria de las cepas resistentes aisladas fueron bacterias gramnegativas, concretamente de

la familia Enterobacteriaceae y de la especie Pseudomonas aeruginosa.

e Las cepas estudiadas presentaron una mayor proporcion de genes involucrados en la resistencia

a quinolonas (16,72%), betalactamicos (15,49%) y tetraciclinas (13,35%).

e La mayoria de los genes de resistencia identificados codifican para bombas de eflujo de

antibioticos y sus reguladores génicos (65,31%).

e Una gran proporcion de genes descritos en este trabajo también se han detectado en diferentes

investigaciones llevadas a cabo con bacterias gramnegativas en Kenia.

e Lalocalizacion de islas genomicas de resistencia en todas las cepas del género Escherichia y en
Enterobacter hormaechei es un indicativo de que la transferencia horizontal de genes de juega

un papel determinante en la dispersion de los genes de resistencia identificados.

e La correlacion entre genes de resistencia detectados y la susceptibilidad in vitro, es decir, entre

el genotipo y el fenotipo, varia en funcion del tipo de antibiotico estudiado, siendo de mas del
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8.

80% para el caso de la tetraciclina, la ampicilina y la gentamicina, y de menos del 31% para la

clindamicina, ceftriaxona y eritromicina.

e FEs importante que se tomen medidas para no seguir potenciando la aparicién de resistencias

teniendo en cuenta las condiciones socioculturales y econdmicas de la region de Turkana.

Proyeccion Futura

A dia de hoy, el estudio RAM en Turkana contintia en proceso con el analisis de las nuevas muestras

recogidas durante las campanas de 2023 y 2024. En esta nueva etapa se esta consolidando y optimizando

el estudio de los genes de resistencia y de virulencia para obtener una comprension mas profunda de su

distribucién y de su impacto en la salud publica. Por otro lado, seria interesante obtener los datos de

eficacia in vivo de los antibidticos empleados. Sin embargo, esto es todo un reto debido a la dificultad

de mantener el contacto con los pacientes tratados en las campafias quirargicas, pero supondrian un gran

avance para tener una fotografia mas precisa de la situacion. También seria interesante realizar

experimentos de transcriptomica para identificar los genes que verdaderamente se estdn expresando y

asi poder comprender mejor los mecanismos moleculares subyacentes en la resistencia.

9.
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HOJA DE INFORMACION A EL/LA LA PARTICIPANTE

Numero admitido a
tramite (OIR UMH):

NUmero Expediente:

230103203228

ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN
TURKANA (KENIA)

Investigador/a principal: | MARIA FRANCISCA COLOM VALIENTE
Departamento/Instituto: | Dpto. Produccién Vegetal y Microbiologia

Titulo del proyecto:

Nos dirigimos a usted para solicitar su consentimiento para participar en un proyecto de
investigacion. Este proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica e Integridad en la
Investigacion de la Universidad Miguel Hernandez. El proyecto se llevara a cabo de acuerdo a la
normativa vigente y a los principios éticos internacionales aplicables a la investigacion médica
(Declaracion de Helsinki y su ultima revision).

Con el fin de que pueda decidir si desea participar en este proyecto, es importante que
entienda por qué es necesaria esta investigacion, lo que va a implicar su participacion, como se
va a utilizar su informacién y sus posibles beneficios, riesgos y molestias. En este documento
podra encontrar informacién detallada sobre el proyecto. Por favor, tbmese el tiempo necesario
para leer atentamente la informacién proporcionada a continuacién y nosotros le aclararemos las
dudas que le puedan surgir. Cuando haya comprendido el proyecto se le solicitara que firme el
consentimiento informado si desea participar en él.

Si decide participar en este estudio debe saber que lo hace voluntariamente y que podra,
asi mismo, abandonarlo en cualguier momento. En el caso en que decida suspender su
participacion, ello no va a suponer ningun tipo de penalizacién ni pérdida o perjuicio en sus
derechos y/o relacion con los investigadores.

El proyecto se llevara a cabo en Turkana (Kenia) y Alicante y Madrid (Espafia).

éPOR QUE SE REALIZA ESTE PROYECTO?

