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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana (RAM) se acrecienta por el uso de antimicrobianos
tanto en animales como humanos, y por la exposicion a determinantes de RAM en
ecosistemas compartidos; haciéndose necesario el uso del enfoque UNA SALUD
para el estudio de la RAM.

El objetivo del presente trabajo fue explorar la contribucion de las personas, los
animales de granja y el ambiente a la RAM en entornos rurales de América Latina,
bajo el enfoque UNA SALUD. Con esta base, orientamos nuestro esquema de
muestreo y recojo de informacion para determinar la prevalencia de RAM en
humanos, animales y ambientes del hogar (los tres ejes de UNA SALUD) en zonas
rurales de Cajamarca, y caracterizar a genoma completo aislamientos de bacterias
RAM productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

El estudio tuvo dos fases: un scoping review basado en la guia PRISMA-ScR, y una
colecta de campo de disefio transversal, aplicando métodos microbiol6gicos,
moleculares y gendmicos para obtener muestras humanas, animales y ambientales,
y su posterior analisis.

Pocos estudios aplican el enfoque UNA SALUD para estudiar la RAM en zonas
rurales de la region. Los principales factores que contribuyen a la diseminacion de
la RAM son los animales de granja al portar y/o transferir genes o bacterias
resistentes, las actividades humanas relacionadas con la agricultura y la produccion
animal, y el agua, suelo y entornos agricolas contaminados. Identificamos las vias
de diseminaciéon de la RAM en Cajamarca rural, demostrando la interconexion
existente entre la transmision animal, humana y ambiental. Encontramos una alta

prevalencia de enterobacterias con RAM multidrogo resistente (MDR) en nifios,



animales, suelo, y agua en las zonas rurales altoandinas de Cajamarca. Los perfiles
de RAM hallados en animales, muestras de agua y nifios estan relacionados con los
tratamientos antimicrobianos mas usados en animales y en nifios.

Los aislamientos BLEE provenientes de perro y de agua fueron confirmadas como
E. coli BLEE potencialmente patogénica, perteneciendo a secuenciotipos Yy
complejos clonales diferentes, indicando origenes y linajes no relacionados. Ambos
aislamientos acarreaban diversos genes de virulencia: genes BLEE, y genes de
resistencia para otros grupos de antibidticos. Asimismo, eran resistentes a los
carbapenémicos.

La presencia de enterobacterias MDR BLEE es un riesgo de salud publica en zonas
rurales de Cajamarca, Peru. Factores antropogénicos, los espacios humanos
habitables compartidos con animales y el uso de agua contaminada explicarian el
hallazgo de bacterias MDR BLEE en esta zona. Se necesitan estudios UNA
SALUD, con métodos mixtos, aplicando enfoques microbioldgicos, moleculares y
gendmicos para esclarecer la compleja red de rutas de diseminacion de la RAM y

explorar otros factores que la favorecen.

PALABRAS CLAVE:
RAM, POBLACIONES ALTOANDINAS, ANIMALES DE GRANJA,

AMBIENTES RURALES, ENTEROBACTERIAS BLEE



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is increased by the use of antimicrobials in both
animals and humans, and by exposure to AMR determinants in shared ecosystems;
making it necessary to use the ONE HEALTH approach for the study of AMR.
The objective of this work was to explore the contribution of people, farm animals
and the environment to AMR in rural environments in Latin America, under the
ONE HEALTH approach. With this basis, we oriented our sampling scheme and
information collection to determine the prevalence of AMR in humans, animals and
home environments (the three axes of ONE HEALTH) in rural areas of Cajamarca,
and to characterize complete genome isolates of AMR bacteria. producers of
extended spectrum [ -lactamases (ESBL).
The study had two phases: a scoping review based on the PRISMA-ScR guideling,
and a cross-sectional field collection, applying microbiological, molecular and
genomic methods to obtain human, animal and environmental samples, and their
subsequent analysis.
Few studies apply the ONE HEALTH approach to study AMR in rural areas of the
region. The main contributing factors for the spread of AMR are farm animals
carrying and/or transferring resistant genes or bacteria, human activities related to
agriculture and animal production, and contaminated water, soil and agricultural
environments. We identified the routes of AMR dissemination in rural Cajamarca,
demonstrating the interconnection between animal, human and environmental
transmission. We found a high prevalence of multidrug-resistant (MDR) AMR

enterobacteria in children, animals, soil, and water in the high Andean rural areas



of Cajamarca. The AMR profiles found in animals, water samples and children are
related to the most used antimicrobial treatments in animals and children.

ESBL isolates from dogs and water were confirmed as potentially pathogenic ESBL
E. coli, belonging to different sequence types and clonal complexes, indicating
unrelated origins and lineages. Both isolates carried various virulence genes, ESBL
genes, and resistance genes for other groups of antibiotics. Likewise, they were
resistant to carbapenems.

The presence of MDR ESBL enterobacteria is a public health risk in rural areas of
Cajamarca, Peru. Anthropogenic factors, human habitable spaces shared with
animals, and the use of contaminated water would explain the finding of MDR
ESBL bacteria in this area. ONE HEALTH, mixed-methods studies applying
microbiological, molecular and genomic approaches are needed to clarify the
complex network of AMR dissemination routes and explore other factors that favor
it.

KEYWORDS:

AMR, HIGH ANDEAN POPULATIONS, FARM ANIMALS, RURAL

ENVIRONMENTS, ESBL ENTEROBACTERIA



I.  INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) se reconoce como un problema de salud
publica de impacto mundial (1-3). Se considera como una de las principales
amenazas para la salud publica debido a que ocurre en una amplia variedad de
microorganismos causantes de enfermedades dificiles de tratar, tanto en humanos
como en animales y afectando a todas las areas de la salud, a todos los sectores y a
toda la sociedad en conjunto. Sus consecuencias directas en el sistema de salud son
infecciones mas severas y mas prolongadas, mayor mortalidad, tiempo de
hospitalizacién mas prolongado, pérdida de proteccion en pacientes operados y
mayores costos (2,3). Sin embargo, la RAM afecta otros ambitos como el desarrollo
de las poblaciones, a través del impacto en sus economias, causando pérdidas
econdmicas relacionadas a baja productividad por enfermedad y mayores costos de
tratamiento. Ademas, esto representa una carga en el sistema de salud de los paises
(2,3). La RAM se expande en forma muy rapida. En base a un estimado
conservador, para el afio 2050 el niamero de muertes atribuidas a la RAM sera de
10 millones, mas que las atribuidas actualmente a cancer y diabetes juntas (4).

La RAM es un fendbmeno que se da en la naturaleza en forma espontanea, pero éste
se ve acelerado por el mal uso de antimicrobianos en humanos y animales. Nuevos
mecanismos de resistencia estan emergiendo y diseminandose globalmente, lo que
ocasiona que un numero cada vez mayor de enfermedades infecciosas sean muy
dificiles o incluso imposibles de tratar a medida que los antibioticos se hacen cada

vez menos efectivos (5).



a. Antibioticos y resistencia

La OMS ha redactado una lista de agentes antimicrobianos (de uso en humanos y
animales) y los ha clasificado segun su importancia, siendo una herramienta para
gestionar adecuadamente el uso de antimicrobianos con el fin de contener la RAM
(6).
Todos los antimicrobianos usados en medicina humana han sido clasificados por la
OMS en tres grupos, “Antimicrobianos de importancia critica”, “Antimicrobianos
muy importantes” o “Antimicrobianos importantes” segin dos criterios de
relevancia para su uso en humanos (6):
Criterio 1 (C1): aquellos que son uno de los pocos o el unico tratamiento disponible
para tratar infecciones bacterianas graves en humanos.
Criterio 2 (C2): aquellos usados para tratar infecciones humanas causada por
bacterias posiblemente transmitidas a los humanos a partir de fuentes no humanas,
0 por bacterias con genes de resistencia provenientes de fuentes no humanas.
Los “antimicrobianos de importancia critica” cumplen con ambos criterios (C1 y
C2), los “muy importantes”, con uno de los dos criterios, y los “importantes” no
cumplen con ninguno de los dos criterios.
Asimismo, los “antimicrobianos de importancia critica” se priorizan en dos grupos,
de acuerdo a tres factores (6):

e Se utilizan para tratar una gran cantidad de personas con infecciones para

las cuales hay disponible un limitado nimero de antimicrobianos
e Se utilizan con alta frecuencia en medicina humana o en ciertos grupos de

alto riesgo



e Se utilizan para tratar infecciones humanas para las que existe amplia
evidencia de la transmisidn de bacterias resistentes o genes de resistencia de
fuentes no humanas

Esta lista fue establecida a fin de garantizar que todos los antimicrobianos,
especialmente aquellos de “importancia critica” se usen en forma juiciosa tanto en
humanos como en animales, pero muchos de éstos Gltimos se usan en medicina
humana y veterinaria de manera indiscriminada (7), entre ellos cefalosporinas,
quinolonas  (incluyendo  fluoroquinolonas), macrdlidos, penicilinas vy
aminoglicésidos de tercera y cuarta generacion, aumentando el riesgo de
diseminacion de la RAM (6). En la Tabla 1 se muestra una lista de antibidticos

usados tanto en animales como en humanos (6,8,9).

Tabla 1: Algunos antimicrobianos de importancia en salud publica, sus
mecanismos de accion, vias conocidas de transmisién y su categorizacion de

acuerdo a la OMS

Antibidtico Mecanismo de Vias de Importancia en
accion de los transmision de salud publica
antibioticos determinantes

de resistencia




Amoxicilina-

acido

clavulanico

El acido clavuldnico
inhibe a las B-
lactamasas,
enzimas
bacterianas que
degradan a los B-
lactamicos, se
combina con
amoxicilina
(aminoampicilina)
para evitar la
degradacion de
ésta.
B-lactamicos:
Inhiben sintesis de

pared bacteriana

Ampicilina

B-lactamicos:
Inhiben sintesis de

pared bacteriana

Azitromicina

Macrolidos:

Inhiben la sintesis

proteica

Elementos
transponibles
e integrativos
median la
insercién de
genes de
resistencia en
los
cromosomas y
en plasmidos;
estos ultimos
son la via
principal de
transmisién de
RAM en forma

horizontal.

De importancia

critica

De importancia

critica

De importancia

critica




Cefotaxima

Cefalosporinas de
3ra generacion:
Inhiben sintesis de

la pared bacteriana

Cefoxitina

Cefalosporinas de
2da generacién:
Inhiben sintesis de

la pared bacteriana

De importancia

critica

Cloramfenicol

Anfenicoles:
Inhiben la sintesis

proteica

Muy importante

Gentamicina

Aminoglucésidos:
Inhiben la sintesis

proteica

Muy importante

Acido nalidixico

Quinolonas:

Alteran el

metabolismo o la

estructura de los

acidos nucleicos

De importancia

critica

Nitrofurantoina

Nitrofuranos:

Alteran el

metabolismo o la

De importancia

critica

Importante




estructura de los

acidos nucleicos

Trimetoprim- Sulfamidas, Muy importante
sulfametoxazol | diaminopirimidinas:
Bloquean la sintesis
de factores

metabdlicos

Tetraciclina Tetraciclinas: Muy importante
Inhiben la sintesis

proteica

La RAM resulta de la seleccion de cepas con resistencia inherente durante la
exposicion a medicamentos o por la aparicion de variantes resistentes entre las
sensibles al medicamento (10). La generacion de resistencia adquirida en especies
previamente susceptibles puede darse por:
e mutacion y transmision en forma “vertical” en una misma especie, de una
generacion a la siguiente, 6
e por la adquisicion “horizontal” de material genético de bacterias no
relacionadas por herencia, a través de elementos genéticos maéviles e incluso
por adquisicion directa de ADN. Los tres mecanismos de trasferencia
horizontal conocidos para los mencionados elementos genéticos maviles
son: conjugacion (transferencia de plasmidos o elementos conjugativos

integrativos), transduccién (a través de bacteri6fagos u otros agentes de



transferencia de genes) y transformacion (adquisicion activa de ADN del

ambiente) (9-11).

Por otro lado, los elementos genéticos moviles son muy variados y éstos a su vez
pueden dividirse en dos categorias: aquellos que se pueden movilizar dentro o entre
moléculas de ADN (secuencias de insercidn, transposones y casetes de
genes/integrones); y aquellos que tienen la capacidad de mediar su propia
transferencia de bacteria a bacteria (plasmidos y elementos conjugativos
integrativos). Estos elementos genéticos moviles interactian entre si y establecen
sinergismo dandole mayor capacidad de adaptacion a las bacterias, siendo los
principales responsables de la diseminacion de la resistencia (11). Segun Sheppard
et al. (12), esto ocurre mediante un mecanismo combinado que se da en multiples
niveles genéticos anidados, andlogo al mecanismo de una mufieca rusa, donde los
genes de resistencia llevados por transposones son capaces de saltar entre diferentes
plasmidos siendo cada uno de ellos capaz de infectar a multiples linajes hospederos.
En conjunto, los elementos integrativos y los transponibles hacen posible la
insercion de genes de resistencia antimicrobiana en el cromosoma bacteriano y en
los plasmidos, pero son estos ultimos la via mas importante de transmision de la

RAM de bacteria a bacteria (9,11).

b. Resistencia Antimicrobiana (RAM) como un problema de salud

publica




La RAM es un problema de salud publica complejo debido a que es causado por
multiples factores: mal uso de antibioticos en humanos, exposicion a fuentes
ambientales de bacterias con RAM, presencia de genes de RAM vy antibidticos en
agua, alimentos, animales, desechos de animales y humanos, asi como exposicion
a desechos hospitalarios y farmacéuticos (3). El mal uso de antibio6ticos en humanos
se refiere al uso excesivo e inapropiado de antibioticos relacionado con la venta sin
receta o venta libre, su uso extensivo y muchas veces preventivo en hospitales (13).
Los animales y sus desechos son también una importante fuente de exposicién
debido al uso excesivo de antibioticos en produccidn animal para uso en masa (uso
terapéutico, profilaxis y promocion del crecimiento) (5,14). Cuando el uso de los
antimicrobianos se hace en forma no terapéutica o inadecuada, se facilita el
incremento de cepas resistentes y la transferencia de determinantes de resistencia a
cepas sensibles (15). Recientemente se han identificado otros factores que impulsan
la resistencia ademas de los antibioticos y los genes de RAM, entre ellos resaltan
los biocidas y los metales. Estos llegan al medio ambiente a través de varias vias,
entre las que destacan las aguas residuales (de origen humano e industrial), la
propagacion de estiércol animal y lodos de aguas residuales, y la acuicultura. Se
sabe que los antibioticos, biocidas y metales pueden seleccionar y co-seleccionar
los genes de RAM cuando se encuentran en las vias mencionadas anteriormente,
incluso en bajas concentraciones. La co-seleccion de genes de RAM se presenta a
través de dos mecanismos: co-resistencia y resistencia cruzada (16). La resistencia
cruzada tiene lugar cuando un gen de resistencia proporciona proteccion simultanea
contra una serie de sustancias quimicas, mientras que la co-resistencia ocurre

cuando varios genes se transfieren juntos y la seleccion de un gen de resistencia



promueve el mantenimiento de otros (16,17). Asimismo, la dinamica entre el uso
de antimicrobianos y el desarrollo de resistencia varia segun la especie bacteriana,
el farmaco o diana farmacoldgica y la mutacion que confiere resistencia. Debido a
estos mecanismos complejos y con multiples canales, es importante resaltar que el
uso de antimicrobianos y la aparicion de la RAM podria no seguir una relacion
directa de causa y efecto, y la resistencia no necesariamente seria reversible en
todos los casos al detener el uso de antimicrobianos (18).

De acuerdo al reporte de los Centros para la Prevencion y Control de Enfermedades
de los Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés), el problema de RAM se
concentra mas en bacterias gramnegativas (19). Las bacterias gramnegativas
resaltan como contaminantes del agua potable a nivel global. Entre ellas
encontramos a los microrganismos indicadores de contaminacion fecal
(principalmente E. coli), que permiten evaluar la calidad del agua potable (20). El
mecanismo mas importante que explica la RAM en enterobacterias gramnegativas
es la produccion de enzimas tipo B-lactamasas, las cuales pueden hidrolizar el anillo
B-lactdmico, inactivando a su vez la actividad antibacteriana de los farmacos p-
lactdmicos. Estas enzimas incluyen a las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), B-lactamasas AmpC y carbapenemasas (21). Los microorganismos
productores de BLEE causan infecciones dificiles de tratar y suelen ser resistentes
a otros antimicrobianos (22,23). Ademas, debido a que las BLEE estan codificadas
en plasmidos y elementos integrativos conjugativos, se dispersan entre cepas de la
misma especie o de especies distintas (22). En América del Sur, no se habian
reportado cepas de bacterias patdogenas productoras de BLEE hasta el afio 1987

(24). Hay més de 200 tipos de BLEE, que se codifican en genes llamados bla, y los



mas conocidos son TEM, SHV y CTX-M (25). Ademas, las bacterias productoras
de BLEE presentan multidrogo resistencia (MDR). Eso hace que en nifios el
problema se vuelve mas grave, debido a las limitadas opciones de tratamiento
antibidtico disponibles para ellos (26). Se sabe que las enterobacterias productoras
de BLEE, son frecuentemente asociadas a bacteriemia (presencia de bacterias en la
sangre) en hospitales en Per( y son un factor asociado a una elevada mortalidad
(27,28). Igualmente, se ha hallado una alta frecuencia de enterobacterias
productoras de BLEE en muestras fecales de pacientes ambulatorios atendidos en

el Instituto Nacional de Salud del Nifio en Peru (29).

Los avances logrados por los programas de salud prioritarios como los de
tuberculosis, malariay VIH/SIDA, entre otros, se ven amenazados por el desarrollo
de laRAM (30). En Per(, se ha visto progresivo incremento de la tuberculosis MDR
desde el afio 1997 (30,31). Esta forma de la enfermedad no responde al tratamiento
con isoniazida y rifampicina, los dos medicamentos antituberculosos de primera
linea més eficaces. Asimismo, existe la tuberculosis extremadamente resistente, que
no responde a medicamentos antituberculosos de segunda linea, dejando a los

pacientes con pocas opciones de tratamiento (32).

La crianza intensiva de animales de granja para consumo humano, responde a una
gran demanda a nivel mundial, debida entre otras cosas, al constante aumento en la
poblacién (33). Los alimentos de origen animal son una fuente de exposicion a
residuos de antibidticos para el ser humano debido a que no se respeta el periodo

de retiro del animal antes del beneficio, originando su presencia en la carne (34).
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Por otro lado, los residuos de antimicrobianos contaminan el ambiente, siendo las
excretas de los animales la principal fuente de contaminacion. Se ha demostrado
que los antibacterianos de uso animal pueden excretarse inalterados en grandes
proporciones por heces y orina (35). Estos residuos de antimicrobianos, asi como
genes de RAM ingresan al medioambiente cuando el estiércol se aplica como
fertilizante a los campos de cultivo con la consecuente contaminacion de aguas

superficiales y de subsuelo (36).

En Perq, el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) realiza el monitoreo
de contaminantes en alimentos agropecuarios, comparandolos con los estandares
del Codex Alimentarius. Entre los contaminantes que analiza, el SENASA
determina si hay residuos medicamentosos en algunos alimentos de origen animal.
Segun los resultados del monitoreo para el afio 2021 (37), se hallaron residuos
medicamentosos en niveles por encima de los limites maximos permisibles:
doxiciclina clorhidrato (en leche cruda de bovino), enrofloxacina + ciprofloxacino
(en carne de pollo), triclabendazol sulfona y triclabendazol sulfoxido (en leche
cruda de bovino) y trimetoprim (en huevo de gallina). Asimismo, se halld la
sustancia  prohibida AMOZ  (5-metil-morfolino-3-amino-2-oxazolidinona,
metabolito de un nitrofurano) que no esta permitida en la produccion animal, en
una muestra de carne de porcino. Sin embargo, las acciones del SENASA se limitan
a notificar a los proveedores de las muestras de los resultados, y en caso de que
haya no conformidades, recomendar acciones correctivas y capacitaciones (38),
pero no se especifican consecuencias disuasivas sobre el productor si se sobrepasan

los limites establecidos.
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Actualmente, Per no esta entre los paises con elevados niveles de consumo de
antimicrobianos en produccién animal (bovinos, ovinos, porcinos y pollos). En
América del Sur, destaca Brasil por ser el mayor productor y exportador de carne
globalmente (39). Sin embargo, el consumo de antimicrobianos en Per( podria ser
mucho mayor, debido a la produccién de cuyes y piscicultura. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (1) propuso en el afio 2014 que los paises desarrollen
programas de vigilancia integrada para RAM que incluyan muestreo y testeo de
bacterias de animales de granja, alimentos, pacientes humanos y fuentes
ambientales. Adicionalmente, la integracion deberia aplicarse al analisis respecto a
genes transmisibles en bacterias zoondticas, comensales y patdgenas en humanos,
animales y alimentos, asi como integrar la informacion con datos sobre el consumo
de antibidticos en humanos (1). En el afio 2018, la OMS lanz6 GLASS-One Health,
un sistema integrado de vigilancia multisectorial para identificar E.coli BLEE en
muestras humanas, de animales de produccién y ambientales. Solo un grupo de
paises aplican el sistema GLASS-One Health, y el Perd, ain no se encuentra entre
ellos, aunque si aplica otros componentes de la vigilancia GLASS (40). En Perd, el
ente encargado de la vigilancia de la RAM es el Instituto Nacional de Salud (INS)
pero desde el afio 2019, apunta a aplicar un enfoque UNA SALUD involucrando a
maultiples sectores (41). Sin embargo, a la fecha aiin no se logra regular y vigilar el
uso de antimicrobianos en salud animal, ni se ha implementado vigilancia ambiental
de la RAM (42). Se menciona que para el afio 2019 habia cuatro hospitales piloto
donde se estaba implementando la vigilancia integrada de la RAM (salud humana,

animal y ambiental), pero no se han encontrado reportes de esa vigilancia. El Gnico
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informe publicado data del afio 2012, el cual sélo se aplica a bacterias de origen
hospitalario (43). Esto es un problema, ya que no se conocen los perfiles de las
cepas resistentes que circulan a nivel comunitario, animales de granja, alimentos de

origen animal y fuentes ambientales.

a. Aplicacion del enfoque UNA SALUD

UNA SALUD es la colaboracion multidisciplinaria en diferentes niveles y sectores,
con el objetivo de lograr el nivel 6ptimo de salud en humanos, animales y el
ambiente. UNA SALUD reconoce que la salud de los seres humanos y la de los
animales son interdependientes y estan ligadas a la salud del ecosistema donde
habitan (44). Asi, este enfoque propone utilizar equipos de investigacion
multidisciplinarios para abordar preguntas de investigacion que integren las tres
dimensiones de la salud: humana, ambiental y animal. Su implementacion permite
una mayor comprensién de un amplio rango de impactos en salud y sus soluciones,
dado que se investiga bajo puntos de vista diferentes dandole una ventaja
comparativa sobre enfoques tradicionales basados en una sola dimensién (45).
UNA SALUD esta siendo aplicada por la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y la OMS en alianza tripartita para enfrentar la RAM (considerada
un area prioritaria), y otros problemas sanitarios globales (46). Sin embargo, se
encuentra escasa literatura en América Latina que estudien la RAM basandose en

los tres ejes de UNA SALUD. Un estudio de este tipo, realizado en una zona rural

13



del El Salvador y en una zona periurbana en Per( (47), caracterizd los reservorios

de genes de RAM (resistomas) de ambos héabitats, tomando muestras de humanos,

animales y el ambiente para integrar las tres dimensiones de UNA SALUD. El

estudio mostré que los resistomas ambientales y los resistomas humanos se

relacionaban a lo largo de una gradiente ecoldgica correspondiente a la presencia

de heces humanas, identificandose a la vez a los genes de RAM mas importantes

en ambos habitats (47).

Dado que el problema de la RAM se conecta con los tres ejes de UNA SALUD, se

conceptualiz6 esta investigacion como se muestra en la Figura 1.

Salud humana :
medida de prevalencia

Salud Humana

Salud

A\ 4

de perfiles AMR en
humanos

Salud terrestre: suelo
de hogares y agua de
bebida y reservorios :

Ambiental

A\ 4

medida de la
prevalencia de perfiles
AMR en suelo y agua.

Salud en relacién
practicas agricolas y
crianza de animales :

Salud Animal

UNA SALUD: incorporacion de
elementos de los tres
dominios

A 4

medida de la prevalencia
de perfiles AMR en
animales de granja

Identificacion perfiles de resistencia en bacterias provenientes de animales, humanos, suelo
y agua de la zona de estudio
Caracterizacidn fenotipica, genotipica y a genoma completo de éstas bacterias resistentes
de la zona de estudio.
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Figura 1: Conceptualizacion del estudio bajo el enfoque UNA SALUD

b. Factores humanos asociados a RAM

Hay muchos y distintos factores ligados a los humanos y sus actividades que se
asocian a la RAM.

I.  Factores sociales
Estan relacionados con el proveedor de salud, con el sistema de salud, el centro de
salud, con el paciente e incluso con la capacidad del estado para hacer cumplir la
legislacion. Entre estos factores tenemos el uso insuficiente de antimicrobianos por
falta de acceso, dosis inadecuadas, incumplimiento o productos de mala calidad, asi
como su uso excesivo. Igualmente, el uso inadecuado de antimicrobianos que no
dan los resultados terapéuticos esperados, por parte del proveedor de salud, puede
generar resistencia (48).
Los siguientes factores relacionados con los pacientes contribuyen al problema de
la RAM:
* Percepciones erradas respecto a los antimicrobianos: la creencia de que la mayoria
de las infecciones se curan con antimicrobianos, o que esta bien interrumpir el
tratamiento apenas el paciente se siente mejor y reservar lo que queda del
antimicrobiano para usarlo a futuro.
» Automedicacion: a causa del facil acceso a los antimicrobianos en farmacias sin

receta medica, (donde muchas veces el vendedor es el que receta), sin saber la dosis
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adecuada. Asimismo, las falsificaciones o medicamentos de baja calidad exponen
al paciente a dosis insuficientes al tener menor cantidad del compuesto activo (48).
* Propaganda y promocion: al promocionar el uso y la venta de antimicrobianos, se
ejerce un fuerte efecto sobre su demanda.
* Falta de cumplimiento de los regimenes o dosis: por falta de comunicacion con el
proveedor de salud, falta de comprension de las instrucciones, tratamientos muy
largos, o falta de dinero para seguir con el tratamiento (48).

Il.  Actividades antropogénicas
Entre las actividades humanas que impulsan la RAM estan la urbanizacién y el
consumo de antibidticos, con la consecuente presencia de hospitales e industrias -
resaltando la industria farmacéutica-. Estas actividades generan desechos quimicos
y aguas contaminadas con bacterias fecales, incluso después de haber pasado por
las plantas de tratamiento de aguas. La situacion es mas grave en zonas rurales
donde mayormente no se cuenta con plantas de tratamiento de aguas ni servicios de
alcantarillado para la poblacion (49); por ejemplo, solo el 30% de la poblacién rural
peruana cuenta con alcantarillado o disposicion sanitaria de excretas (50). Asi, estas
actividades antropogénicas pueden contaminar el ambiente con antimicrobianos,
biocidas, metales, bacterias con RAM y genes de RAM los cuales son conocidos
impulsores de RAM (49).
Asi pues, se han encontrado residuos de antibioticos utilizados en terapia humana
en agua potable de reservorio y agua residuales de origen urbano (51), asi como en
agua de riego agricola (52). Igualmente, los hospitales y la industria farmacéutica
contaminan con antimicrobianos el ambiente a través de descargas que terminan en

diversas fuentes de agua (53,54). En Peru, en un estudio en comunidades rurales,
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se encontrd que la disposicién de agua con contaminacion fecal de muy alto riesgo
para consumo se asocia con una mayor prevalencia de bacterias patdgenas con
diversos perfiles de RAM, y eso a su vez se asocia a la presencia de personas
portadoras de bacterias con RAM (55). Asimismo, los resistomas del ambiente
estan determinados en gran medida por la contaminacion con materia fecal humana
(47). Mientras tanto, los biocidas y metales de origen doméstico, industrial (la
mineria, para el caso de metales) y hospitalario son acarreados por aguas residuales

y tienen la misma ruta que los antimicrobianos hacia los ecosistemas (49).

c. Factores relacionados a produccién animal asociados a RAM
Ademas de ser una fuente de exposicion a residuos de antimicrobianos para el ser
humano, los animales de granja son reservorios de muchos microorganismos. Entre
éstos podemos distinguir: bacterias patogenas, causantes de enfermedad en el
propio animal; bacterias zoon6ticas las cuales pueden transmitirse del animal a las
personas, y bacterias indicadoras, las que no causan enfermedad (56,57). En
entornos de bajos recursos rurales y periurbanos, las personas mantienen muy cerca
de sus viviendas o cohabitan con sus animales de granja, por lo que las excretas
animales son un factor principal en la contaminacion fecal en esos ambientes
(58,59). En la zona altoandina de Cajamarca, se comprobd que la RAM en bacterias
indicadoras de contaminacion fecal aisladas del agua de bebida en hogares rurales
estaba asociada a la crianza de cerdos en el hogar, especialmente si los animales
estaban sueltos (60). Por otro lado, entre las bacterias patdgenas humanas con
potencial zoonotico asociadas a animales de granja estan Campylobacter sp.,

serotipos no typhi de Salmonella enterica, cepas de Escherichia coli productoras
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de toxina Shiga y Listeria monocytogenes (56), pudiendo ser portadores o
reservorios de genes RAM (57). En el afio 2017 en Trujillo se determind la
prevalencia de mastitis en ganado vacuno en un establo de esta zona (61). Las
bacterias gramnegativas aisladas con mayor frecuencia fueron E. coli y Klebsiella
sp., ¥ la grampositiva mas frecuente fue Staphylococcus aureus. E. coli presento
resistencia a la oxacilina y a la rifampicina, mientras que Staphylococcus aureus
mostrd resistencia a la ampicilina. Todos estos microorganismos son patégenos de

animales y a la vez agentes zoonoticos (61).

En relacion al uso de antibidticos y la transferencia de genes de RAM en la
acuicultura (conjunto de actividades productivas de cultivo de especies acuaticas
que puede darse en aguas dulces, marinas o salobres, y en sistemas abiertos o
cerrados (62)) la transferencia de los genes de RAM entre el medio acuético y el
terrestre es muy rapida debido a las altas concentraciones de bacterias en el agua y
los sedimentos acuéticos (63), promoviendo un importante intercambio genético y
recombinacion (64). El impacto del uso de antimicrobianos en la acuicultura podria
ser muy amplio sobre el medio ambiente, dada la naturaleza muchas veces abierta
de los sistemas de produccion (65). Estos factores permiten que la presion selectiva
actue sobre las bacterias que se encuentran en animales silvestres, incluidos los
mariscos (63). Adicionalmente, muchos de los productos de la acuicultura se
consumen crudos, incrementando el riesgo de infeccion alimentaria con patégenos
zoonoticos con RAM (66).

