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RESUMEN
La resistencia antimicrobiana es un problema que se ha evidenciado con mayor fuerzaen

los ultimos afios y a nivel mundial. EI presente estudidé buscO determinar si existe
concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibioticos (blaCTX-M-15 y
floR) en muestras pareadas de heces demadres y de sus bebés menores de 2 afios en zonas
urbano-marginal en el distrito de Villa EI Salvador, Lima-Per(. Se extrajo el material
genético seguido de la verificacion de la calidad del ADN por medio de
espectrofotometria ultravioleta. Se realizd la amplificacion de los genes de resistencia
blaCTX-M-15 y floR mediante PCR, seguido de la deteccion del amplicon por
CRISPR/Casl2a. En madres y nifios, se reporta mayor prevalencia para el gen floR
(54,55%), el cual produce resistencia al grupo de antibidticos anfenicoles, cuyo uso es
principalmente en animales. En cambio, blaCTX-M-15, que produce resistencia a
antibidticos de uso humano, reportdé menor prevalencia (31,31%). Asimismo, se
determind una concordancia ligeramente positiva, pero significativa entre la presencia del
gen blaCTX-M-15 en las muestras de madres y sus hijos, y no se encontré concordancia
para el gen floR; sin embargo, no se descarta la hipotesis de relacionar la presencia del

gen a otros factores ambientales.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, genes de resistencia, blaCTX-M-15, floR,

CRISPR/Casl12a, concordancia, madre, bebé.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a problem that has become more evident in recent years and
worldwide. The present study sought to determine if there is concordance between the
presence of antibiotic resistance genes (blaCTX-M-15 and floR) in paired stool samples
from mothers and their infants under 2 years of age in urban-marginal areas in the district
of Villa El Salvador, Lima-Peru. Genetic material was extracted followed by verification
of DNA quality by ultraviolet spectrophotometry. Amplification of the resistance genes
blaCTX-M-15 and floR was performed by PCR, followed by detection of the amplicon by
CRISPR/Casl2a. In mothers and children, a higher prevalence was reported for the floR
gene (54.55%), which produces resistance to the amphenicol group of antibiotics, whose
use is mainly in animals. In contrast, blaCTX-M-15, which produces resistance to
antibiotics for human use, reported a lower prevalence (31.31%). Likewise, a slightly
positive but significant concordance was found between the presence of the blaCTX-M-
15 gene in the samples of mothers and their children, and, and, no concordance was found
for the floR gene;however, ; however, the hypothesis of associating the presence of the

gene to other environmental factors is not ruled out.

Keywords: Antimicrobial resistance, resistance genes, blaCTX-M-15, floR,
CRISPR/Casl2a, concordance, mother, baby.



1. INTRODUCCION

1.1.  Resistencia antimicrobiana
La resistencia antimicrobiana (RAM) es un problema que se ha evidenciado con mayor
fuerza en los Gltimos afios y a nivel mundial [1], manifestandose como una amenaza a la
salud de las personas y ocasionando que los tratamientos contra distintas enfermedades
no sean eficientes para combatirlas, provocando un mayor uso de los antibioticos de
dltima linea. La RAM se produce cuando los microorganismos (bacterias, virus, hongos
y parasitos) mutan o adquieren genes que les permiten sobrevivir a la accion del
antimicrobiano [2]. Los mecanismos bésicos de la RAM son modificacion de la pared
celular, inhibicién de rutas metabdlicas, entre otros [3]. Sin embargo, ademas de las
mutaciones, el fendmeno de resistencia también puede expresarse entre bacterias

mediante plasmidos, integrones, entre otros.

En un andlisis realizado por Murray et al. [4], se investigo el impacto de las infecciones
relacionadas con la RAM. El estudio utilizd un enfoque sistematico y un metaanalisis
para estimar el niUmero de muertes asociadas con la RAM en el afio 2019. Los resultados
revelaron que se estimaron aproximadamente 4.95 millones de muertes relacionadas con
RAM en ese afio, de las cuales 1.27 millones fueron directamente atribuibles a la
resistencia antimicrobiana. Estas muertes situaron a la RAM como una de las diez
principales causas de muerte a nivel mundial. Por ende, es necesario comprender los

mecanismos de transmision de la resistencia antimicrobiana en las bacterias.

El intestino aloja distintas bacterias como probidticos o patdgenos, los cuales pueden
representar 0 no un microbioma intestinal saludable y estable. Ante distintas situaciones,
como es el consumo excesivo de antibioticos; el microbioma puede alterarse,
convirtiéndose en un reservorio de bacterias que contengan genes de resistencia
antimicrobiana (GRA) [5].

Multiples investigaciones en Peru han descrito el desarrollo de RAM en nifios e infantes.
En el estudio de Murray et al. [6], compararon el perfil de resistencia de Escherichia coli
de muestras de heces de humanos que estuvieron expuestos frente a diferentes niveles de
contacto con carne de pollo (vendedores de pollo en mercados locales, adultos no

vendedoresy bebés deun estudiode cohorte en curso); y encontraron que los bebés tenian
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perfiles de resistencia similares a los vendedores de pollo al demostrar resistencia a
multiples antibidticos. Incluso, los bebés presentaron tasas mas altas de resistencia
fenotipica a amoxicilina y trimetoprima/sulfametoxazol que los adultos, siendo los
porcentajes de multidrogo resistencia 48.3%, 38.1% y 22.9% para bebeés, vendedores, y

no vendedores de pollo, respectivamente.

Asimismo, en el estudio de Alzamora et al. [7] se evalu0 la resistencia antimicrobiana en
nifios sanos de 6 a 13 meses durante seis meses, observando un aumento gradual en la
resistencia. Los mayores indices se encontraron para cotrimoxazol (49,1%), ampicilina
(48,0%) y acido nalidixico (31,8%), con un 34% de los aislados mostrando resistencia a
multiples drogas. Las tasas de nifios infectados con cepas multidrogo resistentes son cada
vez mas altas en diferentes partes del mundo. Calderdn et al. [8], en Ecuador, demostraron
que, de 405 aislamientos de E. coli recuperados de muestras fecales de nifios, sélo el
30,1% fueron susceptibles a todos los antimicrobianos probados mientras que,
aproximadamente, el 50% fueron resistentes a tres 0 mas antimicrobianos. Esto sugiere
que la RAM es un problema creciente que afecta en los primeros afios de vida a nivel

mundial mostrando resistencia a multiples farmacos [9].

En una poblacién vulnerable como los nifios, los padres y cuidadores tienen la
responsabilidad de proteger la microbiota de los bebés de bacterias portadoras de GRA,
dado que su exposicién podria tener graves consecuencias en la salud [2]. En general, se
han identificado varias causas de la resistencia antimicrobiana, como el uso
inadecuado/excesivo de antibidticos y el control deficiente de infecciones en hospitales y
clinicas [10]. Especificamente en nifios, el estudio de Lietzau et al. [11], que analiz
muestras de heces de nifios de 6 meses a 4 afios, encontrd una alta prevalencia de cepas
de E. coli resistente a antibidticos comunes (ampicilina, doxiciclina y cotrimoxazol),
relacionada con factores de riesgo. Destacaron que el contacto en el hogar es crucial para
la colonizacion de E. coli resistente en la comunidad, facilitando tanto la transmision

vertical de madres a hijos y la transmision horizontal entre bacterias.

1.2.  Transmision vertical de resistencia antimicrobiana
La transmision vertical se refiere a la transferencia de bacterias resistentes o genes de

resistencia de la madre al hijo, y es crucial debido a su impacto en el microbioma vy la
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salud del nifio [12]. Actualmente, se evallan diversos medios de esta transmision, que
incluyen el parto, la lactancia, la exposicion a antibidticos y la higiene en el cuidado del
bebé [13-15].

Durante el parto, se han encontrado especies similares de Bacteroides en madres e hijos,
especialmente asociadas con el parto vaginal [16]. Dicho grupo de bacterias tienen efectos
positivos para el bebé, sin embargo, se ha reportado la transmision de bacterias resistentes
a antibidticos de madre a recién nacido (p < 0,001). En mujeres embarazadas, la
prevalencia de bacterias resistentes a los antibidticos fue del 23%, incluyendo BLEE (B-
lactamasa de espectro extendido), SARM (Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina) y ERV (Enterococos resistentes a la Vancomicina) con un 16 %, 6 %y 1 %
respectivamente. De manera similar, los recién nacidos mostraron una prevalencia de
bacterias resistentes del 9,2 %, con BLEEy SARMa 7,6 % y 1,6 % respectivamente [17].
Esto sugiere que la colonizacion ocurre durante el embarazo después de la ruptura de la
membrana amniética [16]. De este modo, seria importante ejercer un control estricto en

la prescripcion de antibidticos a mujeres embarazadas y lactantes [18].

Los riesgos de las bacterias resistentes a antibioticos en nifios son objeto de investigacion
intensiva debido a su capacidad para complicar el tratamiento de infecciones, lo que
puede aumentar significativamente la morbilidad y la mortalidad en los pacientes
pediatricos. Carvalho et al. [19], por ejemplo, analizaron muestras rectales para evaluar
la prevalencia de B-lactamasas en madres y recién nacidos con sepsis neonatal,
encontrando que la colonizacion materna con microbiota positiva para blaCTX-M-15 o
blaNDM se asocié con la sepsis neonatal. Los bebés portadores de cepas BLEE con
presencia de genes blaCTX-M-15 o blaOXA-48 tenian mayor riesgo de sepsis neonatal

que los no portadores.

1.3.  Transmision horizontal de resistencia antimicrobiana
Latransmision horizontal de genes explica la transmision genética entre cepas y especies;
y se da comunmente en bacterias. Este mecanismo puede ocurrir de diferentes maneras
como la conjugacion, transformacion y transduccién; siendo el mas relacionado con la
resistencia antimicrobiana, la conjugacion bacteriana. Por medio de esta, se puede

transferir ADN entre bacterias a través de elementos genéticos moviles (plasmidos,
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integrones y transposones), cuya replicacion sucede independientemente de los
cromosomas. La transferencia del plasmido sucede a partir del contacto fisico entre la
célula donante y la receptora, por medio del pili (protuberancia proteinica propia de la

célula bacteriana) [20]. En la figura 1, se esquematiza el mecanismo.

Chromosomal DNA

Donor Transconjugant
* «

(> O &)

Original donor New donor

Figura 1. Conjugacion bacteriana [21].

Una célula donante, que porta un pldsmido R conjugativo (superior izquierda), extiende
un pilus para contactar con una célula receptora compatible (superior derecha). Al entrar
en contacto, el pilus se retrae, juntando las dosceélulas permitiendo la transferencia deuna
de las cadenas de ADN plasmidico lineal (centro). Finalmente, ambas células construyen
la segunda cadena para sus respectivas copias del plasmido R mediante circularizacion y
sintesis de ADN. De este modo, ambas se convierten en células donantes (inferior) que

promueven la propagacion de la resistencia a los antibidticos.

Esto toma relevancia cuando las bacterias son sometidas a altas presiones selectivas,
como la presencia de antibidticos, por lo que se ven en la necesidad de diversificar
genomas para aumentar su aptitud y su probabilidad de supervivencia [20]. Por ejemplo,
se ha reportado que, al exponer especies Gramnegativas a concentraciones inhibitorias
minimas de dos antibiéticos (kanamicina y estreptomicina, o gentamicina y cloranfenicol)
aumenta la conjugacion entre ellas [22, 23]. No obstante, también se ha visto que existen

otros factores estimulantes de la conjugacion, como el estado fisiologico de las células y
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la disponibilidad de energia [24]. Al ser un mecanismo aun no comprendido en su
totalidad, se plantea que los antibidticos acttan como sefiales quimicas que modulan la
transferencia de ADN [20].

1.4.  Usodegenesde resistencia antimicrobiana como marcadores de RAM
En general, el uso de marcadores genéticos permite asociar el gen a evaluar con alguna
enfermedad o condicién que se desee investigar [25]. En el contexto de la resistencia
antibidtica, estos genes son objeto de analisis en diversas investigaciones para evaluar la
extension del problema y como marcadores de transmision, incluso en situaciones donde

no hay cultivos bacterianos disponibles.

1.41. DblaCTX-M-15
Laenzima betalactamasa CTX-M-15 es predominante en la familia CTX-My se categoriza
como BLEE. Estaenzima deriva de CTX-M-3, con un cambio en su estructura (la posicion
240 del aminoécido Asp a Gly) originando la enzima CTX-M-15 [26]. La familia CTX-M
es mayormente resistente a los antibiéticos betalactamicos, principalmente hidrolizan a la
cefotaxima. Asimismo, debido al cambio en su estructura, se ha observado que la CTX-
M-15 tiene una fuerte actividad sobre ceftazidima [27]. Las bacterias que presentan el gen
de resistencia blaCTX-M-15, mediante la expresion de la enzima CTX-M-15, logran

hidrolizar a las penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion y monobactamas [28].

Actualmente, blaCTX-M-15 ha sido encontrado en distintos aislados tanto de muestras
provenientes de animales como de humanos. Un estudio detect6 E. coli portadoradel gen
blaCTX-M-15 obtenido de ganado, aves de corral, cerdos, e incluso alimentos carnicos
como carne depavo, lo que sugiere que estos son deorigen animal [29, 30]. Otros aislados
que fueron colectados de hospitales demuestran que la mayoria de bacterias eran
resistentes a fluoroquinolonas o cefalosporinas de amplio espectro mediada
principalmente por CTX-M-15 [30].