Existen estudios que demuestran que Africa es uno de los continentes en los que se
acumulan un gran numero de microorganismos que no responden a los tratamientos con
antibidticos. Pero no se conocen estudios que demuestren cdmo es la situacion en el condado de
Turkana ni en Kenia. En este estudio pretendemos evaluar la presencia de microorganismos

resistentes a los antimicrobianos (RAM) en las infecciones que presentan los pacientes atendidos
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en el Hospital de Referencia del Condado de Turkana en Lodwar (LCRH: Lodwar County Referreal

Hospital).

éCUAL ES EL OBJETIVO DEL PROYECTO?
El objetivo primario del proyecto es conocer la situacion de la RAM en el condado de Turkana a
través del estudio de los procesos infecciosos que afectan a pacientes quirdrgicos, y utilizar esta

informacion para establecer medidas de control y prevencion de las resistencias.

éCOMO SE VA A REALIZAR EL ESTUDIO?

Se recogeran todas las bacterias aisladas de muestras de pacientes del hospital (LCRH) y
se estudiara su sensibilidad a los antibidticos. Para las que presenten resistencias se estudiara su
genoma para conocer qué genes son los implicados en las resistencias.

La duracién del estudio se prolongara durante un periodo de tiempo de 12 meses, pero

este periodo podra ser mayor o menor (en funcién del estudio).

¢QUE BENEFICIOS PUEDO OBTENER POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

Usted recibira el mismo trato participe o no en el proyecto. En consecuencia, no obtendra
ningun beneficio directo con su participacién. No obstante, la informacion que nos facilite, asi
como la que se obtenga de los analisis que se realicen, pueden ser de gran utilidad para mejorar
el conocimiento que tenemos hoy dia sobre las resistencias a los antimicrobianos en Turkana,
también en Kenia y en el contexto de Africa Subsahariana, y ello permitird idear formas de
prevencion, manejo y tratamiento mejores que las que poseemos en la actualidad.

Por su participacion en el estudio no obtendra compensacion econdémica.

¢QUE RIESGOS PUEDO SUFRIR POR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Ninguno

¢QUE DATOS SE VAN A RECOGER?
No se utilizaran datos personales. Unicamente se recogeran los correspondientes a la enfermedad

gue padece y el microorganismo que esté implicado.

éCOMO SE TRATARAN MIS DATOS PERSONALES Y COMO SE PRESERVARA LA
CONFIDENCIALIDAD?

TURKANA_RAMV1
Universidad Miguel Hernandez de Elche
http://umh.es


http://umh.es/

ax

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez

No se recogeran datos personales para la realizaciéon de este estudio. En cualquier caso,
la UMH, como responsable del tratamiento de sus datos personales, le informa que, en caso de
gue los hubiera, seran tratados de conformidad con lo dispuesto en el Reglamento (UE) 2016/679
de 27 de abril (RGPD) y la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre (LOPDGDD)

El acceso a su informaciéon personal si se precisara, quedard restringido a MARIA
FRANCISCA COLOM VALIENTE, para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero

siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente. El

Investigador/a, cuando procese y trate sus datos tomara las medidas oportunas para protegerlos

y evitar el acceso a los mismos de terceros no autorizados.

* Responsable del tratamiento: Universidad Miguel Hernandez de Elche, Secretaria General; CIF:
Q-5350015-C.

Contacto de la delegada de proteccion de datos de la UMH: dpd@umh.es

* Responsable interno del tratamiento: MARIA FRANCISCA COLOM VALIENTE

* Contacto: Ademas de poder contactar con el investigador/a principal, puede contactar con la
delegada de proteccién de datos de la UMH: dpd@umbh.es

* Finalidad: Realizar el tratamiento de sus datos personales para poder participar en este proyecto
de investigacion

* Legitimacion: Articulos 6.1.a) y 9.2.a del RGPD: El interesado da su consentimiento explicito
para el tratamiento de sus datos personales para la realizacion del presente proyecto de
investigacion.

* Obligacién o no de facilitar datos y consecuencias de no hacerlo: No aportar los datos solicitados
imposibilita cumplir con la finalidad o finalidades del tratamiento.