Por otro lado, los alimentos tienen un rol importante en la propagacion de cepas

resistentes a antimicrobianos. Las bacterias drogo-resistentes en carnes, huevos y
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leche sin pasteurizar, al ser ingeridos por una persona, podrian infectarla y llegar a
causar brotes, pero también podrian quedar como comensales y causar infecciones
(67). En el afio 2021, el SENASA (37) reporto que mas de la mitad de las muestras
de alimentos de origen animal en el Per( resultaron no conformes respecto a
contaminantes microbiologicos, identificandose entre ellos bacterias patégenas,
principalmente Staphyloccocus aureus, asi como Salmonella spp. y Escherichia
coli O157:H7. Sabemos que la microbiota intestinal de animales de granja es un
reservorio de genes RAM, los que pueden diseminarse entre bacterias de
ecosistemas distintos, incluyendo el humano a través de varias vias de transmision,
siendo la cadena alimentaria una de ellas (68). En un estudio hecho en Lima, Peru,
se encontraron altos niveles de RAM frente a los antibi6ticos usados en humanos,
destacando los pollos y bovinos como potenciales reservorios de Escherichia coli

productoras de BLEE y AmpC, respectivamente (69).

d. Factores ambientales asociados a RAM

El agua y el suelo juegan un rol importante en la propagacion de residuos de
antimicrobianos, bacterias 0 genes RAM, convirtiéndolos en reservorios y focos
contaminantes (70). En la zona rural de Cajamarca, Perl, se hallé que el agua de
consumo humano usada por los habitantes de esta zona altoandina, contenia
coliformes termotolerantes, principalmente E. coli, indicando contaminacion fecal.
Mas de la mitad de las muestras de E. coli mostraban RAM, siendo algunas de ellas
MDR (71).

El suelo recibe como fertilizante estiércol, heces humanas y los lodos residuales de

aguas servidas, los cuales contienen residuos de antibidticos, bacterias y genes con
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RAM, los cuales afectan el ecosistema del suelo y lo convierten en una fuente de
exposicion para los humanos (49,72). Un estudio en los EUA mostré evidencia que
los ambientes usados por animales de compariia y animales de granja presentan
contaminacion por enterobacterias resistentes a antimicrobianos, siendo ésta mas
frecuente en ambientes usados por animales de granja, como ferias ganaderas y

otros entornos similares (73).

e. Zona de estudio
Cajamarca es una region ganadera, siendo parte de la principal cuenca lechera en
Peru (74). En esta region, en la provincia rural de San Marcos, en el afio 2014, se
evidencié la presencia de coliformes termotolerantes en 48% de las muestras de
agua de consumo, asi como 23% de E. coli diarreagénico. Se hall6 E.coli en
alimentos, utensilios y manos de los pobladores para 4%, 16% y 23% de las
muestras respectivamente, siendo los secadores de cocina el utensilio mas
contaminado (75). La mayoria de los hogares en San Marcos crian animales de
granja (aves, cerdos, cuyes, etc.) en el dmbito del hogar, cuyos pisos son
generalmente de tierra. Los animales se mueven libremente dentro de los ambientes
como la cocina, lo que apunta a una contaminacion fecal de origen animal,
corroborada por la presencia de heces de animales en la cocina y areas sociales de
los hogares (75). De la misma manera, la contaminacion fecal podria ser de origen
humano, por inadecuadas préacticas de lavado de manos, en las cuales no se utiliza
jabon o debido a que la mayoria de las viviendas solo cuentan con pozos ciegos

como letrinas y no disponen de un sistema de agua potable ni un sistema de
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alcantarillado, contando para su consumo con agua no clorada de pozo o de fuentes
superficiales (75). La contaminacion podria venir del mismo suelo contaminado por
heces animales y humanas, o del agua subterranea o superficial contaminada de la
misma manera. Esa agua contaminada seria también usada en produccion agricola,
y podria contaminar los vegetales producidos en esa zona (15). Un estudio previo
encontrd coliformes fecales en mas del 40% de hortalizas muestreadas provenientes
de los principales mercados de la ciudad de Cajamarca (76). Simultdneamente, el
reporte de la linea de base de un ensayo controlado aleatorizado comunitario (IHIP-
2) en comunidades rurales andinas de Cajamarca, (registrado en www.isrctn.com
bajo ISRCTN-26548981), evidencio una alta contaminacién fecal en el agua de
bebida, y elevada prevalencia (mas del 51%) de RAM en aislamientos de E. coli.
hallindose mayor resistencia para tetraciclina, ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol y cloranfenicol. DestacO la presencia de cepas productoras de
BLEE, siendo una de ellas portadora del gen blactx-m-3 (71). Previamente a la
realizacion de este estudio, no se hallaron publicaciones sobre qué antibioticos son
mas usados por la poblacion en esta zona. Igualmente, la literatura es muy escasa
en relacién a practicas de uso de antibidticos, contandose solo con datos de otras
zonas rurales en Perl, que evidencian tasas alarmantes automedicacion y de

obtencion de antibidticos sin prescripcién médica (77).

f. Planteamiento del problema
El problema de la RAM es un tema prioritario global, impactando a las poblaciones
en diferentes maneras y afectando a diferentes sectores economicos. Es causado

por mal uso de antibidticos en humanos y produccion animal, exposicion a fuentes

21


http://www.isrctn.com/

ambientales de bacterias con RAM, genes de RAM vy antibidticos, que son
acarreados por el agua, alimentos, animales, excretas de animales y humanos,
desechos hospitalarios y farmacéuticos. Es muy dificil cuantificar la dimension del
problema en el Perd ya que en nuestro pais la vigilancia no es integrada, esta se
enfoca solo en hospitales, dejandose de lado la vigilancia en la comunidad, en
produccién animal y en el ambiente.

De la misma manera, en la literatura existente se investiga el problema por lo
general desde un solo punto de vista y no se considera que es un problema que
abarca las tres dimensiones de UNA SALUD: “salud animal, salud humana y salud
ambiental”, a pesar de que los organismos internacionales pertinentes han declarado
que este problema tiene que estudiarse y tratar de resolverse en forma integrada.
En el Per( andino rural se sabe que la RAM esta presente, pero se sabe poco. Se
desconoce qué perfiles de resistencia bacteriana existen, de donde provienen estas
bacterias y como se diseminan, cuales son sus prevalencias, cuéles son sus

caracteristicas a nivel genotipico, qué linajes existen, y cuales son sus genomas.

El estudio que se plantea aqui se basa en estudios anteriores en la zona de
Cajamarca, que arrojaron resultados preliminares los cuales necesitan ser ampliados
y tratados con mayor profundidad abarcando las tres dimensiones ya mencionadas.
Ademas, este estudio se hace mucho mas necesario y conveniente dada la poca
literatura cientifica para el tema de RAM en zonas rurales bajo el enfoque UNA
SALUD en Latinoamérica, especialmente en Peru.

La pregunta de investigacion se resume asi:
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¢Cual es la contribucion de humanos, animales y ambiente a la RAM en entornos
rurales en América Latina bajo el enfoque UNA SALUD, cuél es la prevalencia de
perfiles de bacterias con RAM en el ambiente, animales de granja y humanos en la
poblacién de estudio en Cajamarca, y cuales son las caracteristicas fenotipicas y

genotipicas de estas bacterias con RAM?

g. Justificacion

Usando el enfoque UNA SALUD, este estudio analiz6 y explicé lo encontrado en
estudios anteriores en la misma zona, los cuales arrojaron resultados de bacterias
con RAM en agua de consumo en hogares de esta zona, ademas de profundizar en
el tema e investigar en queé otros ambientes o fuentes cercanas a los hogares podrian
encontrarse bacterias con RAM. En la literatura, se encuentran muy pocos estudios
similares realizados en Per(, con excepcion del estudio de Hartinger et al. (78) y
los estudios derivados de éste (60,71) asi como el de Kalter et al. (79), aplicado en
diversas comunidades de bajos recursos rurales y urbanas, y cuyos resultados
indicaban que la contaminacion ambiental con bacterias resistentes es un factor de
riesgo para los humanos, de ser portadores de E. coli con RAM.

Este estudio determiné la prevalencia de bacterias con RAM que se encuentran en
humanos (nifios), animales, y ambiente (agua de consumo humano y suelo) y a su
vez caracterizd estas bacterias, contribuyendo a llenar importantes vacios de
informacidn originados por la escasa literatura cientifica disponible y en especial
por las limitaciones de la vigilancia en nuestro pais. La informacion obtenida del

trabajo de campo y de laboratorio permitio establecer prevalencias de perfiles de
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RAM, identificar vias de diseminacion de la RAM, explorar posibles factores
asociados a RAM, identificar caracteristicas como serotipo, filogrupo,
secuenciotipo (ST), complejo clonal (CC), patogenicidad, genes de virulencia,
genes BLEE vy tipo de plasmidos de bacterias con RAM, y establecer si existe
cercania genética entre ellos, para esclarecer sus interrelaciones en la poblacion
rural andina de Cajamarca.

Al ser uno de los primeros estudios en nuestro pais a realizarse en zonas rurales con
objetivo de entender las vias de propagacion de la RAM integrando salud ambiental,
salud humana y salud animal, este trabajo brinda el punto de partida para futuras
investigaciones que indaguen el problema mas a fondo en la misma zona, o en zonas
con caracteristicas similares, que den pie a la formulacion de hipétesis, e inclusive
ser punto de inicio para establecer futuros programas de vigilancia comunitaria en

Peru.
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1. OBJETIVOS

a. Objetivo General
El objetivo general de este trabajo es explorar la contribucion a la RAM en entornos
rurales en América Latina bajo el enfoque UNA SALUD para determinar la
prevalencia de resistencia en humanos, animales del hogar y ambientes cercanos al
hogar, y caracterizar estas bacterias con RAM en humanos, animales y ambiente de
las zonas rurales andinas de Cajamarca, en base al enfoque integrado de UNA
SALUD.
Este estudio, a través de investigacion microbiologica y epidemioldgica, busca
llenar los grandes vacios en el conocimiento de RAM en entornos de bajos recursos
rurales andinos del Peru.

b. Objetivos especificos
Objetivo 1: Explorar la contribucion de las poblaciones humanas, los animales de
granja y el ambiente en la RAM en entornos rurales en América Latina bajo el
enfoque UNA SALUD, y determinar vacios de informacidn respecto a las vias de
diseminacion de la RAM y los factores que la impulsan, a través de una revision
sistematica de literatura.
Objetivo 2: Determinar la prevalencia de perfiles de bacterias resistentes en agua
de consumo, animales de granja, heces de humanos (nifios), heces de animales y
suelo en viviendas rurales andinas de Cajamarca.
Objetivo 3: Caracterizar a las enterobacterias resistentes aisladas mediante la

secuenciacion a genoma completo y analisis bioinformatico.
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IIl.  DESARROLLO DE ARTICULOS

a. Articulo 1: Antimicrobial Resistance in Rural Settings in Latin America:

A Scoping Review with a One Health Lens

METODOLOGIA

Se realiz6 una revision sistematica exploratoria, aplicando la lista de cotejo del
protocolo PRISMA para scoping reviews y los lineamientos para su ejecucion
publicados por Peters et al. (80,81) .
Criterios de Inclusién:

El periodo de estudio abarcdé desde enero de 2001 hasta diciembre de 2018.
Posteriormente se hizo una actualizacion desde enero 2019 hasta el 10 de Julio
2024. Solo se consideraron articulos de estudios primarios, revisados por pares,
publicados en espafiol, portugués e inglés. Se disefid una estrategia de busqueda
utilizando terminologia asociada a los tres dominios de UNA SALUD y enfocada
en RAM en zonas rurales para poblaciones humanas en paises de América Latina
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Republica
Dominicana, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Haiti, Honduras, Mexico,
Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru, Uruguay y Venezuela); los términos clave para
la busqueda en las bases de datos se desarrollaron previamente y se muestran en el
Anexo A.

Criterios de Exclusion
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No se incluyd la literatura gris. Se excluyeron las revisiones y los metaanalisis; sin
embargo, se revisaron sus referencias bibliograficas. Se excluyeron los articulos

que no reconocian ni discutian los tres componentes de UNA SALUD.

Nos concentramos en articulos revisados por pares, mediante la busqueda en las
siguientes bases de datos electronicas: PubMed (ciencias biomédicas), Web of
Science  (multidisciplinaria), =~ Scopus  (multidisciplinaria) 'y  SciELO
(multidisciplinaria para Latinoamérica y el Caribe). Realizamos la basqueda desde
el 13 de noviembre al 3 de diciembre de 2018. La blsqueda actualizada la realizo
el primer autor entre el 5 al 25 de Julio de 2024. Todos los articulos se cargaron en

una base de datos Mendeley (82).

La metodologia aplicada para las multiples etapas del anélisis de inclusion del
scoping review se muestra en la Figura 2. Al concluir este analisis, se incluyeron 21
publicaciones en la sintesis cualitativa, a las que se afiadieron 7 publicaciones de la
busqueda actualizada. Cinco revisores llevaron a cabo todas las etapas del scoping
review, desde la seleccion hasta la extraccion de datos, excluyendo los pasos de la
busqueda actualizada, que fueron realizados por el primer autor. Cada revisor
particip6 en forma individual durante la revision de los estudios para cada fase de
eliminacion. Durante el proceso, los revisores discutieron cada estudio que fue
identificado y acordaron conjuntamente incluir o excluir dicho estudio para el
analisis; en caso de no llegar a un acuerdo, el autor senior tomé la decision en forma

dirimente.
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Figura 2: Diagrama de flujo mostrando las etapas para realizar el analisis de

inclusién del scoping review

Seleccidon de articulos
Consideramos como articulos elegibles sélo a aquellos que presentaron datos de
paises de América Latina, referentes al entorno humano rural y a las actividades
agropecuarias de produccién de alimentos y/o de animales para consumo humano;
que ademas estuvieran vinculados a aspectos ambientales (considerando los tres

ejes de UNA SALUD), y centrados en el tema de la RAM. Todos los criterios de
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inclusién debian cumplirse. Asimismo, se excluyeron aquellos articulos
remotamente o tangencialmente relacionados con cualquiera de estos criterios de

inclusion.

Manejo de los datos y tabulacion
Para la extraccion y manejo de los datos utilizamos una hoja de célculo Excel
establecida a priori por los autores como guia. Una vez extraidos los datos de los
articulos seleccionados, la informacion fue tabulada. Se incluyd la siguiente
informacidn: autores, afio de publicacion, titulo, objetivos de la investigacién, DOI,

URL, ubicacion del estudio, idioma y resumen de los hallazgos.

Analisis, resumen y reporte de los datos
El andlisis y sintesis de la literatura incluy6 analisis cuantitativo descriptivo y
analisis cualitativo de contenido. Para el analisis cualitativo, los revisores extrajeron
temas comunes que surgieron de los hallazgos de cada articulo seleccionado,
discutiendo sus resultados. Cada articulo fue analizado para identificar el enfoque

aplicado para estudiar la RAM y los hallazgos para cada tema.

RESULTADOS
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Se identificaron investigaciones centradas en RAM en zonas rurales de
Latinoamérica para determinar la contribucion de humanos, animales y del
ambiente en la generacion de RAM, usando el enfoque UNA SALUD como marco
para determinar los vacios de informacion con relacion a las vias de diseminacion

de la RAM Yy los factores que la impulsan en zonas rurales de Latinoamérica.

Perfil de literatura

Como se observa en la Tabla 2, se incluyeron 28 articulos en el anélisis,
originadndose en 8 paises de Latinoamérica: Brasil, Ecuador, Colombia, Argentina,
Chile, México, El Salvador y Per0; siendo Brasil el pais que proporciond la mayor
cantidad de articulos (13 de 28). Todos los estudios elegibles abordaron la RAM en
areas rurales; sin embargo, adicionalmente cuatro estudios hicieron muestreo en

zonas urbanas o periurbanas con fines comparativos.
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Tabla 2. Resumen de las publicaciones incluidas en el analisis

Componente L L Contribucién
Fuente UNA Contribucion — Contribucion ambiental a Lugar Resultados importantes (resimen)
humana a RAM animal a RAM g P

SALUD! RAM
Busqueda original (2018)

Mayor resistencia a fluoroguinolonas

Laresistenciaa  Resistencia a . ,
en E. coli de pollos tanto en el area

las fluoroquinolonas

fluoroquinolonas  mediada por No se discute, rural (22%) como en la operacion
(antigiético de  plasmidos I? ada PEr0 s€ tomd una industrial (10%) que en humanos en
amplio espectro) P 3 animalegs muestra de agua comunidades rurales (3%).
Armas- estg relac?ona da  productores de de un pozo en la Aislamientos de humanos en
Freire AH, HH con los humanos palimentOS' en comunidad rural Ecuador comunidades rurales: tasas mas altas
2015 (83) especialmente en1 Ecuador el’ USo donde se de genes gnrB (31%), en comparacion
enrt)ornos clinicos de obtuvieron con pollos de operaciones industriales
estd mu fluoroquinolonas aislamientos de (6%) y de comunidades rurales
ezl(tendida gn nqo est pollo. (2.8%). Aislamientos clinicos
Ecuador restringido urbanos: menor prevalencia de genes
g qnrB (0.9%).
Las bacterias
Expansion de la patogenas de los Se aislaron cepas de E. coli de peces
acui(F:)uItura/ ractic animales de El agua se para consumo humano, el 43% eran
Barbosa . P granja pueden  contamina con . EPEC?.
HH, EH as incorrectas de Brasil . .
2014 (84) crianza de penetrar y heces de Los aislamientos presentaron un alto
animales colonizar los animales porcentaje de MDR?.

tejidos de los
peces, por lo que
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los peces se
convierten en
portadores de

patdgenos
RAM?,
Actividades
humanas como la
crianza de
animales

(sistemas de
produccion a gran
escala e incluso a
pequefia escala) Posibles fuentes
aumentan la extrinsecas de
propagacion de la resistencia: las
HH, AH, 3 ;
Braykov EH RAM?® al ser  aves podrian ser
2016 (85) fuentes de cepas colonizadas por
resistentes. Los cepas resistentes
antibidticos de  de los centros de
amplio espectro incubacion.
utilizados en
enfermedades
humanas
contribuyeron a la
RAM? en aves de
produccién.

Las superficies
de los corrales
tenian perfiles de
resistencia muy
similares a los de
las muestras de
aves de
produccion: el
medio ambiente
juega un papel
clave en la
propagacion de la
RAMS,

Mayor prevalencia de
RAM? en bacterias de aves de
produccion (52.8%) versus aves
domésticas (16%). Cepa resistente a
4 medicamentos exclusiva de un
subconjunto de aislamientos de aves
de produccion (7,6%) y superficies de
corrales (6,5%); asociada con un
determinado sitio de compra.
Prevalencia de RAM? en aves de
produccion disminuyd con edad de las
aves.
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Los sistemas de
Las heces de los

Aislamientos de E. coli en muestras
de heces de cerdo, agua y suelo:
37,04% de los aislamientos
presentaron MDR*,

produccion 4 El 7,41% fueron productores de
_ porcina cerd_os Cepas con MDR BLEES.
Brisola HH, AH, . contaminan el  encontrados en . ,
contaminan el . Brasil  de los cuales el 50% presento el gen
2019 (86) EH . ) ambiente con E.  aguay suelo.
medio ambientey . blacmy-m2, €l 40% el blatem-1y el 70%
coli portadora de X ;
propagan genes de enes MDR? el gen gnrS. El 78% de aislamientos
RAM¥MDR* 9 MDR* presentaron
alto riesgo potencial de transmision
a humanos.
RAM? no se
origina en
Resistenciaal ~ ambientes de Las cepas se tipificaron, agrupandose
El uso excesivo de &cido nalidixico granja, pero éstos en dos clusters, Ay B. Algunas cepas
- quinolonasenla  en cepas de se contaminan aisladas de
Campioni - -
2014 (87) HH, AH produccion de Salmonella  con los pollos, se _ fuentes diferentes (aves y
' carne de pollo enteritidisen  encontraron las  Brasil ambientales) eran indistinguibles.
propaga la pollo; el mismas cepas. Prevalencia de resistencia al &cido
resistenciaalos  patégeno es Los pollos nalidixico fue 73.3% en las cepas,
antimicrobianos.  vehiculo para  recibidos del éstas fueron sensibles a todos los

RAMS, criador podrian
ser el origen de

RAM?,

demas antibioticos.
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La presencia de
moscas es un
factor ambiental

Las granjas de
produccion
porcina generan

Los cerdos son
portadores de

Enterobacterias resistentes a al menos

a dos de los cuatro antibiéticos (de
uso en humanos o

Cervelin mucho estiércol y bacterias de gran . o
S . . : medicina veterinaria) testeados.
2018 (88) usan antibioticos ~ zoonoticas  importancia en la . g . . i
HH, AH. . 3 - Brasil Maéxima probabilidad de infeccion
excesivamente, lo RAM?®, que son propagacion de fué . 0
ue favorece  patdgenas para patdgenos ue en granja 2, con 80% ge
g . > probabilidad de infeccion por EHEC
propagacionde la  animalesy portadores de en lechuaa contaminada por Moscas
RAM? por humanos. RAMS, g P
vectores.
La ganaderia tiene  Las heces de
un mayor impacto animales
en calidad de las - contaminan el El agua no es Perfiles RAM? de E. coli y su
aguas agua. Alta it 7 _
. . segura para el relacion con usos del suelo indicaron:
superficialesy prevalencia de E. N
Gambero subterraneas al  coli resistente a c°nsumo humano contaminacion fecal en el agua
2018 (89) HH, EH : . . debido a su alto . proviene de residuos animales. Mayor
propagar E. coli antimicrobianos . Argentina . : )
3 namero de E. prevalencia de perfiles resistentes a la
con RAM?; bajo de uso : - .
i o coli. Ayuda a ampicilina (63%) y a la tetraciclina
porcentaje de E.  veterinario en .
R propagar la (50%) en agua subterranea.
coli resistente a aguas tanto 3
N I RAM".
antibidticos superficiales
usados en como
medicina humana. subterraneas.
La carne de pollo EI consumo de Factores Las personas que tomaban “cualquier
Kalter producida en alimentos de ambientales antibiotico” aumentaban el riesgo de
2010 (79) EH, HH sistemas de origen animal como: lafaltade  Perd  que nifios fueran portadores de E. coli
produccion producidos de  proteccion del resistente. Residencia en una zona

intensivos, y el  forma intensiva  aguay mal

donde los hogares servian pollo de
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uso de antibidticos es un factor que manejo de casa (a diferencia del pollo del

enel hogar  aumenta el riesgoexcretas, influyen mercado) protegia contra la
influye en el de RAM3en en el aumento del transmision de E. coli resistente.
riesgo de bacterias  humanos. riesgo de portar Contaminacién ambiental con
RAM? en nifios. RAM? en nifios. bacterias RAM? parecio contribuir a

que los nifios sean portadores de E.
coli resistente.

Lowenstei
n 2016
(90)

AH, HH

La manipulacion
y el consumo de

animales El saneamiento . L
La manipulacion y el consumo de
- enfermos y del entorno .
La produccion . animales enfermos y muertos y la
muertos se animal no se . )
ganadera en . e ) compra de medicamentos veterinarios
~ identificaron abordd en las . .
pequefia escala . sin receta aumentan potencialmente
. como factor de entrevistas, ) "y
podria tener un ; riesgo de transmision de
g riesgo para la aunque las e .
impacto en el - Ecuador enfermedades zoondticas, asi como la
. ._propagacion de lafuentes de agua y !
riesgo de zoonosis RAM? eSDaCI0S propagacion de la RAM. La
y propagacion de paci¢ produccion avicola a escala industrial
; : Uso no regulado  compartidos L .
la resistencia a los se consideré menos saludable debido
- . de fueron temas que e
antimicrobianos. - . . al uso de antibioticos.
antimicrobianos  emergieron.

veterinarios en
esta comunidad.

35



El entorno de los

corrales Muestras ambientales mostraron
Uso de contribuy6 mayor resistencia a los
antibioticos como mucho més a la antimicrobianos respecto a
romotores del RAM:? que otras otras fuentes. La mayor prevalencia
pcrecimiento Los animales fuentes. de perfiles resistentes a las
Mattiello HH. EH El saneamien.to contribuyen Transferencia sulfonamidas fue en muestras
2015 (91) ' inadecuado del  €°MO portadores  horizontal de Brasil ambientales (44.4%) y en pollo
ambiente/eauino de Salmonella determinantes de (51%). La prevalencia de perfiles
iterior fav?)rei):e enterica con RAMS: MDR fue 18.2%.Veintin
la salmonela RAMS, aislamientos aislamientos presentaron
MDR* ambientales susceptibilidad reducida a -
' mostraron MDR* lactdmicos y albergaban genes blartem,
a antibidticos blacmy y/o blactx-wm.
humanos.
r;&?g;salda; la an%?szigjlis Prevalencia de Salmonella spp. fué
P S . . ' del 33 % en las 5 granjas; se aislaron
industria avicola Las gallinas y los como piensos y P
i dos serovares con MDR®. Practicas
promueven la huevos son agua, tambien agricolas fueron factores de riesgo
. diseminacion (a  portadores de  contenian cepas . .
Rodriguez . potenciales para la propagacion de
animales y salmonelas de Salmonella . i . .
2015(92) AH,HH . Colombia Salmonella spp: molienda de piensos
humanos) de  resistentes, que  pp. Muestras . _
en las granjas (OR= 24),
Salmonella spp puede ser fecales de :
. . . almacenamiento de huevos en casetas
patogena, que  patogena para trabajadores avicolas (OR = 11.25) y uso de
tambien presenta humanos y aves.  agricolas se '

una variedad de
perfiles de RAM®,

incluyeron dentro
de muestras

material inadecuado de construccion
(OR=15.24).
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ambientales, pero
no se discutieron.

Santamaria
2011 (93) EH, AH

Sistemas de
produccion
basados en

Los pastizales
pastoreo (el uso

N resentan -
de antibidticos se P . Los pastizales
- reservorios
limita a . presentan
animales .
enfermedades reservorios
(ganado) de .
control y el ambientales
. genes de
alimento no > . (suelo y agua) de
. resistencia a la
contiene - genes de
g tetraciclina, que > .
antibidticos) o resistencia a la
son mas diversos S
tetraciclina.

todavia crea
reservorios para
bacterias
resistentes.

que en el medio
ambiente.

Alta prevalencia de genes tet (O), tet
(W), tet (Q) y tetB (P) en muestras de
heces animales: 100, 98, 83 y 70%.
Aunque no todos los genes detectados
en animales fueron detectados en el

Colombia  ambiente, existe una distribucion

predominante de tet (W) y tet (Q)
tanto en reservorios animales como
ambientales. Similitud de las
secuencias sugiere transmision de
genes de animales al medio ambiente.

Dos Vieira
2010 (94) AH, EH,
HH

La RAM?3 en Bacterias con  Las bacterias o
ambientes  RAM?® 0 genes de genes RAM3se
acuaticos aumento resistencia se transfieren de los
debido al uso transfieren de camarones al
indiscriminado de  animales a medio ambiente
antimicrobianos  humanos, o de (agua de
en el tratamiento animales a estanque y
humanoyenla  bacterias que sedimentos).
produccién de infectan a los

El indice de resistencia a los
antibioticos (IRA) y el indice de
resistencia multiple (MAR) variaron
dentro de los rangos de
Brasil 0,068-0,077 y 0,15-0,39,
respectivamente. Mas del 90,5% de
las cepas de E. coli mostraron
diversos perfiles de resistencia a la
antibioticos testeados.
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humanos a través
de los alimentos.

alimentos y
animales.

En la crianza de
salmonidos agua

La piscicultura y a(')'(;?; r;]to Bacterias Gram negativas resistentes
intensiva produce co& ortarse a la oxitetraciclina recuperadas
mas RAM?, la Manejo ch))mo mostraron alta variabilidad
Miranda AH. HH terapia inadecuado de la reservorios de taxonomica,el 12.6% de bacterias con
2002 (95) L profilactica se ha pisciculturay de . 4+ Chile RAM eran enterobacterias. Alta
EH : bacterias MDR . PP
generalizado en la los frecuencia de MDR"; indice de
. Y que pueden : . L
salmonicultura  antimicrobianos - resistencia a los antibioticos (IRA)
chilena transmitir genes entre 0,38 y 0,48
' de RAM? a ’ e
patdgenos
humanos
El abuso de
antimicrobianos Los animales de La lluvia. Ia Prevalencia de Salmonella spp.en las
en el ganado granja, el " muestras: 62.7%. EI 49,5% de los
- escorrentia . .
produce RAM en  estiércol, la . aislados fueron resistentes a al menos
animalesy  pisciculturay los agricolay el un antimicrobiano, ocurriendo MDR*
Palhares — HH, AH, humanos, asi  animales salvajes caudal de los rios enel 18% de Iés aislamientos
2014 (96) EH ’ J contribuyenala  Brasil '

como practicas de contribuyen a la
cria de animales 'y propagacion de
gestion agricolay Salmonella con
ambiental RAM?®
incorrectas. La
densidad humana

propagacion de
Salmonella spp.
con RAME,

Estrecha interaccion entre la
agricultura basada en animales, la
Salmonella spp. y la resistencia a los
antimicrobianos
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favorece la
presencia de
Salmonella spp.

ACCeso a

antibidticos sin  En zonas rurales,
receta, contacto los vegetales

Se identificaron genes RAM?3 que
En areas rurales:

cruzan limites entre habitats,
frecuente con cultivados el suelo recibid asociados con elementos genéticos
reservorios y el ganado  aporte de genes moviles. Intercambio de genes RAM?
ambientales  (vacas y pollos, RAM:? de entre comunidades microbianas de
HH, AH, durante la principalmente) humanos y origen humano, animal y ambiental.
) . . Salvador y . .
Pehrsson EH agriculturade  contribuyen a la animales Perd La microbiota fecal humana de El
2016 (47) subsistencia y el propagacion de la (pollos), a través Salvador es similar al suelo cerca de
manejo RAMSZ, pero de las heces. los gallineros tanto en composicion
inadecuado también otros  Acceso limitado filogenética como en RAM?,
de excretas, animales al agua potable y compartiendo 80 proteinas de RAM
favorece RAM®en  domésticos.  al saneamiento. con una identidad >99%.
ambientes rurales.
La produccion .
Los genes de La prevalencia de al menos un gen
ganadera ) . Una vez que el 0
- resistencia a las tet fue del 87% en todos los
extensiva impacta L suelo se . o
. . tetraciclinas ) aislados.La secuenciacion del gen tet
EH, AH el medio ambiente contamina con . L .
6 . pueden Colombia no mostro diferencias
Lopez y alos animales, . heces, puede o
dispersarse desde i entre bacterias aisladas de muestras
2012 (97) creando contaminar el . : .
. los desechos . ambientales y las de fluido ruminal y
reservorios de . agua subterranea . ) -
3 animales al suelo - heces. Resistencia a las tetraciclinas
RAM? a pesar de y superficial. i .
que utiliza y agua. en pastizales podria deberse a la
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cantidades bajas
de antibioticos.

transferencia horizontal de genes,
desde animales al medio ambiente.