Por su parte, el estudio de Brisse et al. [31] busco probar si la distribucion de los aislados
productores de CTX-M vy los aislados que no producen BLEE diferia entre los principales

grupos de E. coli. Por lo que, clasificaron 304 aislados seleccionados en los grupos A,



B1,B2yD; ydemostraron que el gen blaCTX-M-15 fue el mas prevalente a comparacion

de otros blaCTX-M y presentd alta frecuencia en cepas E. coli. (Figura 2)

' ST1650

ST1680

®
ST555

= s173

® CTX-M-15 N
® CTX-M-1 ST95
CTX-M-14 / ®
® CTX-M-27 M L
® CTX-M-28 ST441
® CTX-M-2
® CTX-M-9
® CTX-M-24
CTX-M-22
01% ® CTX-M-32

Figura 2. Distribucion filogenética de las enzimas CTX-M en E. coli [31]

Los aislados productores de CTX-M se indican mediante circulos coloreados de acuerdo

con el tipo de enzima CTX-M; siendo CTX-M-15 la de mayor predominancia (color rojo).

La implementacion de nuevas tecnologias de monitoreo mediante genes resistencia
antimicrobiana proporciona un rastreo mas eficaz [32]. Si bien existen pocas
investigaciones sobre el uso de blaCTX-M-15 como marcador genético, la investigacion
de Carvalho et al. [19] demostré que existe una relacién entre el desarrollo de sepsis
neonatal y la presencia de genes de resistencia en la microbiota intestinal de madresy sus
bebés, utilizando el gen blaCTX-M-15 como marcador para la presencia de BLEE.

De la misma manera, Ramadan et. al [33] observaron que, entre 198 aislados clinicos
multirresistentes, 179 (90,4%) contenian al menos un gen blaCTX-M, de los cuales el
86,6% fueron positivos para blaCTX-M-15; y que la mayoria de los aislados positivos a
dos genes blaCTX-M (M-1 y M-15) se encontraban dentro de los grupos altamente
resistentes fenotipicamente. En consecuencia, lograron asociar la presencia genotipica y
fenotipica del gen blaCTX-M-15.

Todo ello, nos muestra la importancia de continuar estudiando la presencia de los tipos
de blaCTX-M, en especifico blaCTX-M-15 como biomarcador, el cual se encuentra

altamente distribuido. Asimismo, el desarrollo de un mayor monitoreo de este gen de
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resistencia antimicrobiana a nivel de salud nos permitird conocer mejor las rutas y causas

de su transmisién [27].

1.4.2. floR
El florfenicol es un antibiotico analogo estructural del cloranfenicol, utilizado para el
tratamiento de infecciones bacterianas (Grampositivas, Gramnegativas, e incluso parte de
clamidia y rickettsia) en el ambito veterinario. Las bacterias resistentes a cloranfenicol
logran inactivarlo a través de una enzima que acetila los 3 grupos hidroxilos en su
estructura; no obstante, la diferencia estructural del florfenicol evita esta inactivacion, por
lo que florfenicol resulta ser mas efectivo [34]. Cabe destacar que el gen floR y sus
analogos se han identificado principalmente en bacterias gramnegativas, mientras que los
otros genes de resistencia al florfenicol se han detectado principalmente en bacterias
grampositivas [35, 36]. Por otra parte, Wang et al. [36] demostré que el mecanismo
desarrollado por el gen de resistencia floR (el cual confiere resistencia a florfenicol y
cloranfenicol) en aislados de E. coli recolectados de mastitis bovina, sucede mediante el
uso de una bomba de expulsion, la cual elimina las sustancias que reconoce como

“toxicas” hacia afuera de la célula; es decir, elimina el antibidtico.

Se han identificado siete genes de resistencia al florfenicol (floR, fexA, fexB, pexA, cfr,
optrA y estDL136), siendo floR el méas correlacionado a la resistencia al florfenicol que
los otros genes [37, 38]. Enel estudiode Li, P et al. [37] se analiz6 un total de 106 bacilos
gramnegativos resistentes al florfenicol y demostraron que alrededor del 91,51% de las
cepas mostraron resultados positivos para este gen; mientras que solo el 4,72 % fueron
positivos para el gen cfr, y no se detectaron otros genes conocidos de resistencia al
florfenicol como fexA, fexB y optrA [37]. Asimismo, Ying, Y. et al. aislaron cepas de la
familia Enterobacteriaceae de muestras fecales anales obtenidas en granjas productoras
de animales de alimentos y encontraron resultados positivos de genes de resistencia floR
y cfr, siendo el 64,4% positivos para floR, mientras que cfr solo se identifico en tres cepas
de Proteus (1,0%) [38].

Por otra parte, el florfenicol es utilizado en premezclas de alimentos comerciales para el
tratamiento de enfermedades entéricas y respiratorias en la crianza de aves de corral; sin

embargo, se cree que su uso indiscriminado es uno de los factores principales para el



desarrollo y diseminacion de la RAM [6, 39]. El estudio de Moawad et al. [40] que tuvo
como objetivo describir la resistencia antimicrobiana de E. coli aislada de pavos sanos
reportd que, de los genes asociados con la resistencia al cloranfenicol el 65,4 % fueron
floR. En general, parte de la urgencia de investigar floR es su capacidad para convivir con
otros GRA, ya que se ha observado que 34 cepas de E.coli floR-positivas fueron
resistentes a mas de siete medicamentos [37]. Las investigaciones mencionadas
anteriormente demuestran que floR tiene alta incidencia en aves de corral; no obstante,
floR también se ha detectado en el material genético de E. coli en bovinos y cerdos [41,
42].

Sin embargo, algunos estudios han demostrado la presencia de floR en humanos. En la
investigacion de Murray et al. [6] se report6 que, a pesar de que florfenicol no se usa en
humanos, la resistencia a este antibidtico fue mayor en humanos asociados al comercio
de pollos en mercados que en otro grupo de humanos estudiado; ademas que el gen floR
se encontro tanto en colonias aisladas de animales y humanos. Por ende, se cree que la
resistencia al florfenicol en humanos puede producirse a través de la colonizacion por
cepas floR-positivas de origen animal o la conjugacion plasmidica de cepas animales en
comensales humanos, ambas facilitadas por la manipulacion inadecuada de la carne de
pollo, tanto por vendedores como por consumidores [6]. Asimismo, en la investigacion
de Miranda et al. [43], se encontro el gen floR en las muestras fecales de personas con
enfermedad renal cronica (ERC) etapa 3, 4 y 5. Estos resultados evidencian la presencia
de floR en humanos, a pesar de que florfenicol es de uso exclusivo veterinario y el
cloranfenicol se usa de manera restringida en personas. Ademés, Lu et al. [44]
investigaron floR en aislamientos de K. pneumoniae de muestras de pacientes en un
hospital de China, encontrando que el 7.01% (23/328) de los aislamientos fueron
positivos para floR de los cuales, el 95.65% mostraron valores altos de CIM
(concentracién minima inhibitoria) para florfenicol. Por lo tanto, al ser uno de los genes
mas relacionados con la resistencia al florfenicol (antibidtico de uso exclusivo en
animales), es posible el uso del gen floR como biomarcador; pudiendo rastrearse

directamente hasta el uso de antibidticos en animales [6].
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2. PLANTEAMIENTODEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
Y JUSTIFICACION

La principal consecuencia de que existan cada vez méas cepas resistentes a antibidticos es
la limitacion a las terapias de primera linea, dejando en mayor uso a los de “Gltimo
recurso” [6]. Por ello, es necesario investigar cudles son las causas del incremento de la

resistencia a antibioticos, especialmente en las primeras etapas de vida.

Es alarmante que, desde los primeros meses de vida, los bebés sean portadores deaquellos
genes que los convierten en multidrogoresistentes. Existen algunos estudios realizados en
nifios menores de 2 afios que muestran proporciones moderadas a elevadas de bacterias
resistentes. Por ejemplo, Murray et al. [6] estudiaron la prevalencia de genes de
resistencia en grupos de personas con diferente grado exposicion a la venta de pollo en
mercados (bebés de 0 a 2 afios, adultos que no eran vendedores y vendedores de pollo) en
el distrito de Villa el Salvador, Lima. Encontrandoasi que los aislados de E. coli de bebés
presentaron altos niveles de resistencia a los antibidticos tetraciclina,
trimetoprima/sulfametoxazol, amoxicilina, azitromicina, cloranfenicol, cefalotina,

cefotaxima y gentamicina.

Las bacterias pueden transmitirse de madre a hijo, aunque la via exacta y la magnitud de
esa transferencia no esta muy clara todavia. En la investigacion de Carvalho et al. [19] se
asocio la presencia de genes blaCTX-M-15 o blaNDM en muestras de los nifios cuyas
madres portadoras tenian un lavado de manos ocasional, en comparacion con aquellas
que lo hacian de manera frecuente. De esta manera, se brinda evidencia a la posibilidad
de transferencia de genes de resistencia desde la madre a su nifio por mala higiene o la
falta de salubridad en paises de ingresos bajos y medianos. Sin embargo, se han sugerido
otras fuentes para la propagacion de estos genes de resistencia como el parto o lactancia,
conllevando a una transmision intrahogar, o alguna otra fuente comun en el hogar como
son los alimentos [13-15]. En efecto, en estas investigaciones, realizadas en paises de
Africa y el sur de Asia, se observan similitudes entre la microbiota intestinal de madresy
bebés; y consideran alguna patologia especifica (por ejemplo, sepsis neonatal) [19]. Con
justa razén, hace falta investigar la dindmica de transmision de los genes de resistencia

desde un enfoque intrahogar; relacionado entre las cuidadorasy sus bebés.
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Por ello, determinar la concordancia en la presencia de genes especificos en muestras
pareadas de heces de madres e hijos seria importante para investigar la transmision
intrahogar durante las primeras etapas de vida. Asimismo, se ha propuesto los genes
blaCTX-M-15 como potencial biomarcador de antibiéticos de uso humano y floR, de
antibidticos de uso animal. De esta manera, en este estudio se evalua la presencia de los
genes blaCTX-M-15y floR y la concordancia en muestras de heces de madres y sus hijos.
Los hallazgos de este estudio ayudaran a plantear hipdtesis sobre la posible transmision
madre-bebé, destacando la relevancia de biomarcadores compartidos en las muestras de

ambos grupos.
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3. PREGUNTADE INVESTIGACION

¢Existe concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibioticos (blaCTX-
M-15 y floR) en las muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2 afios del
distrito de Villa El Salvador, Lima-Peru entre febrero 2016 y mayo del 2019?

4. HIPOTESIS

Existe una concordancia entre la presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR de

resistencia en las muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2 afos.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibidticos
(blaCTX-M-15 y floR) en las muestras de heces de madres y de sus bebés menores de 2
afios en zonas urbano-marginal en el distrito de Villa El Salvador, Lima-Peri entre
febrero 2016 y mayo del 2019.

6. OBJETIVOSESPECIFICOS

a. ldentificar la presencia de genes de resistencia (blaCTX-M-15 y floR) en las
muestras fecales de las madres y sus bebés

b. Evaluar la concordancia de la presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR en las
muestras fecales de las madres y sus bebés.

c. Establecer las caracteristicas de los bebes relacionadas a la concordancia de la
presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR en las muestras fecales de las madres

y sus bebés.
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7. METODOLOGIA

7.1.  Disefio
El presente estudio observacional analiz6 parte de las muestras obtenidas de la
investigacion “La infeccion natural de norovirus y sapovirus en una cohorte de
nacimiento en una comunidad periurbana del Perd” (Codigo SIDISI: 65178), a la cual se
le denominard estudio madre. En el presente estudio, se seleccionaron muestras
mensuales (recolectadas entre febrero de 2016 y mayo de 2019), de parejas madre-bebé
provenientes del distrito de Villa El Salvador, durante 3 meses consecutivos. De esta
manera, se escogio la muestra de cada bebé de acuerdo a la fecha de toma de muestra de
la madre, de manera que sea la misma fecha de recoleccidén para ambos. Por ende, se tuvo
un total de 3 muestras por cada sujeto, una por mes. Cabe destacar que, las muestras se

analizaron de forma aleatoria y ciega.

Para determinar la presencia de los genes de resistencia a antibiéticos en las muestras, se
plante6 extraer el material genético seguido de la verificacion de la calidad del ADN
obtenido por medio de espectrofotometria ultravioleta. Se realizd la amplificacion de los
genes de resistencia blaCTX-M-15 y floR mediante PCR, seguido de la deteccion del
amplicon por CRISPR/Cas12a. Finalmente, se evalud la concordancia mediante métodos
estadisticos como el indice de Kappa y Coeficiente de correlacion de Spearman, los

cuales seran detallados en el punto 7.7 Analisis estadistico.

7.2.  Poblacion de estudio
La poblacion delestudio madre consta de parejas de madres y sus hijos menores de 2 afios
procedentes de zonas recientemente pobladas de Villa El Salvador. Los criterios de

inclusion y exclusién para la cohorte se detallan a continuacion:

7.2.1.  Criterios de inclusién de los bebés:
- Haber nacido dentro de los 28 dias al reclutamiento
- Vivir en el area de estudio

- Cuyo padre/ tutor legal haya dado su consentimiento informado
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7.2.2.  Criterios de exclusion de los bebés:

- Presencia de una enfermedad grave que requiere hospitalizacion o
cualquier otra condicion que sea grave 0 cronica informada o
documentada, incluyendo, enfermedad renal, enfermedad hepatica,
insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad maligna, tuberculosis.

- Enfermedades congénitas

- Enfermedad neonatal mayor definida como una estancia hospitalaria> 1
mes

- VIH/SIDA enla madre o el nifio

- Fibrosis quistica diagnosticada por médico

- Enteropatias diagnosticadas por el médico

- Embarazo maltiple

- Peso al nacer <1500 gramos

- Aceptar parcialmente la participacién en el muestreo o entrevista al
reclutamiento

- Incapacidad de los padres / tutor legal para dar su consentimiento
informado

- Sila madre no esta dispuesta a participar.

7.2.3.  Criterios de inclusion para las madres:
- madre del nifio, capaz de proporcionar un consentimiento informado o

consentimiento si es menor de 18 afios de edad.