* Decisiones automatizadas, perfiles y logica aplicada:

* Destinatarios:

* Transferencia internacional de datos fuera de la UE:

* Conservacion de los datos: Se conservaran entre 2 y 5 anos para cumplir con la finalidad para
la que se recabaron y para determinar las posibles responsabilidades que se pudieran derivar de
dicha finalidad y del tratamiento de los datos. Una vez transcurrido el tiempo necesario se
procedera a la eliminacion de todos los datos.

* Derechos: El interesado podra ejercitar sus derechos de acceso, rectificacion, oposicion,
supresion, portabilidad y limitacion del tratamiento, asi como, a no ser objeto de decisiones

basadas Unicamente en el tratamiento automatizado de sus datos, para ello se debera dirigir
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mediante solicitud dirigida a la atencidon de Secretaria General de la UMH, Edificio Rectorado y
Consejo Social, Avda. de la Universidad S/N, 03202, Elche-Alicante, o bien a través de sede

electronica https://sede.umh.es/. Para cualquier consideracién adicional se puede poner en

contacto con la delegada de proteccidon de datos: dpd@umbh.es. Asimismo, el interesado tiene
derecho a presentar una reclamacion ante la Autoridad de control (www.aepd.es) si considera
que el tratamiento no se ajusta a la normativa vigente

* Origen de los datos: Laboratorio de diagndstico del Hospital Comarcal de Turkana (LCRH).

* Categoria de datos de los interesados: Unicamente datos clinicos y de laboratorio

* Observaciones:

¢CON QUIéN PUEDO CONTACTAR EN CASO DE DUDA?
Si usted precisa mayor informacién sobre el estudio puede contactar con Maria Francisca Colom

Valiente, Teléfono:+34 965919453; Correo electrénico: colom@umbh.es
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ndmero admitido a tramite (OIR UMH) | 230103203228

Numero Expediente:

ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN
TURKANA (KENIA)

Investigador/a principal: MARIA FRANCISCA COLOM VALIENTE

Titulo del proyecto:

(Nombre y apellidos manuscritos por el participante)

He leido esta hoja de informacién y he tenido tiempo suficiente para considerar mi decision.

Me han dado la oportunidad de formular preguntas y todas ellas se han respondido satisfactoriamente.
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

° Cuando quiera

° Sin tener que dar explicaciones.

Después de haber meditado sobre la informacidon que me han proporcionado, declaro que mi decision es la

siguiente:

Doy No doy

Mi consentimiento para la participacidn en el presente proyecto de investigacion, asi como para el acceso y

utilizacion de mis datos personales en las condiciones detalladas en la hoja de informacién.

FIRMA DEL/DE LA PARTICIPANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR/A
NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA:

Cl_adulto_Turkana_RAMV1
Universidad Miguel Hernandez de Elche
http://umh.es



http://umh.es/

ax

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Yo, D/DAa. revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo

"

continuar participando en el estudio *

FIRMA DEL/DE LA PARTICIPANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR/A
NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA:

EQUIPO INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO

Maria Francisca Colom Valiente
Microbiologia. Facultad de Medicina. UMH.
Miembro de Cirugia en Turkana

Tel. moévil: +34 650629196

Correo electrénico: colom@umh.es

Carmen Hernandez Pérez.

Cirugia General. Hospital Clinico San Carlos. Madrid UCM.
Directora Médica de Cirugia en Turkana

Tel. mévil: 619 240 610

Correo electrénico: chp.hcsc@gmail.com

Stephen Omondi Onyango

Director del Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del Condado de Turkana
Tel. moévil: +254714352001

Correo electrénico: stephenonyal@gmail.com

John Lochuke Ekai

Responsable de Microbiologia en el Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del
Condado de Turkana

Tel. moévil: +254724682863

Correo electroénico: jloetash94@gmail.com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ndmero admitido a tramite (OIR UMH) | 230103203228

Numero Expediente:

ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN

Titulo del proyecto:
TURKANA (KENIA)

Investigador/a principal: MARIA FRANCISCA COLOM VALIENTE

(Nombre y apellidos manuscritos por el participante)

He leido esta hoja de informacidn y he tenido tiempo suficiente para considerar mi decision.
Me han dado la oportunidad de formular preguntas y todas ellas se han respondido satisfactoriamente.

