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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los niveles de resistencia a
los antimicrobianos y clonalidad de Escherichia coli productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) aisladas de tres diferentes origenes: Clinica humana, carne

expendida de mercado y aves silvestresde vida libre de la zona sur de Lima.

Se recolectaron 125 muestras (63 muestras clinicas humanas, 21 muestras de
carne de mercados y 41 muestras de hisopado cloacal y heces frescas de aves silvestres
de vida libre). Se aisl6 e identifico fenotipicamente un total de 138 E. coli que provenian
de muestras clinicas humanas (n= 48, 38.4%), carne de mercado (n=66, 52.8%) y aves
de vida libre (n=24, 19.2%). Entre estos la presencia total de E. coli productoras de
BLEE fue de 74 cepas con 70.8% (34/48)en aislados clinicos, 54.6% (36/66) en carnes

de mercado y 16.7% (4/24) en aves silvestres de vida libre.

Los niveles de resistencia para E. coli productoras de BLEE aislados de muestras
clinicas humanas fue 88.2% (30/34) para acido nalidixico, ciprofloxacino y
levofloxacino, 79.4% (27/34) cotrimoxazol, 55.9% (19/34) tobramicina 'y 14.7% (5/34)
colistina. En carne de mercado, el 97% (35/36) para tetraciclinas, 94% (34/36) para
acido nalidixico, ciprofloxacino y levofloxacino, 86% (31/36) cotrimoxazol, 78%
(28/36) tobramicina y 47% (17/36) colistina. En aves silvestres, solo las muestras de
heces frescas de Gallinazo Cabeza negra (Coragyps atratus) y Cormoran Neotropical
(Phalacrocorax brasilianus) presentaron resistencia al 100% (4/4) acido nalidixico,

ciprofloxacino y



levofloxacino, 50% (2/4) gentamicina, 100% (4/4) para tobramicina, tetraciclina y
cotrimoxazol. Se observo un patron de Multirresistencia (MDR) en los diferentes tipos

de muestras.

Entre los aislados de E. coli BLEE se reportdé con mayor frecuencia la variante
CTX-M-55 para los tres origenes. En humanos y carnes de mercado se detecto la
variante CTX-M-15, y, finalmente solo en humanos se detecto la variante CTX-M-27.
Ademas, se detectaron las variantes CTX-M-65 y SHV-27 solo en carne de pollo. No se
observa relacion clonal entre las E. coli productoras de BLEE del estudio, mostrando

una elevada diversidad clonal de los aislados.

Palabras claves: E. coli, resistencia antibidtica, [-lactamasa de espectro

extendido, blactx-m, Una salud.



ABSTRACT
The aim of this study was to identify, determinate the levels of antimicrobial
resistance and clonality of extended-spectrum B- lactamase (ESBL) in E. coli
from three different origins: Human clinic, Market meat and free-living wild

birds in the south of Lima.

A total of 125 samples were collected, corresponding to 63 humans clinical, 21
market meat and 41 of cloacal swabs and fresh feces from free-living wildbirds.
Subsequently, a total of 138 E. coli was isolated and phenotypically identified
from human clinical (n=48) market meat (n=66) and free-living wild birds
(n=24). Among, the presence of ESBL-producing E. coli was 74 strains with
70.8% (34/48) in clinical isolates, 54.6% (36/66) in market meat and 16.7%

(4/24)in wild birds.

The resistance levels for ESBL producing E. coli from clinical isolatedwas
88.2% (30/34) for nalidixic acid, ciprofloxacin and levofloxacin, 79.4%
(27/34) for cotrimoxazole, 55.9% (19/34) for tobramycin, 14.7% (5/34) for
colistin. In market meat samples was 97% (35/36) presented resistance to
tetracyclines, 94% (34/36) to nalidixic acid, ciprofloxacin and levofloxacin,
86% (31/36) cotrimoxazole, 78% (28/36) tobramycin and 47% (17/36) for
colistin. Finally, in wild birds only the samples of fresh feces of Black Vulture
(Coragyps atratus) and Neotropical Cormorant (Phalacrocorax brasilianus)
presented resistance to 100% (4/4) nalidixic acid, ciprofloxacin and
levofloxacin, 50% (2/4) gentamicin, 100% (4/4) tobramycin, tetracycline and

cotrimoxazole. A Multidrug Resistance (MDR) pattern was observed in the



different types of samples.

Among the ESBL-producing E. coli isolates, the CTX-M-55 variant was
reported most frequently reported for the three origins. In humans and market
meat, the CTX-M-15 variant was detected, while the CTX-M 27 variant was
detected only in humans. In addition, the CTX-M-65 and SHV-27 variants,
were detected in chicken meat. No clonal relationship was observed between
the ESBL-producing E. coli in the study, showing high clonal diversity of the

isolates.

Keywords: E. coli, antibiotic resistance, extended-spectrum p-lactamase,

blactx-m, One Health.



1. INTRODUCCION

La resistencia antibiotica es un problema multifactorial a nivel mundial,
como resultado de una exposicion prolongada y/o fallida a los tratamientos
terapéuticos o profilacticos con antibidticos, generando una adaptacion
rapida frente a esa presion selectiva que se observa generalmente en
bacterias patdgenas primarias y oportunistas, presentando una resistencia
a uno o mas agentes antibacterianos definido en base a los puntos de corte

de la concentracién minima inhibitoria (MIC) (1,2,3).

Por ello, se debe abordar a través del enfoque “Una Salud” (One Health),
permitiéndonos reconocer la interconexion entre animales, humanos y
medio ambiente. En las ltimas décadas se ha observado un incremento en
los niveles de resistencia de bacterias patdgenas y oportunistas destacando
a las enterobacterias como: Escherichia coli. Hasta la fecha los estudios
con enfoque de “una salud” son limitados, en especial en paises de media

y baja renta como Peru (3,9,13).

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El incremento de los niveles de resistencia a antibidticos se ha considerado
como un problema de salud pablica prioritario, estimando que el nimero
demuertes debido a microorganismos resistentes a antibiéticos podria
aumentar a mas de 10 millones al afio para el 2050 (4). Recientemente se
han atribuido 4,95 millones de muertes anuales asociadas a las infecciones

por bacterias resistentes a los antibidticos en el mundo (6).



Por ello, La organizacion mundial de la salud (OMS) en colaboracion con la
organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la agricultura
(FAO)y la organizacién mundial de sanidad animal (OMSA) formaron la
alianza tripartita para fomentar la colaboracion multidisciplinaria entre la
salud publica, salud animal en combinacion con la seguridad alimentaria,
donde declararon la resistencia antibidtica como una de las preocupaciones
prioritarias destacando la estrategia o enfoque “Una Salud” que desde la
perspectiva de este concepto, la resistencia antibidtica necesita de estrategias
multisectoriales para mejorar la salud humana, animal y ambiental,
reconociendo la interconexion de los ecosistemas en el surgimiento y

diseminacion de genes de resistencia. (3,6,7).

La OMS realizé una lista global de prioridad de patégenos que se divideen
tres categorias critica, elevada y media para la investigacion, descubrimiento
y desarrollo de nuevos antibioticos. En el grupo de prioridad critica incluye
bacterias multirresistentes (MDR) donde destaca E. coli resistentes a

carbapenémicos y productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

(8).

E. coli debido a sus caracteristicas bioldgicas, plasticidad gendmica, ecologia
y la facil diseminacion en diferentes entornos, se considera un buen
bioindicador de contaminacion fecal y actividad antropogénica en estudios de
diferentes ambientes, teniendo en cuenta su gran adaptabilidad a ambientes
adversos con constantes cambios, como el uso elevado de antibioticos que

generan una presion selectiva permitiéndole desarrollar diferentes



mecanismos de resistencia antibidtica, principalmente a mecanismos
involucrados con produccionde B-lactamasas de espectro extendido (9,10).
Por ello, E. coli representa un reservorio importante de genes de resistencia,
que llegan al humano por contacto directo a través de heces de animales o

por cadena alimenticia siendo un riesgo para la salud (9).

La actividad antropogénica es una de las principales causas de la seleccion y
diseminacion de genes de resistencia, debido al uso excesivo e inadecuado de
antibidticos para el uso clinico. Ademas, los antibidticos son utilizados como
tratamientos profilacticos o promotores de crecimiento en animales destinados
a consumo humano. Asimismo, un saneamiento deficiente del manejo de
desechos las aguas residuales o aguas contaminadas con efluentes que
contienen productos farmacéuticos o provenientes de operaciones ganadera de

crianza intensiva también contribuyen a este fenomeno (11,12).

En Ameérica Latina se han presentado niveles de resistencia a antibi6ticos cada
vez mas altos en los ultimos afios y ello se ha visto reflejado en la reducciono
pérdida de la eficacia de estos compuestos, afectando la capacidad para poder
tratar algunas infecciones y aumentando los costos de tratamiento. Por ello, en
el Peru, la gran mayoria de estudios se han realizado para determinar los niveles

de resistencia a antibioticos asociados al sector humano clinico y animal (13).

En Peru existen escasos reportes con abordaje de One Health; asi, Murray et
al., reportaron diferentes niveles de exposicion a antibioticos en bacterias
aisladas de heces de pollos de crianza intensiva, pollos de crianza organica y

humanos (14). Procedieron a identificar E. coli de estas muestras y las tasas



mas altas de resistencia a antibioticos fueron aisladas de E. coli de pollo en
comparacion con humanos, incluidos MDR (37,3%) ademas se encontrd mayor
resistencia a florfenicol (un antibiotico comdnmente utilizado como promotor
del crecimiento en aves de corral, pero no aprobado para uso humano)
en pollo(43,1%, n=71) que en humanos (16,7%, n=7). Ademas, presentaron
genes que confieren resistencia a antibidticos clinicamente relevantes incluidos
mcr-1 para laresistencia transferible a la colistina, BLEE del grupo blactx-m, y

carbapenemasas,como blakpc (14).

En otro estudio realizado en el norte de Pert, Cajamarca, Hartinger et al.
reportaron resistencia antibiética en humanos, agua potable y animales
domésticosen esta area rural andina (15). Concretamente, identificaron E. coli
en heces de nifios, animales y en las fuentes de agua potable. Los autores
destacan la presenciade E. coli en agua por encima de los rangos permitidos
por la OMS. Ademas, detectaron la presencia de E. coli en heces de animales

y nifios que presentaron resistencia a al menos un antibiético (15).

En el Pert no hay casi datos sobre identificacion de enterobacterias resistentes
a antibidticos en animales silvestres de vida libre como aves silvestres que
pueden actuar como bioindicadores del impacto antropogénico. Sin embargo,
se ha reportado la presencia del 66.7% (4/6) de E. coli resistentes a al menos 5
familias de antibidticos en heces de aves marinas como Sula variegata

procedentes de las islas Guafiape Norte en Peru (16).



2. MARCO TEORICO
2.1. Escherichia coli

2.1.1. Caracteristicas biologicas

Es una bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae. Se
caracteriza por ser oxidasa negativa, anaerobia facultativa, mesdfila y
presenta flagelos peritricos, ademas es ubicua, versatil y se encuentra
integrando la microbiota intestinal de vertebrados homeotermos vy
poiquilotermos (17,18).

E. coli es un microorganismo con nutricion heterétrofa, es decir, utiliza
compuestos organicos como fuente de carbono y energia, destacando el uso
principal de la glucosa, para dar inicio a rutas metabdlicas como la glucdlisis
para la obtencion de energia rapida, independientemente si hay o no
presencia de oxigeno (21). Sin embargo, cuando hay ausencia de glucosa en
el medio intercelular, E. coli tiene la capacidad de hidrolizar otros azucares
como la lactosa, que genera un subproducto llamado alolactosa el cual actta
como inductor en la regulacion del operon lac que permite el metabolismo
de la lactosa, liberando la proteina represora (lacl) del operador,
permitiendo que se unaal promotor (135). Al haber ausencia de glucosa
también hay un aumento de la concentracion de monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) y esa se une a la proteina activadora de catabolito (CAP)
que forma un complejo que permite el inicio de la transcripcion de genes
estructurales como lacZ, que codifica a la enzima betagalactosidasa, que
tiene como funciodn hidrolizar la lactosa en glucosa y galactosa asi como

catalizar la conversion de lactosa a alolactosa por transglicosilacion, Lacy,



que codifica a la permeasa galactosidasa y lacA que codifica para
tiogalactosido acetiltransferasa que estd involucrada en las reacciones
secundarias que facilitan la utilizacion de los productos de la hidrolisis de
lactosa (135,136,137). Sin embargo, se ha reportado que hasta un 20% de
aislados de E. coli no metabolizan la lactosa debido a la deficiencia de la
enzima lactosa permeasa codificada por el gen lacY (138). Por otro lado, E.
coli al ser anaerobio facultativo, activa una ruta metabolica alterna como la
fermentacion considerando que hay poca o ausencia de oxigeno, donde
utiliza la glucosa hidrolizada previamente del metabolismo de la lactosa,
que inicialmente entra a glucolisis independientemente si hay o no presencia
de oxigeno, sin embargo, al estar en un medio anaerobico se activa un
proceso metabdlico Ilamado fermentacion (139).

E. coli es una bacteria potencialmente patdgena, aunque en la mayoria de
las ocasiones sus cepas son comensales, sin embargo, raras veces causan
enfermedad debido a la exposicién a una alta carga bacteriana, deficiencia
o alteracion del sistema inmune, o la presentacion de patotipos virulentos
que causan enfermedades intestinales y extraintestinales como infecciones
urinarias, septicemia, meningitis y neumonia en humanos y animales
(18,19). Por ejemplo, en el caso de las E. coli causantes de infecciones
intestinales, se suelen clasificar segun el tipo de factor de virulencia y los
sintomas clinicos del huésped, asi se pueden clasificar en 6 patotipos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enterohemorragica
(EHEC), Enteroagregativa (EAEC), adherente difuso (DAEC),

Enteropatogena (EPEC) (19) y adherente invasora (AIEC) (20).



2.1.2. Caracteristicas morfologicas

E. coli al ser una bacteria Gram negativa presenta una estructura
morfolégica compuesta por una pared celular que contiene principalmente
una capa delgada de peptidoglucano y en la membrana externa presenta
lipopolisacaridos (LPS), ambas estructuras son consideradas sitios blancos
o dianas para la accion de algunos antibidticos de importancia (21, 22).

El LPS consta de 3 partes: Lipido A, oligosacarido central y el antigeno O;
la principal funcion de los LPS es actuar como barrera de permeabilidad
frente a moléculas toxicas como antibidticos y sales biliares, siendo uno de
los principales mecanismos contribuyentes a la resistencia innata que
muestran las bacteriasGram negativas. También tienen un papel importante
en las interacciones debacteria-huésped ya que modula la respuesta inmune
del huésped y es consideradocomo un PAMP (Patron molecular asociado a
patdgenos) y actla como unaendotoxina (22,23).

El peptidoglucano es un heteropolimero que presenta cadenas largas de
glucanos que estan entrecruzados con péptidos cortos como el acido N-
acetilmuramico (NAM) y el N-acetilglucosamina (NAG) unidos por enlaces
glucosidicos, ambos disacaridos actian como precursores para el inicio de
la biosintesis de peptidoglicano desencadenando una serie de pasos
complejos que involucra estructuras como: el citoplasma que comprende las
reacciones enzimaticas como sintesis de azucares y aminoacidos activados
por nucledtidos, la membrana interna (MI) que involucra sintesis de
intermediarios ligados a lipidos y el periplasma queinvolucra reacciones de

polimerizacion de los mondmeros en hebras de glicano seguido de la



reticulacion de péptidos para la formacion y maduracion del
peptidoglucano (24,25). Cada fase de la biosintesis es objetivo principal de
varias clases de antibioticos ya que actian como sitios diana, principalmente
las PBP (proteinas fijadoras de penicilina) que cataliza las etapas finales de
la biosintesis del peptidoglucano teniendo la capacidad de formar complejos
covalentes establescon antibidticos B-lactdmicos que inactivan la PBP,
interrumpiendo el crecimiento bacteriano y conduciendo a una muerte
celular (25).

2.1.3. Genomica, Genética y plasticidad de E. coli

E. coli presenta un genoma completo que varia ampliamente entre 4.6 a 5.9
millones de pares de bases (Mpb), presenta un ADN circular de doble
cadena y porta 4200 a 5500 genes. EI pangenoma de E. coli comprende dos
partes: EI genoma core o central que estd constituido por menos de 1500
genes y el genoma accesorio estd constituido por genes que codifican
factores de virulencia, rutas metabdlicas, resistencia adquirida a antibidticos
y elementos de bacteriéfagos que le otorga a E. coli caracteristicas
adaptativas excepcionales jugando un papel esencial en su ecologia y
evolucion bacteriana (26). La adquisicion de genes accesorios se da
mediante la movilidad de genes/ADN de una bacteria a otra, que pueden ser
una misma especie o0 de especies diferentes, a través de transferencia
genetica horizontal (TGH) mediada por elementos genéticos mdviles
extracromosomales como los plasmidos, que son estructuras muy dinamicas
y tienen una movilizacion intra e interespecifica de determinantes genéticos

y son herramienta muy eficiente en la adquisicion y diseminacion de



resistencia  antibiotica entre las  bacterias de la  familia
Enterobacteriaceae(21,27). De manera frecuente, los plasmidos portan
genes de resistencia. estando entre los mas relevantes clinicamente los que
codifican carbapenemasas, B-lactamasas pAmpCy las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) que pueden propagarse a través de clones
bacterianos de alto riesgo (28,29,30).