7.2.4.  Criterios de exclusion para las madres:
- Planear mudarse de la comunidad dentro de los 6 meses siguientes
- Aceptar parcialmente la participacion en el muestreo o entrevista en el
reclutamiento
- Incapacidad de los padres / tutor legal para dar su consentimiento

informado si es menor de 18 afios de edad.

Cabe resaltar que, durante el proceso de reclutamiento de los menores, se aseguré el

consentimiento de la madre o del cuidador principal, segun sea el caso. Asimismo, se
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brind6 la informacién detallada del estudio a realizar. En el Anexo 1 se encuentra la ficha

socio econdmica extraida del estudio madre.

7.3.  Coleccion de datos y muestras en el estudio madre

Para la seleccion y coleccion de muestras, las trabajadoras de campo del estudio madre
visitaron cada hogar preguntando por mujeres embarazadas. Los datos de las mujeres
interesadas en participar en el estudio fueron anotados, junto con la fecha posible de parto

para posteriormente informar la fecha del reclutamiento en el estudio.

Las muestras de heces de los bebés fueron recolectadas semanalmente; mientras que las
de las madres fueron mensualmente entre los afios 2016 y 2019. Una vez obtenidas, estas
fueron colocadas en hielo, transportadas al lugar de procesamiento, alicuotadas y
almacenadas a -70°C en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Este proceso fue

realizado previamente por los investigadores del proyecto (Codigo SIDISI: 65178).

7.4.  ldentificacion y cuantificacion de los genes en las muestras de heces

7.4.1.  Extraccion de ADN
Este estudio plante6 identificar la presencia de los genes de resistencia a antibioticos
(blaCTX-M-15 y floR) en muestras de heces de madres y bebés. Para ello, se comenzé
con la extraccion del ADN mediante el uso del kit de extraccion de ADN (QlAamp®

DNA - Investigator® Kit), de acuerdo al protocolo mostrado en el Anexo 2 [45].

7.4.2.  Cuantificacion por espectrofotometria UV -visible
La cuantificacion del material genético aislado se realiz6 mediante la medicion de la
absorbancia a 260 nm en el espectrofotémetro UV -visible. Esta técnica permite estimar
la calidad del ADN extraido, midiendo la absorbancia de interferentes como proteinas o
ARN de lamuestra. Se considerd importante cuantificar el ADN después del aislamiento,
puesto que, compuestos como proteinas, fenoles, sales, entre otros, podrian interferir en
el desarrollo de la técnica [46]. Asimismo, este procedimiento nos proporciond la
concentracién de ADN extraido, lo cual fue importante conocer antes de llevar a cabo el
siguiente procedimiento, puesto que altas concentraciones de ADN pueden acelerar la

acumulacion de productos no especificos en la PCR [47]. Por ello las muestras se
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trabajaron a una concentracion de ADN de 5 a 17 ng/uL, tras realizar las diluciones

correspondientes.

7.4.3. PCR-CRISPR/Casl2a
Ladeteccion delos genes de resistencia se realizd mediante la reaccion acoplada de PCR-
CRISPR-Cas12a. El protocolo fue tomado por Vargas [48].

En primer lugar, se realizd la reaccion PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas
en inglés) que permitié la amplificacion de las secuencias genéticas especificas. La
primera etapa consistié en la denaturacion inicial la cual se realiz6 a una temperatura de
95 °C por 3 minutos. Luego, se realizaron 30 ciclos de las siguientes etapas, todas por 30
segundos: denaturacion (95°C), anillamiento (59 °C) y extension (72 °C). Finalmente, se
sometieron a una extension final a 72°C por 5 minutos. Cabe resaltar que estas

condiciones fueron las mismas para ambos sets de primers (blaCTX-M-15 y floR).

Para este procedimiento se utilizé las secuencias de cebadores descritos en el Anexo 3.
Ademas, se realiz6 la mezcla maestra de la PCR previamente estandarizada en el Anexo
4,

El presente estudio realizo el anélisis de PCR por separado; es decir, primero se evaluo la
reaccion acoplada PCR-CRISPR/Casl12a para uno de los genes y, posteriormente, se

repitio la reaccion para el otro gen con los cebadores correspondientes.

A manera de un ensayo preliminar, se realizo electroforesis en gel de agarosa (1.4%) de
los amplicones de PCR para ambos genes, que es un tamizaje que logra separar los
fragmentos de acuerdo a su tamafio. La visualizacion fue posible por medio de la tincién
del producto de ADN amplificado a partir de la adicién de bromuro de etidio al gel de
agarosa y que, al exponerse a luz UV, mostro los productos PCR de color fluorescente
mediante un transluminador UV. También se realizé un on-off de la reaccion acoplada de
PCR-CRISPR Cas para estandarizar la metodologia y verificar que la reaccion se de

correctamente.
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Posteriormente, se realizo la reaccion CRISPR/Casl12a para determinar la presencia de
blaCTX-M-15 y floR. Este sistema puede actuar como una plataforma de deteccion
molecular especifica, para lo cual necesita de dos componentes principales: ARNcry la
proteina Casl2a. Las secuencias del ARN guia (ARNcr) se describen en la Tabla 1 [48].

Tabla 1. Constructo del ARNcr para los genes de resistencia

Gen scaffold sequence + secuencia guia
blaCTX-M-15 TAATTTCTACTAAGTGTAGATGTCTCCCAGCTGTCGGGCGAACG
floR TAATTTCTACTAAGTGTAGATTGCCAACCGTCCTGAGGGTGTCG

En primer lugar, se realiza el reconocimiento del ADN, en donde ocurre la hibridacion
del ARNcr-ADN (emparejamiento de bases). Con esta union, la enzima Casl2a se activa
y sufre cambios conformacionales que le permiten cortar el ADN, comenzando con el
corte tipo cis, especifico para el ADN objetivo, sequido del corte trans, que corta el ADN
de manera inespecifica en secuencias de &cido nucleico de una sola hebra, como el
reportero fluorescente. De esta manera, la presencia del gen especifico se ve determinada

a partir de la emision de fluorescencia por parte de la sonda [48].
El protocolo se muestra en la Figura 3 y se extrajo de la investigacion de Vargas, M. [48].

La formulacion para la preparacion del complejo 10 x Casl2a y la reaccion

CRISPR/Casl12a se muestran en el Anexo 5.
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crRNA
1.3uM

| Plegamiento ARNcr |

3

2h
Exc

Emision: 525 nm
Parametros 1

1 10 ul Complejo Cas12a

(Intervalo 60 s)
itacion: 4917 mm

2 90 pl Mix - Step 4
1 2 3

2
0.1 uM Cas12a
0.2 uM Sonda |
0.15 uM ARNcr
CRB1

Incubation 25°C - 10"

Complejo Cas12a

4

106 pl CRB2
6 pl PCR muestras

100 ®
JO O O
S  Samples

P NTCPCR ¢

D

Mix Lectura

Figura 3: Protocolo para la deteccion de los genes blaCTX-M-15y floR mediante el
sistema PCR-CRISPR-Cas12a [48]

La lectura de resultados se realizd por medio de un lector de microplacas en unidades

relativas de fluorescencia (RFU, por sus siglas en inglés). La fluorescencia de las muestras

fue normalizada con la fluorescencia del NTC (del inglés Non Template Control) PCR.

Esto resulta de la division entre la fluorescencia de la muestra entre la fluorescencia del

NTC PCR Las condiciones del lector de microplacas (Tecan Infinite 200 Pro) fueron:

- Temperatura de 25°C

- Paso cinético Runtime 2H

- Intervalo 1 minuto

- Método de lectura: Intensidad de fluorescencia

- Tipo de lectura: Punto final/cinético

- Tipo de dptica: Monocromadores

- Excitacién (nm) 491
- Emision (nm) 525

- Ganancia 80

- Alturadelectura 7 mm

Asimismo, los resultados fueron visualizados de manera directa o conocido como Naked-

eyed detection mediante un transiluminador UV.
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7.5.

Operacionalizacion de variables

A continuacion, se presentan las variables y su operacionalizacién para los analisis

realizados (Tabla 2).

Tabla 2. Operacionalizacion de variables

Concordancia

estudiado

ambasmuestras)

Concordancia
negativa (ausencia del
gen en ambas
muestras)

No concordancia
(presencia del gen en
s6lo una muestra de
cada par)

Variable Def|n|_0|on Valores posibles Tipoy Fuente
operacional escala
Tioo de Tipo departoporel | Vaginal Cualitativa - Encuesta del
Po cual nacié el bebé Cesarea nominal estudio madre
nacimiento . .,
Sin informacion
Sexo del bebé Sexlo, con el gue Femenl_no Cualltqtlva - Encu_esta del
naci6 el bebé Masculino nominal estudio madre
Tiempo transcurrido | 0-7 meses Cualitativa - Encuesta del
, desde el nacimiento | 8-16 meses ordinal estudio madre
Edad del bebé
hasta la fecha de
toma de muestra
El bebé se | Si Cualitativa - Encuesta del
encontraba No nominal estudio madre
Lactancia del recibiendo lactancia
bebé materna
en los 5 dias mas
cercanos a la toma
de muestra (x5 dias)
El  bebé recibia| Si Cualitativa - Encuesta del
. ., alimentacién No nominal estudio madre
Alimentacion complementaria en
complementaria P . g
del bebé los 5 dias mas
cercanos a la toma
de muestra (5 dias)
El bebé presento Si Cualitativa - Encuesta del
algun episodio de No nominal estudio madre
Eventode diarrea | diarreaen los 5 dias
del bebé mascercanosa la
toma de muestra (x
5 dias)
Presencia / ausencia | Concordancia positiva | Cualitativa-| Resultadode la
del gen en cada par | (presencia del gen en nominal reaccion acoplada

PCR-
CRISPRCasl12a
del presente
estudio

20




7.6.  Tamafo de muestra
Del banco de muestras del proyecto madre se seleccionaron muestras fecales de 33
madres durante 3 meses consecutivos, lo que resulté en 99 muestras. Estas se emparejaron
con muestras de sus hijos, afiadiendo otras 99 muestras. En total, se analizaron 198
muestras, resultando en 1 muestra mensual por sujeto. Asimismo, cabe destacar que se
analizaron las muestras por separado en cada mes; ello para observar la concordancia de
la presencia de genes de resistencia en ambos durante un periodo de tiempo. Dado que
contabamos con un ndmero determinado de muestras, se quiso verificar si este era
adecuado tanto para la prueba de kappa como para el coeficiente de Spearman. Para ello
realizamos célculos de tamafio de muestra [49] asumiendo distintos escenarios (Anexo 6)

y verificamos que:

a) Para estimar si un valor dado de indice de kappa es estadisticamente distinto de
cero, con una potencia del 80% y un nivel de significancia del 5%, el nimero de
muestras con que contamos fue suficiente para determinar que un indice de kappa
de hasta 0.3 es estadisticamente distinto de cero; si se obtiene un indice de kappa

superior, el tamafio de muestra es suficiente.

b) Para estimar un coeficiente de correlacion de Spearman de 0,3 que es
estadisticamente distintode cero, con una potencia de 80% y nivel de significancia
del 5%, se necesita un minimo de 89 pares y por lo tanto el tamafio de muestra es
suficiente. Esto fue estimado de acuerdo a las recomendaciones de May et al [50].
En el Anexo 7 se muestran las curvas correspondientes al coeficiente de Spearman
(rs) y el tamafio de muestra requerido; siendo n = 89 minimo que justificaria al

menos un rs = 0,3.

7.7.  Andlisis estadistico
Los resultados obtenidosson dedos tipos: cualitativos (presencia/ausencia) determinados
por la visualizacion de fluorescencia, y cuantitativos (ratio de RFU) medidos en el

fluorémetro.

Para evaluar la concordancia se utilizaron dos pruebas estadisticas. En primer lugar, se

utilizé el indice de Kappa para medir la concordancia en la presencia/ausencia de los
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genes de resistencia entre madres e hijos, debido a que este indice considera la
concordancia por azar entre los individuos y brinda un valor mas cercano a la realidad.
De esta manera, un valor alto representa una alta concordancia en la presencia de los
genes estudiados en ambos grupos y, por el contrario, un valor de cero significa que no
hay concordancia [51].

k = Po~Pe _— j _ 1=Po [51]
1—p, 1—- p,

donde:
po: acuerdo relativo observado entre los evaluadores.

pe: la probabilidad hipotética de acuerdo al azar

En segundo lugar, para evaluar la correlacion en la presencia deestos genes de resistencia
medida por el ratio de RFU en las muestras de heces de madres y bebés, se utilizo el
Coeficiente de Correlacion de Spearman debido a que dicha variable no sigue una
distribucion normal, y llegada una cierta concentracion, la enzima LbCasl2a se satura;
por ende, es mas apropiado utilizar esta prueba no paramétrica. Esta prueba se expresa

mediante el "rs", el cual se calcula de la siguiente manera:

6xd’
TS =] — 71(7—1)_1 [52]

donde:

n = Cantidad de sujetos que se clasifican,

xi = El rango de sujetos i con respecto a la variable

X, yi = El rango de sujetos i con respecto a la variable vy,

di=xi-yi es la diferencia de entre los rangos Xy Y

Este coeficiente de correlacion derangos de Spearman (rs) nos indica si no hay correlacion
(rs = 0); o de lo contrario, si es positiva (rs = 1) 0 negativa (rs = -1). Se considerd un valor
de significancia estadistica o= 0.05 y todos los andlisis se realizaron utilizando STATA

[53].

