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RESUMEN

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos por aguas residuales hospitalarias es uno
de los temas de preocupacion ambiental y de salud publica actual. Se ha reportado que las aguas
residuales de hospitales poseen un microbioma cargado de bacterias resistentes a diversos
antimicrobianos. Las enterobacterias conforman un gran porcentaje de estas poblaciones
bacterianas y su capacidad de producir betalactamasas de espectro extendido (BLEE) supone un
riesgo a la salud publica. La diseminacion de estas bacterias a través de efluentes hospitalarios, la
falta de un tratamiento eficaz y de sistemas de vigilancia, suponen un escenario de riesgo que
facilita la dispersion de estas cepas en ambientes no hospitalarios. El presente estudio tiene como
objetivo caracterizar fenotipica y genotipicamente las BLEE en enterobacterias fermentadoras de
lactosa aisladas de aguas residuales provenientes de un Hospital de Lima-Peru. Las enterobacterias
fueron inicialmente aisladas en medio McConkey, luego fueron identificados mediante pruebas
bioguimicas convencionales. Los perfiles de resistencia antimicrobiana fueron procesados
mediante la prueba de Kirby Bauer y la produccion de aislados BLEE positivos fueron
identificadas mediante el método de Jarlier. La identificacion de genes de resistencia se realiz6
mediante PCR convencional y las secuencias gendmicas fueron obtenidas mediante el uso de un
secuenciador MiSeq de llumina. Los resultados de este estudio mostraron que la distribucion para
el fenotipo BLEE positivo fue: Citrobacter sp. (37%), Klebsiella sp. (24%), y E. coli (16%). El
analisis de susceptibilidad antimicrobiana reporté que Amoxicilina fue uno de los antibioticos con
mayor porcentaje (63.33%), seguido de Cefalotina (38.33%) y Amoxicilina con acido clavulanico
(33.33%). EIl andlisis molecular indico que el gen CTX-M (35%) fue el mas frecuente en este

estudio, seguido de OXA-1 (16.67%), TEM (13.33%) y SHV (3.33%).



Palabras clave: betalactamasas de espectro extendido, enterobacterias, aguas residuales.



ABSTRACT

The contamination of aquatic ecosystems by hospital sewage water is one of the topics of
environmental concern and current public health. Wastewater from hospitals has been reported to
pose a microbiome loaded with bacteria resistant to various antimicrobials. Enterobacteria make
up a large percentage of these bacterial poblaciones and their ability to produce extended-spectrum
beta-lactamasas (BLEE) is a risk to public health. The dissemination of these bacterias through
hospital sewage water, the lack of effective treatment and surveillance systems, supposes a risk
scenario that facilitates the dispersion of these strains in other environments. The present study
aims to characterize phenotypic and genotypically BLEE in lactose fermenting enterobacteria
isolated from residual water from a Hospital in Lima-Peru. The enterobacterias were initially
isolated from McConkey, then were identified by means of conventional biochemical tests. The
profiles of antimicrobial resistance were processed using Kirby Bauer's method and the production
of positive BLEE isolates were identified using the Jarlier method. The identification of resistance
genes was carried out using conventional PCR and the genomic sequences were obtained using a
MiSeq Illumina sequencer. The results of this study showed that the distribution for the positive
BLEE phenotype was: Citrobacter sp. (37%), Klebsiella sp. (24%), and E. coli (16%). The
antimicrobial susceptibility analysis reported that Amoxicillin was one of the antibiotics with the
highest percentage (63.33%), followed by Cephalotin (38.33%) and Amoxicillin with clavulanic
acid (33.33%). The molecular analysis indicated that the CTX-M gene (35%) was the most

frequent in this study, followed by OXA-1 (16.67%), TEM (13.33%) and SHV (3.33%).

Key words: extended-spectrum betalactamases, enterobacteriales, sewage water.



l. INTRODUCCION

Los betalactamicos son los antimicrobianos mas utilizados para el tratamiento de las
infecciones producidas por enterobacterias. La actividad de estos compuestos se ve comprometida
por la creciente proliferacion y diversificacion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
enzimas bacterianas con capacidad de hidrolizar y conferir resistencia a los betalactamicos (Rivera
etal., 2014). Las BLEE son capaces de hidrolizar a las penicilinas, cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion, y aztreonam (pero no las cefamicinas o carbapenemasas), pero son
inhibidos por el &cido clavulanico (Paterson & Bonomo, 2005). Mas de 200 tipos diferentes de
betalactamasas de espectro extendido han sido identificadas en todo el mundo; principalmente en

la familia Enterobacteriaceae (Zaniani et al., 2012).

Una revision en el 2018 en agua potable sostiene que los genes mas comunes encontrados
en bacterias como Klebsiella sp., E. coli, Citrobacter sp., Acinetobacter sp. y Pseudomona sp.,
suelen ser blaCTX-M, blaTEM, blaSHV y blaOXA (Tanner et al., 2019). La dispersion de estos
genes ha incrementado en los ultimos afios (Rahman et al., 2018), encontrandose en diferentes
fuentes animales, humanas, vegetales y ambientales (Boehmer et al., 2018; Hassen et al., 2018;

Huizinga et al., 2018; Ma et al., 2012; Ye et al., 2018).

1.1.  Descripcion y formulacion del problema

El incremento de los genes para betalactamasas de espectro extendido (BLEE), asi como
el éxito de su diseminacidn, se debe a su ubicacion en plasmidos o elementos genéticos moviles y

a los mecanismos de transferencia horizontal, lo que hace posible actualmente detectar genomas


https://www.zotero.org/google-docs/?dPfpSF
https://www.zotero.org/google-docs/?dPfpSF
https://www.zotero.org/google-docs/?wsZNlK
https://www.zotero.org/google-docs/?7Up3Sx
https://www.zotero.org/google-docs/?7Up3Sx
https://www.zotero.org/google-docs/?7Up3Sx
https://www.zotero.org/google-docs/?tQyyVY
https://www.zotero.org/google-docs/?14mCJ2
https://www.zotero.org/google-docs/?myzjwe
https://www.zotero.org/google-docs/?myzjwe
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que portan simultdneamente varios genotipos BLEE en una misma cepa bacteriana (Diaz et al.,

2017).

Uno de los medios de diseminacion de estas bacterias son las fuentes de agua, esto incluye
a los efluentes hospitalarios los cuales albergan distintas comunidades bacterianas. El vertimiento
de estos efluentes hacia el sistema de alcantarillado muchas veces se realiza sin un tratamiento
previo y un control inadecuado, ocasionando la dispersion de bacterias BLEE hacia las
comunidades. Sin embargo, en nuestro pais no se han reportado estudios de los genes BLEE en
aguas residuales provenientes de un sistema hospitalario, por lo que se requiere de una

investigacion y monitoreo de estos con el fin de controlar futuros brotes comunitarios.

Por lo expuesto, el presente Proyecto plantea el siguiente problema:

¢Se puede caracterizar fenotipica y genotipicamente las betalactamasas de espectro
extendido en enterobacterias fermentadoras de lactosa aisladas de aguas residuales provenientes

de un Hospital de Lima, Peru?

¢Es posible que a través de la caracterizacion gendmica de las enterobacterias se pueda
monitorear genes BLEE de efluentes hospitalarios, permitiendo plantear un sistema de vigilancia

en centros de salud?

1.2. Antecedentes
Al inicio del decenio de 1980, el primer aislado capaz de producir una betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) fue Klebsiella pneumoniae. El aislamiento fue originario del

continente europeo (Alemania), proveniente de una infeccion nosocomial. Los siguientes reportes


https://www.zotero.org/google-docs/?siVkRC
https://www.zotero.org/google-docs/?siVkRC
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fueron encontrados en Francia, Inglaterra y al final de esa década en el continente americano (Bois

etal., 1995; G. A. Jacoby et al., 1988; Morones-Esquivel et al., 2016; A. Philippon et al., 1989).

Los primeros genes betalactamasas en aparecer fueron blaTEM y blaSHV, para luego dar
lugar a sus derivados blaTEM-1, blaTEM-2 y blaSHV-1 por mutaciones puntuales que amplian su
espectro (Rivera et al., 2014). Las primeras especies de enterobacterias que incluian en su genoma
el gen blaTEM-1 fueron E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.,
Shigella spp., y P. mirabilis. Y en el caso del gen blaTEM-2 Shigella spp. fue la Unica especie
portadora (Roy et al., 1983). La determinacién de gen blaSHV en un inicio, sostuvo que este estuvo
asociado a K. pneumoniae; sin embargo, su derivado blaSHV-1, se ha descrito también en E. coli
u otros miembros de la familia Enterobacteriaceae. Se ha postulado que el blaSHV-1 puede haberse
originado por la separacion del gen ubicado inicialmente en el cromosoma de K. pneumoniae y, la

propagacion extracromosomica hacia otras bacterias (Chang et al., 2001).

Hasta finales de los afios 90, la mayoria de las BLEE detectadas pertenecian a estas dos
familias, que provenian, fundamentalmente, de brotes epidémicos nosocomiales. En el momento
actual se han descrito mas de 160 tipos de blaTEM y 100 tipos de blaSHV. Estas enzimas son de
codificacion plasmidica y transferibles a otras bacterias por conjugacion, lo que favorecié su rapida

dispersion (Morejon Garcia, 2013).

El siguiente gen de importancia en este estudio es blaOXA. Fue identificado originalmente
en Pseudomona aeruginosa, pero su importancia clinica se sostuvo cuando se aislé en un paciente
de Turquia en octubre de 1991. La bacteria era multirresistente, particularmente a la ceftazidima.
Esta resistencia fue transferible, y como consecuencia se generaron otras variantes de este gen (L.

M. Hall et al., 1993). El primer reporte de genes en esta clasificacion fueron los genes blaOXA-1,


https://www.zotero.org/google-docs/?IVNucO
https://www.zotero.org/google-docs/?IVNucO
https://www.zotero.org/google-docs/?q1dwty
https://www.zotero.org/google-docs/?ljw98P
https://www.zotero.org/google-docs/?bpThil
https://www.zotero.org/google-docs/?CChBxo
https://www.zotero.org/google-docs/?4yNarX
https://www.zotero.org/google-docs/?4yNarX
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blaOXA-2 y blaOXA-3, clasificados mediante su punto isoeléctrico, inhibidos por iones de cloruro

y reportados en enterobacterias (Sykes & Matthew, 1976).

