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RESUMEN

El objetivo del estudio fue detectar Escherichia coli y Klebsiella spp. resistentes a
betalactamicos, quinolonas, colistina y carbapenémicos en ganado bovino y
porcino, perros y efluentes procedentes de una misma granja de centros de
produccion animal en Huaura y Lima. El método de muestreo fue probabilistico, se
hizo la recoleccion de muestras de heces en 14 granjas de Huaura (153 vacas, 18
perros y 14 aguas) y 25 granjas de Lima (261 cerdos, 30 perros y 25 aguas).

El andlisis fenotipico consisti6 en realizar la siembra en agar MacConkey
suplementado de manera independiente con 4 antibioticos, las colonias
fermentadoras de lactosa fueron sembradas en agar ESBL y posterior a ello se
realizaron las respectivas pruebas bioquimicas (TSI y SIM), una vez identificadas
fueron criopreservadas para la posterior realizaron de los antibiogramas
correspondientes. En total se obtuvieron 124 aislados distribuidos en granjas de
vacas se recuperaron 46 aislados provenientes de vacas, 8 de perros y 8 de agua,
mientras que en granjas de cerdos (92 aislados de cerdos, 5 perros y 3 agua. Asi
mismo se evidencid un alto porcentaje de aislados de Escherichia coli (119/124)
frente a Klebsiella spp. (5/124).

A partir de estos resultados se hizo una seleccion previa para la parte genotipica, en
esta se pudo observar la presencia de genes asociados a resistencia de los genes
BLEE en todos las aislados siendo el més frecuente el gen blaCTX-M, seguido del
blaTEM y por ultimo el gen blaSHV. Los hallazgos resaltan la necesidad de
implementar medidas de vigilancia efectivas es decir un monitoreo eficiente por

con ello lograr controlar y prevenir la trasmision de bacterias multirresistentes.

PALABRAS CLAVES: enterobacterias, resistencia, vacas, cerdos, Escherichia
coliy Klebsiella spp., blaCTX-M.



ABSTRACT

The objective of the study was to detect Escherichia coli and Klebsiella spp.
resistant to B-lactams, quinolones, colistin, and carbapenems in cattle, pigs, dogs,
and effluents from animal production farms in Huaura and Lima. A probabilistic
sampling method was applied, and fecal samples were collected from 14 farms in
Huaura (153 cattle, 18 dogs, and 14 water samples) and 25 farms in Lima (261 pigs,
30 dogs, and 25 water samples).

The phenotypic analysis consisted of inoculation on MacConkey agar
independently supplemented with four antibiotics. Lactose-fermenting colonies
were subsequently sub cultured on ESBL agar and subjected to confirmatory
biochemical tests (TSI and SIM). Once identified, the isolates were cryopreserved
for further antimicrobial susceptibility testing. In total, 124 isolates were recovered
and distributed as follows: in cattle farms, 46 isolates were obtained from cows, 8
from dogs, and 8 from water; while in pig farms, 92 isolates were obtained from
pigs, 5 from dogs, and 3 from water. Moreover, a high proportion of isolates

corresponded to Escherichia coli (119/124) compared to Klebsiella spp. (5/124).

Based on these results, a preliminary selection was made for genotypic analysis.
This revealed the presence of genes associated with ESBL resistance in all isolates,
with the most frequent being blaCTX-M, followed by blaTEM, and finally blaSHYV .
These findings highlight the urgent need to implement effective surveillance
measures, including efficient monitoring, in order to control and prevent the spread

of multidrug-resistant bacteria.

KEYWORDS: Enterobacteriaceae, resistance, cattle, pigs, Escherichia coli and
Klebsiella spp., blaCTX-M.



I.  INTRODUCCION

La sanidad animal, humana y ambiental, siempre han estado interrelacionadas y son
interdependientes. Recientes estudios indican que las bacterias con resistencia
antimicrobiana (RAM) pueden propagarse entre las poblaciones a través de los
alimentos, agua, tierra, aire o por el contacto directo humano-animal (1,2). Debido
a ello los organismos internacionales como la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OMSA) y Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAQO) vienen dirigiendo todos los esfuerzos desde el enfoque Una
Salud, con ello se busca que todas las partes involucradas trabajen activamente en
minimizar la aparicion y propagacion de estas bacterias con resistencia a los

antimicrobianos (2—4).

El uso excesivo e inadecuado de antibidticos en animales de compaiiia y produccion
es uno de los factores principales que ha contribuido a la resistencia antimicrobiana.
(5,6). Si bien en el pasado se utilizaban ampliamente como agentes promotores de
crecimiento, en la actualidad su uso ha disminuido significativamente. No obstante,
el uso de antibidticos en la prevencion y tratamiento de enfermedades en animales
aun es comun, y en muchos casos se lleva a cabo de manera indiscriminada, sin
supervision veterinaria, y sin contar con regulacion clara, tanto en la ganaderia,
acuicultura y agricultura (4,7-10). Ello contribuye a la aparicion de resistencia a los
antibidticos y representar un riesgo para la salud ptblica. Debido a que provoca que
los tratamientos rutinarios sean ineficaces, generando un problema al tener que

emplear tratamientos mas costosos y complejos (11). Asi mismo promueve la



seleccion y acumulacion de genes de resistencia entre las poblaciones bacterianas,

los cuales generan mecanismos de resistencia (12—14).

El desarrollo de los mecanismos de resistencia a los antibioticos en animales o
humanos antes, durante o después de haber estado bajo tratamiento antibidtico, se
da por dos mecanismos: mutaciones y transferencia horizontal. En el caso del
mecanismo por mutaciones se da en bacterias individuales, y se debe a una
sobreexpresion de enzimas, modificacion de la permeabilidad de la membrana
externa o por modificaciones del target del antibiotico. Por otro lado, el mecanismo
de transferencia horizontal se da por plasmidos transposones o integrones,
adquiriendo genes de resistencia por transformacion, conjugacion y transduccion.

(15-17).

Esta complejidad se ve agravada por el hecho de que una misma bacteria puede
desarrollar multiples mecanismos de resistencia frente a uno o varios antibioticos,
al igual que un mismo antibiodtico puede ser inactivado por diferentes mecanismos
presentes en diversas especies bacterianas, todo ello complica el estudio de las

resistencias de las bacterias a los distintos antimicrobianos (14,18).

Dentro de las familias de bacterias, los enterobacterales son un grupo grande y
heterogéneo de bacilos Gram negativos, reciben tal nombre por la localizacion
habitual en la microbiota saprofita del sistema gastrointestinal, tanto de animales
como del hombre; del mismo modo estan en aguas, suelo y ambiente. Entre los
géneros de enterobacterales resistentes a antimicrobianos estan: Escherichia sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Proteus sp., Shiguella sp., entre

otros. Siendo las de mayor frecuencia Escherichia sp., Klebsiella spp. y Salmonella



spp.(19-21), las cuales han generado resistencia a [-lactdmicos (incluidos
carbapenémicos, y cefalosporinas de tercera generacidon), asi mismo para
quinolonas, entre otros. Esta frecuencia de enterobacterias resistentes se ha
encontrado en diferentes fuentes muestreadas: humanas en Estados Unidos y
Venezuela (18,19), animales: bovinos en Estados Unidos (22), Rumania (24)y Chile
(25), cerdos en Per(26,27), pollos en Colombia (28) y Peru(27) , mientras que en
lo que respecta al ambiente: aguas residuales de plantas depuradoras de agua a

pequeiia escala en Polonia (29), medios acuaticos en Colombia(30-32).

Asi mismo existe evidencia que detalla que el humano puede compartir genes de
resistencia con cepas de animales de produccion. Un estudio realizado en
Latinoamérica, analizo comunidades bacterianas y los reservorios de genes de
resistencia a antibidticos en muestras humanas y ambientales de dos comunidades
de bajos ingresos, los resultados mostraron que los genes de resistencia fueron
detectados en multiples habitad (humanos, aguas residuales y suelos contaminados,
los genes encontrados fueron el blaTEM, blaSHV, blaCTX-M traspasando barreras
debido a su asociacion a elementos genéticos moviles (19). Estos guardan una
convivencia estrecha en la gran mayoria de centros de produccién de mediana y
pequeia escala, los cuales a su vez se caracterizan por ser de las mas prevalentes en
América Latina y el Caribe, debido a aspectos regulatorios, socioecondmicos y

culturales.

Es crucial reconocer la importancia de estas explotaciones ya que contribuyen
significativamente a abordar el problema del hambre en la region, al ser
responsables de una parte importante de la produccion de alimentos necesarios para

el mercado interno de los paises de América Latina y el Caribe, contribuyendo en



la seguridad alimentaria y nutricional y logrando con ello contribuir al desarrollo

nacional (33,34).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Planteamiento del Problema
La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema de salud publica de
gran importancia en los ultimos afios, debido a las consecuencias directas que
genera, tales como tratamientos ineficaces y prolongados tanto para animales como
para humanos. Ademas, esta problematica conlleva consecuencias indirectas, como
pérdidas economicas por la disminucion de la productividad debido a las
enfermedades que ocasiona en humanos y animales. Por lo tanto, es esencial
abordar esta problematica de manera efectiva para preservar la eficacia de los

tratamientos antimicrobianos y garantizar la salud publica y el bienestar econémico

3).

La resistencia antimicrobiana en animales esta relacionada a practicas de riesgo en
la crianza y el desconocimiento que conllevan a un uso indebido de los
antimicrobianos, situacion que suele ser mas frecuente en los sistemas de crianza
de pequefia y mediana escala.

En un estudio basado en encuestas realizadas a los encargados de granjas de
pequefia produccion en la zona de Huaura, se menciona que el 59% de estos
administraban los medicamentos, 21% suspendia el tratamiento al desaparecer los
sintomas y el 48% no sabia que microorganismos son tratados con antibioticos (35).
Estos sistemas de produccion se caracterizan por contar con personal con escaso
conocimiento de bioseguridad, del uso adecuado de antibioticos, asi como contar

con poca o nula asesoria de un profesional médico veterinario que genere un



tratamiento adecuado para cada enfermedad y poder asi regular y concientizar el

uso de antimicrobianos en los animales para consumo (36).

La importancia de enfocar la investigacion en la deteccion de las bacterias E. coli y
Klebsiella spp. radica en su amplia distribuciéon en humanos, animales y ambiente,
y la facilidad que tienen de actuar como reservorios y vehiculos de diseminacion de

genes de resistencia por medio de plasmidos.(37)

1.2.Marco Tedrico

Desde su aparicion los antibidticos han sido importantes en la lucha contra las
infecciones de la medicina humana, veterinaria y agricultura, reduciendo
considerablemente la mortalidad a causa de infecciones bacterianas. Sin embargo,
su uso inadecuado e indiscriminado ha generado efectos negativos, siendo el mas
grave el de la resistencia antimicrobiana (RAM). Ello se debe a los mecanismos de
resistencia que han ido desarrollando los diferentes tipos de microorganismos
bacterianos frente a los antibioticos, lo que les permite proliferar y prevalecer en
comparacion a las cepas que originalmente si eran susceptibles a estos(30,38,39).

La RAM se da por dos mecanismos: mutaciones y transferencia horizontal. En el
caso del mecanismo por mutaciones se da en bacterias individuales, y se debe a una
sobreexpresion de enzimas, modificacion de la permeabilidad de la membrana
externa de la bacteria o por modificaciones del sitio blanco del antibiotico. Por otro
lado, el mecanismo de transferencia horizontal se da por pldsmidos transposones o

integrones, adquiriendo genes de resistencia por transformacion, conjugacion y



transduccion. Estos mecanismos se dan naturalmente por la evolucién de los
microorganismos o por induccién debido al uso inadecuado y excesivo de

antimicrobiano, en humanos y animales (15,16)

En los que respecta a los genes asociados a resistencias, tenemos: la resistencia de
B-lactdmicos, la cual se da por accion de las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), mediada por los genes blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, los cuales se
localizan en plasmidos facilitando la diseminacion horizontal interespecie
bacteriana(40). En el caso de la resistencia de colistina est4 vinculada con el gen
plasmidico mcr-1, el cual modifica la estructura de los lipopolisacaridos, ello
impide la accion del antibidtico, este tipo de resistencia ha generado una gran
preocupacion para la salud publica, debido a que es un antibidtico de tltimo recurso
(41).