Por ello, E. coli presenta una plasticidad genomica y ecoldgica
permitiéndole adaptarse rapidamente a diferentes ambientes y a las
condiciones intestinales de cada huésped siendo capaz de vivir como un
microorganismo de vida libre o0 comocomensal mutualista en la microbiota

intestinal de humanos y animales vertebrados.

2.1.4. Reservorios

2.1.4.1. Reservorio primario:

El reservorio natural de E. coli es la microbiota intestinal de humanos y
animales vertebrados debido a que presentan una versatilidad que le da
facultad desobrevivir en diferentes ambientes, ademés es el candidato
perfecto para estudiar la transicion entre el comensalismo y la
patogenicidad a nivel del vinculo entreuna bacteria y su huésped que puede

fluctuar entre mutualismo, comensalismo y patogénesis oportunista (31).

a. Microbiota intestinal de humanos y animales
En la microbiota intestinal, E. coli es una de las primeras especies
bacterianas que colonizan a los neonatos, primero a partir del canal de parto

y posteriores colonizaciones de bacterias del ambiente y/o a través de la



ingesta de alimentos contaminados, volviéndose un microorganismo

comensal.

E. coli, al ser ingerido se enfrenta con los niveles bajos de pH del estomago,
al cual es capaz de sobrevivir debido a que entran en fase de latencia e
inducen sistemas protectores de resistencia al &cido. Al llegar al colon,
encuentran los nutrientes necesarios, transitando de la fase de latencia a la
fase logaritmica y hay una competencia con los miembros de la microbiota,
por si es eliminada a través de las heces o se queda a integrar parte de la

microbiota comensal (32).

En humanos el contenido de E. coli oscila entre 107 a 10° células /gramo de
heces a diferencia de animales domésticos de 10*a 107 células /gramo de
heces (31,33).

b. Microbiota intestinal de Aves silvestres:

La composicién microbiana intestinal de aves silvestres es compleja porque
esta influenciada por diversos factores intrinsecos y extrinsecos como
habitos de alimentacion, patrones migratorios, estacion del afio,
comportamiento social y factores ambientales externos, lo que hace que sus
actividades fisioldgicasse enfrenten a una presion selectiva mas sustancial,
contribuyendo a esta complejidad. A pesar de esto puede actuar como
reservorio natural para E. coli (34,35).

La adquisicion de enterobacterias como E. coli va a depender de la especie
de ave y sus preferencias alimenticias como frugivoras, herbivoras,

insectivoras, carnivoras (que va desde carrofia hasta invertebrados marinos),
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etc, esto genera diferencias significativas en la microbiota intestinal aviar
(35,36). Asi mismo, la presencia natural de E. coli no pertenece a la
microbiota intestinal de aves granivoras ya que se ha demostrado que los
alimentos compuestos exclusivamente por semillas provocan un efecto
inhibidor de esta especie bacteriana, por ello la presencia de E. coli en aves
granivoras puede estar asociado a algunas patologias (37, 38).

Por otro lado, la influencia de actividades antropogénicas también puede
favorecer las infecciones provenientes de fuentes de alimentos como
comederos de jardin, aguas residuales, basureros, carrofia, alimentos
contaminados con heces de otros animales (39,40).

Se ha propuesto que las aves silvestres de vida libre pueden actuar como
centinelas indicandonos la presencia de bacterias resistentes en ambientes
contaminados, permitiéndonos una vigilancia activa de bacterias resistentes

clinicamente relevantes en el medio ambiente (34, 41, 42).

2.1.4.2.Reservorio secundario:

E. coli también tiene la capacidad de sobrevivir en entornos abioticos debido
a sus caracteristicas metabdlicas y reguladoras que facilitan la colonizacién
en diferentes nichos ecoldgicos permitiendo su supervivencia por largos
periodos de tiempo fuera del tracto intestinal. Se consideran reservorios
secundarios el agua, suelo, sedimento y subproductos derivados de animales
comolos productos carnicos (33).

Los productos carnicos al ser ricos en nutrientes se convierten en un

ambiente propicio para el crecimiento de bacterias, como E. coli, debido a
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la contaminaciéncruzada. Esta contaminacion se debe al manejo inadecuado
de las canales durante el procesamiento de faenado en el camal, donde se
puede contaminar con la materia fecal del animal. Asi, las bacterias
contaminantes pueden quedar en la superficie de la carne o en los utensilios
usados por el operador. También se hande considerar las condiciones
higiénicas del manejo posterior, tanto en transportey almacenaje, como en
las instalaciones de venta, en todos estos puntos pueden ser foco de
contaminacion cruzada. Por ello, se considera que E. coli es unindicador de
contaminacion fecal y un indicador para observar resistencia antibidtica
transmitido a través de alimentos (43,44).

2.15. Transmision

E. coli se transmite principalmente por via fecal-oral. En humanos, la
transmision es por fomites, contacto directo con contenido fecal de humanos
0 animales y por cadena alimenticia debido a un manejo inadecuado de
alimentos y/o subproductos de animales (21).

En el caso de aves silvestres, la transmision también puede ser por via
cloacal teniendo en cuenta que la cloaca aviar es la porcion final del tracto
digestivo y cumple con dos funciones de excrecién y transferencia de
gametos. Por lo tanto, lacloaca esta expuesta a bacterias fecales, bacterias
de transmisién sexual y posiblemente bacterias ambientales asociadas con
la cascara del huevo, materialde anidacion o componentes ambientales
como agua Yy el suelo, permitiendo diseminar intermitentemente algunas

bacterias potencialmente patégenas como la E. coli (10,34,35,36).
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2.2. Antibioticos
Los antibidticos son sustancias naturales producidas por algunos
microorganismos, sin embargo, pueden ser producidas sintéticamente, que
pueden inhibir el crecimiento de determinados microorganismos. Se
clasifican seglin su espectro de actividad, mecanismo de accion o estructura
quimica.

2.2.1. Mecanismo de accidon de antibidticos

Los antibidticos presentan diferentes mecanismos de accion y se clasifican
segun el efecto que ejercen sobre los microorganismos. Este efecto puede
ser bactericida que tiene una accion letal sobre la bacteria a través de la
inhibicién la sintesis de pared celular, alteracion de la membrana
citoplasmatica o interfiriendo con el metabolismo del ADN, también puede
ser bacteriostatico, que solo inhibe transitoriamente el crecimiento
bacteriano como la inhibicion de la sintesis proteica (Fig.1). Sin embargo,
algunos de los antibiéticos pueden tener ambos efectos y va a depender de
la concentracion o afinidad por la diana del microorganismo de interés,
evitando que no sea hidrolizado o transformado en un producto inactivo
(45).

Figura 1. Clasificacion y mecanismo de accion de antibioticos. Figura
modificaday adaptada de la informacion de “Antimicrobial mechanism of

action” por Calvo y Martinez, 2009.
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2.2.1.1. Inhibicién de la sintesis de pared bacteriana:

La pared celular sirve para dar proteccién y soporte a la bacteria, la ausencia
de esta estructura condiciona e induce a la destruccion de la bacteria
causando una lisis celular debido al elevado gradiente de osmolaridad
que hay entre el medio y el citoplasma bacteriano (21). Por ello, algunos
antibidticos tienen la capacidad de ejercer su accion sobre cualquiera de las
3 etapas de la sintesis del peptidoglucano como:

a. Inhibicién a nivel de la etapa citoplasmatica:

Comienza a sintetizar los precursores del peptidoglucano como el acido N-
acetilmuramico (NAM) y N-acetil-glucosamida (NAG) a partir de
diferentes elementos como uridindifosfato-N-acetil-glucosamina, acido
fosfoenolpiruvico,uridindifosfato-N-acetilmuramico en donde antibidticos
como la fosfomicina que inhibiran la accion de la enzima piruviltransferasa
y no se dara la unién del fosfoenolpiruvato con el NAG vy la cicloserina
inhibe la actividad de la L-alanina- racemasa transformando la L-alanin en

D-alanina (21) (Fig.2).
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b. Inhibicion a nivel de la fase de transporte de precursores

Actia a nivel de la molécula transportadora Ilamada undecaprenol o
bactoprenol que esta anclada en la membrana citoplasmatica que permite la
incorporacion del complejo de una molécula de NAG que se une al NAM
mediante enlaces glucosidico. EI transportador lleva al complejo
glucopéptido a un punto de crecimiento de la pared celular o punto
terminal del peptidoglucanoen donde queda pirofosforilado, se separa y
presenta una desfosforilacion para convertirse en su forma monofosfato
activo, transportando nuevos precursores a la capa de peptidoglucano
cuando concluya su mision se regeneran, sin embargo algunos antibidticos
como bacitracina se unen al transportador y bloguean la desfosforilacién
impidiendo formacion de la pared y el paso de nuevas unidades de NAM-
NAG (21). (Fig.2).

c. Inhibicibn de la organizacion final de la estructura del

peptidoglucano

El complejo disacarido, mediante los enlaces glucosidico, forman cadenas
gue se unen entre si mediante un enlace peptidico cruzado que se establece
entre el tercer aminoacido (DAP) del pentapéptido del NAM que se
encuentra en otra cadena. Este Gltimo paso de la formacion final del
peptidoglucano esta catalizado por la accion de unas enzimas con funcion
transpeptidasas y carboxipeptidasa, denominadas proteinas fijadoras de
penicilinas (PBP). A nivel de esta etapa tienenaccion antibiéticos como los

glucopéptidos que actian impidiendo la transferencia del disacarido
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pentapéptido, unido al transportador lipidico de la membrana
citoplasmatica, al aceptor de la pared celular. Evita la accion de las
glucosiltransferasas y transpeptidasas que impiden la elongacion del
peptidoglucano. El gran tamafio de estas moléculas impide su paso a través
de la pared celular de bacterias Gram negativas de forma que sélo actdan
frente a bacterias Gram positivos y los B-lactamicos (21, 45) (Fig.2).

Figura 2. Puntos de inhibicion de la sintesis de peptidoglucano por
antibidticos. Figura modificada y adaptada de la informacion del libro

“Microbiologia veterinaria” de Vadillo, 2002.
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2.2.1.2. Alteracion de la membrana citoplasmatica:

La membrana citoplasmatica interviene activamente en los procesos de
difusion y transporte activo, controlando la composicion del medio interno
celular. La alteracion de la permeabilidad provoca la salida de iones y
macromoléculas por lo tanto la célula se lesiona y muere. EXisten
antibioticos que acttan a este nivel y tienen accion bactericida tanto en fase

de crecimiento activoo en reposo, causando una alta toxicidad, en este grupo
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tenemos a las Polimixinas que son un conjunto de antibidticos
polipeptidicos que se clasifican en Polimixinas A, B, C, D y E (colistina).
Las polimixinas actuan frente a bacterias Gram negativas ya que tienen una
afinidad por los lipopolisacaridos (LPS) a nivel del lipido A uniéndose
electrostaticamente (46). La polimixina B y la colistina (polimixina E) son
las mas usadas en clinica humana y veterinaria. La polimixina E
estructuralmente presenta un residuo de aminoacidos (D-Leucina) en el
anillo peptidico a diferencia de las otras polimixinas (46). La colistina actia
como un detergente catidnico y desplaza los iones de magnesio y calcio que
estabilizan la membrana, provocando una alteracion estructural de
membrana citoplasmatica de la bacteria causando una lisis celular (46,47).

2.2.1.3. Inhibicion de la sintesis de proteina:

La sintesis de proteinas se da a nivel de los ribosomas, en bacterias esta
compuesta por dos subunidades, 30S y 50S, que acttGan como dianas para la
unionde diferentes antibidticos en las diferentes fases de la sintesis de
proteinas (iniciacion, elongacion y terminacién) siendo una inhibicion
selectiva. A nivel de la subunidad 50S actuan antibidticos como el
cloranfenicol, macrolidos, lincosamidas y en la subunidad 30S se fijan los
aminoglucosidos de forma irreversible interfiriendo con la lectura correcta

del codigo genético, y tetraciclinas(21,45).

2.2.1.4. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos:

Actula a nivel de las enzimas que participan en la transcripcion y replicacion

del ADN (polimerasas, topoisomerasas, ADN girasa) evitando que continue
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con el proceso. Aqui se incluyen antibidticos como las quinolonas que
actian bloqueando las topoisomerasas Il (DNA girasa) y IV de forma
irreversible evitando que continden la transcripcion y replicacion del DNA.
Existen quinolonas de primera generacion como el acido nalidixico,
segunda generacion como el norfloxacino, tercera generacién como
ciprofloxacino o levofloxacino y cuarta generacion como moxifloxacino y

gemifloxacino (21,45).

2.2.1.5. Inhibicion de vias metabélicas:

Existen vias metabolicas para la obtencion de elementos esenciales como
las bases puricas y pirimidinicas del nucleétido y requieren sintesis de
folatos parapoder formar el &cido nucleico como las sulfamidas que son
analogos del &cido paraaminobenzoico (PABA) compitiendo con la enzima
dihidropteroatosintetasa bloqueando la via. El trimetoprim inhibe de forma
reversible la enzima dihidrofolato reductasa dihidrofolato reductasa
bacteriana. La combinacion de ambos antibidticos trimetoprim vy
sulfametoxazol resulta en una accidn sinérgica que bloguea dos etapas

consecutivas de esta via metabdlica esencial para diversas bacterias (45).

2.2.2. PB-lactamicos

Los B-lactamicos inhiben la transpeptidacion en la fase final de la sintesis
del peptidoglucano en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los f3-
lactdmicos en general presentan una estructura quimica llamada nucleo
betalactamico compuesto por un anillo lactamico el cual esta unido a otro

anillo secundario que es una estructura variable en funcién a los radicales
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que se unan a este anillo se modificaran las propiedades y caracteristicas de
estos antibioticos dando origen a diferentes grupos como Penicilinas (tipo
G y V), Cefalosporinas (1°, 2°, 3° y 4° generacion), Monobactams e
inhibidores de p-lactamasas (48). Asi mismo todos estos grupos de
antibioticos tienen como principal objetivo las PBP que son enzimas
esenciales para el entrecruzamiento de péptidos durante la sintesis de la
pared celular, estos B-lactdmicos compiten con el pentapéptido para unirse
al PBP, cuando el anillo betalactamico se une covalentemente interrumpe la
formacion de pared originandose una acumulacion de precursores del
peptidoglucano (NAG y NAM), también se puede dar una activacion de
autolisinas que van a hidrolizar el peptidoglucano maduro, lo que generara
un desequilibrio causando una deformacién de la pared celular, perdiendo
su impermeabilidad y llevandola asi a una lisis osmotica. Este mecanismo
de accion es mas efectivo durante la fase logaritmica de crecimiento
bacteriano, por ello la actividad de cada grupo de betalactdmicos va a
depender de tres factores como: la rapida difusion del antibidtico en el
espacio periplasmico, la resistencia a las - lactamasas, la capacidad de
evadir los sistemas de expulsion activa y la altaafinidad por las distintas

PBP (49,50, 51).
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Cuadro 1. Esquema de clasificacion de los antibioticos B-lactdmicos,

basado en laestructura quimica.

Clase Antibidticos | Estructura Quimica
basica
Wi
- R $5
Penicilina Penicilina G =
y T\,_L ]
o
V ‘.[... Wl
Aminopenicilin Ampicilinas
as Amoxicilina
R Y 4
Imipenem P e
0 ©
Carbapenems Meropenem €0,
Ertapenem
Doripenem
10
N
Generacion: | R P S
| |
-lactamicos i 0 ;L n\,/)
B Cefazolina, /0 E g
. - Aril Blacamanio '-\
Cefalosporinas Cefalexina, o7 on
Cefalotina
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Generacion:
Cefoxitina,
Cefuroxima
3°Generacion:
Ceftriaxona,
Cefotaxime,

Cefztaxidima

Monobactams

40
Generacion:
Cefepime
H
Aztreonam: R\(Nt’
Tienen un (I’ O/ e SO3H

segundo anillo
de tiazol que no
esta fusionado
con el anillo B-

lactamico

Inhibidores de B-lactamasa: Se
diferencian de los B-lactamicos en
que poseen un “grupo saliente” en
la posicion 1 del anillo de cinco

miembros (sulbactam y

Sulbactam
Tazobactam
Acido

clavulanico
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tazobactam son sulfonas, y el
clavulanico tiene un enol éter
oxigeno en esta posicion), permite
una apertura del anillo secundario
y la modificacion de la enzima p-

lactamasas.

2.2.3. Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos es una caracteristica antigua y en principios
intrinseca de las bacterias permitiéndole la supervivencia frente a la
interaccién demuchos organismos con su entorno a lo largo del tiempo (3).
Sin embargo, el uso excesivo de antibidticos ejerce una presion selectiva
sobre las poblaciones bacterianas, cuando estas poblaciones logran inhibir
0 inactivar el compuesto se considera una resistencia a antibioticos que es
mediada por genes y pueden existir tanto en el cromosoma bacteriano como

en elementos genéticos transferibles esto puede darse por dos mecanismos:

- Resistencia intrinseca: Se encuentran de forma natural dentro de una
especie bacteriana y es independiente de una previa exposicion a
antibidticos y no esta relacionado con la transferencia horizontal de genes
como por ejemplo la permeabilidad reducida de la membrana externa por
los LPS en Gram negativas y la actividad natural de las bombas de expulsion

(52).