Comprendo que la participacion de mi hijo/a o persona a mi cargo es voluntaria.
Comprendo que que mi hijo/a o persona a mi cargo puede retirarse del estudio:
° Cuando quiera

° Sin tener que dar explicaciones.

Después de haber meditado sobre la informacidon que me han proporcionado, declaro que mi decision es la

siguiente:
Doy No doy
Mi consentimiento para la participacién de mi hijo/a o persona a mi cargo en el presente proyecto de

investigacidon, asi como para el acceso y utilizacién de los datos personales de mi hijo/a o persona a mi

cargo, en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

FIRMA DEL PADRE/TUTOR LEGAL FIRMA DE LA MADRE/TUTOR LEGAL FIRMA DEL INVESTIGADOR
NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA: FECHA:
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Yo, D/Dia. revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo

”

continuar participando en el estudio

FIRMA DEL PADRE/TUTOR LEGAL FIRMA DE LA MADRE/TUTOR LEGAL FIRMA DEL INVESTIGADOR
NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA: FECHA:

Nota: Para la revocacion del consentimiento sera suficiente con la firma de uno de los progenitores/tutores
legales.

EQUIPO INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO

Maria Francisca Colom Valiente
Microbiologia. Facultad de Medicina. UMH.
Miembro de Cirugia en Turkana

Tel. movil: +34 650629196

Correo electrénico: colom@umbh.es

Carmen Hernandez Pérez.

Cirugia General. Hospital Clinico San Carlos. Madrid UCM.
Directora Médica de Cirugia en Turkana

Tel. movil: 619 240 610

Correo electrénico: chp.hcsc@gmail.com

Stephen Omondi Onyango

Director del Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del Condado de Turkana
Tel. movil: +254714352001

Correo electrdénico: stephenonyal@gmail.com

John Lochuke Ekai

Responsable de Microbiologia en el Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del Condado
de Turkana

Tel. mévil: +254724682863

Correo electrdnico: jloetash94@gmail.com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Numero admitido a tramite (OIR UMH) | 230103203228

Numero Expediente:

ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN

Titulo del proyecto:
TURKANA (KENIA)

Investigador/a principal: MARIA FRANCISCA COLOM VALIENTE

(Nombre y apellidos manuscritos por el participante)

He leido esta hoja de informacion y he tenido tiempo suficiente para considerar mi decision.

Me han dado la oportunidad de formular preguntas y todas ellas se han respondido satisfactoriamente.

Comprendo que: mi participacion / la participacion de mi hijo/a o persona a mi cargo es voluntaria.

Comprendo: que puedo retirarme del estudio / que mi hijo/a o persona a mi cargo puede retirarse del

estudio:
° Cuando quiera
° Sin tener que dar explicaciones.

Después de haber meditado sobre la informacidon que me han proporcionado, declaro que mi decision es la

siguiente:
Doy No doy
Mi consentimiento para mi participacién / la participaciéon de mi hijo/a o persona a mi cargo en el presente

proyecto de investigacion, asi como para el acceso y utilizacion de: mis datos personales / los datos

personales de de mi hijo/a o persona a mi cargo, en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

FIRMA DE LA
FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL PADRE/TUTOR FIRMA DEL
MADRE/TUTOR
(MENOR) LEGAL INVESTIGADOR
LEGAL
NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA: FECHA: FECHA:
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dfia. revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo

”

continuar participando en el estudio

FIRMA DE LA
FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL PADRE/TUTOR FIRMA DEL
MADRE/TUTOR
(MENOR) LEGAL INVESTIGADOR
LEGAL
NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE: NOMBRE:
FECHA: FECHA: FECHA: FECHA:

Nota: Para la revocacion del consentimiento sera suficiente con la firma de el/la participante o de uno de
los progenitores/tutores legales.
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EQUIPO INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO

Maria Francisca Colom Valiente
Microbiologia. Facultad de Medicina. UMH.
Miembro de Cirugia en Turkana

Tel. mévil: +34 650629196

Correo electrénico: colom@umh.es

Carmen Hernandez Pérez.

