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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana (RAM) representa una de las mayores amenazas a la
salud publica en todo el mundo. Es un problema que no solo afecta la salud humana,
sino esta relacionado también con la salud animal y ambiental. En este estudio,
describimos el papel que cumplen los animales y el medio ambiente en la
emergencia de resistencia y como via de transmision de enterobacterias resistentes
a los seres humanos, utilizando el secuenciamiento del genoma completo y
plataformas para anélisis bioinformatico. En el primer capitulo, describimos como
la poca regulacion del uso de antibioticos en la produccion animal puede resultar
en un incremento de la emergencia de RAM. Comparamos Escherichia coli de
pollos y humanos con diferentes niveles de exposicion a la carne de pollo en una
comunidad en las afueras del sur de Lima, Perd. Se obtuvieron 315 aislaron de E.
coli de humanos (n=150) y pollos (n=165), y siendo estos ultimos los que mostraron
las tasas méas altas de fenotipos resistentes a mdaltiples antibioticos. El
secuenciamiento del genoma completo de 118 aislados identificd filogrupos
compartidos entre las poblaciones humana y animal y 604 hits de genes de
resistencia, incluido los genes mcr-1, blacrtx-mss Y blakpc-3. Nuestros hallazgos
sugieren que los aislados de E. coli de los pollos de mercado son una fuente
potencial de resistencia que pueden transmitirse a humanos. En el segundo capitulo,
se tomaron muestras de agua residuales en ambientes hospitalarios y no
hospitalarios en Lima e Iquitos. Un total de 388 enterobacterias fueron obtenidos
de aguas residuales en Lima (n=241) e Iquitos (n=147). Se evidenciaron altos
niveles de resistencia en los aislados de fuentes intrahospitalarias, sin embargo,

también se encontraron niveles altos en los aislados provenientes de ambientes no



hospitalarios. Se selecciond un total de 66 aislados para el secuenciamiento del
genoma completo. Genes de resistencia importantes como blakpc-1, blactxm-ss Y
mcr-1 fueron identificados tanto en enterobacterias de ambientes intrahospitalarios
y hospitalarios. El andlisis filogenético evidencid clusteres entre fuentes
hospitalarias y no hospitalarias. Nuestros resultados sugieren una contribucion
potencial de fuentes de agua intrahospitalarias en términos de diseminacién de

bacterias resistentes o genes de resistencia a ambientes no hospitalarios.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana, enterobacterias, aves, aguas residuales,

Peru



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) represents one of the greatest threats to public
health worldwide. It is a problem that affects human health and is related to animal
and environmental health. In this study, we describe the role of animals and the
environment in the emergence of resistance and as a route of transmission of
resistant Enterobacteriaceae to humans, using whole-genome sequencing and
platforms for bioinformatics analysis. In the first chapter, we describe how the
poorly regulated use of antibiotics in animal production can increase the emergence
of AMR. We compared to chicken and human Escherichia coli with different levels
of exposure to chicken meat in a community on the southern outskirts of Lima,
Peru. 315 E. coli isolates were obtained from humans (n=150) and chickens
(n=165), with chickens showing higher rates of multi-antibiotic resistant
phenotypes. Whole-genome sequencing of 118 isolates identified shared
phylogroups between the human and animal populations and 604 resistance gene
hits, including the mcr-1, blactx-m-s5, and blakec-3 genes. Our findings suggest that
E. coli isolates from market chickens are a potential source of resistance that can be
transmitted to humans. In the second chapter, wastewater samples were taken in the
hospital and non-hospital environments in Lima and Iquitos. 388 enterobacteria
were obtained from wastewater in Lima (n=241) and lquitos (n=147). High levels
of resistance were found in isolates from hospital sources. However, high levels
were also found in isolates from non-hospital environments. A total of 66 isolates
were selected for whole-genome sequencing. Essential resistance genes such as

blakpc-1, blactxm-s5 and mcr-1 were identified in Enterobacteriaceae from both



inpatient and hospital environments. The phylogenetic analysis showed clusters
between hospital and non-hospital sources. Our results suggest a potential
contribution of intrahospital water sources in terms of disseminating resistant

bacteria or resistance genes to non-hospital environments.

Keywords: Antimicrobial resistance, enterobacterias, birds, wastewater, Peru



l. INTRODUCCION GENERAL

La resistencia antimicrobiana (RAM) representa un problema y amenaza para la
salud publica en todo el mundo. Se estiman mas de 700,000 muertes atribuibles a
infecciones por bacterias multidrogo-resistentes (MDR) cada afio, y una proyeccion
de mas de 10 millones de muertes por ano para el 2050 (O’Neill, 2016). Este
problema ya ha sido identificado como una prioridad por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE),
quienes lo reafirmaron en la Asamblea General en 2015 y comprometiéndose a
luchar juntos contra laRAM y colaborar en la implementacion de un Plan de Accidn
Mundial (FAO/OMS/OIE, 2022). La RAM implica la transferencia de genes entre
poblaciones microbianas de humanos, animales y el medio ambiente. Las bacterias
son microorganismos capaces de adquirir genes de resistencia de diversas formas,
lo que reduce la capacidad para prevenir y tratar infecciones (Woolhouse et al.,
2015). El uso de antibidticos genera inevitablemente una presion selectiva sobre las
poblaciones microbianas, principalmente en humanos y animales domeésticos,
aunque también en entornos ambientales (Kolar et al., 2001). Esta presion
promueve de manera activa la movilizacién y transferencia horizontal de genes de
resistencia a antibidticos (ARGs) entre diversas especies bacterianas,
particularmente las patdgenas. Dado que las bacterias y los genes a menudo cruzan
limites de los entornos y las especies, es fundamental comprender y reconocer las
conexiones entre las bacterias de microbiomas humanos, animales y ambientales

(Rousham et al., 2018).



Los seres humanos estan expuestos a bacterias resistentes a los antibioticos a través
del consumo de alimentos, asi como a través del contacto con animales, el medio
ambiente y el contacto de persona a persona (Harbarth, et al., 2015). La presencia
de bacterias resistentes en los alimentos puede deberse al uso de antibidticos durante
la produccidn agricola, a la supervivencia de una cepa de bacterias resistentes a los
antimicrobianos en la cadena alimentaria (a pesar de un uso escaso 0 nulo de
antimicrobianos), a la adicion de bacterias tecnoldgicas (por ejemplo, cultivos
iniciadores, probioticos) que contienen genes de resistencia o a la contaminacion
cruzada con bacterias resistentes durante el procesamiento y la manipulacion de
alimentos (ECDC/EFSA/EMA, 2015; Harbarth, et al., 2015). Estas rutas de
transmision incluyen a los patdgenos comunmente transmitidos por los alimentos,

siento principalmente enteropatégenos como Escherichia coli (Bintsis, 2017).