Otro grupo de enzimas son las blaCTX-M, las cuales no alcanzaron prominencia sobre las
otras BLEE hasta la primera década del 2000 cuando se observo una acelerada evolucion y
extraordinaria dispersion de estas enzimas. Estaban confinados no solo al entorno hospitalario sino
también a la comunidad, siendo E. coli el patogeno méas importante que produce estas enzimas
(Canton et al., 2008). Los genes blaCTX-M se movilizaron y se incorporaron en elementos
genéticos moviles. Esto también les dio a las enzimas CTX-M la oportunidad de mejorar la

actividad hidrolitica contra ceftazidima generando nuevas variantes (Canton et al., 2012).

Otros genes betalactamasas poco frecuentes como blaPER, blaVES y blaGES se
encuentran en aislados como Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter baumanii (Potron et al.,
2015). blaPER fue descrito por primera vez en Turquia en 1993. Hoy en dia el &rbol filogenético
basado en secuencias de aminoacidos revela dos cluster en el gen blaPER, uno contiene los genes
blaPER-1, bla PER-3, blaPER-4, blaPER-5, y blaPER-7 y el otro contiene los genes blaPER-2 y

blaPER-6 (Nordmann et al., 1993; Tada et al., 2017).

Recientemente, estudios realizados por el Programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY
determinaron que Klebsiella pneumoniae (45.4%) es una de las enterobacterias que posee mayor
fenotipo BLEE (MIC, >2 pg/mL) a nivel de Latinoamérica, en comparacion con los resultados
donde la misma especie es frecuente en un 22.6% el continente europeo (Winokur et al., 2001). La
dispersion de enterobacterias portadoras de genes BLEE involucra muchos paises de

Latinoamérica, incluyendo el nuestro. En Argentina los genes mas frecuentes encontrados son


https://www.zotero.org/google-docs/?gk25IY
https://www.zotero.org/google-docs/?b7jbod
https://www.zotero.org/google-docs/?gJTxZS
https://www.zotero.org/google-docs/?gJTxZS
https://www.zotero.org/google-docs/?albpIp
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blaCTX-M-2 (55%) y blaCTX-M-15 (40%) (Sennati et al., 2012) también se han reportado la
presencia de genes blaPER-2 y blaSHV enterobacterias provenientes de pacientes hospitalizados
(Quinteros et al., 2003). En Colombia, los resultados recolectados de 10 hospitales de Bogota
indicaron que los genes blaCTX-M-12 (56%) y blaSHV-12 (33.3%) fueron los mas prevalentes
(Pulido etal., 2011) sin embargo, en la actualidad la prevalencia de genes blakPC (70,3 %),
blaNDM (7 %) y blaVIM (2,8 %) también han sido reportados en enterobacterias causantes de
infecciones en pacientes hospitalizados (Ovalle et al., 2017). En adicién Chile recientemente tiene
al gen blaCTX-M-1 (84.7%) y blaSHV (81%) (Pavez et al., 2019) como los mayores reportados
en E.coli y Klebsiella pneumoniae, mientras que Brasil posee al gen blaCTX-M-2 (58.7%) como
uno de los mas dominantes reportados en K. pneumoniae y E. cloacae (Nogueira et al., 2015) sin
embargo, el problema mas serio en Brasil es causado por enterobacterias resistentes a colistina
(mcr-1) (Sampaio & Gales, 2016). Bolivia tiene a los genes blaCTX-M-2 (71%) y blaCTX-M-43
(21%) como los mas frecuentes reportados para enterobacterias (Celenza et al., 2006). Por Gltimo,
aislados provenientes de un hospital en Paraguay (Asuncién) identificaron a E.coli, K. pneumoniae
y Enterobacter sp. portadores de genes blaCTX-M2 (49%) y blaTEM (45%) como los més

frecuentes (Guillén et al., 2016).

En Peru, el primer estudio relacionado a resistencia hacia los antimicrobianos fue realizado
en nifios con cuadros diarreicos residentes en la selva peruana (Bartoloni et al., 2006). Seis afios
después se realizo un reporte sobre la incidencia de aislados con fenotipo BLEE entre la resistencia
de los mismos hacia otro grupo de antibioticos. Este reporte abordo aislados de pacientes
internados en el area de cuidados intensivos; sin embargo el estudio genotipico no fue llevado a

cabo (Garcia et al., 2012).


https://www.zotero.org/google-docs/?uilD06
https://www.zotero.org/google-docs/?uilD06
https://www.zotero.org/google-docs/?uilD06
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Muy pocas investigaciones han evaluado e integrado estudios sobre el fenotipo BLEE con
genotipo especifico en los dltimos afos. Existen reportes en distintas ciudades de Per( enfocados
a muestras clinicas fecales, urocultivos y hemocultivos enfocados a perfiles de susceptibilidad.
(Colquechagua Aliaga et al., 2015; Galvan et al., 2016; Garcia-Mostajo et al., 2015). Sin embargo,
no se han reportado estudios fenotipicos y genotipicos de aislados BLEE provenientes de aguas

residuales en sistemas hospitalarios.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Caracterizar fenotipica y genotipicamente las betalactamasas de espectro extendido en
enterobacterias fermentadoras de lactosa aisladas de aguas residuales provenientes de un Hospital

en Lima, Peru.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar las especies de enterobacterias fermentadoras de lactosa provenientes de aguas

residuales en un hospital en Lima, Per.

e Determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias fermentadoras

de lactosa usando métodos fenotipicos.

e Determinar la presencia de betalactamasas de espectro extendido en las enterobacterias

fermentadoras de lactosa utilizando métodos fenotipicos y moleculares.


https://www.zotero.org/google-docs/?TKtQIB
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e Determinar los genes de resistencia en 30 aislados utilizando métodos de secuenciamiento

de dltima generacion (NGS, por sus siglas en inglés).

1.4. Justificacion

La emergencia y diseminacion de bacterias multidrogo-resistentes (MDR) es actualmente
un problema alarmante de salud publica en todo el mundo. Las enterobacterias son un grupo
importante de bacterias que presentan resistencia a antibiéticos los cuales se desenvuelven gracias
a diferentes mecanismos de resistencia para neutralizar, modificar o destruir antibidticos. Muchas
enterobacterias fermentadoras de lactosa han sido reportadas en estudios sobre resistencia
antimicrobiana, portando una variedad de genes BLEE las cuales codifican enzimas que les
otorgan esta propiedad. La rapida diseminacién de enterobacterias MDR potencialmente patdgenas
se debe a la capacidad que tienen estas de realizar transferencia horizontal de genes (THG) a través
de plasmidos, inclusive entre diferentes especies y fuentes de procedencia (Lerminiaux &

Cameron, 2019; van Duin & Paterson, 2016).

En los dos ultimos afios, el uso indiscriminado de antibioticos ha sido la principal causa de
aceleracion para la resistencia antimicrobiana en microorganismos causantes de enfermedades
infecciosas en todo el mundo (Klein et al., 2018). Antibidticos como los betalactdmicos son uno
de los medicamentos mas comunmente recetados en numerosas indicaciones clinicas, razon por la

cual el nivel de resistencia en estas bacterias ha incrementado en las Ultimas décadas.

En el Per(, se ha reportado un incremento de la frecuencia de aislados BLEE

principalmente en pacientes hospitalizados en los ultimos afios, debido al descontrolado uso de
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medicamentos. Sin embargo, el estudio de genes BLEE en bacterias provenientes en sistemas
hospitalarios no ha sido reportado. Los efluentes de hospitales resultan una forma interesante para
el estudio de monitoreo de genes BLEE en enterobacterias, ya que mediante estos la diseminacion
de estas bacterias en comunidades aledafias podria ser una forma rapida de llevar enfermedades,

siendo de suma importancia realizar futuros estudios sobre este tema.

El presente trabajo de investigacion propone identificar y caracterizar el nivel de resistencia
a diferentes antibidticos y la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en
enterobacterias fermentadoras de lactosa provenientes de aguas residuales en un hospital ubicado
en Lima, Peru. Determinar los niveles de resistencia antimicrobiana de bacterias potencialmente
patogenas para el humano permitira generar evidencia y resaltar la necesidad de un programa de
vigilancia epidemioldgica de resistencia antimicrobiana en aguas residuales hospitalarias ya que

representan un riesgo a la salud publica para el Peru.

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipétesis nula

Ho: No es posible la caracterizacion genotipica y fenotipica de betalactamasas de espectro
extendido en enterobacterias fermentadoras de lactosa aisladas de aguas residuales provenientes

de un hospital de Lima, Perd.
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1.5.2. Hipdtesis alterna

Ha: Es posible la caracterizacion genotipica y fenotipica de betalactamasas de espectro
extendido en enterobacterias fermentadoras de lactosa aisladas de aguas residuales provenientes

de un hospital de Lima, Perd.
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1. MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Enterobacterias

En los ultimos afios muchas especies bacterianas de importancia clinica han ido
adquiriendo resistencia antimicrobiana. Estas incluyen bacterias resistentes a multiples farmacos
que representan una amenaza particular en sistemas hospitalarios. Entre las principales estan
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. y varias Enterobacteriaceae (incluidas Klebsiella, E. coli,
Serratia y Proteus). Estas pueden causar infecciones graves y, a menudo, mortales, como
infecciones del torrente sanguineo y neumonia. En su mayoria la resistencia es adquirida mediante

transmision horizontal de plasmidos (Karen Bush, 2010; World Health Organization, 2017).