Cirugia General. Hospital Clinico San Carlos. Madrid UCM.
Directora Médica de Cirugia en Turkana

Tel. mévil: 619 240 610

Correo electrénico: chp.hcsc@gmail.com

Stephen Omondi Onyango

Director del Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del Condado de Turkana
Tel. movil: +254714352001

Correo electrénico: stephenonyal@gmail.com

John Lochuke Ekai

Responsable de Microbiologia en el Laboratorio de Diagndstico del Hospital de Referencia del
Condado de Turkana

Tel. movil: +254724682863

Correo electrénico: jloetash94@gmail.com
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Dra. Dfia. M2 Francisca Colom Valiente
Dpto. Produccién Vegetal
Elche, 3 de marzo de 2023
Investigadora M2 Francisca Colom Valiente
Tipo de actividad Proyecto Nacional
Titulo del proyecto ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN TURKANA
(KENIA)
Codigos GIS estancias donde se Laboratorio de Micologia Médica (S02P1072); Hospital Clinico San
desarrolla la actividad Carlos (Madrid); Hospital de Referencia del Condado de Turkana (Kenia)
Evaluacion riesgos laborales Conforme condicionado
Evaluacion DNSH No procede
Evaluacion ética uso muestras Favorable (Aprobado por el CEIm del Hospital Clinico San Carlos)
biolégicas humanas
Evaluacion ética humanos Favorable (Aprobado por el CEIm del Hospital Clinico San Carlos)
Evaluacion ética animales No solicitado
Registro 2023/4237
Referencia DPV.MCV.01.23
Caducidad 5 afios

Una vez atendidas las observaciones/condiciones mencionadas en el informe adjunto del Servicio de Prevencion
de Riesgos Laborales, en caso de que las hubiera, se considera que el presente proyecto/contrato/prestacion de
servicios carece de riesgos laborales significativos para las personas que participan en el mismo, ya sean de la UMH
o de otras organizaciones y, por tanto, es conforme.

No se ha evaluado el uso de muestras bioldgicas humanas porque no se ha solicitado, ni se ha considerado
necesario en base a la informacion aportada.

No se ha evaluado el uso de animales en un proyecto de investigacion porgue no se ha solicitado, ni se ha
considerado necesario en base a la informacion aportada.

La evaluacion de la participacion de voluntarios humanos en un proyecto de investigacion, desde el punto de vista
ético, ha sido evaluado por el CElm del Hospital Clinico San Carlos, siendo este favorable.

Por todo lo anterior, el dictamen del CEll es favorable.

Atentamente,
2 ay N /’
— A = oty
e e S //QC/I
=i /.«
T , s 1
¥ e é
N ,/ .
Alberto Pastor Campos Domingo Orozco Beltran
Secretario CEIl Presidente CEIl
Vicerrectorado Investigacion Vicerrectorado Investigacion
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UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE

Caodigo Seguro de Verificacion(CSV). UMHY_OoMEzQ98RR6-LjIKVRa
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Firmado por ALBERTO PASTOR CAMPQOS el dia 2023-03-03

Firmado por DOMINGO LUIS OROZCO BELTRAN el dia 2023-03-03



Pablo Fiel Berbejal
Sello

Pablo Fiel Berbejal
Sello

Pablo Fiel Berbejal
Sello


\‘3“5’)

>
) m
2 b
Z b o
v an
oﬂ 535'
/! Het®

Informacion adicional:

- En caso de que la presente actividad se desarrolle total o parcialmente en otras instituciones es
responsabilidad del investigador principal solicitar cuantas autorizaciones sean pertinentes, de manera
que se garantice, al menos, que los responsables de las mismas estan informados.

- Le recordamos que durante la realizacion del proyecto debe cumplir con las exigencias en materia de
prevencion de riesgos laborales. En concreto: las recogidas en el plan de prevencion de la UMH y en las
planificaciones preventivas de las unidades en las que se integra la investigacion. Igualmente, debe
promaover la realizacién de reconocimientos médicos periédicos entre su personal; cumplir con los
procedimientos sobre coordinacion de actividades empresariales en el caso de que trabaje en el centro
de trabajo de otra empresa o que personal de otra empresa se desplace a las instalaciones de la UMH;
y atender a las obligaciones formativas del personal en materia de prevencion de riesgos laborales. Le
indicamos que tiene a su disposicién al Servicio de Prevencion de la UMH para asesorarle en esta
materia.