Las préacticas
agricolas (uso de
estiércol como
fertilizante)

El estiércol de
aves de corral,
ganado vacuno y

Los suelos
fertilizados
contaminan los

Efecto de aplicacion de estiércol en
suelos:
residuos de antibioticos y
modificaciones de la RAM en
bacterias.
Suelos con estiércol porcino

Camotti | cerdos contamina los f I
2018 (98) provocan la los suelos con  SUelos orestales _ presentaron mayores
EH, AH acumulacién de s (no fertilizados  Brasil concentraciones de antibidticos.
. antibidticos y - )
residuos de disemina con estiercol), Suelos sometidos a pastoreo de vacas
farmacos o . 3 por diferentes lecheras por largos periodos de
. 3 bacterias RAM®, . ;
inducen RAM?® en . vias de tiempo presentaron mayores
| dejando una LT . 6 45
0s suelos. w . diseminacion. concentraciones (10°-10genes/
huella digital de . . .
Lo, bacteria) de gen sull de resistencia a
contaminacion .
las sulfonamidas
en los suelos.
Las estrategias de  La ganaderia La prevalencia de perfiles con RAM
reciclaje de genera mucho el uso de a al menos un antibiotico fue 36.21%
estiércol de estiércol con efluentes de y 55,65% de los aislamientos eran
ganado bacterias RAM®, biodigestores a MDR*. Una proporcion importante de
Resende AH EH (biodigestion) este estiércol temperatura Brasil aislamientos del afluente del
2014 (99) pueden tener  supuestamente es  ambiente, biodigestor exhibieron RAMZ, y
implicaciones en biodigerido para contamina el practicamente el mismo patrén
la salud animal, producir suelo con de resistencia se detectd en muestras
humanay fertilizante  bacterias RAM?® de efluentes

ambiental; las “seguro”
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bacterias
permanecen en el
efluente.

Las précticas
agricolas
contribuyen a la

propagacion de E.

coli patdgena,

compost y heces
de animales

las manos de los
trabajadores, el
aguay el suelo

Elevada resistencia a tetraciclina
(23.2%) y ampicilina (19.9%). El
3,5% de las cepas presentaron RAM?®
a mas de 5 antibioticos. Prevalencia

Corzo- que, al mismo pueden ser . . .
. . pueden de aislados diarreagénicos fue 1.2 % y
Ariyama tiempo, muestra fuentes de . . :
HH, EH 3 S transportar México la de aislamientos formadores de
2019 (100) RAM®. contaminacion . . 0
El agua para cepas ,bacterlas blo_pellculas fue 76%. Cepas de E.
contaminada con AtO0enaS patdgenas RAM? coli RAM? con marcadores de
aquas residuales presigtenteg a los productos patogenicidad y de formacién de
jugga un papel en agricolas biopeliculas: riesgos potenciales para
la propagacion de consumidores.
RAM?,
Ngosnetr?l:)slfcui?nla No se discute el
humana. Los animales son apo;tr;quieelnrtr;edlo Prevalencia de resistencia a
Cicuta Las portadores de una tomaron’ ampicilina en Proteus mirabilis y E.
. : : o o
2014 (101) HH, AH enterobacterias variedad de muestras de coli, fue de 100% y 31.2%. No se

productoras de
BLEE® son méas
frecuentes en

enterobacterias
potencialmente
patdgenas que

agua, pero no las
vinculan con las
otras muestras ni

humanosy  producen BLEE®. =
) discuten los
animales
resultados.
(mascotas y

Argentina

detectaron en forma fenotipica
bacterias BLEE® ni productoras de
carbapanemasas.
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animales de
granja).

Actualizacion (2024)

El uso de heces
animales
compostadas en

Compostaje como
actividad
antropogénica

Las heces de
animales son
reservorios de

Se evaluo el efecto de compostaje de
residuos de caballos y excrementos de
aves en sistemas de produccion
organicos y convencionales sobre la
prevalencia de enterobacterias e
identifico perfiles RAM3. E. coli
MDR?* no sobrevivio al compostaje,

. H 3
Alves HH. AH. contribuye a bacterias con agrlcultur_a puede pero otras enterobacterias con RAM
. 4 contaminar el . persistieron. Compost de caballo
Ferreira EH prevalenciade =~ RAM, mayor Brasil p 3
suelo con mostré menos RAM?® que el de pollo,
2023 (102) RAM,yaque RAM en heces . . )
. bacterias RAM y y compost orgénico mostré menos
bacterias con  de aves de corral e .
; modificar el que el convencional. Mayor
RAM sobreviven que en heces de : lenci . 3
al proceso equinos resistoma prevalencia de bacterias con RAM® a
' ' ambiental. la ampicilina (7-13%), cefoxitina (5-
10%), imipenem (4-8%) y
amoxicilina + &cido clavulanico (4-
8%). Prevalencia de aislamientos
MDR*: 2%
Agricultura Las heces de Determinantes de Se evaluaron efectos de sistemas
Alves HH, AH, _Agn! pollo usadas RAM esta intensivos de manejo del suelo en
: intensiva como - . . .
Ferreira EH I, como fertilizante naturalmente Brasil bosques versus areas agricolas
actividad : . ) : P
2024 (103) enriquecen el presente en intensivas sobre atributos quimicos

antropogeénica ;
suelo con genes suelos, pero éstos

del suelo, composicion de
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RAMy con
metales pesados
que ejercen

contribuye a la
RAM.

se incrementan

en suelos
manejados

presion selectiva intensivamente,
para RAM en las diseminandose a

bacterias.

animales y
humanos.

comunidades bacterianas y
prevalencia de genes RAM?. Mayor
prevalencia de metales pesados en
tierras de cultivo que en bosques.
Comunidades microbianas mas
diversas en tierras de cultivo que en
bosques. El 39% de genes RAM?®
testeados se encontraron en suelos
agricolas y forestales. EI gen oprD
(mecanismo de resistencia) fue méas
abundante y solo se encontr6 en
tierras agricolas, los genes sul y tet
fueron més abundantes en tierras
forestales. Alta correlacion positiva
entre concentraciones de cobre y gen
oprD (0.85, p <0.001).

Cornejo HH, AH,
J EH

2020 (104)

Bajos estandares
de bioseguridad
en crianza de
traspatio de aves
generan riesgo de

Interacciones
entre animales
(domeésticos y
silvestres) con

o los humanos
propagacion de .
, median la
patégenos para la o
. transmisioén de
salud animal y a0entes
humana. Uso g
. patogenos a las
excesivo de

antibioticos en

: . . son fuentes de
gallinas explicaria

personas. Huevos

La RAM en
huevos se puede
deber a
contaminacion
del ambiente,
donde el agua y
suelo estarian
contaminados
con residuos de
antibidticos,
exponiendo a las

Prevalencia de residuos de
antimicrobianos en huevos de
produccidn casera (traspatio),

especificamente de las familias de las
tetraciclinas (20.5%), B-lactdmicos
(59%), aminoglucosidos (56.6%) y
macrolidos (13.3%). El 75% de las
aves estaban sueltas y 49% de los

duefios reportaron que habia un curso
de agua cruzando su propiedad y el
20% de los propietarios declararon
gue sus aves tomaban agua solo de

Chile
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esas fuentes. El 78% de los

presencia de exposiciona  aves que estan
residuos de  antimicrobianos. libres. propietarios usaban heces de pollo
antibioticos en como fertilizante.
huevos.
Pollos de : . . .
Se investigo prevalencia de bacterias
engorde
con RAM en muestras de humanos y

contribuyen a la El agua de riosy
diseminacion de el suelo estarian
RAM porque sus enriquecidos con

., heces contienen determinantes de
La produccion de

pollos de crianza de traspatio. El
predictor fue la distancia a la granja
de pollos de engorde mas cercana,
pero éste no fue significativo.

pollos como determinantes de . RAM en las Similitud entre los perfiles RAM? de
L RAM. La heces de pollos
HH, AH, actividad . ) pollos y los de humanos. Alta
Hedman . cercaniay criados en ; 3 .
EH antropogeénica - ! Ecuador prevalencia de RAM® compartida en
2020 (105) A movilidad de granjas. A su . -
contribuye a la E. coli a gentamicina (78%),
RO pollos de vez, estas fuentes .
diseminacion de la traspatio ambientales cefalotina (92%),
RAM. 5P S trimetoprim/sulfametoxazol (70%) y
contribuyena contaminarian a S
. tetraciclina (89%). El alto rango de
esparcir pollos de . .
X . movilidad de los pollos de traspatio
determinantes de traspatio que se L s
o explicaria la transmision entre
RAM entre movilizan. L .
hUMANoS hogares y, la propagacion ambiental
. y de bacterias con RAMZ,
animales.
Los humanos . Se analizaron muestras de agua de
. Los animales El agua de . . -
contribuyenala . ) bebida recogidas en viviendas rurales,
HH, AH, [ .72~ juegan un rol bebida ; -
Larson EH diseminacion de la importante en la contribuve a la Perd junto con datos de encuestas. Se aislo
2019 (71) RAM a través de ' Poriante -ontribuye E. coli en el 37,3% de las muestras
diseminacion de diseminacion de

inadecuadas

. la RAM, el cual E. coli con RAM
practicas de

positivas a coliformes
termotolerantes. RAM? en mas de la
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en estas
comunidades

mitad (51%) de los aislamientos de E.
coli del agua. potable. Un
19,7% (IC del 95% [12,9, 28,0], n =
23) de los aislamientos de E. coli

manejo y merece ser
almacenamiento explorado.
del agua potable.
Animales que
El uso de q
L deambulan libre
antibidticos en
en zonas

nifios y la crianza

g comunes con
de animales de

El agua de
bebida es fuente
exposicion a
determinantes de
RAM en estos
hogares

Peru

fueron MDR*,
Agua de bebida recolectada de
recipientes de boca estrecha tenia
menos probabilidades de estar
contaminada que la recolectada
directamente del grifo (OR = 0,55, p
=0,030) o de recipientes de boca
ancha. Presencia de coliformes
termotolerantes asociados con crianza
de aves y con desechos animales
observados en el area de la cocina. La
prevalencia de RAM? fue mayor entre
los propietarios de cerdos (60%), en
relacion con aquellos que no criaban
cerdos (36,4%), asi como en los
hogares con animales que deambulan
libremente en el area de la cocina
(59,6%) en comparacion con los
hogares sin animales que deambulan
libremente en el area de la cocina

HH, AH, . . humanos tienen
Larson EH granja de traspatio un rol importante
2023 (60) contribuye a la en lloa
contaminacién . T
) diseminacion de
con bacterias con bacterias con
RAM del agua de
bebida RAM en gl agua
' de bebida.
HH, AH, Seres humanos La
Moretto EH contribuyen a contaminacién
2022 (106) Y

diseminacion de fecal proveniente

El agua es
disemina
contaminacion

Brasil

(39,7%).
Se evaluo prevalencia de RAM? en
bacterias gramnegativas de un sistema
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RAM al desechar de rumiantes en fecal y bacterias
su materia fecal aguaderioes conRAMalo
en los rios, cuyas evidente en la largo de esta
aguas son usadas escorrentia de los zona
pararecreaciony  campos que
lavar alimentos.  bordean el rio,
incluso dentro de
la comunidad.

muestreando agua de rio y agua
entubada, heces de humanos y
animales. Contaminacion fecal media:
219 UFC/ml/punto para coliformes
totales y 20 UFC/ml/punto de E. coli.
Se aislaron bacterias con RAM?3 en
cada punto analizado, incluyendo
suministro de agua potable. EI 88 %
de aislamientos con RAM?®
no eran fermentadores de lactosa,
perteneciendo a géneros importantes
en la practica clinica. En mayoria
de aislamientos: resistencia a
ciprofloxacino, a pesar de que éste no
se usa cominmente
en animales destinados al consumo en

esta region.
1 HH: Human Health; AH: Animal Health; EH: Environmental Health; 2 E. coli enteropatdgena; 3 Resistencia antimicrobiana/ resistente a los antimicrobianos; 4

Multidrogo resistencia/multidrogo resistente; 5 B-lactamasas de expectro extendido; 6 Ambas publicaciones pertenecen al mismo proyecto y comparten la misma
muestra
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En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas basicas de los estudios. Todos los
articulos fueron escritos en idioma inglés, veinte y cinco de ellos fueron publicados
desde el 2011 en adelante. Todos los estudios fueron cuantitativos y de disefio
transversal excepto uno, que fue cualitativo. Un articulo tuvo un disefio
experimental de laboratorio y aplic6 métodos microbiologicos. Dos articulos
abordaron la RAM Unicamente mediante técnicas moleculares, ocho combinaron
perfiles fenotipicos u otros métodos microbioldgicos y técnicas moleculares (como
la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR) y ocho aplicaron Unicamente
mediante métodos microbioldgicos. Seis estudios analizaron datos microbioldgicos
y epidemiolégicos. Solo dos articulos incluyeron un analisis de identificacion
quimica de antibidticos o de caracteristicas quimicas en las muestras ademas del
analisis genético molecular. En la Tabla 4, se observan los tipos de datos recogidos
en los estudios seleccionados, siendo en su mayoria muestras de animales y
ambientales, y en menor proporcién muestras de heces humanas. S6lo un estudio
realizd muestreo de alimentos cultivados frescos y ocho recogieron data de

cuestionarios y entrevistas.

Tabla 3. Caracteristicas basicas de los estudios incluidos en el analisis

NUmero (n=);
Acrticulos
Caracteristicas del estudio incluidos, n (%) Numero de articulo en referencias

Tipo de investigacion

Cuantitativa 27 (96.4) (47,60,71,79,83-89,91-106)
Cualitativa 1 (3.6) (90)

Pais de origen (104)
Brasil 12 (42.8) (84,86-88,91,94,96,98,99,102,103,106)
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Ecuador 4(14.2) (83,85,90,105)

Colombia 3(10.7) (92,93,97)

Argentina 2(7.1) (89,101)

Chile 2(7.2) (95,104)

México 1(3.6) (100)

El Salvador-Per( 1(3.6) (47)

Peru 3(10.7) (60,71,79)
Fecha de publicacién

2001-2005 1(3.6) (95)

2006-2010 2(7.2) (79,94)

2011-2016 13 (46.4) (47,83-85,87,90-93,96,97,99,101)

2017-2019 6 (21.4) (71,86,88,89,98,100)

2020-2024 6 (21.4) (60,102-106)
Idioma

Inglés 28 (100) (47,60,71,79,83-106)
Enfoque usado para estudiar
RAM

Microbioldgico y (71,83,86,87,91,97,100,106)
molecular 8 (28.5)

Molecular 2(7.1) (47,93)

Microbiolégico 8 (28.5) (84,88,89,94-96,99,101)

Microbioldgico y (60,79,85,92,104,105)
epidemiolégico 6 (21.4)

Quimico y molecular 2(7.1) (98,103)

Cualitativo 1(3.6) (90)

Experimental de 1(3.6) (102)

laboratorio y
microbiol6gico)

Tabla 4. Tipo de datos recogidos en los estudios seleccionados

NUmero (n=);
Articulos
Tipo de datos recogidos incluidos, n (%) Numero de articulo en las referencias
Muestras de animales
(hisopados cloacales, heces,
bosta, compost, musculo, (47,79,83-87,91-97,99,101,102,104—
huevos, muestras clinicas) 20 (71.4)  106)
Muestras ambientales (suelo,
agua, sedimentos de pozas,
superficies, manos, vectores, (47,60,71,79,83-89,91-
piensos) 22 (78.5)  98,100,103,106)
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Muestras de humanos (heces) 5(17.8) (47,79,83,92,105,106)

Cuestionarios y entrevistas,

observacion 8 (28.5) (60,71,79,85,90,92,104,105)
Muestras de alimentos
cultivados frescos 1(3.6) (100)

Resistencia Antimicrobiana a través del enfoque UNA SALUD

Trece articulos, Braykov et al., Brisola et al., Dos Vieira et al., Miranda et al.,
Palhares et al., Pehrsson et al., Alves Ferreira et al., Cornejo et al., Hedman et al.,
Larson et. al. y Moretto et al. (47,60,71,85,86,94-96,102—-106) tuvieron en cuenta
los tres componentes de UNA SALUD, mientras que los demas articulos sélo
tomaban en cuenta dos de los tres componentes, ya sea en la discusién o en la
descripcion de los métodos de recojo de datos. En aquellos estudios que discutieron
los tres componentes de UNA SALUD, éstos no fueron considerados en su totalidad

para el disefio del estudio, con excepcion de Pehrsson et al. y Moretto et al. (47,106).

Contribucién Humana a la RAM

Los factores antropogénicos que promueven la RAM incluyeron a los sistemas de
produccién de animal (intensivo y no intensivo) (47,60,71,79,83-89,91-97,104—
106) y a la agricultura intensiva (103) y practicas agricolas, como el uso de bosta o
heces humanas como fertilizante (47,96,98-100,102). De hecho, se encontrd
evidencia de la supervivencia de bacterias con RAM después de la biodigestion de
bosta de vacunos, caballos y pollos, lo que podria contaminar los suelos (99,102).

Adicionalmente, se encontr0 que cada tipo de bosta usada como fertilizante
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agricola, tenia una concentracién Unica de residuos de antimicrobianos y/o de genes
RAM, dependiendo del origen y tipo del sistema de produccion animal (98,102).
Por otro lado, se identificd al manejo inadecuado de excretas humanas como un
importante factor que promueve la RAM en areas rurales (47,79,106). Sdlo tres
articulos (47,60,79,83) identificaron como contribucién humana al problema del
uso no restringido, no regulado o reciente de antimicrobianos en humanos. Cicuta
et al. (101) no identificaron ningun aporte humano, sin embargo, reconocieron la
necesidad de tener un enfoque interdisciplinario para implementar investigacion en
salud humana y animal. Pehrsson et al. (47) y Moretto et al. (106) obtuvieron
evidencia del rol de las heces humanas en la generacién de la RAM. Pehrsson et al.
(47) evidenciaron que los seres humanos participan en la generacion de RAM,
modificando los microbiomas y resistomas en entornos rurales al interactuar con
los animales y el ambiente mediante la transferencia horizontal de determinantes de
la RAM; mientras que Moretto et al. (106) proporcionaron evidencia que apunta a
la contribucién humana a la RAM, hallando mayor prevalencia de resistencia al
ciprofloxacino, cuyo uso es muy controlado en animales en Brasil, pero no asi en

seres humanos.

Contribucién animal a la RAM

Las aves de corral fueron los animales de consumo mas comunes
(47,60,79,83,85,87,90-92,96,98,102-105), aunque los peces (84,95), cerdos
(60,79,86,88-90,96,106) y vacunos (60,79,89,93,96,97,106) también estaban
representados. Sélo un estudio investigo la RAM en la produccién de camaron (94).

Algunos estudios consideraron el aporte de otras especies de animales domésticos
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(60,79,89,90,101,102,106) como ovejas, patos, palomas, caballos, perros o cuyes.
Corzo-Ariyama et al. (100) y Larson et al. (71) se centraron en identificar perfiles
de RAM, en las bacterias de productos agricolas y en las de muestras de agua de
bebida respectivamente, y en ambos casos se reconocio el papel de los animales en
general en la propagacion de la RAM. El acarreo o transferencia de bacterias y/o
determinantes de RAM fue la contribucion animal mas ampliamente identificada
(47,60,71,84-86,91,93-95,97-100,102,103,105,106), y en segundo lugar el uso
inadecuado o no regulado de antimicrobianos veterinarios (87-90,94-96,102,104).
También se identificd el papel de los alimentos de origen animal en la exposicién
humana a residuos de antibidticos (104) o en la propagacion de bacterias RAM en
la cadena alimentaria humana (79,83,84,86,87,93,94). Por el contrario, Cicuta et al.
(101) no reconocid ninguna contribucion animal para la generacion y propagacion
de laRAM.

Armas-Freire et al. (83), Brisola et al. (86), Campioni et al. (87), Mattiello et al.
(91), y Lopez et al. (97) obtuvieron evidencia robusta del papel de los animales
como reservorios o portadores de genes de RAM mediante métodos moleculares
(107) combinados con pruebas de resistencia fenotipica (108). Alves Ferreira et al.
demostraron, aplicando un disefio experimental, una menor prevalencia de RAM
en desechos animales de un sistema de produccién animal organico comparado con
uno convencional (102). Santamaria et al. (93) y Pehrsson et al. (47) utilizaron sélo
métodos moleculares para estudiar la RAM, pero estos ultimos aplicaron la
metagendmica para comparar resistomas completos. Camotti et al. (98) y Alves
Ferreira et al. (103) utilizaron una combinacion de métodos moleculares y

quimicos; los primeros para identificar genes RAM 'y moléculas de
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antimicrobianos, y los ultimos, para evaluar el efecto de la composicion del suelo
agricola en la prevalencia de genes de RAM en bacterias. Braykov et al. (85), Kalter
etal. (79), Rodriguez et al. (92), Cornejo et al. (104), Hedman et al. (105), y Larson
et al. (60,71) incluyeron enfoques epidemioldgicos. Uno de estos estudios
evidencid que el uso reciente de antibioticos en miembros del hogar y la corta edad
(312 meses) en nifios eran factores de riesgo importante para el acarreo de E. coli
con RAM en nifios, mientras que vivir en una comunidad donde la mayoria de
hogares consumen pollo criado en casa era un factor protector (79). Por otro lado,
Larson et al. (60) hallaron que la crianza de traspatio de cerdos aumenta la
probabilidad de hallar bacterias con RAM en agua de bebida.

La mayoria de los articulos propusieron que la transmision de genes RAM se da por
una via unidireccional, de los animales al medio ambiente. Solo Moretto et al. (106)
propusieron una via de diseminacién conjunta de los seres humanos y animales al
medio ambiente. Por el contrario, Brisola et al. (86) y Pehrsson et al. (47)
propusieron que la diseminacién de la RAM ocurre en direcciones opuestas en

forma simultanea, vinculando todos los reservorios: humano, animal y ambiental.

Contribucion ambiental a la RAM

Mas de 60% de los articulos identificaron al agua como un factor que contribuye a
la propagacion de la RAM (47,60,71,79,84-86,89,93-98,100,106). Otros factores
ambientales incluyeron: suelo (47,85,86,93,96-100,102,103), entorno de la
granja/gallinero (85,91,92,100), vectores (moscas) (88) y sedimentos de estanques
(94). Lopez et al. (97) reconocieron el rol de la contaminacion fecal del suelo en la

diseminacion de RAM en aguas superficiales y de subsuelo, mientras que Alves
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Ferreira et al. (102) resaltaron la contribucién de desechos animales compostados
en la modificacion del resistoma del suelo. Santamaria et al. (93) y Palhares et al.
(96) destacaron la importancia de la escorrentia en la diseminacion de genes RAM
en el medio ambiente. Lowenstein et al. (90) consideraron relevante para la
diseminacion de la RAM, el uso de fuentes de agua potable compartidas entre
animales y humanos y el uso de espacios compartidos en las viviendas. Cornejo et
al. (104) destacaron el rol del suelo y el agua en la exposicion de gallinas de
traspatio a antibidticos usados por sistemas de produccidén animal intensivos.
Asimismo, Hedman et al. (105) propusieron que agua y suelo contaminados con
heces de aves de sistemas de produccion intensiva serian una fuente de exposicion
a determinantes de RAM en pollos que circulan cerca y libremente. Por otro lado,
Miranda et al. (95) sefialaron que, en las granjas de salmonidos, el alimento y las
aguas que alimentan a las pozas son reservorios de bacterias RAM. Armas Freire et
al. (83) y Cicuta et al. (101) no abordaron ninguna contribucién ambiental al
problema de la RAM.

Brisola et al. (86), Campioni et al. (87), Mattielo et al. (91), Santamaria et al. (93),
Pehrsson et al. (47), Lopez et al. (97), Camotti et al. (98) y Alves Ferreira et al.
(103) presentaron evidencia robusta sobre el papel del medio ambiente en el
mantenimiento y propagacién de la RAM, coincidiendo en que los ambientes
contaminados con heces son una fuente o reservorio persistente de bacterias RAM
desde los cuales se diseminan facilmente. Asimismo, Braykov et al., Kalter et al. y
Larson et al. (60,79,85) proporcionaron evidencia microbioldgica/epidemioldgica
robusta sobre el papel del medio ambiente o de factores relacionados al hogar en la

propagacion de la RAM. Casi todos los estudios consideraron solo a los animales
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como la fuente de la contaminacién, excepto Pehrsson et al., y Moretto et al.,

quienes evidenciaron la contribucion de heces humanas y animales (47,106)

Vacios de Informacion

En ninguno de los articulos seleccionados se identificd la contribucion de la vida
silvestre, los efluentes de hospitales rurales o de servicios de salud al medio
ambiente como impulsores de la RAM ni su impacto en las poblaciones rurales, los
animales y los ecosistemas. Seis de los articulos incluyeron muestras fecales
humanas en sus estudios, sin embargo, no se tomaron muestras de las descargas
colectivas de desechos humanos o aguas residuales.

Del mismo modo, ninguno de los estudios seleccionados se enfoco en el vinculo
entre la mineria y la RAM en los entornos rurales, aunque es conocido que los
metales son impulsores de la RAM (49), asi como la contribucion de la mineria a
la contaminacion por metales (109,110). Sin embargo, Alves Ferreira et al. (103)
establecieron correlaciones entre la presencia de algunos metales pesados en suelo

(a causa de agricultura intensiva) con la RAM.
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b. Articulo 2: Antimicrobial Resistance in Humans, Animals, Water and
Household Environs in Rural Andean Peru: Exploring Dissemination

Pathways through the One Health Lens

METODOLOGIA
Zona de estudio

El estudio se realizd en hogares rurales de las provincias de San Marcos y
Cajabamba en la region de Cajamarca, Per(, la cual se encuentra aproximadamente
entre 2200 y 4000 msnm. Los hogares obtienen agua potable de reservorios
comunitarios centrales que se canalizan directamente a las casas 0 a sus patios. El
método preferido de tratamiento del agua dentro de los hogares es el hervido (71),
y la mayoria de los hogares poseen animales de granja, siendo comin que los
pequefios, como las aves de corral, deambulen libremente en los ambientes del

hogar.

Disefio del estudio
El disefio del estudio fue transversal, selecciondndose intencionalmente 40 hogares
de acuerdo a su perfil microbiolégico positivo a RAM en el agua de bebida de los
nifios. Estos hogares procedian de 102 comunidades andinas rurales, que habian
participado previamente en un ensayo controlado aleatorio comunitario (registrado
en www.isrctn.com como ISRCTN-26548981) (78). Para este estudio trasversal, se
seleccionaron e invitaron a participar en este estudio hogares con un nifio menor de
cinco afios, que albergasen animales de granja y con una muestra de agua de bebida

positiva para E. coli con RAM. EIl enrolamiento de los hogares se hizo entre mayo
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y junio del 2019. Se realiz6 una colecta de muestras humanas, ambientales y
animales y se recogio informacion a través de un cuestionario, como se describe a

continuacion.

1) Colecta de muestras

Se visitaron los 40 hogares para colectar muestras de heces de nifios y animales,
muestras de agua de bebida, muestras de las fuentes de agua de la comunidad y
muestras de suelo de los patios de los hogares. Asimismo, se aplicé un cuestionario
a fin de identificar riesgos potenciales y factores protectores para la RAM, asi como
vias de diseminacion en zonas rurales.

Se obtuvo un total de 266 muestras, las cuales fueron almacenadas hasta 3 dias en
caldo peptonado en el laboratorio de campo y transportadas para el posterior
analisis de identificacion de patdgenos al Laboratorio de Enfermedades Entéricas,
Nutricion y Resistencia Antimicrobiana en el Instituto de Medicina Tropical

Alexander von Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima.

i.  Muestreo de heces humanas y animales
Muestras humanas: El personal de campo recolectd en frascos estériles una muestra
de heces de un nifio sano menor de cinco afios de cada hogar. Las muestras se
transportaron en refrigeracion al laboratorio de campo dentro de las primeras cuatro
horas de su recoleccion. Las muestras de heces se almacenaron en medios de
transporte Cary Blair y se mantuvieron refrigerados antes de su envio a Lima para

su posterior analisis.
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Muestras animales: Un veterinario y un trabajador de campo fueron los
responsables de recolectar las muestras, las que consistian en dos hisopados
cloacales o rectales de muestras de heces frescas, idealmente uno de un animal de
compaiiia y otro de un animal de granja. EI manejo del animal fue realizado por el
duefio y un trabajador de campo capacitado, mientras el veterinario tomaba la
muestra del animal. Transportamos las muestras en un sobre refrigerado al
laboratorio de campo dentro de las cuatro horas posteriores a la recoleccion. Los
especimenes se almacenaron en medios de transporte Cary Blair y se mantuvieron

en refrigeracion antes de su envio a Lima para su posterior analisis.

ii.  Muestras ambientales

Muestras de agua: Se recogieron dos muestras de agua, una de la principal fuente
de agua potable que consumia el nifio, y la segunda de la principal fuente de agua
del hogar. Si el hogar solo tenia uno de los dos tipos de fuentes de agua en el
momento de la visita, la fuente de agua disponible se recolecté dos veces.
Adicionalmente, se recolectaron muestras de agua del reservorio comunitario.
Todas las muestras se transportaron al laboratorio de campo dentro de las ocho
horas posteriores a la recoleccién y se analizaron utilizando el método de filtracion
por membrana del kit de prueba de agua Oxfam DelAgua, codigo de producto
14867 (111) .

Muestras de suelo: Se recogieron cinco muestras de suelo poco profundas (menos
de 5 cm de profundidad) en diferentes puntos (5 g por punto) del area de juego
principal del nifio (0 donde éste pasaba la mayor parte del tiempo), utilizando

cucharas metélicas esterilizadas. Las muestras se colocaron en bolsas Ziplock
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esterilizadas y etiquetadas, transportandose a la estacion de campo, almacenadas y

enviadas a Lima.

2) Analisis de laboratorio de las muestras

Muestras humanas y animales: Las colonias aisladas de enterobacterias se
identificaron utilizando CHROMagar Orientation (CHROMagar, Francia) y
métodos microbioldgicos convencionales (112).