- Resistencia adquirida: Se da a través del intercambio genético por
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transferencia horizontal de genes mediante los procesos de transformacion,
transposicion y conjugacion, también se puede dar por mutaciones a nivel
cromosomico. Los mecanismos de resistencia adquirida a antibioticos se
dan mediante: La inactivacion enzimética, disminucion de la concentracion
intracelular por alteraciones en la permeabilidad o por un sistema de bombeo
al exterior y cambios en la diana o punto de accién del antibiotico (21).
2.2.4. Resistencia a p-lactamicos

En Enterobacterias se da principalmente resistencia a B-lactdmicos a traves
de la inactivacion enzimatica mediada por B-lactamasas. La produccion de
B- lactamasas es uno de los mecanismos de resistencia clinicamente mas
importante en patdgenos oportunistas y los patégenos ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy especies de
Enterobacter), si bien es cierto en clinica la resistencia es multifactorial y el
fenotipo dependera de las combinaciones de los mecanismos que
frecuentemente incluyen modificaciones de la permeabilidad y/o regulacién
positiva de la bomba de expulsion ademas de la produccion de - lactamasas

(51).

2.2.5. P-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas que inactivan a los B-lactamicos al hidrolizar
el enlace amida que esté presente en el anillo B-lactdmico haciendo que el
anillo se abra e impida la union a las PBP dianas. En el caso de las
Enterobacterias, las [p-lactamasas son intracelulares, algunas estan

codificados en elementos genéticos moviles como plasmidos y otros son
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codificados por cromosomas, tienen una localizacion periplasmica y pueden
ser inducibles o constitutivas, estas B-lactamasas protegen a la bacteria de
los antibidticos que han llegado al espacio periplasmatico, manteniéndolo

en concentraciones por debajo del nivel de inactivacion de las PBP (21).

Las pB-lactamasas son numerosas y no comprenden un solo grupo
homogéneo, muestran diversidad tanto en estructura como en funcion. La
clasificacion molecular es la mas usada y fue establecida por Ambler que
agrupo las B- lactamasas en 4 clases: Clase A, B, C 'y D (21,53). Las clases
A, C y D son serina hidrolasas; emplean a la serina como nucleéfilo de
reaccion e hidrolizan B- lactamicos a través de un intermedio covalente de
acil-enzima. La clase B comprende a las metaloenzimas dependientes de
zinc (metalof-lactamasas o MBL) que utilizan un nucleofilo de agua
activado por metil para impulsar la reaccion hidrolitica. Por otro lado, la
clasificacion funcional de Bush-Jacoby- Medeiros, comprende 3 grupos de
B-lactamasas segun la degradacion de los sustratos de los B-lactamicos y los
efectos de los inhibidores. El grupo 1 comprende a las cefalosporinasas que
clasifican como clase C segun la clasificacion molecular y el gen
involucrado era originalmente cromosoémico. El grupo 2 comprende (-
lactamasas distintas al grupo 1y presenta serina en el centroactivo e incluye
las clases A y D segun la clasificacion molecular. El grupo 3 tienea las
metalo-p-lactamasas que corresponden a la clase B de la estructura

molecular(54).

Sin embargo, las B-lactamasas de clase A forman un grupo molecular

heterogéneoque comprende B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
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como las enzimas TEM, SHV (variable de sulfhidrilo), CTX-M (cefotaxima
preferentemente hidrolizada), GES vy carbapenemasas de Klebsiella
pneumoniae (KPC). La clase Bincluye las metalo B-lactamasas (MBL)
como enzimas NDM, IMP y VIM; la Clase C son cromosomicas e incluye
AmpC vy la clase D incluye las oxacilinasas (OXA), entre ellas de una

preocupacion particular los grupos OXA-23 'y 24/40 y OXA 48 (51,52).

Aunque las cuatro clases estan ampliamente distribuidas en multiples
especies de bacterias ambientales y clinicamente significativas, dentro de
cada clase, algunas familias de enzimas han tenido éxito y se han
diseminado ampliamente entre los patdogenos mas importantes y son
responsables de infecciones oportunistas relacionadas con la atencion de
pacientes inmunocomprometidos en areas nosocomiales, incluidas

enterobacterias como E. coli (55).

2.2.5.1. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Son enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion y aztreonam. Son
inhibidos por los inhibidores de B-lactamasas como el &cido clavulénico,
sulbactam o tazobactam; sin embargo, no tienen accion frente a cefamicinas
comocefoxitina ni carbapenems (como meropenem, imipenem, ertapenem
y doripenem). Estos enzimas se transfieren horizontalmente por plasmidos
(57,58).

Existen mecanismo de resistencia relacionados con fenotipos BLEE, las

variantes que se asocian a BLEE son CTX-M con mayor frecuencia, seguido
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de SHV y TEM. Todas las CTX-M poseen actividad BLEE, mientras que

en el caso de SHVy TEM sdlo algunas variantes poseen actividad BLEE.

2.25.1.1. BLEE tipo TEM

Las BLEE tipo TEM estan mediadas por plasmidos derivadas de mutaciones
en los genes TEM clésicos (TEM-1 y TEM-2) por sustitucion de uno o
varios aminoéacidos alrededor del sitio activo. La primera TEM fue aislada
de una E. coli de un paciente llamado Temoneira, de ahi su nombre. En
bacterias Gram negativas los genes que codifican TEM son resistentes a la
ampicilina; TEM-1 hidroliza penicilina y las cefalosporinas de primera
generacion, al igual que la TEM-2 y otras enzimas derivadas como resultado
de mutaciones Unicas 0 multiples en la secuencia; estas TEM de espectro
reducido tienen un perfil hidrolitico similar pero cada una tiene un punto
isoeléctrico diferente. Como se ha indicado no todas las enzimas TEM tiene
las caracteristicas BLEE, las mas frecuentes son TEM-4, TEM-24, TEM-52

(57).

2.2.5.1.2. BLEE tipo SHV

Los genes blasyv codifican a las enzimas SHV que se identificaron por
primera vez en E. coli. SHV-1 (reactivo sulfhidrilo variable) (55), estas
enzimas poseen una actividad contra penicilinas y cefalosporinas de
primera generacion, asi mismo se han demostrado que varias especies
poseen SHV-1 dentro del cromosoma, sin embargo, cominmente estan

mediadas por plasmidos. La SHV-2 fue el primer tipo de BLEE detectado
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en Klebsiella spp. Esta enzima deriva de una mutacion puntual en SHV-1
que resultd en la sustitucion de glicina por serina en la posicion 238 y la
extension de su perfil de sustrato hidrolitico incluyendo cefotaxima y en
menor grado ceftazidima (57). A la fecha de escribir esta tesis, enla pagina
de referencia hay listada 186 variantes y algunas poseen la caracteristica

BLEE (58).

Las variantes de SHV con accion BLEE presentan un sitio activo donde se
ubica un residuo de Ser en posicién 70, el cual es responsable del ataque
nucleofilico sobre el grupo carbonilo del anillo B-lactamico. Cerca de
este residuo se han identificado varios aminoacidos estructurales y
funcionales. Entre las SHV BLEE identificadas se encuentran SHV-2, SHV-
6, SHV-8, SHV-24, SHV-27, SHV-38, SHV-41, SHV-57, SHV-98, SHV-
99, SHV-102 y SHV-104, SHV-128 las cuales tienen de uno a seis
sustituciones de aminoacidos en comparacion con la SHV-1, estas
sustituciones de aminoacidos son suficiente para conferirles un fenotipo de

BLEE (55).

2.2.5.1.3. BLEE tipo CTX-M

Las enzimas CTX-M son el grupo mas reportado y se han descrito
abundantemente en E. coli. Las CTX-M reciben su nombre por sus niveles
altos de actividad contra la cefotaxima en comparacion con la ceftazidima
(59). Las CTX-M se han dividido en 5 grupos en su funcion de su homologia
de secuencia como: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M- 8, CTX-M-9 y CTX-

M-25, ademéas los miembros dentro de un grupo tienen una relacion de
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aminoacidos >94% y cada grupo consta de una serie de variantes
particulares con variantes dominantesrestringidas en distribucion a areas
geograficas especificas (57,59). Asi mismo, existen alrededor de cuatro
variantes de CTX-M que exhiben una estructura hibrida, como CTX-M-45
que es un hibrido de CTX-M-14 con una proteina de origen desconocido y
CTX-M-64, CTX-M-123 y CTX-M-132 que son hibridos deCTX-M-15 con
un segmento diferente CTX-M-14. Se sabe que las principales variantes de
CTX-M son bioldgicamente diferentes La CTX-M- 15y CTX-M-14 son las
enzimas CTX-M mas frecuentemente aisladas en humanos, animales y en el
medio ambiente a nivel mundial, seguidas del CTX-M-2, CTX-M-3y CTX-
M- 1 (57). La presencia de BLEE tipo CTX-M también estd asociada a
fenotipos de co-resistencia a fluoroquinolonas y aminoglucésidos; ademas
de la co-resistencia a tetraciclina y trimetoprim/sulfametoazol que se
observa en BLEE tipo TEM ySHV; facilitando procesos de coseleccién

(60).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:

- Detectar E. coli productoras de B-lactamasas de espectro extendido
aisladas de muestras de clinicas de humanos, carne expendida en mercados
y aves silvestres de la Zona sur de Lima, Perd.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Identificar microbiol6gicamente y molecularmente los aislamientos de
E. coli en muestras de humanos, carne expendida en mercados y aves
silvestres de la zona sur de Lima.

- Determinar la resistencia antimicrobiana de E. coli de muestras de
humanos, carne expendida en mercados y aves silvestres mediante el
método de difusion en discos.

- Identificar fenotipicamente las cepas de E. coli productoras de BLEE
provenientes de muestras clinicas de humanos, carne expendida en
mercados y aves silvestres de vida libre mediante el método de Jarlier.

- Detectar los genes de resistencia blactxm, blatem, blashv por PCR
convencional e identificacion de las variantes por secuenciacidén Sanger en
E. coli provenientes de muestras clinicas de humanos, carne expendida en
mercados y aves silvestres de vida libre.

- Establecer la clonalidad de las cepas E. coli productoras de BLEE
provenientes de muestras clinicas de humanos, carne expendida en

mercados y aves silvestres de vida libre mediante la técnica REP-PCR.
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4.  METODOLOGIA

4.1. Disefio de estudio

Estudio exploratorio, no probabilistico de corte transversal y muestreo
aleatorio, por lo tanto, no tiene tamafio muestral debido a que el origen de
las muestras es variable. La recoleccion de muestras de origen clinico de
humanos, carne expendida en mercados y aves en la zona del cono sur de

Lima durante el afio 2020-2021.

4.2. Area de estudio

El presente estudio se desarroll6 en 3 reas diferentes, segln el origen de las
muestras, en la zona sur de Lima. Para las muestras de origen alimentario,
se seleccionaron diferentes mercados del Distrito de Villa el Salvador con
las siguientes coordenadas: S 12°12'19.1”, W 76°57'06.0"; S 12°12'02.0",
W 76°56'40.6" y S 12°12'37.1", W 76°57'16.1"W (Fig.3). Para las aves de
vida libre se seleccion6 la zona del Refugio de vida silvestre Los Pantanos
de Villa (S 12°13'06.8", W 76°59'23.2"), situado en el distrito de Chorrillos
(Fig.4). Las muestras de origen clinico procedian del Hospital Maria
Auxiliadora, situado en San Juan de Miraflores. Todas las muestras se
procesaron y analizaron en el laboratorio de Genética Molecular y

Bioquimica de la Universidad Cientifica del Sur.

30



Figura 3. Zonas de toma de muestras en la zona sur de Lima. 1).
Mercados deVilla el Salvador, 2). Hospital Maria Auxiliadora 3). Refugio

de vida silvestresLos Pantanos de Villa. Google Earth

2. HOSPITAL MARIA

AUXILIADORA
SAN JUAN DE

MIRAFLORES

1. MERCADO

CHORRILLOS

VILLA EL
SALVADOR

3. REFUGIO DE VIDA SILVESTRE LOS
PANTANOS DE VILLA

Figura 4. Ubicacion de los “Pantanos de Villa” y puntos de captura de
aves silvestre con redes de niebla (circulos rojos). 400m. Google earth.
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4.3. Poblacion muestral

Entre el 2020 y 2021, se recolectaron 125 muestras provenientes de
diferentes poblaciones de estudio. Estas correspondieron a muestras clinicas
de humanos, carne expendida en mercados del distrito de Villa el Salvador
y aves silvestres de vida libre de la Zona de Refugio de Vida Silvestre Los
Pantanos de Villa. Se recolectaron 63 muestras clinicas de humanos, 21
muestras de carnes expendidas en mercados y 41 muestras de hisopado

cloacal y heces frescas de aves silvestres de vida libre.

4.4, Métodos

4.4.1. Muestras clinicas de humanos

Las muestras provenientes de humanos fueron muestras clinicas de
secreciones respiratorias, secreciones de heridas u otros tejidos,
hemocultivos y urocultivos que se obtuvieron del Hospital Nacional Maria
Auxiliadora. Las cepasde E. coli se identificaron mediante el sistema
automatizado Vitek en el laboratorio de Microbiologia del hospital Maria
Auxiliadora. Las muestras que cumplian el criterio de especie se sembraron
en tubos con medio agar tripticasa desoya (TSA) y se conservaron en un

cooler (4°C) hasta llegar al laboratorio de la Universidad Cientifica del Sur.

4.4.2. Muestras de carnes expendidas en mercados

Se seleccionaron de forma aleatoria los puestos de mercado y se recolectd
las muestras de carne de pollo y bovino que fueron manipuladas por el
vendedor y depositadas en bolsas plasticas de manejo comercial del

vendedor, posteriormente se puso en una bolsa estéril hermética y se
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colocé en un cooler con gel refrigerante para mantenerlas en cadena de frio
a 4°C hasta llegar al laboratorio donde fueron procesadas en un maximo de

4 horas después de la compra.

4.4.3. Muestra de aves silvestres

4.4.3.1. Capturade aves

Para la captura de aves se establecieron cuatro puntos de muestreo y se
utiliz6 seis redes de niebla de 12 m x 2.5 m, las cuales se ubicaron
individuales o en grupos de dos redes, se cambi6 de lugar las redes cada dos
dias para evitar la reduccion de la tasa de captura entre los cuatro puntos
establecido. La puesta de redes de niebla duro 15 dias consecutivos, se
reviso cada 45 minutos desde la apertura de la red (8:00am) hasta el cerrado
de red (15:00pm), y en cada evaluacion de las redes se capturd de una a seis
aves por dia esto variaba dependiendo de las condiciones climéticas. Una
vez capturada el ave se procedié ala extraccion del ave de la red y se
introdujeron a las aves en bolsas de tela limpias(se usé una bolsa de tela por
ave).

4.4.3.2. ldentificacion del ave y toma de muestra

Una vez capturada el ave, se procedio a la identificacion de la especie por
su nombre cientifico, segun lo describe la guia de Aves del Peru (61), se
tomo en cuenta la descripcion de caracteristicas generales y los mapas de
distribuciongeografica de cada grupo de especies de aves que han sido
registradas en Peru (61).

Ademas, se verifico el estado de salud de cada ave a través del peso, la
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condicion corporal (rango de 1 a 5), presencia o ausencia de muda, evidencia
reproductiva (parche incubatriz o protuberancia cloacal) medidas
morfologicas como dimensiones del pico (longitud, ancho y alto), longitud
de ala, cola y tarso,acompariado de registro fotogréafico (62).

Una vez que se tomaron los datos de cada ave se realizé un solo hisopado
cloacal por ave capturada, que consistié primero en la inmovilizacién
manual del ave, es decir, se coloco el ave en la palma de la mano izquierda
y luego los dedos indices se colocaron alrededor de cuello, y los demas
dedos rodearon el cuerpo, la presidnaplicada al sostener al ave debe ser la
adecuada para tomar la muestra sin lastimarla u obstruir su respiracion,
conjuntamente con la mano derecha se realizara el hisopado cloacal que
consiste en una ligera rotacion por 10 segundos para tener el mayor contacto
con la mucosa, una vez realizado el hisopado, se colocé en el medio de
transporte Cary Blair y en un cooler con gel refrigerante para mantenerlo a
4°C hasta llegar al laboratorio de la Universidad Cientifica del Sur. Con
respecto al ave, después de tomar la muestra se la marcé cortando la punta
de una de sus plumas de la cola y se liber6 al animal.