La informacién descriptiva basica de la
presente actividad de investigacion sera
incorporada al repositorio publico de
proyectos autorizados por la Oficina de
Investigacion Responsable de la
Universidad Miguel Herndndez.
También se puede acceder a través de
https://oir.umh.es/solicitud-de-

evaluacion/
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INFORME DE EVALUACION DE INVESTIGACION RESPONSABLE DE 1. TFG (Trabajo Fin de Grado)

Elche, 2 9/11/2023

Nombre del tutor/a Consuelo Ferrer Rodriguez

Nombre del alumno/a Pablo Fiel Berbejal

Tipo de actividad Adherido a un proyecto autorizado

Titulo del 1. TFG (Trabajo Fin de Estudio del resistoma de microorganismos aislados de procesos
Grado) infecciosos en pacientes del condado de Turkana (Kenia)

Evaluacion de riesgos laborales No solicitado/No procede

Evaluacion ética humanos No solicitado/No procede

Cadigo provisional 231107090622

Cddigo de autorizacién COIR TFG.GBI.CFR.PFB.231107

Caducidad 2 afios

Se considera que la presente actividad no supone riesgos laborales adicionales a los ya evaluados en el proyecto de
investigacion al que se adhiere. No obstante, es responsabilidad del tutor/a informar y/o formar al estudiante de
los posibles riesgos laborales de la presente actividad.

La necesidad de evaluacion ética del trabajo titulado: Estudio del resistoma de microorganismos aislados de
procesos infecciosos en pacientes del condado de Turkana (Kenia) ha sido realizada en base a la informacion
aportada en el formulario online: “TFG/TFM: Solicitud Cddigo de Investigacion Responsable (COIR)”, habiéndose
determinado que no requiere ninguna evaluacién adicional. Es importante destacar que si la informacién aportada
en dicho formulario no es correcta este informe no tiene validez.

Por todo lo anterior, se autoriza la realizacidn de la presente actividad.

Atentamente,

Alberto Pastor Campos
Jefe de la Oficina de Investigacion Responsable
Vicerrectorado de Investigacidn y Transferencia
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Informacidn adicional:

- En caso de que la presente actividad se desarrolle total o parcialmente en otras instituciones es responsabilidad del investigador principal
solicitar cuantas autorizaciones sean pertinentes, de manera que se garantice, al menos, que los responsables de las mismas estadn
informados.

- Le recordamos que durante la realizacién de este trabajo debe cumplir con las exigencias en materia de prevencion de riesgos laborales.
En concreto: las recogidas en el plan de prevencion de la UMH y en las planificaciones preventivas de las unidades en las que se integra la
investigacidn. Igualmente, debe promover la realizacién de reconocimientos médicos periddicos entre su personal; cumplir con los
procedimientos sobre coordinacion de actividades empresariales en el caso de que trabaje en el centro de trabajo de otra empresa o que
personal de otra empresa se desplace a las instalaciones de la UMH; y atender a las obligaciones formativas del personal en materia de
prevencion de riesgos laborales. Le indicamos que tiene a su disposicidn al Servicio de Prevencion de la UMH para asesorarle en esta
materia.

La informacion descriptiva basica del
presente  trabajo  serd incorporada  al
repositorio  plblico de Trabajos fin de
Grado y Trabajos Fin de Master autorizados
por la Oficina de Investigacion Responsable
de la Universidad Miguel Hernandez.
También se puede acceder a través de
h L air , ligityd-de- i
[tig-tfm/
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CERTIFICADO DE CAPACITACION DEL PROCEDIMIENTO
COIR TFG/TFM

Se otorga a:

Pablo Fiel Berbejal, con DNI: 512540438

Por realizar la copoci’roci,én previa al inicio del procedimiento de obtencién del
CODIGO DE INVESTIGACION RESPONSABLE (COIR), con una puntuacion de 8 / 10.