Muestras de agua: Se usé el método de filtracion por membrana del kit de prueba
de agua Oxfam DelAgua para detectar coliformes termotolerantes (fecales) en las
muestras de agua. Incubamos las muestras a 44 C £+ 0,5 °C, de 14 a 16 h en caldo
Lauril sulfato. Las muestras se evaluaron segun las instrucciones del kit, contando
las unidades formadoras de colonias (UFC) amarillas en los primeros 15 min,
indicando crecimiento de bacterias termotolerantes. Las colonias con morfologia
similar se almacenaron en viales de medio peptonado y éstos fueron enviados a
Lima para las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos, deteccion de BLEE y su
confirmacion molecular.

Muestras de suelo: Estas fueron homogenizadas y 1 g de cada muestra se transfirio
a caldo Luria Bertani (25 mL), en la estacion de campo. Luego, se incubaron a 37
°C durante 24 h, fueron almacenadas a 4 °C y enviadas a Lima para las pruebas de

susceptibilidad a los antibidticos, deteccion de BLEE y su confirmacién molecular.

i.  Pruebas de susceptibilidad a antibidticos
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Se utilizo la técnica de difusion en disco de Kirby Bauer (113) para determinar la
sensibilidad/resistencia a los antibioticos en todos los aislamientos bacterianos,
enfrentandolos contra catorce antibioticos: acido nalidixico (NA) (disco de 30 ug),
cloranfenicol (C) (disco de 30 pg), ciprofloxacino (CIP) (disco de 5 pg),
gentamicina (GN) (disco de 10 pg), tetraciclina (TE) (disco de 30 ug),
sulfatrimetroprim (SXT) (disco de 25 pg), amoxicilina-clavulanico (AMC) (disco
de 30 pg), ampicilina (AMP) (disco de 10 pg), cefotaxima (CTX) (disco de 30
Mg), cefepima (disco de 30 pg), aztreonam (disco de 30 ug), cefoxitina (FOX)

(disco de 30 pg), ceftriaxona (disco de 30 pg) e imipenem (disco de 10 ug).

ii.  Deteccion fenotipica de produccion de BLEE y confirmacion

molecular de genes BLEE

Deteccidn fenotipica: Se testearon las susceptibilidades de todos los aislamientos
bacterianos a los siguientes antibidticos, utilizando el método de Jarlier (114):
aztreonam (disco de 5 ug), ceftazidima (disco de 30 ug), cefotaxima (disco de 30
KQ), ceftriaxona (disco de 30 pg), amoxicilina-acido clavulanico (disco de 30 ug)
y cefepima (disco de 30 pug). Se confirmaron mediante discos combinados.

Confirmacién molecular: los aislamientos de E.coli que mostraron actividad
fenotipica de BLEE se analizaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional para identificar los genes blatem, blasnv y blactx-m (115-118).
Dentro del grupo blactx-m, se determinaron los subgrupos blacTx-m-2, blactx-m-3,
blactx-m-s, blacTx-m-9y blacTx-m-10. LOS cebadores o primers utilizados se muestran

en el Anexo B.
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3) Cuestionario

Creamos y aplicamos un cuestionario considerando el enfoque UNA SALUD para
identificar las vias de diseminacion de la RAM en entornos rurales. Las trabajadoras
de campo aplicaron el cuestionario, recopilando informacion sobre las vias de
diseminacion de la RAM: las préacticas de higiene y la gestion del agua en el hogar,
el uso reciente de antibidticos entre los miembros del hogar, el manejo de animales

y las préacticas agricolas.

iii.  Andlisis de datos
Los datos se ingresaron en el software de procesamiento de encuestas y censos CS
Pro 6.3 y se exportaron al software estadistico Stata 15 (STATA CORP, College
Station, TX, EE. UU.) para su analisis. Llevamos a cabo un analisis descriptivo y
comparativo de las frecuencias de los tipos de bacterias con RAM. Asimismo, se
evaluaron los perfiles de resistencia en las muestras de fuentes humanas, animales
y ambientales y se determinaron prevalencias.

iv.  Aspectos Eticos
Se contd con la aprobacion del Comité de Etica en Humanos (418-16-18) y el
Comité de Etica en Animales (010-03-20) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. Cada participante firm6é un consentimiento informado aceptando
participar en nuestro estudio.
RESULTADOS

Vias de diseminacion RAM en entornos rurales
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Utilizando el enfoque de UNA SALUD, intentamos identificar las vias de
diseminacion de las bacterias con RAM, en el entorno rural de Cajamarca.
Encontramos evidencia de algunas vias especificas, y estas estan representadas con

lineas rojas sélidas en la Figura 3.

Portadores y reservorios de genes y bacterias RAM R
es de la RAM rel a

) .o EAS

Ganado y animales domésticos

Metales/biocidas efluentes
industriales

1,2,3,4: Las flechas rojas numeradas muestran vias intermedias y actividades antropogénicas que impactan en la diseminacion de la RAMen el entorno rural Andino del estudio.
Estas se explican a detalle en la discusion.

Figura 3: Vias de diseminacion de la RAM en zonas rurales andinas, usando la

perspectiva de UNA SALUD

Caracteristicas de los hogares
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La Tabla 5 muestra las caracteristicas de los hogares, el suministro y tratamiento
del agua, y el tratamiento de los animales. La mayoria de los hogares tenia acceso
a un sistema de agua entubada fuera de la vivienda y solo el 20% tenian acceso a
ella dentro del edificio. EI 27% de los participantes declararon consumir agua
directamente del grifo, el 60% hervian el agua y solo el 12% trataron el agua con
cloro o lejia. Respecto al manejo de animales, el 72% de los hogares declararon que
el animal recibio antibidticos como parte de su Gltimo tratamiento, siendo el mas

usado la oxitetraciclina, en diferentes presentaciones comerciales.

Tabla 5: Caracteristicas demograficas de los hogares, suministro y tratamiento del

agua, y tratamiento de los animales

Media [DS]
Caracteristicas N 0 % (N)
Caracteristicas demograficas 40
NUmero de personas por hogar 5.0 [1.44]
NUmero de nifios menores de 6 afios por hogar 1.4 [0.53]
Caracteristicas del hogar
Tipo de paredes de adobe
- Adobe o tierra apisonada con revestimiento 60 (24)
- Adobe o tierra apisonada sin revestimiento 22.5(9)
Letrinas con/sin ventilacion
- Pozo séptico 22.5(9)
- Letrina 75 (30)
Abastecimiento publico de agua
- Sistema publico de suministro de agua/agua corriente 72.5 (29)
dentro del hogar 20 (8)
- Sistema publico de suministro de agua/agua corriente 2.5(1)
fuera del hogar 5(2)
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- Sistema publico de suministro de agua/agua entubada

fuera del hogar, pero dentro del edificio

- Agua superficial, manantial

Fuente de energia

- Electricidad

_Velas 87.5 (35)

5(2)

- Panel solar 75 (3)

Tratamiento domestico del agua
Hervido 60 (24)
Cloro o lejia 12.5 (5)
Ninguno 27.5 (11)
Tratamiento del animal
La dltima vez que el animal fue tratado, ¢recibio algun
antibiotico? 72.5 (29)
Antibidtico usado para el tratamiento 3.1(1)
- Amoxicilina 21.8 (7)
- “Biomizona™ 50 (16)
- “Cic@o.sona”2 3.1 (1)
- “Emicina”® 3.1 (1)
- “Hipradoxi S
- “Hipralona™ 6.2 (2)
- “Quinolaba’™ 6.2(2)

“Tylogen™® 6.2 (2)

¢Donde consiguid el antibidtico? 18.7 (6)
- Directamente de un veterinario 50 (16)
- Directamgnte de un t_écnico veterinario 3.1 (1)
- Deun parlen_te 0 vecino 187 (6)
- Enuna veterinaria local
- Enunatienda agro-veterinaria de la zona 0
- Enuna farmacia 0
- Enotro lugar 9.3 (3)

Nombre de marca de una formulacién comercial de oxitetraciclina y bencidamina, 2Nombre de
marca de una formulacion comercial de oxitetraciclina y dexametasona., 3Marca comercial de
oxitetraciclina, “Marca comercial de doxiciclina

SMarca comercial de enrofloxacino, ®Nombre de marca de una formulacién comercial de
gentamicina and tilosina

Muestras de agua
Recolectamos 106 muestras de agua: 26 de reservorio, 40 de la fuente principal en

el hogar y 40 de agua de bebida del nifio. Todas las muestras fueron positivas para
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coliformes termotolerantes, con mayor contaminacion en la fuente principal de

agua en el hogar. Se aislé E. coli de todas las muestras de agua, siendo esta la Gnica

bacteria aislada en el agua de reservorio y la principal en las otras muestras de agua,

ademas de Klebsiella spp. y Enterobacter spp. (ver Tabla 6).

Tabla 6: Contaminacion bacteriana, frecuencia y tipo de coliformes

termotolerantes identificados en todas las fuentes de agua

Conteo de Agua de Agua de Agua de bebida de
Coliformes reservorio fuente nifo

(N=26) principal en (N=40)

% (N) hogar (N=40)

% (N) % (N)

Coliformes 0-3.75 0-10.5 0-9.5
termotolerantes
(IQR ler — 3er
cuartil)
Coliformes 14.3 (59.2) 36.2 (108.4) 104.1 (373.5)
termotolerantes
(UFC/ml)- media
(BS)
Total de muestras 34.6 (9) 45 (18) 32.5 (13)
positivas a coliformes
termotolerantes
Total de N=14 N=28 N= 27
aislamientos % (n) % (n) % (n)
bacterianos
termotolerantes
Total de aislamientos 92.8 (13) 82.1(23) 74.0 (20)
positivos de
Enterobacteriaceae
E. coli 92.8 (13) 57.1 (16) 44.4 (12)
Klebsiella spp. 0 10.7 (3) 14.8 (4)
Enterobacter spp. 0 14.8 (4) 14.2 (4)
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En la Tabla 7 se muestra el perfil fenotipico RAM para los aislamientos de
Escherichia coli y Klebsiella spp. en agua. El 31% de aislamientos de E. coli del
agua de reservorio mostro resistencia a al menos un antibiotico y la mayor
resistencia fue a la tetraciclina y cefotaxima. Todas las Klebsiella spp. aisladas de
la fuente principal de agua del hogar y del agua de bebida de los nifios mostraron
resistencia a al menos un antibiotico, con la mayor resistencia a la ampicilina. Se
detectd MDR en 33% y 25% de los aislamientos de Klebsiella spp. para el agua del
hogar principal y el agua potable de los nifios, respectivamente. En la fuente
principal de agua del hogar, E. coli también mostr6 mayor resistencia a la
tetraciclina (31%), ampicilina (19%) y acido nalidixico (19%). En la fuente de agua
de bebida del nifio se hall6 mayor resistencia a la tetraciclina (42%) y ampicilina

(25%).

Tabla 7: Perfiles de resistencia a antibidticos, tipo de agua y proporcion de cepas

aisladas resistentes a multiples farmacos.

Agua de Agu_a d_e e Agua de bebida
reservorio PREIEEL B de nifio
hogar
E. coli E. coli Klest;)sri)ella E. coli Klil;sri)ella
N=13 N= 16 N= 3 N=12 N= 4
Antibidtico Resistencia Resistencia Resistencia
% (N) % (N) % (N)
Amoxicilina- acido 0 0 0 0 0
clavulanico
Ampicilina 0 18.8 100 (3) | 25(3) | 100 (4)
3)
Aztreonam 0 0 0 0 0
Cefotaxima 15.4 (2) 0 0 8.3(1) 0
Cefoxitina 0 0 0 0 0
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Cloramfenicol 7.7 (1) 125 0 25 (3) 0
(2)
Ciprofloxacino 0 6.3(1) [33.3(1)| 16.7 25 (1)
2)
Gentamicina 0 6.3 (1) 0 8.3 (1) 0
Acido nalidixico 0 18.8 0 16.7 0
3) )
Sulfatrimetroprim 0 0 33.3(1) | 83(1) | 25(1)
Tetraciclina 15.4 (2) 31.3 [333(1)| 417 25 (1)
©) ©)
Ceftriaxona 0 0 0 11.1 0
1)
Cefepima 0 0 0 8.3(1) 0
Imipenem 0 0 0 0 0
RAM a por lo menos un 30.8(4) 43.8 | 100 (3) | 41.7 | 100 (4)
antibidtico! (3) (5)
MDR? 0 (0) 186 |33.3(1)| 333 25 (1)
@) (4)

!|_a resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de un microorganismo

para impedir que un antimicrobiano actie contra él. Como resultado, los tratamientos estandar se

vuelven ineficaces; las infecciones persisten y pueden propagarse a otras personas (5,119).

2La multidrogo resistencia (MDR) se define como la resistencia a (por lo menos un farmaco) en tres

0 mas clases de antibiéticos (120).

Muestras de suelo

En la Tabla 8 podemos ver que se obtuvieron 83 aislamientos de coliformes
termotolerantes en las muestras de suelo, las cuales fueron todas positivas. E. coli
fue la enterobacteria mas abundante.

El 34% de los aislamientos de E. coli en las muestras de suelo, mostraron
resistencia a al menos un antibiotico y uno fue MDR. Como vemos en la Tabla 9,
de los aislamientos de Klebsiella spp., el 75% mostro resistencia a al menos un
antibidtico. Los aislamientos de E. coli mostraron mayor resistencia a tetraciclina
(26%) y ampicilina (11%), y Klebsiella spp. mostrd la mayor resistencia a la

ampicilina.
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Tabla 8: Contaminacion bacteriana por frecuencia y tipo de coliformes

termotolerantes en suelos domésticos y agricolas y heces de animales y humanos

Coliformes Suelo Heces de nifios Heces de

(N=40) % (n) (N=40) % (n) animales
(N=80) % (n)

Coliformes 100 (40) 97.5 (39) 67.5 (54)

termotolerantes

Total de N=83 N=98 N=116

aislamientos % (n) % (n) % (n)

bacterianos

termotolerantes

E. coli 43.3 (36) 45.3 (44) 38.7 (45)

Klebsiella spp. 4.8 (4) 11.3 (11) 5.1 (6)

Enterobacter spp. 24.1 (20) 6.2 (6) 4.3 (5)

Citrobacter spp. 9.6 (8) 9.2 (9) 16.3 (19)

Tabla 9: Perfiles de resistencia a los antibidticos a un panel de antibiéticos, por

tipo de muestra (suelo, heces de nifios y animales) y proporcion de cepas aisladas

resistentes a maltiples farmacos

Suelo Heces de nifios |Heces de animales
E. coli Kéllesbs;)ell E. coli K;esbs;)ell E. coli T;e;);;)e'
N= 36 N= 4 N= 44 N= 11 N=45 N= 6
Antibidtico Resistencia Resistencia Resistencia
% (N) % (N) % (N)
Amoxicilina 0 25 (1) 0 9.1(01) | 442 0
acido clavulanico
Ampicilina 11.1(4) | 75(3) | 34.1(15) |54.5(6) | 11.1(5) | 50 (3)
Aztreonam 0 0 2.3 (1) 0 2.2 (1) 0
Cefotaxima 0 0 0 0 0 0
Cefoxitina 28 () | 25(1) 0 9.1(1) | 44(2 0
Cloramfenicol 2.8 (1) 0 4.5 (2) 0 11.1 (5) 0
Ciprofloxacino 55(2) 0 11.4 (5) 0 8.8 (4) 0
Gentamicina 0 0 2.3 (1) 0 0 0
Acido nalidixico 55(2) 0 13.6 (6) 0 20 (9) 0
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Sulfatrimetroprim | 5.5 (2) 0 205(9) | 9.1(1) | 11.1(5) 0
Tetraciclina 25.0 (9) 0 25.0(11) | 9.1 (1) [26.6 (12) 0
Ceftriaxona 0 0 2.3 (1) 0 0 0
Cefepima 0 0 0 0 0 0
Imipenem 0 0 0 0 0 0
RAM a por lo 333 37.7 (17) | 50 (3)
menos un (12) 75 (3) | 52.3 (23) | 54.6 (6)

antibidtico

MDR? 2.8 (1) 0() | 159 | 0(0 0(0) 0(0)

1|_a resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de un microorganismo

para impedir que un antimicrobiano actle contra él. Como resultado, los tratamientos estandar se

vuelven ineficaces; las infecciones persisten y pueden propagarse a otras personas (5,119).

2La multidrogo resistencia (MDR) se define como la resistencia a (por lo menos un farmaco) en tres

0 mas clases de antibiéticos (120).

Muestras de heces de los nifios

En la Tabla 8 se observa que 97% de las muestras fueron positivos a coliformes

termotolerantes en las heces de los nifios, obteniendo 98 aislamientos de bacterias

termotolerantes, siendo E. coli la més abundante.

Determinamos el perfil fenotipico de RAM para los aislamientos de Escherichia

coli y Klebsiella spp. (Tabla 9). ElI 52% de todos los aislamientos de E. coli

mostrd resistencia a al menos un antibidtico y el 16% fue MDR. El 55% de los

aislamientos de Klebsiella spp. mostraron resistencia a al menos un antibiético.

En los aislamientos de E. coli la mayor resistencia fue a ampicilina (34%) y

tetraciclina (25%) y en Klebsiella spp. la mayor resistencia fue a ampicilina

(54%).

Muestra de heces animales

Como se observa en la Tabla 8, el 67% de las muestras de heces animales fueron

positivas para coliformes termotolerantes. Obtuvimos un total de 116 aislamientos

de bacterias termotolerantes, donde E. coli fue la especie mas abundante.



En la Tabla 9 vemos los perfiles de resistencia para E. coli y Klebsiella spp.,

donde 38% de los aislamientos de E. coli, y 50% de los de Klebsiella spp.

mostraron resistencia a al menos un antibiotico. Ninguno fue MDR.

Perfiles de multidrogo resistencia

Entre los aislamientos de E. coli obtenidos de las heces del nifio, la fuente de agua

de bebida del nifio, la fuente principal de agua del hogar y el suelo, el 14%

(15/108) eran resistentes (a por lo menos un farmaco) en tres 0 mas clases de

antibidticos (120). La mayoria de ellos eran resistentes a ampicilina, trimetoprim-

sulfametoxazol, tetraciclina, cido nalidixico y ciprofloxacino. Solo se identific

un aislamiento de E. coli como portador de BLEE (Tabla 10).

Tabla 10: Perfiles MDR de aislamientos de E. coli de distintas fuentes

Origen

MDR

Clase de
antimicrobiano**

Agua bebida nifio

Agua bebida nifio

Agua bebida nifio

Agua bebida nifio*

AMP, TEy C

SXT,TE,C

NA, CIPy TE

AMP, CTX, CRO, FEP, NA, CIP, TE, Cy CN

Penicilinas,
tetraciclinas,
anfenicoles
Sulfonamidas,
tetraciclines,
quinolonas
Quinolonas,
fluoroguinolonas,
tetraciclinas
Penicilinas,
cefalosporinas de
3ray 4ta
generacion,
quinolonas,
tetraciclinas,
anfenicoles,
aminoglucosidos
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Fuente agua del hogar

Fuente agua del hogar

Fuente agua del hogar

Suelo

Heces de nifio

Heces de nifio

Heces de nifio

Heces de nifio

Heces de nifio

Heces de nifio

Heces de nifio

NA, TE,CyCN

NA, CIP, SXT, TE, C

AMP, SXT, TE

AMP, NA, CIP, SXT, TE, C

AMP, NA, CIP, SXT, TEy CN

AMP, SXT, TE

AMP, TE, C

AMP, SXT, TE

CRO, CIP, SXT

AMP, SXT, TE

AMP, NA, CIP, SXT, TE

Quinolonas,
tetraciclinas,
anfenicoles,
aminoglucosidos
Quinolonas,
sulfonamidas,
tetraciclinas
Penicilinas,
quinolonas,
tetraciclinas
Penicilinas,
quinolonas,
fluoroquinolonas,
sulfonamidas,
tetraciclinas,
anfenicoles
Penicilinas,
quinolonas,
fluoroquinolonas,
sulfonamidas,
tetraciclinas,
aminoglucosidos
Penicilinas,
sulfonamidas,
tetraciclinas
Penicilinas,
tetraciclinas,
anfenicoles
Penicilinas,
sulfonamidas,
tetraciclinas
Cefalosporinas
de 3ra
generacion,
fluoroquinolonas,
sulfonamidas
Penicilinas,
sulfonamidas,
tetraciclinas
Penicilinas,
quinolonas,
fluoroguinolonas,
sulfonamidas,
tetraciclinas

AMP: ampicilina, STX: trimetoprim-sulfametoxazol, NA: 4cido nalidixico, TE: tetraciclina, CIP:

ciprofloxacino, C: cloranfenicol, CN: gentamicina, CTX: cefotaxima, FEP: cefepima and CRO:

ceftriaxona
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* Aislado de E. coli BLEE, **de acuerdo a la clasificacion de clases de antimicrobianos de la
OMS (121)

Deteccion de genes de resistencia BLEE

Identificamos dos aislamientos bacterianos que portaban genes BLEE. Uno era un
aislamiento de E. coli de una muestra de agua y el otro era una Shigella spp.
obtenida de una muestra fecal de perro. El aislamiento de E. coli portaba los genes
blatem, blactx-m-uy blactx-m-s; y el aislado de Shigella spp. llevaba los genes

blatem, blactx-m-u y blactx-m-3, como se muestra en el Anexo C.

c. Articulo 3: Whole-Genome Characterisation of ESBL-Producing E. coli
Isolated from Drinking Water and Dog Faeces from Rural Andean

Households in Peru

METODOLOGIA
Zona y disefio del estudio

La zona de estudio es la misma zona rural andina de regién de Cajamarca, donde se
realizé el estudio de Hartinger at al. (122), para explorar las rutas de diseminacion
de la RAM en humanos, animales y ambiente. En dicho estudio, se muestrearon 40
hogares obteniendo muestras de heces humanas, de heces animales, de agua de
consumo y de suelo. Los dos aislamientos BLEE utilizados en este estudio
provienen de dos de los 40 hogares ya mencionados, originandose de una muestra
de heces de perro y de una muestra de agua de bebida, como se muestra en el Anexo

D.
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Caracteristicas de los hogares
Hartinger et al. encontraron solo dos aislamientos positivos a BLEE, uno de las
heces un perro y otro de la fuente de agua de bebida, correspondiendo a dos
diferentes hogares (122). En éstos, los animales vagaban libremente en la cocina 'y
el patio, observandose sus heces en ambas areas. Ambos hogares estaban
conectados al sistema publico de distribucion de agua, pero no poseian sistema de

desaguie, solo contaban con letrinas.

Identificacidbn microbiolégica y pruebas de susceptibilidad a los

antimicrobianos
La identificacion microbiolégica y las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos se realizaron mediante el sistema automatizado VITEK® 2
Compact (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia), utilizando una tarjeta de reactivos
colorimétricos (GN) para identificar los bacilos gram negativos fermentadores y no
fermentadores, asi como tarjetas AST-N249 de sensibilidad a los antimicrobianos,
segun las instrucciones del fabricante. Registramos las concentraciones minimas
inhibitorias para los siguientes antimicrobianos: ampicilina/sulbactam (SAM),
piperacilina/tazobactam (TZP), cefazolina (CFZ), cefuroxima (CXM), cefotaxima
(CTX), ceftazidima (CAZ), cefepima (FEP), ertapenem (ETP), imipenem (IPM),
meropenem (MEM), amikacina (AMK), gentamicina (GEN), ciprofloxacino (CIP),
colistina (CST) y tigeciclina (TGC).
Hartinger et al. (122) realizaron pruebas de susceptibilidad a otros antimicrobianos,

segun se describe en Métodos para el articulo 2.
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Identificacion fenotipica y molecular de la capacidad de produccion de
BLEE
Los procedimientos para la identificacion y confirmacion fenotipica de produccion
de BLEE de los aislamientos (con los siguientes antibidticos: aztreonam,
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, amoxicilina/acido clavulanico y cefepima),
asi como la confirmacion molecular por PCR convencional se describieron

previamente en la seccién de Métodos para el articulo 2.

Secuenciamiento del genoma y analisis bioinformatico

El ADN genomico se extrajo de los cultivos utilizando el kit de purificacion de
ADN genomico GeneJET (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.),
segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se evaluo
mediante el fluorémetro Qubit® 4.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.).
La biblioteca gendmica se construyé utilizando un kit de preparacion de biblioteca
de ADN Nextera XT (lllumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) y posteriormente se
secuencié en una plataforma MiSeq (lllumina). El control de calidad de cada
secuencia se evaluo utilizando Fastqc v0.11.5 (123) y Trimmomatic v0.38 (124).
Las lecturas se ensamblaron de novo utilizando SPAdes v.3.15.2 (125). El analisis
bioinformatico se realizd usando las herramientas del Centro de Epidemiologia
Gendmica (www.genomicepidemiology.org), fijando la identidad en >90% y la
cobertura en >90%.

Realizamos serotipificacion de E. coli (SerotypeFinder v.2.0), tipificacion

filogenética in silico (ClermonTyping (https://github.com/A-BN/ClermonTyping),
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tipificacion de secuencia multilocus (MLST v. 2.0), patogenicidad (Pathogen
Finder v.1.1), deteccion de genes de virulencia (VirulenceFinder v.2.0), tipificacion
de replicones de plasmidos (PlasmidFinder v.2.1 y MobileElementFinder v.1.0) y
deteccidn de genes BLEE utilizando ABRIcate v.1.0.1
(https://github.com/tseemann/abricate), para la base de datos NCBI (Bacterial
Antimicrobial Resistance Reference Gene Data Base) y ResFinder, ademas de
AMRFinderplus. Los genes de resistencia comunes para las tres herramientas se
muestran en el Anexo E.

Las lecturas sin procesar de lllumina se cargaron en GenBank bajo BioProject

PRJINAB816508 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/bioproject/PRINA816508/).

RESULTADOS

Identificacion microbioldgica y pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos de los aislamientos de E. coli

Para este analisis, solo se incluyeron los dos aislamientos fenotipicamente y
genotipicamente positivos de BLEE obtenidos en el estudio de Hartinger et al (122),
uno de heces de perro (aislamiento 1143) y otro de la fuente de agua de bebida
(aislamiento 1144). Ambos se identificaron como cepas de E. coli (93 % y del 96
% de probabilidad) mediante el sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux,
Marcy [I'Etoile, Francia) y confirmados posteriormente mediante el
secuenciamiento a genoma completo.

Segun el sistema VITEK®2, ambos aislamientos resultaron resistentes a SAM
(efecto combinado); a las cefalosporinas CFZ, CXMy CTX; TZP (combinacion de

B-lactamico/inhibidor de B-lactamasa); y MEM (un carbapenem). Comparamos las
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lecturas de VITEK®2 para la susceptibilidad a los antimicrobianos con los
resultados del ensayo de difusion en disco, como se muestra en el Anexo F. Cabe
mencionar que el aislamiento 1144 mostro resistencia al FEP por el método de
difusion en disco, contrario a los resultados obtenidos por VITEK®2. El sistema
VITEK®2 identificd al aislado 1143 como productor de BLEE, mientras que al

aislado 1144 lo identificé como BLEE negativo.

Deteccion de genes BLEE mediante PCR y analisis de secuenciacion a genoma
completo

La deteccion de los genes que codifican B-lactamasas mas comunes (blatem, blashv,
blaoxa Yy blactx-m) se llevé a cabo mediante PCR. Ambos aislamientos mostraron
amplificacion solo de genes blatem y blactx-m. El analisis del secuenciamiento a
genoma completo utilizando Resfinder y NCBI identifico la presencia de genes que
codifican resistencia a cefalosporinas (blacrx-ms, blactx-m-s5, blagc-1s), PB-
lactamasas de amplio espectro (blatem-1), tetraciclinas (tet(B ), tet(M)),
aminoglucosidos (aac(3)-lid, aph(3')-lia, aph(3”)-1b, aph(6)-1d, aadAl y aadA2),
sulfonamidas (sul3), fenicoles (floR, cmlAl), fosfomicina (fosA3), quinolona
(gnrB19) y trimetoprima (dfrA12) (Tabla 11). La resistencia genotipica de ambos

aislamientos se correlacion6 con su resistencia fenotipica, excepto para MEM.
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Tabla 11. Caracterizacion de aislamientos de E. coli productores de BLEE segun
origen y fuente, tipo de secuencia y complejo clonal, serotipo, genes de virulencia,
fenotipo de resistencia y genotipo.

y tipo de plasmido.

_ID de Fuente ST/CC Serotipo Filogrupo C_Eenesd_e Fenptlpo_de Gen_otlpo.de T!po_de
aislados virulencia resistencia  resistencia plasmido
aac(3)-11d,
aph(3”’)-Ib,
astA, SAM, TZP, aph(6)-1d, Incll-l1Alpha,
Heces de chuA, cia, KZ,CXM, aadAl, aadA2, IncR,
1143 S 5259/- -:H46 E gad, CTX, CAZ, floR, blatem-1, IncFIB(APOO
P ompT, FEP,MEM,  blagcs, 1918),
terC SXT blactx-m-s,  IncFIC(FII)
tet(M), tet(B)
dfrAl12
, IncFIB,
ngufglﬁia’ SAM, TZP, Cr‘r’ﬁﬁf él':i'x Col44ol,
1144 A9Y3Le Ho0nh OoHI0 A iutA sith, KRG COM o blageas, MCTIL Incll-
bebida . . CTX, MEM, IAlpha,
irp2, iroN, fosA3, qnrB19,
CN, CIP IncFII(pHN7
terC sul3, tet(B) A8)

Abreviaturas: CC, complejo clonal; ST, secuenciotipo. Fenotipo de resistencia: SAM,
ampicilina/sulbactam; TZP: piperacilina/tazobactam; KZ, cefazolina; CXM: cefuroxima; CTX,
cefotaxima; CAZ,  ceftazidima; FEP, cefepima; MEM:  meropenem;  SXT,

trimetoprima/sulfametoxazol; CN, gentamicina; CIP, ciprofloxacino.

El analisis genomico utilizando MLST 2.0 indico que los aislamientos de E. coli

1143y 1144 pertenecian a los secuenciotipos (ST) 5259 y 227, respectivamente, y

76



el aislado 1144 pertenecia al complejo clonal (CC) 10. Segun el analisis utilizando
la herramienta ClermontTyping, los aislamientos 1143 y 1144 correspondieron a
los grupos filogenéticos E y A, respectivamente. Utilizando SerotypeFinder v.2.0,
el aislado 1143 correspondia al serotipo -:H46, mientras que el aislado 1144

pertenecia al serotipo O9:H10 (Tabla 11).

Patogenicidad, genes de virulencia y tipos de plasmidos

Utilizando Pathogenfinder 1.1 y VirulenceFinder 2.0, ambos aislamientos se
identificaron como probables patdgenos humanos. Se detectaron en total 28 genes
de virulencia diferentes en ambos genomas. El gen de virulencia colicina ia (cia) se
detectd en ambos aislamientos. Otros genes de virulencia incluyeron: astA, iroN,
chuA, gad, ompT, capU, cea, fyuA, sitA, irp2 iutA y terC. El gen astA se hall6 solo
en el aislado 1143.