Por otro lado, la toma de muestras de heces frescas fue un método no
invasivo, es decir, no se realizé captura de las aves sino se realizo la
identificacion visual de heces en suelo en areas donde pasaban mayor
tiempo cada especie de interés (Fotol), se realizd solo un hisopado por
heces encontradas y se colocd en un medio de transporte Cary-Blair y en un
cooler con gel refrigerante para mantenerlo a 4°C hasta llegar al laboratorio

de la Universidad Cientifica del Sur.
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Figura 5. Identificacion de cloaca aviar y sus estadios reproductivos. Fuente:

Manual de métodos de campo para el monitoreo de aves terrestres por Ralph, 1996.
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Foto 1. Identificacion visual e hisopado de heces frescas en suelo. a)
Heces de Ostrero americano, heces de Cormoran Neotropical, c). Heces de

gallinazo cabezanegra. Fuente Propia.
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4.4.4. Procesamiento de muestras:
4.4.4.1. Aislamiento de Escherichia coli

4.4.4.1.1. Muestras clinicas de humanos

Las muestras clinicas venian previamente identificadas como E. coli, por lo
cual una vez en el laboratorio, se sembraron en agar Mac Conkey vy las
colonias puras se criopreservaron en medio leche descremada a -80°C.

4.4.4.1.2. Muestras de carnes expendidas en mercados

Las muestras de carne de pollo y bovino se cortaron con un bisturi estéril y
se peso 2.5 gr. de carne para colocarlo en medio de enriquecimiento (caldo
Luria- Bertani) o caldo tripticasa de soya (TSA) y se dej6 incubar overnight
a 37°C (63). Pasado el tiempo de incubacién, se sembro con el asa en aro
para realizar un sembrado por agotamiento en un medio solido diferencial
como el agar Mc Conkey y se dejé incubar a 37°C por 24 horas (63).

4.4.4.1.3. Muestras de aves silvestres

Las muestras de hisopado cloacal de aves silvestres se enriquecieron en
caldo tripticasa de soya (TSA) y se dejo incubar overnight a 37° C. Pasado
el tiempo de incubacion, se sembr6 con el asa en aro para realizar un
sembrado por agotamiento en un medio s6lido diferencial como el agar Mc

Conkey y se dejé incubar a 37°C por 24 horas.

4.5, Identificacion de Escherichia coli

Para la identificacion de E.coli provenientes de las muestras de carnes e

heces de aves silvestres fueron sembradas en agar Macconkey, que es un
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agar selectivo que permite solo el crecimiento de bacterias Gram negativas
como las enterobacterias, por otro lado, este agar es diferencial porque nos
permite diferenciar entre las bacterias que pueden metabolizar o no lactosa
debido apresencia del operon lac, que permite la hidrolisis de este azlcar en
glucosa y galactosa, utilizadas como fuente de carbono y energia para entrar
en vias metabolicas como la glucolisis (135, 140). Sin embargo, en
condiciones anaerdbicas este proceso realiza la ruta metabolica de
fermentacion el cual acidifica el medio disminuyendo el pH en el agar y al
tener el indicador de pH como el rojo neutro, el medio cambia de color a
fucsia observandose un crecimiento de colonias fucsias o rosadas (140). Las
bacterias que no pueden metabolizar la lactosa tienen un crecimiento
blanguecino o incoloro. Como se menciono anteriormente existen cepas de
E. coli atipicas, es por ello, que se consideré como sospechosas a E coli las
cepas que presentaron ambas reacciones, que se criopreservaron en medio

leche descremada a -20°C.

4.6. Extraccion del material genético de las cepas

Se realizo la extraccion del ADN bacteriano mediante el método de shock
térmico descrito por Holmes y Quigley (64). Brevemente, se suspendio 3-4
colonias puras en 500 pL de agua libre de nucleasas y se sometié a una
temperatura de 100°C por 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a
13.000 RPM por 10 minutos y se paso el sobrenadante a un tubo nuevo. Este

ADN fue conservado a -20°C para sus posteriores usos.
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4.7. Deteccion del gen uidA por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Las colonias sospechosas a E. coli se confirmaron mediante la amplificacion
del gen uidA presente en estas bacterias. El gen uidA codifica para la enzima
B-D-glucuronidasa, una enzima glicosilhidrolasa que hidroliza enlaces
glucosidicos de carbohidratos complejos (65). La presencia de esta
enzima se encuentra entre el 94-96% de las cepas de E. coli por lo que se

considera un buen gen identificador de la especie (66).

Los primers que se utilizaron para la amplificacion del gen uidA fueron:
Forward 5’>CATTACGGCAAAGTGTGGGTCAAT  3’°, Reverse

3’CCATCAGCACGTTATCGAATCCTT 5’ correspondientes a 652 pares
de bases (67). La amplificacion se realizd con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, hibridacion a 61°C por 40 seg y

extension a 72°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 5 min (68).

4.8. Prueba de susceptibilidad antibidtica:

Para el estudio de resistencia antibidtica, se siguio el método de difusion en
disco (CLSI). Este método consistié en preparar una suspension bacteriana
con una concentracion equivalente a un 0.5 Mc Farland en tampon salino,
luego se sembro en césped con un hisopo estéril en una placa con agar
Muller Hinton, posteriormente se colocd los discos de antibioticos (21
antibidticos).

En el estudio se incluyeron los siguientes antibidticos: ampicilina (10
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pg/ml), amoxicilina-clavulanico (20/10 pg/ml), cefotaxima (30 pg/ml),
ceftazidima (30 pg/ml), aztreonam (30 pg/ml), cefepime (30 pg/ml),
azitromicina (15 ug/ml), gentamicina (10 pg/ml), amikacina (30 pg/ml),
tobramicina (10 pg/ml), acido nalidixico (30 pg/ml), ciprofloxacino (5
ug/ml), levofloxacino (5 pg/ml), imipenem (10 pg/ml), meropenem (10
pg/ml), tetraciclina (30 pg/ml), tigeciclina (15 pg/ml),nitrofurantoina (300
pg/ml), cefoxitina (30 pg/ml), ceftriaxona (30 ug/ml) y cotrimoxazol (25
pg/ml).

Se incubo a 37°C durante 18 h, pasado este tiempo se procedié a medir el
diametro de los halos de inhibicién resultantes. La interpretacién vy
clasificacion de la susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 segun los
puntos de corte segin el European Committee On Antimicrobial
Susceptibility (EUCAST) y Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (69.70). En el caso de azitromicina se consideraron los valores
referenciales para Shigella con un halo de < 12 mm para clasificar los
aislamientos como resistentes a este antibiotico (69). Se utilizé comocontrol
E. coli ATCC 25922.

Para la evaluacion de la resistencia a colistina, se realizé un primer tamizaje
con elagar spot (2ug/ml), y se realizo la confirmacion mediante la técnica
de microdilucion en caldo. Resumidamente, se prepard una dilucion de 0,5
McFarland y seguidamente se realizé una dilucion 1/1000 en caldo Mueller
Hinton Il, ajustado por cationes. Se colocaron diluciones seriadas de
colistina (50ul). Se agrego el indculo bacteriano (50 pL) y 50 L de medio

MHII a cada pocillo. Finalmente, cada muestra debe incluir un pocillo de
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control de crecimiento (sin antibiotico) y un control negativo (con medio
sin el indculo bacteriano). Se incubd la placa a 37°C durante 18h y se realizo
la lectura de la ODeoo en el espectrofotdmetro. Se utilizé una CMI de, al
menos, 4 mg/mL como punto de corte para determinar las cepas resistentes.
Se utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y una Serratia spp.,
microorganismos intrinsecamente resistentes a colistina, como controles de
la microdilucion. Para la determinacion se utilizo los estandares
recomendados por el Grupo de Trabajo conjunto CLSI-European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) sobre
puntos de corte de la polimixina (71). Se consideré como cepas MDR las
gue mostraban resistencia al menos a tres o mas familias de antibidticos no

relacionados entre ellos (72).

4.9. Deteccion fenotipica de p- lactamasas:

4.9.1. Prueba de sinergia de Jarlier:

Se evaluo la presencia fenotipica de BLEE a través del método Jarlier, se
utilizd placas con agar Muller Hinton y se les inoculd con las cepas
sospechosas a E. coli, con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de Mc
Farland. Se colocé un disco de amoxicilina-clavulanico (AMC) en el centro
de la placa Petri yalrededor se colocaron discos de ceftazidima (CAZ),
cefepime (FEP), cefotaxima (CTX) y aztreonam (ATM) a 2 cm de distancia
del disco central. Se considerd presencia de BLEE cuando manifesté el
efecto sinergico del inhibidor (Foto 2), bajo la forma de ampliacion del halo

en uno o varios de los B-lactamico (73).
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Foto 2. Efecto sinérgico del inhibidor: Efecto tapén de corcho. Fuente

propia.

4.10. Deteccidn de genes de mecanismo de resistencia por reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR)

Se confirm6 la presencia y se amplificaron los genes de resistencia a -

lactamicos que codifican CTX-M, TEM y SHV, en cepas de E. coli

productorasde BLEE detectadas por métodos fenotipicos. La amplificacion

se realiz6 con los cebadores y condiciones descritas en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Listado con las secuencias de nucleétidos de los cebadores

empleados y las condiciones de PCR para la amplificacion de genes de

resistencia para 3- lactamicos.

Gen Cebadores

F5 CGA
TGT GCA
GTA CCA
GTAAZJZ
blactx-m R3ITTA

GTG ACC
AGA ATC
AGCGGY

Producto
(pb)

585 pb

41

Condicione Refer

S

Desnaturalizacién
a 95°C por5 min,
desnaturalizacién a
94°C por 30 segq,
hibridacion a 52°C
por 30 seg,
extension a 72°C
por 1 min,

encias

(74)



blacTx-m-1

blacTx-m-2

blacTx-m-s

F5'GTT
ACA ATG
TGT GAG
AAG CAG
3

R 3'CCG
TTT CCG
CTATTA
CAAY

1041 pb

F5ATG
ATG ACT
CAG AGC
ATTCG 3
R3TCA
GAA ACC
GTG GGT
TACY

876 pb

F5’TGATGA
GAC ATC
GCGTTA

AG 3

875 pb
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extension final
72°C por 5 min, en
total

30 ciclos.

Desnaturalizacién
a 94°C por7 min,
desnaturalizacion a
94°C por 50 seg,
hibridacion a 50°C
por 40 seg,
extension a 68°C
por 1 min,
extension

final 68°C por 5
min, en total30
ciclos.

Desnaturalizacion
a 94°C por5 min,
desnaturalizacion a
94°C por 30 seq,
hibridacion a 52°C
por 30 seg,
extension a 72°C
por 1 min,
extension final
72°C por 5 min, en
total

30 ciclos.

Desnaturalizacion
a 94°C por5 min,
desnaturalizacién a

(74)

(74)

(74)



blacTx-m-
14

blashv

blaTem

R 3'TAA CCG
TCG GTG ACG
ATTTTY

F5TGA CCG
TAT TGG GAG
TTTCAG Y
R3GATTTA
TTC AAC AAA
ACCAGY

917 pb

F5 ATG CGT
TAT ATT CGC
CTGTG %

R 3 TTA GCG
TTG CCAGTG
CTCG5

841 pb

F5"ATTCTT
GAA GAC GAA
AGGGC ¥
R3'ACG CTC
AGT GGA ACG
AAA ACY

1150 pb

4.11. Electroforesis en gel agarosa

94°C por 30 seg, hibridacion
a 52°C por 30 seg, extension
a 72°C por 1 min, extension
final 72°C por 5 min, en total
30 ciclos.

Desnaturalizacion a 94°C por
5 min, desnaturalizacion a
94°C por 30 seg, hibridacion
a 55°C por 30 seg, extension
a 72°C por 1 min, extensién
final 72°C por 5 min, en total
30 ciclos

Desnaturalizacion a 94°C por
7 min, desnaturalizacion a
94°C por 1 min, hibridacion a
55°C por 1min, extension a
72°C por 1 min, extension
final 72°C por 8 min, en total
30 ciclos.

Desnaturalizacion a 94°C por
7 min, desnaturalizacion a
94°C por 1 min, hibridacién a
55°C por 1 min, extension a
72°C por 1 min, extension
final 72°C por 8 min, en total
30 ciclos.

Para la visualizacion de los amplicones mediante electroforesis en gel

agarosa se utilizo concentraciones de agarosa al 1.5% en tampon TBE

(concentracion 1X) y se agregd un marcador Green Safe DNA gel stain

(Canvax) al 5% para su visualizacion mediante luz UV. Se cargaron 20 ul

de producto de PCR con 2ul de Buffer de carga y 4 ul de ladder o marcador

de 100 pb (Canvax). Se dejo que el gel migrara a 100 V durante 50 min. Se

visualizo el gel con el captador de imagenes (Major Science, Smartview

Pro-1100, Estados Unidos).
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4.12. Secuenciacion de genes de resistencia

El proceso de secuenciacion se empled para analizar la secuencia y sus
variaciones de los genes de resistencia como blactx-m, blatem y blashv.
Cuando se detect6 la amplificacion del producto de PCR de interés a partir
del gel, seprocedié a cortar la banda con un bisturi y se extrajo del gel
agarosa, y posteriormente se purifico el ADN mediante el kit E.Z.N.A ® kit
de extraccion en gel Omega Biotek, Georgia, EEUU). Este kit nos permitio
purificar y recuperar fragmentos de ADN que van desde 70 pb hasta 20 kb
de todos los grados de geles de agarosa con alta recuperacion (> 90%) (77).
Los ADN purificados, se enviaron a Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su
secuenciacion.

Tras obtener las secuencias, los cromatogramas se observaron mediante el
programa Chromas (Version 2.6.6) y se analizaron mediante un programa
bioinforméatico para comparar con la base de datos de Genbank: BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool):

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

4.13. Estudio de clonalidad

Las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de muestras clinicas
humanas, carnes de mercado y aves silvestres de vida libre se analizaron a
través de la técnica REP-PCR para observar la relacion clonal entre cada
una de estos aislados.

La REP son secuencias Repetitivas Palindrémicas Extragénicas altamente

conservadas. La técnica de REP-PCR consiste en la amplificacion del
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espacio entre estas secuencias dispersas a lo largo del cromosoma. Es una
de las técnicas méas utilizadas para establecer la relacion clonal en varias
especies bacterianas.

Concretamente en E. coli, estas REP tienen una longitud variable que oscila
entre 35 a 40 bp, hay aproximadamente 500 a 1000 copias de secuencias
intercaladas en el ADN del cromosoma de E. coli, representando
aproximadamente el 1% del genoma. Se cree que las secuencias REP son
importantes en la regulacion de ciertas funciones bacterianas y que
proporcionan sitios de unién para el ADN polimerasa I, ADN girasa y para
el factor de integracion del huésped (78).

El método de tipificacion de REP — PCR, es la técnica de huellas dactilares
gendmicas que genera patrones especificos obtenidas por la amplificacién
del espacio de las regiones entre las secuencias REP. De esta manera se
crean perfiles de bandas de ADN que se pueden visualizar mediante gel de
agarosa o electroforesis capilar. EI nimero de bandas de ADN que se
observan en lospatrones de REP-PCR oscila de 3 a 10 bandas con tamafios
variables, lo que permite su facil interpretacion mediante la agrupacion de
perfiles y clusteres (79).

En la reaccion de REP-PCR soélo se utiliza un cebador, porque estos
elementos repetitivos son palindromicos es decir que las secuencias son
inversas complementarias (se pueden leer en ambos sentidos) permitiendo
que un solo primer sea capaz de unirse a maltiples sitios del genoma
generando multiples productos del PCR (141). Las condiciones que se

utilizaron fueron: 5" GCG CCG ICA TGC GGC ATT 3" con las siguientes
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condiciones: Desnaturalizacion iniciala 95 °C por 3 min, seguida de 30
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, hibridacion a 40°C por 1min
y extension a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min (76).
Las muestras de cada producto final de PCR se analizaron engeles de
agarosa al 1.5% a 120 v por 70 min. Con la imagen de los gelesresultantes,
se realizo un analisis bioinforméatico mediante el software Gel J, generando
los dendrogramas usando el coeficiente DICE de similitud y 1.0 de

tolerancia, y la clasificacién por el método UPGMA (81).

4.14. Aspectos éticos

El presente estudio cuenta con la aprobacion de los comités de ética
respectivos segin cada seccién. Asi, fue aprobado por el comité de ética
para el uso de animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
con el cddigo de inscripcion; 203912 y por el servicio nacional de areas
protegidas (SERNANP) con la resolucion jefatural: N°008-2021-
SERNANP-JEFI y PROHVILLA. Ademas, tiene la aprobacion del hospital
Maria Auxiliadora, y de la Universidad Cientifica del Sur. Ver las

aprobaciones en los anexos (Anexo 1,2,3,4y 5).
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5. RESULTADOS

En el presente estudio analizo 125 muestras que provenian de 63 muestras
de humanos, 21 carnes y 41 de aves. Se obtuvo 138 aislamientos de E. coli
(13.7% (19/138) fueron E. coli lactosa negativa y el 86,2% fueron E. coli
lactosa positiva) provenientes de muestras clinicas del hospital Maria
Auxiliadora, carne de mercado y aves silvestres de vida libre del Refugio de

vida Libre Los Pantanos de Villa.