Las fuentes ambientales son comunmente contaminadas con bacterias fecales
mediante el contacto directo, aumentando las oportunidades para el intercambio de
genes entre bacterias ambientales residentes y bacterias adaptadas al tracto
intestinal. Muchas bacterias intestinales también son conocidas como portadoras de
elementos genéticos (plasmidos, elementos integrativos conjugativos, secuencias
de insercion, transposones o integrones) que pueden facilitar la adquisicion de genes
y su transferencia a patdgenos (Partridge et al., 2018). La contaminacion de aguas
residuales comunitarias y hospitalarias resulta importante, como consecuencia de
una gestion y tratamiento deficiente de desechos humanos y animales, lo que genera
mayores emisiones ambientales de bacterias fecales resistentes al medio ambiente,
incluyendo enterobacterias tales como E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter,

Citrobacter, entre otros. Este problema es mas desafiante en paises como el Perq,



debido a los recursos limitados y de otras necesidades basicas como agua y desaglie

(Nadimpalli et al., 2020), asi como acciones gubernamentales débiles y deficientes.

La vigilancia de RAM ha sido llevada a cabo mediante el uso de diferentes métodos
de laboratorio entre microbiologia tradicional, molecular y el secuenciamiento de
ltima generacion. Las técnicas tradicionales involucran siembra en medios de
cultivos en agar, asi como metodos de macro o micro dilucion (Randall et al., 2013).
Estos métodos son altamente informativos, ya que permiten identificar la resistencia
a diferentes antibidticos; sin embargo, su desempefio es laborioso y consume mucho
tiempo. Existen otros métodos fenotipicos automatizados que también permiten
evaluar los niveles de resistencia, los cuales ofrecen una mayor facilidad en su
desempefio y rapidez en resultados. Sin embargo, los resultados fenotipicos se
relacionan Unicamente con la concentracion de un antibiotico que inhibe el
crecimiento bacteriano en base a un punto de corte establecido, y no da indicacion
acerca de los mecanismos de resistencia que pueden diseminarse a otras bacterias

(Anjum, 2015).

El uso de métodos moleculares ha ido incrementandose con el paso del tiempo
como un complemento para la identificacion de resistencia. EI uso de PCR
convencional, mdltiple o en tiempo real han permitido la identificacion de
diferentes genes de resistencia y el estudio de la emergencia de estos genes en
poblaciones microbianas (Fang et al., 2008; van der Zee et al., 2014). Se han
utilizado también para identificar plasmidos como marcadores epidemiologicos
para el estudio de brotes (Anjum et al., 2013). Sin embargo, estas técnicas estan
limitadas por el gen de resistencia que se busgue, pudiendo no incluir variantes de

este 0 pasar por alto otros no incluidos en el desarrollo de cebadores. Por ello, la



introduccién de métodos de secuenciamiento de Ultima generacién han
incrementado considerablemente la caracterizacion de genes de resistencia
presentes en el genoma bacteriano. La presencia de estos genes en una secuencia
del genoma completo puede ser determinada mediante una comparacién con genes
identificados en una base de datos de libre acceso de disponibilidad publica. Estas
bases de datos albergan miles de secuencias de genes y son actualizados
constantemente, lo que permite identificar y estudiar la emergencia de variantes
alélicas diferentes (Anjum, 2015). Durante los ultimos afios, ha habido una
disminucion de costos y el aumento de la rapidez y confiabilidad de las tecnologias
de secuenciacion. La aceptacion de la secuenciacion del genoma completo (WGS)
por parte de los laboratorios de salud pablica se ha incrementado en los Ultimos
afos, y estos nuevos metodos estan destinados a reemplazar los métodos fenotipicos

tradicionales para la vigilancia de rutina de la RAM (NIHR, 2020).

El Pert, como muchos paises de bajos y medianos ingresos, es particularmente
vulnerable a esta crisis de RAM. Esto es debido principalmente a las limitaciones
en oportunidades de vigilancia y diagndstico oportuno, sumado a una falta de
regulaciones y control sobre el uso de antibioticos en humanos y animales,
hacinamiento en centros de salud, control de higiene insuficiente, y un limitado
acceso a antibidticos de segunda o tercera linea que son regularmente mas costosos
(Nadimpalli et al., 2020; Sulis et al., 2022). En este estudio, describimos mediante
dos capitulos, el papel que cumplen los animales y el medio ambiente en la
emergencia de resistencia y como via de transmision de bacterias resistentes a los
seres humanos. Mediante el uso de microbiologia clasica, secuenciamiento del

genoma completo y plataformas para andlisis bioinformaticos, hemos estudiado



cémo las fuentes ambientales y animales proporcionan un reflejo de la situacion
una importante fuente de bacterias resistentes al humano, complementando asi la

vigilancia de RAM en el Peru.



Il. CAPITULO1

Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli de fuentes humanas y

animales en Lima, Peru



2.1 INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) en patdgenos humanos se ha convertido
en una importante amenaza para la salud mundial (O'Neill, 2014; OMS, 2017b).
Décadas de uso generalizado de antibidticos en la medicina y la agricultura
(Silbergeld et al., 2008) han dado lugar a la aparicion y propagacién de varios
determinantes de resistencia en poblaciones microbianas. En particular, la creciente
demanda de proteina animal ha llevado a una modernizacion de la agricultura,
incluido el uso regular de antibidticos en los piensos para promover el crecimiento
animal ademéas de su uso terapéutico. En dosis bajas pero constantes, los
antibioticos sirven como promotores del crecimiento al reducir los niveles de cepas
patogenas y alterar el microbiota para permitir que el huésped absorba mas
nutrientes (Evans y Wegener, 2003). Esta presion selectiva ha aumentado
drasticamente la tasa de resistencia a varios farmacos en el microbiota de los
animales de granja, incluidos los comensales y patégenos por igual (Woolhouse et
al., 2015; Robinson et al., 2016; Liu et al., 2018; Nadimpalli et al., 2018; Van
Boeckel et al., 2019). Las cepas resistentes pueden transmitirse de animales a
humanos a través del consumo de carne, el contacto directo con los animales y la
exposicion a la escorrentia ambiental (Hoelzer et al., 2017). Ademas, la
transferencia horizontal de genes puede permitir el intercambio rapido de
determinantes de resistencia entre diferentes linajes bacterianos entre huéspedes y
entornos (Marshall y Levy, 2011; Woolhouse et al., 2015). Debido a que la mayoria

de los genes de resistencia a los antibidticos (ARG) se encuentran en bacterias



aisladas tanto de humanos como de animales, la direccion de transferencia de la

mayoria de estos genes y organismos resistentes puede ser dificil de demostrar.