FIRMADO POR:

ALBERTO PASTOR CAMPQOS
OFICINA DE INVESTIGACION RESPONSABLE
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y

TRANSFERENCIA
UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE

6/11/2023







Tabla Suplementaria 1. Genes de resistencia a antibiéticos encontrados en cada cepa aislada

Cepa

Especie

Genes de resistencia a antibioticos

31

Pseudomonas
aeruginosa

APH(3")-11b, arnA, basS, bcr-1, cprR, cprS, FosA, MexA, MexB, MexC, MexD, MexE, MexF, MexG, MexH, Mexl,
MexJ, MexK, MexL, mexM, mexN, mexP, mexQ, MexV, MexW, mexX, mexY, MuxA, MuxB, MuxC, OpmB, OpmD,
opmE, OpmH, OprJ, OprM, OprN, OXA-50, Paer_catB7, Paer_CpxR, Paer_emrE, Paer_soxR, ParR, ParS, PDC-8,
PmpM, rsmA, TriA, TriB, TriC, YajC

48

Escherichia coli

acrB, acrD, AcrE, AcrF, AcrS, APH(3")-1b, APH(6)-1d, bacA, catAl, cpxA, CRP, dfrA7, EC-8, Ecol_acrA, Ecol_emrE,
Ecol_mdfA, emrA, emrB, emrK, emrR, emrY, eptA, eptB, evgA, evgS, gadW, gadX, H-NS, kdpE, Kpne KpnE,
Kpne_KpnF, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG, mdtH, MdtK, mdtN, mdtO,
mdtP, msbA, OmpA, PmrF, rosA, rosB, rsmA, sdiA, sul2, TEM-1, tet(D), TolC, ugd, Yojl

55

Enterobacter
hormaechei

acrB, acrD, AcrE, AcrF, ACT-65, ArnT, bacA, baeR, baeS, cpxA, CRP, dfrAl4, Eclo_acrA, Ecol_catll,
Ecol _cyaA FOF, Ecol EFTu ENC, Ecol EFTu ENC, Ecol EFTu ENC, Ecol EFTu ENC, Ecol EFTu ENC,
Ecol EFTu_ENC, Ecol EFTu PLV, Ecol EFTu_PLV, Ecol fabG_TRC, Ecol fabl_MULT, Ecol folP_SLF,
Ecol_GIpT_FOF, Ecol_LamB, Ecol_MarR_MULT, Ecol_mdfA, Ecol_murA_FOF, Ecol_nfsA_NIT, Ecol_ompF_BLA,
Ecol_parE_FLO, Ecol_Ptsl FOF, Ecol rpoB RIF, Ecol _soxR_MULT, Ecol_uhpA FOF, Ecol UhpT_FOF, emrB,
emrR, eptB, floR, FosA2, H-NS, Kaer_acrR_MULT, kdpE, Kleb_PhoP_CST, Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_KpnG,
Kpne_OmpK37, Kpne_PBP3_BLA, Kpne_PhoQ_CST, LAP-2, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB, mdtC, mdtG, mdtH,
MdtK, mlaD, mlaF, msbA, OmpA, ogxA, ogxB, PmrF, porin_OmpC, QnrS1, ramA, rosA, rosB, rpsl, rsmA, sdiA,
Sent_gyrA TRC, Sent_parC_FLO, Sent_ramR, Sent_soxS_MULT, Sser_gyrB_FLO, sul2, tet(A), TolC, ugd, Yojl

66

Pseudomonas
aeruginosa

APH(3")-11b, ArmR, arnA, basS, bcr-1, cprR, cprS, FosA, MexA, MexB, MexC, MexD, MexE, MexF, MexG, MexH,
Mexl, MexJ, MexK, MexL, mexM, mexN, mexP, mexQ, MexV, MexW, mexX, mexY, MuxA, MuxB, MuxC, OpmB,
OpmD, opmE, OpmH, OprJ, OprM, OprN, OXA-494, Paer_catB7, Paer_CpxR, Paer_emrE, Paer_soxR, ParR, ParsS,
PDC-374, PmpM, rsmA, TriA, TriB, TriC, YajC

68

Acinetobacter
haemolyticus

AAC(6"-1g, Abau_gyrA_FLO, Abau_parC_FLO, abeM, adel, adeJ, adeK, Ecol EFTu_ENC, Ecol EFTu_ENC,
Ecol_rpoB_RIF, LpxA, LpxC, Mtub_rpsL_STR, OXA-215, gacE, rpsJ, rsmA,