Finalmente, para evaluar posibles caracteristicas relacionadas a la concordancia, se
realiz6 un andlisis estadistico bivariado por medio de la prueba de chi-cuadrado o exacta
de Fisher (este Ultimo sdlamente para aquellos casos donde la frecuencia esperada fue

menor a5) con las variables descritas a continuacion, comparando su frecuencia entre los
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grupos concordantes positivos, negativos y discordantes [54]. Las siguientes variables se
clasificaron segun la existencia de concordancia: edad, sexoy tipo de parto de los bebés,
ademas del tipo de alimentacion que recibian (lactancia y alimentacion complementaria).
Para el sexo del bebé y el tipo de parto por el que nacid, variables que no cambian en el
tiempo (a diferencia del periodo de lactancia o alimentacion complementaria), se realizd
el analisis por muestra; es decir, se utilizo a la muestra como unidad de analisis asumiendo
independencia. Finalmente, la edad se categorizd de acuerdo a la edad promedio en la
cual los bebés suelen cambiar su patron de alimentacion de lactancia exclusiva a

alimentacion complementaria; es decir, 6 meses [13].

7.8.  Consideraciones éticas
El estudio madre evaluado y aprobado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Codigo SIDISI:
65178), mantuvo la informacion personal de los participantes en anonimato al
identificarlos mediante cddigos. Por lo que, la presente investigacion se realizd con las
muestras codificadas sin adquirir informacién personal de los participantes; ademas que

se sometio a la evaluacion por el CIEI (Codigo SIDISI 212020). Revisar Anexo 8.
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8. RESULTADOS

8.1.  Descripcién de la poblacion

Las caracteristicas de los bebés analizados (n = 33) se detallan en la Tabla 3. En donde,
se evaluaron edad, sexoy tipo de nacimiento (parto normal, cesarea o no hay informaciéon)
del bebé. La edad de los bebés en la primera muestra se encontrd en un rango de 0 a 14
meses devida, con un promedio de 7 (el valor de la mediana también fue 7). Se evaluaron
bebés del sexo masculino (n = 17) y femenino (n = 16). En relacion al tipo de nacimiento,
el mas frecuente fueel parto vaginal (51,52%, n = 17), aungue so6lo se obtuvo informacién
de 21 bebés.

Tabla 3. Caracteristicas de los bebés (n = 33)

Caracteristica n %

Edad de la primera muestra en meses (promedio [rango]) 7 [0-14] -

Sexo
Masculino 17 51,52
Femenino 16 48,48
Tipo de parto
Parto vaginal 17 51,52
Cesarea 4 12,12

Enla Tabla 4 se detallan las caracteristicas de los bebés que variaron en los 3 periodos de
muestreo. En la mayoria de los casos, los bebés se encontraban ain lactando durante el
periodo de la toma de muestra (98,99%); otros presentaron alimentacion complementaria
(70.71%). Asimismo, una minoria de las muestras de bebés presentaron diarrea en un

periodo cercano a la toma de muestra (5,05%).
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Tabla 4. Caracteristicas de los bebés en los 3 periodos de muestreo™

) Muestras bebés
Bebés (n =33)
(n=99)
Primera muestra | Segunda muestra| Tercera muestra Total
N° % N° % N° % N° %
Lactancia 33 | 100 33 100 32 9697 98 98,99
Alimentacién Comp. 20 60,61 24 72,73 26 78,79 70 70,71
Evento de diarrea 2 6,06 1 3,03 2 6,06 5 5,05

* Caracteristicas determinadas dentro de los 5 dias (£ 5) de la muestra evaluada.

8.2.  Extraccion de ADN
Se realizo la extraccion de ADN de las 198 muestras, donde la concentracion tuvo un
rango de 5,3 y 573,5 ng/uL. Las medidas de estadistica descriptiva con respecto a la
concentracién y calidad del ADN se muestran en el Anexo 9. Las muestras se utilizaron
en un rango de 5,3 - 17 ng/uL, de acuerdo a una previa optimizacion del sistema PCR-
CRISPR-Cas12a.

8.3.  Ensayos preliminares
Se realizaron ensayos preliminares de PCR vy electroforesis a algunas muestras positivas
y negativas para blaCTX-M-15 y floR (Figura 4) para estandarizar nuestra metodologiay
de esta manera, asegurarnos de que la prueba funciona correctamente. Con el mismo
objetivo, se realizd un ensayo preliminar de PCR-CRISPR/Cas12a, teniendo un control
positivo, un control negativo y una muestra positiva (Figura 5). Debido a que los ensayos

resultaron exitosos, se comenzd a analizar las muestras.
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300 bp
200 bp

Figura 4.- Gel de electroforesis de agarosa (1.4%) en TBE 0.5X. de genes de resistencia
blaCTX-M-15 (216 bp) y floR (270 bp). Los carriles 1y 14 corresponden al marcador de
tamafo de ADN 100 pb y se especifican las bandas en 200 bp y 300 bp. Los carriles 2 'y
7 corresponden al control positivo y control negativo respectivamente para el gen
blaCTX-M-15; los carriles 3 y 4 a muestras positivas; y los carriles 5y 6 a muestras
negativas de este mismo gen. Los carriles 8y 13 corresponden al control positivo y control
negativo respectivamente para el gen floR; los carriles 9 y 10, resultaron pertenecer a

muestras positivas; y los carriles 11y 12, a muestras negativas de este mismo gen.

Figura 5: ON/OFF del procedimiento PCR-CRISPR/Casl2a para comprobar el
protocolo a utilizar. C-: control negativo; C+: control positivo; CM: muestra positiva
correspondientes al gen bla-CTX-M-15. Se observa que el control positivo y la muestra

positiva fluorescen.
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8.4.
Las prevalencias en toda la poblacion (madres y bebés) de los genes bla-CTX-M-15 y
floR fueron de 31,31% (62/198) y 54,55% (108/198), respectivamente; es decir, se

encontrd una mayor prevalencia de floR.

Prevalencia de los genes estudiados en las muestras de heces

EnlaTabla 5, se resume la presencia delos dos genes deresistencia analizados por sujetos
de estudio y por muestras (3 muestras por sujeto de estudio debido al periodo de
seguimiento de 3 meses). De las muestras bla-CTX-M-15 positivas (n = 62), 31
corresponden a madres de familia y 31 a los bebés; mientras que, de las muestras que
resultaron floR-positivas (n = 108), 53 y 55 corresponden a madres y bebés,
respectivamente. Esto nos lleva a una proporcion similar de positivos en ambos grupos
de estudios para ambos genes; es decir, no se demostr6 una diferencia importante sobre

la presencia de estos genes entre madres y bebés.

Tabla 5. Presencia de genes de resistencia en los sujetos estudiados

blaCTX-M-15
Bebés Madres
Periodo de
muestreo Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
1 25(75,76%) 8 (24,24%) @ 33 26 (78,79%) = 7 (21,21%) 33
2 20 (60,61%) 13 (39,39%) 33 22 (66,67%) 11 (33,33%) 33
3 23(69,7%) 10 (30,3%) 33 20 (60,61%) 13 (39,39%) 33
Total | 68 (68,69%) 31(31,31%) 99 (100%) | 68 (68,69%) 31 (31,31%) 99 (100%)
floR
Bebés Madres
Periodo de
muestreo Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
1 19 (57,58%) 14 (42,42%) 33 17 (51,52%) = 16 (48,48%) 33
2 13 (39,39%) = 20 (60,61%) 33 14 (42,42%) 19 (57,58%) 33
3 12 (36,36%) 21 (63,64%) 33 15 (45,45%) 18 (53,54%) 33
Total 44 (44,44%) ' 55 (55,56%) 99 (L00%) | 46 (46,46%) 53 (53,54%) 99 (100%)
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Asimismo, se resalta el cambio ascendente de la presencia de ambos genes de resistencia
en los sujetos de estudio del primer al segundo y tercer periodo de muestreo (Figura 6).
Cabe destacar que, se encontrd la presencia de al menos uno de los dos genes de
resistencia en 63/99 (63,64%) muestras tanto de madres como de bebés.

bla-CTX-M-15 bebé floR bebé @ bla-CTX-M-15mama @ floR mamé

80,00%
e 60,00% °
§ o
5 ®
[)]
2 40,00% ®
g ®
c
i)
4]
3 20,00% L
o

0,00%

1 2 3

Periodo de muestreo

Figura 6. Prevalencia de los genes de resistencia bla-CTX-M-15 y floR en los tres
periodos de muestreo.

Por otro lado, de las 198 muestras analizadas, se detecto la presencia de ambos genes en
44 de ellas (22,22%); es decir, que en una misma muestra se encontraron los genes

blaCTX-M-15 y floR. De estas, 21 correspondieron a muestras de madres; mientras que
23 a muestras de bebés.

Finalmente, se encontrdé que algunas muestras de un mismo bebé tienen resultados
variables en los tres meses evaluados. Tanto para el gen blaCTX-M-15 como para floR,
se presentaron muestras gque en un inicio eran positivas y luego cambiaron a ser negativas
durante el periodo de estudio, ya sea para el segundo o tercer mes de la toma de muestra,

dando asi un total de 25/132 cambios (15/66; 22,73% - blaCTX-M-15 y 10/66; 15,15% -
floR) (Figura 7).
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a) blaCTX-M-15 b) floR

Sujeto Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Sujeto Muestral  Muestra2  Muestra 3

S1 S20
S2 S21
S3 S11
S4 S8

S5 S15
S6 S17
S7 S2

S8 S5

S9 S31
S10 S7

S11 S24
S12 S13
S13 S22
S14 S9

S15 S1

S16 S3

S17 S25
S18 S12
S19 S19
S20 S14
S21 S6

S22 S26
S23 S18
S24 S4

S25 S32
S26 S33
S27 S27
S28 S30
S29 S16
S30 S23
S31 S28
S32 S29
S33 S10

Figura 7. Mapa de calor de la presencia de los genes de resistencia en las tres muestras

consecutivas de los bebés (rojo: negativo; verde: positivo) (a) blaCTX-M-15 (b) floR
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8.5.  Concordancia de los genes estudiados en los pares madre-bebé
Se analiz6 la concordancia de los genes de resistencia en los tres periodos de muestreo
para las madres y los bebés. La Tabla 6 muestra concordancia en 15 pares de muestras
madre - bebé positivas y 52 pares de muestras madre - bebé negativas para el gen blaCTX-
M-15. En este sentido, las muestras de madres y bebés coincidieron 67/99 veces (67,68%)

para la presencia del gen blaCTX-M-15.

Por otro lado, el gen floR presenté una concordancia global menor, al presentar 55/99
(55,56%) pares concordantes. Se evidencio 32 pares de muestras madre - bebé positivas

y 23 pares de muestras madre - bebé negativas.

Tabla 6. Concordancia entre la presencia de genes de resistencia en las parejas de las

madres y sus bebés.

madre
blaCTX-M-15 Total
Negativo Positivo
) Negativo 52 16 68
Bebé
Positivo 16 15 31
Total 68 31 99
Totalconcordancia 67 (67,68 %)
madre
floR Total
Negativo Positivo
Negativo
Bebé g 23 21 44
Positivo 23 32 55
Total 46 53 99
Totalconcordancia 55 (55,56 %)

El valor de kappa de concordancia para el gen de resistencia blaCTX-M-15 fue de 0,25 (p
= 0,007). Por lo que, se tuvo un grado de concordancia bajo, pero significativo para la
presencia de este gen en las muestras de madres y sus bebés. Por otro lado, para el gen de
resistencia floR el valor de kappa fue de 0,10 (p = 0,150); lo cual mostrd que no existe
concordancia en la presencia de este gen entre las muestras de madres y sus bebés (Tabla
7) [55].
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Tabla 7. Indice de kappa global de la presencia de los genes de resistencia en las parejas

estudiadas.
~ Concordancia Error
Concordancia Kappa (95% CI) ) A valorp
esperada estandar
blaCTX-M-15 |  67,68% 56,98%  0.249(0.047-0.450) 0,101 2,470 0,007
floR 55,56% 50,39% 0.104 (-0.092 -0.300) 0,100 1,040 0,150

En la Tabla 8 se muestran los valores de kappa para las parejas de muestras analizadas

por cada periodo de estudio, donde se observd que hay una concordancia mayor en el

tercer periodo de muestreo.

Tabla 8. indice de kappa de la presencia de los genes de resistencia en las parejas

estudiadas por cada periodo de muestreo.

blaCTX-M-15

Periodo de Concordancia Error

muestreo Concordancia esperada Kappa estandar z valorp
1 72,73% 6483% 0225 0173 1290 0,098
2 57,58% 53,54% 0,087 0,173 0,500 0,307
3 72,73% 54,18% 0,405 0,171 2,370 0,009

floR

1 51,52% 50,23% 0,026 0,173 0,150 0,441
2 48,48% 51,61% -0,065 0,174 -0,370 0,645
3 66,67% 51,24% 0,316 0,171 1,850 0,032

Por otra parte, se calculé el coeficiente de Spearman para evaluar la correlacion del ratio

de RFU en las parejas madre-bebé, mostrado en la Tabla 9 y en la Figura 8. Se obtuvo

una correlacion ligeramente positiva para ambos genes (s =0,2523 y s =0,0178; blaCTX-

M-15y floR, respectivamente); no obstante, sélo es estadisticamente significativo para el

primer gen (p = 0,0119).
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Tabla 9. Coeficiente de Spearman para evaluar la correlacion de la presencia delos genes

de resistencia blaCTX-M-15 y floR a partir del ratio de fluorescencia emitido por la

reaccion acoplada PCR-CRISPR-Casl12aen las parejas estudiadas.

blaCTX-M-15
Coeficiente de Spearman 0,2523
valor p 0,0119
floR
Coeficiente de Spearman 0,0178
valor p 0,8611
(@) GenblaCTX-M-15
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Figura 8. Gréficas de dispersion de los ratios de fluorescencia resultantes de las muestras

de madres y sus bebés. Nota: el calculo de valores ajustados (linea de tendenciaazul y su

intervalo de confianza) se basa en una regresion lineal, sin embargo, permite observar
graficamente la tendencia. (a) Gen blaCTX-M-15 (b) Gen floR.