Estudios previos han analizado los fenotipos de resistencia a antibidticos en adultos
sanos en una comunidad periurbana al sur de Lima, encontrando una gran
diversidad y abundancia de genes que codifican la resistencia a los antibioticos
principalmente anfenicoles (Pehrsson et al., 2016). Un estudio reciente en Camboya
compar6 aislados de E. coli de humanos, carne y pescado y encontrd niveles
moderados de resistencia al anfenicol en aislados humanos (Nadimpalli et al.,
2019). Aunque se us6 ampliamente hasta la década de 1980, el cloranfenicol (un
anfenicol) ahora rara vez se prescribe en la medicina humana en Perd y esta
prohibido en la produccién de animales para consumo humano desde 2013. Sin
embargo, el florfenicol (un analogo del tiamfenicol fluorado) se usa ampliamente
en la cria de pollos de engorde terapéuticamente y como promotor del crecimiento
y esta disponible en varias premezclas comerciales de piensos (FAO, 2014). Esto
ha llevado a la hipotesis de que la resistencia al anfenicol en los comensales
humanos no surgio del uso clinico, sino en poblaciones de animales destinados a la
alimentacion debido al uso veterinario extensivo de cloranfenicol, florfenicol y
otros compuestos relacionados. Los pollos, la mayoria de los cuales ahora se
cultivan en sistemas locales de cultivo intensivo, proporcionan la fuente principal
de proteina animal para la poblacion peruana (Grupo del Banco Mundial, 2017). El
consumo promedio per capita se estimé en 49.5 kg en 2018, y hasta 80.5 kg por

persona por afio en la capital de Lima (MINAGRI, 2018).



2.2 OBJETIVO

Hipotetizamos que las précticas actuales en la produccion y manejo de pollo en el
Perd dan como resultado bacterias comensales resistentes que pueden colonizar
potencialmente el intestino humano. Para probar esto, evaluamos la distribucion de
E. coli resistentes y ARGs asociados en pollos de mercado, pollos criados sin
antibioticos (pollos organicos) y personas residentes de una comunidad periurbana

de bajos ingresos en Lima, con diferentes niveles de exposicion a la carne de pollo.



2.3 MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Se visitaron los puestos del mercado local Ovalo Oasis (-12.22, -76.94) en Villa El
Salvador (VES) y Villa Jardin (-12.16, -76.95) en su distrito vecino, San Juan de
Miraflores (SJM) en el sur de Lima, para comprar pollos enteros. Se recolectaron
muestras fecales humanas de la comunidad que rodea el mercado VES. Estos
distritos vecinos comparten caracteristicas demograficas similares y contienen
varios asentamientos urbanos informales (INEI, 2017). Los arreglos de vivienda
informal, la falta de agua corriente y el saneamiento inadecuado en la mayoria de
los hogares hacen que estos sitios sean representativos de los asentamientos
periurbanos en otros paises de ingresos bajos y medianos, que se consideran puntos
criticos para la resistencia a los antimicrobianos (Nadimpalli et al., 2020). También
recolectamos muestras de gallinas ponedoras de una granja organica campestre en

Vegueta (VEG), ubicada aproximadamente a 150 kilometros al norte de Lima.

Muestras

Humanos. Se recolectaron muestras fecales en marzo de 2018 de tres grupos
residentes en la comunidad VES: vendedores de pollos (n = 23) que trabajan en los

mercados donde se compraron pollos, bebés (n = 60) entre uno y 24 meses de un

10



estudio de cohorte en curso en la comunidad y adultos no vendedores (n = 48). Los
individuos y los tutores legales recolectaron heces frescas segun las instrucciones.
Las muestras fecales se tomaron con hisopo y se colocaron viales con medio de
transporte Cary-Blair, se almacenaron a 4°C y se transfirieron al laboratorio para su
posterior procesamiento. Se obtuvo la aprobacidn ética de los Consejos de Revision
Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y la Asociacion Benéfica

Prisma.

Pollos de mercado de crianza convencional. Se compraron 41 pollos enteros
recientemente sacrificados en 14 puestos de mercado de VES y SJM de marzo a
abril de 2018. Los pollos enteros y los puestos de mercado se seleccionaron por
conveniencia. No obtuvimos informacion sobre las condiciones exactas de cria o el
origen de estos pollos. Sin embargo, casi toda la carne de pollo que se vende en
Lima proviene de sistemas de produccion locales convencionales que dependen en
gran medida del uso rutinario de antibidticos como practica estandar de la industria.
Los pollos fueron llevados a laboratorios de campo para la recoleccién de contenido
intestinal. Se colocaron hisopos cloacales e intestinales en tubos estériles con
solucion salina y se transfirieron en refrigeracion y en dos horas al laboratorio para

cultivo bacteriano.

Gallinas ponedoras organicas. En mayo de 2019 se obtuvieron hisopos cloacales
de 20 gallinas ponedoras de la Unica granja organica de corral al aire libre Certified

Humane® (HFAC, 2018) en Lima para tener un conjunto de aislados provenientes

11



de aves de corral criadas sin antibioticos como grupo de comparacion con los pollos
de mercado. Los hisopos cloacales se colocaron en tubos estériles con medio de
transporte Cary-Blair, se almacenaron a 4°C y se trasladaron al laboratorio para su

procesamiento.

Aislamiento. Las muestras se sembraron en CHROMagar Orientation Media
(CHROMagar Microbiology, Paris, Francia) para una rapida diferenciacion e
identificacion presuntiva de E. coli. Hasta 3-5 colonias de color rosa oscuro a rojo
indicadoras de E. coli se volvieron a sembrar en agar MacConkey (Becton
Dickinson, Heidelberg, Alemania) para la confirmacion de la fermentacion de
lactosa y luego se seleccionaron para la confirmacion de la especie con un panel de
perfil bioquimico convencional (Garrity et al., 2005). Los aislados confirmados
como E. coli (n = 315) se incluyeron en el estudio y se almacenaron en caldo de
Tripticasa de Soya (TSB, Becton Dickinson) con glicerol a -20 ° C hasta la

extraccion del ADN.