Del mismo modo en el caso de los carbapenémicos, antibidticos empleados en
infecciones graves; su resistencia se asocia a la produccion de carbapenemasas
como KPC, NDM y OXA-48. La cual actia inactivando los carbapenémicos,
reduciendo las opciones terapéuticas para ese tipo de infecciones(42). Por otro lado,
en lo que respecta a la resistencia en quinolonas, se relacionan con mutaciones en
los genes gyrd y parC, asi como la presencia de genes plasmidicos como gnrY, los

cuales protegen a las bacterias de la accion de los antibioticos(43—45).

La importancia de la RAM ha ido aumentando en los ultimos afios. En 2019 un

Grupo de Coordinacion Interinstitucional sobre Resistencia a los Antimicrobianos

estimoé que las enfermedades resistentes a los medicamentos son responsables de al

10



menos 700 000 muertes al afio en todo el mundo, cifra que facilmente podria
aumentar a 10 millones de muertes anuales en todo el mundo para el 2050, si no se

revierte la tendencia (17,39,46)

En el listado de patogenos bacterianos prioritarios de la OMS, se clasificaron a las
bacterias RAM, en tres grupos, divididos segin su importancia: critica, alta y
media, englobando en el primer grupo a los enterobacterales con resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos. Esta clasificacion se dio a
partir de 8 criterios, entre los cuales resaltan: frecuencia de mortalidad, incidencia
de casos, tendencia de la resistencia, trasmisibilidad, previsibilidad en el ambito
sanitario y la comunidad, entre otros(2,46). Son diversos los paises que han
establecido normas para el uso racional o la restriccion de ciertos antibidticos en la
medicina humana y veterinaria. Sin embargo, las medidas implementadas aun no
han sido suficientes para detener el problema. Debido a ello se sugiere poder actuar

desde un enfoque de Una Salud, abordando el problema de una forma global. (3).

Segun lo reportado en EE. UU, el 80% del uso de antibioticos en los animales se da
en la alimentacion. Asimismo, la Federacion de Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA) estima que el 74% de los antibioticos son usados como
promotores del crecimiento animal, en lugar de tratar o prevenir alguna infeccion.
AUn mas grave, el 62 % de estos antibidticos usados en animales son farmacos de

importancia en la terapéutica humana (47).

11



La RAM bajo el enfoque de Una salud, integra la sanidad humana, animal y
ecologica, es decir un trabajo intersectorial realizando un plan de acciéon global
contra este problema de salud publica (3) En la medicina veterinaria la resistencia
es considera un efecto secundario a la administracion indiscriminada en la
produccion animal tanto para el tratamiento de enfermedades como para la
necesidad de maximizar la produccion (5,48,49). En el caso de la produccion
pecuaria de ganado vacuno, la resistencia antimicrobiana es un problema que ha ido
agravandose con el paso de los afios debido a la frecuencia de infecciones

intramamarias (mastitis) que requieren tratamientos frecuentes (21,25,35,50,51) .

Dentro de la gran mayoria de reporte de mastitis prevalecen mas los casos
subclinicos que clinicos, dentro de los patdgenos cominmente responsables de ello
estan las enterobacterias, teniendo mayor frecuencia Echerichia coli (E.coli) a
diferencia de Klebsiella spp., ello se debe a que son bacterias ambientales, es decir
se encuentran en el entorno de las vacas (camas humedas, estiércol o agua
contaminada), ello les facilita el ingreso a la gldndula mamaria durante el ordefio,

especialmente si las condiciones higiénicas son deficientes (52—-56).

Por otro lado, en lo que respecta a la producciéon de cerdos, las infecciones
gastrointestinales y respiratorias son comunes en el ciclo productivo lo que ha
llevado a un uso significativo de antimicrobianos (26,35,57).

En el caso de las infecciones intestinales suelen ser comunes en sus diferentes

etapas de crecimiento, siendo E. coli uno de los patdogenos responsables de las

12



diarreas neonatales y postdestete, mientras que Klebsiella spp., se ha encontrado en

cuadros secundarios o complejos(58).

Dentro de los factores que contribuyen al desarrollo de la resistencia antimicrobiana
en animales en produccion de mediana y pequena escala, si bien son multiples y
complejos, existe una interrelacion de estos con las practicas ganaderas, politicas
sanitarias y practicas agricolas. Los principales factores son: uso indiscriminado o
innecesario de antibioticos, uso de dosis incorrectas, tratamientos incompletos y la
automedicacion de los animales, otro de los aspectos preocupantes es el
incumplimiento de los periodos de retiro establecidos, lo que beneficiaria la
presencia de residuos antimicrobianos en productos de origen animal. Todo ello no
solo representa un riesgo para la salud animal, sino también generan un impacto
directo en la salud publica, al facilitar la transferencia de bacterias resistentes a
través de la cadena alimentaria, trayendo consigo que disminuya la eficacia de los

tratamientos en humanos. (35,36).

En la actualidad son diversos los métodos de diagndstico y deteccion de RAM, las
mas comunes son las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana tales como, el
método Kirby-Bauer, el cual determina la sensibilidad de las bacterias a las
diferentes familias de antibidticos y ha sido estandarizado por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para garantizar resultados reproducibles y
comparables entre los diversos tipos de laboratorio a nivel mundial. Asimismo, la
implementacion de las técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) ha facilitado la identificacion de manera rapida y precisa de
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genes de resistencia especificos, logrando asi una mejor comprension de la

epidemiologia de la RAM.

A razén de ello se han propuesto estrategias integradas como nuevas medidas de
control, entre estas esta la reserva de antibidticos clave para el uso exclusivo
humano, el uso prudente en la medicina veterinaria y la creaciéon de organismos
cientificos para evaluar la sensibilidad bacteriana. Ademas, se enfatiza la necesidad
de tratamientos basados en investigacion cientifica y el desarrollo de programas de
vigilancia sanitaria que incluyan estrategias de prevencion y control mas eficaces

(49).
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1.3.Justificacion

En Pert, se han realizado investigaciones de la resistencia antimicrobiana enfocadas
en humanos, animales o ambiente, con analisis de forma independiente para cada
poblacién (59,60), mientras que otros estudios en otros paises hacen un abordaje
integral de la situacion en humanos, animales y ambiente bajo el enfoque Una

Salud(34).

Por ejemplo, en Chile se evalu¢ la prevalencia de Escherichia coli productora de [3-
lactamasas de espectro extendido (ESBL-E. coli) portadoras de genes blaCTX-M,
en ganado, perros y fauna silvestre que coexisten en granjas de pequefia escala en
la zona central de Chile, bajo un enfoque One Health. Los resultados mostraron la
elevada prevalencia de E. coli ESBL en los aislados de perros frente al total 24%
(20/82), asi mismo se encontrd que estos aislados presentaban mayor diversidad de
genes blaCTX-M. Estos hallazgos sugieren que los perros podrian actuar como
reservorios y facilitadores de transmision hacia el ganado y potencialmente también

a los humanos encargados de granja. (61).

Otro estudio realizado en nuestro pais muestreo 40 hogares rurales, y lograron
recolectar 266 muestras (heces de nifios, animales, agua de reservorio, agua de
hogar y suelo). Evidenciandose los siguientes porcentajes de E. coli en las fuentes
evaluadas: 92.8% en los aislados de agua de reservorio, 57.1% en agua de hogares,
43.3% del suelo, 45.3% en heces de nifios . Mientras que de las heces de animales:

38.7% fueron E. coli y 37.7% resultaron resistentes a >1 antibidtico.

15



Si bien se ha reportado alta frecuencia de enterobacterales como E.coli y Klebsiella
spp. multirresistentes en infecciones animales, la mayoria de los estudios suelen
enfocarse en poblaciones de animales de produccion destinados a consumo
humano. Sin embargo, no hay muchos estudios sobre resistencia en animales de
compafiia, especialmente de los perros residentes que interaccionan con otros
animales dentro de una granja, ya sea con los de la misma producciéon o con los
perros visitantes o de alrededores de la granja. Asi mismo tampoco existen
evidencia de la interaccion de estos con los humanos encargados de granja. La
interaccion humano-animal con los animales de compaiia, como los perros, suele
ser mas estrecha debido al rol que cumplen estos en los hogares, lo que se presume
podria favorecer la circulacion cruzada de bacterias resistentes entres distintos

hospedadores.

En base a la clasificacion de las bacterias segiin la OMS, se tomd en cuenta los de
importancia critica para la salud publica, siendo estos las enterobacterias con
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos, de ello se baso
nuestra eleccion para el presente estudio. (62,64). Asi mismo la importancia de las
zonas elegidas se debid a la localizacion de gran cantidad de ganaderos con

produccion de pequetia escala en dichas zonas.

La data obtenida brindara un mejor panorama de la RAM en centros de produccion
a pequefia y mediana escala desde un enfoque Una Salud en las regiones de Huaura
y Lima , permitiendo de este modo poder establecer mejores estrategias para un
adecuado monitoreo de la vigilancia de la RAM, logrando prevenir y reducir el
efecto acumulativo de la RAM en los diferentes agentes y entornos en donde

coexisten (49).
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1.4.0bjetivos

Objetivo general

Detectar E. coli 'y Klebsiella spp. resistentes a los antibioticos B-lactamicos,
quinolonas, colistina y carbapenémicos en ganado bovino y porcino, perros
y efluentes procedentes de una misma granja de centros de produccion

animal de Huaura y Lima.

Objetivos especificos

Aislar e identificar de E. coli y Klebsiella spp. resistentes a los antibidticos
B-lactdmicos, quinolonas, carbapenémicos y colistina.

Determinar la resistencia fenotipica adquirida de las cepas aisladas para
antibioticos B-lactamicos, quinolonas, carbapenémicos y colistina.
Caracterizar los principales genes asociados a resistencia a antibidticos
B-lactamicos, quinolonas, carbapenémicos y colistina, a través de la técnica

de PCR.
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1.Disefio del Estudio:
El presente estudio fue observacional descriptivo de tipo transversal, es decir no se
intervinieron ni se manipularon las variables, solo se describieron las caracteristicas

y frecuencias de la poblacion evaluada. Todo ello en un periodo en especifico.

3.2.Lugar de Estudio.
Se tuvo como marco muestral las provincias de Huaura y Lima en la region de
Lima, Pert (Figural). Por otro lado, el procesamiento de las muestras se realizé en
los laboratorios de Nutricion e Inocuidad Alimentaria y Biologia Molecular de la
Facultad de Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ) de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (UPCH).
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Figura 1. Ubicacion de los centros de produccion de vacas y cerdos en Huaura
y Lima.

3.3. Muestra

Diserio de estudio

Para el presente proyecto, las granjas de interés se seleccionaron por conveniencia
(centros de produccion a pequefia y mediana escala) a partir de las resistencias de
las cepas humanas del proyecto madre (209879) las cuales debian tener un
mecanismo de resistencia BLEE y otro mecanismo de resistencia (colistina,

carbapenémicos, quinolonas). A partir de esta seleccion de humanos se recolecto
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una muestra por animal (vaca, cerdo y perro) y el agua de la respectiva granja, de
este modo se pudo detectar la presencia de E.coli o Klebsiella spp., asi como las
resistencias fenotipicas y genotipicas alguno de los antibioticos evaluados como
betalactamicos, quinolonas, carbapenémicos o colistina. El total de granjas

muestreadas fueron 14 de vacas y 25 de produccién de cerdos.