2.1.2. Resistencia a los antibioticos

2.1.2.1. Reduccion de permeabilidad en la membrana. La resistencia fenotipica de una
bacteria resistente a ciertos antibioticos puede deberse a la incapacidad del agente antimicrobiano
para entrar a la célula bacteriana donde se encuentran los sitios objetivos del antibidtico. La pared
celular lipopolisacarido (LPS) de las Gramnegativas cumple uno de los principales roles en este
mecanismo, la cual consta de tres partes: lipido A, un fosfolipido basado en glucosamina, un
oligosacéarido de nucleo relativamente corto, y un polisacarido distal (O-antigeno) (Delcour, 2009;
Ghai & Ghai, 2018; Nikaido, 2003).

Antibioticos hidréfobos que tienen acceso al interior de la célula al penetrar a través de la
bicapa de la membrana externa (ME) son los aminoglucésidos (gentamicina, kanamicina),

macrdlidos (eritromicina), rifamicinas, novobiocina, acido fusidico y péptidos catidnicos. Las
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polimixinas estan dentro de este grupo de antibioticos que sensibilizan la membrana externa de
bacterias Gramnegativas como E. coli y S. typhymurium. Cabe mencionar que dentro de esta
familia el mas resaltante es el nonapéptido de polimixina B (Nikaido, 2003). A pesar de que este
antibidtico se use en ultimo recurso terapéutico, este no se ha escapado a la evolucion de la

resistencia bacteriana (Band & Weiss, 2015).

Otro elemento importante de la ME son las porinas. Estas proporcionan una funcion de
tamizado mediante la cual la ME es generalmente permeable a compuestos hidrofilicos debajo de
un limite de exclusion especifico que varia dependiendo del organismo bacteriano y esta
determinado por el diametro de los canales presente en cada organismo individual (Fernandez &
Hancock, 2012). Por ejemplo, en E. coli las principales porinas son OmpF y OmpC, las cuales
reducen la permeabilidad de la membrana externa y el antibiotico limitante. Este mecanismo se
logra mediante la regulacién negativa de porinas o por la sustitucion de estas por canales mas

selectivos (Blair et al., 2015).

2.1.2.2. Bombas de eflujo. Las bombas de eflujo bacteriano transportan activamente
muchos antibidticos fuera de la célula y son los principales contribuyentes de resistencia intrinseca
en bacterias Gramnegativas a muchos de los medicamentos que se pueden usar para tratar
infecciones bacterianas Grampositivas. Cuando se sobre expresan, las bombas de eflujo también

pueden conferir altos niveles de resistencia a antibioticos clinicamente Utiles (Blair et al., 2015).

Existen bombas de eflujo que pueden extruir una amplia gama de sustratos, mientras que
algunas son especificos y extruyen pequefias cantidades de compuestos antimicrobianos. Estas
bombas son Ilamadas bombas de eflujo multirresistente (MDR), un ejemplo de estas son las ImrS

encontradas en Staphylococcus aureus (Floyd et al., 2010). Los genes que codifican las bombas
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de eflujo pueden ser encontrados en el cromosoma o0 en elementos transmisibles tales como

plasmidos (Piddock, 2006). El sistema de bombas MDR es muy variado, uno de ellos son los RND.

Los transportadores familiares RND (Division de Nodulacion de Resistencia) estan muy
extendidos, especialmente entre bacterias Gramnegativas, catalizan el eflujo activo de muchos
antibidticos y agentes quimioterapéuticos. Tienen dominios periplasmicos muy grandes y forman
complejos tripartitos con la membrana externa y proteinas adaptativas periplasmicas (Nikaido &
Takatsuka, 2009). Por ejemplo en E. coli existe la bomba AcrB y en K. pneumoniae la bomba
AcrAB, las cuales son las responsables del reconocimiento y la extrusion inicial de los sustratos
(Padilla et al., 2010; Ruggerone et al., 2013). Los estudios han revelado que AcrB de E. coli tiene
un bolsillo de union distal y un bolsillo de unién proximal. Estos bolsillos poseen varias entradas
de unidn la cual contribuyen a la especificidad del sustrato otorgando asi la resistencia hacia

diferentes antibidticos (Blair et al., 2015; Nakashima et al., 2011).

Otras de las variantes MDR es la MFS (Superfamilia Facilitadora Principal). Un ejemplo
de esta clasificacion es el gen NorA encontrado en Staphylococcus aureus, el cual puede extruir
quinolonas hidrofilas como norfloxacina y ciprofloxacina (Yoshida et al., 1990) a través de la

bomba de eflujo mediante la absorcion y regulacion del hierro (Deng et al., 2012).

Las bombas de flujo de salida MATE MDR han sido descritas para varias bacterias,
incluyendo Vibrio parahaemolyticus (NorM), Vibrio célera (VcrM; VemA), P. aeruginosa
(PmpM), Clostridium difficile (CdeA), S. aureus (MepA), entre otros. Se han identificado dos
fuentes de energia para las bombas de flujo de salida MATE: la PMF (fuerza motriz de protones)
y la gradiente de iones de sodio, asi pequefios rastros de +Na en suspensiones celulares son

suficientes para soportar la actividad de transporte. Las bombas MATE transportan algunos de
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aquellos agentes también transportados por bombas RND. Sin embargo, una caracteristica
distintiva es que mientras que las bombas RND son tripartitas, las bombas MATE no lo son (Jin

et al., 2014; Piddock, 2006).

Por dltimo, tenemos a los transportadores ATP Binding Cassette (ABC). EI gen LmrA en
Lactococcus lactis es un ejemplo de este tipo de bomba, el cual puede trasladar eficientemente los
farmacos en funcién de la ATP o PMF. A cambio, estos medicamentos son capaces de estimular
la hidrdlisis de ATP, mientras que el fluoruro de berilio y el vanadato inhiben la hidrélisis de ATP

(Hellmich et al., 2015).

2.1.2.3. Cambios de sitio objetivo de los antibioticos debido a mutacion. La mayoria de
los antibidticos se unen especificamente a sus sitios objetivos con alta afinidad, impidiendo asi la
actividad normal de la bacteria. Cambios en la estructura del sitio objetivo evita la eficiencia de
unioén de los antibioticos, pero aun asi le permite al sitio objetivo llevar a cabo su funcién normal,

confiriendo resistencia (Blair et al., 2015).

Un ejemplo de cambio de sitio objetivo es la resistencia a la meticilina causada por la
produccién de una nueva Proteina de Union a las penicilinas (PBP) denominada PBP 2 el cual esta
codificado por el gen mecA. Al igual que este, existe otro gen llamado mecC que ha sido descrito
en los Gltimos afos. Este se evalué mediante un ensayo rapido que incluye cebadores y sondas
para la deteccion de ambos genes junto con la deteccion de los tipos | a IV de SCCmec
(staphylococcal cassette chromosome mec) (incluido el subtipo IVa) y V (Becker et al., 2016;
Katayama et al., 2000). Cada elemento SCCmec lleva un cromosoma en cassette recombinasa

(ccr) y complejo del gen mec. Los genes ccr codifican serinas recombinasas que median en sitios
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y orientaciones especificas y escision de SCCmec. Los genes complejos mec pueden incluir el gen
mec y, presenta genes reguladores mecR1, un sensor inductor, y un represor mecl. Los elementos
del SCCmec también con frecuencia albergan secuencias de insercion integradas, plasmidos y
transposones, que a menudo codifican determinantes de resistencia adicionales (Shore & Coleman,

2013).

2.1.2.4. Modificacion directa de los antibiéticos

A. Hidrdlisis. Muchos antibiéticos tienen susceptibilidad hidrolitica en enlaces quimicos,
cuya integridad es central para la actividad bioldgica. El principal mecanismo de esta accion son
las amilasas, las cuales rompen el anillo B-lactdmico de la penicilina 'y de las cefalosporinas. Dentro
de otros ejemplos se incluyen esterasas que se han vinculado a resistencia a los antibidticos
macrdlidos y resistencia al anillo fosfomicina, ya que estas enzimas sélo requieren agua como co-
sustrato, a menudo pueden ser excretadas por la bacteria, interceptando asi antibioticos antes de
que entren en contacto con la bacteria (Wright, 2005). ElI problema de la resistencia a
betalactamicos surgio en la comunidad a principios de la década de 2000 y desde entonces ha
aumentado regularmente en todas las regiones de manera significativa. Desde el principio, los
alelos blaCTX-M representaron la mayoria de los casos, muy a menudo superando el 90%
(Woerther et al., 2013). Sin embargo, las carbapenemasas como las metalo-p-lactamasas (MBL)
emplean Zn (I1) como un cofactor esencial para escindir el anillo B-lactamico e inactivar estos
agentes antibacterianos. Estos hechos, junto con la diseminacion mundial de genes que codifican
MBL, plantean un alarmante problema clinico. El gen NDM-1 esta dentro de los que se han

propagado en todo el mundo. Los inhibidores desarrollados para las serin-B-lactamasas no son
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efectivos contra MBL e inhibidores especificos para MBL todavia no estan disponibles para uso

clinico (Lisa et al., 2017).

B. Macrdlido esterasas. Los macrolidos inhiben la sintesis de proteinas bacterianas
uniendo sus compuestos amino azucares al tinel de salida de la subunidad ribosémica 50S vy el
desecho posterior del crecimiento de las cadenas peptidicas nacientes (Poehlsgaard & Douthwaite,
2005).

Las esterasas macrolidas, EreA y EreB, inactivan drogas a traves del proceso de hidrélisis
del anillo de macrolactona. EreA y EreB se encuentran normalmente en integrones y transposones,
lo que aumenta la preocupacién debido al potencial facilidad de diseminacion genética. Las dos
enzimas son débilmente relacionadas con 25% de identidad de secuencia de proteina. EreA es
asociado con bacterias Gramnegativas, mientras que EreB, aunque originalmente descubierto en
Escherichia coli en un exdgeno plasmido, se cree que se origina a partir de organismos
Grampositivos sobre la base del analisis de contenido GC (Biskri & Mazel, 2003; Morar et al.,

2012).