32



8.6.  Caracteristicas de los bebés y la concordancia del gen blaCTX-M-15

en los pares madre-bebé
Se evalud la posible relacion de las caracteristicas de los bebés (edad en la primera
muestra, sexo, lactancia, alimentacion complementaria y tipo de parto) con la
concordancia positiva (presencia de los genes estudiadosen ambos sujetos), concordancia
negativa (ausencia de los genes estudiados en ambos sujetos) y discordantes (aquellos

donde no habia concordancia), lo cual se muestra en la Tabla 10.

Se obtuvieron 67/99 pares de muestras concordantes, 15 pares concordantes positivos y
52 pares concordantes negativos. Si bien no se encontraron diferencias significativas en
ninguna de las caracteristicas entre parejas madre-bebé con presencia del gen blaCTX-M-
15 comparado con las parejas madre-bebé sin la presencia de los genes; se not6 un valor

de p marginalmente significativo (p = 0,061) para la variable lactancia.

A pesar de ello, se mostraron algunas relaciones interesantes sobre la distribucion de la
concordancia positiva y negativa con respecto a las variables analizadas. Por ejemplo, los
bebés que presentaron una concordancia negativa con sus madres fueron, en su mayoria,
bebés de 0-7 meses; mientras que la concordancia positiva sucedid, mayormente, en los
bebés de 8 a 16 meses. En relacién al tipo de parto, el parto vaginal fue el mas frecuente
y no se encontrd una diferencia entre los pares concordantes negativos y los pares
concordante positivos, sin embargo, el tipo de parto vaginal es mas frecuente en aquellos
donde hay discordancia. En el caso del sexo del bebé, se logrd observar que, aquellos
bebés que demostraron concordancia con sus progenitoras (ya sea positiva o negativa)
eran delsexo masculino; mientras que, para el caso de los pares discordantes, mayormente

eran del sexo femenino.
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Tabla 10. Caracteristicas de los bebés segun la concordancia de los genes estudiados en

las 198 muestras analizadas.

blaCTX-M-15
Concordancia | Concordancia No valor
Caracteristicas o ) ) Total
positiva negativa concordancia p*

0 -5 meses 6 (40,00%) 16 (30,77%) 14 (43,75%) 36
Edad 6 - 16 meses 9 (60,00%) 36 (69,23%) 18 (56,25%) 63 0,462

Total 15 52 32 99

Masculino 9 (60%) 28 (53,85%) 14 (43,75%) 51
Sexo Femenino 6 (40%) 24 (46,15%) 18 (56,35%) 48 0,517

Total 15 52 32 99

Si 14 (93,33%) 52 (100%) 32 (100%) 98
Lactancia No 1 (6,67%) 0 0 1 0,152

Total 15 52 32 99

Si 11 (73,33%) 37 (71,15%) 22 (68,75%) 70

Alimentacion
No 4 (26,67%) 15 (28,85%) 10 (31,25%) 29 0,945
comp.
Total 15 52 32 99
Vaginal 5 (71,43%) 22 (73,33%) 24 (92,31%) 51
Tipo de :
Cesarea 2 (28,57%) 8 (26,67%) 2 (7,69%) 12 0,115
parto
Total 7 30 26 63

*El valor de p fue obtenido a partir de la prueba chi cuadrado para todas las variables,
excepto para las variables lactancia y tipo de parto, que se obtuvieron a partir de la prueba

exacta de Fisher.

8.7. Otras caracteristicas relacionadas a la presencia de los genes

estudiados en los bebés

8.7.1.  Consumo de antibidticos en los bebés

Se describid el consumo de antibidticos en los bebés y la presencia de genes blaCTX-M-
15y floR. En donde, 2/3 de los bebés reportaron haber tomado antibiéticos antes o durante
la toma de muestras estudiadas. Asimismo, se observé que los bebés estuvieron expuestos

a antibioticos en mas de una ocasion, siendo 7 (1/22; 4,55%) el nimero maximo de
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ocasiones en las que un bebé ingiri6 antibidticos y 18,18% el porcentaje de bebés
expuestos a 6 ocasiones de consumo de antibidticos en su corta vida. Por otra parte, el
13,64% de los bebés consumieron 4 familias diferentes de antibidticos en el periodo
descrito. En la Figura 9 se exponen estas familias de antibi6ticos y se observa que la

familia a la que mas estuvieron expuestos fue Penicilinas (81,82%).

Figura 9. Gréafica de las familias de antibioticos a los que estuvieron expuestos los bebés

(n = 22) antes o durante la toma de muestras.
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Familia de antibi6ticos

Por otra parte, en la Tabla 11 se observa que el porcentaje de las muestras que resultaron
positivas para blaCTX-M-15 que pertenecian a bebés que consumieron y que no
consumieron antibioticos fueron 31.8% y 30.3%, respectivamente. Por otro lado, se
observd que el porcentaje de las muestras que resultaron positivas para floR que
pertenecian a bebés que consumieron y que no consumieron antibioticos fueron 54.5% y

57.8%, respectivamente.
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Tabla 11. Consumo de antibioticos en los bebes y la presencia de blaCTX-M-15 y floR

en las muestras analizadas (n = 99).

Presencia del gen
blaCTX-M-15 Total
Positivo Negativo
Consumo de Si 21 (31,82%) 45 (68,18%) 66
antibioticos No 10 (30,30%) 23 (69,70%) 33
Total 31 68 99
Presencia del gen
floR Total
Positivo Negativo
Consumo de Si 36 (54,55%) 30 (45,45%) 66
antibidticos No 19 (57,58%) 14 (42,42%) 33
Total 55 44 99

8.7.2.  Habitos de higiene
El estudio madre recopilé algunos datos, referentes a la frecuencia de habitos higiénicos
que presentaron las madres en relacién a algunas de las actividades principales en la
dindmica intrahogar como la preparacion de alimentos, entre otros. La Tabla 12 muestra
que todas las madres afirman lavar las frutasy verduras crudas antes de comerlas y que,

la mayoria indica tener buenos habitos de higiene.

Tabla 12. Frecuencia de los habitos de higiene de las madres

Frecuencia

Habito de higiene Siempre A veces Nunca
Antes de prepararlos alimentos 96,97 % 3,03 % 0
Lavado de Antes de dar de comera su bebe 96,97 % 3,03% 0
manos Después deayudaralhijo a defecar| 96,97 % 3,03% 0
Después deir al bafio 96,97 % 3,03 % 0
Lavado de frutasy Antes de cocinarlas 96,97 % 3,03% 0
verduras Antes de comerlas 100,00 % 0 0
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8.7.3.  Crianza de animales (pollos)
Asimismo, se cuenta con informacién de las familias acerca de la presencia de ciertos
animales en casa, por lo que se pudo evaluar si las familias convivian con pollos y con
cuéntos de estos. Las familias que reportaron tener pollos en casa fueron 8/33. La Tabla
13 muestra la relacion de la crianza de pollos con la presencia de los GRA estudiados, en
donde se muestra que el porcentaje de las muestras positivas para los genes blaCTX-M-
15y floR que pertenecian a bebés en cuyas casas habia presencia de pollos fue similar a

aquellos sin presencia de pollos.

Tabla 13. Crianza de pollos y la presencia de blaCTX-M-15 y floR en las muestras
analizadas (n = 99).

Presencia del gen
blaCTX-M-15 Total
Positivo Negativo
Crianza de Si 9 (37,50%) 15 (62,50%) 24
pollos No 22 (29,33%) 53 (70,67%) 75
Total 31 68 99
Presencia del gen
floR Total
Positivo Negativo
Crianza de Si 14 (58.33%) 10 (41,67%) 24
pollos No 41 (54,67%) 34 (45,33%) 75
Total 55 44 99
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9. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar si existe concordancia entre
la presencia de genes de resistencia a antibiéticos (blaCTX-M-15 y floR) en 3 muestras
consecutivas mensuales de heces de 33 pares de madres y sus bebés menores de 2 afios
con la finalidad de generar evidencia sobre la existencia de una posible transmision
materna-infantil de estos genes en una etapa temprana, basandonos en la presencia de

alguno de estos biomarcadores en las muestras de ambos sujetos de estudio.

9.1. Laprevalencia de floR fue mayor que la de blaCTX-M-15

La presencia del gen floR (53,54% en madres y 55,56% en bebés) fue mayor que la de
blaCTX-M-15 (31,31% en madres y bebes); contrariamente a lo esperado, puesto que, la
incidencia de floR se ha reportado mayormente en animales; mientras que blaCTX-M-15
se encuentra mayormente distribuido en humanos. En el estudiode Ramadan H et al. [56]
se analiz6 la presencia de multiples GRA en muestras provenientes de humanos, carne de
pollo y carne molida, incluyendo a los genes blaCTX-M vy floR, demostrando,
significativamente (p < 0,001), que en la carne de pollo se encontré mayor presencia de
floR (86.9%) con respecto a blaCTX-M (63,9%); mientras que, de las muestras de
humanos reportaron lo contrario, siendo la presencia de blaCTX-M (18,8%) superior a la
defloR (6,3%).

Se ha demostrado que blaCTX-M-15 es uno de los genes de resistencia mas comunes y
con alta prevalencia. Segun el estudio de Mazumder R, et al. [57], la mayoria de los
aislados productores de BLEE analizados albergaban al gen blaCTX-M-15 (55 aislados
que portaban el gen blaCTX-M-15 de 65 E. coli productoras de BLEE; 84,6%).
Curiosamente, en este estudio el gen con mayor prevalencia entre los dos genes

analizados fue floR tanto en las muestras de madre como de bebé.

Se ha reportado la presencia de floR en humanos. Por ejemplo, Lu et al. [44] reportaron
la presencia del gen floR en el 7.01% (23/328) de aislamientos clinicos de K. pneumoniae
provenientes de humanos. Asimismo, Murray et al. [6] encontraron el gen floR en 17/130
genomas de E. coli de pollos y en 5/150 de humanos, lo cual indica que, entre estos dos
grupos estudiados, floR prevalece en animales. Dichos resultados demuestran la

existencia de una baja prevalencia de floR en humanos; es decir, si bien se ha logrado
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encontrar su presencia en muestras humanas, no se encuentra ampliamente distribuido en
este grupo. De acuerdo a los resultados, la prevalencia del gen floR fue mayor al 50% en
ambos miembros de los pares estudiados, por lo que podria ser alarmante la propagacion

de la RAM en humanos a causa de este gen.

9.2. Concordancia de los genes estudiados en los pares madre-bebé
Encontramos una baja concordancia, pero significativa entre madre y bebé en nuestra
investigacion para blaCTX-M-15 (k = 0,25; p = 0,007); mientras que para floR no se
demostr6 una concordancia estadisticamente significativa (k = 0,10; p = 0,150) [55]. Sin
embargo, en el tercer mes se evidencié una concordancia para ambos genes k = 0,40 y k
= 0,32; para blaCTX-M-15 y floR respectivamente, estadisticamente significativa (p <
0,05). Por lo que surge la hip6tesis de una mayor comparticion de estos genes de
resistencia al pasar el tiempo. Estos resultados fueron concordantes con la correlacion
positiva significativa para blaCTX-M-15 (s = 0,2523; p < 0,05) en muestras de madres y
sus bebés y la ausencia de correlacién para el gen floR. Los presentes resultados sugieren
la posibilidad de una transmisién materno-infantil, con mayor fuerza estadistica, para el
gen blaCTX-M-15.

El estudio de Danino D, et al. [58] tuvo como objetivo identificar parejas de madresy sus
bebés (ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal) que alberguen
colonizacion por BLEE de la misma cepa y reportaron que 28/71 (39,4%) neonatos
colonizados eran hijos demadres colonizadas. De estos, 25 pares madre-bebé, incluyendo
2 pares de gemelos, estaban colonizados por la misma cepa bacteriana (11 Klebsiella spp.

y 14 E. coli) haciendo referencia a una transmision materno-infantil [58].

Si bien, la concordancia obtenida, particularmente para el gen blaCTX-M-15 es modesta,
en el presente estudio se quiso explorar, describir y comparar algunas caracteristicas de
los bebés que podrian resultar caracteristicas relacionadas a la concordancia y posible
transmision de estos genes madre-bebé. Probablemente, debido al nimero de sujetos no
se tuvo el poder estadistico suficiente para encontrar diferencias significativas; sin
embargo, analizar estas caracteristicas nos podria dar un indicio de la propagacion de la
RAM intrahogar.
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9.2.1. Tipo de parto y concordancia de blaCTX-M-15 en los pares
madre-bebé

Multiples investigaciones han debatido el impacto del tipo de parto (vaginal o cesarea)
sobre la microbiota del recién nacido. Existen diferencias durante la colonizacion inicial
de la microbiota intestinal de los bebés dependiendo del parto vaginal (predominando
especies como Bifidobacterium 'y Bacteroides), o cesarea (Staphylococcus,
Enterococcus). Sin embargo, se ha reportado que los bebés nacidos por cesarea o via
vaginal fueron colonizados casi por la misma especie bacteriana al cabo de 6 meses [59-
61]. De la misma manera, el enfoque del tipo de parto centrado en la adquisicién de GRA
no ha detectado diferencias significativas. El estudio de Danino et al., a pesar de la
identificacion de la misma cepa en ambos miembros familiares, no logré encontrar
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,4) con respecto al parto vaginal; por lo
que, no lo consideran como factor de transmision de BLEE [58]. Asimismo, Zhang et al.
[62] descartaron en su investigacion la adquisicion de genes de resistencia en neonatos

por medio del parto vaginal.

En la presente investigacion, las muestras de los bebés se encontraban en un rango de
edad entre 0 y 16 meses (es decir, para algunas muestras de bebés ha pasado méas tiempo
desde el parto). A pesar de que no se pudo obtener la informacion del tipo de parto de
todos los bebés, es resaltante que, en los tres casos analizados (concordancia positiva,
concordancia negativa y discordantes), la mayoria de los bebés nacieron por parto
vaginal. Sin embargo, la mayoria de aquellos que nacieron por cesarea pertenecieron a
pares concordantes negativos. No obstante, no se evidenci6 una significancia estadistica
(p = 0,115); por lo que, hay correspondencia con las investigaciones mencionadas
anteriormente sobre la no relacién del tipo de parto del bebé con la concordancia positiva

en la presencia de GRA entre las madres y sus bebés.