Poblacion objetivo
La poblacion objetivo fueron los hospederos animales (vacas, cerdos, perros) y agua
de centros de produccion de pequena y mediana escala, con similar tipo de crianza,

manejo reproductivo y alimentacion de Huaura y Lima — Lima.

3.4. Tamaino de muestra

Para estimar la prevalencia, con base en estudios anteriores de prevalencia E.coli
BLEE en vacas se asumi6 85.8% como prevalencia referencial en vacas(62,63) y
40.5% para cerdos (64) un error de 5%, un nivel de confianza de 90% y una
poblacion de entre 100 000 a 1 millon de animales en las zonas de muestreo; de este
modo se calculd una colecta de al menos 260 porcinos y 132 bovinos. En el caso de
los perros, se asumi6 una prevalencia de frecuencia de E. coli BLEE de 2.5% (65)
un error de 5%, un nivel de confianza de 90% y una poblacion de més de 100 000
perros; asi, se calculd el muestreo de al menos 27 perros. El nimero de animales
por granja difiere entre criadores de vacas y cerdos de la zona, siendo generalmente

los productores de vacas los de menor nimero (media de 11 vacas/predio en la
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region de Lima (26) Por lo tanto, se determind muestrear 25 granjas por especie

con un numero minimo de animales por predio de 10.

3.5. Criterios de inclusion

Muestras de heces de hospederos animales (vacas, cerdos y perros) y agua de
granjas donde se aislo previamente cepas BLEE junto con otro mecanismo de
resistencia de humanos. De estas muestras s6lo se incluyeron aquellas de donde

crecieron colonias en agar cefotaxima y ciprofloxacina.

3.6.Criterio de exclusion

Los animales y efluentes provenientes de los centros de produccion que no
aceptaron el consentimiento informado.
Muestras que no crecieron en ninguno de los agares con antibidtico

Cepas que en la bioquimica no fueron sospechosas a E. coli o Klebsiella spp.

3.7.0peracionalizacion de variables
Las variables evaluadas fueron tipo de bacteria (E. coli y Klebsiella spp.),

resistencia fenotipica y genotipica (Cuadro 1).
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3.8.Procesamiento de muestras y técnicas

Seleccion de Granjas de interés.

El muestreo del presente estudio se dio por conveniencia a partir de los resultados
encontrados en las cepas de los humanos encargados de granja del estudio principal,
a continuacion, se detallara lo contemplado en el estudio principal y los objetivos

del presente estudio.

El estudio principal contemplo:

Granjas de mediana y pequefia produccion de cerdos, vacas y aves de

postura.

e Granjas no tecnificadas para el manejo, alimentacion, crianza, recojo de
huevos y leche (ordefios manuales, con pezoneras y salas pequenas de
ordefio).

e Muestrear al menos 10 animales en las granjas de produccioén de vacas,
cerdos y 25 animales en el caso de aves de postura.

e Conocimiento y aprobacion del consentimiento informado por las personas

encargadas de granja para la toma de muestras de humano, perro, agua y

animales de produccion, asi como la aplicacion de encuestas a estos

humanos encargados de granja.

El presente estudio contemplo:

e (ranjas que presentaron cepas de humanos que tuvieron resistencia a
betalactamicos y un mecanismo de resistencia adicional (ciprofloxacina,

colistina o imipenem) en las zonas de Huaura y Lima.

22



e Muestras provenientes de granjas de vaca y cerdos, en las cuales se
tomaron también muestras de perros y agua segun el criterio de granjas
con humanos que presentaron resistencia a los antibidticos de interés del

estudio.

Obtencion de las muestras

Se muestrearon vacas, cerdos, y perros (heces) que habitaban los centros de
produccion, del mismo modo se tomaron muestras de los efluentes de cada granja.

Todo ello se realizod durante el periodo mayo - agosto del 2023. (otofo- invierno).

Las heces de los animales de produccion se recolectaron del suelo inmediatamente
después de que el animal haya defecado utilizando hisopos estériles para garantizar
la menor contaminacién posible. Una vez tomada la muestra, esta se colocd en un
medio de transporte Stuart. En el caso de los perros, en algunos ejemplares fue
necesario realizarles hisopado rectal. Para ello previamente se sumergia el hisopo

en el medio Stuart, logrando con ello la lubricacion antes de introducir en el recto.

Todos los hisopos fueron rotulados por zona, nimero de granja y especie.

En el caso de las muestras de agua se recolectaron en envases plasticos estériles de
500 ml previamente desinfectados y rotulados. Para este tipo de muestra solo se
tomo una muestra de agua por granja, siendo muestreados los bebederos en el caso
de las granjas de vacas mientras que en el caso de las granjas de cerdos se tomo de
los desagiies de cada corral. Se tuvo esa diferencia de efluentes por el tipo de

produccién por especie.
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Para todas las recolecciones de muestras en cada zona/granja se utilizaron guantes,
mascarillas y gorros descartables, asi como también botas de jebe. Todos los
materiales fueron cambiados entre cada granja visitada como medida de
bioseguridad. Los bloques de hisopos y las botellas con muestras fueron
previamente selladas con bolsas y se colocaron en cajas térmicas, manteniéndolas
en temperatura ambiente para su traslado, el cual fue el mismo dia hacia los
laboratorios de FAVEZ. En los laboratorios, las muestras se refrigeraron entre 4 y

10 °C por maximo 24 horas para el respectivo procesamiento.

Se han trabajado con equipos que tienen calibraciones y mantenimiento anuales, los
protocolos empleados estaban basados en protocolos previamente estandarizados
por el CLSI y EUCAST. Las personas encargadas del procesamiento tenian el

conocimiento y experiencia en el desarrollo de la parte fenotipica y genotipica.

No hubo perdidas de ADN porque se trabajo con cepas criopreservadas previamente
por el estudio principal y en el caso de las muestras por granja las cepas también

fueron criopreservadas una vez que se logré su respectiva identificacion.

Aislamiento de E. coli y Klebsiella spp.

Cada muestra de heces fue sembrada por agotamiento en el medio MacConkey con
cada antibidtico independientemente, es decir fue sembrada en un juego de cuatro
placas, cada una con el antibidtico de interés en la investigacion (imipenem,

ciprofloxacina, cefotaxima, o colistina) a diferentes concentraciones. (Anexo 1).
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Una vez sembradas en el medio MacConkey con cada uno de los cuatro antibidticos
de interés, se incubaron a 37°C por 24 horas, cumplido el tiempo se corroboro el
crecimiento de las colonias y se volvié a hacer una resiembra por agotamiento de
una o dos colonias aisladas (dependiendo de las caracteristicas de la colonia), de

este modo se aseguro colonias puras.

Estas colonias debian tener caracteristicas compatibles con E. coli y Klebsiella spp.:
colonias de tamafio mediano, circular, convexas, bordes redondeados y lactosa
positivas (E. coli) y/o colonias grandes, planoconvexas, mucoides, brillantes, de
forma irregular o redondeadas, con bordes ondulados y también lactosa positiva

(Klebsiella spp.).

Luego de ello dichas colonias puras fueron sembradas en el agar cromogénico ¢
incubadas a 37°C por 24 horas, cumplido el tiempo se corroboro el crecimiento y
el color de las colonias dependiendo de ello se observaron colonias sospechosas de
E. coli (rosadas) o Klebsiella spp. (azul verdoso). En base a ello se confirm6 la
identificacion con pruebas bioquimicas TSI (Triple Sugar Iron Agar) y SIM
(Sulfide Indole Motility), en este tltimo se observo motilidad, indol y sulfuro de
hidrogeno (H2S). (Figura 2) Adicionalmente, para confirmar las cepas sospechosas
de K. pneumoniae estas fueron sembradas en el agar cromogénico (HiCrome ESBL

agar base, Himedia®, India) e incubadas por 24 hrs a 44.5°C.8. (66)
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Figura 2: Aislamiento de bacterias en muestras de heces

En el caso de las muestras de agua, estas se filtraron utilizando un sistema de bomba
de vacio (Manifold BioVc 300, Rocker, Taiwan), el cual requeria de un filtro de
papel de membrana (0.45 um de poro) para retener el sedimento del total de
volumen de agua filtrado. Luego de ello se colocé dicha membrana cortada en
trozos pequefios en un tubo con 3 ml de agua destilada estéril, se homogeniz6 con
ayuda de un voértex y finalmente se emple6 dicha suspension en la siembra directa
para los cuatros agares MacConkey con las concentraciones de antibidtico
anteriormente descritas. Posteriormente las placas fueron incubadas a 37°C por 24

horas (Mates and Schaffer 1989). (Figura 3)
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Figura 3: Aislamiento de bacterias de muestras de agua.

Todas las cepas aisladas a partir de heces y agua fueron criopreservadas a -70°C en

0.8 ml de caldo cerebro corazon (BHI) y 0.2 ml de glicerol.

Pruebas para la seleccion fenotipica

De todas las colonias que crecieron en agares independientes con colistina,
imipenem, cefotaxima y ciprofloxacina, solo se seleccionaron aquellas que
crecieron en cefotaxima y ciprofloxacina, las cepas crecidas en los agares de
colistina e imipenem también fueron aisladas y criopreservadas, pero no se
incluyeron en el estudio. Se priorizo el andlisis de las cepas resistentes a cefotaxima
y ciprofloxacina debido a su elevada relevancia clinica y epidemioldgica por sus

mecanismos de resistencia.
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A estas colonias se les evalud la suceptibilidad a antimicrobianos como
ciprofloxacina, betalactdmicos, meropenem y colistina, con las respectivas
concentraciones empleadas (Anexo 1). A partir de la positividad de los aislados al
mecanismo de resistencia BLEE y otro tipo de mecanismo de resistencia
(quinolonas, carbapenemasas o colistina), fueron seleccionadas para la parte

molecular. (Anexo 6).

Para cada una de las pruebas de seleccion fenotipica se procedio a la reactivacion
de cada una de las cepas crecidas en agar MacConckey con cefotaxima y
ciprofloxacina independientemente, las cuales se encontraban criopreservadas a -

70°C.

Para ello se realiz6 pequefios piquetes al criovial y se realizd la siembra por
agotamiento en agar BHI y se incubo a 37°C por 24 h. en aerobiosis. Es necesario
mencionar que a cada una de las cepas se les realizd los 4 antibiogramas

independiente de sus resultados de resistencia fenotipica.

Una vez corroborado el crecimiento se realizo el método de Kirby Bauer, el cual
consistia en tomar de 3 -5 colonias puras (dependiendo de la consistencia de la
colonia) para la dilucion en agua destilada estéril para lograr una suspension.
Terminada la homogenizacion se midid la concentracion en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 625 nandmetros, buscando una absorbancia entre 0.08-
0.12, equivalente a una concentracion de 0.5 de la escala de MacFarland. Lograda
esa concentracion se introdujo un hisopo dentro de la suspension y se sembro en
agar Miieller-Hinton en tres direcciones garantizando que no se deje ninglin espacio

vacio.
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Se dejo secar (3- 5 min) y posterior a ello se colocaron los discos de antibidticos a
una distancia de 2.5 - 3 cm. Dependiendo de la prueba de antibiograma que se iba

a realizar se usaron diferentes discos de antibioticos.