C. Grupos transfer. La familia de N-acetiltransferasas relacionadas con GCN5 (GNAT)
es una importante familia de proteinas que incluye mas de 100.000 miembros entre eucariotas y
procariotas. La acetilacion aparece como una importante modificacién postraduccional regulatoria
y esta tan extendida como la fosforilacion. Las N-acetiltransferasas transfieren un grupo acetilo de
acetil-CoA a una gran variedad de sustratos, desde moléculas pequefias como antibioticos
aminoglucoésidos hasta macromoléculas. La acetilacion de proteinas puede tener lugar en dos
posiciones diferentes, ya sea en el extremo amino terminal (aN-acetilacion) o en el grupo g-amino
(eN-acetilacion) de un residuo interno de lisina. Desde entonces se han caracterizado muchos

aminoglucosidos acetiltransferasas y son clinicamente una de las razones mas comunes de la
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resistencia a los aminoglucésidos (Favrot et al., 2016). En un estudio previo Campylobacter coli
resulto tener seis genes que codifican enzimas modificadoras de aminoglucosidos y un gen tet (O)
truncado en el cromosoma (Qin et al., 2012). Otro reciente descubrimiento es la dispersion de
resistencia hacia una novedosa rifampicina glicosiltransferasa reportada en cuatro generos
divergentes de actinomicetos (Streptomyces, Mycobacteria, Rhodococcus, y Nocardia). Los
resultados de secuencia del ADN identificaron una region upstream repetitiva a rif (RAE) la cual
estd presente en varias especies de Actinomicetos asociada a la resistencia a rifampicina

(Spanogiannopoulos et al., 2014).

2.1.2.5. Modificacion de los targets. La proteccion por modificacion del sitio objetivo
también puede ser uno de los medios efectivos de resistencia a los antibidticos que no requieren
un cambio mutacional en los genes que codifican las moléculas del sitio objetivo. Un ejemplo de
este mecanismo son los miembros de la familia erm metiltransferasa los cuales modifican el rRNA
23S del ribosoma bacteriano y proporcionan resistencia cruzada a los macrolidos y a varios
antibidticos a distancia. Estudios previos han demostrado que la expresion de erm se activa cuando
un ribosoma unido a macrdlidos detiene la traduccién del péptido lider que precede al erm co-

transcrito (Dzyubak & Yap, 2016).

2.1.3. Clasificacion de las enzimas betalactamicas
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2.1.3.1. Clasificacion segun Ambler. En un principio las betalactamasas se dividian en
las clases A y B. La clase A contiene en su centro activo serina, mientras que la clase B o metalo-
betalactamasas, contiene un ion metalico bivalente de zinc (Ambler, 1980). Estudios posteriores
demostraron que habia un grupo de bacterias con pocas similitudes a los grupos ya descritos por
Ambler, por lo que se designaron nuevos grupos de clasificacion C y D (Hall & Barlow, 2005).

La clase A contiene a las betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas. En las
de espectro extendido se encuentran aguellas que poseen actividad a antimicrobianos como
ampicilina y cefalotina, las primeras en ser descubiertas pertenecen al tipo blaTEM-1 y blaSHV-1
(Bradford, 2001). Posteriormente estos genes empezaron a presentar mutaciones dando origen a
las BLEE que incluyen a las nuevas variantes del grupo blaTEM (blaTEM-3, blaTEM-52), blaSHV
(blaSHV-5, blaSHV-12) y un grupo de genes con el nombre de blaCTX-M (Pfeifer et al., 2010).
Por otro lado, las carbapenemasas caracterizadas también por hidrolizar a los carbapenems,
incluyen cuatro grupos de genes diferentes conocidos como blaSME, blalMI, blaGES y blakKPC

(Garcia, Astocondor, et al., 2012).

En la clase C estan incluidas principalmente las betalactamasas tipos AmpC, las cuales son
activas a cefalosporinas, penicilinas, cefamicinas y monobactamicos, pero inactivas a

cefalosporinas de cuarta generacion y carbapenémicos (Seral et al., 2012).

Por ultimo, esta la clase D, aqui se encuentran las que son resistentes a penicilinas y
cefalosporinas de espectro extendido (blaOXA-11, blaOXA-16, blaOXA-17) y las blaOXA tipo
carbapenemasas que confieren resistencia a carbapenems (blaOXA-48) (Garcia, Astocondor,

etal., 2012).


https://www.zotero.org/google-docs/?iPkOwD
https://www.zotero.org/google-docs/?ia7neT
https://www.zotero.org/google-docs/?bhgJE3
https://www.zotero.org/google-docs/?FK5FdF
https://www.zotero.org/google-docs/?LOyuTG
https://www.zotero.org/google-docs/?YWItDb
https://www.zotero.org/google-docs/?YWItDb

26

2.1.3.2. Clasificacion segun Bush & Jacoby. En 1989 Bush elaboré una clasificacion
previa de betalactamasas basados en la capacidad de las enzimas para hidrolizar betalactamicos.
Junto con Jacoby y Medeiros elaboraron una clasificacion molecular de estas enzimas, definidas a
través de la secuencia de aminoacidos, dividiendo a las betalactamasas en clases A, C y D las
cuales utilizan serina para la hidrélisis y metaloenzimas de clase B que requieren iones de zinc
divalentes para el sustrato hidrolisis. Sin embargo, para diagndsticos clinicos sugieren que la nueva
clasificacion esta basada en la capacidad hidrolitica de estas enzimas ( Bush, K., 1989; Bush, K.

etal., 1995; Bush & Jacoby, 2010).

Grupo 1 cefalosporinasas. Las enzimas del grupo 1 son cefalosporinasas pertenecientes a
la clase molecular C que estan codificados en los cromosomas de muchas enterobacterias (George
A. Jacoby, 2009). Son mas activos en cefalosporinas que bencilpenicilina y suelen ser resistentes
a la inhibicion por el acido clavulanico y activos sobre las cefamicinas, como la cefoxitina. En
muchos organismos incluyendo Enterobacter cloacae la expresion del gen AmpC esta constituido
por un regulador (AmpR) donde, en ausencia de betalactamicos, AmpR reprime la transcripcion

de ampC (Gueérin et al., 2015).

Grupo 2 serina-betalactamasas. Incluyendo las clases moleculares A y D, representan el
mayor grupo de B -lactamasas, debido principalmente al aumento de identificacion de BLEEs

durante los tltimos 20 afios.

Existen varios subgrupos dentro de esta clasificacion. El subgrupo 2a incluye penicilinasas
con espectro limitado de actividad hidrolitica, mientras que el subgrupo 2b hidroliza cefalosporinas
de primera generacion como cefaloridina y cefalotina, ambos subgrupos son inhibidos por el acido

clavulanico y el tazobactam. En el subgrupo 2be tiene actividad penicilinasas, pero ademas
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hidrolizan uno o méas oximino-betalactamasas, como cefotaxima, ceftazidima y aztreonam. La
mayoria de los subgrupos es inhibida por el acido clavulanico, incluido el subgrupo 2be y el 2ber,
sin embargo, el subgrupo 2ber es resistente ante el acido clavulanico. El subgrupo 2c puede
hidrolizar carbenicilina o ticarcilina al igual que el subgrupo 2ce, pero este ultimo hidroliza
cefalosporinas de cuarta generacién como cefepime y cefpiroma. El subgrupo 2d y 2de se
caracteriza por hidrolizar cloxacilina u oxacilina, pero no carbapenemasas, en contraste con el
nuevo grupo 2df que posee la capacidad de hidrolizar carbapenemasas. EIl grupo 2e posee la
capacidad de hidrolizar cefalosporinas de espectro extendido, pero poca afinidad con el aztreonam.
Por ultimo, el grupo 2f posee la capacidad de hidrolizar las carbapenemasas, pero es inhibida con
mayor capacidad por el tazobactam que por el acido clavulanico, no incluye la hidrolisis para

cefalosporinas como ceftazidima.

Grupo 3 Metalobetalactamasas. Este grupo posee diferencias estructuras en comparacion a
otras betalactamasas por su requerimiento de un ion de zinc en el sitio activo. Tiene una afinidad
hidrolitica pobre hacia los monobactdmicos y no son inhibidos por el acido clavulanico y

tazobactam, pero si por EDTA, &cido dipicolinico o fenantrolina.

Grupo 4. Estas enzimas probablemente se incluirian en uno de los grupos de enzimas
existentes si mas informacion sobre ellos fuera disponible. Debido a que estas enzimas atn no han

sido caracterizadas completamente no se ha intentado una categorizacién adicional.

2.1.4. Produccion de enzimas betalactamicas
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2.1.4.1. Betalactamasas de espectro extendido. Las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) son capaces de conferir resistencia bacteriana a las penicilinas, cefalosporinas
de primera, segunda y tercera generacion. y aztreonam (pero no las cefamicinas o carbapenemasas)
por hidrolisis de estos antibioticos, y que son inhibidos por el &cido clavulanico. Dentro de la

clasificacion de Bush & Jacoby pertenecen al grupo 2be y 2d (Paterson & Bonomo, 2005).

Se han descrito mas de 350 variantes diferentes de ESBL naturales que se han clasificado
en nueve familias con distinciones evolutivas y estructurales basadas en comparaciones de
secuencias de amino&cidos, tales como blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaPER, blaVEB, blaGES,

blaBES, blaTLA, y blaOXA (Bajpai et al., 2017).

A. BLEE tipo TEM. Las betalactamasas tipo TEM se caracterizan por poseer una
diversidad significativa de formas mutantes. En el contexto de los mecanismos y desarrollo de
resistencia, este tipo de betalactamasa es muy interesante, ya que su evolucion ocurre a largo plazo
en comparacion con otros tipos de betalactamasas, siendo al mismo tiempo los méas frecuentes.
Mas de 200 variantes de este tipo de enzimas han sido descritas (Grigorenko et al., 2017).

La enzima producida por este gen estd constituida por dos dominios, uno
predominantemente a-helical y un dominio-ap. El sitio activo se encuentra en la interfaz de ambos
dominios cerca de las cadenas B del af-dominio. El sitio catalitico importante Ser70 se encuentra
en el Helice 310 iniciando una de las hélices del dominio helicoidal. El sitio activo parece estar
muy cargado con varios residuos conservados: Lys73, Lys234, Glu166 y dos residuos de serina

Ser70 y Ser130 (Stec et al., 2005).
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B. BLEE tipo CTX-M. Las betalactamasas CTX-M generalmente confieren resistencia de
alto nivel a las penicilinas y cefalosporinas (cefalotina, cefaloridina y cefuroxima). Sus
susceptibilidades a las 7-a-metoxi cefalosporinas (cefoxitina) y carbapenems (imipenem y
meropenem) se mantienen sin cambios.