Utilizando PlasmidFinder 2.1 y MobileElementFinder 1.0, se detectaron cuatro
plasmidos para el aislado 1143, IncR (albergando genes de resistencia a
aminoglucosidos, aph(3”)-1b y aph(6)-1d), IncFIC(FII) (albergando el gen floR de
resistencia al cloranfenicol/florfenicol), Incll (portando el gen de virulencia cia) e
IncFIB (AP001918). Por otro lado, para el aislado 1144, se identificaron cinco
plasmidos, Col(pHAD28) (portando el gen de resistencia al ciproflaxacino

gnrB19), IncFIl, IncFII(pHN7AS), Incll e IncFIB(AP001918).
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IV. DISCUSION

Se identifico la contribucion humana, animal y ambiental en la diseminacién de la
RAM en zonas rurales de LAC y los vacios de informacion en la literatura, usando
la perspectiva de UNA SALUD. Asimismo, se determind la prevalencia de
bacterias con RAM que se encuentran en humanos (nifios), animales, y ambiente
(agua y suelo), y se caracterizaron los aislamientos productores de BLEE,
provenientes de muestras de animales y de agua de bebida de hogares rurales
andinos de Cajamarca, en base al enfoque integrado de UNA SALUD. Este trabajo
ahonda en lo encontrado inicialmente por Gil et al. (75) y Hartinger et al. (78), y
complementa los pocos trabajos que estudian la diseminacion RAM en zonas
rurales andinas en Per( con una aproximacion de UNA SALUD (60,71). En base a
lo reportado por Larson et al (71) se demostro la alta prevalencia de contaminacién
fecal en agua de bebida en esta zona y la presencia de cepas con RAM y MDR,; si
bien ellos hicieron estudios moleculares mediante PCR, para amplificar genes
BLEE, no secuenciaron los genomas.

Esta investigacion doctoral aporta nuevas luces sobre la diseminacion de la RAM
en la zona de estudio, permitiendo entender mejor la complejidad de las vias de
diseminacion de la RAM y su interconexién (122,126), y confirmando la presencia
de enterobacterias termotolerantes con diversos perfiles de RAM, algunas BLEE
y/o MDR no solo en agua de bebida, sino en todas las muestras: ambientales,
humanas y animales (122). Finalmente, este trabajo caracterizé el tipo de bacterias
termotolerantes positivas a BLEE aisladas de heces de animal doméstico y de agua
de bebida mediante el secuenciamiento de sus genomas, lo cual permitié entender

el riesgo que estas bacterias representan para estas comunidades rurales de bajos
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recursos, dado que ambos aislamientos de E. coli eran patdgenos humanos
potenciales, mostraban resistencia fenotipica y genotipica a BLEE asi como otros
grupos de antibiodticos, ademas de una alarmante resistencia fenotipica a los
carbapenems (127).

La revision sistematica exploratoria de la literatura (Anexo G) uso el enfoque UNA
SALUD para identificar las contribuciones de animales, humanos y ambiente en la
RAM en areas rurales de Latinoamérica. Las actividades antropogénicas como la
agricultura y la crianza de animales (aves de corral principalmente) fueron
identificados como los principales factores humanos impulsores de la diseminacion
de la RAM en Latinoamérica. El ambiente contribuy6 a la RAM principalmente a
través del agua contaminada por materia fecal de animales portadores de
determinantes de RAM; suelo, sedimentos acuicolas también aportaron (126) asi
como factores asociados al hogar (60,71). La contribucion animal a la RAM se dio
principalmente a través de la transferencia o acarreo de bacterias RAM por los
animales de granjay el uso inadecuado de antimicrobianos de uso veterinario (126),
siendo este ultimo un factor impulsor de la RAM en animales y a la larga en seres
humanos (128). Esto concuerda con lo reportado en recientemente en Chile y en
otros paises y regiones del mundo (129-131), agregandose otras fuentes y vias de
diseminacion dependiendo de si la zona es rural, urbana (e.g. animales de
compaiiia), o periurbana (e.g. botaderos). La mayor parte de los estudios incluidos
por lo general no plantearon una interconexidn entre las vias de diseminacion de la
RAM, debido a que estudiaron el problema bajo un solo punto de vista: transmision
animal, o ambiental. Por otro lado, la mayoria de los estudios incluidos propusieron

vias de diseminacion de la RAM unidireccionales, generalmente desde los animales
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al ambiente, y no consideraron rutas simultaneas entre cualquiera de los reservorios
(animales, humanos o ambientales) donde la diseminacién se dé en ambas
direcciones opuestas (126). Casi la mitad de los estudios (incluyendo a todos los
estudios de la actualizacion) discutieron la contribucion concomitante de animales,
humanos y el ambiente en la generacion de la RAM (85,86,94-96),sin embargo
Unicamente dos estudios tomaron en cuenta los tres componentes del enfoque de
UNA SALUD en su esquema de muestreo (47,106). Solo uno de ellos (47)
demostro la existencia de una red de vias de diseminacion interrelacionadas entre
si debido a las interacciones entre humanos, animales y el ambiente. Asimismo, en
base a las vias de diseminacion individuales propuestas en dichos trabajos, nosotros
planteamos una red integrada de rutas de diseminacion (126), que luego fue la base
para explicar y aportar evidencia para las vias de diseminacién propuestas en el
segundo articulo para Cajamarca rural (Figura 3). Considerando las limitaciones
inherentes a los estudios transversales (que fueron la totalidad), la evidencia
cientifica mas robusta para identificar vias de diseminacion de la RAM provino de
aquellos estudios que combinaron métodos moleculares y métodos de deteccién de
resistencia fenotipica, junto con un sélido disefio y plan de muestreo, asi como una
perspectiva integrada de UNA SALUD. Resalta el estudio integral de Pehrsson et.
al (47), al usar métodos microbioldgicos y gendmicos, para estudiar comunidades
microbianas, en humanos, animales y ambiente. Recientemente en Per(, Santos,
(132), en su tesis doctoral usé métodos microbioldgicos, secuenciamiento a genoma
completo y analisis bioinformético, para determinar el resistoma de poblaciones
bacterianas provenientes de fuentes humanas, animales y ambientales en dos

regiones distintas del Perd, sin embargo, no aplico el marco de UNA SALUD en el
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plan muestreo para cada region. Santos (132) considero efluentes hospitalarios y
comunitarios urbanos en su analisis descubriendo que las bacterias estaban
relacionadas genéticamente, siendo mayor la MDR en efluentes hospitalarios. Cabe
mencionar que en los estudios incluidos en el scoping review no hubo
representacion de efluentes de hospitales rurales, siendo un vacio de informacion,
ademas pocos trabajos se enfocaron en la contribucion fecal humana a la RAM
(47,79,83,92,105,106). La contribucion de la vida silvestre, asi como de la mineria,
en la generacion y diseminacién de la RAM, fueron también vacios de informacion.
Fue notoria la escasa contribucion de estudios cualitativos (126). Finalmente, cabe
resaltar que fue preocupante hallar tan pocos estudios enfocados en la RAM en
nuestra region que consideren la perspectiva de UNA SALUD en sus disefios y
planes de muestreo, y probablemente se deba a que existen varias barreras para
aplicarlo. Para poder implementarlo se requiere de colaboracion entre profesionales
de carreras diferentes, que trabajan en diversas instituciones (incluso en diferentes
paises) con distintas misiones, prioridades y financiamiento, con el fin de que
investiguen juntos. Esto presenta muchos retos: dificultad para establecer
colaboraciones multisectoriales a diferentes niveles, asi como en relacion al
financiamiento y al personal entrenado y calificado, que suelen ser mas disponibles
para proyectos en salud humana y mucho menor en salud animal o ambiental,

siendo mas notorio en paises en vias de desarrollo (133,134).

Para nuestro segundo articulo (Anexo H), tomamos en cuenta las limitaciones de

disefio de los estudios incluidos en el scoping review, lo que nos permitio aplicar

un enfoque integrado en el disefio del plan de muestreo y recojo de informacion
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en campo. Usamos métodos epidemioldgicos y microbioldgicos en hogares
rurales andinos de Cajamarca, con los que determinamos prevalencias de RAM en
nifios, animales y ambiente, y brindamos evidencia descriptiva para las rutas
criticas de diseminacion de la RAM, demostrando su interconexion para animales,
humanos y ambiente (122), como se muestra en la Figura 3. A pesar de que es una
zona altoandina rural y bastante aislada encontramos una alta prevalencia de
enterobacterias RAM y MDR (principalmente E. coli) en nifios, suelo de los
hogares, y agua, tanto de reservorio como de bebida. Para todas las muestras, la
prevalencia de resistencia a al menos un antibiotico en los aislamientos de E. coli
y Klebsiella spp. fue de casi el 43% y la prevalencia de MDR en los mismos
aislamientos fue de casi el 9%, sin embargo, este Ultimo casi se duplicé en las
heces de los nifios. Asimismo, casi la mitad de las muestras de agua de bebida en
los hogares tuvieron contaminacion fecal con una alta prevalencia de E. coli
MDR, apuntando a una re-contaminacion en el hogar, a la presencia de animales
en areas habitables y/o practicas ineficientes de higiene, lo que otro estudio en la
zona corrobora (60). Observamos también, una relacion entre los perfiles de RAM
hallados en heces de animales, heces de nifios y muestras de agua con los
tratamientos antimicrobianos mas usados en la zona, oxitetraciclina en animales y
ampicilina en nifios. Esto indicaria una contaminacién fecal proveniente de heces
animales y heces de nifios diseminada al agua de bebida y de reservorio (122),
vinculada con la correcta aplicacion de procesos de tratamiento del agua potable y
su control de calidad microbioldgica, los cuales estan a cargo de organizaciones
comunales, las Juntas Administradoras de Servicios de Saneamiento (JASS), que

a nivel nacional tienen bajos niveles de capacitacion tecnica (50). La alta
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prevalencia de RAM y MDR en E. coli de origen comunitario ha sido también
reportada por Alcedo et al. en nifios de zonas rurales de Moyobamba (135). Por
otro lado, el estudio de Benavides et al. demostro que, en ganado vacuno en zonas
rurales de Lima, también existe una alta prevalencia de E. coli MDR BLEE, los
cuales son compartidos con animales silvestres (136). Respecto a prevalencias de
RAM en enterobacterias en suelo agua u otras muestras ambientales, no hemos
encontrado otros reportes en distintas zonas rurales del Per(, excepto nuestro
propio estudio (122) y las investigaciones previas realizados en la misma zona
(60,71). Se necesitan hacer estudios que amplien la informacion que nosotros
hemos aportado en relacion a la diseminacion de la RAM en fuentes ambientales
rurales, prestando atencion a bacterias MDR BLEE. Estudios como el de Igbnosa
et al. (137) en Nigeria, donde se analizaron muestras de suelo agricola, agua de
regadio, bosta de animales y productos agricolas vegetales serian muy necesarios
en nuestro pais, donde la vigilancia ambiental y animal no incluye bacterias con
RAM. Finalmente, la amplificacion molecular de genes BLEE especificos
mediante PCR solo arrojo6 dos cepas portadoras de genes BLEE, un aislamiento de
E. coli de una muestra de agua (blarewm, blactx-m-u, and blactx-m-s) y uno de

Shigella spp. de una muestra fecal de perro (blatem, blacTx-m-u, and blacTx-m-3).

A partir de ambos aislamientos bacterianos con genes BLEE (122), logramos su
caracterizacion a genoma completo y realizamos el andlisis bioinformatico (127),
ademas de verificar y confirmar su identidad, y determinar sus perfiles de
resistencia a antibidticos adicionales a los ya testeados en el estudio de Hartinger et

al. (122). En el tercer articulo (Anexo 1), los aislamientos 1143 (perro) y 1144
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(agua) se confirmaron como E. coli; siendo E. coli 1143 una cepa atipica, no
fermentadora de lactosa, la cual habia sido reportada como Shigella spp.
inicialmente (122). Las cepas lactosa-negativas de E. coli son muy parecidas a
Shigella spp., siendo dificiles de distinguir entre si mediante las pruebas
bioquimicas usadas comdnmente (138,139). Cabe resaltar que las E. coli lactosa-
negativas son usualmente enteroinvasivas (EIEC), produciendo en humanos una
diarrea de tipo disentérico (138). Ambos aislamientos, 1143 y 1144, eran patdgenos
humanos potenciales, con serotipos -:H46 y O9:H10, respectivamente; siendo el
serotipo O9:H10 asociado a cepas de E. coli enteroagregativa (EAEC) en otros
paises de la region (140,141). El aislado 1143 y el aislado 1144 pertenecian a los
filogrupos E y A, respectivamente. E. coli del filogrupo E son infrecuentes, y las
cepas virulentas/resistentes de este filogrupo estan asociadas con humanos (142).
Mayormente, las cepas del filogrupo A son comensales humanos encontrandose en
aguas residuales (143) asi como en animales, especialmente aves de corral (144).
Por lo tanto, el hallazgo de esta cepa de E. coli BLEE del filogrupo E en heces de
perro daria mas peso a la ruta de transmision desde humanos al animal; mientras
que el aislado 1144 podria estar conectada con diversas vias de diseminacion
(Anexos) que llevan a la contaminacion del agua de bebida de la zona,
particularmente con origen fecal humano o animal (122).

Los aislamientos 1143 y 1144 pertenecian a secuenciotipos y complejos clonales
diferentes, ST/CC 5259/- y 227/10 (127), indicando que no comparten la misma
combinacion especifica de alelos y que tienen origenes y linajes muy distintos

(145).
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Ambos aislamientos acarreaban diversos genes de virulencia, sin embargo, la cepa
1143 es particularmente preocupante porque codificaba el gen para la produccion
de la toxina termoestable EAST1(127). Esta toxina induce diarrea en humanos y
animales (146), siendo un peligro potencial para brotes de enfermedades diarreicas
en esta zona rural, especialmente por el particular perfil de resistencia de la cepa.
Ambos aislamientos se confirmaron como E. coli productores de BLEE, portando
los genes blaec-1s, blactx-m-8 Y blactx-m-s5 en sus genomas (127). Resalta el gen
blaec-15, dado que codifica una B-lactamasa tipo AmpC (147); éstas no son inhibidas
por el acido clavulanico u otros inhibidores de B-lactamasas (148). Sin embargo, la
resistencia al acido clavulanico no se teste6 fenotipicamente. A la vez, eran
resistentes fenotipicamente al meropenem —pero no albergaban genes de
carbapenemasas—; y portaban genes de resistencia a otros grupos de antibioticos
en sus genomas o plasmidos (127). Los plasmidos son clave en la diseminacion
horizontal de genes RAM y de virulencia (149). Uno de los plasmidos asociados
comunmente a la diseminacién de genes BLEE en enterobacterias, Incll, fue
hallado en ambos aislamientos, mientras que para E. coli 1144, el gen de resistencia
a ciprofloxacino (gnrB19) estaba en el plasmido Col440l; asociado con genes de
carbapenemasas y BLEE en enterobacterias (150). Esta evidencia apunta a una
transferencia horizontal de laRAM en la zona de estudio. Finalmente, estos perfiles
de resistencia son un riesgo de salud publica y tienen gran importancia clinica dado
que tanto la resistencia combinada al acido clavulanico y a los carbapenems,
complicany reducen las opciones de tratamiento (151), y son aln mas preocupantes

en un contexto geografico aislado como el de zonas altoandinas en Cajamarca.
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Este trabajo presenta varias fortalezas y limitaciones. A la fecha es uno de los pocos
en PerQ, que intenta explicar como se disemina la RAM en zonas andinas rurales
con un enfoque integrado UNA SALUD. Al estudiar intencionalmente hogares
previamente identificados como positivos a RAM en la zona de estudio, sesgamos
nuestras estimaciones y estas serian mayores de lo que podria esperarse en la
comunidad promedio; sin embargo, dicha estrategia nos permitio identificar las vias
de diseminacion existentes en la zona, mas no pudimos establecer cuales aportaban
méas a la RAM, porcentualmente. Es probable que, en comunidades menos
contaminadas, estas vias de diseminacion también existan, pero sean dificiles de
detectar. Asimismo, por restricciones y limitaciones de laboratorio, no pudimos
realizar la comprobacion de la transferencia horizontal de determinantes RAM a
través de plasmidos mediante ensayos de conjugacion en bacterias, ni la
confirmacion fenotipica para B-lactamasas AmpC, patogenicidad y/o produccion de
toxina EAST1. Asimismo, el reducido nimero de aislamientos disponibles para su
caracterizacion probablemente redujo las posibilidades de identificar otros genes de

virulencia y de RAM circulantes en la zona.
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V.  CONCLUSIONES

Este trabajo explor6 la contribucion de las personas, los animales de granja y el
ambiente a la RAM en la America Latina rural, usando el enfoque UNA SALUD,
y se identificaron los vacios de informacion respecto a la propagacion de la RAM
y los factores que la impulsan, siendo éstos contribuciones animales,
antropogénicas y ambientales. Los vacios de informacion hallados son la vida
silvestre, el uso de pesticidas, efluentes industriales y de centros salud. En base a
estos hallazgos, aplicamos un esquema de muestreo y recojo de informacién para
calcular la prevalencia de bacterias de origen fecal con RAM en humanos, animales,
agua potable, agua de bebida y de reservorio, asi como en ambientes del hogar en
zonas rurales de Cajamarca, siendo dicha prevalencia elevada para RAM y MDR
en todas las muestras. Finalmente, caracterizamos a genoma completo los dos
aislamientos de bacterias BLEE, los cuales fueron dos cepas potencialmente
patdgenas con linajes distintos de E. coli BLEE resistentes al meropenem que
acarreaban genes de resistencia a B-lactamasas AmpC y otros genes de resistencia
a otros antibidticos.

Asimismo, propusimos una red integral que incluye la contribucién de animales, de
las personas y el ambiente en las rutas de diseminacion de la RAM en entornos
rurales de Latinoameérica, y aportamos evidencia para las vias criticas en Cajamarca.
Asi, demostramos la interconexion existente entre la transmision animal, humanay
ambiental de la RAM, y la necesidad del enfoque UNA SALUD, el cual debe ser
central en las politicas publicas sanitarias.

Se concluye que la presencia de E. coli BLEE resistentes a los carbapenems en la

zona podria explicarse por el uso incorrecto de antibidticos tanto en humanos como
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en animales, la convivencia de espacios habitables entre humanos y animales, v el
uso de agua contaminada en la zona. Aunque este estudio arrojé informacion sobre
los antibidticos méas usados en la zona, los que guardan relacién con los perfiles de
RAM en animales y en nifios, no investigamos de manera profunda el uso de
antimicrobianos tanto en humanos como en animales. Futuros estudios deberian
abordar este aspecto usando métodos mixtos que permitan una comprension de los
conocimientos, actitudes y practicas con relacion al uso de antibidticos y la RAM.
A pesar de que encontramos evidencia descriptiva que da fuerza a las rutas criticas
de propagacion de la RAM en Cajamarca rural, serian necesarios futuros estudios
que cuantifiguen cuanto aporta cada via a la RAM y que ademas permitan demostrar
causa y efecto. Asimismo, nuestro estudio abre nuevos caminos de investigacion
para explorar otras rutas para las que no pudimos obtener evidencia, tales como el
impacto sobre la RAM de la acuicultura local, la fauna silvestre, el uso de
pesticidas, las descargas comunitarias de desechos humanos y las provenientes de
centros de salud y de origen industrial.

Asimismo, al enfocar este trabajo en enterobacterias productoras de BLEE, no se
buscé desde un principio aislar otras enterobacterias de importancia para la salud
publica que podrian estar presentes en estas comunidades rurales, como aquellas
resistentes a la colistina y/o a los carpanems, por lo que estos temas representan

nuevos caminos de investigacion que necesitan ser explorados en la zona.

RECOMENDACIONES
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Finalmente, sabiendo que el agua potable en zonas rurales de Cajamarca acarrea
bacterias con RAM de origen fecal, se recomienda verificar la implementacién de
los programas destinados a la mejora la calidad microbiolégica del agua potable en
zonas rurales andinas, abarcando todas las etapas desde su origen, pasando por el
almacenamiento en reservorios, potabilizacion hasta llegar a su distribucion y
manejo en los hogares. En paralelo, es preciso implementar sistemas de
saneamiento (instalando servicios higiénicos con sistema de agua y alcantarillado,
con posterior tratamiento de esas aguas residuales), para reducir la diseminacion
ambiental de coliformes fecales con RAM de origen humano. Actualmente, el Plan
Nacional de Saneamiento 2022-2026 (50), busca reducir brechas en la cobertura 'y
eficiencia de los servicios de saneamiento y agua potable. Sin embargo, ain no se
ha hecho puablico un reporte preliminar que mencione el avance o la efectividad de
dicho plan, particularmente en poblaciones rurales, donde esta la mayor brecha. Por
otro lado, recomendamos la implementacién de politicas pablicas que incorporen
el sistema de vigilancia integrado GLASS-One Health propuesto por la OMS, en
vista del avance de la RAM y el hallazgo de enterobacterias MDR BLEE de origen

ambiental y animal con potencial patdgeno en poblaciones alejadas y vulnerables.
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VII.  ANEXOS

Anexo A. Palabras clave (con sindbnimos) y sintaxis en inglés usada para la
basqueda de literatura

#1: términos #2:términos de #3: términos #4: términos de#5: terminos de #6:

de “resistencia ""tipo de relacionados a “manejo “paises en LA” busqueda
antimicrobian entorno “ambiente” animal” o combinad
a” geografico” “agricutura” a
(“antimicrobial (rural OR (environment* (“animal (Argentina OR #1 AND
drug “rural OR water OR  production” OR Bolivia OR #2 AND
resistances”  populations”  soil animal OR Brazil OR Chile #3 AND
OR OR “rural OR lixiviation) livestock OR Colombia  #4 AND
“antimicrobial settings” OR ~ AND OR agricultur* OR “Costa #5
drug “rural health OR “animal Rica” OR Cuba
resistance” OR services”) AND husbandry” OR OR “Dominican
"antibiotic poultry OR Republic” OR
resistance” OR food) AND Ecuador OR “El
“drug Salvador OR
resistances, Guatemala OR
microbial”) OR Haiti OR
“antibiotic Honduras OR
resistance, Mexico OR
microbial” OR Nicaragua OR
“antimicrobial Panama OR
resistance”) Paraguay OR
AND Peru OR

Uruguay OR

Venezuela)




Anexo B. Primers usados para la deteccion de genes que codifican la

produccion de BLEE

Tamafio  Referenci
Gen Sequencia (5'-> 3')
(bp) a
F ATTCTTGAAGACGAAAGGGC
blatem 1150 (115)
R ACGCTCAGTGGAACGAAAAC
F CACTCAAGGATGTATTGTG
blasuy 885 (116)
R TTAGCGTTGCCAGTGCTCG
F ACACAATACATATCAACTTCGC
blaoxa 813 (117)
R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC
F CGATGTGCAGTACCAGTAA
blacrx-m-u 585 (118)
R TTAGTGACCAGAATCAGCGG
F ATGATGACTCAGAGCATTCG
blacrx-m-2 876 (118)
R TCAGAAACCGTGGGTTAC
F GTTACAATGTGTGAGAAGCAG
blacrx-m-3 1017 (118)
R CCGTTTCCGCTATTACAAAC
F TGATGAGACATCGCGTTAAG
blacrx-m-s 873 (118)
R TAACCGTCGGTGACGATTTT
F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
blacrx-m-9 857 (118)
R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
F CCGCGCTACACTTTGTGGC
blacrx-m-10 944 (118)
R TTACAAACCGTTGGTGACG
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1000 bp

500 bp

blacry.m.3

1017 bp

1000 bp ——

50 bp
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873bp

Anexo C. Amplificacion por PCR de genes de B-lactamasas blarem, blactx-v-s

y blactx-m-3en Shigella spp. y E. coli

(S1) E. coli aislado de muestra de agua, (S2) Shigella spp. aislado de heces de perro, (L)
escalera de ADN de 100 bp, (C-), control negativo, (C+), control positivo, productos de
amplificacion: (A) blarem (1150 bp), (B) blacrx-m-3 (1017 bp), (C) blactx-m-s (800 bp).
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Estudio transversal : Hartinger et al. 2021* Este estudio: Medina-Pizzali et al. 2022
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Exploring Dissemination Pathways through the One Health Lens. Int ] Environ Res Public Health 2021, 18, doi:10.3390/ijerph18094604.

Anexo D. Obtencion de los aislamientos de E.coli 1143 y 1144 para su
caracterizacion



Anexo E. Genes de resistencia comunes usando diferentes plataformas

E.coli 1143 E.coli 1144
AMRFinderplus ResFinder NCBI AMREFinderplus ResFinder NCBI
mdtM mdf(A) floR ymgB aph(3')-lia aph(3)-lla
espX1 floR aph(3")-1b aph(3")-lla tet(B) tet(B)
parC_E84G aph(3")-1b aph(6)-1d ble sul3 sul3
parC_S80I aph(6)-1d blaTEM-1 tet(B) qnrB19 gnrB19
gyrA_D87N blaTEM-1B tet(M) mchF blaCTX-M-55 blaCTX-M-55
gyrA_S83L tet(M) aadAl cvaC fosA3 fosA3
emrD cmlAl cmlAl gacL mdf(A) blaEC-15
IpfAl aadA2 aadA2 sul3
floR dfrA12 dfrA12 gnrB19
aph(3")-1b tet(B) tet(B) blaCTX-M-55
aph(6)-1d aac(3)-lid blaEC-15 blaTEM
ymgB blaCTX-M-8 aac(3)-11d fosA3
arsR blaCTX-M-8 dfrAl
arsD blaEC
arsA espX1
blaTEM-1 ybtQ
acrkF ybtP
tet(M) mdtM
gacL capU
aadAl emrE
cmlAl fdeC
aadA2 iroN
dfrA12 iroE
astA iss
tet(B) iutA
blaEC iucA
aac(3)-11d acrk

blaCTX-M-8




Anexo F. Perfil de susceptibilidad a los antibidticos? para E.coli 1143 y 1144 mediante el sistema VITEK®2 y comparado con los
resultados del ensayo de difusion en disco®

E. coli 1143 E. coli 1144
Vitek Difusion en disco Diametro Vitek Difusion en disco
Antimicrobianos MIC/(pg/ml) * (mm) MIC(pg/ml) * Diémetro (mm)
Ampicilina (AMP) R (6) R (6)
Amoxicilina- ac. clavulanico (AMC) 1 (16) S (18)
Cefepima (FEP) R (4) R (18) S(2) R (18.2)
Aztreonam (ATM) R (13) S (23.7)
Imipenem (IMP) S S (28) S (<=0,25) S (32.6)
Cefoxitina (FOX) S (21) S (19.3)
Cefotaxima (CTX) R R (11) R (>=64) R (17)
Acido nalidixico (NA) R (13) R (6)
Ciprofloxacino (CIP) S (<=0,25) S(21) R(>=4) R (6)
Trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) R (>= 320) R (6) S (<=20) S (24.5)
Tetraciclina (TE) R (6) R (6)
Gentamicina (CN) S(<=1) S(19) R (>=16) R (6)
Cloranfenicol (C) S (22) R (6)
Ceftriaxona (CRO) R (9) R (14.3)
Ampicilina/sulbactam (SAM) R (>=32) R (>=32)
Piperacilina/Tazobactam (TZP) R (>=128) R (>=128)
Cefazolina (CFZ) R (>=64) R (>=64)
Cefuroxima (CXM) R (>=64) R (>=64)
Ceftazidima (CAZ) R (4) S(<=1)
Ertapenem (ETP) S(<=0,5) S(<=0,5)
Meropenem (MEM) R (>=16) R (>=16)
Amikacina (AMK) S(<=2) S4)
Tigeciclina (TGC) S (<=0,5) S (<=0,5)
Colistina (CST) S(<=0,5) S(<=0,5)

*Concentracion inhibitoria minima
8R= resistente, I=intermedio, S=susceptible
PHartinger et al. (122)
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Abstract: Antimicrobial resistance [AME) in rural Latin America is not fully T
p.:lhw.:}( are partially known since research predominantly focuses on the urban hospital setting,
te AMR from i factors is usually only mentioned in large-scale animal

pcmduclum To understand the state of the literature on AME in rural LA, we carried outa s:mpmg
review using the One Health {OH) perspective. OH the

interconnectedness of humans, al, and the environment, thus, we used the OH perspective o
select those articles adapting a holistic view of the problem. We searched original articles in English,
Spanish, and Portuguese in four peerneviewed datsbases and included 21 publications in the analysis.
We charted data on bibliometnics, design, data collection sources, and instruments. We sdentified
the human, animal, and environmental contributions to AMR in ruzal locations, and information

aps on AMR transmission routes and AMR drivers. Intensive and non-intensive animal production
systems and agricultural practices were the most frequently found human contributions to AME.
Poultry, swine, cattle, and fish were the most frequent livestock mentioned as sources of AMR
bacteria. Animal carriage and /or transfer of AMR bacteria was ised as the

primary contribution of livestuck to the problem, while water, soil, and farming wene predominant
enviranmental contributions. We found that only 1 articke out of 21 considered the OH approach asa
framewurk for their sampling scheme, whereas 5 out 21 discussed all the three OH comprments. Then:
were hardly any descriptions of humans or human waste as reservairs for AMR in rural kocations,
and rural health centres or hospitals and wildlife were not represented. No studies identified mining
== an ahucpagenic ctvity diving AMR. Mone OH.-arenied stadies, with emphasis o molecuk

Pr and comparison of AMR g sorely needed to understand
better the existence of a network of interconnected transmission routes in rural Latin Amenca and

provide efficient strategies to prevent further AMR emergence.