Pruebas de susceptibilidad a antibioticos. Las pruebas de difusion en disco se
realizaron con los estandares CLSI 2018, utilizando definiciones de susceptible,
intermediay resistente para Enterobacteriaceae (CLSI, 2018). Se utilizaron un total
de 18 antibidticos. La actividad de produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se detectd utilizando la prueba cefotaxima-ceftazidima-
cefepima-aztreonam con amoxicilina con &cido clavulanico, de acuerdo con los

estdndares EUCAST (EUCAST, 2017). Interpretamos la susceptibilidad al
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florfenicol utilizando los puntos de corte CLSI del cloranfenicol, ya que no hay
valores de corte aprobados para E. coli (White et al., 2000; CLSI, 2018). Un aislado
de farmaco multirresistente se definié como el que expresaba resistencia fenotipica

a tres 0 mas clases de antibidticos (Magiorakos et al., 2012).

Extraccion de ADN y secuenciamiento del genoma. EI ADN se extrajo de 1 ml
de cultivo de TSB utilizando el kit de purificacion de ADN genémico Genelet
(Thermo Scientific, Waltham, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN se eluyo en 200 ul de tampon Tris-EDTA y se cuantifico usando el kit Qubit
dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific). Seleccionamos un subconjunto de 118
aislados para WGS en la plataforma Illumina MiSeq. Las bibliotecas se prepararon
a partir de 1 ng de ADNg con el kit Nextera XT (lllumina, San Diego, CA). Se
indexaron y secuenciaron lotes de 24 bibliotecas con los kits de secuenciacion
MiSeq v3 para generar lecturas de extremos emparejados de 300 pb y obtener una
media de cobertura del genoma 84x (minimo 17X, maximo 163x). Las lecturas de

Illumina sin procesar se cargaron en Genbank bajo el Bioproyecto PRINA633873.

Analisis gendmicos y filogenéticos. Las lecturas sin procesar se evaluaron con
FastQC v0.11.9, se recortaron con Trimmomatic v0.36.6 (Bolger et al., 2014), se
ensamblaron con SPAdes v.3.10.0 (Bankevich et al., 2012) y se anotaron con

Prokka v1.5 ( Seemann, 2014). Los secuenciotipos se determinaron a partir de

ensamblajes de novo utilizando CGE para Multilocus sequence typing (MLST)

(Thomsen et al, 2016) segun el esquema de Enterobase
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(http://enterobase.warwick.ac.uk/) al que se accede a traves de PubMLST
(https://pubmist.org/). Los genes de resistencia se anotaron consultando los
ensamblados en la base de datos CARD (Alcock et al., 2020) con una identidad>
90%. Agrupamos contigs que contienen los genes con CD-HIT (Li y Godzik, 2006)
a un umbral de similitud del 80% sobre la longitud del contig. Los ensamblajes
anotados por Prokka se utilizaron como entrada para Roary v3.13.0 (Page et al.,
2015) para determinar el pangenoma y realizar una alineacion de genes centrales de
todos los aislados secuenciados utilizando un umbral de identidad de Blastp del
95%. Las posiciones variables se extrajeron de una alineacion de 2233 genes
centrales (2252,390 pb) y se usaron para construir un arbol filogenético de maxima
probabilidad con RAXML v8.2.4 (Stamatakis, 2014) con el modelo de sustitucion
general reversible en el tiempo (GTR) y la correccion gamma para tasa de
heterogeneidad, con un bootstrap de 100 repeticiones. Se utiliz6 SNP-dists v0.7.0
para construir una matriz de distancias de SNP por pares a partir de la alineacion
del pangenoma. Se utilizé un genoma publicado de E. fergusonii (Manninger et al.,
2016) para enraizar el arbol filogenético. Se utilizd6 CLC Genomics Workbench

v20.0 (QIAGEN Bioinformatics) para visualizar y anotar el arbol.

Analisis estadistico. Se tabulo la proporcion de aislados resistentes para cada tipo
de muestra. Las comparaciones de proporciones se evaluaron mediante la prueba
de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher, segun corresponda. La gestion de
datos y el andlisis estadistico se realizaron con un nivel de confianza del 95%

utilizando STATA 16 (Stata Corp., College Station, TX) y R (v3.5.2).
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2.4 RESULTADOS

Susceptibilidad antimicrobiana

Pollos. Los aisladosaislados de E. coli se obtuvieron de pollos de mercado (no
organicos) (n = 130) y organicos (n = 35). Las frecuencias de aislados multidro-
resistentes (MDR) fueron mas altas en animales no organicos (76,9% frente a
11,4%, p <0,001, prueba de Chi-cuadrado). Solo los aislados de pollo no organicos
fueron productores de BLEE (39,2%, n = 51), y presentaron resistencia a al menos
cinco familias de antibidticos (46,2%, n = 60), incluyendo cloranfenicol (62,3%, n
= 81), florfenicol (52,3%, n = 68) y meropenem (0,8%, n = 1). Estos aislados
presentaron los niveles mas altos de resistencia a casi todos los antimicrobianos
probados. En contraste, los aislados organicos de pollo fueron sensibles a
gentamicina, amoxicilina con acido clavulanico, cefotaxima, cefepima, ceftazidima
y cefoxitina (Figura 1). En la Tabla 1 se detalla una comparacion de las tasas de

resistencia.

Humanos. Los aislados humanos (n = 150) se obtuvieron de bebés de 0 a 2 afios
(40%, n = 60), adultos no vendedores (32%, n = 48) y vendedores de pollos en los
mercados locales (28%, n =42 ). Los aislados MDR fueron mas frecuentes en los
vendedores de pollo (38,1%, n = 16) en comparacion con los no vendedores (22,9%,
n = 11). Los aislados de los vendedores de pollos presentaron tasas de resistencia
mas altas al florfenicol (16,7%, n = 7) en comparacion con los adultos no

vendedores (4,2%, p = 0,077, Prueba Exacta de Fisher) y bebés (5%, p = 0,087,
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Prueba Exacta de Fisher). Sin embargo, no fueron mas resistentes al cloranfenicol
(11,9% frente a 4,2%, p = 0,245, Prueba Exacta de Fisher). Los aislados de E. coli
de bebés presentaron niveles elevados de resistencia a tetraciclina (45%, n = 27),
trimetoprima / sulfametoxazol (60%, n = 36), amoxicilina (65%, n = 39),
azitromicina (13,3%, n = 8), cloranfenicol (15%, n = 9), cefalotina (15%, n = 9),

cefotaxima (8,3%, n = 5) y gentamicina (3,3%, n = 2).
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Figura 1. Resistencia fenotipica de 350 aislados de E. coli de humanos y pollos. (A): los
aislados fueron agrupados segun el nimero de resistencias a diferentes antibioticos, (B),

resultados basados en resistencia a los diferentes antibidticos probados.