9.2.2. Sexo del bebé y concordancia de blaCTX-M-15 en los pares
madre-bebé

Las personas de diferentes sexos tienen diferentes riesgos de sufrir infecciones

bacterianas, por tanto, podrian estar afectados de distinta manera por la RAM [63]. El

estudio de Sosa-Moreno et al. [64] evalud ciertas caracteristicas clinicas de mujeres

embarazadas y lactantes, entre ellas el sexo del bebé. Sin embargo, el analisis de las
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muestras de bebés, en el que reportaron que los hombres tuvieron un mayor niamero de
genes deresistencia antimicrobiana que las mujeres, no fue estadisticamente significativo
(p = 0,06).

Asimismo, en el presente estudio, entre aquellos que presentaron concordancia positiva,
el 60% fueron varones; mientras que, entre aquellas parejas concordantes negativas, los
varones representaron el 53,85%; sin embargo, entre los pares discordantes, la mayoria
pertenecen al género femenino (56,35%). A pesar de ello, no se reporta una relacién
significativa (p > 0,05) entre el sexo del bebé con la concordancia positiva para este gen

en los pares madre-bebé.

9.2.3. Edad del bebé, lactancia y concordancia de blaCTX-M-15 en
los pares madre-bebé

Durante los primeros meses de vida, los bebés se alimentan de leche materna. Zhang, et
al. [62] encontraron que los genes de resistencia en los recién nacidos pueden originarse
a partir del calostro, logrando detectar GRA en el 85,4% del calostro, coincidiendo con
los GRA en las heces de recién nacidos de 3 dias. En contraste, la investigacion de
Nadimpalli, et al. [65] determind que la lactancia materna confiere una proteccion
significativa contra la colonizacion intestinal incidente de los nifios con BLEE-E coli. Por
lo que, sugieren continuar con la lactancia después de los 6 meses de vida. Esta proteccion

puede explicar la poca prevalencia de estos GRA en los bebés menores de este estudio.

En la presente investigacion se clasificaron a los bebés de acuerdo a la edad estimada del
periodo de destete (menores y mayores de 6 meses) y se observd que, de los pares
concordantes positivos, fueron los bebés menores de 6 meses quienes representaron la
menor proporcion (40,00%). A pesar del amplio rango de edad, la mayoria de los nifios
todavia lactaban, y probablemente debido a esta falta de variabilidad; no se encontrd
diferencias significativas en relacion a la lactancia materna sobre la concordancia positiva
en la presencia deambos genes (p = 0,152). Por ende, seria interesante seguir investigando

la variable lactancia y su relacion con la concordancia de ARGs entre madres y sus bebés.
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9.2.4. Edad del bebé, alimentacion complementaria y concordancia
de blaCTX-M-15 en los pares madre-bebé

Cuando el bebé deja de recibir lactancia materna y empieza a recibir alimentacion
complementaria, la microbiota de este mismo suele parecerse mas a la de la madre a cabo
de los 3 afios de edad [66]. Esto se debe al aumento de la ingesta de macromoléculas
como proteinas, carbohidratos, lipidos y fibras. En un ensayo de control aleatorio, Qasem
et al. [67] demostraron que la introduccion de alimentos sélidos condujo a un aumento en
la diversidad de la microbiota intestinal. Por otra parte, la presencia de bacterias
relacionadas a la leche materna como Bifidobacterium y Lactobacillaceae se reduce,
mientras que en el destete aparecen bacterias como Bacteroides y Ruminococcus, que son

capaces de fermentar y digerir los nutrientes mas complejos [60, 68].

Este patron de alimentacion se ve alterado conforme la edad del bebé aumenta. Ademas,
si bien el impacto de la edad no era estadisticamente significativo en el presente estudio,
se muestra una mayor proporcién de pares concordantes positivos en los bebés mayores
de 6 meses con respecto a los menores. En los tres grupos analizados, la mayoria de los
bebés recibian alimentaciobn complementaria (73,33%, 71,15% y 68,75%,
respectivamente). Sin embargo, al realizar el analisis estadistico, se obtuvo un valor p =
0,954; por ende, se rechaza una posible relacién entre la alimentacion complementaria
por parte del bebé con una concordancia positiva entre la presencia de este gen en el par
madre - bebé.

9.3.  Presencia simultanea de ambos genes
En la presente investigacion, se reporta la presencia de ambos genes de resistencia

simultaneamente en una misma muestra; y esto sucedio en 44/198 casos (22,22%).

Recientemente, se ha reportado la presencia de especies de BLEE en simultaneo con floR
en el ADN de las muestras [69-71]. En la investigacion de Yuan D, et al. [69] tomaron
Pasteurella aerogenes aislada de muestras deaves de corral y, en la secuencia del genoma
SF190908, identificaron cuatro grupos de genes de resistencia a antibidticos, uno de los
cuales contenia el gen blaVEB (BLEE); ademas de un plasmido (P)RCADO0752PA-1) que

contenia el gen floR.

42



Asimismo, se ha reportado mas especificamente la presencia simultanea de blaCTX-My
floR [70, 71]. Se ha postulado que los bacteriéfagos también estarian involucrados en la
propagacion de genes de resistencia, por lo que, al comparar la abundancia de estos en
ADN plasmidico y del bacteriéfago proveniente de muestras fecales de pollo, se encontré
la presencia de doce genes deresistencia a antibioticos, entre ellos, blaCTX-M y floR [70].
Por otra parte, al analizar muestras fecales de gansos, se report6 un aislado que albergaba
el plasmido pZPK-H5 con los genes blaCTX-M-1y floR [71].

Los estudios anteriores reflejan la convivencia blaCTX-M y floR en muestras provenientes
de animales. Sin embargo, a pesar de que blaCTX-M-15 ha demostrado alta prevalencia
en humanos, no se ha encontrado una amplia evidencia de la coexistencia entre blaCTX-
My floR en muestras provenientes de humanos. El estudio de Wu, et al., notificaron un
caso de coexistencia entre blaCTX-M y floR en una cepa de K. pneumoniae
extremadamente resistente (LSK16), perteneciente a un paciente varén de 73 afios

hospitalizado en el Hospital Central de Lishui en China [72].

Como se menciond anteriormente, este estudio evidencid la coexistencia de estos genes
deresistencia en muestras tanto de madres como de bebés. Aunque su presencia se reporto
solo en el 22.22% de los casos, este hallazgo es un indicativo alarmante que sugiere la
necesidad de un seguimiento mas exhaustivo y de continuar investigando la dindmica de

estos y otros genes de resistencia antimicrobiana (RAM).

9.4. Variabilidad de la presencia de los genes estudiados en las muestras

de bebés
Reportamos que, en 25/132 oportunidades, hubo una variacion en la presencia de los
genes de resistencia en los bebés, cambiando de positivo a negativo. Estos cambios se
mostraron mas en blaCTX-M-15 (22,73%) que en floR (15,15%). Asimismo, la Figura 6
permite observar que el gen floR fue mas prevalente en el tiempo, mientras que los
patrones de aparicion del gen blaCTX-M-15 fueron méas efimeros. A continuacion,

mencionamos las posibles razones de ello.

Los resultados presentados mostraron que el patrén de aparicion de blaCTX-M-15 en las

muestras de bebés solian ser mas efimeras; mientras que floR fue mas prevalente en el
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tiempo. Esta diferencia podria estar relacionada al tipo de bacteria en donde se alberga
cada uno de los genes, independientemente. En este grupo de nifios, se ha reportado la
presencia de E. coli enterotoxica (ETEC) [73]. Asimismo, la investigacion de Park et al.
[74] en Corea, encontro que todos los aislados E. coli entero agregativa (EAEC) portaban
el gen blaCTX-M-14 y todos los aislados ETEC el gen blaCTX-M-15. Asimismo, se ha
visto que la duracion media de eliminacion de ETEC ha sido 10.6 dias (mostrando un
rango deentre 1 a 37 dias), independientementesi los bebés estudiadostuvieron episodios
de diarrea 0 no [73]. Esto podria sugerir que las bacterias que albergan este gen de
resistencia fueron eliminadas de la microbiota en un periodo de tiempo relativamente
corto con respecto a las siguientes tomas de muestra. De esta manera, se sugiere que, Si
bien ambos genes han sido encontrados en cepas de E. coli [6, 31, 32, 40-42], puede ser
que blaCTX-M-15 tiendaa encontrarse mas en E. coli patogénica, mientras que floR en
E. coli y otras bacterias comensales, por lo que ésta Gltima permaneceria mas tiempo en
la microbiota intestinal de los bebés.

Otra posible explicacion a la aparicion y desaparicion de estos genes (blaCTX-M-15 y
floR) entre periodos de muestreo consecutivos se basa en la falta de transferencia
horizontal de estos genes entre las bacterias de la microbiota. En general, se cree que los
genes de resistencia han evolucionado gradualmente a partir de genes con otras funciones
[75]. A partir de este gen cromosomico inmovil, normalmente hay una evolucién gradual
que conduce a la resistencia adquirida en un patdgeno, donde el gen debe reubicarse en
un elemento que pueda moverse de forma auténoma entre las células, como un plasmido
[76]. Entonces, puede que en el momento del muestreo el gen de resistencia no se haya
encontrado en un plasmido capaz de movilizarse hacia otra bacteria y continuar con el

fendmeno de resistencia adquirida.

9.5. Otras caracteristicas relacionadas a la presencia de los genes
estudiados en los bebés

9.5.1. Consumo de antibidticos de los bebés
El uso excesivo de antibidticos genera cambios en el microbioma, lo que lo convierte en
un reservorio de bacterias portadoras de GRA [5]. El estudio de Kalter et al. [9] determind

que el uso deantibidtico por parte delos nifios en los 3 meses anteriores aumento el riesgo
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de ser portadores de E. coli resistente a la ampicilina, y el uso de sulfamidas mostré una
relacion dosis-respuesta con la resistencia al sulfametoxazol. Esto se torna relevante en
este estudio debido a la presencia de muestras de bebés positivas para los genes de
resistencia estudiados en bebés que consumieron antibidticos antes o dentro del periodo

del presente estudio..

Por otro lado, en otros estudios, se ha reportado que el uso de antibidticos por parte de los
miembros de la familia aumento el riesgo de resistencia en los bebés; probablemente
provocado por una contaminacién del hogar con bacterias resistentes [9, 11]. Esto podria
relacionarse con aquellas muestras positivas pertenecientes a bebés que no estuvieron
expuestos a antibidticos hasta el momento de la toma de muestra. Asimismo, en ese caso

se podria inferir que estos GRA se adquirieron mediante otro factor.

En Perd, los antibidticos se pueden adquirir sin receta médica [9], es por ello es necesario
que se conozcan las consecuencias del uso indiscriminado de antibi6ticos. Ademas,
reducir su uso en nifios y miembros familiares podria ser una medida de proteccion

importante.

9.5.2.  Habitos de higiene
Un estudio en Pert evidencio que cepas de E. coli cultivadas de las manos de las madres
fueron mas frecuentemente resistentes a la ampicilina, sulfametoxazol y ciprofloxacino
en Chincha [9]. Asimismo, Carvalho et al. [19] demostrd que aquellas madres portadoras
que tenian un lavado de manos solamente ocasional se relacionaron con la presencia de
blaCTX-M-15 o blaNDM en muestras fecales de sus bebés. Por lo que, los habitos de

higiene tienen un rol importante en la prevencion de la adquisicién de GRA.

En este estudio, se observa que la mayoria de las madres reportan tener buenos hébitos
de higiene en relacion al lavado de manos y de alimentos. Por otro lado, la edad promedio
delos bebés estudiadosfuede 7 meses, edad en la cual estos comienzan a tener una mayor
movilidad (por ejemplo: gateary jugar), entrando asi en mayor contacto con su entorno
y, exponiéndose a una posible adquisicion de GRA, en casos de hogares con saneamiento

bésico deficiente.
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Cabe destacar que, al ser un tema de higiene personal, es dificil de corroborar la veracidad

de las respuestas brindadas.

9.5.3.  Crianza de animales (pollos)
Se ha descrito anteriormente la presencia de GRA en aves de corral [6, 29, 30, 37, 40],
principalmente para el gen floR. En este sentido, se analizd la crianza de pollos como
portadores de GRA, puesto que son animales de consumo habitual y de crianza para

algunos hogares.

El uso de antibidticos en la crianza de pollos es un punto critico en la adquisicién de GRA
para estos mismos y su entorno. Se ha evidenciado que el florfenicol se emplea con fines
terapéuticos [39] y como promotor del crecimiento, y esta disponible en varias premezclas
dealimentos comerciales, lo cual se harelacionado con la presencia del gen floR en pollos
[6]. Otro estudio, reporté que la portacién de E. coli resistente a farmacos en gallinas de

mercado fue significativamente mayor que en las gallinas domésticas [9].

En la presente investigacion se tuvieron pocos hogares con presencia de pollos; y el
porcentaje de muestras de bebés que resultaron positivas tanto en hogares con crianza y
sin crianza fue similar. Sin embargo, no se reportd informacion referente de los cuidados
en la crianza de los pollos, es decir, si es que fueron tratados de manera doméstica o para
fines de produccion avicola; por ende, no se conoce el estado de uso de antibidticos en
estos. Por lo que, con la informacion disponible, no se pudo establecer una relacion entre
la crianza de pollos en el hogar y la presencia de los GRA estudiados en las muestras de

los bebés.
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10.