5.1. Clinica de humanos

5.1.1. Presencia y resistencia antibidtica de E. coli aisladas de
muestras clinicas de Humanos:

El hospital Maria Auxiliadora (HMA) remitié 63 aislamientos procedentes
de muestras clinicas de diferentes origenes como muestras urinarias,
respiratorias, heridas, hematoldgicas y otros (como liquido seminal, liquido
biliar y de pie diabético) recolectadas en el periodo de enero a febrero 2021.
Se identificé 76.2 %(48/63) cepas positivas a E. coli. EI mayor porcentaje
de cepas de E. coli provenian de muestras urinarias con el 60.4% (29/48),
seguido de muestras respiratorias 14.6% (7/48), 10.4% (5/48) de heridas,

6.3% (2/48) hematoldgicas y 8.3% (4/48) otros (Gréfico.1).
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Grafico 1. Porcentaje de E. coli aisladas de diferentes tipos de
muestra provenientes del hospital Maria Auxiliadora — San juan de

Miraflores, 2021

% E. coli (n=48)

B Respiratoria (n=7)

M Urinaria (n=29)

M Heridas (n=5)
Hematologica (n=3)

H Otros (n=4)

A nivel general las cepas de E. coli de origen clinico eran altamente
resistentes a ampicilina (97.9%), niveles superiores a 80% a quinolonas y
ceftriaxona, seguido de 72.9% a cotrimoxazol y aminoglucésidos como
tobramicina con 60% Yy gentamicina con 48%. Destacar la presencia de
valores de resistencia cercanos al 40% en tetraciclina, azitromicina e
imipenem. Los niveles de resistencia mas bajos fueron a tigeciclina,

nitrofurantoina, amikacina y colistina (Gréfico 2).
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o) Porcentaje

Gréfico 2. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli aisladas de muestras
clinicas de humanos del hospital Maria Auxiliadora, San Juan de Miraflores,

2021.
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Antibidticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloaxacino; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacino; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:

Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. R =Resistencia y S = Sensibilidad

5.1.2. Presencia y resistencia antibiotica en E. coli BLEE:

Se determind que el 70.8% (34/48) de las E. coli fueron productoras de
BLEE y fueron aisladas principalmente de muestras urinarias 58.8%
(20/34), muestras respiratorias 20.6% (7/34), 11.7% (3/37) muestras de
heridas, 2.9% (1/34) muestras hematoldgicas y 10.8% (4/34) muestras de
otros origenes como liquido seminal, liquido biliar y pie diabético.

Estas presentaron resistencia a ampicilina (100%, 34/34), ceftriaxona con
97.1% (33/34), ciprofloxacino con 88.2% (30/34), levofloxacino 88.2%

(30/34), acido nalidixico 88.2% (30/34), cotrimoxazol con 79.4% (27/34),
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imipenem con 58.8% (20/34) y colistina con 14.7% (5/34). Presentaron
niveles bajos de resistencia a tigeciclina (0%), seguido de amikacina y
nitrofurantoina 2.9% (1/34) y cefoxitina con 8.8% (3/34) (Grafico 3).

Gréfico 3. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli productoras de BLEE
aisladas de muestras clinicas de humanos del hospital Maria Auxiliadora,

SanJuan de Miraflores, 2021.

(%) Porcentaje
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Antibidticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloaxacino; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:

Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. R =Resistencia y S = Sensibilidad.
5.1.3. Caracterizacién molecular de E. coli productoras de BLEE:

Se caracterizaron los genes implicados en el fenotipo BLEE. Asi, el 61.8%
(21/34) de los aislados BLEE se detectd el gen blactx-m, seguidos de los
genes blatem y blasny con 11.8% (4/34) en ambos casos (Cuadro 3). Cabe
resaltar que cinco cepas no amplificaron para ningln gen BLEE de interés

de este estudio.
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Dentro del gen blactx-m, el grupo blactx-m-grupoz fue el mas comin (47.1 %),
seguido de blacTx-m-grupo14 (11.7%). Al secuenciar los genes blactx-m-grupot,
seobtuvo el gen blactx-m-s5 que fue el mas comun, seguido de blacTx-m-1s.
Solo se identifico una variante del gen blacTx-m-grupo14 que fue la blactx-m-27.
Cuadro 3. Prevalencia de genes de resistencia aislados de muestras

clinicas dehumanos del hospital Maria Auxiliadora- San Juan de Miraflores,

2021.
Grupos E.coliBLEE  Genes de
Resistencia N %
(n)

blacTx-m-s5 6 35.3%

CTX-M grupo 1 17 blacTx-m-15 2 11.8%
ND 9 52.9%

CTX-M grupo 14 4 blacTx-m-27 1 2.9%
ND* 3  88%

TEM 4 blarem 4 100%
SHV 4 blaskv 4 100%
Negativas* 5 Ninguno 5 147%

Total 34 25 73.3%

*Negativas: resultado negativo para CTX-M, TEM, SHV, ND*: No determinado,
positivo para el grupo, perono se logré secuenciar.

5.14. Clonalidad de E. coli productoras de BLEE de las muestras
clinicas de humanos

Se incluyeron las 34 cepas de E. coli productoras de BLEE en el analisis
de REP-PCR. En el dendrograma se puede observar una alta variabilidad
entre las cepas. Se identificaron 28 patrones clonales (R1-R28) entre los 34

aislados. Los patrones R8 agruparon dos aislamientos y los patrones, R9,
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R20 y R27 agruparon tres aislamientos cada uno y presentaron una

homologia superior al 80% (Fig.6).
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Figura 6. Dendrograma de la relacion clonal de las E. coli productoras de
BLEE aisladas de muestras clinicas de humanos del Hospital Maria

Auxiliadora- San Juan de Miraflores, Lima.
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5.2. Carne expendida de mercados del Distrito de Villa el Salvador
5.2.1. Presencia y resistencia antibiotica de E. coli aisladas de
muestras de carne de mercado

Se recolect6 un total de 21 muestras carnicas: 14 (66.6%) de carne de pollo
y 7 (33.3%) de carne de vacuno. De estas se identificaron 66 cepas de E.
coli, 46 de carne de pollo y 20 E. coli en muestras de carne de vacuno

(Cuadro 4).

Los niveles de resistencia fueron elevados para ampicilina (>90%), asi como
tetraciclina y quinolonas (superior al 80%). Seguido de resistencia a
cotrimoxazol (78%) y ceftriaxona (67%). Los valores de resistencia a
aminoglucoésidos, tanto en tobramicina como gentamicina, fueron del 40%
y menor para amikacina (15%). Destacar que la resistencia a colistina fue
superioral 40% superior incluso a la resistencia a carbapenems como
imipenem con(7.6%). No se reportaron cepas resistentes a nitrofurantoina
(Gréfico 4).

Gréfico 4. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli aisladas de muestras

de carnede mercado del distrito de Villa el Salvador, Lima, 2021.
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Antibidticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina,;
CIP: Ciprofloxacino; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:

Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. R =Resistencia y S = Sensibilidad.

5.2.2. Presenciay resistencia antibiética en E. coli BLEE

Se confirmd la presencia fenotipica de E. coli productoras de BLEE en un
54.6% de los aislamientos, en concreto, 54.3% (25/46) de muestras de carne
de pollo y 55% (11/20) de muestras de carne de vacuno (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de cepas E. coli aisladas por tipo de muestras de

carne de mercado.

Muestras E. coli uidA (+) E coli
Muestras recolectadas (n%) BLEE
(n) (N%)
Pollo 14 46 (69.7%) 25 (54.3%)
Vacuno 7 20 (30.3%) 11 (55%)
Total 21 66 (100%) 36 (54.6%)

En las cepas de E. coli productoras de BLEE de carne de pollo, el mayor
porcentaje de resistencia observado fue a ampicilina con un 100% (25/25).
Los niveles de resistencia a tetraciclina, acido nalidixico, ciprofloxacino y
levofloxacino fueron del 96% (24/25), mientras que los de ceftriaxona y
cotrimoxazol fueron de 92% (23/25) y 84% respectivamente. Cabe destacar
que el 48% (12/25) fueron resistentes a colistina (Gréafico 5). Por el

contrario, no se detectaron cepas resistentes a nitrofurantoina, y sélo el 4%,
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8% y 12% fueron resistentes a tigeciclina, amikacina e imipenem
respectivamente.

Graéfico 5. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli productoras de BLEE
aisladas de carne de pollo expendidas en Mercados del distrito de Villa El

Salvador, Lima (n=25).
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Antibitticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloxacino; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:

Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. R =Resistencia y S = Sensibilidad.

En carne de vacuno, las E. coli BLEE mostraron niveles de altos de
resistencia con 100% (11/11) para los antibi6ticos ampicilina y tetraciclina
cada uno. Por otrolado, también se presentaron niveles de resistencia a acido
nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino tobramicina y cotrimoxazol
fueron del 90.9% (10/11), mientras los de ceftriaxona fueron de 72.7%
(8/11). Cabe destacar que el 45.5% (5/11) de los aislados mostraron

resistencia a colistina. No se detecto resistencia a imipenem, azitromicina,
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tigeciclina ni a nitrofurantoina (Grafico 6).
Gréfico 6. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli productoras de BLEE
aisladas de carne de vacuno expendidas en Mercados del distrito de Villa El

Salvador, Lima (n=11).
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Antibioticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloxacino; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacino; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:

Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. R =Resistencia y S = Sensibilidad.

5.2.3. Caracterizacién molecular de E. coli productoras de BLEE

En los aislados de E. coli productoras de BLEE procedentes de muestras
de pollo se detectaron blactx-m de los grupos blacTx-m-grupor COn 88%
(22/25), como blacTx.m-s5con el 86.4% (19/22) y blacTx-m-15con 4.5% (1/22)
y blacTx-m- grupo14 con 12% (3/25) como el blacTx-m-65 con 66.7% (2/3).
Ademas, se detect6 un aislado portador de blasnvz7 y adicionalmente se
detectaron B-lactamasas de espectro reducido como blatem-1 con 93.3%
(14/15) blatem-176 con 6.7% (1/15) y blaskvi 50% (1/2) (Cuadro 5).

En el caso de las muestras de carne de vacuno en los aislados de
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E. coli productores de BLEE se detectd un 45.5% (5/11) de blaCTX-M-

grupol, todas ellas identificadas como blactx-m-ss. Adicionalmente se

detectaron 4 blaTEM (36.4%) todas ellas blaTEM-1 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Presencia de genes de resistencia para E. coli productora de

BLEE aisladas de carne de pollo y vacuno en Mercados del distrito de Villa

El Salvador, Lima.

Microorganis| Origen Genes de Resistencia
mo
CTX-M grupo 1 (n=22)
blacTx-m-55 blacTx-m-15 ND*
19(86.4%) 1(4.5%) 2(9.1%)
CTX-M grupo 14 (n=3)
blacTx-m-65 ND*
Carne de
2(66.7%) 1
pollo (n=25)
TEM (n=15)
blatem-1 blatem-176
E. coli
14 (93.3%) 1(6.7%)
BLEE
SHV (n=2)
(n=36)
blasHv1 blashvzz
1(50%) 1(50%)
Genes de Resistencia
Carne de CTX-M grupo 1 (n=5)
vacuno blacTx-m-55
(n=11) 5(100%)
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TEM (n=4)

blaTtem-1

4(100%)

ND*: No determinado, positivo para el grupo, pero no se logré secuenciar.

5.2.4. Clonalidad de las E. coli productoras de BLEE de las muestras
de carne de pollo y vacuno expendidas en mercados:

Se incluyeron 36 cepas de E. coli productoras de BLEE en el analisis de
clonalidad por REP-PCR. En el dendrograma se puede observar una alta
diversidad clonal entre las cepas. Se identificaron 35 patrones clonales (de
P1 a P35) todos ellos compuestos por un Unico aislado, excepto el patrén
P14 compuesto por dos aislados de E. coli (SP9A1R1 y SP7B1) por lo que
se las clasific6 como cepas posiblemente relacionadas (fig.7); ambas
muestras provienende carne de pollo del mismo mercado, pero de diferentes

puestos.
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Figura 7. Dendrograma de la relacion clonal de las E. coli productoras de
BLEE aisladas de muestras de carne de pollo y vacuno expendidas en

mercados del distrito Villa el Salvador, Lima.
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5.3. Aves Silvestres de la Zona de Refugio de vida Silvestres los

Pantanos de Villa

5.3.1. Presencia y resistencia antibiotica de E. coli aisladas de

muestras fecales de aves silvestres

Se muestrearon 41 aves silvestres de vida libre de forma aleatoria mediante

hisopado cloacal y por identificacion de heces frescas en suelo, seobtuvieron

muestras de 15 especies de aves. De las 41 aves silvestres se logro aislar 24

cepas de E. coli.

Cuadro 6. Porcentaje de aves silvestres capturadas para el estudio divididas

por especies de la Zona de Refugio de Vida Silvestre los Pantanos de Villa,

Lima Per.
Orden Especie Espécimen E. E. coli
coli
(n) BL
(n) EE
(n)
Junquero (Phleocryptes 3 4 0
melanops)
Golondrina azul y blanca 1 3 0
(Notiochelidon cyanolepta)
Passeriforme Gorrion comdn (Passer 1 0 0
domesticus)
Mielero comun (Coereba 4 2 0
flavoela)
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Chirigue olivéceo (Sicalis 2 3

olivascens)

Cucarachero comdn 2 0

(Troglodytes aedon)

Siete colores (Tachuris 3 1

rubrigastra)

Turtupilin (Phyrocephalus 2 0

rubinus)

Tirano melancolico 1 0

(Tyrannus melancholicus)

Amazilia Costefia (Amazilia 11 0
Trochiliformes amazilia)

Piquero peruano (Sula 1 1

variegata)

Cormoran Neotropical 3 5
Suliformes (Phalacrocorax brasilianus)

Cormoran guanay 1 0

(Leucocarbo bougainvillii)

Gallinazo de cabeza negra 2 3
Cathartiformes (Coragyps atratus)

Ostrero Americano 4 2
Charadiformes (Haemotopus palliatus)

TOTAL DE MUESTRAS 41 24
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Se ha reportado niveles de resistencia elevados a tobramicina (>80%),
seguido de los de ampicilina (60%), y valores cercanos al 40% para
tetraciclina y cotrimoxazol. Cabe destacar que no hubo presencia de
resistencia a colistina, tigeciclina, imipenem, amikacina o nitrofurantoina
(Gréfico 7).

Gréfico 7. Susceptibilidad antimicrobiana de E. coli aisladas de aves
silvestres de la Zona de Refugio de Vida Silvestre los Pantanos de Villa,

Lima Peru (n=24).

Poroenta)e [86)

Antibidticos

Antibioticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloxacino; CRO: Ceftriaxona, FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:
Tobramicina; COT: Cotrimoxazol; COL: Colistina. R = Resistenciay S =
Sensibilidad

5.3.2. Presencia y resistencia antibiotica en E. coli BLEE

Se confirmé la presencia fenotipica de E. coli productora de BLEE, se

obtuvo 16.7% (4/24) aislados de E. coli productoras de BLEE de Gallinazo
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cabeza negra (Coragyps atratus) 25% (1/4) y Cormoran Neotropical
(Phalacrocoraxbrasilianus) 75% (3/4).

En el caso del gallinazo cabeza negra se identifico solo una E. coli
productora de BLEE que presentd resistencia a diferentes antibidticos como
tobramicina, &cido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino, ampicilina,
tetraciclina y cotrimoxazol. En Cormoran Neotropical se identificaron tres
cepas de E. coli productora de BLEE, todas ellas presentaron resistencia a
diferentes antibioticos como tobramicina 100 % (3/3), &cido nalidixico
100% (3/3), ciprofloxacina 100% (3/3), levofloxacina 100% (3/3),
ampicilina 100% (3/3), tetraciclina 100% (3/3) y cotrimoxazol 100% (3/3).
Cabe destacar que ninguna de las E. coli productoras BLEE presentaron
resistencia a imipenem, amikacina, nitrofurantoina y colistina (Grafico 8).
Gréfico 8. Niveles de resistencia antibiotica de E. coli productoras de BLEE
aisladas de Gallinazo cabeza negra (Coragyps atratus) y Cormoran
Neotropical (Phalacrocorax brasilianus) de la Zona de Refugio de Vida

Silvestre los Pantanosde Villa, Lima Peru.

SIETEnCLE

i Gallinazo (n=1)

Cormordn [n=3)

Antibidticos

Antibidticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicing;

CIP: Ciprofloxacina; CRO: Ceftriaxona, FOX: Cefoxitina; GEN:
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Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE:Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:
Tobramicina; COT: Cotrimoxazol; COL.: Colistina. R = Resistenciay S =

Sensibilidad.

5.3.3. Caracterizacion molecular E. coli productoras de BLEE

Los aislados de E. coli de ambas especies de aves presentaron genes de
resistencia a cefalosporinas tipo blactx-m-grupo1, €N concreto blacrx-m-ssen el
cormoran (Phalacrocorax brasilianus), mientras que la procedente del
gallinazo cabeza negra (Coragyps atratus) presento los genes blactx-m-grupo1
y blatem; no se pudo determinar las variantes (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de perfil de resistencia de antibioticos y presencia
de genes de resistencia antibidtica aisladas de Gallinazo cabeza negra
(Coragyps atratus) y Cormoran Neotropical (Phalacrocorax brasilianus) de

la Zona de Refugio de Vida Silvestre los Pantanos de Villa, Lima Perd.