I

20 30 40 50 60 70 80 20
L f L L

10

13DR 11DR 10DR 9DR 8DR 7DR 6DR SDR 4DR 3DR 2DR 1DR O0DR

\ [ Novendedores I Bebés (n=60) [ | Vendedores (n=42) I Follos no orgénicos (n=130) [ Pollos orgénicos

TET AMX SXT CLo NA CF FLO cip CTX AZT GN AMC FEP CAZ FOX MEM

[ Novendedores I Bebés (n=60) [ | Vendedores (n=42) I Follos no organicos (n=130) [ Pollos organicos

A: Porcentaje de resistencias a diferentes drogas, DR= resistencia a drogas. B: Patrones de
resistencia a diferentes antibioticos, TET: tetraciclina, AMX: amoxicilina, SXT: sulfatrimetoprim,
NA: acido nalidixico, CLO: cloranfenicol, CF: Cefalotina, FLO: florfenicol, CIP: ciprofloxacina,
CTX: cefotaxima, AZT: azitromicina, GN: gentamicina, AMC: amoxicilina con acido clavulanico,
FEP: cefepime, CAZ: ceftazidima, CAZ: ceftazidima, FOX: cefoxitina, MEM: meropenem.

17



Tabla 1. Perfiles de resistencia y analisis bivariado de aislados de E. coli de humanos y pollos

Total

Humanos - N (%)

Total

Pollos - N (%)

Resultados (n=150)  Adultos Bebés Vendedores P~ b 4 (n=165) oNrc;énicos Organic p* Total valor p
(n=48) (n=60) (n=42) (n=130) (n=35)

MDR

Si 57 (38) 11 (22.9) 29 (48.3) 17 (405) 0.007 0433 0.073 104 (63.1) 100(76.9) 4 (114) <0.001  161(51.1) <0.001

BLEE

Si 6 (4) 1(2.1) 4(6.7) 1(2.4) 0.379%  0.646* 1.000% 51(30.9) 51(39.2) 0(0) <0.001  57(18.1)  <0.001

Fenicoles

Cloranfenicol 16 (10.7) 2(4.2) 9 (15) 5(11.9) 0.107* 0.655  0.245* 84 (50.9) 81(62.3) 3(8.6) <0.001 100 (31.8)  <0.001

Florfenicol 12 (8) 2(4.2) 3(5 7(16.7) 1.000* 0.087* 0.077* 71(43.1) 68(52.3) 3(8.6) <0.001 83 (26.4) <0.001

Tetraciclinas

Tetraciclina 57 (38) 12 (25) 27 (45)  18(42.9) 0.032 0830 0.073 117 (70.9) 104 (80) 13(37.1) <0.001  174(55.2) <0.001

Sulfonamidas

Trimetoprim/Sulfametoxazol 63 (42) 12 (25) 36(60)  15(35.7) <0.001 0.016 0.268 89 (53.9) 83 (63.9) 6(17.1) <0.001 152 (48.3) 0.034

Aminoglucésidos

Gentamicina 4(2.7) 1(2.1) 2(3.3) 1(2.4) 1.000* 1.000* 1.000*  36(21.8) 36 (27.7) 0 (0) <0001  40(12.7)  <0.001

Macroélidos

Azitromicina 18(12)  5(10.4) 8(133) 5(11.9) 0.643 0.831 1.000x  16(9.7)  7(5.4) 9(25.7) <0.001  34(10.8) 0511
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Penicilinas
Amoxicilina
Amoxicilina con &cido clavulanico

Cefalosporinas
Cefalotina
Cefotaxima
Cefepime
Ceftazidima
Cefoxitina

Carbapenems
Meropenem

Quinolonas
Acido nalidixico

Ciprofloxacina

70 (46.7)

4(2.7)

16 (10.7)
8 (5.3)
1(0.7)
2 (1.3)

1(0.7)

0(0)

42 (28)

7(4.7)

16 (33.3)

0(0)

2(4.2)
1(2.1)
0(0)

2(4.2)

0(0)

0(0)

14 (29.2)

1(2.1)

39 (65)

0(0)

9 (15)
5(8.3)
1(1.7)
0(0)

0(0)

0(0)

14 (23.3)

3(5)

15 (35.7)

4(9.5)

5 (11.9)
2(4.8)
0(0)
0(0)

1(24)

0(0)

14 (33.3)

3(7.1)

0.001

N.A.

0.107*

0.223*

1.000*

0.195*

N.A.

N.A.

0.492

0.627*

0.004

0.026*

0.655

0.697*

1.000*

N.A.

0.412*

N.A.

0.265

0.688*

0.813 103 (62.4) 100 (76.9)

0.044*  9(55) 9(6.9)

0.245%  73(44.2) 72 (55.)
0597*  51(30.9) 51(39.2)
N.A. 14 (85)  14(10.8)
0497*  10(6.1)  10(7.7)

0.467*  3(1.8) 3(2.3)

NA. 1(0.6) 1(0.8)

0.670 100 (60.6) 89 (68.5)

0.336 67 (40.6) 63 (48.5)

3(8.6)

0(0)

1(2.9)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)

0(0)

11(31.4)

4(11.4)

<0.001

0.207*

<0.001

<0.001

0.042*

0.122*

1.000*

1.000*

<0.001

<0.001

173 (54.9)

13 (4.1)

89 (28.3)
59 (18.7)
15 (4.7)
12 (3.8)

4(13)

1(0.3)

142 (45.1)

74 (23.5)

0.005

0.214

<0.001

<0.001

0.001

0.029

0.624*

1.000*

<0.001

<0.001

Chi-cuadrado y nivel de confianza del 95%

*: Prueba Exacta de Fisher, nivel de confianza del 95%

p? bebés vs. adultos no vendedores, p°: bebés vs. vendedores, p®: vendedores vs. adultos no vendedores, p: pollos organicos vs. no organicos, pe: humanos vs. pollos

MDR: multidrogo resistente, BLEE: deteccion de betalactamasas de espectro extendido, NA: no aplica
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Pollos vs. humanos. En general, las tasas de resistencia fueron més altas entre E.
coli de pollo en comparacion con los aislados humanos (Tabla 1), incluida la MDR
(63% frente al 37,3%, p <0,001, prueba de chi-cuadrado) y la E. coli productora de
BLEE (30,9% vs. 4.0%, p <0.001, prueba de Chi-cuadrado). Ademas, encontramos
una mayor resistencia al florfenicol en el 43,1% (n = 71) de los aislados de pollo y
el 16,7% (n = 7) de los vendedores de pollo en comparacién con otros grupos. En

la Tabla 1 se muestran mas resultados de resistencia.