Keywords:  anthropogenic activities; livestock; environment; Latin America; one health;
antimicrobial resistance

1. Introduction

487}

It |. Enirowe. Res. Public Heaith 2001,

L (AME] is a global public bealth issue [1-3]. which is occurring

among a wide range of with increasing prevalence [2]. AMR is a natural

T8, 9637, https: / / dod org /10 5390/ fjerph1$125837 hatps  ferwwmepl.comjeurnal /geeph

the same microbial species or horizontally among different species [4,5]. Drug-resistant mi-
croorganisms are found in people, animals, food, plants, and the environment and threaten
our ability to treat commaon infections [6]. The One Health {OH) concept is used by the
United Mations (World Health Organization, World Organization for Animal Health, and
Food and Agriculture Organization) to address global health issues, specifically AMR [7].
The OH concept recognises that “human health and animal health are interdependent and
bound to the health of the ecosystemns in which they exist” [B]. Several national actors
adopt a OH perspective when anal\-'qmg human, animal, and environmental health [9]

or apply aOH h when | ing eontrol [10]
Using the OH Ien-. we find L'I\al in hnmal\.-. AMR is linkad o dwer-.e social factors
such as dh imens or doses, sell-medication, and misp di

antibiotics [11]. Likewise, diverse anthropogenic activities also drive AMR. ammb them,
the presence of hospitals, industries (Le, mining, pharmaceutical}, and urbanization,
generating chemical waste and faecally-contaminated waler. These activities pollute the
environment with antimicrobials, biocides, heavy metals, bacteria with AMR, and AMR
genes which are'knnwn drivers of AMR [3,12]. On the other hand, wild or domestic animals,
animal prod and animal-based ystems arellnkeni to the spread of AMR
[ hnmam‘. and the i [l]l. The saive or i 3] use of antibi in
animal farming drives AMR [14] by favouring the increase in the number of resistant
strains in farm animals, animal origin-| fand and animal manure [15,16]. AMR bacteria in

animal-origin food ma) cause foodk breaks, remain as ls, and
Dring about d sistant infections later ||:|. quaculture stands out as a very important
AMER ik because it ignifi gen I and binati

at a fast rate [14]. In additinl‘\, antimicrobial residues in feed and animal waste pollute
soil and water [14]. Thus, animal-based agreleultural systems and fish farming are a direct
source for the transmission of AMR bacteria and antimicrobial residues to wildlife, humans,
and the whole ecosystem [14,19]. In shor, the most |mpnﬂanl routes for the spread of
AMR drivers into the are 1 and ind) 1 human and
animal waste (Le., the application of animal manure and sewage sludge for land fertilising),
and aquaculture [12].

Specifically, in Latin America (LA, human and veterinary use of antibioties is loosely
regulated, and antibiotics are readily available over the counter without prescription [20-22].
In addition to urban dinical settings [23-25], rural environments have been linked Lo
AMR in Latin America [17,26,27]. In such seltings, small-scale animal farming is predomi-
1, 20] and animal excreta are a key driver of faecal mnlammalmn in dnmeﬁlu: human
[30]. Thus, rural settings may be an i portant eco-sphere for the di i

i rural settings of low- and middle-i i luding Latin

B
|. AME transmission routes are not clearly documented, and the

evidence shown is limited. Reasons may include: AMR surveillance of agricultural and
animal production management is limiled and /o poor [14,22]; the available literature
is sparse and often lacks scientific rigor, providing insufficient information for an ade-
quate overview [13,22], and there is scarcity of OH research, involving the human, animal,
and environment domains [13].

This study aims at identifying research that focuses on AMR in rural settings in
Latin America {LA) using the OH lens as a framework to identify their human, animal,
and environmental contributions to AMR. In addition, this work seeks 1o pinpeint knowl-
edge gaps on AME transmission routes and AMR drivers to inform researchers and
raise awareness in policymakers. Specifically, this review answers the following research
qne-ﬂmn What are L'I\e cm\mmllam contributions of humans, farm animals, and the

an ferobial resk in rural settings in LAY
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2 Materials and Methods

The steps included for our review followed the checklist outlined in the PRISMA
Extension for Scoping Reviews (PRISMA-ScR) by Tricco et al. [21] and the guidelines
provided by Peters et al. [32].

2.1 Inclusion Criteria

The study period spanned from January 2001 until December 2018, Only original,
peer-reviewed articles published in Spanish, Portuguese, and English were considered.
A search strategy was d d wsing inology tated with the three domains of
OH and antimicrobial resistance in rural geographic environments for human populations
in Latin American countries. We developed and refined key search terms with online
databases prior to the article search (Table A1)

2.2 Exclusion Criteria

We excluded grey literature. Reviews and meta-analyses were excluded, but their
reference lists were scanned. Articles not acknowledging or discussing all three OH
components were excluded.

We consulted the following electronic databases concentrating on peer-reviewed
articles only: PubMed (biomedical sciences), Web of Science (multidisciplinary), Scopus
(multidisciplinary), and SelELO (multidisciplinary for LA and the Caribbean). We carried
out the search from 13 Movember to 3 Drecember 2018, All articles were uploaded to a
Mendeley database [35]

A mult-step process was applied for the analysis of inclusion (Figure 1). Our initial
search produced 7936 articles. After screening for duplicates and evaluating the search
criteria (AMR link, rural link, environmental link, animal or agriculture link, and LA
country link), we screened 1151 publications. After evaluating the titles and abstracts of
the articles in our Mendeley database, we created an initial list of 294 articles meeting the
eligibility criteria. These selected articles were then read in full and evaluated for inclu-
sion; 21 publications were finally included for the qualitative synthesis. Five reviewers
conducted all stages of the scoping review, from relevance screening to data extrac-
tion. The five reviewers individually selected the studies for each phase of elimination.
In the process, the reviewers met and discussed each study they had identified, and jointly
agreed on including or excluding the study for analysis. If no agreement could be reached,
the senior author (SH) decided.

2.3 Article Selection

We defined relevant publications as any original peer-reviewed article published
Between 1 January 2000 to 3 December 2018; in English, Spanish, and Portuguese language
that presented data from LA countries only (Argenting, Bolivia, Brazil, Chile, Colombia,
Casta Rica, Cuba, Dominie Republie, Ecuador, El Salvador, Guaternala, Haiti, Honduras,
Mexice, Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru, Uruguay, and Venezuela); referred to a rural
human selting and 1o agricultsral and/or animal-based food produsction activities, linked
Lo environmental aspects, and focused on the lopic of AMR. To be included, an article
needed to refer bo any aspects of AMR and to partially or totally match the concept of AME
as defined by the WHO: "Anlimicrobial resistance {AMR) is the ability of a microorganism
{like bacteria, viruses, and some parasiles) Lo stop an antimicrobial {such as antibiotics,
antivirals, and antimalarials) from working against it. As a result, standard treatments
become Ineffective; infections persist and may spread to others” [34].

Considering an OH perspective, and using it as a screening tool, we searched for
articles that linked to human populations in rural settings (e.g., rural haspitals or health
services, rural communities, farms), had a connection with agricultural and for animal
production activities (e.g., cattle, . poullry, swine farming or animal keeping, transporta-
tion, slaughtering, meat-processing), and described a strong conmection with AMR and the
environment. All the inclusion criteria needed to be met, and thus, the criteria needed to be

Irst. . Enwiron. Res. Public Health 2021, 18, 9657 f0f 15

explicitly stated and/ or discussed in the article. Finally, we excluded studies on AME that
focused only on topics that were remotely linked to agricultural and animal-based-food
production activities, such as articles describing urban hospital settings or industrial foed
production settings; peripherally related to environmental aspects such as publications
dealing with economic impacts; loosely linked to AMR discussing molecular /kinetics
analyses of enzymes responsible for AMR, and describing research in parks and zoos
within urban spaces, sinee they would not qualify as “rural”.

5 Feconds identbed thrcssgh
i databae search (Scopus,
¢ WOS Pubbed, S0}
i =793
- ]
Recerds excluded (Mot in
Reconds kept after L&, no rural or fare sk,
e no no
n= 1897 AME k]
| n =786
E x Recors excuded (Mot
- n
ucords bupt wher ot LA, r rusal) farm link, no
AR k]
LT 85T
— —— s ochded
for eligibiley Haerm link not chear]
CoE) ne260
z |
; x
Selected anickes ta be
Fprradal corts exuted st oo
b nels
r
g Studies inchuded in
= a2l

Figure L. Flowchart of the study selection process.

2.4, Data Management and Characterisation Charting

We tabulaled data extracted from the selected articles, including authors, year of pub-
lication, title, research objectives, DO URL, location of the study, language, and summary
of the findings. We used a charting spreadsheet established a priosi as a guide, which was es-
tablished through team discussions when reviewing the preliminary results.
If investigators from individual studies were contacted, their clarifications were included.

L5, Analysing, Suntimarising, and Reporting e Reseills

The analysis and synthesis of literature included quantitative analysis (Le., descriptive
statistics) and qualitative analysis {i.e., content analysis). For the qu tive analysis, re-
viewers extracted common themes that emerged from the findings, and the team discussed
the results. Each article was analysed to identify the approach to study AME and findings
regarding each theme.
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3. Results
3.1. Literatiere Profile

A total of 19 articles were included in the analysis, and 2 arlicles were added after
browsing their references (Figure 1).

The 21 studies included in the analysis originated from 8 Latin American countries:
Brazil, Ecuador, Colombia, Argentina, Chile, Mexico, El Salvador, and Peru, with Brazil
providing the most articles (9 of 21). All asticles but one were published in 2010 and
anwards, peaking with five publications in 2014. All of them were written in the English
language. Nineteen studies were funded by research funders, public agencies; two did
not declare their funding source. One study was partially funded by a microbiological
lal v which supplied Sal la spp. strains, and three studies were partially funded
by private LA universities.

All studies were quantitative and had a cross-sectional design except for one, which
was qualitative. Two articles addressed AMR only through molecular methods, six com-
bined phenotypic profiling and molecular techniques (PCR), and eight only through mi-
crobiolegical methods. Three studies ana]v-ed microblological and epldemmloblcal data.
Omnly one article included a chemical i ton analysis of antibiotics in samples in
addition to molecular genetic analy igible ressarch works addressed AMR in a
rural site, but four studies also took samples in urban or peri-urban sites for comparison.
In one study, we assumed the location was rural (poultry production sites), based on
current poultry production practices, but it was not explicit in the article. Table | presents
the 21 publications included in our review and their characteristics are summarised in
Table 2. Table * outlines the methods used in each of the research works.

Table 1. Summary of selected publications.
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Table X Basic details of included publications.

Study Characteristics

Quantifative research
Cualitative rescarch

Brazil
Eruador
Colombia
Argentina
Chile
Mexica
Peru®
El Sabvador *

2001-HH5
2006-210
2N1-XNé
2N7-HN9

English

Microbiological and molecular
Molecular
Microbinlogical
Microbiological and
epideminlagical
Chemical and malecular
Other [qualitative)

Number ir =); Included
Articles, n (%)
Type
20(95.7)
1(4.8)
Country of origin
94z
(143
(143
2(95)
1(4.8)
1(4.8)
2(235)
1(4.8)
Publication year
1(4.8)
2(935)
13(61.9)
5(258)
Language
21 {1}
Approach used to study AMR
6 (286.6)
2(23)
8(38.1)

3143

148
1048

Article Number in
HReferences

= The study carried out in Bl Salvador also included Pera.

Table 3. Dt collection sources /mstruments used in selected publications.

Type of Data Callection

Animal collection [cloacal
swabs, feces, manure,
compost, muscle, eggs,

weterinary clinical samples)
Environment collection {soil,

water, pond mud, surfaces,
workers hands, vectors, feed)

Human collection ifaeces)

Cuestionnaires and
interviews, observation

Produce collecton

Number {r =); Included
Asticles, 1 (%)

16 (76.2}

18 (857}
40190)
4019.0)

1048

[35-30,42

Article Number in

References

3.2 Antimicrobial Resislance through the One Health Lens

Figure 2 shows AMR contributions from animal, environmental, and human domains,
applying the OH perspective; it describes how various specific human activities, animal-
related factors, and environmental factors are connected based on the information extracted

from the selected articles.
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Figure 2. Proposed pathwa s for the spread of antimicrobials and /or AMR genes in rural sstiings, based o the publications

included in the review.

As shown in Table 1, in most articles, only two OH components were considered,
either in the discussion or the description of the sampling procedures. Only Braykov
et al. [37], Brisola et al. [38], dos Vieira et al. [47], Miranda et al. [43], and Palhares et al. [49]
discussed all three components, but their study designs did not include sampling for all of
therm. Pehrsson et al. [50] took samples of humar, animal, and environmental origin but
did not discuss the relevance or impact of their resulls on animal health.

3.2.1. Human Contribution

Anthropogenie drivers of AMR included intensive and non-intensive {small-scale/
extensive) animal production systems [35-51] and agricullural praciices 2-54],
susch as the use of recyeled or compested animal oF human manure as fertiliser. Resende
et al. [53] showed mictobiological evidence of survival of AMR bacteria after biodigestion
teeatment of caltle manure, which could contaminate soils when applied as ferliliser.
Camotti et al. [52] found that each type of manure used as fertiliser in agricultural soils
had a unigque concentration of antibiotic residues and AMR genes, specific to the particular
animal production system il originated from. Perhsson et al. [50] and Kaller et al. [42]
identified inadequate human excreta management as an important human AMR-promoting
factor in rural sites. Only three articles [25,42,50] identified unrestricted, unregulated, or
recent use of antimicrobials in humans as a human contribution to the problem. Cicuta
et al. [55] did not identify any human input but acknowledged the need to have an
Interdisciplinary approach to impl it human and animal health-orlented research. Only
Perhsson et al. [S0] gave direct evidence of the human role in the generation of AMR; they
proved that humans modify microbiomes and resistomes in rural settings by interacting
with animals and the environment by means of horizontal transfer of AMR determinants.
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322 AMR and Contributions from Animals

Poullry was the most common livestock [35,37 3942-4549,50,52], bul fish [36,458],
swine [2840-45,49], and catile [41,42,46,49,51] were also studied. Only dos Vieira et al., [47]
focused on AMR in shrimp production, Some studies considered the input of other do-
mestic animal species [11-43,55] such as sheep, ducks, pigeons, horses, dogs, or guinea
pigs. Corzo-Ariyama et al. [54] did not specify the type of animal under study; their
focus was solely on identifying AMR patterns from bacteria in produce; therefore, they
recognised the animal role in the spread of AMR more generally. By far, animal AME
carriage and /or transfer of AMR determinants or bacteria was the most widely identified
animal contribution [36-35 44,46-45 50-54], while several studies mentiomned the inade-
quate or unregulated use of veterinary antimicrobials [39-41,43,47-19]. The role of food of
animal origin in the spread of AMR bacteria in the human food chain was mentioned as
weell 5,38,39,42 46,47].

Ineontrast, Cieuta et al. [55] did not acknowledge any of the above-mentioned contri-
Butions of animals Lo the generation and spread of AME, but only discussed the phenctypic
resistance screening results and their likely cellular resistance mechanisms.

Armas-Freive et al. [35], Brisola et al. [38], Campioni et al. [39], Mattiello et al. [44],
and Lopez et al. [51] showed strong evidence of the animal role as reservoles of carriers of
AMR genes nblalmd by molecular melde-..—.a'I]nwmb identification and comparison of

AME genes [5 Bined with ph st testing—based on viable cullurable
bacteria [57]. Samamana etal [lr\] and Pel\nmn et al. [50] used only molecular methods
to study AMR, bul the latter applied o pare enlire resi Camott

etal. ["3| used a combined molecular and chemical methodology to identify AMR genes
and antimicrobial molecules. Braykm' et al. [37], Kalter et al. [42], and Rodriguez et al. [45]
included an epidemiological methodelogy and one of them pmwid.ed sound evidence
nebardms the risk and protective factors i’or AMR pneqem:e in humam Ome of the
main risk factors for AMR were children’s or b bers’ recent antiblotic use.
Al the same Hme, AMR was less often described among n'lder children and those living in
a community where a greater proportion of homes d b sed chicken [42].
Mast of the above-mentioned articles proposed a one-way transmission pathway of AMRE
genes from animals bo the environment. However, Brisola et al. [35] and Pehrsson et al. [50]
proy d a more plex scenario of int tions where the dissemination of AMR oc-
curs simultaneously and in two opposite directions linking all reservolrs: human, animal,
and environmental, although Brisola et al. [35] pointed at the animal reservolr as the origin.

3.2.3. Environment Contribution

Maore than half of the articles identified water as a contributing factor for AMR
spread [36-3841,42,46-52 54]. Other environmental inputs included:
farm/bird mnp' environment (which included surfaces, feed, shoe soles, and /or hands of
workers) [37, 2541, vectors {ilies) [40], and pond sediments [47]. Lopez et al. [51] recog-
nised the |mpmlance of soil-containing faeces in the contamination of underground and
surface water. Santamaria et al. [46] and Palhares et al. [19] highlighted the importance M
runoff in disserninating AMR genes into th i Lo in et al. [43] ¢ id
questions about the use of shared animal-human drinking water sources and shared living
spaces. Interestingly, Miranda et al. [45] pointed at feed and influent water—as opposed to
effluent water—as reservoirs for AMR bacteria in salmon farms. On the other hand, Armas
Freire et al. [35] and Cicuta et al. [55] did not address any environmental contributions to
the AMR problem.

Brisola et al. [34], Campioni et al. [39], Maltielo et al. [44], Santamaria et al. [468],
Pehrsson et al. [50], Lopez et al. [51], and Camotti et al. [52] produced sound evidence
regarding the role of the enviconment in the maintenance and dissemination of AMR.
All these articles agreed that the faecally-contaminaled environments are a persistent
source or reservoir for AMR bacteria from which AMR could easily disseminate. Maost
of them considered animals as the contamination source but Pehrsson et al. [50] verified
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the contribution of both animal and human faecal matter in this conlamination of the
i . Stro lerobiological/epidemiological evidence was provided by Braykov
el al [37] and Kalter et al. [12] for the role of the environment in the spread of AMR_

3.3, Informition Gaps

As shown in Figure 2, neither of the selected articles investigated nor identified the
contribution of effluents of rural hospitals or health services to the environment and their
impact on rural populations, animals, and ecosystems. Four articles included human
faecal samples in their studies, but human waste collective discharges were not sampled.
Likewise, the link between mining and AMR in rural settings was not the focus of any of
the eligible studies, despite the role of metals as drivers of AMR [12] and the contribution
of mining to metal pollution [55,59]. Moreover, wild animal reservoirs and/or their
contribution to the AMR problem in rural locations were not discussed in the selected
articles. Even though many studies published in Portuguese or Spanish language were
found at the initial steps of the search, none of them met the inclusion criteria, so they were
not represented in our selection.

4. Discussion

This review identified key contributors to AMR in LA considering the OH concept.
The following anthropogenic activities were identified as drivers for AMR dissemination
in rural Latin American settings: animal husbandry, fish farming, agriculture, and other
related practices such as animal waste recycling. The carriage and/or transfer of AMRE
determinants were the most frequent animal contributions, in addition to the inadeguate
or unregulated use of veterinary antimicrobials and the role of food of animal origin in the
spread of AME bacteria in the human foed chain. Water was the most commanly identified
environmental contributor for AMR spread bub also soil, farm /bird coops, vectors (flies),
and pond sediments were also imporlant contributors mentioned.

Nearly half of the eligible studies showed robust evidence eonfirming the human, animal,
oF | conteibutions Lo the g ion or the spread of AME. However, only one
study [S] provided evidence eml:wmcmg a OH framework to suggest a global scenarlo in
which all the reservoirs—human, animal, and environmental—contribute to the problem,
sharing AMR genes through horizontal transfer. Rather than illusirating a mere pathway,
this work embraces the numerous inferactions between human, animal, and environmental
domains portraying an intricate network of AMR spread. Pehrsson et al. [50] took samples of
human, animal, and envirenmental origin simultaneously and compared their resistomes,
allowing them to produce strong evidence for the interconnectedness of human, animal,
and environmental deivers of AMR. As these AMR drivers converge, the environment
might function as both a reservoir and a bridge for antimicrobial determinants giving rise
to other potential pathways of AMR isslon to i d wildlife, humans,
and animals [12].

Muost of the assessed articles studied the AMR problem from a single viewpoint
or emphasised one of the OH components. Five studies [373847—19] considered the
importance of animal, human, and environment inputs to the AMR geseration and spread,
but did sot collect samples from all these interconnected sources or omitted discussing the
resulls in an integrated manner. The reasons were not explicit

Omne of the most important insights from our study is the scarce research on humans
or human waste as sources of AMR determinants in rural locations described in the Latin
American literature. Studies focusing on AMR in rural health centres or rural hospitals
were not found in the articles eligible for analysis. However, the impacts of rural hospital
effluents on the environment and herce, on human and animal microbiomes cannot be
ignored [60], mainly because wastewater collection and treatment in rural settings are
significantly reduced or absent compared to urban settings in LA [61,62].

We found some information gaps in the selected literature. Mining is an important
economic activity in many countries in LA [63] and it has been identified as a contributor
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to the spread of AMR, however, we did not find any studies on the topic. Mining activities
lead to the release of metal-containing effluents into the environment, driving AME in
Bacteria due to shared mechanisms of resistance to both metals and antimicrobials [12].

Wildlife is a neglected likely significant contributor to the spread of AMR in rural
LA, Although it was not identified as a contributor in the eligible articles, the interaction
between humans, wild animals, and farm and domestic animals occurs in rural settings,
sharing AMR bacteria [54]. Thus, studying wild animals” AMR gene sources and their
genetic similarity in farm animals, human, and environmental reservoirs in LA, should be
the focus for future research worth working on. More public health research focusing on
wildlife is needed to better understand the impacts of human activities on the environment
t(habitat fragmentation, land-use change, urbanisation) and the role of wildlife species—
as reservolrs, melling pots, and /or vectors for AMR determinants—in the dissemination of
resistance [65]. Our findings underscore the importance of adopling an OH approach as a
feamework for the design of future studies aimed at understanding the interconnections
among its three components o assess AMR more efficiently and propose betler strategies
to prevent AMR emergence in LA,

Only one agticle used qualitative methods [43]. Qualitative appeoaches ave useful
when brving to elucidate the reasons behind peactices, knowledge, attitudes and pescep-
tions, and prove useful in und ing th lesity of AMR tr ission pathways.
We suggest incorporating a qualitative appeoach | in AMR research since it.could be a signif-
icant added value to quantitative studies. Mixed-methods approaches allow researchers
to identify any contradictions between the quantilative and qualitative findings [66],
and eould be valuable for identifying deficiencies in sanitation and blosecurity practices
in animal production and agricultural systems, knowledge and attitudes regarding these
F and the | and econormic limitati ontributing to AMR dissemination
in LA rural settings.

On the other hand, the most robust evidence for the role of animals, humans, and for
the environment in the spread of AMR originated from studies combining molecular
‘methods, phenolypic resistance screening methods, sound study design and sampling,
and an integrated OH perspective. A few studies relied upon a combined phenotypic
resistance testing and an epidemiological approach, thus identifying risk factors and pro-
tective factors for AME. However, due to the limitations of culturing in assessing AMR,
they could not give insight into the specific AMR determinanis assoclated with the AMR
phenotypes [56]. Phenotypic resistance profiling enables cultivation of larget bacteria.
However, assessing AME through cullure-based methods carries an inherent blas since
these methods cannot detect cells in a viable bul non-culturable stake [57]. In contrast,
maolecular methods provide information regarding the underlying mechanism of resistance,
identifying the determinants for that resistance, even if they are not always expressed in
the host bacteria [56,67]. In addition, with the use of genomic tools, typing, comparing,
and tracing specific allele profiles, it s now possible [65]. Thus, it is necessary to apply
molecular methods along with phenotypic profiling methods to have a more detailed
and complete picture when assessing AMR [57]. We believe that studies {ocu-amg an
the total environment using microblological, epidemiological, and molecular apy
in an integrative way are needed to better understand the existence of a network of in-
terconnected transmission routes. Additionally, given the cross-sectional nature of the
eligible studies, they could not d the di i lity of their prop d path-
ways of tra ission of AMR, which—in most cases—pointed at a y path only,
from animals to the environment.

Ttis impaortant to note that only one study in Brazil [47], mentioned that local govern-
mental agencies were concerned with the results of the antibiotics” indiscriminate use in
aguaculture. However, no ather mention was made to the uptake of research findings by
local authorities or any other local actors in any sector, This Anding may imply the need of
a flective di ination of sclentific findings from academia to government agencies
and local actors in LA, Likewise, an OH approach to provide robust evidence on AMR
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wand ission is key to translate AMR's research results when designing
public health and animal production policies.

We did not include grey literature, which we believe would have enriched our find-
ings. There was no systematic way to search for country-level surveillance reports. Since
mest literature reviews only include publications in the English language, we purposedly
looked for articles produced in LA written in Spanish and Portuguese languages, finding a
considerable number during the screening process. However, none of them fulfilled the
eligible criteria for this review. This limitation may be due to the kind of settings in which
these studies have been conducted—urban as opposed to rural—and the AMR perspective
applied, which may be one-sided, favouring any of the OH components but not comprising
the three domains, as we specified in our inclusion criteria. Since AMR was recognised as
a global threat to public health, virtually all countries adopted a national action plan to
tackle the problem [69]; however, actions developed in LA may not have had an explicit
focus on an integrated OH approach.

(Hher reasons may explain the scarcity of truly integrated OH research works in
LA—as in other low- and middle-income regions. Establishing OH research involves

facing barriers such as lack of OH training and expertise, and difficulty in blishi
collaboration among multiple and cross-sectoral actors—resulting in searcity of multidisci-
plinary teaining pro; v lienibed g 1 support and research funding [70.71].

Funding bias could partially explain Ihe absence of articles writlen in these languages:
mast comprehensive and well-funded AMR studies adopling an OH approach tended to
be published in English.

5. Conclusions

This scoping review on AMR in rural settings in LA identified the human, animal,
and environmental conteibutions to AMR using an OH lens, and pinpeinted the informa-
tion gaps on AMR transmission routes and AMR drivers in the literature. Human activities
contributed to the spread of AMR through animal husbandry (mainly poultey), farm-
ing, agriculture, and animal waste recycling (composting). Farm animals contributed
by carrying and /or transferring resistant genes or resistant bacteria. Main environmen-
tal contributors are faecally-contaminated water, contaminated soil or pond sediments,
and farm environments.

Adopting an OH lens proved useful as a framework to determine whether the selected
articles considered the impact of AMR on the three aspects of health, animal, human,
and environment, and to what extent they did so. However, a small percentage of articles
took into account the three OH components in the sampling or in the discussion. Thus,
we recommend following the OH approach as a framework for the design of future
qludleq—emp]\a»hlng on Ihe use of mixed melhm]q and a combination of approaches—

logical-, and culture-based—to tackle AMR more efficiently and o
tailor stra bebha_-t to prevent AMR emergence in the region, where these efforts are still scant
and considerably needed.

Future research efforts should give more attention to the role of mining, wildlife,
and rural hospitals’ or health services” effluents on the emergence and spread of AMR in
rural Latin America, given that these aspects were not identified in the selected literature
and were considered information gaps.
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Appendix A
Table Al shows the Full electronic search strategy used in this review.

Table AL Keywords (with synonyms} and syntax used for the literature search.

#i: “Animal
oM :2 “Type of M Handling or #5: “Countries in LA”  #6 Combined
Resistance” Terms  Setting” Terms Terms ““'.;“‘“““" Terms Search
ferms
[“antimicrabial {Argentina OF Balivia
drug resistances” OR Brazil OR Chile
OR “animicrobial - OR Calombia OR
drug resistance” ("animal “Costa Rica” OR Cuba
OR “antibrotic produetion” OR OR “Dominican
) - {rural OR “rural animal DR )
esistance” R populations" OR  {environment * OR livestack OR Republic” OR Ecuader 4y iy g
“drug mesistancss, o cttings” OR  water ORsoil O agricultur * OR OR“ElSabvadar OR vy 43 aND
‘microbial”) OR” = &= o . Ly Guaternals OR. Haiti
rural health lixiviation) AND animal 1 AND #5
antibiatic e OR Honduras OR
services") AND husbandry”™ OR -
resistance, " Mexico OR Nicaragua
micrabial” OR poltzy OR food) OR Panama OR
“antimicrobial AND Paraguay OR Peru OR
resistance” Ursigguay OR
AND Venezuela)
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Abstract: Antimicrobial resistance (AMR} i 2 global public health threat, especially for low and
middle-income countries (LMIC) where the threat has not been fully identified. Our study aims to
describe £ coli AMR in rural iies bo expand our knowledge on AMR bacterial

tion. Specifically, we aim o identify and describe potential di iom routes of A ying

bacteria in humans (children’s staals), community water sources {reservairs and househald sources],
ousehold environments (yard soil} and domestic animals of subsistence farmers in rural Andean
areas. Our cross-sectinnal study was conducted in rural househalds in the region of Cajamarca, Peru.
s

Atotal of 266 samples were collected. Thirty-four point six percent of reservoir water and 45

household water soutce samples were positive for th lerant coliforms. Of the
samples, 925% were positive for E. coli, and 30.8% displayed resistance to at least one antsbiotic, with
the highest nesistance to tetracycline. £, coli was found in 57.1% of the household water sources, 16.6%
of these isolates were multidrug-resistant, and displayed the highest resistance bo tetracycline (11.3%).
Among samples. from the children’s drinking water source, 32.5% wene positive for thermotolerant
califorms, and 57.1% of them wene E. coli. One third of E. ool isolates were multidnug-resistant and
displayed the highest AMR to tetracycline (41.6%) and ampicillin [25°
were found in all the soil samples, 43.3% of the isolates were positive for E ooli, 34.3% of the E wli
isolates displayed AME t at least one antibiotic, and displayed the highest AME o tetracycline
(25.7%). We determined thermotolerant coliforms in 97 5% of the child feces samples; 45.3% of
them were E. coli, 15.9% displayed multidrug resistance, and displayed the highest resistance o
ampicillin (34.1%). We identified thermotolerant eoliforms in 675% of the animal feces samples. Of
those, 38.7% were E. coli, and 37.7% were resistant 1o at least one antibiotic. For all the samples, the
prevalence af resistance to at least ane antibictic in the £, cofi and Klehsicils spp. islates was almost
et the latter nearly doubled

Thermatolerant coliforms

43% and the prevalence of MDR in the same isolates was nearly 9%,
(15.9%) in children's stools. Our results provide preliminary evidence for critical pathways and the
interconnectedness of animal, human and environmental transmission but molecular analysis is

needed to track dissemination routes properly.

Keywords: antimicrobial resistance; E. coli; one health; environment; child feees; Peru
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1. Introduction

Antimicrobial resistance {AMRE) has been labelled a public health threat, particularly
For developing economies [1]. Treatment failures caused by AMR result in an increased risk
of mortality and unnecessary burden to healthcare infrastructure, amaong others [2,3]. The
AMR consequences for the health systems and patient health oulcomes [1-6] are a policy
challenge that directly influences community life. As the threat of AMR geows for many
infectious diseases, ﬁ]lmg the research gaps of AMR in Peru is eﬁ-.enual.

Escherichin coli (E. colij—and other sal and enteric & w play a key
role in the propagation of AMR genes. [7] Since fecal microbiota serves as the reservolr
of these genes [3], which could be transferred to pathogenic organisms [9], the risk for
resistant infections in the community increases. Multiple studies in Peru reported growing

rates of AMR in commensal and enteric bacteria [1-12]. Many AMR genes significant
in elinical settings are believed 10 have originated from non-pahogenic bacteria [13].
Resi to 1l le, tetracycline, chl henicol, nalidixic acid and

ciprofloxacin was reported in E._coli recovered among children in a periurban population
in Peru [14]. Likewise, there is evidence of AMR in enterobacteria found in children across
different environments: eural towns of the Amazon and Andean regions, periudban slums
in desent coastal cities, and villages in the Amazon region [15-17]. Nevertheless, mast of
the evidence for AMR in human populations is focused on urban and periurban settings
rather than rural aveas [15]. On the other hand, extended-specteum f-lactamases (ESBL)
production is commen in E. coli and other ESBL.

cause high-moetality infections, given that ESBL the ically important
carbapenems and other beta-lactam antibiotics, As a result, therapeutic options available
are greatly narrowed down [15].