Orden Especie E.coli | Perfil de resistencin | Genes de | Genes de
BLEE resistenci | resistenc
(n) a BLEE ia no
| ) | BLEE
Suliformes Cormoran 3 CAZ., AMC. ATM,
Neotropical CTX, FEP, GEN, | blactxsa-ss No
(Phalacrocora TOB. CIP, LE, TE.
v brasilianis) FOX. CRO. COT,
NA ‘
Catharnformes | Gallinazo de | CAZ, AMC, ATM, | blactrxy
cabeza negra CTX. FEP. TOB, grupol blarem
(Coragyps CIP. LE, TE, FOX,
atratus) CRO, COT. NA
Total 4

Antibioticos: AMC= Amoxicilina + Ac. Clavulanico ATM= Aztreonam,
CAZ= Ceftazidima;, CIP= Ciprofloaxacini; CRO= Ceftriaxona, CTX=

Cefotaxima; FEP = Cefepime; FOX=Cefoxitina; GEN= Gentamicina; LE=
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Levofloxacina; NA= Ac.Nalidixico, TE= Tetraciclina; TOB= Tobramicina,

COT= Cotrimoxazol.

5.34. Clonalidad de las E. coli productoras de BLEE de las muestras
deaves silvestres

Se analizaron los cuatro aislados de E. coli productoras de BLEE por REP-
PCR, sin embargo, solo se logré amplificar una sola cepa proveniente de
cormoran (Phalacrocorax brasilianus) (Fig.8). Debido a ello no se pudo

establecer la presencia de relaciones clonales.

5.4. Comparacion de E. coli productoras de BLEE aisladas en muestras
clinicas, carne de mercado y aves silvestres

54.1. Niveles de resistencia a antibioticos en E. coli productoras de
BLEE de los tres origenes:

Los niveles de resistencia fueron altos para los antibidticos mas usados
como quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacino y levofloxacino) y
cotrimoxazol (>80%). Referente a aminoglucdsidos, los niveles de
resistencia a gentamicina fueron cercanos al 40%, siendo menor en aislados
de origen clinico. Referente a tobramicina, los aislados de origen carnico y
sobre todo aves silvestres presentaron niveles mas elevados (>60% y 100%
respectivamente).Referente a amikacina, solo se encontrd resistencia en
aislados de carne (cercanoal 20%) y humano (cerca 5%). La resistencia a
azitromicina sélo se detectd en cerca del 40% de aislados de origen clinico
y cerca del 10% de origen carnico. Referente a antibidticos de uso como
ualtimo recurso, se ha reportado resistencia a carbapenems como imipenem

en el 58.8% de los aislados BLEE de origen clinico y cerca del 8 % en
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aislados de origen carnico. Referente a colistina se detectd niveles
moderados de resistencia de origen clinico y carnico con 14.7% y 47%
respectivamente (Grafico 9).

Grafico 9. Niveles de resistencia a antibioticos en aislados de E. coli
productores de BLEE de muestras clinicas, carnes de mercado y aves de

vida libre de la zona sur de Lima, Perd (n=74).

(%] Porcentaje

n=34)
% (n=34)
I l Aves slivestres [ns4)
i - - I
Y " NA I t GEN TOB K M T NIT T L

Antbidticos

Antibioticos: AK: Amikacina; AMP: Ampicilina; AZM: Azitromicina;
CIP: Ciprofloxacina; CRO: Ceftriaxona; FOX: Cefoxitina; GEN:
Gentamicina; IMI: Imipenem; LE: Levofloxacina; NA: Ac. Nalidixico;
NIT: Nitrofurantoina; TE: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TOB:
Tobramicina; COT: Cotrimoxazol. COL.: Colistina. R = Resistenciay S =
Sensibilidad

5.4.2. Presencia de E. coli BLEE y el analisis de los genes de
resistencia relacionados con fenotipo BLEE en los tres origenes

La presencia de E. coli productoras de BLEE ha sido mayor en aislados de
origen clinico (70.8%), seguido de 54.6% de carnes y un 16.7% en aves de
vida libre.

Los genes de tipo blacTx-m fueron los mas involucrados en el desarrollo del
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fenotipo BLEE. Especificamente, blactx-m-grupor €S €l mas frecuente,
destacando blactx-m-55 en todos los origenes y blactx-m-15 (en clinicas y
carne) también se han reportado blacTx-m-grupor4 €N muestras de origen
clinico y cérnicas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Presencia de genes de resistencia antibidtica detectados en E. coli
aisladas de muestras de clinica humana, carne de mercado Yy aves silvestres

de vida libre de la zona sur de Lima, Peru.

Muestra  E. coli E. coli Genes de Resistencia Genes de
(N) BLEE (%) BLEE resistencia
No BLEE
48 34 (70.8%)  blacreamss. Dlacrxa.  blatew blasgy
Humanos

27 b/{l('rx M-15

66 36 (54.6%) | blactx-m-ss. blactxm-15  Blatem-.
Carne de
blactx-mes. blaswv.zr  blatemars
Mercado
blasav.
“Aves | 24 4(16.7%) | blactxsgmpe, Dlacrx. blaten
Silvestres M-55
TOTAL 138 74

5.4.3. Clonalidad de E. coli productora de BLEE aisladas de
muestrasclinicas, carne de mercado y aves silvestres

Se incluyeron 71 cepas de E. coli productoras de BLEE en el analisis de
clonalidad por REP-PCR: 34 (47.9%) de clinica humana, 36 (50.7%) de
carne de mercado y una (1.4%) de aves silvestres de vida libre. En el

dendrograma se observo una alta variabilidad clonal entre las cepas de los
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tres origenes. Se identificaron 69 patrones clonales (desde K1 a K69) entre
los 71 aislados. Solo lospatrones K4 y K40 contenian 2 aislados. En el caso
de K4 provenientes demuestras clinicas (URO 705 A'Y URO 750B) y en el
de K40 en dos aislados provenientes de muestras de carne de diferentes

muestras de pollo (SP9A1R1 Y SP7B1) (Figura8).
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Figura 8. Dendrograma de la relacion clonal de las E. coli productoras de

BLEE aisladas de muestras clinicas, carne de mercado y aves silvestres de

vida libre enla zona sur de Lima, Per(.
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6. DISCUSION

El presente estudio identifico, determino los niveles de susceptibilidad
antimicrobiana y establecié la clonalidad de E. coli productoras de -
lactamasasde espectro extendido (BLEE) aisladas de tres diferentes origenes
bajo un enfoquede “Una salud”: Clinica humana, carne expendida de
mercado y aves silvestres de vida libre de la zona sur de Lima.

E. coli es un patdgeno importante en los centros de salud, asociado a todo
tipo de muestras, principalmente a urocultivos, hemocultivos y otras fuentes
(82). Es importante la vigilancia de los niveles de resistencia a antibioticos
en estas cepas, para guiar el tratamiento empirico y observar la vigilancia de
la resistencia a antimicrobianos (RAM).

Los niveles de resistencia exhibida por los aislados de E. coli de origen
clinico fuealta para la mayoria de los antibioticos de uso rutinario en los
centros de salud, como cefalosporinas, fluoroguinolonas y aminoglucésidos.
Nuestros resultados coinciden con estudios recientes de aislados de E. coli
de origen clinico de diferentes tipos de muestras y poblaciones. En Perq,
estudios como el de Blas et al., reportaron una alta diversidad de patrones
de resistencia a antibidticos en pacientes de ambientes hospitalarios y
comunitario del instituto nacional materno perinatal mostrando una elevada
resistencia a ciprofloxacino (90%), ampicilina (80%) y cotrimoxazol (53%)
(83). Otro estudio de Matta-Chuquisapon et al. Reportaron niveles de
resistencia a ciprofloxacina y gentamicina en un 91% y 53

% respectivamente en muestras de orina de pacientes oncoldgicos (84).

Mientras, Sosa y Chapofian reportaron en E. coli aisladas de muestras de
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orina de pacientes hospitalizados en Chiclayo, niveles de resistencia
mayores del 70% a ampicilina, ciprofloxacina, levofloxacina y
trimetroprim/sulfametoxazol, 50% a aztreonam y tobramicina y 43.4% a
gentamicina (85).

Por otro lado, la presencia de E. coli productoras de BLEE ha ido en
aumento en los Gltimos afos, siendo un problema global emergente (74), en
especial en entornos hospitalarios, que oscilan entre el 54% y el 77% (74),
destacando los elevados niveles de cepas que circulan en UCI (Unidad de
cuidados intensivos) (86), asi como en pacientes hospitalizados y
ambulatorios de los centros de salud (83).

En nuestro estudio se destaca que la mayoria de E. coli presentaron fenotipo
BLEE con un 70.8% (34/48) coincidiendo con estudios previos realizados
en diferentes hospitales del Perd. En el norte, en un hospital de Chiclayo,
Escalante- Montoya et al. reportaron 61% (36/59) de E. coli productoras
de BLEE (87). Enun hospital del Callao, Tejada-Llacsa et al., reportaron un
32.8% (672/2047) de aislamientos de E. coli BLEE y el 92.1% (619/672) de
estas provenian de muestras de urocultivos (88). En un hospital de la zona
norte de Lima, Falconi sarmiento et al., reportaron un 55.8% (24/43) de E.
coli productoras de BLEE de diferentes origenes (89). Asi mismo, en un
estudio en hospitales publicos regionales de Madre de Dios y Ucayali, Leon-
Luna et al., reportaron 42.6%(26/61) de E. coli productoras BLEE (90).

Si bien es cierto, en los ultimos afios se ha reportado una alta prevalencia de
E. coli productoras de BLEE, estos casos reportados son principalmente en

pacientes con ITU (Infecciones del tracto urinario) que se considera como
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la segunda causa de infecciobn en pacientes ambulatorios e
intrahospitalarios. Marcos-Carbajal et al., reportaron un 55.7% (39/70) de
E. coli productoras de BLEE aisladas de muestras urinarias de 8 hospitales
publicos de diferentes provincias del Pert (91). Se destaca a E. coli como
causante de sepsis de focos urinarios, sin embargo, también puede estar
asociada a otros focos de infeccion con neumonia e infecciones
intraabdominales. Por otro lado, cabe destacar que las E. coli no BLEE y
E. coli BLEE de origen clinico de este estudio presentaron patrones de
resistencia a al menos a una familia de antibioticos, siendo la més relevante
la presencia de resistencia a colistina con 10.4%(5/48) en E.coli no BLEE y
14.7%(5/34) en E.coli BLEE, esto coincide con un estudio previo de Yauri-
condor et al., que reportaron enteropatogenos productores de BLEE entre
ellos E.coli que presentaron un 15.2%(25/165) de resistencia a colistina y
estos presentaron el gen mcr-1en pacientes oncoldgico del instituto nacional
de Enfermedades Neoplasicas (92). Este hecho pone en relevancia el riesgo
de la posible co-expresion y co-seleccion de diferentes mecanismos de
resistencia en E. coli con fenotipo BLEE, que podria contribuir a cepas méas
resistentes a diferentes antimicrobianos, dejando pocas alternativas de
tratamiento en el ambito clinico.

Aparte de la vigilancia en clinica, la cadena alimentaria también actia como
via de transmision de E coli, a pesar que la normativa sanitaria peruana
(NTS N°071 aprobada por R.M. 591-2008/MINSA/DIGESA-V-01 ) que
asegura que la carga microbiana cumpla con los criterios microbiolégicos

establecidos, existe carga de bacterias que se relaciona principalmente a un

73



manejo inadecuado de alimentos y/o productos carnicos durante el proceso
de distribucion del camal hasta el punto final de la venta en los mercados
del pais (93). Mencionar que el Pert es un gran consumidor de carne, en
especial de pollo, debido a su accesibilidad, siendo de hecho la principal
fuente de proteina de las familias peruanas y el insumo central de nuestra
cocina; solo en 2021, el consumo per capita fue de 85 Kg/hab/afio mientras
que el de carne de vacuno fue 6 Kg/hab/afio (94).

Nuestro estudio reporto la presencia de E. coli aisladas de carne de pollo con
69.7% (46/66) y vacuno con 30.3% (20/66) expendidas de mercados del
distrito de Villa el Salvador. Como se mencion0 anteriormente la presencia
de carga microbiana en productos carnicos tiene limites microbioldgicos
permisibles que nos asegura la inocuidad de los productos regido por una
norma técnica, sin embargo, en nuestro estudio no determind la carga, sin
se destaca la alta presencia de resistencia a antibi6ticos de E. coli con
patrones de MDR a las familias de antibiéticos como quinolonas,
aminoglucosidos, tetraciclinas, carbapenems y colistina. Destacando la
presencia de E. coli productora de BLEE aislados de ambos tipos de carne
con niveles de resistencia a colistina con 48% (12/25) en carne de pollo y
45.5% (5/11) en carne de vacuno. Este hecho es preocupante para la salud
publica, a pesar de que esta prohibido en nuestro pais el uso de colistina y
sus derivados en animales para consumo humano a través de la resolucion
directoral N°0091-2019-MINAGRI-SENASA-DIAIA (95).

Estudios previos reportaron valores similares a nuestro estudio como el de

Murray et al., que reportaron E.coli productoras de BLEE en pollos no
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organicos con 39.2% (51/130), presentaron patrones de multirresistencia a
mas de cinco familias de antibioticos, asi como dos cepas presentaron el gen
mcr-1 que da resistencia a colistina, por otro lado, en pollos organicos
presentaron nivelesinferiores de multirresistencia 11.4% (4/35), por lo tanto,
podrian estar vinculados al tratamiento y la alimentacion de estos en las
granjas de produccién (14).

Ademas, Benavides et al., reportaron el uso de antibidticos en granjas de
animalesde produccidn, junto con el escaso conocimiento y el posible mal
uso de los antibidticos entre los medianos y pequefios productores (96), que
ayuda a la seleccion de cepas resistentes que se transmitiran a través de la
cadena alimentaria.

Otros estudios en carne expendidas en mercados de Lima coincidieron
parcialmente con nuestros hallazgos, Ruiz-Roldan et al., reportaron la
presenciade E. coli productoras de BLEE con 59.4% (19/32) en carne de
pollo, sin embargo, no hubo presencia de E. coli productoras de BLEE en
carne de vacuno (63). Cortez-Sandoval et al., reportd la presencia de
enterobacterias productoras de BLEE en carne de pollo expendidas en el
mercado de Santiago de Surco y aisloe identifico E. coli productoras de
BLEE con 23.5 % (8/34) en carne de pollo (97).Estos resultados ponen en
manifiesto la necesidad de implementar medidas de control para minimizar
la transmision de bacterias resistentes en la cadena alimentaria.

En el ambito de la vida silvestre, no hay muchos estudios con un abordaje
sobre elimpacto de la resistencia antibidtica debido a que esta influenciado

por muchos factores bidticos y abidticos, sin embargo, la vigilancia

75



ambiental de la resistencia a los antibioticos es de gran importancia para
comprender el impacto antropogénico en la vida silvestre. Se ha descrito el
papel importante de la fauna silvestre en la diseminacion de la resistencia a
los antibidticos en el medio ambiente. Las aves silvestres, en particular, por
su capacidad para ocupar distintosnichos ecoldgicos y adaptarse a muchos
entornos urbanos, suburbanos y ganaderos, representan verdaderos
centinelas de la resistencia antimicrobiana ya que pueden adquirir y
transportar facilmente bacterias humanas y ambientales (98,99).

Dado que casi todos los entornos vy la vida silvestre estan influenciados por
actividades antropogénicas, la aparicion de bacterias RAM cada vez es mas
elevada en diferentes ambientes. la urbanizacion cerca de areas naturales
protegidas en la ciudad de Lima, como los humedales costeros que brindan
amplios servicios ecosistémicos como corredores bioldgicos, asi como
espacios derefugio para muchas especies que estan altamente influenciado
por actividadantropogénica como la Zona de refugio de vida silvestre Los
Pantanos de Villa, ubicado en una zona periurbana de la ciudad de Lima,
conocido por ser un cuerpo de aguas gque constituye un espacio silvestre para
la reproduccion, refugio y ruta migratoria de aves a lo largo de la costa
pacifica de América del Sur (100). Las presiones antropogénicas en Los
pantanos de Villa revisten especial importancia debido a que estan bajo la
influencia de asentamientos humanos que lo rodean, por la exposicion de
los efluentes, desechos solidos y desmontes a la zona (111). Por ello, la
presencia de bacterias resistentes a antibidticos representaria un riesgo para

las poblaciones de fauna silvestre porque se pudieran introducir genes de
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resistencia en poblaciones que nunca antes han sido expuestas a antibioticos.
La Zona de refugio de vida silvestre los de Pantanos de villa, alberga 211
especiesde aves de las cuales 97 especies son residentes, 82 son migratorias
y 32 son visitantes ocasionales y el 80.1% de especies estan presentes en
cualquiera de los habitats de pantanos de Villa (111). La presencia de E. coli
en aves silvestres es variable y se asocia a la exposicion de la actividad
antropogénica y el tipo de alimentacion (102).