Método para determinar la resistencia a quinolonas y carbapenémicos

Para la determinacion de resistencia a quinolonas se emplearon los controles: La
cepa K. pneumoniae NCTC13439 (control positivo) y la cepa E.coli ATCC 25922
(control negativo) (Anexo S5y 6). Asi mismo los discos de antibidticos empleados
fueron ciprofloxacina (5ug) y acido nalidixico (30ug) a una distancia equidistante
de 2.5 - 3 cm, adicional a ese disco se agregd también el disco de meropenem y se
dej6 incubando a 37°C por 24 horas. Posterior a ello se procedi6é a medir los halos
de difusion de cada disco, segun los puntos corte del CLSI, el cual establece que si
el disco de ciprofloxacina presenta un halo > 26mm, sera susceptible; si tuviese 22-
25 mm seria intermedio y resistente de contar con un halo <21 mm. Por otro lado,
en el caso del disco de acido nalidixico, este se considerd susceptible si contaba con

un halo > 19 mm, intermedio de tener de 14 al8 mm y resistente de ser < 13 mm.

De ese modo se otorgo la clasificacion final a la cepa, de cumplirse la razén de:
ciprofloxacina (sensible) y acido nalidixico (resistente) o ciprofloxacina
(intermedio) y 4cido nalidixico (resistente), la cepa era susceptible a quinolonas,
mientras que si la cepa era resistente a ciprofloxacina y 4cido nalidixico se

sospechaba de resistencia a quinolonas. (67)

Por otro lado, en el caso de la prueba de deteccion cepas sospechosas de resistencia

a carbapenemasas, los controles empleados fueron: la cepa K. pneumoniae ATCC

29



BAA- 1705 (control positivo) y la cepa E.coli ATCC 25922 (control negativo)
(Anexo 5 y 6). Se us6 un disco de meropenem (10ug) de igual manera para
interpretar se uso la guia del EUCAST: si el halo del disco era > 28 mm seria
clasificado como suceptible, de tener =25- 27 mm sospechoso y productora de

carbapenemasas si la cepa era menor o igual a 24mm. (68)

Método de Colistina — Agar Spot

Para este tipo de prueba se usaron los controles fueron: la cepa E.coli CDC AR-

0346 (control positivo) y la cepa E.coli ATCC 25922 (control negativo) (Anexo 5

y 6).

La prueba se basa en el principio de inhibicién del crecimiento bacteriano en
presencia de colistina aplicada directamente sobre el medio de cultivo. Para ello se
utilizd una placa que contenia agar Miieller-Hinton (MH) y colistin-sulfato (3

ug/ml).

Se realiz6 una dilucion de la cepa en 3 ml de agua destilada, una vez alcanzada la
turbidez deseada (0.5 escala McFarland), se coloc6 una gota de esta suspension en
el agar colistina, posteriormente se incub6 a 37 °C por 24 horas. La lectura consistio
en observar el crecimiento bacteriano justo alrededor o sobre la gota, de ser asi era

resistente mientras que si no habia crecimiento se consideraba sensible.
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Prueba de disco combinado para la detecciéon de BLEE

En la prueba de sinergia con acido clavulanico, se emplean los discos de ceftazidima
(30 ug), cefotaxima (30 ug) y sus combinaciones con acido clavulanico (30/10 ug),
y se colocan todos equidistantes entre 2-3 cm, y a menos de a menos de 1.5 mm del
borde de la placa, luego se incuba a 37°C por 24 horas. Al finalizar el periodo de
incubacion se midieron los halos pertenecientes a cada disco, tanto para las

muestras como para los controles usados.

El resultado se determind por la diferencia entre los discos (>5 mm),
considerandose a la cepa como BLEE(69). Los controles empleados fueron la cepa
k. pneumoniae 700603 (control positivo) y la cepa E.coli ATCC 25922 (control

negativo) (AnexoS5 y 6).

Seleccion de cepas para andlisis molecular

Segun los resultados fenotipicos obtenidos, se procedid a seleccionar a todas
aquellas cepas que presentaron positividad a cualquiera de los mecanismos de

resistencia BLEE, colistina, quinolonas o carbapenemasas

Caracterizacion molecular

Las pruebas moleculares fueron disefiadas para detectar la presencia de genes de
resistencia para colistina y las familias de antibioticos (quinolonas, betalactdmicos
y carbapenémicos) mediante técnicas de PCR multiplex, incluyendo genes que

codifican BLEE (ej: tem, shv, ctx-m (70), carbapenemasas (ej: bla KPC, bla NDM,
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blaVIM, bla IMP y bla OXA48 (71), quinolonas (ej: gnrS (72), y el gen mcr-1 para

colistina (73)

Los controles positivos se usaron tanto para el screening fenotipico como molecular

(Anexo 5y 6).

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN fue realizada mediante la técnica de choque térmico. Previo
a esto, se recuperaron las colonias de E. coli y Klebsiella spp. previamente
criopreservadas a -70°C, siendo resembradas en agar Miieller Hinton e incubadas a
37°C por 24 hrs. Una vez obtenidas colonias puras se realizo la extraccion de ADN,
para ello se utilizé un método modificado de choque térmico (74). Este consistio en
tomar de 2 a 3 colonias puras de una misma cepa con asas de siembra descartables,
se inocularon en microtubos con 500 ul de agua grado molecular, luego pasaron por
vortex de 10 a 20 segundos (o hasta que la colonia se disolviera), posteriormente se
las colocd en baio maria a 96°C por 10 minutos, cumplido el tiempo pasaba a
congelacion -20°C por 10 minutos, esto se repitid tres veces, como siguiente paso
se centrifugd a 15000 rpm por 3 minutos. Finalmente se extrajo el sobrenadante en
un microtubo limpio de 1.5ml. Las muestras de DNA se mantuvieron en

congelacion a -20 °C hasta el momento de su uso.
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Prueba PCR para deteccion de genes de resistencia a carbapenemasas

Se realizé mediante un protocolo de PCR Multiplex que incluia primers especificos
para los genes bla IMP, bla KPC, bla VIM, bla NDM, bla OXA-48. Los reactivos
utilizados fueron el Kit Invitrogen Platinum taq DNA polymerase REF: 10966-030;
Invitrogen 10 mM dNTP Mix REF: 18427-013; Invitrogen 100bp DNA Ladder
REF: 15628019; Invitrogen Custom Primers. Asi mismo los controles empleados
se detallan en el Anexo 5. Las concentraciones y volimenes del Master Mix se

detallan en el Anexo 3.

La programacion en el termociclador (PTC 100TM, Bio-Rad Laboratories Inc.,
California) fue con las siguientes condiciones: temperatura inicial a 94 °C por 2
minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, luego un anillamiento a
60°C por 30 segundos, seguido de una extension a 72°C por 45 segundos y para
ultimo la fase final una temperatura de 72°C por 5 minutos. Una vez obtenidos los
amplicones, se realiz6 la electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio (0.5ug/ml) en un buffer TAE 1X. 10 ul de cada producto fue mezclado con 2
ul del buffer de carga 6X loading dye (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y
colocado en cada uno de los pocillos del gel. Se utilizé un marcador comercial de
tamafio molecular de 100 pares de bases (Invitrogen 100bp DNA ladder). El gel de

agarosa con los productos fue sometido a 90 V, 120mA por 60 - 75minutos.(75)

Para el caso de las carbapenemasas fueron cinco los genes finalmente evaluados:

VIM (261 bp), IMP (404 bp), NDM (512 bp), OXA-48 (775 bp), KPC (916bp).
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Prueba PCR para deteccién del gen mcerl de resistencia a colistina.

Se realiz6 un protocolo de PCR convencional para la deteccion del gen mcr-1, que
incluyo primers especificos. Las concentraciones y volimenes del “master mix” se

detallan en el Anexo 3.

La programacion en el termociclador (PTC 100TM, Bio-Rad Laboratories Inc.,
California) fue con las siguientes condiciones: temperatura inicial a 94 °C por 2
minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, anillamiento a 56°C por
30 segundos, seguido de una extension a 72°C por 30 segundos y por ultimo la fase
final a 72°C por minutos. Una vez obtenidos los productos post-PCR amplificados,
estos fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio (0.5 ug/ml) en un buffer TAE 1X. 10 pl de cada producto fue mezclado con
2 ul del buffer de carga 6X loading dye (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y
colocado en cada uno de los pocillos del gel. Se utilizéo un marcador comercial de
tamafio molecular de 100 pares de bases (Invitrogen 100bp DNA ladder). El gel de

agarosa con los productos fue sometido a 80 V, 400 mA por 30 minutos (76).

El gen evaluado de resistencia a colistina fue el mcr-1 con un tamano de 309 bp.

Prueba PCR para deteccion del gen gnrS de la resistencia de ciprofloxacina.

Consistié en un protocolo de PCR que incluia el primer especifico para el gen gnrsS.

Las concentraciones y volimenes del “master mix” se detallan en el anexo 3. La
programacioén en el termociclador (PTC 100TM, Bio-Rad Laboratories Inc.,

California) fue con las siguientes condiciones: temperatura inicial a 94 °C por 2
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minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, luego un anillamiento a
62°C por 30segundos, extension 72°C por 30 segundos y por ultimo en la fase final
a 72°C por 5Sminutos. Una vez obtenidos los productos post-PCR amplificados,
estos fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio (0.5ug/ml), en un buffer TAE 1X. 10 ul de cada producto fue mezclado con
2 ul del buffer de carga 6X loading dye (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y
colocado en cada uno de los pocillos del gel. Se utiliz6 un marcador comercial de
tamafio molecular de 100 pares de bases (Invitrogen 100bp DNA ladder). El gel de

agarosa con los productos fue sometido a 80 V, 400mA por 30 minutos (77)

El gen de gnrS tenia un tamafio de 428 bp.

Prueba PCR para deteccidén de genes de resistencia para BLEE

Consistié en un protocolo de PCR convencional para los genes blaCTX-M, blaSHV

y blaTEM, cada protocolo incluy6 primers especificos para el gen por evaluar.

Las concentraciones y volumenes del “master mix” se detallan en el Anexo 3. Se
uso la misma programacion para todos los genes (CTX-M, SHV, TEM y en el
termociclador (PTC 100TM, Bio-Rad Laboratories Inc., California) fue con las
siguientes condiciones: temperatura inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 30
ciclos de 94 °C por 30 segundos, anillamiento a 54°C por 30 segundos, luego la
extension a 72°C por 60 segundos y por ultimo la fase final a 72°C por 5 minutos.
Una vez obtenidos los productos post-PCR amplificados, estos fueron sometidos a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0.5 ug/ml), en un

buffer TAE 1X. 10 pul de cada producto fue mezclado con 2 pl del buffer de carga
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6X loading dye (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.) y colocado en cada uno de los
pocillos del gel. Se utilizé un marcador comercial de tamafio molecular de 100 pares
de bases (Invitrogen 100bp DNA ladder). El gel de agarosa con los productos fue

sometido a 80 V, 400mA por 30 minutos (78,79).

Los controles positivos para los genes codifantes de BLEE tenian un determinado
peso cada uno por ejemplo para el gen CTX-M (556 bp), SHV (885bp) y TEM

(1250bp).

3.9.Analisis de resultados

El analisis de datos se realizd utilizando estadistica descriptiva (tablas de
frecuencias: absoluta, relativa), segiin lugar, tipo de produccion, tipo de bacteria,

(E. coli o Klebsiella spp.), tipo de resistencias de los hospederos.

3.10. Consideraciones éticas
El protocolo del proyecto madre fue sometido a evaluaciéon y aprobacion por el
Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, se
aprobd mediante la constancia 591-49-222 CIEL Asi mismo el protocolo del

presente proyecto se aprob6é mediante la constancia 050-12-22 CEIA.