The increase in AMR ide is a result of i iption by
healthcare providers, dt among patients who do not use the antibiotics
as pmambed over-the-counter availability of antibiotics without a prescription [19], the

use of antimicrobials in animal production, and the absence of integrated

for antimicrobial resist [20]. which should focus on humans,
ammal-. and llm environment [21]. In addition, unhygienic living conditions and the
exposure to untreated or poorly treated water aggravale the AMR problem in developing
countries [15], especially in rural settings [17]

The amount of 15 used in animal exert eny al pressure
favoring the generation, and spread of AMR bacteria through different routes, mainly soil,
water, food and farm animals 23]. Food-producing animals are commonly carriers
of AMR and MDR bacteria, causing i of AME into b 5 m workers
being at a higher risk—and ecosystems [7]. Sewage and surface water contaminated with
sewage efflluents are commenly used in the irvigation of crops, and animal drinking supply,
driving the spread and maintenance of AMR bacteria in the environment [24]. Other factors

ing AMR include ] contami with industrial effluents containing
meul-. and biocides, and the use of pesticides in agricullure, which ean select for AMR
genes in bacteria [ The lack of waler treatment in the households, [17] consumption of

iomal chick d with antibi {16] and the presesce of antibiotics in dakry
products [26] are factors favoring the dissemination of AMR in Peruvian ecosystems.

The Ome Health concept recognizes that “human health and animal health are interde-
pendent and Bound 1o the health of the ecosystems inwhich they exist” [27]. 1t has been
specifically proposed as a framework Lo address AMR by the World Health Organization
{WHO}, the Food and Agriculture O ization, and the World Organization for Animal
Health [28,29]. The WHO 2018 report on antimicrobial use and AMR. recommended thelr
surveillance under a One Health approach [30]. While there are existing regulations on
the use of antimicrobials for animal production in Peru, these are not closely enforced [26].
Regulations center on the types of antibiotics used and the detection of residue in products
for human consumption and are also included in the National Plan to Confront Antimiceo-
bial Resistance [31]. Furthermore, there are several additional barriers to implementing this
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concept, including parallel surveillance systems on human and animal health and ignoring
the potential role of wildlife species [32,23],

Adopting a One Health approach [34], this study aimed to describe AMR in San Mar-
oo, Cajamarca, building on our current knowledge on AMR bacterial contamination [17].
We aimed to investigate the p ce of AME ther 2l lif (i-e., E.colf, Klehsiell
Enterobacter, Citrobacter} in humans (stool samples from children), environments like com-
munity water sources (reservoirs and househeld sources), household environments (yard's
soil), and domestic animals of subsistence farmers {e.g.. pigs, poultry); and to propose
carriage and dissemination routes of AMR bacteria in the household environment. Our
study’s findings could be useful for policy makers on this critical issue in the context of
rural Peru and may also be applicable to other rural areas in the Andean region.

2 Methods
2.1. Study Site

Owir study was conducted in rural homes of the San Mareos and Cajabarnba provinees
i the pegion of Cajamatca, Peru. This reghon is located approximately 22004000 m above
sea level. Households typically oblain drinking water from central community reservoirs
that are piped directly into individual homes or their courtyards. Among homes in this
communily, the preferred method of household water lreatment is boiling [35]. and most
homes own livestock. Most small animals such as pigs and birds roam freely around
household environs.

2.2 Study Design

Using a cross-sectional design, we purposely selected households with high AMR
levels in the child's drinking water. These households came from among 102 communities
in the northern highlands that had previously participated in a community-randomized
controlled trial [25]. Homes that had a child under five years, a drinking water sample
positive for E. coli with AMR, and homes keeping farm animals (mainly pigs and fowl)
{unpublished data) were targeted and invited to participate in this study. All households
were enrolled between May and June 2019,

221, Sample Collection

Trained fieldworkers visited each participating household (N = 40} in the moming on
two consecutive days to collect stool samples from children and animals, drinking water
samyples, and soil samples from the household's yard. We also collected water samples from
acommunity water source. In addition, a household questionnaire was used to identify
potential risk and protective factors to AMR, and corroborate AME dn-aemmalmn pa.lhwav-.
in rural settings. A total of 266 samples were coll d. For further pathog,
all samples were stored for up to three days in peptone media vla]-. and were uan_-tmrbed
for analysis to the Enteric Diseases and I'\utrllwn and Antibiotic Resistance Laboratory at
the Tropical Medicine Institute, Universidad Peruana Cavetano Heredia, Lima.

Human and Animal Fecal Samples

Animal sample collection: We collected two rectal or cloacal swabs of fresh stool
samples, ideally one from a domestic animal (dog, cat) and one from a farm animal (cow,
pig. fowl). If the combination was not possible, collecting the same animal type was
permitted. One veterinarian and one field worker were responsible for collecting the
samples. The handling of the animal was done by the owner (1o avoid additional stress on
the animal) and a trained feldworker while the veterinarian was responsible for swabbing
the animal for the sample. All animals were handled with care. We transported the samples
using a cooled envelope to the field laboratory within 4 h of collection. The specimens
were stored in Cary Blair transport media and refrigerated at —4 "C. The samples were
sent weekly o Lima for laboratory analysis.
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Envirenmental Samples

Water samples: We collected two water samples, one obtained from the child’s main
drinking water source—which could have been stored and /or home treated—and the
second from the household's primary water source (Le., the tap or outside standpipe). If the
household enly had ene of the bwo potential types of water sources at the time of the visit,
the available water source was collected twice. Water sarples were also collected from the
community water peservolr. The reservelr could supply more than ene comimunity.

All -\amp]e-. were transported back Lo the feld station within & b of collection, and
analysed wsing the membrane-filiration method of Oxfam DelAgua Water Testing Kit,
product code 14867 [27].

Soil samples: We collected five shallow (less than 5 cm depih) soil samples of different
random points (5 g of soil per sample) from the main playing area of the child {or from the
area where the child spent the most time), using sterile metallic spoons. The samples were
Placed in labelled Ziplock sterile bags and transported back to the field station.

222 Laboratosy Analysis of Samples

Human and animal samples: Enterabacteriaceqe isolates were identified using CHRO-
Magar Orientation (CHROMagar, France) and conventional microbiological methods
according to Bicchemical Tests for Identification of Medical Bacteria [35].

Water sarnples (reservoir and drinking water samples) were analysed for thermotoler-
ant [faecal) coliforms using the membrane-filtration method of the Oxfam Del Agua Water
Testing Kit. We incubated the samples at 44 °C & 0.5 °C, from 1 to 16 h in lauryl sulphate
broth. Samples were evaluated according to the k structions, counting the yellow
colonies forming units (CFL in the first 15 min as indicative of thermotolerant bacterial
growth, We stored colonies with similar morphology in peptone media vials and sent
the vials weekly to Lima for the antibiotic susceptibility testing and ESBL detection and
molecular confirmation.

Sail samples were homogenised in the San Marcos field station, and 1 g of each sample
was transferred to Luria Bertani Broth (25 mL). The samples were incubated at 37 "C for
24 b, stored at 4 °C and were sent weekly to Luna for the antibiotic susceptibility testing
and ESBL detection and molecul. N

Antibiotic Susceptibility Testing

The antibiotic resistance pattern was determined against fourteen antibiotics using
the Kirby-Bauer disk diffusion method following the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLST) guidelines [39]: nalidixic acid (30-ug disk), dprofloxacin (5-ug disk), chlo-
ramphenicel (3-ug disk), gentamicin (10-pg disk), tetracycline (3-ug disk), timethoprim-
sulfamethoxazole (25-ug disk), amoxicillin-clavulanic acid (30-ug disk), ampicillin (10-ug
disk), cefotaxime (30-ug disk), cefepime (30-ug disk), aztreonam (30-pg disk), cefoxitin
{30-pg disk), ceftriaxene (30-pg disk), and imipenem(10-ug disk). Antibiotic susceptibility
testing was performed for all isolated bacteria.

Extended Spectrum Beta Lactamases (ESBL) Detection and Confirmation

Phenotypic detection of ESBL bacteria: Antiblotic susceplibilities for all bacterial
isolates were tested using the Jarier method [40] for the following antibictics: aztreonam
(5-ug disk), idime (30-ug disk), ime (30-g disk), ceftriaxone (30-ug disk),
amoxicillin-clavulanic acid (30-pg disk) and cefepime (30-ug disk), and confiemed by
combined disks.

Molecular confirmation of ESBL genes: E. coli isolates displaying phenolypic ESBL
ivity were bested by conventional polymeease chain reaction (PCR) to identify the genes
Blaygag, Blage, and Bz g [41-44]. Within the Basy o geoup, the following subgroups
wete determined: N.a‘_,--x atze Maerx aa, ity naae Maeraae, atd Blagpsy ae. 0. The peimers
used are shown in Suppl v Table 51. Id d ESBL genes were not sequenced for
allelic variants.
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223 Questionnaires
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a gravity-based piped water supply system. For drinking water, 27.5% of participants
consumed water directly from the faucet without any treatment, 50% declared boiling the

We created and applied a questionnaire that considered the One Health appreach o
identify the transmission pathways to explain AMR dissemination. Trained fieldworkers
applied the questi ire to collect inf ton on AMR di ination pathways, house-
hold hygiene practices, household water management, recent antibiotic use by household
members, animal management, and agricultural practices to identify routes for the spread
of AMR in rural settings.

1.3 Data Analysis

The data was entered in the Census and Survey Processing System {CS Pro 6.3) and
exported to Stata 15 Statistical software (STATA CORPE, College Station, TX, USA) for
analysis. We carried oul a deso e analysis, and compared the frequencies of AMR
bacterial types between human, animal, and envi 1 sources. We d AMR
patterns identified in the household drinking waler samples and animal samples from the
sarme site and water sources from the area.

2.4 Ethics

Human {418-16-18) and Animal (010-03-20) ethical review boards from the Univer-
sidad Peruana Cayetano Heredia approved the study. Each participant signed a written
informed consent, agreeing to participate in our study.

3. Results
3.1. AMR Dissemination Patievays in Rieral Setlings

Using the One Health approach, we tried to establish a AMR bacteria dissemination
pathway, and evaluated how the AMR bacteria could spread, and how AMR drivers would
prompt the dissemination in Cajamarca’s rural setting (Figure 1). We found evidence for
specific pathways, and these are represented in red solid lines in Figure 1.

m et e =

Figure 1. Identificd dissemination pathways in Feravian rural settings applying a One Health lens.

3.2 Setling Description

The main d phics, | hold s <f teristics, household's waler treatment,
and animal management and treatment, are found in Table 1. 72.5% of homes had access
to & piped water system and 20% to the vard or household premises. Both systems are

water and a small proportion (12.5%) reported treating the water with chlorine or bleach.
725

For animal handling and of the I

ded that they received

antibiodics as part of their last treatment. The main antibiotic brands used were “Ciclosona

(500) and “Biomizona” (218%), both containing oxy

and an ant-infl tory

drug, More than 800 of the homes reported that they got the antibiotics from a Uelen’mr{v

doctor, lechnician, oF a local velerinary store.

Table 1. Descriptive statistics of " demagraphic

Demographic charsctersstics

water supply and treatment, animal keeping,
N Mean [SD] or % (N)
40

Number of inhabitants per hozschold A0[1.44]

Number of children undes 6 per household 1.4 (053]
Heusehild characteristics

Adobe wall type

- Coated adobe or rammed earth 0 (24}

- Unenated adobe or rammed earth 225(9)

Latrines w /o ventilation

- Septic tank 25(9)

- Latrine 7530}

Piped water supply

- Public water supply systern/ piped water in the house 725(29)

- Public water supply system,/ piped water outside the house HHE)

- Public water supply systern,/ piped water oubside the house but inside the building 15(1)

- Surface water, spring 502)

Energy source

- Electricity 87.5(35)

- Candle 502)

= Solar Panel T5(3)
Household Water Treatment

Bailing 60 (24)

Chlorine o bleach 125{5)

None AE(I
Animal Management and treatment

The last time: the animal was treabed; did the animal receive any antibiotic? 725(29)
Antibiotic wsed for the treatment

- Amonicillin 3141

- “Biswmizona® * ILET)

-*“Ciclosona® S0 016)

- “Emicina” * 3141}

- “Hipradioxi 57 * 1(1)

- “Hipralona™ * 6.2(2)

- “CQuinolaba” 5 62(2)

- “Tylogen* ® 62(2)
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Table 1. Cont.

N Mean [SD] or % N}
Where did they get the antibiatic?
- Directly form a veterinarian 187 [6)
- Directly from a veternarian technician 50 {16
- From a neighbour or relative 3141)
- Ata lacal veterinary store 187 (6)
- At a veterinary store in the azea a
- Ata pharmacy a
- Other place 93 (3)
" Beand nasme foe @ cemsereil of veling and benzyd * brand name far a commercial farmulation of oxyteracy-
cliree and dl 3 beand name far 4 brand name for doxycycline, * brand names far enrofloxacn, ¥ brand name

for a commercial fmm\ll.ltlrmn

F Centamicin and Tylosin

3.3. Water Saneples

In total, we collected 106 waler samples, 26 from the reservois, 40 from the main's
household water source, and 40 from the child’s drinking water source. As shown in
Table 2, nire out of the 26 water reservolr samples [3H.67%%) were positive for thermotolerant
coliforms. From these positive samples, we oblained a todal of 14 bacteria isolates, and
A28% were positive for E. cofi. For the main household water samples (collected from faucet
or pitcher), 18 out of 40 (45%) were positive for ther il ol We oblained

a total of 28 thermotolerant bacterial isolates, and 82.1% of them were Enlercbacleriacens.

Of the enterobacteria isolates, 57.1% were E. coli, 10.7% Klebsiella spp. and 14.8% were
Enterobacter spp. Thirteen out of the 40 {32.5%) child’s drinking water samples were
positive for thermotolerant coliforms, and a total of 27 thermotolerant bacteria were isolated
from these positive samples. Enlerclacleriaceae represented 74% of all the isolates, and

44:4% of the enterobacteria isolates were E coli, 14.8% were Klebsielln spp. and 14.2%

Enterohacter spp. (Table Z).

Table 2. Descriptive statistics of bacterial contammination, frequency and type of thermotolerant coliform identified from all

water sources.
Water from Reservair Main Household's Water Child's Drinking Water
Coliforms (Count) N =26} ™ = 0y N =40}
T (N) T (M) T (N
Thermotolerant coliform count =
(IQR 15t-3rd Quantile) 0-3.75 0-105 095
Thermotolerant coliform
(CFUY enl) e (S0} 14.3(59.2) 36.2 (108.4) 104.1 (3735}
Total positive thermotolerant - -
sample B9 45 (18} 315(13)
Total thermotdlerant bacterial MN=14
isolates * % [n)
Total positive I .
Enterobecterincens isolates. 92813) 5213 7o en
E. cali 928 (13) 571418} 404012y
Kiefrsietln spp. a 107 {3 148 (4}
Entervbucter spp. a 148 {4) 142 (4}

* Comrospand caly 1o the pastiive crterabacieria isalates.
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Table 3. Eschericlris coli and Klebs

We determined the phenotypic antiblotic resistance profile for Escherichia coli and
Kilebsielln spp. isolates. From the 13 E. coli isolates found in the reservoir’s water, 30.8%
displayed resistance to at least one antibiotic. The E. coli antibiotic profile showed the
highest resistance to tetracycline. All Klebsiella spp. isolates from the main household's
water and child’s drinking water displayed resistance to at least one antibiotic, showing
the highest resistance to ampicillin, Multideug resistance was displayed in 33.3% and
25% of the Klebsieln spp. isolates for the main household’s water and child's drinking
water, respectively [Table 2. E. coli also showed the highest resistance towards tetracyeline
{31.3%), ampicillin and nalidixic acid (18.8%) in the main household's water source. We
found the highest resistance to leteacyeline [41.6%) and ampicillin {25%) in the child's
deinking water souece (Table 2).

e spip. antibictic resistance profile to 3 panel of antibiotics, water bype (reservoir, main

hausehold water source, child drinking water), and proportion of multidrug-resistant isolates.

Antibiotic
Amoxicillin-clavulanic acid
Ampicillin
Aztrecnam
Cefotaxime
Cefoxitin
Chloramphenicol
Ciprofloxacin
Gentamicin
Malidixic acid
Trimethoprim-
sul famethoxazole
Tetracycline
Ceftriazone
Cefepime

Imipenem

AMR to at least one antibiotic |

Multidrug resistance *

Water from Reservoir Main Houschald's Water Child's Drinking Water
E. coli E. coli Klehsiclla spp. E coli Klebsiclla spp.
N=13 N=16 N=3 =

Resistance Resistance
4 (N} % IN)
o a 0 ] [
o 188 (3} 100 (3} 25(3) 100 {4
o a 0 ] [
154 (2) a 0 83(1) [
o a 0 [ [i
7T 125(2) a 25(3) [
o 3 (1} 333(1) 167 (2) 25 (1}
o 63 (1) a 83(1) [
o 188 (3} [ 167 12) [l
o a 33301 83(1) 25(1)
154 (2) 3135} 333(1) 41705 25 (1}
o a 0 L1 [
o a a a3(1) [
o a a ] [\
30804} 43.8(3) 00 (3} 417 05) 100 {4)
o[ 186 (3} 333 333 44) 51}

" Antimucrobial esstance [AME) is defibed as *the abilty of a micsoarganism 0 stap an aptmicrobial fram woekang, against . As 2 sl

standard treats ine

cist and may spevad to athers” [15] ¥ Multidrug sesistanee s defined 23 resstance to

e — antibiatics [44].

3.4. Sail Semples

Allsoil was positive for thermotolerant coliforms. We obtained 83 isolates from the
samples. OF these, 43.3% were kdentified as E. coli, 4.8% Kishsielln spp., 24.1% Enlerobacter spp.
and 9.6% Citrobncler spp. (Table 4).
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Table d. Bacterial contamination by frequency and type of therr coliform in howsehold and
agricultural soil and animal and human feces.

Coliforms . Sail Child Faeces Animal Faeces

(N = 400 % (n) N = 40} %% (n) (N = 80) % in}
Th:;:'::::’"' 100 (40} 475 (39) 7.5 54)
Total thermotolerant N-El N=116
bacterial isolates % (n) ! 4 fn)
E ali 133 36) 153 (14) W7 45)
Kletrsivlin spp. 4.8(4) 113(11) 5.11(6)
Enterabacter spp. 2011200 62 06) 1315
Citrufucter spp. 9615 92(9) 163 (19)

Some 36 E. coli isolates were found in the soil samples of which 33.3% displayed resis-
tance to at least one antibiotic and ene showed multbdrug resistance. From the Klebsiella spp.
isclates, 75% displayed resistance to at least one antibiotic, but no multidrug resistance was
observed. The E. colf antibiotic profile displayed highest resistance to tetracyeline (25%) and
ampicillin {11.1%), and Klebsiella spp. showed the highest resistance to ampieillin (Table 5).

Table 5. Escherichia coli and Klebsielia spp. antibiotic resistance profile to a panel of antibiotics, per sample type (scil, child

and animal feces), and proportion of multidrug-resistant isolates

Antibintic

Amowscillin-clavulanic acid

Cefooitin

Chlaramphenical
Ciprofioxacin
Gentamicin
Malidixic acid
Trimethoprim-
sulfamethosazole
Tetracycline
Ceftriaznne
Cefepime
Imipenem

AMR

MO

Sail Child Facces Animal Facces
Ecoli  Kichsicllospp.  E.coli Klebsiella spp. L. coli Kiclsiella spp.
N =36 N=4 N=41 N=11 N=ds N=&

Resistance Resistance Resistance
i (N o (N % (N)

o FET ] o a1l 4412) [
1L.104) fti] 341(15) 545 (6] 111(5) S0{3)
o a 1301 o 23) [

0 a 0 0 0 [l
2E(1) FETh] 0 4101 4402 [
2E(1) a PE] 0 1L1{5) [\
55(2) a 11.4(5) 0 S8 [4) [

o a 1301 o ] [
55(2) a 134 () 0 20{9) [
55(2) a 259 EATH] 1L1{5) [
25.0(9) a 250(11) a1l 266 (1) 0

i a 13(1) i [ [l

0 a 0 0 ] [

o a o o ] [

3312} 73 513 (23) 546 (6) 77 (17) S0{3)
2E(1) o1 15.9(7) 04 i) a(0)
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3.5, Child Fecal Samples

97 5% of the child fecal samples were positive for thermaotolerant coliforms (Table 1),
We oblained a tolal of 98 th lolerant bacteria isolates. OF these, almost half of the
samples had E. coli {45.3%), followed by Klebsiella spp. (11.3%), Citrobacler spp. (9.2%]) and
Enterabacler spp. (6.2%).

We carried out antibiotic resistance profiling for Escherichin coli and Klebsiclla spp.
isolates in the child fecal samples (Table 5). From all E. coli isolates, 52.3% displayed
resistance to at least one antiblotic and 15.9% were multidrag-
tance to al least one antibiotic, but we did not find
multidrug resistance. The highest resistance for the E. coli isolates was to ampicillin
{34.1%) and tetracycline (25.00%) and the highest resistance for Klebsiella spp. was to
ampicillin (54.5%).

3.8, Animal Fecal Samples

Of the 80 animal fecal samples, 67.5% were positive for thermotolerant coliforms. We
obtained a total of 116 thermotolerant bacteria isolates, and they were identified as E. colf
{38.7%), Klebsiella spp. (5.1%), Citrobacter spp. (16.3%) and Enterchacter spp. (4.3%) (Table 4).

We performed antibiotic resistance profiling for Escherichia coli, Klebsiella spp.
Citrabicler spp. and Enterohacler spp. im the isolates. From the isolates 37.7% of E. cali, 50%
of Klebsivlla spp. and 60% of the Enferobacter spp. isolates displayed resistance to at least
one antibiotic. None were multidrug-resistant {Table 5).

3.7, Muldtidrug Resislance Profiles

Among the E. coll isolates obtained from the child’s feces, child’s drinking water
spurce, household’s main water source and soil, 13.9% (15,/108) were resistant to three or
mare classes of antibiotics [46]. Most of them were resistant to ampicillin, trimethoprim-
sulfamethoxazole, tetracycline, nalidixic acid, and ciprofloxacin. Only one isolate of E. colf
was identified as a carrier of ESBL {Table ).

Table 6. Frofile of all multidrug-resistant E. coli isolates from different sources.

Source Type =

Child Water
Child Water
Child Water
Child Water *
HH Water Source
HH Water Source
HH Water Sousce
Sl
Child faeces
Child faeces
Child fagces
Child fapces
Child faeces
Child faeces
Child faeces

AMP, CTX, CRO, FEF, NA, CIF, TE, € y CN

MOR Antimbcroblal Class =
AMETEyC Penicillin
SXT, TE.C Sulforamides, tetracycine, quinalone
[& Chinalpes, tetracycline

Penicillin, 3rd & 4th generation cephalosporin, quinalone, tetmacyclie
NATE,CyCN Quinaloee, tetracycline
N, CIE, SXT, TE, © Quemalore, sulforamd ctracycline
AME SN, TE Pericillin, quiralone, totracycliee:
AME, N, CIF, SXT, TE, C Penscillin, quinoloce, sulfenamides, etracycline
AME, N, CIE, SXT, TE y €N Penscillin, quinalee, sulfonamides, totracycline

AMIE, SXT, TE Pemicillin, sulforamides, tetracyclin
AMETE, C Penicillin, tetracycline, quinaloes:
AMESXT, TE Pemicillin, sulferamades, tetracycline
CRO, CIF, 55T ard h I

AMIE, SXT, TE Penicillin, sulfonamides

AME, NA, CIP, SXT, TE Penscillin, quinoloee, sulfonamides, etracycline

AMP: ampacillin, STX trimethoprime-sulfamethox azole, NA: nalidixe acd, TE tetracycline, CIP: clproflosacin, C: chloramphenicol,
CN: gentamicin, CTX: cefobaxime, FEP cefpime and CRO: coftriaxors. * E. coli isolates harboring BSBL, ** a5 per WHD antinicrobaal class
classification. ** HH: househald.

3.8, Detection of ESBL Resistance Genes

We identified two bacterial isolates harbouring ESBL genes. One was an E. coli isolate
from a water sample, and one was a Shigella spp. isolate from a dog faecal sample. The
ESBL E. coli isolate carried the BPlayeyy, Macyy aep, and Magcry s genes; and the ESBL
Shigella spp. isolate carried the blaggay, Macry p.n and Bliacry e s genes. PCR amplification
of B-lactamase genes for both samples are found in Supplementary Figure 51
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4. Discussion

Our study is among the first 1o investigate specific aspects related to AMR's spread
in the Andean region in Peru. Adoptling the One Health lens provided a unique and
important insight nto the complex, interlinked problem between human, animal, and
environment health [47].

Our pesults provide descriptive evidence for the pathways shown in red in Figuee 1.
AMR thermotolerant bacterla—mainly E. coli—were found in children’s stools and animal
faeces, and they were also detected in the res ir waler, the 1 hold's and child's
drinking water sources; as well as in the soll from the household's yard. For all the samples,
the prevalence of resistance to at least one antiblotic in the E. coli and Klebsiella spp. isolates
was almost 43% and the prevalence of MDR in the same Isolates was nearly 9%, yet the
latter nearly doubled {15.9%) in children's stools.

Our finding of thermotolerant coliforms in the reservoir's waler indicates recent fecal
contamination [48]. 34.6% of reservoir water samples were positive for thermotolerant
coliforms, with counts above the Peruvian and WHO threshold guidelines (0 CFU in
100 mL) [458.49]. We provide two likely explanations for these findings. Poor reservolr in-
Frastructure and/or the distribution network results in contamination, possibly with animal
faeces. In Peruvian rural Andean seltings, about 30% of water storage and supply systems
are older than 20 years, and some 2% have collapsed [50]. Another potential explanation
is that agricultural run—off, rain, surf, underg d waler ¢ ining animal or human
fecal matter seep into the sy. stemm water supply T3
infrequent cleaning or disinf f{automated chlorination systems or
manual chlorination) of the reservolr, and /or the lack of a maintenance backlog and the wse
of ald materials are also frequent concerns [ 2]. According to the Peruvian Ministry of
Housing, Construction and Sanitation [50], only 6.9% of water storage and supply facilities
apply proper treatment guaranteeing water safety in rural Peru. In all Cajamarca, including
the San Marcos Province, reservoirs do not have an automated disinfection system; most
use manual chlorination and are managed unreliably by the community water supply and
irrigation committees (JASS) [52]. In fact, an earlier study in the same area found that
the spring water stored at the res ir was unfiltered, d, and chlorination was
performed infrequently [53]. Given that 27.3% of all E. coli isolates from the reservoirs’
water displayed AMR and had faecal ol the water distribution network could play an
important role in spreading AMR in the population {See Figure |, pathway 1).

In the households, we found that 25% of the households” heads reported consuming
water directly from the faucel or bucket without any previous household water treatment
(HWT), exposing residents o podential contamination in case of failures in the central
water treatment facility,. Most households reported boiling or adding chlorine as their
preferred HWT methods; however, it is most likely that the real proportion of homes
treating their water regularly is much lower, based on the findings of this study and
previous ones from the area [35] We found that nearly hall of the household water
samples were positive for thermotolerant coliforms, and of the 57.1% E. coli solates, 18.6%
showed multidrug resistance. It is not clear whether the home-treated water is being
recontaminated from bacteria found within the household environs or the recontamination
is caused by inadequate storage. However, it could also be due to poor hygienkc practices
in the household, lack of handwashing, and free-roaming animals and vectors. Thus, the
AMR bacterial isolates in drinking water could originally come from human or animal
waste [34], as shown in pathway 2, Figure 1.

We found that the AMR profiles show a relationship with the most commonly used
antiblotics in the area. Oxytetracycline was the most commen antibiotic used for animal
treatment reported by the household head. Coincidently, the highest resistance for the
E. coli isolates in animals’ faeces was telracyelines, and similar resistance profiles were
observed in all the waler samples {reservolr and drinking waler samples). This undes-
seores the hypothesis that faeces are contaminating water within the water delivery syslem.
Tetracyclines are a family of antibiotics widely used in veterinary medicine and animal
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production; compared Lo other antiblotics used in livestock farming, they are applied in
greater amounts and tend to persist in the environment for longer periods [55]. Tetra-
cycline use and resistance have been reported in other rural environments with animal
production activity [26,560,57]. Children's drinking water samples also displayed resistance
to ampicillin, which is the most common antibiotic used in the area for treating childhood
illnesses. This indicates that treated drinking water for children’s consumption could be
recontaminated with children’s feces due to mismanagement and poor personal hygiene
within the home (Figure 1, pathway 2).

Multidrug-resistant and thermotolerant coliform bacteria were prevalent in the study
area. We found that one third of all E. coli isclates from the ¢hild's drinking water were
positive for MDR. According to the WHO list of critically important antimicrobials classi-
fication, third and fourth generation cephalosporing, quinolones and tetracycline in the
child’s drinking water could indicate a severe public health risk for children in rural
areas, given the lack of aptions for multidrag-resistant infectd Multidrug
resistanee in coliforms is escalating worldwide, and it may be explained by their high
tendency o teansfer and recelve AMR genes horlzontally [58]. T a recent study in the
rural Andean regions of Peru, Laeson et al. [17] found a lower percentage {19.7%) but
stll alapming frequency of multideug resistant E colil in children's deinking waler just
four years ago. It is unclear whether the propagation of resistant bacteria and /or the
spread of AMR genes are rising in this rural area. The higher percentage of MDR bacteria
found ameong E. coli ksolates and bacteria carrying ESBL genes (blagpyy, Bz e and
by pea) in children's deinking water compared Lo the main household waler, could
be due to poor water treatment and hygiene practices, inappropriate use {unpublished
data) or contaminated storage containers [59]. Nearly 5%% of the households that reported
trealu\g thelr water, also reported storing it in different types of containers; the use of

t 50 d the possibility of recontamination {unpublished data).
Similar findings are described ina sludy investigating drinking water samples in rural
households in Ecuadaor [60].