Mucho de las variedades de genes blaCTX-M difieren solo de una sustitucién de un
aminoacido. Como ejemplo tenemos la sustitucion de aspartato por glicina en la posicion 240 del
blagen CTX-M-3 dando como resultado una variacion del gen a blaCTX-M-15 (Baraniak A. et al.,
2002). El gen blaCTX-M-15 se caracteriza por la actividad hidrolitica hacia la ceftazidima. El caso
de blaCTX-M-19 tiene esta propiedad por la mutacion Ser167Pro y en blaCTX-M-15y blaCTX-
M-16 se debe a la sustitucién Asp240Gly (Bonnet, 2004). Por lo tanto, la expansion de la familia
blaCTX-M puede deberse a la diseminacion y las mutaciones de los genes que codifican blaCTX-

M, pero no se pueden excluir los eventos genéticos independientes (Bonnet R. et al., 2000).

Hoy en dia la actividad hacia ceftazidima no representa una pérdida de eficiencia hidrolitica
hacia cefepime o cefotaxima. De hecho, la mutacion de Asp240Gly no parece tener un impacto
perjudicial sobre el fenotipo de resistencia global de las cepas de E. coli que producen variantes
de blaCTX-M Asp240Gly; todos los productores de blaCTX-M se mantuvieron resistentes a las
penicilinas, asi como a las cefalosporinas de espectro estrecho y expandido, y solo el MIC
(concentracion minima inhibitoria) de CAZ aument6 en dos o mas diluciones en todas las variantes

de Asp240Gly excepto en blaCTX-M-131 (Ghiglione B. et al., 2018).

C. BLEE tipo SHV. Las betalactamasas tipo SHV estan conformados por dos dominios
o/f: una hoja antiparalela  de cinco cadenas flanqueadas con el a-hélice y, el subdominio a-
helicoidal, en donde el sitio activo esta ubicado entre los subdominios y contiene un residuo de

Ser70 (Liakopoulos et al., 2016; Matagne et al., 1998). Las variantes de blaSHV son conformadas
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por sustituciones de aminoacidos: las mas comunes estdn ubicadas en las posiciones Leu35,
Gly238 y Glu240, mientras que otras sustituciones menos frecuentes pero criticas en el fenotipo
de espectro extendido incluyen lle8, Arg43, Glu64, Gly156, Aspl79, y Arg205. Estas variantes
han sido reportadas en especies de enterobacterias como E. coli y K. pneumoniae. (Liakopoulos
etal., 2016).

D. BLEE tipo OXA-1. blaOXA-1 pertenece a la clase D de las betalactamasas y esta
frecuentemente asociado a genes que codifican betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
Recibe el nombre de oxacilinasa ya que hidroliza oxacilina y cloxacilina mucho mas rapido que
las penicilinas (ureidopenicilinas). Cabe resaltar que blaOXA-1 hidroliza cefalosporinas de
amplio espectro por lo que posee reducida susceptibilidad a cefepime y a cefpiroma (Sugumar

etal., 2014).

Una caracteristica resaltante del subgrupo blaOXA-1 es la ausencia en la hélice carboxi-
terminal de una arginina dirigida al sitio activo. blaOXA-1 contiene Ser 258 mientras otros

subgrupos contienen Arg 261 en la misma posicion (Sun et al., 2003).

E. BLEE tipo PER, VEB y GES-1. blaPER (Pseudomonas extended resistance), VEB
(Vietnamese extended-spectrum betalactamase) y blaGES (Guyana extended spectrum [3-
lactamase) como enzimas pertenecen a la clase A de las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) por conferir resistencia a penicilinas, oximino-cefalosporinas y aztreonam, pero no son
resistentes a cefamicinas y carbapenemasas. Su actividad es inhibida por acido clavulanico y
tazobactam (Mancini et al., 2018; Potron et al., 2015).

En estudios anteriores la diseminacion de blaPER1, blaPER-2, blaVEB-1 se ha debido a la

presencia de una secuencia de insercion llamada INT-1 en aislados de A. baumannii recuperados


https://www.zotero.org/google-docs/?PWQ7Cy
https://www.zotero.org/google-docs/?PWQ7Cy
https://www.zotero.org/google-docs/?XPcYBx
https://www.zotero.org/google-docs/?XPcYBx
https://www.zotero.org/google-docs/?sQ9kvs
https://www.zotero.org/google-docs/?UKRbwd
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en pacientes hospitalizados en el Hospital de Tabriz. En el caso del gen blaGES-1 aparecié por

primera vez en Francia en un aislado de K. pneumoniae (Farajnia et al., 2013; Poirel et al., 2000).

Otros genes como blaSFO-1, blaBES-1, blaBEL-1, blaTLA-1 y blaTLA-2, son todavia

muy raros en comparacion con blaPER, blaVEB y blaGES (Naas et al., 2008).

2.1.4.2. Betalactamasas de tipo AmpC. Este tipo de betalactamasa representan una nueva
amenaza, ya que confieren resistencias a las penicilinas y cefalosporinas, pudiendo hidrolizar
cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) y monobactams (aztreonam). No hidrolizan cefalosporinas de
cuarta generacion (cefepime, cefpiroma) ni carbapenems y no se ven afectadas por inhibidores
como la amoxicilina/acido clavulanico (Alain Philippon et al., 2002; Seral et al., 2012).

El gen blaCMY es uno de los més comunes encontrados de esta clasificacion. El origen de
seis de sus variedades (blaCMY-1, -8, -9, -10, -11, and -19) esta relacionado con las enzimas
cromosomales AmpC en Aeromonas spp., mientras que blaCMY-2 (gen blaCMY mas comun) se
relaciona con las enzimas AmpC de Citrobacter freundii. Otras enzimas como blaLAT también
han sido reportadas: En donde blaLAT-1 result6 ser blaLAT-4, blaLAT-3 fue idéntico a blaCMY-

6, siendo todas estas originarias de blaCMY-2 (Barlow & Hall, 2002).

Estos genes ya han sido reportados en diferentes enterobacterias como Enterobacter spp,
E, coliy Klebsiella sp en pacientes adultos, sin embargo no es comun observar este tipo de genes
en neonatos, con lo cual resulta un problema de salud futuro (Fakioglu et al., 2006; Khari et al.,

2016; Lin et al., 2016).

2.1.4.3. Carbapenemasas. Poseen una actividad de espectro amplio ya que su estructura
molecular de estas enzimas se define por un carbapenem acoplado a un anillo de betalactamico

que le confiere proteccién a antimicrobianos como imipenem, ertapenem, doripenem, y


https://www.zotero.org/google-docs/?TjlW1S
https://www.zotero.org/google-docs/?TqiHcr
https://www.zotero.org/google-docs/?49SVTe
https://www.zotero.org/google-docs/?ohNHvs
https://www.zotero.org/google-docs/?kwhfBp
https://www.zotero.org/google-docs/?kwhfBp
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meropenem (Codjoe & Donkor, 2017). Una de las razones principales se debe a la falta de nuevas

clases de agentes antimicrobianos que pueden superar dicha resistencia (Meletis, 2016).

El principal mecanismo de resistencia a los carbapenems estd mediado por la presencia de
plasmidos, como es el caso de las carbapenemasas KPC, tipo OXA vy las metalo-betalactamasas
de Nueva Delhi. Estas dos primeras pertenecen a la clase A y D de la clasificacion de Ambler por
poseer un ion de serina en su sitio activo (Lapuebla et al., 2015). Los genes mas comunes para la
familia blakKPC son blakKPC-1y blaKPC-2, mientras que para blaOXA, blaOXA-48 seria el mas
reportado en enterobacterias. Por ultimo la familia NDM pertenece a la clasificacion B de Ambler,
ya gue contiene un ion de zinc en su sitio activo, el gen mas comun para esta familia seria NDM-

1 (Chiu et al., 2018; Melgarejo et al., 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?GVbt0Z
https://www.zotero.org/google-docs/?iaV7pT
https://www.zotero.org/google-docs/?fEv1hR
https://www.zotero.org/google-docs/?0Ec2wN
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Tipo de Investigacion

I1l. METODO
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Estudio descriptivo y de corte transversal. El estudio propone caracterizar el nivel de

resistencia antimicrobiana de las enterobacterias fermentadoras de lactosa provenientes de aguas

residuales en un hospital en Lima, Perd.

3.2.

Ambito temporal y espacial

Los muestreos fueron realizados durante los meses de noviembre-diciembre (2017), enero-

febrero (2018) y enero-mayo (2019). Se muestrearon dos puntos del hospital: “A” comprendido

todos los servicios del hospital y el “B” las Unidades de Cuidados Intensivos de Cardiologia,

Neurologia, Cirugia Experimental y Quemados.