36



Cuadro 1: Operacionalizacion de variables

Definicion

Definicion operacional
conceptual

Valores posibles

Criterios de medicion Fuente

Identificacion realizada en el

Presencia o ausencia mediante

Género de bacteria . E. coli Categorica dicotomica L
laboratorio pruebas bioquimicas
, . Identificacion realizada en el .o T Presencia o ausencia mediante
Género de bacteria . . Categorica dicotomica Lo
laboratorio Klebsiella spp. pruebas bioquimicas

Resistencia ., .
L Confirmacion realizada en
fenotipica a .
} laboratorio
quinolonas
Resistencia ., .
L Confirmacion realizada en
fenotipica a .
laboratorio
carbapenemasas

presenta mecanismo de
resistencia
no presenta mecanismo de
resistencia

presenta carbapenemasas
no presenta carbapenemasas
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Mediante los resultados de la

Categorica dicotomica T, .
£ prueba de difusion en disco

Mediante los resultados de la

Categorica dicotomica s .
£ prueba de difusion en disco



Resistencia
fenotipica a colistina

Resistencia
fenotipica BLEE

Genes de resistencia
para quinolonas

Genes de resistencia
para carbapenemasas

Genes de resistencia
para colistina

Confirmacion realizada en
laboratorio

Confirmacion realizada en
laboratorio

Genes de resistencia de E.
coli o Klebsiella spp.

Genes de resistencia de E.
coli o Klebsiella spp.

Genes de resistencia de E.
coli o Klebsiella spp.

Resistente
Sensible

Resistente
Sensible

Presencia
Ausencia

Presencia
Ausencia

Presencia
Ausencia
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Categorica dicotomica

Categorica dicotomica

Categorica dicotomica

Categorica dicotomica

Categorica dicotomica

Mediante los resultados de
crecimiento en la prueba de Spot
on

Mediante la prueba de doble
disco

Amplificacion del gen gnrS
mediante PCR convencional

Amplificacion de genes
compatibles con VIM, IMP,
KPC, NDM y OXA-48 mediante
PCR convencional

Amplificacion del gen mcr-1
mediante PCR convencional



Genes de resistencia
para BLEE

Zona de muestreo

Fuente de muestras

Genes de resistencia de E.
coli o Klebsiella spp.

Provincia

Origen de la muestra

Presencia
Ausencia

Huaura
Lima

Perro
Cerdos
Vacas
Agua

Categorica
dicotémica

Categorica
dicotomica

Categorica
polidicotémica

Amplificacion de los genes CTX-
M, TEM, SHV mediante PCR
convencional

Segun las granjas en donde se
encontraban cepas de humanos
con resistencia a BLEE y a otro
mecanismo de resistencia
(colistina, carbapenémicos,
quinolonas)

Caracteristicas segun el animal y
tipo de agua. En el caso de las
vacas se tomaron las muestras de
agua de los bebederos, mientras
que en las granjas de cerdos se
recolecto del drenaje de cada
corral.
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IV.  RESULTADOS

En la Tabla 1 se puede observar la distribucion de la cantidad total de muestras
(animales y agua) colectadas segiin hospedero y granja.

Tabla 1: Distribucion de las muestras colectadas segiin hospedero y granja

Animales de

Zonas Granjas . Perros Agua
produccion
Huaura 14 153 (vacas) 18 15
Lima 25 261 (cerdos) 30 25
Total 39 414 48 40
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En la Tabla 2 se puede observar el numero de hospederos y cepas por granjas y la

identificacion de cada una de estas en las granjas de vacas en la zona de Huaura.

Se puede apreciar que fueron solo 12 las granjas seleccionadas, todas tuvieron

muestras de vacas, solo 7 tuvieron muestras de perros y 8 muestras de agua.

También se puede ver que las granjas 4 y 5 tienen cepas de vacas con doble
identificacion. Asi mismo se aprecia la elevada frecuencia de E. coli frente a
Klebsiella spp. en la mayoria de las muestras. Asi mismo se identificd 6 cepas de 3
vacas, 2 por cada una, las cuales crecieron en agar MacConkey con cefotaxima y

ciprofloxacina, pero con identificaciones diferentes (E. coli o Klebsiella spp.)

Finalmente, la cantidad de muestras de vacas fueron 45, en el caso de los perros 9
y por ultimo 8 fueron las muestras de agua. También se observa que las granjas que

tuvieron mayor cantidad de cepas fueron la 5,9 y 10.

Tabla 2: Listado de las granjas de vaca con sus respectivas cepas de hospederos y
fuente

n E.coli Klebsiella Klebsiella
Granja Hospederos hospedero pneumoniae spp. Total

[ep)

Huacho = Huaura 1 Vacas 3 0
n granjas=12 Perros
Agua

2 Vacas
Perros
Agua

3 Vacas
Perros
Agua

4 Vacas
Perros
Agua

5 Vacas
Perros
Agua

or U|lkr o hlOoO Nl N ®W|O R
oN U|lkr 0o w|lo o wlo N w|lo R, o
o onNv|o o pr|lOooo|o oo|lo o
© o o|lr o o|lo o r|r 00c|lo oo
o N N[N o N|loo MR N WO R
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6 Vacas
Perros
Agua

7 Vacas
Perros
Agua

8 Vacas
Perros
Agua

9 Vacas
Perros
Agua

10 Vacas
Perros
Agua

11 Vacas
Perros
Agua

13 Vacas
Perros
Agua

R O Wl O WlrNO|IOFkr Ok OWlkL,r P Wk, P W
B O WlWw O WINdN M OO|IONOINOWIOR,R WIRL L &

B O WlWw O WIN M OO N NINMODPMEL P WIEFE P~ DM

N|J©O ©O O|]©O ©O O|©O O 0|00 0O 0o OOl OO|O OO
OO O O|©O O OO O 0|00 P OO Rr|OO Oo|lo oo

Total 62

~N
[¢)]

0o
~N

En la Tabla 3 se puede observar el nimero de hospederos y cepas por granjas y la
identificacion de cada una de estas, en el primer muestreo de las granjas de cerdos

en la zona Lima.

Las granjas seleccionadas de este primer muestreo fueron 12, todas tuvieron
muestras de cerdos, 3 tuvieron muestras de perros y 2 muestras de agua, también
se aprecia el predominio de E. coli frente a Klebsiella spp. en casi mas del 95% de
las muestras. Asi mismo se aprecié dos cepas de un cerdo que creci6 en agar
MacConkey con cefotaxima y ciprofloxacina, pero tuvieron identificaciones

diferentes siendo una de ellas E. coli y la otra Klebsiella spp.
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Tabla 3: Listado de las granjas de cerdos con sus respectivas cepas de hospederos

y fuente del 1° muestreo.

San Bartolo- Lima

Granja Hospederos hospedero

n

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
spp.

Total

n granjas=12

1

Cerdos
Perros
Agua

8

0

0

©

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

10

Cerdos
Perros
Agua

11

Cerdos
Perros
Agua

12

Cerdos
Perros
Agua

13

Cerdos
Perros
Agua

O O Ol 0O Uk kP WO O UlWo O Uk P N|JlOO OO|O P N|OO WOO »r|lO O MO O

O O N|O O Uk, kP WO O O0O|© ON|kP, P OO0 OO, WO O Wl OO O Mo O ©

O O N|O O Uk, P WO O O|OONINP O|IOOO|IO P, WO O MO OR|OO MO O

Total

60
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En la Tabla 4 se puede observar el nimero de hospederos y cepas por granjas y la

identificacion de cada una de estas, en el segundo muestreo de las granjas de cerdos

en la zona de Lima.

Las granjas seleccionadas de este primer muestreo fueron 10, solo 8 tuvieron

muestras de cerdos, 2 muestras de perros y 1 muestra de agua, también se aprecia

el predominio de E. coli frente a Klebsiella spp. en casi mas del 95% de las

muestras.

Tabla 4: Listado de las granjas de cerdos con sus respectivas cepas de hospederos

y fuente del 2° muestreo.

San Bartolo- Lima

n

Granja Hospederos hospedero

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
spp.

Total

n granjas=10 1

Cerdos
Perros
Agua

4

o

(o))

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

Cerdos
Perros
Agua

O O MNlPpr OO|lOO OO O N|O P OO|JO O MlO O
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8 Cerdos
Perros
Agua

10 Cerdos
Perros
Agua

11 Cerdos
Perros
Agua

O » UO1|O O r|O O O
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Total 40

[é)]
N

En la Tabla 5 se puede observar que fueron dos zonas las muestreadas siendo
Huaura la zona de produccion de vacas lecheras y Lima de produccion cerdos. Se

obtuvieron 87 aislados de las granjas de vacas y 124 de las granjas de cerdos.

De todos los 60 aislados de vacas el 85% (51/60) fueron E.coli y el 15% (9/60)
Klebsiella spp., en el caso de los 112 aislados de cerdos se vio un predominio E.coli
con 96.4% (108/112) y 4.03% (4/112) fueron Klebsiella spp., también se observo
que en las granjas de vacas las cepas aisladas de agua tuvieron un 76.92% de
frecuencia de E.coli y 23.07% a Klebsiella spp. En el caso de las granjas de cerdos
80% de cepas aisladas de agua tuvieron 80% de E.coli 'y 20% a Klebsiella spp.. Por
ultimo, en el caso de los aislados de perros de granjas de vacas, el 100% (14/14) fue
E. coli, mientras que, en las granjas de cerdos, 80% (4/5) fueron E. coli y 20% (1/5)

Klebsiella spp.

45

ol
N




Tabla 5. Numero de cepas aisladas segun especie bacteriana.

Lugar Hospedero n hospederos E.coli Klebsiella spp. Total
N % N% N%
Huaura Vacas 45 51 (85) 9 (15) 60(100)
n granjas=12 Perros 9 14 (100) 0 14(100)
Agua 8 10 (76.92) 3(23.07) 13(100)
Total 62 75 12 87
Lima Cerdos 92 108 (96.4) 4 (3.57) 112(100)
n granjas=21 Perros 5 7 0 7(1700)
Agua 3 4 (80) 1 (20) 5(100)
Total 100 119 (95.96) 5 (4.03) 124 (100)

En la Tabla 6 se muestra el perfil de resistencia fenotipica obtenida segun fuente animal y

ambiental de las granjas de vacas para E.Coli.

Dentro del perfil de resistencia mas frecuente de las cepas totales de las granjas de vacas

encontramos principalmente dos tipos de perfiles, siendo la mayor resistencia la de

quinolonas con BLEE con un 26.7% (20/75) con respecto del total. De este porcentaje, los

provenientes de vacas fueron los mas representativos con 8 aislados de los 20.

El segundo tipo de perfil més frecuente fue colistina con BLEE con un 25.33% (19/75) del

total. De estos aislados, los provenientes de vacas fueron los mas numerosos con 13 aislados

de 19.
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Otra combinacion frecuente fue la de resistencia a quinolonas, colistina y BLEE con 17.33%

(13/75) del total de aislados. De estos aislados 8 provienen de vacas y 5 de agua.

Finalmente se tuvo 1 cepa con cuatro resistencias proveniente de una vaca.

Tabla 6: Perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana en Escherichia coli aisladas de fuentes animal

y ambiental de granjas de vacas.

Escherichia coli

Aislados de Aislados de Aislados de Total de
Perfil fenotipico de resistencia mas frecuente perros vacas agua aislados
n (%) n (%) n (%) n (%)
Quinolonas 1 (6.67) 7 (14.00) - 8 (10.67)
Colistina - 2 (4.00) - 2 (2.67)
quinolonas + BLEE 9 (60.00) 8 (16.00) 3 (30.00) 20 (26.67)
quinolonas + colistina - 2 (4.00) - 2 (2.67)
colistina + BLEE 4 (26.67) 13 (26.00) 2 (20.00) 19 (25.33)
carbapenemasast+ BLEE 1 (6.67) 8 (16.00) - 9 (12.00)
quinolonas + colistina + BLEE - 8 (16.00) 5(50.00) 13 (17.33)
carbapenemasas + colistina + BLEE - 1 (2.00) - 1(1.33)
quinolonas + carbapenemasas + colistina +BLEE - 1(2.00) - 1(1.33)
Total 15 (100.00) 50 (100.00) 10 (100.00) 75 (100.00)
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En la Tabla 7 se muestra el perfil de resistencia fenotipica obtenida seglin fuente

animal y ambiental de las granjas de vacas para Klebsiella spp.