CONCLUSIONES

El presente estudio logré identificar la presencia de genes de resistencia (blaCTX-
M-15y floR) en las muestras fecales de las madres y sus bebés menores de 2 afios;
siendo floR el gen méas prevalente (55,56% en bebés y 53,54% en madres);
mientras que para blaCTX-M-15 la prevalencia fue menor (31,31% para ambos

sujetos estudiados).

. Asimismo, se determind una concordancia ligeramente positiva entre la presencia

del gen blaCTX-M-15 en muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2
afios (p = 0,007). En el caso del gen floR, no se identificé una concordancia

significativa (p = 0,150).

. Se establecieron las caracteristicas de los bebés relacionadas a la concordancia de

blaCTX-M-15 (tipo de parto, sexo, edad, lactancia, alimentacion
complementaria), sin embargo, no se asocio significativamente con ningunade las

caracteristicas analizadas (valor de p > 0,05; en todos los casos).

a7



11. FORTALEZAS

El presente estudio evalu6 la presencia de 2 GRA en muestras de heces pareadas de
madres y sus bebeés, con el fin de determinar una posible concordancia. La principal
fortaleza de la investigacion ha sido el emparejamiento de muestras de heces de madres

y sus bebés durante 3 meses continuos.

Por otra parte, debido a que se tuvo disponible informacién de ciertas caracteristicas
relacionadas al bebé como el tipo de parto, sexo, patron de alimentacién y la edad, se
pudo realizar un analisis estadistico para evidenciar una posible relacién con la
concordancia de la presencia de los GRA estudiados en los pares de madre-bebé y, de
esta manera, realizar un analisis mas completo del perfil de estos sujetos ante blaCTX-M-
15y floR.

Finalmente, consideramos que la deteccion de los genes de resistencia antimicrobiana
blaCTX-M-15y floR por medio de la técnica CRISPR Cas12a es un método eficaz debido
a su alta sensibilidad, especificidad y rapidez, a comparacion de otras técnicas de
deteccion, ademas de su capacidad de brindar datos cualitativos y cuantitativos. Todo ello

siendo (til en la vigilancia epidemiol6gica para controlar la propagacion de la RAM.
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12.  LIMITACIONESY RECOMENDACIONES

Durante esta investigacion, si bien se realizé el emparejamiento de las muestras de madres
y sus bebés, no se tuvo acceso a las posibles colonias involucradas en la transferencia de
genes para ambos sujetos de estudio, lo cual pudo haber complementado la informacién
de la microbiota intestinal que pueden compartir las madres y sus bebés Por ende, se
recomienda realizar secuenciamiento de ADN y genotipificacion delos GRA para obtener

una vision mas profunda del panorama.

Por otra parte, las muestras utilizadas fueron parte de un estudio madre, especificamente
muestras recolectadas entre 2016 y 2019; por lo que, a pesar de considerarse
medianamente antiguas, no desencadend mayores inconvenientes para el objetivo de esta
investigacion. No obstante, hubiera sido ideal obtener muestras mas recientes para evaluar

las prevalencias actuales de blaCTX-M-15 y floR en la poblacion estudiada.

Asimismo, se reconoce que es complicado la recoleccion de muestras de heces en la
poblacion debido a una incomodidad y vergienza de por medio. Es por ello, que se
complico obtener un seguimiento mensual a largo plazo. Por ejemplo, hubo madres de las
cuales se tenian muestras de dos meses consecutivos, pero no se contaba con la muestra
del tercer mes; por lo que, los pares en cuestion fueron descartados para el estudio. De
esta manera, se recomienda realizar un seguimiento con un disefio mas apropiado con
respecto a la incidencia acumulada de los GRA en los sujetos de estudio con el fin de

comprender mejor las fluctuaciones en la microbiota intestinal materna y de sus lactantes.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha socio econdmica extraida del estudio madre
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oz Algulada

03 Prestads

D= Cedida

1H] Abjarmienio

0& Guard anila

a7 Inyvasn

o= Ofro:

BE Ho sabs= J no responds

E-2 | Ar=a ioial del hogar

rstrucriomes:

Exscriha &f nomero de medres cusorades de A
viwienoia

Margqoe oo ure Circls 8O: sf o sRbe S o
MERDONE.

BE I NINR

E-1 | Area t=chada

frstrucciomes:

Escrihg & nemenn OF melres cUdorades o A3
parte d=chada o Ay wiviends.

Mergqoe oo e Circwhs 88: =i o sebe o
FERDoReE.

BE I NENR

E-4 | Nimero total e habitsclones

Irestrucciomes.

Excriba of romeno de habisciones an A
wivienda, nciuyenca saha, cocing, Cowmedor,
[l

Excriba &5 5l ro sabe J ne responde.

haktitaclones

E-S | MOmero de venbanas

Irestrucciomes.

Exzcrihg & nemeno g8 vERianas aiem v
SdEnirm Oe g vivisnda.

Excriha &5 =l no sabe /oo responde.

venianas

E-B MOrers de pusras

frstrucciomes:

Escriha &f romero de poernas shuers ¥
Fde=niro de ia vivienda.
Escriha & 5! po sabe J po responde.

puEfas

E-7 | Mimero de baflos

Irestrucciomes.
Excriba &f romeno de 5aflos &n i videnda.
Excriha &5 =l no sabe /oo responde.

baflos

Codign del participante:
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Materales de construcehin

Respusstas

Wersiin 3: DEMow2015

Yalor

instrrcolones; Manqus oon o OrTuo A3 fESpUS ST CoTEChE OF CaOd preguivEa, Foreqistee e puntale 2n ke 0Ema

codmnd. Slela parficipanie o sabe o O responde, =sciba {187

o1 Parmens
a2 Esferas
k] Calamina
s El=mil

£g | £Cudl es el material precominante de as Fdstion

i=Chao? 05 Cartdn

o7 Concretlo
o8 KMadera
a3 Cero
BE Mo sabe | no respondes
o1 Tierm
oz ArERE
k] Ripka
= Falso Plso

£z ;i:? £s &l maberial predominante: ded s Madera
1] Cemeniln
ar Loselas
k| Cem
BE Mo sabe | no respondes

CodiFo del particpante:
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Parte F. Agua, saneamiento, e higiene

Warsiin 3: OBNow2I 1S

Agua

| Reapusatas

Valor

Insrecolones; Mangue Con oe omulo A FEEpUeSTE CoTELTa OF CaOE pregonda, o repisiie af valor an As ma Lodnmag.

&/ eila parficipands N0 sa&e O No responce, SroRba SROLT

2 GuE fusnte de agus abastece su
vivisnda?

m R, Arequis, guebrada

1] Apua de Lluvia

o3 Flin, Tave Fobllca

02 Camidn Clsiema

1] Jalkxda del vecno

06 Regalsda

o7 Paozo

o= Comex. Intresdomicliana (24 horas)

Comey. inirsdomicllara (<34

F-2 | ;Cudinboes caflcs Fay =n su vvi=ndaT

a3 horas)

10 Comex. Extradomiciiaria

11 Crtree

] Mo sabe § no responde
ImsruCCiomes.

Ezpriba & rumen fofai de grifos swiidores Je
SOUE COETENVOS QuE DEne &0 S vhviEnga.

Exscriba 85 5! ne sabe J no responde. cafles
Ourante loc 0RIMos dos meces: E::?bcnrﬂ?:j;:m o= oVas Que N b
F-3 ;-DL:J::H:.H weoeEs = han coriado & - ]
Bgua: Escriha &8 5 no sabe /e responos, s
o1 Agua amacenada e O
1 Comprar agus comencial
a3 Rio, Arsquis, guebrads
Cusndo hay un ooris del carelolo da D& AQua de Lluva
agua:
05 Flan, lave Flkdlica
;D didmde oonspues sbashecerne de
F-4 | agua? 06 Camildn Clsiema
T
[InStUCCiones: TaRICINe fodas s T Jaiada del vecino
Espussias Que apliguen) o8 Regalada
o3 Pozn
id Crtroc
EE] MurCa = fan comado & agus
Frestrucchomes:
F-g JCuAnbcs redplentss usa =n ofal para | Escriba & romeno fofai ge rechEnies &0 g
almacsnar = sgua’ casa.
reciplenf=s

Expriha & ) po sabe # po responde.

Codigo del particpante:
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‘Wersiin 3: DBMow2I 1S

I siruCriemes:

Escrba & nivmens ge cachs Spe de necjpi=nfe
gue hay er A vivienoa

Sing hay, eRorile 0 e 6% cudaiios

FEa Fazo
&b Faza
F=&i Tangue
F-&d Climdros
g & Gid s de reciplenbes. hay, ¥ F-5 Eidones
ouantos?
& Ealdes
F&q Tinas
F-&h Gaaloneras
F-& Tlas
5] Tackos
F-Ek Crtrx
£.q | #H@ce usied 2igo para =ner agua i Hi
' mpla ¥ saludable pam b=her? 1 |
a1 Hervir
= ia respuesis de pregunta F-7 a5 15T oz Afiadir kejlaiciono
- I.':.1'I: - i -
F-8 ; Qué hace usied parn lener agua a3 Defara asen@rsedimenaeion
mpla ¥ saludable pam b=her? oL Usar un fiito de agus
as Ot

Codgige del particpante:
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Sarviclos higlénicos

Respusstas

Wersiin 3: DBNow20S
Valor

insrrcoiones; Eifa i respoesia Domedta, ¥ regisine & viador en fa ditma columine.
o el parficipands no sabe O no respondes ssoniba o Mamgue Con un cincolo 0.7

o1 Campo Ablerio
oz Rio
o2 Oiros
[ Eho
oS Fozo cl=go
F-2 | iCdmo elimina las excretas?
o= Letrina compariida
or Letrina Propda
o= Desague Infradomicllano
o Desague extradomiclliano
g [] Oinax
oo Humca
F-1D Con que frecuenchs: o Raramere
SUshed usa papel higénioo? oz A e
o2 S mpne
o Campo ablerio
oz Susman
o Entemran
44 | cDinde slimina la basura o resduss -
F- sdildos de su cxsa’ o Rios
oS Contenedores de basura
5.3 Camidn recolector de basura
or Ot
(s} Fara & baflo
oz Fara lavar la ropa
En SU CHsa: -
;Cudles mon los usos de ks aguas oz Fara lavar | caza
cervidasT
F-12 [uX3 Fara regar las plantas
[hnstrucclome 5 seleccione foolas Aas oS Fara regar la calls
MESpUsias guE apiipuen)
[n3 Cotnox
A Mo hiay otro uso de aguas s=nddas
o Comey. Desagues Intradomiciiaria
Er_ U CALE oz Comey. Desagues extradomicilano
p-q3 | &=udl es el desiing fnal de las aguas
= | zarvidas T o3 Campo ablerio
[Hrar = agua a la call= o al ooral)
[nX3 Oinax

Codigo del participante:
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‘Werskin 3: DEMow201S

Higlana Reapusstas Valor

Instnrcoiones: Manquas con e STk A respoe sty covmecia de cacks pregeania, woregiire o vakor & b avima codomna.
Farg pregunita F14, fambsken sscréa &y manca o) progiucho & e apiica
Los siguienfes preganifas &n ssfie modoio son relacionados al uso gel pmauche sspecificac &n F-14.

oo Hads
F1q | QW Droducta se usa para Impiar o Jabdn
I35 FEan0s oon mas frecuencla? oz Lejlaicions
o2 O
oo M umCa
Con que frecusncka: o Baramerns=
F-15 | ;Be lava las mancs anies de
preparar alimentos? oz Aweres
o S hempne
oo M umCa
Con que frecusnca: [x} ] Raramenb=
F-1& | i 3e lava las manos anles de dar de
Cormsr & s bebeT oz A veren
o S hempene
oo HumCs
Con que frecuencha: [ug| Raramenss
F-17 | ;i Be lava las mancs despuls de
ayudar a su hilo & defecar? oz A veren
[nE] Slhempre
oo M umCa
Con que frecusncs: o Rarameni=
F-18 | ;3= |3 |las mancs despuls de ir a
taflo? oz Averss
o S hempne
Preparackin de la cemlda Respusstas Valor

insrrcciones: Efa s respoesia cowmedcta, ¥ regisie & viaioren @ difma columsg.
&l eila parficipands no sabe O no responce S5onita o Mamue ooa un cincoio 5007

o Agua del calia
_gm | SUE Tp0 OE 3QU3 B USA para - :
F-159 e oz Agua fratads § clorads
3 MA& (no prepara allmenbos)
oo HurCa
Con gue frecusncia:
Fap | £L2Va 12 frutas y verduras de o1 Raramens
o0 nl:um-:l onado ankes de senvirias o oz P—
Cormerias?
o2 Sh=mpne

Codigo del participante:
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Werskin 3: DENoWID S

oo Humca
Con que frecuencha: o1 Raramers=
F-21 | iLawva las frulas y verdaas anbes de
pooinariss T oz A vepes
[N Sl=mpre
o Agua g=l calflo
F-22 -F-;_I;f :.'ﬁrj;h:j{a usa para lavar (s oz Agua rabada | clorada
-] HA 0 mo lava s frubas y vendunas
oo Hurca
Con gue frecusncia: [u}] Baramers=
F-23 | :Lawva usied oo sarviclos [plabos
oubberins ) decpude de usanos? EF A veres
[N El=mpre
oo Mo
; Hay reciplents para pesndar los
ST b = o1 Reciplents 1in apa
oz Reciplent: con pa
oo Humca
Con que frecuencha: [ug| Raramerss=
F-25 | ;Llawa usied koo servickos (plakos y
oubberins) anisc de wsarisesT K Averss
[nE El=mpre
o Agua o=l caflo
F-2f gffﬁ:i::g;ﬁ;fa para [avar e Agua fratada | ciorada
k=

MH& om0 lava s frukas 3 verdunas

Cod go del particpanke:

65
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Parte G. Responsabilidades en casa

Wersidn 3: 0BMow2D1S

F'I'Epﬂn!ulﬂ-n de comilda FI;E:BpuE:HIE:B Valor
Instrucoiones; ENa Ja rmspuests Cometa, ¥ regisine & vaior en g 0itma columng.
&) eile parficipands no sade o no responchs, 25omiba o Mamue oon un circolo 0.7
o1 Mercado
o2 Comedor popular
Usuaimente: 03 Resturarses
-1 | ;Dande compra sus allmentos par
preparsr comida’ oL Amboulant=s
a5 Crnee
BE Hio sabe § no responce
oo Mads
o1 Uina wez
L|5IJHII11I:11|:E: u: Dn5 Vs
E-2 | i Cudnbxs veres cocina wsted duranie
= dia? o3 Tres veoes
Ds Cuatn: ¥eces o s
BE Hio sabe § no responce
Culdado del nifio Respussias Wabor

insrucoiones: ENg i respue sty CovTECTE, ¥ repisine & vaior en i 0itma columing.