93

Escherichia flexneri

aadAb5, acrB, acrD, AcrE, AcrF, AcrF, AcrS, APH(3")-1b, APH(6)-1d, bacA, cpxA, CRP, CTX-M-15, dfrAl7, EC-14,
Ecol_acrA, Ecol_emrE, Ecol_mdfA, emrA, emrB, emrK, emrR, emrY, eptA, eptB, ErmB, evgA, evgs, gadW, gadX, H-
NS, kdpE, Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG, mdtH,




MdtK, mdtM, mdtN, mdtO, mdtP, mphA, Mrx, msbA, OmpA, PmrF, gacEdeltal, QnrS1, rosA, rosB, rsmA, sdiA, sull,
sul2, tet(A), TolC, ugd, Yojl

L003

Enterococcus faecalis

dfrE, dfrG, efrA, efrB, emeA, ErmB, IreK, IsaA, tet(M)

L006

Klebsiella pneumoniae

acrB, acrD, AcrE, AcrF, arnA, ArnT, bacA, cpxA, CRP, Ecol_mdfA, emrR, eptA, eptB, FosA6, H-NS, kdpE,
Kpne_acrA, Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_KpnG, Kpne_KpnH, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB,
mdtC, mdtG, mdtH, MdtK, mdtM, Mdtg, msbA, OmpA, ogxA, ogxB, PmrF, ramA, rosA, rosB, rsmA, SHV-11, TolC,
ugd, Yojl

L012

Escherichia coli

acrB, acrD, AcrE, AcrF, AcrF, AcrS, ANT(3")-1la, APH(3™)-1b, APH(6)-1d, bacA, cpxA, CRP, CTX-M-14, dfrAl, EC-
8, Ecol_acrA, Ecol_emrE, Ecol_mdfA, emrA, emrB, emrK, emrR, emrY, eptA, eptB, evgA, evgS, gadW, gadX, H-NS,
kdpE, Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG, mdtH,
MdtK, mdtN, mdtO, mdtP, mphA, Mrx, msbA, OmpA, PmrF, rosA, rosB, rsmA, SAT-2, sdiA, sul2, TEM-1, TolC, ugd,
Yojl

L062

Staphylococcus capitis

arlR, dfrC, mgrA, norA, PC1 blaz, Saur_LmrS, sdrM, sepA

L065

Klebsiella pneumoniae

acrB, acrD, acrD, AcrE, AcrF, ArnT, bacA, cpxA, CRP, Ecol_mdfA, emrR, eptA, eptB, FosA6, H-NS, kdpE,
Kpne_acrA, Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_KpnG, Kpne_KpnH, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB,
mdtC, mdtG, mdtH, MdtK, mdtM, Mdtg, msbA, OmpA, ogxA, ogxB, PmrF, ramA, rosA, rosB, rsmA, SHV-27, TolC,
ugd, Yojl

L066

Pseudomonas
aeruginosa

APH(3)-1a, APH(3")-1lb, arnA, bassS, ber-1, cprR, cprs, floR, FosA, MexA, MexB, MexC, MexD, MexE, MexF, MexG,
MexH, MexI, MexJ, MexK, MexL, mexM, mexN, mexP, mexQ, MexV, MexW, mexX, mexY, MuxA, MuxB, MuxC, OpmB,
OpmD, opmE, OpmH, OprJ, OprM, OprN, OXA-50, Paer_catB7, Paer_CpxR, Paer_emrE, Paer_soxR, ParR, Pars,
PDC-14, PmpM, rsmA, sul2, tet(D), TriA, TriB, TriC, YajC

LO67

Escherichia coli

AAC(6"-1b8, acrB, acrD, Acrk, AcrF, AcrS, APH(3")-1b, APH(6)-1d, bacA, cpxA, CRP, dfrA7, EC-5, Ecol_acrA,
Ecol_emrE, Ecol_mdfA, emrA, emrB, emrK, emrR, emrY, eptA, eptB, evgA, evgS, gadW, gadX, H-NS, kdpE,
Kpne_KpnE, Kpne_KpnF, Kpne_OmpK37, leuO, LptD, marA, mdtA, mdtB, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG, mdtH, MdtK,
mdtM, mdtN, mdtO, mdtP, msbA, OmpA, PmrF, gacEdeltal, rosA, rosB, rsmA, sdiA, sull, sul2, TEM-1, TolC, ugd,
Yojl