El perfil de resistencia mas frecuente fue de quinolonas con BLEE con 40% (2/5)
del total de aislados. De estos 2 son de vacas. Del mismo modo se observa que las
dobles y triples resistencias de colistina tuvieron una frecuencia del 20% (1/5). Otro
perfil predominante fue el de quinolonas, colistina y BLEE con un 20% (1/5), el

cual correspondia a un aislado de agua.

Tabla 7: Perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana en Klebsiella spp. aisladas de fuentes animal

y ambiental de granjas de vacas.

Klebsiella spp.
Aislados de Aislados de Total de
Perfil fenotipico de resistencia mas frecuente vacas agua aislados
n (%) n (%) n (%)

quinolonas+ BLEE 2 (66.67) - 2 (40.00)

colistina + BLEE - 1 (50.00) 1 (20.00)

quinolonas + colistina+ BLEE 1(33.33) - 1 (20.00)

quinolonas+ carbapenemasas + colistina+ BLEE - 1 (50.00) 1 (20.00)
Total 3 (100.00) 2 (100.00) 5 (100.00)
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En la Tabla 8 se muestra el perfil de resistencia fenotipica obtenida segliin fuente

animal y ambiental de las granjas de cerdos para Echerichia coli.

El perfil de resistencia mas frecuente fue quinolonas con BLEE con 64.71%

(77/119) del total de aislados. De estos 69 aislados corresponde a cerdos, 6 aislados

a perros y 2 aislados a efluentes. El segundo perfil fenotipico de resistencia mas

frecuente fue colistina con BLEE con 13.45% (16/119) del total de aislados. De los

cuales todos correspondieron a cerdos. Finalmente, del perfil fenotipico de

resistencia a tres antibioticos simultaneamente se obtuvieron un total de 18 aislados.

Siendo el mas representativo la combinacion de quinolonas, colistina y BLEE con

14 aislados.

Tabla 8: Perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana en Escherichia coli aisladas de fuentes animal

y ambiental de granjas de cerdos

Escherichia coli

Aislados de Aislados de Aislados de Total de
Perfil fenotipico de resistencia mas frecuente perros cerdos agua aislados
n (%) n (%) n (%) n (%)
quinolonas - 2 (1.85) - 2 (1.68)
quinolonas + BLEE 6 (85.71) 69 (63.89) 2 (50.00) 77 (64.71)
quinolonas + colistina - 3(2.78) - 3(2.52)
quinolonas + colistina + BLEE 1 (14.29) 11 (10.19) 2 (50.00) 14 (11.76)
quinolonas + carbapenemasas+ BLEE - 3(2.78) - 3(2.52)
quinolonas + carbapenemasas+ colistina - 1(0.93) - 1(0.84)
quinolonas + carbapenemasas + colistina+ BLEE - 2 (1.85) - 2 (1.68)
colistina + BLEE - 16 (14.81) - 16 (13.45)
Carbapenemasas - 1(0.93) - 1(0.84)
Total 7 (100.00) 108 (100.00) 4 (100.00) 119 (100.00)
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En la Tabla 9 se muestra el perfil de resistencia fenotipica obtenida segiin fuente
animal y ambiental de las granjas de porcinos para Klebsiella spp.

En lo que respecta al género Klebsiella spp, se tuvo un predominio de la doble
resistencia de quinolonas con BLEE en dos aislados de cerdo. Por otra parte, se

observoé un aislado con doble resistencia de tipo colistina con betalactdmicos en un

aislado de cerdo. (Tabla 9).

Tabla 9: Perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana en Klebsiella spp.
aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas de cerdos.

Klebsiella spp.
Aislados de Total de
Perfil fenotipico de resistencia mas frecuente cerdos aislados
n (%) n (%)
quinolonas 1 (25.00) 1 (25.00)
quinolona + BLEE 2 (50.00) 2 (50.00)
colistina + BLEE 1 (25.00) 1 (25.00)
Total 4 (100.00) 4 (100.00)
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Resultados de las pruebas moleculares (PCR)

Culminada la parte fenotipica fueron seleccionadas las cepas con positividad al
mecanismo de resistencia BLEE y otro mecanismo de resistencia como: colistina,
quinolonas o carbapenemasas, para con ello lograr detectar los principales genes
asociados a dichos mecanismo de resistencia fenotipico de las cepas aisladas. A
partir de lo mencionado anteriormente se seleccionaron 60 cepas de vacas, 14 de
perros y 13 cepas de efluentes, por otro lado, para el caso de granjas porcinas, se

seleccionaron 112 cepas de cerdos, 7 de perros y 5 de efluentes (Cuadro 2).

Cuadro 2: Cantidad de aislamientos de hospederos seleccionados para el

procesamiento molecular

Zonas Especie Animales de Perros Agua

P produccién (efluentes)
Huaura Vacas 60 14 13
Lima Cerdos 112 7 5
Total 172 21 18
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En la Tabla 10 se aprecia la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en E. coli aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas
de vacas, se puede observar que de las 47 cepas aisladas con identificacion de E. coli de las granjas bovinas, se observé que el gen gnrS, fue
el mas frecuentemente detectado con 23.40% (11/47), dividiéndose en seis los aislados de vacas, tres de perros y dos de efluentes. También
se logro6 observar que el gen blaCTX-M tuvo una frecuencia de 14.9% (7/47) teniendo una distribucién entre los aislados de vacas, perros y
efluentes. Los de doble resistencia tuvieron frecuencia alta: entro los que destacan la distribucion de blaCTX-M + gnrS 14.89% (7/47) y
blaCTX-M + blaTEM + gnrS (1277%) (6/47), observados principalmente en cepas de vacas y agua.

Tabla 10. Frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en E. coli aisladas de fuentes
animal y ambiental de granjas de vacas.

Escherichia coli

Grupo de Aislados Aislados de  Aislados de Total de
antibidtico de la de .
Perfil genético de resistencia resistencia perros Va?)as ag';,‘a alslz:)dos
mas frecuente encontrada n(%) n(%) n(%) n (%)
qnrS Quinolona 3(30.00) 6 (20.69) 2 (25.00) 11 (23.40)
blaTEM Betalactamico 2(20.00) 4 (13.79) - 6 (12.77)
blaCTXM Betalactamico 2(20.00) 3(10.34) 2 (25.00) 7 (14.89)
Betalactamico+
blaCTXM+qnrS Quinolona 2(20.00)  3(10.34) 2 (25.00) 7 (14.89)
blaCTXM+blaTEM Betalactamicos - 4(13.79) - 4(8.51)
Betalactamico+
blaTEM+qgnrS Quinolona 1(10.00)  2(6.90) ) 3(6.38)
blaCTXM+SHV Betalactamicos - 1(3.45) - 1(2.13)
Betalactamico+
blaCTXM+blaTEM-+qnrS Quinolona - >(17.24) 112500 6(12.77)
blaCTXM+blaSHV+blaTEM Betalactamicos - 1(3.45) 1 (12.50) 2 (4.26)
Total 10 (100) 29 (100) 8 (100) 47 (100)
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En la Tabla 11 se muestra la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en
Klebsiella spp. aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas de vacas, se
puede apreciar que del total de 2 aislados de vacas con identificacion de Klebsiella
spp., uno de ellos tuvo una doble resistencia de los genes blaTEM+ gnrS'y el otro
aislado tuvo una triple combinacion de resistencias de los genes BLEE: blaCTX-M
+ blaSHV, mientras que del unico aislado de agua se encontr6 una combinacion de

resistencia dos los genes blaCTX-M + blaTEM+ blaSHV.

Tabla 11. Frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en Klebsiella spp. aisladas de
fuentes animal y ambiental de granjas de vacas.

Klebsiella spp.
Grupo de Aislados d

antibiético de la lsvzcg: ®  Aislados de agua Total de aislados
Perfil genético de resistencia res1stet:nc(1ia n(%) n(%) n (%)
mis frecuente encontrada

Betalactamico+
blaTEM+ gnrS Quinolona 1(50.00) - 1(33.33)
blaCTX-M + blaSHV Betalactamicos . 1 (100.00) 1 (33.33)
blaCTX-M + blaTEM+ blaSHy, ~ Betalactamicos 1 (50.00) - 1 (33.33)
Total 2 (100.00) 1 (100.00) 3 (100.00)
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En la Tabla 12 se muestra la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en E. coli aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas
de cerdos, de un total de 94 cepas aisladas de E. coli, se puede observar la frecuencia del gen blaCTX-M en los aislados de cerdos con 66.27%
(55/83), por el contrario, la frecuencia en perros y agua fue minima con 3% (3/7) y 2% (2/4) respectivamente. Asi mismo del total de aislados
de fuentes (vaca, perro y agua) la frecuencia del blaCTX-M fue 63.16% (60/95).

El porcentaje de dos genes fue un 21.05% (20/95) del total de aislados, destacando la combinacion blaCTX-M + blaTEM, las cuales se
identificaron en aislamientos de cerdos, perros y efluentes. Asimismo, se observo en una frecuencia menor los perfiles de tres resistencias

blaCTX-M + blaTEM + gnrS con un 4.21% (4/95) del total de aislados, detectado en cerdos y agua.

Tabla 12. Frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en E. coli aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas de cerdos.

Escherichia coli

Grupo de . .
antibidtico de la Alsl::lr(:)ssde Alscl;(:;:)ssde Aislados de agua Total de aislados
Perfil genético de resistencia mas resistencia p o o n(%) n (%)
n(%) n(%)
frecuente encontrada
blaCTX-M Betalactamico 3 (42.86) 55 (66.27) 2 (50.00) 60 (63.83)
gnrS Quinolona 1 (14.29) 5(6.02) - 6 (6.38)
blaTEM Betalactamico - 4 (4.82) - 4 (4.26)
blaCTX-M + blaTEM, Betalactamicos 3 (42.86) 8(9.64) 1 (25.00) 12 (12.77)
Betalactamico+
blaCTX-M +qnrS Quinolona ) 8(9.64) i 8(8.50)
Betalactamico+
blaCTX-M + blaTEM + qnrS Quinolona - 33.61) - 3(3.19)
blaCTX-M + blaTEM +blaSHV Betalactamicos - - 1 (25.00) 1(1.06)
Total 7 (100.00) 83 (100.00) 4 (100.00) 94 (100.00)
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En la Tabla 13 se muestra la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en
Klebsiella spp. aisladas de fuentes animal y ambiental de granjas de cerdos, se
aprecia el predominio de los genes BLEE, teniendo un asilado de cerdos para el gen
blaCTXMy el blaTEM respectivamente. Asimismo, se observa un aislado de cerdos

con triple resistencia de los genes blaCTX-M + blaSHV + blaTEM.

Tabla 13. Frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en Klebsiella spp. aisladas de
fuentes animal y ambiental de granjas de cerdos

Klebsiella spp.
Grupo de .
antibiotico de la Alscl;(:;:)ssde Total de aislados

Perfil genético de resistencia n(%) n (%)
resistencia mas frecuente encontrada ’

blaCTXM Betalactamico 1(33.33) 1(33.33)
blaTEM Betalactamico 1(33.33) 1(33.33)
blaCTXM+blaSHV+blaTEM Betalactamicos 1(33.33) 1(33.33)
Total 3 (100.00) 3 (100.00)
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V. DISCUSION

En los ultimos afios, la RAM se ha convertido en uno de los desafios méas complejo
y urgentes para la salud publica. Ello se debe principalmente al incremento del
numero de géneros bacterianos resistentes, la diversidad de mecanismos de
resistencia y los reservorios tanto bioldgicos como ambientales afectados. Debido
a ello se ve necesario que las investigaciones tengan un enfoque de Una Salud, para
de este modo poder lograr un monitoreo adecuado de la RAM en animales, humanos
y ambiente (3,80,81) . Debido a ello el presente estudio se dio a partir de un enfoque
Una salud y se evaluaron granjas de vacas y cerdos, asi como las muestras de perros

y agua de cada granja muestreada.