Anélisis genomico

Seleccionamos un subconjunto aleatorio de 118 aislados de bebés (n = 19), adultos
(n = 22), vendedores de pollos (n = 23), pollos no organicos (n = 31) y pollos
organicos (n = 23) para comprender mejor el flujo de filogrupos de E. coli y ARG
entre animales y humanos. El conjunto de datos gendmicos tenia un N50 medio de
102.136 pb (SD = 49.584 pb) y una longitud total media de 4.490.970 pb (SD =
1.222.343 pb). El analisis de pangenoma con Roary identificd un genoma central
(es decir, genes que se encuentran en >99% de los aislados) de 2.304 genes y un
genoma accesorio (que se encuentra en <15% de los aislados) de 26.135 genes.
Para evaluar la similitud gendémica entre los aislados, construimos un arbol
filogenético de méaxima verosimilitud a partir de la alineacion del pangenoma
(Figura 2) y calculamos todas las distancias SNP por pares. Identificamos 58
secuenciotipos (ST) y 14 complejos clonales en el conjunto de datos (Figura 3). ST-
10 (n=21), ST-155 (n=11), ST-48 (n=5) y ST-648 (n = 2) se asignaron a aislados

de origen animal y humano. Solo se encontraron aislados muy similares (que
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difieren en menos de 100 SNP en sus pangenomas) dentro de los grupos de
huéspedes. Los ST compartidos por humanos y pollos tenian una relacion méas
lejana: se encontraron aislados de ST-155 (que diferian en 951 SNP) en pollos y
bebés organicos; ST-10 (1,046 SNP), ST-155 (1,141 SNP), ST-48 (1,542 SNP) y
ST-648 (13,470 SNP) fueron compartidos por vendedores de pollos, no vendedores

y pollos de mercado.

Figura 2. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud construido a partir de la alineacion
de 2.233 genes centrales de E. coli de 118 aislados humanos y animales, utilizando E.

fergusonii como grupo externo.

ST-1567 [ ST-1308

ST-1567 < ST-327
ST-1567 L ST-366

- Bebés (n=19)
N° resistencias
aclases I No vendedores (n=22)
B e Vendedores (n=23)

B =, - Pollos no organicos (n=31)
Pollos orgénicos (n=23)
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Figura 3. Secuenciotipos (ST) identificados en los genomas de E. coli secuenciados

(n=118)

ST-10 |- ———— 1 — = Bebés (n=19)

A 1 N =22
ST.48 - o vendedores (n=22)
Vendedores (n=23)
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ST-648 Organic chickens (n=23)
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Frecuencia

*No se identificaron en 8 genomas.

Identificamos 604 hits de ARG y 81 ARG unicos en el conjunto de datos (Figura
4) con una media de 5,1 genes (IC del 95%: 4,2-6,0) por aislamiento. Los ARG
detectados se asocian con resistencia a betalactamicos (n = 30), aminoglucésidos (n

= 18), trimetoprim (n = 7), anfenicoles (n = 4), tetraciclinas (n = 4), quinolonas (n
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= 4), sulfonamidas (n = 3), fosfomicinas (n = 2), lincosamidas (h = 2), macrolidos
(n = 1), glicopéptidos (n = 1), polimixinas (n = 1), estreptograminas (n = 1) y
estreptotricinas (n = 1). Quince aislados (13 de pollos de mercado y dos de
vendedores) fueron positivos para BLEE; encontramos blaCTX-M-55 en el 73%
(12/15) de ellos, en plasmidos contigs que compartian> 96% de similitud de

secuencia entre pollos y vendedores.

Figura 4. Genes de resistencia detectados en los genomas de E. coli secuenciados (n=118)

- Bebés (n=19)

- No vendedores (n=22)

Vendedores (n=23)
- Pollos no organicos (n=31)

Pollos orgénicos (n=23)

Encontramos el gen blakKPC-3 que codifica la resistencia a los carbapenémicos en
un aislado de pollo del mercado. Ademas, tres aislados (dos de pollos de mercado
y uno de un bebé) tenian el gen de resistencia a la colistina mcr-1 (Figura 2).

Identificamos el gen floR en el 18,6% (22/118) de los genomas, y sus contigs se
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agruparon en ocho secuencias unicas (> 80% de agrupacion) que coincidian con los
replicones de plasmido de la familia IncF (Figura 5). Compartian un tema comun
en el que a menudo se encontraba floR junto con otros genes de resistencia a
antibioticos (tetA, APH (6) -Id, sul2) y proteinas que se predice que estan
involucradas en la transferencia horizontal de genes y la recombinacion de ADN
(transposasas, resolvasas, recombinasas, relajaasas). Esto sugiere que floR se ha
transferido en multiples ocasiones a plasmidos MDR comunmente compartidos por
huéspedes animales y humanos. Los genes cmlAl y catAl (que codifican la
resistencia al cloranfenicol, pero no al florfenicol) se encontraron en 11 y cuatro

genomas, respectivamente.

Figura 5. Movilizacion del gen floR en plasmidos conjugativos en animales y

humanaos.
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2.5 DISCUSION

Comparamos las tasas de resistencia, distribuciones de genotipos y ARG presentes
en aislados de E. coli de poblaciones humanas y de pollos. Se identificaron 315
aislados de E. coli de humanos (n = 150) y pollos (n = 165), y los pollos mostraron
las tasas més altas de fenotipos de MDR (63% frente a 37,3%) y BLEE (30,9%
frente a 4%). La produccion avicola es una de las industrias mas grandes y
extendidas en Peru, que utiliza grandes cantidades de diversos antimicrobianos
criticos para la medicina humana (Page y Gautier, 2012; OMS, 2017a). A pesar de
su importancia para el tratamiento y la prevencion de enfermedades, su uso
extendido y no regulado como promotores del crecimiento aumenta la presion
selectiva para las bacterias MDR (Diarra y Malouin, 2014). Nuestros resultados

destacan las posibles consecuencias de esta practica en la produccion avicola.

Dado que muchos paises de ingresos bajos y medianos estan ahora en transicion a
modelos industriales de produccion animal, existe la preocupacion de que la
exposicion extensa de los animales a los antibioticos pueda dar lugar a la
"propagacion” de bacterias resistentes y ARG a los seres humanos. Aungue la
transferencia de ARG se ha estudiado ampliamente en organismos patdgenos, la
gran mayoria de los eventos de transferencia ocurren silenciosamente entre
bacterias no patdgenas en comunidades microbianas ambientales y asociadas al
huésped (Smillie et al., 2011; Pehrsson et al., 2016; Wang et al., 2017). E. coli y

los miembros de las Enterobacteriaceae estan bien adaptados al entorno intestinal,
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adquiriendo diversas funciones y ARG para colonizar a sus huéspedes (Szmolka y
Nagy, 2013). Por lo tanto, es probable que los ARG puedan acumularse en cepas
comensales para enriquecer el resistoma intestinal humano y luego movilizarse en
cepas patogenas para volverse resistentes a multiples farmacos (Penders et al.,

2013).