En nuestro estudio, el porcentaje de aves silvestres que presento E. coli fue
de 58.5% (24/41) provenientes de 9 especies de aves residentes del orden
Paseriformes como Coereba flaveola, Tachuris rubrigastra,Pygochelidon
cyanoleuca, Phleocryptes melanops, Sicalis olivascens, que tienen una
alimentacion omnivora (a base de semillas ,frutas e insectos) y habitan
alrededor de grandes areas residenciales con alta actividad humana; aves
marinas del orden Suliformes y Charadriiformes como Haematopus
palliatus, Sula variegata y Phalacrocorax brasilianus con una alimentacion
piscivora y aves del orden Cathartiformes como Coragyps atratus con una
alimentacion carrofiera. Nuestro resultado fue mayor al de un estudio previo
que reporto E. coli en el 23% de aves examinadas, donde se encontro que la
presencia de E. coli dependia de la asociacion con el contacto humano, la
dieta y la masa corporal, siendo estos predictores significativos de la
prevalencia de E. coli en aves silvestres (102).

Por otro lado, en nuestro estudio se observé que las E. coli presentaron
niveles elevados de resistencia a antibioticos de uso humano como

tobramicina (80%), seguido de ampicilina (63%), tetraciclina (42%) y
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cotrimazol (38%) considerandose cepas con patrones de multirresistencia.
En Per0 existen pocos estudios de resistencia antibiotica, pero un estudio en
aves del norte del Perd, Espinoza et al., reportaron niveles de resistencia de
E. coli en heces de piqueros peruanos (Sula variegata) a al menos 5 familias
de antibidticos como ampicilina, tetraciclina, cotrimoxazol, gentamicina,
azitromicina y quinolonas (16). En Brasil,Fortes Beleza et al., reportaron la
presencia de 26% (13/50) de E. coli con niveles de resistencia a antibioticos
como ampicilina del 53.8% (7/13) y del 15.4% (2/13) a acido nalidixico en
aves de vida libre en la ciudad de Mulungu, indicandonos que pudo haber
algun contacto con residuos antropogénicos (38). Aunque lafuente de estos
aislamientos bacterianos sigue siendo incierta, la vida silvestre no esta
directamente expuesta a los antibidticos en la mayoria de los casos y se
debenconsiderar otras vias antropogénicas de transmision como el contacto
de agua contaminada y depredacion de animales infectados.

Otro punto relevante es la presencia de E coli productora de BLEE en
estudios de aves migratorias, que se ha reportado ampliamente en todo el
mundo y probablemente estén involucradas en la propagacion de estos
patogenos a largas distancias incluidas reservas naturales y areas pelagicas
con bajo impacto antropogenico (103).

En nuestro estudio se identifico fenotipicamente un 16.7% de E. coli
productoras de BLEE. Estas cepas fueron aisladas de gallinazos de cabeza
negra (Coragyps atratus) con 4.2% (1/24) y cormoran neotropical
(Phalacrocorax brasilianus) con 12.5% (3/24), ambos con wun

comportamiento social y alimentario diferente. Los buitres del nuevo mundo
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como el gallinazo cabeza negra (Coragyps atratus) tiene un
comportamiento gregario y esta altamente asociado a la actividad humana
debido a su alimentacion carrofiera. Sin embargo, estas aves también quedan
expuestas a los residuos de antibidticos ingeridos mientras se alimentan de
cadaveres de animales domesticos, desechos agricolas y material no
bioldgico (104,105). Los subproductos de animales que no estan destinados
a consumo humano y no se les aplica los tiempos de retiro de antibioticos
son desechados al ambiente; estos lugares pueden representar fuentes de
alimento abundante para un gran ndmero de estas aves, aumentando la
adquisicion, la transmision cruzada intra e interespecifica y la propagacion
de patégenos en el ganado, la vida silvestre y humanos (105).

Ademas, las actividades antropogénicas en ecosistemas acuaticos tienen un
alto impacto, especialmente en cuerpos de agua naturales influenciados por
descargas de aguas residuales, presencia de vertederos costeros, descarte de
la pesca y la industria acuicola, provocando que las aves marinas interactien
con mayor frecuencia con los humanos (106,107). EI Phalacrocorax
brasilianus o Cormoran Neotropical, es un ave marina que tiene una amplia
distribucion y esta presente endiferentes ecosistemas costeros, amazonicos
y altoandinos, se alimenta en aguas poco profundas, tanto en cuerpo de agua
continentales como marinos y su dieta es piscivora, compuesta
principalmente por peces bentonicos(106), por lo tanto también son
perfectos bioindicadores para ver la aparicion de bacterias resistentes a
antibioticos ya que rara vez se alimenta de desechos antropogenicos.

Estudios similares han reportado que el porcentaje de E. coli productoras
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BLEE esmayor en comparacion con nuestros resultados, en el caso de
gallinazo cabeza negra (Coragyps atratus), a pesar de ser carrofiero y tener
mecanismos de defensa a nivel gastrico hacia bacterias patogenas,
Rodrigues de Carvalho et al., reportaron la presencia de E. coli a nivel
intestinal (108). En otro estudio, en una zona urbana de Brasil, Batalha de
Jesus et al., reportaron un 31.7% (13/41) de E. coli productora BLEE en
Coragyps atratus (109). Por otro lado, en Ecuador, Reyes Capulifia reportd
17.2% (5/29) de E coli productora BLEE aisladas de heces de Cormoran
Neotropical (Phalacrocorax brasilianus) de una laguna altoandina (110).
A nivel molecular, existen pocos estudios que hayan caracterizado las
variantes delos genes blactx-m en enterobacterias productoras de BLEE de
diferentes ambientes en Per(.

A nivel humano, la variante CTX-M-15 se reportd por primera vez en cepas
aisladas de nifios sanos de comunidades rurales de la selva peruana como
Moyobamba y Yurimaguas (111,112), asi como en nifios con bacteriemia
causadopor E. coli productoras de BLEE (74). Recientemente Ymaria et al
reportaron la presencia de CTX-M-15 aisladas también en entornos clinicos,
concretamente en celulares y uniformes de trabajadores de unidades de
cuidados intensivos (UCI) (86).

Por otro lado, la variante CTX-M-27, que presenta una sustitucion (D240G)
de la variante CTX-M-14 (113,114), se ha detectado en muestras de origen
clinico. Estehallazgo se ha reportado previamente en la vigilancia mundial
del clon E. coli ST131, si bien es cierto este clon esta asociado a la variante

CTX-M-15, se diferencia en que la CTX-M-27 solo se encuentra en las
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ST131 mientras que las variantes CTX-M-14 y CTX-M-15 pueden estar
entre los aislados de E. coli ST131 y no ST131 y estas variantes estan
relacionadas con la presencia y diseminacion de clones internacionales de
E.coli extraintestinales patdgenos de alto riesgo(114,115,116). Inicialmente
la CTX-M-27 reportd en Europa central y Japon en aislamientos no clinicos
en humanos, en animales domésticos y aves acuaticas (114). Ademas, se ha
reportado en cepas de origen clinico y pollos de engorde (117), asi como en
muestras de agua residuales (118). En América del Sur, Fernandes et al.,
reportaron por primera vez la presencia de ST131 productoras de CTX-M-
27 en ecosistema maritimo de mejillones pardos y ostras en Brasil, en areas
de intenso trafico maritimo impactadas por actividades de transporte
transoceanico y efluentes contaminados de aguas residuales urbanas,
desechos animales y efluentes hospitalarios con presencia positivas para
esta cepa (119). Sin embargo, en nuestro estudio CTX-M-27 solo se aislo
de muestras de origen clinico con un porcentaje bajo.

Si bien es cierto que CTX-M-15 se considera el gen con mayor prevalencia
a nivelmundial en cepas con fenotipo BLEE, parece que en América Latina
esta posicion la tiene CTX-M-55; en los ultimos afios la region esta
reportando con mayor frecuencia la variante CTX-M-55, similar a CTX-M-
15 pero con una sustitucion de aminoacidos (Ala-80-Val) que le confiere
mayor eficiencia catalitica contra ceftazidima (120).

La variante CTX-M-55, que ha sido la de mayor frecuencia en nuestro
estudio, esta distribuido ampliamente en Asia y America del sur, y existe

una serie de estudios principalmente en China que muestran la presencia
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comdn de CTX-M- 55; ademas han sugerido que esta variante reportada
tanto en muestras clinicas y no clinicas de humanos podria provenir de
fuentes de alimentos de origen animal ya que previamente se ha aislado de
animales domeésticos y de produccién (121,122). Destacar que también en
nuestro estudio la variante CTX-M-55 tuvo mayor presencia y se aislo de
los 3 origenes estudiados, en muestras clinicas con 35.3%, en carne de pollo
y res de mercado (86.4% y 100% respectivamente) y en aves silvestres de
vida libre 25% (1/4).

En Per(, en muestras de origen clinico, Deshpande et al., reportaron
previamente en humanos la presencia de un aislado de E. coli productor de
mcr-1 que también era productor de CTX-M-55 en muestras de infecciones
de piel, acotando que la presencia de enterobacterias productoras de BLEE
que portan el gen mcr-1 estaba aumentando en la regién (123).

Nuestros resultados en carne de pollo coincidieron con otros reportes sobre
la presencia de variantes de CTX-M, como en Ecuador donde Ortega-
Paredes et al., reportaron la presencia de CTX-M-55 (42.2%), CTX-M-65
(21.7%), CTX-M-15 (0.7%), en carne de pollo (124). Otro estudio en
Portugal, Clemente et al., reportaron el aislamiento de variantes poco
comunes para Europa de CTX-M-55en carne de pollo (11.6%) y carne de
vacuno (3.8%), asi como CTX-M-65 (11.6%) de carne de vacuno (125).
Cabe resaltar que la CTX-M-65 esta ampliamente distribuida en Asia,
America del Norte y Sur, y es prevalente en la produccion avicola (124). Es
importante mencionar que en Perl( se ha reportado esta variante tanto en

Salmonella enterica serovar Infantis aisladas de pollo, comoen muestras
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clinicas en nifios, comprobandose que estos aislados de diferente origen
estaban relacionadas clonalmente (126).
Dentro de la carne expedida en mercados, la carne de pollo ha presentado

una mayor variedad de genes blactx-m comparado con la carne de vacuno.

Este hecho es importante a nivel de salud publica, teniendo en cuenta que
nuestro pais tiene una poblacion urbana y periurbana de grandes cifras, y la
carne de pollo es la principal fuente de proteina de la comunidad (94). Esto
se traduce en sistemas de produccion avicola masificados para abastecer al
consumidor, ademas de camales legales y clandestinos, una poca regulacién
gue hace que se favorezcan las contaminaciones cruzadas en los alimentos.
Entre los reportes recientes que implicaron el estudio de E. coli de carne
aviar destinados al consumo humano en nuestro pais, se destaca el estudio
de Murray et al., reportaron la presencia de blactx-m-ss €n heces de pollo de
engorde y vendedores en el cono sur de Lima (14). Posteriormente,
Carhuaricra et al., reportaron el aislamiento de cinco E. coli productoras del
gen mcr-1 que también eran portadoras de blactx-m-ss aisladas de heces de
pollo de engorde y cerdo de granja en Lima metropolitana (127). Si bien es
cierto, nuestro estudio fue en carnede pollo y vacunos expendidas en
mercados, se puede observar que a nivel intestinal de animales de
produccion hay una presencia de E. coli productora de CTX-M-55, lo cual
puede facilitar la contaminacion cruzada durante lamanipulacion en el
camal o en los puestos de mercado siendo un riesgo para la seguridad
alimentaria y salud publica.

En el &mbito de fauna silvestre periurbana, en nuestro estudio se report6 una
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sola especie de ave, Cormoran neotropical (Phalacrocorax brasilianus) con
presencia de la variante CTX-M-55. No se han encontrado otros reportes en
esta especie hasta el momento, sin embargo, otros estudios en aves silvestres
en América del sur han reportado la presencia de blactx-m-s5 aisladas de
Condor andino (Vultur gryphus) en Chile (128), en Gallinazo cabeza negra
(Coragyps atratus) en areas peri urbanas de Brasil (129) y gaviotas Franklin
(Leucophaeus pipixcan) en Chile (130).

Asi mismo, en nuestras muestras de carne de pollo se identifico la variante
SHV- 27, que también es considerada una BLEE debido a que es una p-
lactamasa capaz de hidrolizar cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, a
diferencia de otras variantes de SHV no BLEE. La SHV-27 presenta tres
mutaciones silenciosas y una sustitucién de aminoacidos (Gly-156-Asp).
Esta variante se report6 por primera vez en Brasil en el 2001 (131), y se ha
reportado la presencia de esta variante en Klebsiella pneumoniae y E. coli
aisladas de animales de produccion destinados a consumo humano como
cerdos y peces de cultivo en China y en leche de vacas asintomaticas a
mastitis en Japon (55). En el Per( se describié este gen previamente en
aislados clinicos de neonatos con sepsis vinculad a Klebsiella pneumoniae
productoras de BLEE (132).

Referente a los genes relacionados con las B-lactamasas no BLEE, en

nuestro estudio se observa la presencia de los genes blatem y blaskv. En las

muestras de origen carnico, las muestras de carne de pollo presentaron la
variante TEM-1 mayormente, pero tambien TEM-176 y SHV-1. Cabe

resaltar que en las muestras clinicas de humanos y aves silvestres se detecto
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la presencia de blarewm, sinembargo, no se logré secuenciar.
A pesar de que en Perl existen pocos estudios donde se ha secuenciado el

gen blatem y no se conocen muy bien las variantes que circulan en nuestro

pais, nuestros resultados han coincidido con la presencia de la variante
TEM-176 quese reportd en una E. coli enterotoxigénica aislada de nifios con
diarrea (133). Esta variante difiere en un aminoacido (Ala222Val) con
respecto a la TEM-1, esto puede influenciar en el espectro de actividad en
lo betalactdmicos y se ha aislado de muestras de diferentes origenes
principalmente de pollos de engorde (134). Asimismo esta variante presenta
una amplia distribucion geografica como Austria, Australia, Ecuador,
Singapur o Tanzania (133).

Referente a la variante SHV-1, se ha reportado en varias especies de
enterobacterias y se considera una enzima codificada por plasmidos, su
espectro de actividad hidrolitica es similar al de la TEM-1 pero logra una
mejor actividad frente ampicilina.

Se ha reportado una elevada diversidad de patrones, en acuerdo con la
diversidad de genes de resistencia reportados. A excepcidn de pocas cepas,
podemos decir que la presencia de cepas E. coli productoras BLEE en los 3
ambientes estudiados no se debe a la expansion de un clon, sino a la
seleccién y diseminacion de cepas BLEE de varios origenes, seleccionadas
seguramente por el elevado uso de las cefalosporinas tanto en humanos
como en animales de produccion que pueden llegar hasta el ambiente, como
demuestra su deteccion en aves de vida libre. Mencionar que no hay una

division entre los patrones de humanos y las provenientes de animales, sino
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que hay una mezcla de clones en los diferentes origenes.

Finalmente, nuestro estudio contribuye con el enfoque Una Salud abordando
la circulacion de E. coli productoras BLEE entre cepas clinicas humanas,
carne de mercados y aves silvestres de vida libre en la zona sur de Lima,
Per0. La propagacion de la resistencia a los antibidticos en la interfaz entre
humanos, alimentos y aves silvestres de vida libre sigue sin comprenderse
bien. En este estudio se reportd la elevada variabilidad de genes y clones y
como estos son compartidos en los diferentes ambientes. Si bien es cierto
estos mecanismos son naturales, ante una presion selectiva por factores
antropogénicos se seleccionan positivamente, favoreciendo la

supervivencia de las bacterias que los poseen,
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generando una poblacidn bacteriana con resistencia a antibidticos adquirida.
Por ello, la resistencia antibiotica representa un problema de salud a nivel
mundial.

Se recomienda hacer mas vigilancia a nivel molecular de los genes
implicados en la resistencia, no solo en humanos, sino extender a animales,
alimentos y ambiente. Es importante conocer los niveles en clinica y en
animales domésticos yde consumo por su uso de antibiéticos, y como estos
microorganismos llegan a losanimales de vida libre. De hecho, hasta ahora
se ha descuidado el papel deanimales silvestres periurbanos como
bioindicadores 0 como posiblesdiseminadores de patdgenos bacterianos
siendo un tema poco abordado desde la perspectiva ecoldgica y cientifica.
Resaltar la importancia del presente estudio, donde ademéas del ambito
clinico en humanos, se observaron niveles elevados de resistencia y
presencia de E. coli productoras BLEE en cepas aisladas de alimentos y
animales silvestres, pudiendo actuar como reservorio Yy posibles
diseminadores de bacterias productoras de BLEE y sus genes de resistencia
en areas periurbanas de ciudades densamente pobladas, que es una cuestién

critica desde la perspectiva Una Salud.
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7. LIMITACIONES
Este estudio tuvo algunas limitaciones, principalmente en no disponer de
la informacion clinica de los pacientes, y no siempre en la base de datos se

encontraron los datos necesarios para completar la informacion del estudio.

Mencionar que el tamafio muestral de aves silvestres fue limitado debido a
la dificultad de la colecta de las muestras en las redes de niebla, impidiendo
una estimacion mas precisa de la prevalencia de E. coli BLEE en las

diferentesespecies de aves de la zona.