Dentro de los aislados totales de vacas se encontrd una frecuencia de E. col/i BLEE
del 78% (39/50). Resultados similares fueron los encontrados en Ecuador y
Argentina, con prevalencias del 51% al 85.8% (51,82). Ello podria deberse al uso
indiscriminado e inadecuado de antibioticos, malas practicas de manejo, deficiente
higiene en el ordefio, etc. (54,56,83,84). Cominmente se recomienda el uso de un
método genotipico para la deteccion de resistencia por su especificidad y
sensibilidad en comparacién con los métodos fenotipicos, sin embargo, el uso
complementario de ambos brinda una vision méas completa y confiable de los
perfiles de resistencia (85,86). Tomando ello en cuenta se realizo la evaluacion
genotipica mediante PCR de todas las resistencias fenotipicas encontradas

previamente (BLEE, quinolonas, carbapenemasas y colistina).
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Es asi como se observod a nivel genotipico que de todos los aislados E. coli BLEE
de vacas hubo una mayor frecuencia del gen blaCTX-M con 58.7% (17/29), seguido
el blaTEM con 55.2% (16/29) y finalmente el gen bla SHV con 6.89% (2/29). Dato
similar fue observado en un estudio en vacas en china en donde la frecuencia del
blaCTX-M fue 71.8% (28/39), seguido el blaTEM con 74.4% (29/39) y finalmente
el gen bla SHV con 2.6% (1/39), también se encontro la frecuencia de los genes
blaCTX-M y blaTEM con 51.28% (20/39) (87), mientras que en el presente estudio
se observd una frecuencia del 13.79% (4/29) de esa frecuencia de dobles genes. A
nivel mundial son diferentes los estudios, que han reportado la prevalencia de la
resistencia de enterobacterias a BLEE, siendo los genes blaCTX-M, blaTEM y
blaSHYV, los mas frecuentes detectados , ello podria atribuirse a que residen en
plasmidos, lo que facilita la transferencia horizontal a otras bacterias (2,3,88). La
circulacion de este tipo de genes en diferentes tipos de poblaciones animales
requiere un enfoque integrado de Una Salud para lograr comprender, predecir y

prevenir mejor su diseminacion.(61)

Dentro de los aislados E.coli productoras de BLEE de perros pertenecientes a
granjas de vacas se pudo observar la frecuencia del gen b/laCTX-M y su unién con
el gen blaTEM del 42.9% (3/7) en ambos casos. Datos similares fueron reportados
en un estudio realizado en Brasil en perros y sus duefios, en donde se observo el
predominio de la resistencia a blaCTX-M 33.3% (4/12), seguido del blaTEM con
25% (3/12) y atin mas preocupante la elevada frecuencia de la doble resistencia
blaCTX-M + blaTEM con 33.3% (4/12) y la triple resistencia blaCTX-M+ blaTEM

+ blaSHV con 8.3% (1/12). Ello confirma la circulacion de genes BLEE en los
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animales de produccion y domésticos de la granja asi como también en viviendas,

hecho preocupante para la salud publica. (61,89)

En el caso de todos los aislados E.coli BLEE de agua, se observo el predominio el
gen blaCTX-M con 50% (2/4) y frecuencia de doble resistencia con blaTEM y de
triple resistencia con blaTEM y blaSHV siendo del 25% (1/4) en ambos casos
respectivamente. En un estudio realizado en Indonesia se observo el predomino del
gen blaTEM con 77.2% (17/22), del gen blaCTX-M con 4.5% (1/22) y de la doble
resistencia del blaCTX-M + blaTEM y blaTEM +blaSHV siendo ambas del 9%
(2/22). Las frecuencias observadas muestran que el agua de granjas constituye un
reservorio critico de genes de resistencia a los antibioticos, en particular blaTEM,
ello puede deberse a la deficiente gestion de las aguas residuales y medidas de
bioseguridad. La circulacion de este tipo de genes en diferentes tipos de poblaciones
animales y ambientales requiere un enfoque integrado de Una Salud para lograr

comprender, predecir y prevenir mejor su diseminacion.(61,90)

En el caso de las cepas aisladas de cerdos, se detect6 una frecuencia de E. coli BLEE
del 93.5% (101/108) , a diferencia de este resultado en un estudio realizado en china
se observo una prevalencia del 43.23%(198/458)(92,93). Estos resultados podrian
relacionarse al uso en tratamiento de infecciones respiratorias, reproductivas o
gastrointestinales que suelen cursar dichas especies en sus diferentes etapas de

crecimiento o por su uso como aditivos (93)
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A nivel molecular en los aislados de cerdos, se pudo observar la frecuencia de genes
BLEE, destacando el gen blaCTX-M con 89.2% (74/83) a diferencia del blaTEM
con 13.3% (11/83). Ello también fue reportado en el estudio realizado por Marrero-
Moreno et. al. (2017), en €l se observo una alta frecuencia del gen blaCTX-M del
88.2% (15/17) y blaTEM 29.41% (5/17). (94). Otro estudio en Ladvia reporto una
prevalencia diferente de los genes BLEE siento el de mayor frecuencia el blaTEM
con 94%, seguido del blaCTX-M con 86% y finalmente el blaSHV con 48%. (95).
Otro estudio en Corea del Sur evalu6 la prevalencia de los tipos de BLEE/AmpC
en las diferentes etapas de la produccion porcina y reporto que el gen mas frecuente
encontrado en las diversas etapas de produccion fue blaCTX-M (96). La
propagacion mediada por plasmidos epidémicos podria explicar la distribucion

coordinada de TEM y CTX-M en poblaciones porcinas. (97).

Un panorama similar fue el observado en los aislados de perros y agua de granjas
de cerdos, en los cuales también se observo el predominio de la resistencia mediada
por genes BLEE (blaCTX-M, blaTEM y las combinaciones de estos), lo que podria
confirmar la circulacion de genes BLEE en los animales de produccion y

domésticos (61).

Para el género Klebsiella spp., entre las resistencias observadas de los aislados de
vacas y cerdos, se observo el predominio de los genes blaCTX-M, blaTEM y
blaSHV, asi como la resistencia a quinolonas, evidenciado asi la circulacion activa

de genes involucrados en la produccion de enzimas betalactamasas de espectro
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extendido, hecho preocupante, dada la relevancia clinica del blaCTX-M en

infecciones humanas.

Asi mismo, la deteccion de genes BLEE y gnrS, encontrada en el presente estudio
enfatiza la necesidad de establecer medidas integrales del control de uso de
antimicrobiano, vigilancia genémica y manejo medioambiental en los sistemas de

produccion de pequefias y mediana escala con un enfoque una salud.(98)

Es relevante mencionar que ninguno de los aislados del presente estudio fue
positivo a genes que confieren resistencia a los carbapenémicos: blaKPC, blaVIM,
blaIMP, NDM y blaOXA-48, ni para el gen mcr-1 de resistencia a colistina, lo cual
es un hallazgo positivo dentro de todo el panorama observado, ya que sugeriria el

cumplimiento de la normativa establecida por parte de los ganaderos. (99)

Finalmente, los hallazgos del presente estudio evidencian la presencia de
enterobacterias resistentes con potencial diseminador de genes de resistencia en
granjas de vacas y cerdos, representando ello un riesgo para la salud publica. Esta
amenaza puede manifestarse tanto en las personas que trabajan directamente en
estos sistemas productivos como a través del consumo de productos derivados de

estas explotaciones.
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Si bien los resultados encontrados nos brindan un panorama de las granjas
muestreadas, es necesario mencionar que el estudio tuvo diferentes limitantes entre
estas estarian el hecho de haber sido un estudio no aleatorio ya que se tomo de
referencia los resultados de las resistencias de las cepas humanas del proyecto
principal, asi mismo hubiera sido ideal que se dé un estudio por conglomerados
pero ello implicaba mayor nimero de muestras por granja y estas solo contaban
entre 10 a 15 animales de produccion como maximo, asi mismo implicaba mas
etapas de seleccidn, asi como mayor cantidad de personal y presupuesto adicional,
debido a ello se priorizé un disefio mas simple lo que permitié generar evidencia
incial del contexto local para futuras investigaciones.

Otro punto importante de mencionar es el muestreo en perros, el cual presento
varias dificultades ya que algunas granjas no contaban con perros, eran agresivos o
no se encontraban en la granja en ese momento.

En lo que respecta a las resistencias de las cepas, si bien a nivel fenotipico fueron
varios los mecanismos de resistencia encontrados no todos pudieron ser
corroborados genotipicamente, esto puede deberse porque la estandarizacion solo
se enfoco en los genes de resistencia mas reportados y relevantes segln literatura
como los bla TEM, blaCTX-M, gnrS, mcr-1, etc. En este caso también nuestras
limitantes fueron los recursos, tiempo y personal debido a ello no se pudo abarcar
otros mecanismos. A pesar de ello, priorizamos lo mas importante desde el punto
de vista clinico y epidemioldgico, y creemos que el trabajo sirve como base para
futuras investigaciones.

Como punto final nuestro estudio de investigacion priorizo la deteccion de

mecanismos de resistencia a betalactdmicos, carbapenémicos, colistina y
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quinolonas debido a su relevancia clinica y epidemiologica. Estas familias de
antibidticos son ampliamente usadas tanto en medicina humana como veterinaria y
representan una preocupacion global por la diseminacion de resistencia criticas
como las betalactamasas de espectro extendido, carbapenemasas o los
determinantes plasmidicos de resistencia a colistina. Por esta razon nos centramos
en estos grupos, ya que tienen mayor impacto en la salud publica.

Sin embargo, es importante promover futuras investigaciones que incluyan otras
familias de antibidticos, como aminoglucoésidos, tetraciclinas, macroélidos, etc., que
también tienen un papel importante en clinica y produccion animal. Ello permitira
tener una vision mas amplia del resistoma local y comprender mejor las dinamicas

de diseminacion de genes de resistencia en distintos nichos ecoldgicos.
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VI. CONCLUSIONES

Se comprob6 que la especie E. coli tuvo una frecuencia del 91.9% del total
de cepas aisladas, frente a 8.06% de cepas identificadas con el género
Klebsiella spp.. siendo mas el nimero de aislados de cerdos que de vacas
lecheras.

En gran frecuencia a nivel fenotipico en granjas porcinas y bovinas
predominé el mecanismo de resistencia BLEE y las combinaciones con
quinolonas, siendo los aislados de cerdos y vacas los de mayor cantidad a
diferencia de sus perros y agua.

Si bien a nivel fenotipico se encontraron resistencias a betalactamicos,
quinolonas, colistina y carbapenémicos a nivel genotipico solo predomino
la resistencia a betalactamasas de espectro extendido, ello podria deberse a
que solo se enfoco la estandarizacion en los genes de mayor importancia en
la salud publica.

A nivel genotipico los genes BLEE mas frecuentemente detectados fueron
blaCTX-M, blaTEM y blaSHV en los aislados de las granjas de vacas y
cerdos.

De los islados con identificacion Klebsiella spp., los genes de resistencia
mas frecuente fueron blaCTX-M'y blaSHV

En ninguno de los aislados de las granjas de vacas ni cerdos se identific
genes asociados a resistencia a carbapenémicos como blaKPC, blaVIM,
blaNDM, blaIMP, blaODXA48. Asimismo, no se detectd ninguna resistencia

del gen mcr-1, relacionado con resistencia a colistina.
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e Se evidencid que los genes circulantes de mayor frecuencia fueron los de

resistencia a betalactamasas: blaCTX-M, blaTEM 'y blaSHV .
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estandarizacion de los otros genes relacionados a las resistencias
encontradas.