3.3.  Variables
. Definicion Valores Criteriosde | Tipo de
Variable . . L . Fuente
Operacional posibles medicion variable
Presencia de
genes
asociados a la Categérica Principal/ | Resultados de
Presenciade | presenciade [ Presencia/Ause litbmica Desenlace | PCR de las
“Gen BLEE” | betalactamasas ncia potl Dependien | enterobacteri
de espectro te as aisladas.

extendido
(BLEE)
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Presencia de
fenotipo de
resistencia

compatible con

Resultados de
antibiograma

Fenotipo X Positivo/Negati | Categorica | Independie .
la presencia de A s mediante
BLEE VO dicotémica nte .
betalactamasas método de
de espectro Jarlier
extendido
(BLEE)
E.coli,
Género Klebsiella sp.,
. 0y Citrobacter Categorica, .| Resultados de
Aislado especie del A Independie
. . . sp., entre otras | politdmica pruebas
bacteriano aislamiento . nte T
. enterobacterias bioquimicas
bacteriano
fermentadoras
de lactosa
Muestras Categorica
Punto de correspondient | Punto “A” o ategorica, Independie Buzdn de
. dicotomica
muestreo es a cada punto punto “B nte agua
de muestreo
Susceptibilidad
fenotipica a
N diversos
Susceptibilid antimicrobiano | Susceptible Categorica, .
ad . g A Independie | Resultados de
. . s sugeridos por Intermedio politomica S
antimicrobian . nte antibiograma
3 laCLSly Resistente
realizados
mediante
antibiograma.
Multidrogo- | Resistencia a Resultados
resistente tres 0 mas Positivo/Negati C_ateqorl_ca. Independie del perf_ll_d_e
familias de dicotomica. susceptibilida
. . \'/o] nte
antimicrobiano d de los
S aislados
Gen de Genes de
: . . . - Resultados
resistencia resistencia a : Categorica. . i
. Presencia/Ause | ;. > . Independie | del analisis
diferentes ) dicotomica.
e . ncia nte de genoma
antimicrobiano .
bacteriano

S
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3.4. Poblacion y muestra

El presente estudio trabajo con los aislados de enterobacterias fermentadoras de lactosa
provenientes de aguas residuales en un Hospital ubicado en Lima, Per0. La poblacién del estudio
comprendid la totalidad de aislados de enterobacterias fermentadoras de lactosa recolectados
provenientes de aguas residuales. Se trabajé con un total 9 muestras recolectados a partir de dos
puntos en un hospital pediatrico ubicado en Lima-Peru y criopreservados en el Laboratorio de

Genomica Microbiana de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.5. Instrumentos

3.5.1. Equipos

e Refrigeradora

e Congeladora -20°C

e Incubadora 37°C

e Autoclave

e Centrifuga

e Cabina de flujo laminar

e Termociclador

e Secuenciador Miseq llumina

e Camara de electroforesis
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Transiluminador UV

Vortex

Micropipeta

3.5.2. Medios de cultivo

3.5.3. Reactivos

Caldo tripticasa soya (TSB) marca BD
Caldo MR-VP marca MERCK

Agar McConkey marca MERCK

Agar tripticasa soya (TSA) marca BD
Agar Muller Hinton marca BD

Agar citrato de Simmons marca BD
Agar Triple Iron Sugar (TSI) marca BD
Agar Lisyne Iron (LIA) marca BD

Agar Motility Indole Ornithine (MIO)

Disco de Cefalotina (KF) 30pug marca OXOID
Disco de Acido Nalidixico (NA)

Disco de Amoxicilina acido clavulanico (AMC) 20/10ug marca OXOID



e Disco de Cefotaxima (CTX) 30ug marca OXOID

e Disco de Cefepime (FEP) 30pug marca OXOID

e Disco de Ceftazidime (CAZ) 30pug marca OXOID

e Disco de Aztreonam (AZ) 30ug marca OXOID

e Disco de Sulfatrimetropin (SXT) 1.25/23.75ug marca OXOID

e Disco de Cloranfenicol (C) 30ug marca OXOID

e Disco de Meropenem (MEM) 10ug marca OXOID

e Disco de Azitromicina (AZM) 15ug marca OXOID

e Disco de Tetraciclina (TE) 30pug marca OXOID

e Disco de Gentamicina (CN) 10ug marca OXOID

e Disco de Ciprofloxacino (CIP) 5ug marca OXOID

e Disco de Amoxicilina (AX) 25ug marca OXOID

e Primer especificos marca Invitrogen

e Kit de preparacion de librerias Nextera XT

Tabla 1.

Secuencia de oligonucleétidos de cuatro genes betalactamasas
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Gen Secuencias (5"-> 3") Especificida | Tamafio | Referencia
d Amplicon
blaCTX- | F | TTTGCGATGTGCAGTACCA | BLEE 544 (Edelstein
M GTAA et al., 2003)
R | CGATATCGTTGGTGGTGCC
ATA-
blaTEM | F | ATTCTTGAAGACGAAAGGG | BLEE 1150 (Belaaouaj
C etal., 1994)
R | ACGCTCAGTGGAACGAAA
AC
blaSHV F | CACTCAAGGATGTATTGTG | BLEE 885 (Saenz et al.,
R | TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 2004)
blaOXA- | F | ACACAATACATATCAACTT | BLEE 813 (Steward
1 CGC et al., 2001)
R | AGTGTG TTTAGAATG
GTGATC

3.6. Procedimientos

3.6.1. Recoleccion de las muestras de agua

Los aislados de enterobacterias provinieron de muestras de aguas residuales colectadas
durante los meses de noviembre-diciembre (2017), enero-febrero (2018) y enero-mayo (2019). Se
colectaron 9 muestras de agua residual en total, cada una de 50 ml para ambos puntos de muestreo
(“A” y “B”). Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Genémica Microbiana de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia en cajas térmicas (coolers), segin recomendaciones de

DIGESA-MINSA (Direccion General de Salud Ambiental- Ministerio de Salud del Perd, 2007).

3.6.2. Identificacion de enterobacterias

A partir de la muestra de agua residual se sembré por agotamiento en Agar McConkey,
luego se incubd durante 24 horas a 37° C. A partir de cada muestra, se seleccionaron de 5-6
colonias fermentadoras de lactosa para su identificacion bioquimica con diferentes medios

selectivos: hierro triple azucar (TSI), lisina hierro agar (LIA), Citrato de Simmons, medio


https://www.zotero.org/google-docs/?HvLFvw
https://www.zotero.org/google-docs/?HvLFvw
https://www.zotero.org/google-docs/?HvLFvw
https://www.zotero.org/google-docs/?KHCPlA
https://www.zotero.org/google-docs/?KHCPlA
https://www.zotero.org/google-docs/?UEcODs
https://www.zotero.org/google-docs/?UEcODs
https://www.zotero.org/google-docs/?KBQFVE
https://www.zotero.org/google-docs/?KBQFVE
https://www.zotero.org/google-docs/?Qry76c
https://www.zotero.org/google-docs/?Qry76c
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motilidad indol ornitina (M10) y caldo MR-VP. La incubacion de realizé a 37°C por 24 horas, con

excepcion del caldo MR-VP que fue por 48 horas (Brenner D et al., 2005).

3.6.3. Criopreservacion de aislados bacterianos
La criopreservacion de enterobacterias se realiz6 con caldo soja triptona (TSB) y glicerol
al 15%. Se incubd a 37°C por dos horas y luego fueron llevados a una temperatura de -70°C hasta

la extraccion de ADN (Jorgensen J et al., 2015; Pell & Sneath, 1984).

3.6.4. Susceptibilidad a los antimicrobianos

Se realiz6 el antibiograma usando la técnica de Kirby Bauer (Bauer AW. et al., 1966) bajo
indicaciones del CLSI (CLSI, 2018). Se determiné el perfil de susceptibilidad a los siguientes
antimicrobianos: Cefalotina (30pg), Acido nalidixico (30ug), Tetraciclina (30pg), Meropenem
(10ug), Ciprofloxacino (5ug), Cloranfenicol (30ug), Sulfatrimetropin  (1.25/23.75u9),
Azitromicina (15ug), Gentamicina (10pg), Aztreonam (30ug) y Amoxicilina (25ug). Las placas
se incubaron a 37°C por 24 horas. Para la identificacion fenotipica de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), se utiliz6 el método de Jarlier (Jarlier et al., 1988) con Cefotaxima (30ug),
Cefoxitin (30pg), Ceftazidima (30ug) y Cefepime (30ug) colocados alrededor de un disco con
amoxicilina + acido clavulanico (20/10ug). Las sinergias formadas entre cualquiera de las
cefalosporinas con el disco que contiene &cido clavulanico indicardn un resultado positivo para

produccion de BLEE. La lectura se realizé 24 horas después de incubar las placas a 37°C.

3.6.5. Extraccion de ADN
Los aislados criopreservados fueron reactivados mediante la siembra por agotamiento en

agar TSA vy fueron incubados a 37°C por 24hrs. Para la extraccion de ADN, se utilizé el kit


https://www.zotero.org/google-docs/?xWkVn4
https://www.zotero.org/google-docs/?hREHmJ
https://www.zotero.org/google-docs/?vSwKRN
https://www.zotero.org/google-docs/?etYgZY
https://www.zotero.org/google-docs/?gNjRig
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comercial GeneJET Genomic DNA Purification Kit de la marca Thermo Scientific para extraer

ADN genomico de alta pureza y siguiendo indicaciones del fabricante.

3.6.6. Identificacion de genes BLEE

Mediante el uso de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se identificaron los
genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M y blaOXA-1. Se utilizaron los cebadores especificos descritos
en la Tabla 1. Para la reaccion, se emplearon 3 pL de ADN de la muestra y 22 pL de la mezcla de
reaccién que incluyé 200 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 50 mM MgCI2, 10 mM de
Desoxinucledsidos trifosfatos (ANTPs) y 5 U/uL de Taq Polimerasa. La programacion de PCR
para los genes blaTEM, blaCTX-M y blaOXA-1 consistio en un paso inicial de 94°C por 4 minutos,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos para la denaturacion, 58°C a 30 segundos y 72°C
por 30 segundos para el anidamiento. Por Gltimo, un paso de extension de 72°C por 5 minutos.
Luego del ultimo ciclo los productos fueron guardados a 10°C. Para la deteccién del gen SHV la
programacion de PCR consistio en un paso inicial de 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos
de 95°C por 20 segundos para la denaturacion, 50°C a 20 segundos y 72°C por 1.5 minutos para el
anidamiento. Por ultimo, un paso de extension de 72°C por 10 minutos. Luego del ltimo ciclo

los productos fueron guardados a 10°C.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa de 2% a 100v por 50 minutos,
donde se verific el tamafio de ADN amplificado con un marcador de 100pb. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador ultravioleta. Se incluyd un

control positivo y negativo para cada gen.
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3.6.7. Secuenciamiento gendémico-Analisis bioinformatico

Se seleccionaron 30 aislados para el secuenciamiento gendmico en la Plataforma lllumina
MiSeq ubicado en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Las librerias fueron preparadas con
kit Nextera XT en lotes de 24 aislados de ADNg y secuenciados en multiplex con una cobertura
de 80-120x. La calidad de lecturas se realizo con FastQC. El software CLC v12 fue usado para el

trimado, procesamiento de las lecturas y ensamblado de novo.