El aumento de la conciencia del consumidor mundial sobre como se produce la
carne animal ha llevado cada vez mas al establecimiento de granjas orgénicas y de
pastoreo (Holtcamp, 2011). Este modelo de produccion tiene como objetivo detener
el uso generalizado de antibioticos como profilacticos y promotores del crecimiento
en pollos bajo la premisa de que reducird las tasas de RAM en las bacterias
expuestas debido a la ausencia de esta presion selectiva (Tang et al., 2017). Las
tasas mas bajas de RAM que se encuentran en los pollos organicos en comparacion
con los criados de manera convencional apoyan esta afirmacion. Ademas, los
aislados organicos de pollo fueron totalmente sensibles a la gentamicina,
amoxicilina con acido clavulanico, cefotaxima, cefepime, ceftazidima y cefoxitina;
los tres primeros, junto con el florfenicol, se encuentran con frecuencia como
ingredientes activos en premezclas locales disponibles comercialmente destinadas

a la prevencion de infecciones y la mejora del rendimiento del crecimiento.

Comparamos las tasas de resistencia, distribuciones de genotipos y ARG presentes
en aislados comensales de E. coli de poblaciones humanas y de pollos. Se

identificaron 315 cepas de E. coli de humanos (n = 150) y pollos (n = 165), y los
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pollos mostraron tasas mas altas de fenotipos de MDR (63% frente a 37,3%) y
BLEE (30,9% frente a 4%). La produccién avicola es una de las industrias méas
grandes y extendidas en Per(, que utiliza grandes cantidades de diversos
antimicrobianos criticos para la medicina humana (Page y Gautier, 2012; OMS,
2017a). A pesar de su importancia para el tratamiento y la prevencion de
enfermedades, su uso extendido y no regulado como promotores del crecimiento
aumenta la presion selectiva para las bacterias MDR (Diarra y Malouin, 2014).
Nuestros resultados destacan las posibles consecuencias de esta practica en la

produccion avicola.

Dado que muchos paises en vias de desarrollo se encuentran en transicion a modelos
industriales de produccion animal, existe la preocupacion de que la exposicion
extensa de los animales a los antibidticos pueda dar lugar a la "propagacion” de
bacterias resistentes y ARG a los seres humanos. Aunque la transferencia de ARG
se ha estudiado ampliamente en organismos patégenos, la gran mayoria de los
eventos de transferencia ocurren silenciosamente entre bacterias no patégenas en
comunidades microbianas ambientales y asociadas al huésped (Smillie et al., 2011;
Pehrsson et al., 2016; Wang et al., 2017). E. coli y los miembros de las
Enterobacteriaceae estan bien adaptados al entorno intestinal, adquiriendo diversas
funciones y ARG para colonizar a sus huéspedes (Szmolka y Nagy, 2013). Por lo
tanto, es probable que los ARG puedan acumularse en cepas comensales para
enriquecer el resistoma intestinal humano y luego movilizarse en cepas patdgenas

para volverse resistentes a multiples farmacos (Penders et al., 2013).
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El nimero de comunidades periurbanas ha aumentado drasticamente en las ultimas
décadas en Per( y otros paises de ingresos bajos y medianos, a la par con los
mercados vecinales mal regulados. A pesar de la supervision de las autoridades
reguladoras, muchos mercados pequefios funcionan clandestinamente para el
sacrificio a fin de satisfacer la demanda de productos "frescos" de los consumidores.
Estas preferencias de los consumidores, combinadas con otros factores externos,
hacen que la industria avicola comercialice alrededor del 80% de su produccion de
pollo vivo (De Leb6n, 2009). En consecuencia, las practicas de carniceria y
manipulacion de aves de corral en puestos de mercado y entornos relacionados
(incluidos los hogares) plantean un riesgo de exposicion a la contaminacion cruzada
fecal de las visceras, una posible ruta de transferencia de E. coli de origen animal
al intestino humano. A pesar de su estrecho contacto con los pollos y la
manipulacion regular de las visceras, los aislados de E. coli de los vendedores de
pollos no coincidieron completamente con los patrones de resistencia observados
en los aislados de pollo; esto puede deberse en parte a que el uso de antibidticos
para tratar infecciones humanas también determina los patrones de resistencia de E.
coli en el intestino humano. Sin embargo, si identificamos casos en los que se
encontraron ST compartidos (por ejemplo, ST-10, ST-155, ST-48) tanto en los
vendedores de pollos como en los pollos de mercado. E. coli es clasificada
epidemioldgicamente en secuenciotipos (ST) basado en la variabilidad de
secuencias un numero de loci conservados que permiten la discriminacion a nivel
de subespecies (Manges et al., 2019). EI ST-10 ha sido ampliamente reportado en
el tracto intestinal de humanos, animales y el medio ambiente (Day et al., 2019,

Reid et al., 2017). Por otro lado, el ST-155 ha sido reportado también en humanos
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y animales, siendo asociado a transmision zoondtica de variantes productoras de
BLEE (Wang et al., 2014; Grall et al., 2015; Skurnik et al., 2016). De manera
similar, el ST-48 ha sido aislado de pollos y granjas, habiéndose reportado
transmision a humanos con fenotipos MDR (Rozwandowicz et al., 2018; Clément

et al., 2019; Aworth et al., 2019; Aworth et al., 2021).