Realizar secuenciamiento de los aislados que muestren 2 o mas resistencias
comprobadas genotipicamente.

Realizar la identificacion de mecanismo de resistencia de otras familias de
antibidticos importantes para la salud publica.

Disefiar encuestas detalladas a los encargados de granjas para poder
determinar los principales factores de riesgo de la presencia de cepas
resistentes.

Promover el uso racional de antimicrobianos mediante charlas de
concientizacion con los ganaderos de las zonas sobre buenas practicas de
manejo, asi mismo de la correcta bioseguridad, higiene, manejo de residuos
y calidad del agua en granjas de pequeiia y mediana escala.

Disefiar programas del uso adecuado de antimicrobianos, con la
capacitacion continua a profesionales de salud: médicos humanos,
veterinarios, zootecnistas y las personas encargadas de granjas (ganaderos,
trabajadores).

Concientizar al pequefio productor del rol del médico veterinario en todo

tipo de producciones.
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IX. ANEXO

Anexo 1: Concentracion de los antibioticos usados por separado en el agar

MacConkey.
. . Antibiético por litro de .
Resistencia Agar Mac Conkey Referencia
Betalactamicos Cefotaxima 4 mg/L Benavides et al. 2021; CLSI 2018
(B- lactamicos)
Carbapenémicos Imipenem 4ug/ml Benavides et al. 2021; CLSI 2018
Quinolona Ciprofloxacina Benavides et al. 2021
0.05mg/L '
Colistina Colistina 2mg/L. Chandler et al. 2020

Anexo 2: Relacion de muestras totales obtenidas del muestreo en Huaura y Lima

n animal produccién Perros Agua

Vacas 153 18 15
Cerdos 261 30 25
Total 414 48 40
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Anexo 3 : Protocolos de los Master Mix empleados para los antibidticos de interés.

1) Genes carbapenémicos VIM, IMP, KPC, NDM, OXA-48

CARBAPENEMICOS

MASTER MIX
PARA VIM, IMP,
NDM, KPC,
INSUMOS PARA EL 0XA-49
MASTER MIX N° de reacciones x
1
[lincial [Ifinal
Agua grado molecular 4.5
8Buffer 10 x 1 1
MgCI12 >0 2 0.4
g mM !
. 10
dNTP mix oM 0.2 0.2
Primer VIM- F 10uM 0.2 0.2
Primer VIM-R 10uM 0.2 0.2
Primer IMP-F 10uM 04 0.4
Primer IMP-R 10uM 0.4 0.4
Primer KPC-F 10uM 04 0.4
Primer KPC-R 10uM 04 0.4
Primer NDM-F 10uM 0.2 0.2
Primer NDM-R 10uM 0.2 0.2
Primer OXA48-F 10uM 0.2 0.2
Primer OXA48-R 10uM 0.2 0.2
. 5
Taq polimerasa UL 0.4 0.1
SUBTOTAL 9
ADN templado (cepa a
estudiar) max 10% del 1

mix

TOTAL 10




2) Gen mcr-1

COLISTINA
MASTER MIX
PARA MCR-1
N° de reacciones
INSUMOS PARA EL X
MASTER MIX
volumen inicial
[linicial [Ifinal 1
Agua grado molecular 7
Buffer 10 x 1 1
MgCl12 50 mM 1.5 0.3
dNTP mix 10mM 0.2 0.2
Primer mer-1- F 10 uM 0.2 0.2
Primer mer-1-R 10 uM 0.2 0.2
Taq polimerasa 50Umul 0.5 0.1
Volumen mix 9
ADN templado (cepa a
estudiar) max 10% del 1
mix
Volumen final 10
3) Gen gnrS
CIPROFLOXACINA
MASTER MIX
PARA qnrs, qnra,
INSUMOS PARA EL —qub
MASTER MIX N° de reacciones x

[lincial  []final :

Agua grado molecular 6.2
Buffer 10 1 1
MgCl12 50 1.5 0.3
dNTP mix 10 0.2 0.2
Primer qnrA- F 10 0.2 0.2
Primer qnrA-R 10 0.2 0.2
Primer qnrB-F 10 0.2 0.2
Primer qnrB-R 10 0.2 0.2
Primer qnrS-F 10 0.2 0.2
Primer qnrS-R 10 0.2 0.2
Taq polimerasa 5 0.1
SUBTOTAL 9
ADN templado (cepa a

estudiar) max 10% del 1
mix

TOTAL 10




4) Gen BLEE (CTX-M)

BLEE-CTX-M
MASTER
MIX PARA
CTX-M
INSUMOS PARA EL N° de
MASTER MIX reacciones
X
1
[Jinicial [Ifinal
Agua grado molecular 7
Buffer 10 x 1 1
MgCI2 50 mM 1.5 0.3
dNTP mix 10 mM 0.2 0.2
Primer CTX-M- F 10 uM 0.2 0.2
Primer CTX-M- R 10 uM 0.2 0.2
Taq polimerasa 5 Ul 0.4 0.1
Volumen mix 9
ADN templado (cepa a
estudiar) max 10% del 1
mix
Volumen final 10
5) Gen BLEE (SHYV)
BLEE-SHV
MASTER MIX
PARA SHV
INSUMOS PARA ]
EL MASTER MIX N° de reacciones x
- X 1
[Jincial [Ifinal
Agua grado
7
molecular
Buffer 10x 1 1
MgCI12 50 mM 1.5 0.3
dNTP mix 10 mM 0.2 0.2
Primer SHV-F 10 uM 0.2 0.2
Primer SHV- R 10 uM 0.2 0.2
Taq polimerasa 5 UL 0.1
Volumen mix 9
ADN templado (cepa
a estudiar) max 10% 1
del mix

Volumen final 10




6) Gen BLEE (TEM)

TEM
MASTER
MIX PARA
TEM
INSUMOS PARA EL NC de
MASTER MIX .
reacciones x
. ) 1
[Jinicial [Ifinal
Agua grado molecular 7
Buffer 10 x 1 1
MgCI2 50 mM 1.5 0.3
dNTP mix 10 mM 0.2 0.2
Primer TEM- F 10 uM 0.2 0.2
Primer TEM- R 10 uM 0.2 0.2
Taq polimerasa 5 UL 0.4 0.1
Volumen mix 9
ADN templado (cepa a
estudiar) max 10% del 1

mix

Volumen final 10




Anexo 4: Relacion de primers usados en las pruebas de PCR.

Enteropatégeno Secuencias (5’ —3’) Resistencia Referencia Bibliografica
E. coli
F: GGY GTT TWT GTT CAT ACW TCK TTY GA
Carbapenemasas (100)
R: GGY ARC CAA ACCACT ASGTTATCT
K. pneumoniae F: ATG CGT GTATTAGCCTTATCG G
Carbapenemasas

R:TGAGCACTTCITTTG TGA TG

E. cloacae F: CGATGT GCA GTA CCAGTA A
B- lactamasas
R: TTA GTG ACC AGA ATC AGC GG (78,79)
E. coli
F: AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC
Carbapenemasas
R: GGC GTA GTG CTC AGT GTC
K. pneumoniae  F: AGT GGT GAG TAT CCG ACA G
Carbapenemasas
R: ATG AAA GTG CGT GGA GAC
F: GCA AGT TCA TTG AAC AGG GT ) (77)
Quinolonas

R: TCT AAA CCG TCG AGT TCG GCG

E.coli control de suceptibilidad Ninguna



F: ACA CAATACATATCAACTTCGC
R: AGT GTG TTT AGA ATG GTG ATC

K. pneumoniae
subsp. F: CACTCA AGG ATG TATTGT G

pneumoniae R: TTAGCG TTG CCAGTG CTCG

F: CGGACATCCATGTGATATGG
R: TTGCCTATGTACAGCTAATCC

F: CACTCAAGG ATG TATTGT G
R:TTAGCG TTGCCAGTG CTCG

F: ATT CTT GAA GAC GAA AGG GC
K. pneumoniae  R: ACG CTC AGT GGA ACG AAA AC

E.coli F: CGGTCAGTCCGTTTG TTC
R: CTT GGT CGG TCT GTA GGG

Carbapenemasas

B- lactamasas

Carbapenemasas

B- lactamasas

B- lactamasas

Colistina (76)



Anexo 5. Relacion de controles usados para las pruebas fenotipicas y moleculares.

Ccodigo

NCTC 13476
NCTC 13442
ATCC 13464
ATCC BAA- 2452

NCTC 13439

ATCC 25922
ATCC 700603

ATCC BAA- 1705

CDC AR- 0346

Gen

IMP

OXA-48
CTX-M-15 ESBL
NDM-1

VIM

qnrS
Susceptibilidad
OXA-2

KPC-2

SHV

TEM

mcr-1

Resistencia
Carbapenémicos
Carbapenémicos
B- lactamasas
Carbapenémicos
Carbapenémicos
Fluorquinolonas
Ninguna
Carbapenémicos
Carbapenémicos
B- lactamasas

B- lactamasas

Colistina

Marca
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®
Microbiologics ®

Microbiologics ®

Pais

EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.
EE.

uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu
uu



Anexo 6. Descripcion del flujograma del estudio principal y el presente estudio

Estudio madre contempld la
evaluacion de las granjas de
mediana y pequefia produccién de
cerdos, vacas, y aves de postura en
la zona de Huaura y Lima.

Solo se tomaron en cuenta 10
animales por granja en las
producciones de cerdos y vacas
y 25 animales en las granjas de
aves .

Los encargados de granjas
debian de estar informados y
haber firmado el consentimiento

informado para la respectiva
toma de muestras del estudio .

>

Cada uno de los datos
obtenidos de resistencia
fue almacenado en una

base de datos segun granja

y zona evaluada,

A partir de ello se
selecciond cepas de
encargados de granjas con
fenotipo BLEE mas otro tipo
de resistencia comprobada

Luego de ello se activo cada una de estas
para realizar los antibiogramas respectivos
N y una vez seleccionadas las cepas, proceder

al andlisis molecular.

y
Obtenidas las muestras de
humanos, se realizo la siembra
en agar MacConkey con el
juego de las 4 placas de
antibiéticos por separado.
Posterior a ello se aislé e
identificé las cepas humanas,
para luego ser
criopreservadas.

Cefotaxima

.. Colistina

A
o @&...

Imipenem N\

Muestreo y
procesamiento de los
hospederos y fuentes de
esas granjas

Obtenidas las muestras de hospederos y
fuentes se realizo la siembra en agar
MacConkey con el juego de las 4 placas
de antibidticos por separado. Solo a las
colonias crecidas en agar MacConckey
con cefotaxima y ciprofloxacina, se les
realizo los 4 antibiogramas.

especie.

Solo se seleccionaron las
granjas que contenian
mayor cantidad de cepas | *
resistentes de diferente

v

Dependiendo de los resultados de|
los antibiogramas (disco o
elusién) se seleccionaron a las
granjas para el screaning

molecular

Resistente (R)
Sensible (S)



Anexo 7: Tipos de ordefio en las granjas de vacas muestreadas en Huaura.

Manual




Sala de ordeio

Anexo 8: Toma de muestra de heces de Vacas en granjas de Huaura.




Anexo 9: Toma de muestra de heces de cerdos en granjas de Lima (San Bartolo).




Anexo 10: Toma de muestra de heces de perros en granjas de Lima (San Bartolo).




Anexo 11: Deteccion de las resistencias fenotipicas.

BLEE




Colistina

Quinolonas




Carbapenémicos




Anexo 12: Deteccion de genes mediante PCR

BLEE: gen blaCTX-M. (556pb)

Quinolonas : gen gnr-S (428 pb)