Luego de obtener ensamblado el genoma, las especies y los secuenciotipos (ST) fueron

identificados con PubMLST https://pubmlst.org/ (Jolley et al., 2018). Los genes de resistencia se

determinaron mediante ResFinder 3.2 https://cge.cbs.dtu.dk (Clausen et al., 2016).

3.7. Analisis de datos

Las variables categoricas fueron descritas usando frecuencias e intervalos de confianza.
Las variables numéricas seran descritas usando medidas de tendencia central y de dispersién. Los
resultados del fenotipo de resistencia seran interpretados de acuerdo con los puntos de corte
establecidos por el CLSI (2018). Se generara una variable MDR considerando la resistenciaa 3 o
mas familias de antimicrobianos y se explorara la relacion con la especie identificada. EIl analisis

de datos se realizara con el programa Stata v14 utilizando un nivel de confianza del 95%.


https://pubmlst.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?K9lJwj
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://www.zotero.org/google-docs/?0O3F3a
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IV. RESULTADOS

Se obtuvieron 60 aislados de enterobacterias provenientes de aguas residuales de un
hospital de Lima. Klebsiella sp (41.67% n=25) y E. coli (41.67% n=25) fueron las especies de
mayor prevalencia, seguido de Citrobacter sp (13.33% n=8) y Enterobacter sp (3.3% n=2). De la
misma forma se evalud el porcentaje de enterobacterias provenientes de los dos puntos de muestreo
realizados en el Hospital. Los resultados segun el nimero total de especies fueron: Klebsiella sp
en el punto “A” obtuvo 41.38% y en el punto “B” un 41.98%, siendo esta la especie mas comin
en ambos puntos. E. coli en el punto “A” tiene 55.17% y en el punto “B” 29.03%. En el caso de
Citrobacter sp la diferencia entre ambos puntos es resaltante, en el punto “A” se encontrd 3.45%
y en el punto “B” 22.58%. Por ultimo, Enterobacter sp. solo se report6 en el punto “B” con un

6.45% (Figura 1).

En la Tabla 2 se muestran los resultados fenotipicos de resistencia para las cuatro especies
reportadas. Se determind que el 21.67% de las enterobacterias presentaron un fenotipo BLEE
positivo, y el 78.33% un fenotipo BLEE negativo. La distribucion segun especies para el fenotipo
BLEE positivo fue: Citrobacter sp (37%), Klebsiella sp (24%), y E. coli (16%). Enterobacter sp

no presento aislados fenotipicos BLEE positivos.

El andlisis de susceptibilidad antimicrobiana reporté que Amoxicilina fue uno de los
antibidticos con mayor porcentaje (63.33%), seguido de Cefalotina (38.33%) y Amoxicilina con
acido clavulanico (33.33%). Se reporté también una resistencia del 5% para meropenem y 3.33%

para colistina.
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El total de aislados MDR reportados fue de 38.33% entre ambos puntos. El punto “A”
(65.52%) obtuvo mayor porcentaje fenotipico MDR, mientras que en el punto “B” (12.90%) el
porcentaje fue menor. La especie con mayor numero de aislados multidrogorresistentes (MDR)
fue E. coli (n=12, 48%), seguida de Klebsiella sp (n=6, 40%) y Citrobacter sp (n=8, 12.5%).

Enterobacter sp no presento aislados fenotipicos MDR positivos.

Tabla 2.
Resultados de la caracterizacion fenotipica de enterobacterias.

Klebsiella Escherichia Citrobacter =Enterobacter
Total )
Resultados sp. coli sp. sp.
n=60 (%) n=25 (%) n=25 (%) n=8 (%) n=2 (%)

Multidrogorresistencia

MDR (3) 23 (38.33) 10 (40) 12 (48) 1 (12.50) 0 (0)
BLEE
Positivo 13 (21.67) 6(24) 4 (16) 3 (37.50) 0 (0)
Polimixinas
Colistina 2 (3.33) 1(4) 0 (0) 1 (12.50) 0 (0)
Cloranfenicoles
Cloranfenicol 7 (11.67) 2 (8) 5 (20) 0 (0) 0 (0)
Tetraciclinas
Tetraciclina 16 (26.67) 4 (16) 12 (48) 0 (0) 0 (0)
Sulfonamidas
Sulfatrimetropin 15 (25) 5 (20) 10 (40) 0 (0) 0 (0)
Aminoglucosidos
Gentamicina 6 (10) 3(12) 3(12) 0 (0) 0 (0)
Macrolidos
Azitromicina 15 (25) 8 (32) 6 (24) 1 (12.50) 0 (0)
Penicilinas
Amoxicilina 38 (63.33) 20 (80) 12 (48) 4 (50) 2 (100)
Amoxicilina con acido
clavulanico 20(33.33) 7 (28) 6 (24) 5 (65.50) 2 (100)

Aztreonam 7 (11.67) 4 (16) 2 (8) 1 (12.50) 0 (0)



Cefalosporinas
Cefalotina
Cefotaxima
Cefoxitina
Ceftazidima
Cefepime
Carbapenemicos
Meropenem
Quinolonas
Acido nalidixico
Ciprofloxacino

Figura 1.

23 (38.33)
9 (15)
17 (28.33)
10 (16.67)
8 (13.33)

3(5)

18 (30)
13 (21.67)

10 (40)
5 (20)
6 (24)
6 (24)
4 (16)

2 (8)

8 (32)
8 (32)

6 (24)
3(12)
3(12)
4 (16)
3(12)

0 (0)

9 (36)
4 (16)

Porcentaje de enterobacterias por punto de muestreo

Citrobacter 3o

5 (62.50)
1 (12.50)
6 (75)
0 (0)

1 (12.50)

1 (12.50)

1 (12.50)
1 (12.50)

Klebsiella 3o Entercbacter 5o
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2 (100)
0 (0)
2 (100)
0 (0)
0 (0)

0(0)

0(0)
0 (0)
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Figura 2.

Porcentaje en el perfil de resistencia en enterobacterias
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Nota. AX=amoxicilina, AMC= amoxicilina con 4&cido clavulénico, KF=cefalotina,
CAZ=ceftazidima, FEP=cefepime, CTX=cefotaxima, NA=4cido nalidixico, CIP=ciprofloxacino,
AZ=aztreonam, AZM= azitromicina, TE= tetraciclina, SXT= sulfatrimetropin, CN= gentamicina,

MEM=meropenem.

El analisis molecular indico que el gen blaCTX-M (35%) fue el mas identificado en este
estudio, seguido de blaOXA-1 (16.67%), blaTEM (13.33%) y blaSHV (3.33%). Klebsiella sp. fue
portadora de cuatro genes BLEE, mientras que en E. coli y Citrobacter sp. solo hubo tres de ellos.

En el caso de Enterobacter sp. no hubo presencia de ningun gen (Figura 4).



46

Resultados en aislados BLEE negativos (78.33%) segun su perfil de susceptibilidad
identificaron genes BLEE distribuidos en el siguiente orden de porcentajes: blaCTX-M (52.38%),
blaOXA-1 (16.7%) y blaTEM (14.7%). La distribucion por especies y perfil de susceptibilidad se

muestran en la tabla 3.

Figura 4.

Deteccidn de los genes blaCTX-M, blaOXA-1, blaTEM y blaSHV
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Tabla 3.

Presencia de genes BLEE segun especie y perfil de susceptibilidad
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Fenotipo BLEE CTX-M (%) TEM (%) OXA-1 (%) SHV (%)

E. coli Positivo 16 0 4 0
(n=25) Negativo 4 20 4 0
Klebsiella sp. Positivo 20 4 20 4
(n=25) Negativo 40 8 8 0
Citrobacter sp. Positivo 12,5 0 12,5 12,5
(n=8) Negativo 0 0 0 0

Nota. No se report6 ninguno de los cuatro genes en especies de Enterobacter sp.

Un total de 30 aislados fueron secuenciados, determinando ocho especies diferentes, para
el género Klebsiella se identificaron las especies Klebsiella michiganensis, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella quasipneumoniae y Klebsiella grimontii, en el género Citrobacter se identificaron las
especies Citrobacter freundii, Citrobacter braakii y Citrobacter amalonaticus, y por ultimo se

determind la especie Escherichia coli.

El andlisis de MLST identifico para Escherichia coli BLEE positivo el secuenciotipo
ST405, y para BLEE negativo los secuenciotipos ST10, ST394, ST1972 y ST5148. EI ST10 y
ST405 fueron los mas representativos. EI STO presentd asociacion con los genes blaTEM-1B,
mdf(A) y tet(A) y; en el ST405 se identificaron los genes blaCTX-M-14 y CMY-2. En Klebsiella
pneumoniae BLEE positivo no se determind ningun secuenciotipo y para BLEE negativo se
identificd el secuenciotipo ST11. EI ST11 porto los genes blaOXA-1, blaKPC-2, blaCTX-M-15y

blaSHV-182.

En Klebsiella grimontii BLEE positivo se identifico el secuenciotipo ST215 y para

Klebsiella michiganensis BLEE positivo el ST95. En Citrobacter freundii BLEE positivo se
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identifico el secuenciotipo ST185 y para BLEE negativo los secuenciotipos ST111 y ST185. No
se detectaron secuenciotipos para las especies de Klebsiella quasipneumoniae, Citrobacter brakii

y Citrobacter amalonaticus.

El anélisis de secuenciamiento identificd 28 genes que confieren resistencia a antibioticos
betalactamicos. Dentro de los cuales blaTEM-1B (16.67%) obtuvo el mayor porcentaje, seguido
de blaOXA-1 (13.33%) y blaCTX-M-14 (10%). De la misma manera hubo presencia de genes de
resistencia para diferentes grupos de antibidticos, entre ellos los mas resaltantes fueron mdf(A),
tet(A) y sull. Se detect6 también la presencia del gen de resistencia a carbapenémicos (blakKPC-
2) en Klebsiella pneumoniae (n=2) y Citrobacter braakii (n=1) y; de la misma manera el gen
resistente a colistina (mcr-9) fue identificado en un aislado de Citrobacter freundii. El total de

genes de resistencia se pueden observar en la figura 5.