S pUSTE ESO00Er FESDUESTES mninke s,

&l eila pariicipands no sabe O No FEsponce, S5CRE O Wamgue con un circols 13,7

Frecusnbemenie,

Qulénies) se hace(n) cangs del
ruldsdo del nific gue =std parbciparco
En &l eshedo?

o1 Kadre del piflo

oz Padre del nific

o3 Abhueia dei mifla

o< Hermano/s dei niflc

0s Tioia died nifla

o0& Primoda del nifio

a7 VeCino'a

08 O

1] Ho sabe / no responde

Codigo del participante:
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Werskhn 3: DEMowZ 1S
Parte H. Observaciones del entrevistador

Orden y lmpleza de |a casa Respussias Valor

instrooiones: No pragunfe, oip regisie s obsarvachin ol snmeviaiador.
5 rsfed B0 pusdE FESDONgEr 3 SiURe Drepunia GO Re poder oOSErYST, Ssonng o7

] Ho Gene venianaes
01 Hay venfanas ablerfas

H-1 LA cass tene busna ventiscinT o Hay ventanasicontravenianas oe

B vidrio o maders

55 N $& pudo olssmear
oo Ho

H-2 Hay orden enla casa’T 01 ]|
53 Mo s pudo olserear
oo Ho

H-3 Hay rops de CaTe suciaT 01 ]|
53 Mo s pudo olserear
oo M

~ zHay pressnda de heces de

H-4 animales demin de by casa’ a1 =l
55 N $& pudo olssmear
oo M

tHa esencla de materiales de
Heg | ST TR E
construocian?
55 N $& pudo olssmear
Limplaza de mlembras de La familila Reapuesias Valor

insrrcoiones: Mo pregunie, soio repisine o obsenvacdn 4ol sninevisador.
= Ushed no pusde RESpONDET 4 SIQURE preQuUnia por Re poder oDsErvaY, EsonDa 0.7

0o Mo
H-& sMiadreiparticipanie con ropa suda” 01 21
53 Ho 3= pudo obasrear
0o Ho
H-7 | ;Miffars) oon ropa suda’ o1 Bl
33 MO 32 pudo obesrvar
Prasancla m;:za;t:ar rosdoras Respusatas —

insrrcoiones: Mo pregunie, soio repisine o observackdn 4ol sninevisador.
=) uzhed no puede FESpONOET 4 SigURE Drepunia por Ro poder o0seErvaY, esonba 09T

H-1 | Pericotes 01 Mo | |_| |_

12

CociEo del particioante:
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Werskin 3: DBMowais

o1 Bl
oo Mo
H-2 Ratas
01 Bl
0o Mo
H-3 Cucarachas
01 Bl
oo Mo
H-4 Moscas
o1 =
oo Mo
H-= | Arafias
o1 =
oo Mo
H-& | Mosguitos
o1 Bl
oo Mo
H-7 | o
o1 Bl
Parte |. Animales
Respuastas
Animales an cass
Cantidad Comal | Libre

Instrrcoiones: En fos espackos o= las Jfimas fres colmnas, esoiba ef ndwens de cada fpo de animai gue hay =n @

iviends, yIlvege Coanios hay en ooiTal i cuanncs ey e

& D hay, gdele &) eSEECio vacio.

Paolios, galinas, gallos

-z Permos

-2 Galos

(] Cuyes

= Cranchos

= | Pavos

Fr ComEjces

(-] Patos

= | Palomas

FO | Pericos, loms
11 Moniss

FiZ | Owvelas, cabras
F13 | Torbugas u oo rept

Codigo del participante:
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Warsiin 3: OEMoE2I1S

Parte ). Seguridad alimentaria del hogar (HFIAS)

Seguridad allmentarla Valor

Instrvcolones: En esta pate, i35 oociones e respwestas son s mismas para cadd pregunia. Lea las frases gue
desrriben far evperencims de fa femile con reopecio g i@ for almeios p el comer Loego sscrta A Respoesta Qe
FEpresEnty con Qué fFecuencls 5= ha sentido de £si maners, duranfe ey ditimas cuatro semanas.

Las mmhﬂ. ety
3 — Rara ver o rdngana ver fmenos o= T dia)
a1 — Pocas veoes (1 — 2 dhas)

a2 — Algunas veoes fenne 310 veres)
33 — Can recuencis fmds d= 70 veces)

80 — Mo sabe oo Esponde

En las dimas suairo csmanas:
J=1 £Con que frecusncls s= preoDupd gue =n Su hogar no hoblsrs
cufizlsniss alimantos?

En las dimas suairo csmanas:

LCon gque frecusncls ust=d o algdn mi=smbn de 3 samila ko puds
somar log Hpos da alimantos preferidos debico 3 13 falts de
MECursos

-2

En las dimas suairo csmanas:

£Con que frecusncla usied o algin miembno de & familla o gue
comer una varisdad Bmitada de allmsnios d=bido 3 la %k d=
recursos para obiener obos. allmenhos?

-3

En las Aiimac suatro cemanas:

zCom que frecuencis usied o algin miembro de & fSamilla o gue
comer allmenics gus realmants no decaaba debids a ka Talia de
rECUrsos pars obtensr otms allmentos?

En las Aiimac suatro cemanas:

zCom que frecuencis usied o algin miembro de & fSamilla o gue
comer una somilda mas pesquesila que o gos neceskaba porgue mo
halsila suficientes sllmenios?

En las dimas suatro cemanas:

zCom que frecuencis usied o algin miembro de & fSamilla o gue
comer mences cmldas diarias porgue no hiabi sullcentss
alimentos?

En las ditmas suairo semanas: ; Con gues fecuencla o hubo
J7 | absolutamenis mingon allmants que comer &n su hogar debido 3
Ia falta de recursos para adquidnos?

En las diimas suatro cemanas: ; Con gque Tecuencla wshed o
J-E algdn miemibrs de la farilis e fus & dormie por i moohs aon
feambre porgue no habla suficienfes allmenios?

En las diimas suatro cemanas: ; Con gue Tecuencla wsked o
5 algdm milembro de [ familia == pasd todo & dia cln comear nada
debibdo & gue mo habds saficlentss sllmentos?

Codizo del particpante:

69
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Anexo 2: Protocolo de extraccién de ADN de las muestras de heces de las madres y de sus
hijos segun el fabricante (Fuente: Elaboracién propia)

(@ Las células bacterianas y las de otros patdgenos en las heces se lisan incubando el
homogeneizado de heces a 70°C. (b) EI ADN se lava en 2 centrifugaciones, utilizando 2
tampones para la eliminacion completa de cualquier impureza residual. (¢) Eluciéon del ADN
fuera de la columna hacia el tubo Eppendorf.

*En lugar de 200 uL Buffer ATE se ha utilizado 60 ul de agua libre de nucleasas para obtener
un mejor rendimiento de la extraccion del ADN.

a. Lisis celular

-
i -
\- proteinasa K
imL ®‘
InhibiteEX | » o 1 |
Buffer —— |
9 b - '
7* Centrifugar 1 min 600 ul sobrenadante

> N TN |
- B

Centrifugar 1 min Incubar 70°C, 10 min

b. Precipitacion

Mg a=l@n

o 500 uL ot
Buffer AW1
— ‘&> — I — '
- -
- 3 - .
600 uL lisado a Centrifugar 1 min Descartar filtrado Centrifugar 1 min Descartar filtrado
columna QIAmp
500 uL
Buffer AW2
ik : J
— s —
(L

Descartar filtrado Centrifugar 3 min
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c. Purificacion o elucion

Colocar columna en
nuevo tubo colector

Anexo 3. Set de cebadores para los genes de resistencia blaCTX-M-15 y floR

200 uL v

Buffer ATE*

b —

Incubar T* ambiente, Tmin

Centrifugar 1 min

L= L
b (P )

Medir absorbancia

Gen Set | Tipo Secuencia del Tamafio | Tempera- | Referencia
primer del tura de
producto Anilla-
miento
blaCTX-M-15
1 F GCGCTACAGTA
CAGCGATAA
216 pb 50°C Ramadan
R TTTACCCAGCG
TCAGATTCC
floR
1 F | GCGCAACGGCT
TTCGTCATT
270 pb 58°C Qian
R | GCATCGCCAGT
ATAGCCAAA
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Anexo 4. Mezcla maestra para la PCR

Concentracion Concentracion Rx de 20 pl -
Componentes inicial final Taq Pol in house
Dream Taq 2X 1X -
BufferRPB* 5X 1X 5ul
dNTP (10 nM) 10 nM 0.5nM 0.5 ul
Taq Polimerasa 20 ng/ul 2 ng/ pl 2 ul
Primer F 5uM 0.2 uM 0.8 ul
Primer R 5uM 0.2 uM 0.8 ul
DNA 2ul

*Composicion del buffer: 200 mM Tris-HCI (pH 8.4 25°C), 300 mM KCI, 12 mM MgCI2,
40% trehalose, 40 mM DTT, 0.4 mM EDTA, 1.6 mM dNTP mix

Anexo 5. Componentes y mezcla maestra del complejo Casl2a para el sistema PCR-CRISPR-
Casl2a

Componentes | Concentracion inicial | Concentracion final Volumen 1X Volumen 3X
Casl2a 2 UM 0,1 uM 05 pl 1.5l
ARNCcr 1,3 uM 0,15 uM 1.2 pl 3.6 ul
Sonda 50 uM 2 uM 0.4 pl 1.2l

1x CrB Buffer - - 79 ul 23.7 pl

Total 10 pl 30 ul

Anexo 6. Célculo de la estimacion del indice kappa con respecto al tamafio de muestra [49]

indice de n
kappa (numero de pares de muestras de heces de madres e hijos)
0,3 85
0,4 47
0,5 29
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Anexo 7. Curvas para determinar el tamafio de muestra necesario con una potencia del 80 %
y significancia de 0,05 para la prueba de Spearman [50].

5000

LA

AL

500

——ps1:01
100 _J» .4/ | e pst=02

/
é/éﬁi/ e

—e—ps1=0.7
10 b |
_'________.____.._,_._.--—""'— |—e—ps1=03
| —e—ps1=09
1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 08

Pso

Figure 1a. Curves for finding the required sample size that will yield 80% power for a two-tailed test of a single Spearman coefficient at significance level 0.05, to be used
when the alternative value (ps1) is greater than the null value (ps0). To use the chart. first locate the null value of the SCC along the x-axis. Then, draw a vertical line that
intersects with the sample size curve comesponding to the desired alternative value. Finally, draw a horizontal line from the curve to the y-axis. The point of intersection with
the y-axis is the required sample size.
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Anexo 8. Cartade Aprobacién del proyecto 212020 emitida por CIEI.

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

CONSTANCIA-CIEI-356-33-23

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefialado a continuacion fue
APROBADO por ¢l Comité Institucional de Etica en Investigacion, bajo la categoria de revision
EXENTO. La aprobacion sera informada en la sesion més proxima del comité.

Titulo del Proyecto : “Concordancia de la carga de genes de resistencia a
antibioticos (blaCTX-M-15 y floR) en muestras de heces de
madres y sus nifios menores de 2 afios”

Cadigo SIDISI : 212020

Investigador(a) principal(es) : Faustino Oropeza, Angela Melissa
Rabanal Pazzaglia, Daniela

La aprobacion incluy6 los documentos finales descritos a continuacion:
1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 16 de agosto del 2023.

La APROBACION considera el cumplimiento de los estandares de la Universidad, los lincamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador y la
confidencialidad de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y
normas establecidas. La categoria de EXENTO es otorgado al proyecto por un periodo de cinco
afios en tanto la categoria se mantenga v no existan cambios o desviaciones al protocolo original. El
investigador esta exonerado de presentar un reporte del progreso del estudio por el periodo arriba
descrito y s6lo alcanzara un informe final al término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la
emisi6on del presente documento hasta el 16 de agosto del 2028.

El presente proyecto de investigacion sélo podri iniciarse después de haber obtenido Ia(s)
autorizacion(es) de la(s) institucion(es) donde se ejecutara.

Si aplica, los trdmites para su renovacion deberdn iniciarse por lo menos 30 dias previos a su

vencimiento.
Lima, 17 de agosto de 2023.
y ~/'," / ALD
SN
Dr. Manuel Raal Pérez Martinot
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion

[emr

Av. Honorio Delgado 430
San Martin de Porres

Apartado Postal 4314

319 0000 Anexo 201355

orvei.ciei@oficinas-upch.pe Comité Institucional de
cayetano.edu.pe Etica en Investigacion

74



Anexo 9. Medidas de estadistica descriptiva de la concentracion y calidad del ADN.

Concentracién (ng/pL) Calidad (Abs 260/280)
Rango 53-5735 1,7-2,26
Mediana 98,5 1,97
RIC 109,125 0,0775
P10 20,71 1,95
P90 262,64 2,14

RIC = Rango intercuartilico; P10 = Percentil 10; P90 = Percentil 90
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