La técnica REP-PCR es una aproximacion para estudios de clonalidad, pero
convendria poder caracterizar las cepas con técnicas de mayor resolucion
como la electroforesis en campo pulsado (PFGE) o Multi Locus Sequence

Typing (MLST).
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8. CONCLUSIONES
Este estudio reporta la presencia de E. coli productoras de BLEE con 53.6%
(74/138) aisladas de los tres origenes, siendo mas frecuentes en las muestras

clinicas y carnicas comparado con las de aves silvestres de vida libre.

Se confirmé la presencia de E. coli productoras de BLEE con elevados
niveles de resistencia a antibidticos no p-lactamicos, principalmente en el
caso de los aislados de origen clinico humano y carnico para quinolonas,
cotrimoxazol y tetraciclina, siendo cercanos al 80%. Para colistina se
detectd 14% de resistencia en aislados clinicos y valores cercanos al 40%
en los de carne de mercado. Paralos aislados de aves silvestres la resistencia
a los antimicrobianos fue menor, en comparacion con los otros origenes,
pero se destacan niveles muy elevados de resistencia a tobramicina con 80%

y valores cercanos al 40% para tetraciclina y cotrimoxazol.

Se confirm6 que la presencia de E. coli productoras de BLEE estan
relacionadas con la presencia del gen blactx-m-grupo-1. La variante CTX-M-
55 fue la mayoritaria,tanto en muestras clinicas, carnes de mercado como
de aves de vida libre. Ademas, en humanos y carnicos se detecto la variante
CTX-M-15. Solo en humanos se detecto la variante CTX-M-27. Ademas de

las variantes CTX-M-65 y SHV-27 solo en carne de pollo.

No se presencié relacion clonal entre las cepas de E. coli productoras de
BLEE aisladas de las tres muestras, excepto en algun caso en concreto como
las muestrasde origen clinico y carnicos que se relacionaron entre ellas.

Esto nos indica unorigen y diseminacion no clonal.

89



9. RECOMENDACIONES

- Implementar programas de vigilancia activa a nivel molecular y
gendémico de cepas de importancia clinica en la interfaz de humanos,
animales, alimentos y ambientes contaminados, a fin de informar la
diseminacion y el papel como reservorios.

- A nivel de cadena alimenticia, se recomienda la realizacion de
controles de calidad microbioldgica a lo largo del proceso para establecer
un punto critico de contaminacion. Este control permitiria determinar el
nivel de cumplimiento de las buenas préacticas en produccion animal y/o su
procesamiento.

- Informar, capacitar y concienciar a los sectores de animales
productivos, también el agropecuario, con respecto al problema de
resistencia antibiotica.

- Realizar investigaciones de animales silvestres periurbanos como
bioindicadores o posibles diseminadores de bacterias resistentes a

antibidticos para tener una perspectiva del impacto antropogénico.
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Anexo 2. Permiso de investigacion bajo la Resolucion del jefe del refugio

de vidasilvestre Los Pantanos de Villa.

RESOLUCION DEL JEFE DEL REFUGIO DE VIDA SILVESTRE LOS
PANTANOS DE VILLA N* 008 -2021-SERNANP-JEF

Chorrillog, 24 de junio del 2021
VISTO:

El Informe Técnico N°011-2021-SERMANP-RVSLPV-MDS de fecha 24 de junio de
2021, que evalla la solicitud presentada por la Srta. Maria de Jes(s Pons Casellas para
realizar la investigacion cientifica que incluye ingreso a ambitos de acceso restringido v
colecta o extraccion de muestras bioldgicas, en el marco del proyecto denominado “One
Health caracterizacion epidemioldgico-molecular de Entercbacteriales vy  bacterias
Gramnegativas no fermentadoras de interés clinico aisladas de muestras de aves silvestres
de vida libre y agua del Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa, Per(”, por &l
periodo de & meses.

CONSIDERANDO:

. Que, sequn lo previsto en los incisos g) e i) del articulo 2* de la Ley N® 26834, Ley
de Areas Naturales Protegidas, unos de sus principales objetivos de proteccion es senvir de
sustento vy proporcionar medios vy oportunidades para el desarrollo de la investigacion
cientifica;

Que, en concordancia con ello, en el a_rticulo 29° de la precitada Ley, se establece
que el Estado reconoce la importancia de las Areas Maturales Protegidas para el desarrello
de la investigacion cientifica basica y aplicada, siempre que no afecte los objetivos de
conservacion, se respete la zonificacion y las condiciones establecidas en el Plan Maestro;

Que, la actualizacion del Plan Director de las Areas Naturales Protegidas, aprobada
por Decreto Supremo N® 016-2003-MINAM, refiere que la investigacion cientifica constituye
una herramienta basica para la generacion de informacion que permita mejorar el
conocimiento sobre la diversidad biologica, asi como para el manejo de recursos naturales
v la gestion de riesgos y amenazas,

Que, mediante Decreto Supremo M° 010-2015-MINAM, publicado el 23 de setiembre
de 2015, se declara de interés nacional el desarrollo de investigaciones al interior de las
Areas Maturales Protegidas de administracion nacional, determinandose su gratuidad, asi
como los procedimientos de aprobacién automdtica y evaluacidn previa para su
otorgamiento;

Que, en el articulo 4° del mencionade Decreto Supremo, se prevé cinco supuestos
en los que la autorizacidon de investigacion requiere de evaluacion previa: a) ingreso a
ambitos de acceso restringido, b) la colecta o extraccion de muestras biologicas, c) se
prevea la alteracion del entorno o instalacién de infraestructura en el caso de areas
naturales protegidas de administracion nacional, d) el uso de equipo o infraestructura
pertenecients a las ANP de administracion nacional, e) investigacion en predios privados;
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Gue, mediante Resolucion Presidencial M 287-2015-SERMANP, publicada el 20 de
engro de 2016, se aprueban las Disposicienes Complementarias al Reglamento de la Ley
de Areas Maturales Protegidas en materia de investigacion, las mismas gue establecen las
normas y lineamientos gque regulan las investigaciones realizadas al interior de las Areas
Maturales Protegidas de administracion nacional;

Que, en el articulo 23° de las precitadas Disposicionss Complementarias se
establecen los criterios de evaluacion del Plan de Investigacion;

Cue, mediante la Resolucion Presidencial N* 099-2017-SERMANP, publicado el 18
de abril de 2017, se modifica el proceso GAM-01-10-Otorgamiento de Cerfificado de
Procedencia, asimismo deja sin efecto la Resolucién Presidencial N® 250-2013-SERMNANP
que aprobo el Cerificado de Procedencia de los recursos naturales renovables forestales,
flora yo fauna silvestre provenientes de las Areas Maturales Protegidas de administracion
nacional;

Que, mediante el Decreto Supremo N® 013-2018-MIMNAM del 05 de noviembre del
2018, =e aprueba la reduccion del plastico de un solo wso y promueve el consumo
responzable del plastico en las entidades del Poder Ejecutivo.

Que, mediante el Decreto Supremo N° 001-2019-MINAM del 02 de febrero de
20196, se actualizan los procedimientos administrativos a cargo del SERMANP que otorgan
Titulos Habilitantes;

Que, mediante Resolucion Presidencial N°169-2019-SERNANP de fecha 05 de julio
del 2019 se aprueba la modificacion del Mapa de Procesos de Gesfion de Areas Naturales
Protegidas;

Que, mediante Resolucion Presidencial M*106-2020-SERMANP de fecha 10 de julio
de 2020 se aprueba el Plan de Accion para la promocion de investigaciones en el Sistema
Macional de Areas Maturales Protegidas por el Estado (SINANPE) del periodo 2020-2022;

Que, a través del documento del visto, la Srta Maria de Jesds Pons Casellas, solicita
autorizacion para realizar la investigacion centifica que incluye ingreso a ambitos de acceso
restringido v colecta o extraccion de muestras biologicas, en el marco del proyecto
denominado “One Healthcaracterizacion epidemicldgico-molecular de Enterobacteriales y
bacterias Gramnegativas no fermentadoras de interés clinico aizladas de muestras de aves
silvestres de vida libre v agua del Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa, Perd®,
por el periodo de seis meses;

Que, mediante Informe Técnico N°011-2021-SERNANP-RVSLPY-MDS de fecha 22
de junio de 2021 se evalia la solicitud prezentada, concluyendo gue el expediente cumple
con los requisitos establecidos en el articulo 18° de las Disposiciones Complementarias al
Reglamento de la Ley de Areas Maturales Protegidas en materia de investigacion, v que el
Plan de Investigacion =& encuentra conforme a los criterios establecidos en el articulo 23°
de las Disposiciones Complementanas en mencion;
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En uso de las atibuciones conferidas por el numeral 2.1 del articulo 2° del Decreto
Supremo N* 010-2015-MINAM, &l articulo 14° de las Disposiciones Complementarias al
Reglamento de la Ley de Areas Maturales Protegidas en materia de investigacion,
aprobadas por Resolucion Presidencial N® 287-2015-SERMANP, vy el articulo 277 del
Reglamento de Organizacion vy Funciones del SERMAMP, aprobado mediante Decreto
Supremao M° 006-2008-MIMAM.

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Autorizar el desarrollo de la investigacion cientifica denominada: “One
Healthcaracterizacion  epidemioldgico-maolecular de  Enterobacteriales vy bacterias
Gramnegativas no fermentadoras de interés clinico aisladas de muestras de aves silvestres
de vida libre y agua del Refugio de Vida Silvestre Loz Pantanos de Villa, Perl®, a favor de
Maria de Jesls Pons Casellas, a ser realizada en €l ambito del Refugio de Vida Silvestre
Los Pantanos de Villa por el periodo de seis meses, contados a partir de la fecha de la
presente Resolucion.

Articulo 2°. - Autorizar el ingreso al Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de
Yilla, de las siguientes perzonas, integrantes del equipo de investigacion:

MNombre Cargo

Maria de Jesis Pons
Casellas

Kathya Cecilia Espinoza
Ramirez

responsable

Lic. Médico veterinario
zootecnista-UICSUR,

colaborador
Jacqueline Hemandez Bachiller en Biologia,
Msjia colaborador
Xiomara Leslie Caffo colaborador

Walentin
Joaquin Ruiz Blazquez

Universidad Cientifica del Sur -

investigador
Fernando Enrigque Bachiller en Farmacia y
Guibert Chipoco Boguimica colaborador

Articulo 3°.- Autorizar la colecta de 30 individuos en total y liberacion posterior, de
acuerdo a lo indicado en el Cuadro 1, que no incluye extraer los individuos del ANP.
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Precizar que la presente autorizacion no otorga derechos scbre los recursos
genéticos o productos derivados de las muestras colectadas.

Articulo 4°- Los integrantes del eguipo de investigacion son responsables de
conocer y cumplir lags disposiciones contenidas en la Ley N® 26834, Ley de Areas Naturales
Protegidas, v su Reglamento, aprobado mediante Decreto Supremo W® 033-2001-AG,
modificado por Decreto Supremo N°® 010-2015-MIMNAM, asi como en la Resolucion
Presidencial N° 287-2015-SERMNANP. Asimismo, los investigadores deberan cumplir con
las normas que la Jefatura y su personal dispongan durante el desarrollo de la investigacion,
entre ellas por el Decreto Suprema N° 013-2018-MIMAM.

Articulo 5°.- La Srta Maria de Jesis Pons Casellas, autorizado en el articulo 1° de
la presente Resolucién, en su calidad de investigador principal azume las siguientes
obligaciones y compromisos:

a. Presentar copia de la presente autorizacion al personal del ANP que lo solicite.

b. Mo extraer muestras biologicas distintas a las autorizadas.

c. Tramitar el cerificado de procedencia, cuando s requiera trasladar las muestras
de material biologico colectado fuera del ambito del AMNP.

d. Comunicar al SERNANP cualquier nuevo registro para la ciencia, debiendo
entregar una copia del deposito del holotipo del nuevo taxa en una institucion
cientifica nacional autorizada. La extraccion de dichos ejemplares incluyendo los
nuevos registros para el AMP deberan ser reportados a la Jefatura de ANP (en el
Puesto de Control o sede administrativa mas cercana) para su respectiva
consignacion en el certificado de procedencia.

e. Gestionar los permizos de exportacion ante la autoridad competente, cuando se
requiera enviar al extranjero parte del material bicldogico colectado.

f. Entregar una vez publicado los resultados de la investigacion, una copia digital
del informe o la publicacion al SERMNANP y autorizar su registro en la biblioteca
digital del SERNANP.

0. Mo utilizar las muestras biologicas con fines de acceso a recursos genéticos o
sus productos derivados; asi como, no utilizar los conocimientos colectivos
vinculados a los recursos bioldgicos de pueblos indigenas; sin contar con el
contrato de acceso comespondiente.

h. Mo ingresar bolsas de plastico de un solo uso, sorbetes plasticos y envases de
tecnopor {poliestireno expandido) para bebidas y alimentos de consume humano
en el ambito del ANP.

i. Solicitar el ingreso al ANP con diez dias de anficipacion

j. Cumplir con la nomativa dictada por el gobierno peruano por la situacion
sanitaria actual debido a la pandemia por el COVID-19.



Anexo 2. Permiso de investigacion bajo la Resolucién del jefe del refugio

de vidasilvestre Los Pantanos de Villa. (continuacién)
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El incumplimiento injustificado de estos compromisos producira el ingreso del
investigador en la lista de investigadores inhabilitados para proximas autorizaciones
emitidas por el SERNANP.

Articulo 6°.- La autorizacidn a la que se refiere el Articulo 1° caducara
automaticamente al vencer el plazo concedido, por el incumplimiento injustificado de los
compromisos adquiridos o por cualquier dafio al patimonio natural, sin perjuicio de las
responsabilidades administrativas, civiles o penales que pudieran originarse.

Articulo 7°. - El SERNANP se abstiene de toda responsabilidad por los accidentes
o dafos que puedan sufrir los integrantes del equipo de investigacion durante el desarrollo
del proyecto de investigacion.

Articulo 8°.- Registrese la presente Resolucion en el Médulo de Seguimiento a las
autorizaciones de investigacion del SERNANP, en el archivo de autorizaciones del Refugio
de Vida Silvestre Los Pantanos De Villa y publiguese en la pagina web del SERNANP

(www.sernanp.gob.pe).

Registrese y comuniquese,

Ing. Omar Antonio Ubillis Tolentino
JEFE RVSLPV
Servicio Nacional de Areas Naturales
Protsgidas por el Eatado - SERNANP




Anexo 3. Carta de consentimiento de ingreso a la ANP los Pantanos de

Villa dePROHVILLA.

L
WUNICIPALDAD OF PROH’ ¥
LIMA VILLA /

*Afo del Bicentenario cel Perl- 200 ahos de incependencis” &

CARTA DE CONSENTIMIENTO

La suscrita, DANIELA CHANGANAQUI ALFARO, en mi calidad de Jefe de Ia
Oficina de Investigacion Cientifica y Desarrollo de Proyectos de la Autoridad
Municipal de Los Pantanos de Villa — PROHVILLA, emito la presente Carta de
Consentimiento de Ingreso a la Propiedad del SERPAR bajo nuestra
administracion a favor de la Sra. MARIA JESUS PONS CASELLAS identificada
_responsable del proyecto de investigacion One Health-
caracterizacion epidemioiégico-molecular de Enterobacteniales y bacterias Gram-
negativas no fermentadoras de interés clinico aisladas de muestras de aves
silvestres de vida libre y agua de la Zona de Refugio de Vida Libre-Los Pantanos
de Villa, Perd; asi como a los investigadores invelucrados (investigadores

responsables y colaboradores del proyecto).

El ingreso a la propiedad bajo nuestra administracion el Humedal Pantanos de
Villa se efectuara con la presentacion de ia Carta de Autorizacion para Realizar
Investigaciones dentro del ANP de los Pantanos de Villa, emitida por el
Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado — SERNANP'.

Finalmente se adjunta lista de los investigadores involucrados en el proyecto.
Atentamente,

Chorrillos, 26 de abril del 2021
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*D.5. N* 010-2015-MINAM, que promueve el desarrollo de investigaciones al interior de |as areas naturales
protegidas (23/09/2015).

MUNICIPAL DE LOS DE VILLA =
Ca. Las Tortugas Nro. 301- Loz Cecros de Ville - Chorrilloz
Telersx: 2326432 / Web: prnmim.mniml‘sob,pe
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Anexo 5. Constancia institucional de ética en investigacion de la UCSUR.

UNIVERSIDAD

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN i
INVESTIGACION C I E N T : FICA

CONSTANCIA N° 176-CIEI-CIENTIFICA-2020

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Cientifica del Sur (CIEI-CIENTIFICA) da constancia que el proyecto de investigacion,
cuyos datos se registran a continuacion, ha sido aprobado por el CIEI-CIENTIFICA.

Codigo de registro: 053-2019-PRO99

Titulo: Vigilancia de la resistencia a antimicrobianos: vision
One Heaith

Investigador(a): Maria Pons Casellas

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los fineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa interacional vigente. Adicionalmente, en
el contexto de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumplir
con las normas publicadas por el estado peruano.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que €l proyecto de investigacion
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacion debe ser
reportado al CIEI-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
08 de enero del 2021), pericdo en el que puede desarrollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarrolio hasta que la renovacion sea
aprobada.

Villa El Salvador, 09 de julio de 2020

Comité Institucional de Etica en Investigacién
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