Figura 5
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Se detectaron enterobacterias productoras de enzimas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) en aguas residuales provenientes de un hospital de Lima, indicando el riesgo en
salud publica que implican los vertidos de un sistema hospitalario. En muchas ocasiones los
efluentes de un hospital suelen ser vertidos al sistema de alcantarillado sin un tratamiento previo
adecuado, por lo que la transmision de estas bacterias y la recombinacion entre ellas es muy facil.
La resistencia de bacterias hacia antimicrobianos ha sido descrita no solo en efluentes de agua,
sino también en suelos, superficies inertes, lodos, entre otros (Afrah F. Abd Al-Kareem et al.,
2015; Chagas etal., 2011; Galler etal., 2018; Hendriksen et al., 2019; Lien et al., 2017). En
nuestro pais el monitoreo de enterobacterias BLEE proveniente de aguas residuales hospitalarias
no ha sido descrita, por ende, el enfoque de este estudio representa el primer reporte de importancia

ambiental.

Se determinaron aislados productores de BLEE en ambos puntos de muestreo. El punto
"B" obtuvo mayor porcentaje de aislados MDR en comparacion con el "A", esto puedo deberse a
que los efluentes de este punto provienen de areas de cuidados intensivos y se ubica cerca de la
planta de tratamiento del hospital. Motivo por el cual creemos que el incremento de Citrobacter
sp. en este punto fue mayor, debido a la relacion con el incremento de infecciones causada por la

especie en reportes anteriores (Khadka et al., 2011; Lavigne et al., 2007).

El analisis fenotipico identifico como productoras de BLEE a Citrobacter sp., Klebsiella
sp., y E. coli, siendo reportadas en estudios previos (Korzeniewska & Harnisz, 2013; Parvez &

Khan, 2018; Prasad .v & Baliyan, 2018). E. coli representa una de las especies mas resaltantes de


https://www.zotero.org/google-docs/?8hMQJC
https://www.zotero.org/google-docs/?8hMQJC
https://www.zotero.org/google-docs/?9mgyEM
https://www.zotero.org/google-docs/?SYD0Sv
https://www.zotero.org/google-docs/?SYD0Sv

o1

nuestro estudio debido a que posee mayor porcentaje de aislados MDR; sin embargo K.
pneumoniae y C. freundii presento aislados resistentes a meropenem; un antibiotico
carbapenémico. La resistencia a carbapenémicos en nuestro pais ha ido en aumento en los Gltimos
afios, principalmente en aislados de Klebsiella pneumoniae identificados en hospitales (Krapp
et al., 2018). El total de aislados reporté altos porcentajes de resistencia en amoxicilina, cefalotina
y amoxicilina con acido clavulanico. Evidentemente el incremento de la resistencia esta asociado
al uso inadecuado de muchos antibidticos, siendo alguno de estos de prescripcion médica comun,
inclusive en pacientes pediatricos (Duarte-Raya et al., 2015; Ecker et al., 2013; Llanos-Zavalaga
et al., 2004) . En el caso de las cefalosporinas, muchos autores han demostrado que la resistencia
hacia este grupo de antibidticos ha ido en aumento en las ultimas décadas (Kim et al., 2017; Onuh

& Timilehin, 2016; Park, 2014).

En las ultimas décadas los genes BLEE reportados a nivel mundial fueron blaTEM y
blaSHV, pero, en los ultimos afios el incremento de blaCTX-M se ha ido esparciendo (Bevan et al.,
2017). Los resultados mediante PCR indicaron que el gen blaCTX-M obtuvo la mayor asociacion
con aislados BLEE en E. coli, Klebsiella sp. y Citrobacter sp. blaOXA-1 fue el segundo gen
asociado al fenotipo BLEE, mientras blaTEM y blaSHV presentaron porcentajes minimos en esta
asociacion. Por ultimo, los aislados de Enterobacter sp. no presentaron ninguno de los cuatro genes

de interés, por ende, el secuenciamiento de su genoma no fue prioridad para este estudio.

El analisis MLST present6 datos de la relacion entre el secuenciotipo y las especies. Para
E. coli el ST10 fue uno de los méas comunes, el mismo reportado en humanos y animales (Manges
et al., 2015; Seenama et al., 2019), brindando evidencia de la posible diseminacion en ecosistemas
acuaticos. ST10 esta relacionado con varios genes de resistencia entre ellos los genes blaCTX-M-

55, blaCTX-M-15, blaCTX-M-14 y blaTEM-1B, en su mayoria resistentes a ampicilina (Day
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et al., 2019; Seenama et al., 2019). Los resultados de este estudio mostraron que ST10 es portador
de blaTEM-1B y otros genes como mdf(A) y tet(A). En adicion estos mismos aislados fueron
resistentes a amoxicilina. Otro secuenciotipo frecuente fue el ST405; este ha sido reportado en
blaCTX-M-15, blaCTX-M-14, resistente a multiples farmacos (Hao et al., 2019). En este estudio
el ST405 estuvo relacionado con los genes CTX-M-14 y CMY-2 y; fue resistente a la mayoria de

los antimicrobianos testeados.

Para Klebsiella pneumoniae el ST11 fue el Unico reportado. EI ST 11 esta relacionado con
los genes blaSHV, blaKPC-2, fosA, ogxA y ogxB (Dong etal.,, 2018). En este estudio
identificamos que el ST11 en K. pneumoniae portaba los genes blaOXA-1, blakKPC-2, blaCTX-

M-15 y blaSHV-182, concordando con estudio de Dong et al.

Un estudio reciente sefiala que los aislados encontrados en efluentes hospitalarios muchas
veces coinciden con muestras extraidas de pacientes (Raven et al., 2019). Sin embargo, para poder

realizar un estudio similar hacen falta otras variables.

Una limitacién de nuestro estudio es que solo tomamos muestras de un sistema
hospitalario, siendo el Unico evaluado, nuestros hallazgos pueden diferir en comparacion con la
ubicacidn y situacion de toma de muestras provenientes de otros hospitales. Adicionalmente no
tomamos muestras fecales de los pacientes hospitalizados, esto serviria para realizar un analisis
filogenético y determinar la diseminacion de genes de resistencia, mejorando el monitoreo de

enterobacterias BLEE.
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VI. CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que un hospital es fuente de enterobacterias portadoras de
genes BLEE provenientes de aguas residuales de un hospital de Lima, teniendo el potencial

de servir como medio de diseminacidn hacia las comunidades aledafias.

E.coli y Klebsiella sp. fueron las especies que presentaron mayor porcentaje MDR y
produccion de BLEE, sugiriendo la transmision de genes de resistencia hacia otras

especies.

Amoxicilina, amoxicilina con &acido clavulanico y cefalotina, fueron los antibidticos con
mayor porcentaje de resistencia caracterizados en aislados de enterobacterias de este

estudio.

El gen blaCTX-M fue uno de los genes mas frecuentes en las especies de E.coli, Klebsiella

sp. y Citrobacter sp.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se necesitan realizar pruebas y medidas de control sanitario en la liberacion de efluentes

de agua hacia el sistema de alcantarillado.

Extender los estudios sobre el monitoreo de enterobacterias productoras de betalactamasas

de espectro extendido provenientes de aguas residuales en hospitales del Per.

Es importante evaluar la diversidad microbiana en el entorno hospitalario y controlar al
mismo tiempo la descarga de aislados patogenos, para evitar el ingreso de los mismos al

medio ambiente.

Trabajar en mejorar los métodos microbiolégicos para la deteccion de enterobacterias

BLEE.

Usar kits comerciales para la identificacion de especies enterobacterianas.

Ampliar la busqueda de genes BLEE en los aislados identificados en este estudio.
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Anexo A.

IX. ANEXOS

Flujograma de trabajo utilizado para este estudio

Recoleccion de las muestras de agua
residual (puntos “A” y “B”)

80

l Tranzporte de 1-2 horas

Ajslamiento e identificacion de
enterobacterias (McConkey, pruebas

bioguimicas)

l Después de 48 horas

Sembrado v purificacion
de los aislados (TSA)

Después de 24 horas
(Todos los pasos)

Perfil de susceptibilidad
(Antibiograma)

Extraccidon de ADN

(kit comercial)

Criopreservacion de
aislados

Ams hom\‘

Identificacion de genes
BLEE (FCR)

Preparacion de librerias

(MNextera XT)

l De 24-48 horas

Secuenciamiento gendmico

(Miseq Ilumina)

l Die 2448 horas

Analisis biomformaticos

(CLC, FastQC, CGE.
PubMLET)




Anexo B.

Resultados del perfil de susceptibilidad por punto de muestreo.

Resultados n:ZQ(%) n:31B %)
Multidrogorresistencia
MDR (3) 10 (27) 27 (73)
BLEE
Positivo 9 (69.2) 4 (30.8)
Polimixinas
Colistina 1 (50) 1 (50)
Cloranfenicoles
Cloranfenicol 6 (85.7) 1(14.3)
Tetraciclinas
Tetraciclina 12 (75) 4 (25)
Sulfonamidas
Sulfatrimetropin 12 (80) 3(20)
Aminoglucosidos
Gentamicina 6 (100) 0 (0)
Macrolidos
Azitromicina 11 (73.4) 4 (26.7)
Penicilinas
Amoxicilina 23 (60.5) 15 (39.5)
Amoxicilina con acido clavulanico 10 (50) 10 (50)
Aztreonam 6 (85.7) 1(14.3)
Cefalosporinas
Cefalotina 13 (56.5) 10 (43.5)
Cefotaxima 8 (89) 1(11)
Cefoxitina 8 (47) 9 (53)
Ceftazidima 9 (90) 1 (10)
Cefepime 7 (87.5) 1(12.5)
Carbapenemicos
Meropenem 3 (100) 0 (0)
Quinolonas
Acido nalidixico 16 (89) 2 (11)

Ciprofloxacino 12 (92.3) 1(7.7)
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