The high preval of th !l lif found in the seil indicates significant
fecal contamination, given that most animals roam freely in the courtyard and in the
community. Evidence shows that in rural areas, soil fecal contamination is mainly attributed
to animals [61,62]. The environs of family households and farms may be more affected
by AMR due to the presence of animal manure. In many cases, animal manure is used o
fertilize crops, increasing the chances of AMR spread to farmland and produce [56]. The
prevalence of resistance to any antibiotic in E. coli and Klebsiella spp. in animal faeces was
37.7% and 50%, whereas in soll it was 33.3% and 75%, respectively, supporting pathway 3
in Figure 1. The finding of ESBL genes (Mg, and bligrg ) on an Shigella spp. isolate
from a dog illustrates the importance of strengthening surveillance pmbrammeq for MDR
to gain a better understanding of community source dissemination. Given that humans are
Shigella spp. main reservoir [63], its ﬁndu\g in a dog flags the poss ty of transmission
from humans to animals (pathway 5, Figure 1). We found evidence in South America
of the presence of E. coli carrying ESBL genes in dog feces in public parks [64]. Another
possible source of soll contamination ks water run-offs from poorly designed and poorly
maintained pit latrines. Fifty-three percent of the households in the study area own and
use pit latrines [30]. Pit latrines seep nightsoll into the ground and potentially contribute to
the propagation of AMR bacteria in the environment [65]. Pathway 4 in Figure | seems
plausible, given that in children’s stools the prevalence of resistance to any antibiotic in
E. coli and Klebsivlla spp. was 52.3% and 54.6%, respectively. The finding of multidrug
resistance in 15.9% of all E. coli isolates from the children’s faeces indicates a high public
health risk and calls for AMR surveillance to contrel the exposure to AMR bacteria in rural
Andean settings like ours. However, no ESBL genes were found in these samples.
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5. Limitations

By intentionally focusing on studying AMR high-level households, we biased our
estimates to be higher than what could potentially be expected in the average community.

Nevertheless, this decision allowed us to establish the principal pathways of trans-
mission. We must assume that in less contaminated communities, those routes pertain as
well and contribute to the AMR problem, but, due to their low numbers, they are difficult
to detect.

6. Conclusions

The AMR problem in Peru is still laggely underexploved, especially in eural reglons.
Using a One Health perspective to identify transmission pathways for AMR and acknowl-
edging the convergence of animal, human, and environment health dimensions in the
spread, we identified critical pathways of infection for rural settings. Our epidemiologleal
findings demonstrale the inlerconnectedness of animal, human and environmental trans-
mission. However, molecular analysis is needed to elucidate if the isolates found in each
type of sample are clones, proving that the same AMR bacteria steains are shared. The high
prevalence of AMR and MDR bacleria in children, soll, and water samples is alarming,
Specifically for animal and child feces, we found that the resistance profiles seem to relate
to the antibiotics most commaonly used for treatment. This peses a critical public health
theeat as it can limit the use of these first line drugs in future. Drinking water is a neglected
potential source of community exposure to antibiotic-resistant organisms. The presence of
ESBL genes in drinking water and animal faeces samples show the anthropogenic origins
of AMR. A standard microbiological water quality testing, and management is needed and
where protocols for the management and specific treatment of delivery networks exist,
they need to be reinforced to reduce the current risk exposure to these harmiul pathogens.

Supplementary Materials: The following supplementary files are available online at: hitps./ /
mdpi.co icle /10,3390 fjerph1 8094604 /1. Table $1: Primers used for the detection of genes en-
coding the b of ESBL. Figure 51: FCR amplification of f-L genes harboring blaTEM,
BlaCTX-M-8 and blaCTX-M-3 genes in Shigella spp. {51) isolate from a dog faecal sample and E. coli
(52) isnlate from a water sample. L, 100 bp DMNA laddes, C-, negative control, O+, positive control. (4]
BIaTEM (1150 bp), (B} blaCTX-h-3 (1017 bp), () blaCTX-M-8 (800 bp) amplification products.
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Abstract: £, coli that protuce extended-spectrum [i-lactamases (ESGLs) are major multidrug-resistant
bacteria. In Feru, only a few reports have chamcterised the whale genome of ESEL enterbacteria. We
aimed to confirm the identity and antimicrobial resistance (AME) profile of two ESBL isolates from
dng faeces and drinking water of rural Andean and serotype,

sequence bype (ST)/ clonal complex (CC), pathogenicity, virulence genes, ESBL genes, and their

plasmicts. To confirm the identity and AMR profiles, we used the VITEK?2 system. Wholegenome
w

identified as £, o

227/10, respectiv

5) and analysis werne Both ssolates wer
with serotypes ~H46 and OSHLD, thkvp’mup-i Eand A, and ST/ CC 5255/« and
. The isolates weone ESBL-F d ot

carbapenemase-encoding genes. Isolate 1143 ‘sTS"’ﬂ h:nbuun.d the astA gene, encoding the EAST,
heeat-stable toxin. Both genomes carried ESBL genes (bgc.15, bacrous, and bincry. Mine
plasmids were detected, namely Inel, IncFIC{FI), Incl, IncFIB{APDOL918), Cal(pHAD2E), IncFIl,
IncFIfpHNTAS), Incll, and IncFIB{AFNG18). Finding these potentially pathogenic bacteria is

ther d highlights the imp of One-Health research efforts in remote
Andean communities.

Keywords: phylogenomic analysis; one health; ESBL E anli;
whale-gename sequencing

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR)—particularly in the Enterobaclerincens family—has
become a problem of great rels ide due o its ., and the
emergence of multiple drug resistant steains AMR can affoct cveryane, ierespective of age.
[t is estimated that, in 2019, 4.95 million people died from illnesses associated with baclerial
AME. OF those, 1.27 million deaths, mostly in low- and middle-income countries (LMICs),
were directly altributable to bacterial AMR [1]. Enterobacteria are the most important
etiological agents of serious haspital-acquired and community-onset bacterial infections in
humans [2-5]. In South America, resist o B-lactam antibiotics and i is
a major problem when treating entersbacterial infections [6]. In addition, reports of the
emergence of colistin resistance in this region have been recently published [7,£]. South

Bt/ wwrwmdphcomy pumal antibiatics

20f11

Amerlean countries show some of the highest rates of AMR in Enterobacterinceas wosldwide.
Huge socioeconomic differences, broad access to antimicrobials, and ineffective health
systems and sanitation problems favour the emergence and spread of resistant bacterial
straing [5]. In this region, antibiotic use is widespread in human medicine and animal
production; thus antibiotic residues and resistant enterobacteria and AMR genes have
been detected in soll, water from different envivons, agricultural products {produce), and
livestock. In pural Latin America, anthropogenic activities such as animal husbandry, fish
farming, and agriculture were identified as drivers for antimicrobial resistance dissemi-
nation [7]. The most frequent animal contributions were the carriage and /or transfer of
antimicrobial resistance delerminants, the inadequate or untegulated use of velerinary an-
timicrobials, and the spread of resistant bacteria lhmughnul the [md supply chain via fmd-.

of animal origin [10]. Water was the most freq identified among the
contributors to AMR spread in Andean Peru [0,11,12].

B-Lactamases are the leading cause of ance to B-lactam antibiotics, and B-
lact production is the primary mechanism of antiblotie resistance in Escherichia coli[13].
Among B-lact ses, extended-spect B-lact ses (ESBLs) that mediate resistance
to all penicillins, third. i ins, and are of utmost impor-

tance, given that they substantially reduce the available antibiotic treatment options [11].
ESBLs include the extended-spectrum TEM-, SHV-, OXA-, and cefotaxime (CTX)-M type
enzymes [15], while E. coli that produce CTX-Ms are most commonly associated with ES-
BLS [15]. AmpC P-lactamases —which funclion as cephalosporinases— are also clinically

They hydrol ph i d other extended-spectrum cephal ins and
are poorly inhibited by clavulanic acid; in some cases, they canfer resistance to carbapert-
ems [17].

I Peru, previous studies have investigated ESBLs in enterobacteria isolated from
clinical, community, and peri-urban settings. However, few reports have characterised
ESBL-preducing enterobacteria at the molecular level, and if so, maostly in clinical set-
tings [15-22]. Using molecular methods, we previously characterised ESBL-producing
entercbacteria from rural Andean communities [12,23]. However, literature on genomic
characterisation of ESBL bm;na in Peru is very scarce [24-25]. The present study s the
fiest repoat of the whol terisation of ESBL-p E. coll isolates from
water and farm /companion animals in a rural Andean setting in Peru. This study aims to
confirm the identity and AMR profile and determine the seratype, phylogroup, sequence
type (ST) and clonal complex (CC), pathogenicity, virulence genes, ESBL genes, and type of
plasmids for ESBL-producing E. coli isolates.

2 Materials and Methods
2.1, Study Setting and Dysign

Hartinger et al. studied the dissemination pathways of AMR in humans, animals,
and the environment in the Cajamarca Region in the northern highlands of Peru. The
cross-sectional study design and sampling scheme are described elsewhere [23]. In brief,
they sarnpled 40 households. Their study collected bwo rectal or cloacal swabs of fresh stool
samples from a domestic animal (dog, cat) and /for a farm animal (cow, pig, fowl) from
each household (n = 80). Additionally, two water samples per household were collected,
one from the household's deinking water (DW) source and for one from the heusehold's
primary water source (i = 80). The two ESBL-positive isolates analysed in the present study
ariginated from twa out of 40 households sampled. They were isolated from one watee
sample and one dog faeces sample, as shown in Supplementary Materials Figure S1.

2.2. Households” Characteristics

Hartinger et al. found only one ESBL isolate from a dog and an ESBL isolale from the
DW source from two homes [23]. In these households, animals were allowed to roam freely
in the kitchen and courtyard, and thelr faeces were found n both areas. Both homes used
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piped water from the public water network system but had no sewage system, as they had
installed latrines instead.

2.3, Microbioluegical Idestification and Anlimicrobial Susceplibility Testing

The microbiological identification and the antimicrobial susceptibility testing were
performed using a VITEK™ 2 Compact automated system (bioMérieux, Marcy 'Etoile,
France). A colorimetric reagent card (GN] to identify the most significant fermenting
and non-fermenting Gram-negative bacilli was used according to the manufacturer’s
instructions. AST-N24% cards were prepared according to the manufacturer’s instructions,
The minimum inhibitory concentrations for the following antimicrobials wene recorded
(ampicillin/ sulbactam (SAM), piperacillin/tazobactam (TZF), cefazolin (CFZ), cefuroxime
(CXM), cefotaxime (CTX), ceftazidime [CAZ), cefepime (FEP), ertay (ETP), imif
(IPM), meropenem (MEM], amikacin (AME), gentamicin (GEN), ciprofloxacin (CIP), colistin
(CST), and tigecyeline (TGC). Previously [23], antimicrobial susceptibility testing for other
antimicrobials has been performed mebonmmmaldl-.n [27]: Escherichin coli ATCC 25922
was used as a reference strain for quality assurance of the susceplibility testing of E. coli.

2.4, Phenelypical and Malecular Identification of ESBL-Producing Ability

The phenotypical ESBL-producing ability of the isolates was determined using the
Tarlier method [28] for the following antibiotics: azireonam (5 pg disk), celtazidime
(30 pg disk), cefotaxime (30 ug disk), ceftriaxone (30 pug disk), amoxicillin /clavulanic acid
(30 pg disk) and cefepime (30 pg disk), and confirmed by the combined disc method [27].
Further molecular confiemation was performed using conventional polymerase chain reae-
tion PCR. These procedures have been described elsewhere [23]. Briefly, genes encoding
TEM-, SHV-, OXA-, and CTX-M-type f-lackamases (Mg, Blagay, Mg, e,
Blie a2z Mg, Micrsos, Wicmacs, Macroaae) were PCR-amplified using the
primers shown previously [23]

2.5, Genome Sequencing and Bioinformitic Analysis

The genomic DNA was extracted from overnight cultures using the Gene[ET ge-
nomic DNA purification kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according
to the manufacturer’s instructions. DN A concentration was evaluated by Qubit™ 4.0 flu-
orometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The genomic library was constructed
using a Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA)
and subsequently sequenced using a 2 » 250 paired-end library on a MiSeq platform
{Mumina). The quality control of each sequence was evaluated using Fastqe v0.11.5 [20],
and Teimmomatic v0.38 [30] was used to remove adapters and filter low-quality reads.
The reads were assembled de novo using SPAdes v3.15.2 [31]. The bioinformatic anal-
wals was carrled owt using the tools available at the Center of Genomic Epidemiology
{www genomicepldemiol, 2l {accessed on 1 October 2021), setting identity at =90%
and coverage at =%, We performed E. coli serotyping (SerotypeFinder w200}, in silico phy-
logenetic typing (ClermonTyping {hitps: ithub.com / A-BN/ClermonT 5] {accessed
on 1 January 2022}, multilocus sequence typing (MLST v.2.00, pathoge v (Pathogen
Finder v.1.1), virulence genes detection (VirulenceFinder v2.0), plasmid replicon typing
(PlasmidFinder v.2.1 and MobileElementFinder v.1.0), and ESBL genes detection using
ABRicate v.1.001 {https:/ /github.com/ lseemann/abricate) (accessed on 1 January 2022)
NCBI and ResFinder databases. Raw [llumina reads were uploaded to GenBank under
BioProject PRINAS16508.The complete outputs for all the results of the bicinformatic tools
are shown in Supplementary Materials Table 52

3. Resulis
3.1. Microbivlegical Identification and Anlinticrobial Susceptibility Testing of the E. coli lsalates

For this analysis, only ESBL-phenotypically-positive isolates oblained in the mother
study were included, ane from dog faeces (Isolate 1143) and one from the household's DW
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source ([solate 1144). Isolates 1143 and 1144 were identified as E. galf strains with a 93% and
96% probability using VITEK™2 (bloMérieusx, Marcy I'Etoile, France) automated reading
and further confirmed by WGS.

Based on the VITEK®2 system, both isolates were resistant to SAM (combined ef-
fect); cephalosporins CFZ, CXM, and CTX; TZP (f-lactam,/ p-lactamase inhibitor combina-
tion}; and MEM (a carbapenem). However, only Isolate 1143 was resistant to important
cephalosporins CAZ and FEP and the combination antibiotic SXT. On the other hand,
only Isolate 1144 was r.a_mlanl to C‘EN and CIF, while 1143 was not. We compared the
\’IT‘EK“Z for bial susceptibility to the disk diffusion assay
results, as shown in Supp]emenlary Materials Table 51. It is noteworthy that Iselate 1144
showed resistance to FEP by the disk diffusion method, contrary to the resulls obtained
using the automated VITEK®2 platform, The VITEK®2 system identified lsolate 1143 as an
ESBL producer. Isolate 1144, however, was characterised as ESBL negative based on the
MIC results, which were interpreted automatically by the system based on the VITEK™2
breakpoints (see Supplementary Materials Table 51).

3.2. Detection of ESBL-Encoding Genes Iy PCR and Whole-Genome Sequencing Analysis (WGS)

Detection of the most common p-lactamase-encoding genes (baggsy, Bligypy, blagga.
and blagryg ) was carried out using PCR. None of the isolates showed amplification for
Blasiy, and Maoxa genes, but bnlh harboured blares and Macmou gene» W(‘S anal-
ysis using Resiinder and NCBI i ified the of genes e
cephalosporing (WA s, Pieers pess. Pl |,] broad-spectrum f- la.clama_qe. (ln’a“-m e
tetracyclines (tel{B), tet{M)), aminoglyeosides {amc(3)-1id, aphi37)-Tia, aphi37)-Ib, apiia)-Id,
and Al and aedA2), sulphonamides (sul3), phenicols (foR, onlAl), fosformyeln (fosA3),
quinolose (gurB19), and trimethopeim (dfrA !2) as f.hnwn m'Tab]e 1. The genolypic resis-
tance of both isolates lated with their p except for MEM; the
resistance 1o this card was only ph vl ‘]y obewrved.

Table 1. Ct of the ESBL-f E. culi isolates according to erigin and source,
sequence type and clonal complex, seratype, vi Renes, F peand genotype,
and plasmid type.
1D E. cali O Viralence Reskstance Reslstance n
Sl Soue  STACC Sertype  Phylogroup Cones Fhenoiype Cenalype PMaseid Type
SAM, TZF, i 1Al aphi 3 p i,
dog a1, chud, K2, OO, aplf-Ld, aadAt, '“flt:ié"‘l:fc"“'
143 ) 20/ “Hae E cia, gnd, CTX,CAZ,  aadAZ flok, blenmet, "
Gtom agT.erC  FERMEM, Bl Macoeocs, | e
T fetiM], ret( ) dfeA12 IncFIC{FD)
capll, cex, civ,  SAM, TZF, aph ¥ pdln, emidd, IncFIB, Caldsl,
deisking oo feud,iuth, KZO0M,  Becross. bimeas, IncFIl,
s waer 22/ ORHID A Gith, g2, CTXMEM, fos A3, qresiiTs, Incli-LAlpha,
ira, b’ N, CIP sul3, let(B) IncFIlipHNTAS)

Abbeeviations: CC, clanal coeples; ST, ype. Rests h SAM, ampscillin TP
piperacillin, taznbactam; KZ, «mamcm odurmmw CTX, dafoimine: La\Z,n.FIaudmw FEP, cofepime;
MEM, merapenem, SAT, o, i CIE, <ip

Genomic analysis using MLST 2.0 indicated that the E. coli Isolates 1143 and 1144
belonged to ST525% and ST227, respectively, and 1144 belonged to CC 10 According to the
genomes’ analysis using the ClermontTyping tool, the 1143 and 1144 isolates corresponded
to the phylogenetic groups E and A, respectively. Using SerotypeFinder v.2.0, Isolate 1143
was classified as serotype -H46, whereas Isolate 1144 belonged to serotype OHILD, as
presented in Table 1.

3.3, Pathwogenicity, Virulence Genes, and Type of Plasmids
Using Pathogenfinder 1.1 and VirulenceFinder 2.0, both isolates were identified as
likely human pathogens, bul Shiga-toxin genes were not detected in their genomes. A
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total of 28 different virulence genes were detected from the E. coli genomes. The colicin
ia (cia) virulence gene was detected in both E. coli isolates. Other prevalent virulent genes
included: astA, iroN, chud, gad, ompT, capll, cea, fyud, sitA, irp2 iutd, and terC. The astd
gene (gene product: EAST) heat-stable toxin) was found in Isolate 1143 only.

Using the PlasmidFinder 2.1 and the MobileElementFinder 1.0 tools, four plasmids
were detected for lsolate 1143, IncR (harbouring the aph( 3731 and aphiE)-Id aminoglycoside
resistance genes), IncFIC(FIL) (harbouring the florfenicol/ chloramphenicol resistance floR
gene), Incll {carrying the cia virulence gene), and IncFIB{APU01918). On the other hand,
for Isolate 1144, five plasmids were identified, Col(pHAD28} (harbouring the gnrB18
ciproflaxacin resistance gene), IncFI1 IncFI{pHN7AS), Incll, and IncFIB{APO918).

4. Discussion

We confirmed the identity of the two enterobacteria izolates (1143 and 1144) as E. coli;
Isolate 1143—obtained from dog faeces—was an atypical non-lactose fermenter. Lactose-
negative uropathogenic E. coli strains have been recently isolated from dogs in Brazil [32],
and they cause urinary tract infections in humans [33]. Further, lactose-negative E. coli are
usually enteroinvasive (EIEC), are closely related to Shigelly spp., and produce a dysen-
teric form of diarrhoea in humans [34]. Both isolates were likely human pathogens, with
serotypes - H46 and O9HID, respectively. The E. coli O%:HI10 serotype has been listed
among the typical enteroaggregative (EAEC) E. coli serolypes in Brazil [35], and the same
serolype was identified among samples of Shiga-toxin-producing E. coli (STEC) and En-
teroaggregative E. coli (EAEC) from Mexico [36].

Both solates were confirmed as ESBL prod given their g encoded ESBL
genes (blacroas, Macross, blageas), contrary to the VITEK™2 automatised system’s
elassification of Isolate 1144 as a non-ESBL producer. The VITEK™2 ESBL lest has a varying
sensitivity for detecting ESBL-producing enterobacteria corvectly; it ranges between B6%
and 9817 [37,35]. The VITEKP2 AST N248 card used in our study identified Isolate 1143 as
an ESBL producet, but not lsolate 1144, since It was not resistant to FEP and CAZ. However,
Isolate 1144 showed a phenotypical resistance to other oxyimine cephalosporing CXM
and CTX.

Isolate 1143 and lsolate 1144 belonged to phyl ps Eand A, respectively. Phy-
logroup E includes the 0157:H7 EHEC lineage, which is only a small subset of the whaole
genetic diversity found within the group. Phylogroup-E strains are rarely isolated com-
pared to other phylogroup strains. They have been lsolated from animals, the environment,
and humans, and virulent /resistant strains are linked to humans [*9]. Thus, finding an
ESEL-producing, potentially pathogenie, phyl 1p-E isolate in dog faeces points to a
probable transmission route from humans, On the other hand, mest phylogroup-A strains
are human commensals and can be found in wastewater [40] and animals, especially
poultry [41]. Notably, in our setting, backyard chicken farming is widespread (83% of
households), and farm anuna] in seneral are administered antiblotics by the owners
without p iption nor 1 blished data from our research group).
Other -tludha_-z carried out in rural Inr:aunns in ]"em show similar findings [42 Chickens
roam freely, and household members are in contact with their animals and their scattered
faeces. On the other hand, the paped wal.er supply and the soil near the houses were con-
tarninated with faecal <ol i from the envi L, humans, or animals [23].
The fact that both isolates in this -atndv dl-.p]ayed resistance to carbapenems is of great
concern, given that this "third line” antimicrobial medication is exclusively for human
use [44]. Thus, the ESBL/ AmpC carbapenem-resistant E. coll isclates found in DW and dog
faeces could originate from other farm animals or humans and be transmitted by different
pathways, as shown by Hartinger et al. in our study area [23].

Isolates 1143 and 1144 belonged to ST/OC 5259/ and 227/10, respectively. We found
that E. coli 5T227 are considerably commen and have been frequently reported around the
waorld, Inthe public database EnteroBase (hitps: werobase.warwick.ac.uk) {accessed
on 1 February 2022), we found 84 publicly available E. coli ST2Z7 genome assemblies from
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human, animal, and environmental sources. In Tunisia, an ST227 carbapenem-resistant
E. coli isolate of human origin was reported in 2016, carrying the Macwa.as, Facrims,
Bl and Dlagy g genes [45]. A carbapenem-resistant E. coli isolate of the ST227 lineage
weas isolated from clinical samples in Lebanon, carrying the Pagys s and the blapg,
genes [4a]. E. colil ST5259 are scarce; only two were found in EnteroBase, one of them
originated from poultry in Ecuador and the other from humans in the United States of
America. In China, an E. coli 5T5259 genome of human origin was mentioned as part of
BioProject PR]\IA‘!ﬂmD‘? bemg mpnn.ed along with other E. coli genomes as carriers of the
wicr-1 gene, which is a pl. diated colistin resi gene [47].

Many of the identifie ulence genes were associated with iron acquisition systems
and a small part was associated with toxin production, metal resistance (tellurite), and
other virulence determinants, as shown in Supplementary Materials Table 52 The cia
gene—involved in killing other bacteria—was found in both isolates. The iron uptake
genes detected were: iroN, chied, fined, intA, and sitA. The chud gene encodes an outer
membrane hemin receptor, and the fineA gene encodes the yersiniabactin receptor, and both
contribute most during infection of the urinary tract by uropathogenic E. coli [45]. The chied
gene was detected in Isolate 1143, whereas the fined gene was found in Isolate 1144 along
with the other iron acquisition genes. This flags Isolate 1144 as a possible uropathogenic
strain, given it harboured many genes that enable iron uptake, best suited for iron-deprived
environments such as human urine [49]. On the other hand, [solate 1143 harboured the astA
gene, encoding the EAST, heal-stable toxin, which is associated with enteroaggregative
E_ coli (EAEC) in humans and enterotoxigenie E. coli (ETEC) in potcines [S0]. None of the
isolates’ genomes hasbouted Shiga-toxin genes.

Thi ity . -5 ks ome of the most abundant ESBL genes in the Enterobacteriaceas family,
with a rising p in E. coli from 1i k and humans, especially in China [51, 13].
It is wsually carried by plasmids, but it has also been found chromosomally [52]. In
Canada, enterobacteria isolated from turkeys carried the bagpyg pss gene mediated by IncF
plasmids [53]. In Japan, the blacry s gene was found in E. coli from humans and relail
chicken meat, and its transmission was associated with Incll plasmids [54].

Unlike blag-ry.ay.55 and Magr s, which code for Class A ESBL, the blage, s gene
pmdul:tbelnnbs to the Class C f-lactamases [55], also known as AmpC-type f-lactamases.
In comparison to ESBL {lncludlng Class A p-lactamases), AmpC-type f-lactamases hy-
drolyse broad- and d cephalos (cephamycins as well as oxyiming-
B-lactama) bul are not m]ubll.ed by elaw u]amc acid or other f-lactamase inhibitors. EC
B-lactamases—encoded In Blag: genes—are a specific type of AmpC p-lactamases found
in E_ coli [56]. In a recent One-Health study in Canada, the blage s gene was detected in
E. coli isolates from different human, animal, and environmental sources. It did not oceur
in all isolates, having a prevalence of 16% [57] The fact that bot} lates in our study
carried genes for Class A ESBL and AmpC f-lactamases has great clinical importance,
given that AmpC /ESBL E. coli cannot be treated with clavulanic acid, which complicates
the treatment [58]. However, we did not include a cephalosporin/clavulanic acid combi-
nation in the disc diffusion assay, so resistance 1o clavulanic acid was not phenatypically
confirmed. Further, both isolates expressed resistance to other antibiotics such as fluo-
roquinelones and a carbapenem, narrowing treatment options even further. According
o Gueman-Blanco e al. 1. in Lalin America, the rales of nosocomial infection caused
by ESBL-producing enterobacteria—especially CTX-M enzyme producers—are higher
than in other regions, A One-Health-based study in Brazil—the biggest country in the
region—showed that ESBL-producing E. cali carrying a diversity of lagry sy gene variants
and mer-1 genes are endemic across their territory at the interface between humans and
animals [60]. ESBL-producing enterobacteria can also be resistant Lo cefepime and exhibit
resistance to luoroquinelones and ampicillin/sulbact. as well as o aminoglyeosides
and piperacillin/tazobactam. Fortunalely, more than %0% of ESBL-producing enterobac-
teria are still susceptible to carbapenems [59], although reports of carbapenem-resistant
enterobacteria alarmingly increase in Latin American countries [1].
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Deespite I ypi i o P of both isolates in our study, we did
not find evid of well-} n cark ase-enecoding genes—agee, blitson, Manow.

biapgp, ity and bagyg s ge—or their \ananlq [2]. Thus, non-carbapenemase mechanisms
<ould be suspected for the isolates in our study. For instance, point mutations in porin
genes reduce ¢ b Irility to cart 5, in combination with hy perproduc-
tom of the p-lactamase AmpC or ESBL. Therefore, the isolates could be characterised as
mon-cark i E. coli [63,64]. InSingapore, the emergence of
this type ol haclena in c]mu:al setlings was suggested to result from selective antibiotic
P!’I’_‘H\J!@ a]m\g with de nooe mutations or genel!r: reassortment in r:arbapemm—.em ive
enterobacteria [65].

Plasmids play a major role in the dissemination of AMR genes in Gram-negative bac-
teria. Usually, they harbour multiple phv-ncal'lycnnnecled genetic determinants, conferring
resistance to different classes nE Libietl " such as extended-spectrum
p-lactams, carbapenems idi 145 el inoh [66,67]. Plasmid
families, including IncF, Incll, Incl2, [nr:)( IncA/C, and [ncHI2 play an important part in
ESBL gene spread [67]. Itis noteworthy that both E, coli genomes carred Incll plasmid. Chr
findings show that for lselate 1143, some AMR genes were harboured in plasmids or other
mobile genetic elements, e.g., aminoglycoside resistance genes in the IncR plasmid and the
Blappy gere (resistance to ampi s) were found to be carried in the Tn2 transposon
ransposon.lstmed.ac.uk/ tn-registry) {accessed on 1 January 2022). Conversely,
late 1144, the ciprofloxacin resistance gene (gnrB13) was carried by Cold440l; this isa
plasmid recently associated with enterobacteria-carrying ESBL and carbapenemases genes
isolated from environment and humans in South Africa [65]. In our analysis, we found that
many AME genes appeared to be inserted in the chromosome—such as Bz g5 and
Dligry agg—pointing to the mobility of these genes from mobile genetic elements to the
chromosome and vice versa and between different plasmids [59].

Our study has some limitations. The pre-aenm oiAMR genes harboured in plasmids
points te horizontal transfer of AME d conjugation assays should be
performed for these isolates to confirm the leanafer of genes via plasmids 1o other bacleria.
I addition, isolates were not tested o phenmvpuca]lv mnﬁrm AmpC, palhngemclly,
and for EAST, boxin production. Due Lo lak and restricti it was
imposaible 1o perform these confiematory assays. Anm.her Iumlahon is the low number of
|-aalaleq available for characterisation, whlch may have limited the scope of detection of
resi fvirul genes and id

5. Conelusions
Isolates 1143 and 1144 were identified as ESBL-producing E. coli, with serotypes --Hi6
and O9:HID; phylogroups E and A, and 5T/CC 5259/- and 227/10, respectively. They
were characterised as potential human pathogens, and they carried multiple virulence
genes; [solate 1143 ST5259 harboured the astA gene, encoding the EAST: heat-stable toxin.
Both genomes were carriers of a blag s gene (AmpC), displaying carbapenem resistance,
but not harbouring carbapenemase genes. Other ESBL genes (Blag-ryyg and Blagrgygss)
among various AMR genes were detected, mainly located in plasmids or the chromosome.
E. colil of the 5T227 lineage were reported in other countries, while E. coli STS259 reports
were rare. Both lsolates were found in a remote area in the highlands of Peru, which is of
public health concern considering the likely anthropogenic origin derived from incorrect
and often unrestricted use of antiblotics in both humans and livestock. Our results can
help identify and track E. coli strains that pese a risk to human, animal, and environmental
health in rural Andean communities. The E. coli isolates originated from an animal and
D'W, highlighting the imp we of wsive research for p action along
the One-Health continuum in isolated Andaan communities. The sharing of living spaces
Between humans and anbmals and the use of contarminated DW could facilitate the transfer
of these pathogens to all environs in the community. Thus, new research paths to limit
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the spread of AMR should focus on the epidemiology of ESBL/ AmpC E. cali, particularly
carbapenem-resistant strains.

¥ Materials: The following supporting in ion can be downloaded at: hitps:
3590/ antibiotics] 1050692 /1, Figure $1: Obtention of the . coli salates
1143 and T144; Table 51 Antibiotic susceptibility” profile for E. coli Isolates 1143 and 1144 determined
by the VITEK®2 system and compared to the disk diffusion assay results”; Table 52 Outputs of
bioinformatic tools.
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