El florfenicol, que no est& aprobado para su uso en humanos, fue el Unico antibidtico
probado para el cual los niveles de resistencia fueron significativamente mas altos
en los vendedores de pollos que en otros grupos humanos. Encontramos resistencia
al florfenicol en el 43% de los aislados de pollo no organicos y en el 17% de los
vendedores de pollo. El gen floR se encontré en 17 genomas de E. coli de pollos y
cinco de humanos y se asocié con plasmidos conjugativos que eran muy similares
entre humanos y animales aislados (Figura 5). La alta diversidad de plasmidos
portadores de floR y el hecho de que fueron identificados en 15 ST diferentes
pueden reflejar una fuerte presion selectiva para mantener la resistencia al
florfenicol en las poblaciones de E. coli de pollo. El gen floR confiere resistencia
al florfenicol y al cloranfenicol a traves de un mecanismo de bomba de eflujo
(Bischoff et al., 2005; Braibant et al., 2005; VVan Hoek et al., 2011) y se transfiere
facilmente entre linajes de bacterias Gramnegativas a través de plasmidos
conjugativos. (Kruse y Sorum, 1994; Singer et al., 2004). Presumimos que la
resistencia al florfenicol en humanos puede ocurrir a través de la colonizacién por
cepas floR positivas de origen animal o la conjugacion de plasmidos de cepas
animales en comensales humanos, ambos facilitados por el manejo inadecuado de
la carne de pollo por parte de vendedores y consumidores. Esto identifica a floR

como un marcador potencial de resistencia a los antibiéticos en humanos que se
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puede rastrear directamente al uso de antibidticos en animales. La resistencia a los
farmacos de ultimo recurso como la colistina y los carbapenémicos esta
aumentando en todo el mundo (Peyclit et al., 2019). El gen blaKPC-3 y la
resistencia fenotipica al meropenem se encontraron en un aislado de pollo
comercializado. Ademas, se encontraron tres aislados que albergaban el gen mcr-
1 de resistencia a la colistina en humanos y pollos. La colistina es utilizada como
una opcion terapéutica para tratar infecciones causadas por bacterias resistentes a

los carbapenémicos (Nation et al., 2017).

A pesar de nuestra suposicion inicial de que los bebés presentarian niveles mas
bajos de resistencia en comparacion con los adultos, tenian perfiles de resistencia
similares a los de los vendedores de pollos y tenian tasas mas altas de resistencia
fenotipica a amoxicilina y trimetoprim / sulfametoxazol que los adultos. Esto
respalda los hallazgos de un estudio anterior en Peru que encontrd que la edad
avanzada protege contra la resistencia (Kalter et al., 2010). Los nifios son propensos
a jugar en el suelo y tienen un mayor riesgo de colonizacién con enteropatdégenos a
través de la ruta fecal-oral (Fuhrimann et al., 2016). El efecto puede agravarse en
esta comunidad, donde el agua y el saneamiento adecuado no estan disponibles en
todos los hogares. Las encuestas recopiladas durante un estudio de cohorte en curso
en VES (datos no publicados) indican que los antibioticos mas utilizados en este
grupo fueron amoxicilina y amoxicilina con acido clavulanico, seguidos de
trimetoprim / sulfametoxazol y eritromicina, consumidos entre los dos primeros
meses y hasta los dos afios en una tasa de 3.8 cursos por nifio-afio (Nadimpalli et

al., 2020). Como era de esperar, el 63,9% de los bebés aislados en nuestro estudio
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mostraron resistencia a la amoxicilina y el 52,5% a la trimetoprima /
sulfametoxazol. Otros antibioticos administrados a este grupo pero sin evidencia de
resistencia fueron cefalexina, claritromicina, azitromicina, ciprofloxacina y
furazolidona. Las campafias de educacion a nivel comunitario sobre la
concienciacion sobre los antibidticos, junto con las intervenciones de cambio de
comportamiento, podrian ayudar a limitar la transmision de ARG y bacterias

resistentes a los bebés.

Muchos informes han identificado altos niveles de RAM en animales destinados al
consumo y carnes al por menor en los EE. UU. (Davis et al., 2018; Liu et al., 2018),
China (Liu et al., 2017; Wu et al., 2018; He et al., 2019) y Europa (Gelbicova et
al., 2019; Mellor et al., 2019). Otros estudios han evaluado la diseminacion de ARG
entre aislados de origen humano, animal y ambiental en PIBM (Nadimpalli et al.,
2019; Subbiah et al., 2020). Nuestro estudio es innovador porque comparamos
animales criados con y sin antibi6ticos, junto con humanos con diferentes niveles
de exposicion a la carne de pollo, y usamos WGS para identificar aislados
resistentes y ARG entre poblaciones humanas y animales dentro de la misma
comunidad. Sin embargo, presenta limitaciones: (i) Nos enfocamos exclusivamente
en E. coli, y nuestros resultados no tienen en cuenta los efectos en otras especies
comensales ni la transferencia de elementos genéticos moviles (MGE) entre ellas;
(ii) Incluimos solo un aislado para cada sujeto, por lo que no pudimos evaluar la
diversidad de E. coli dentro del hospedador; (iii) ElI cronograma para nuestra
recoleccién de muestras de hece+s humanas y aislados intestinales y cloacales de
pollo no se superponen en gran parte del estudio; (iv) La secuenciacion basada en

Illumina gener6 lecturas cortas que dificultaron la reconstruccion de secuencias de
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plasmido completas. El uso de métodos de secuenciacion de lectura larga deberia
mejorar enormemente los ensamblajes y proporcionar nuevos conocimientos sobre

el intercambio y la recombinacion de elementos genéticos moviles entre hosts.

Hay muy pocos estudios que puedan relacionar claramente el uso de antibi6ticos en
las granjas con la resistencia a los antibidticos en humanos, en parte debido a la
falta de encuestas nacionales sobre el consumo de antibidticos en las granjas y al
alto grado de HGT que ocurre en los genomas de enterobacterias (Smillie et al.,
2011, Partridge et al., 2018). El Plan de accién mundial de 2017 de la OMS sobre
la resistencia a los antimicrobianos exige el fortalecimiento de las capacidades
nacionales de vigilancia (OMS, 2017b). Los datos de vigilancia sobre el uso de
antibidticos y las tasas de resistencia en las aves de corral pueden servir a las partes
interesadas para tomar decisiones y politicas basadas en la evidencia, como es el
caso de los paises de ingresos altos. Los estudios de vigilancia de RAM realizados
en Ameérica del Sur son escasos en comparacion con otros PIBM (Bazzo et al.;
Bantar et al., 2000; Garcia et al., 2012; Baker et al., 2017). A medida que el
resistoma antibiotico se expande mediante la acumulacién de casetes de genes o
plasmidos novedosos, y con una mayor transferencia de ARG de animales a cepas
humanas comensales, los farmacos de ultimo recurso como la colistina y los
carbapenémicos se volveran cada vez mas ineficaces para combatir los

microorganismos patdgenos.

Este estudio destaca la posible diseminacidn de genes de resistencia en Escherichia

coli de pollos comerciales a poblaciones humanas. Se necesita un cambio de politica
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para frenar el uso indebido de antibidticos en la agricultura, que en el pasado ha
logrado reducir la carga ambiental de resistencia sin dafiar la productividad de los
agricultores (Aarestrup et al., 2010; Marshall y Levy, 2011). Se estima que Peru
aumentard el uso de antimicrobianos en el ganado en un 160% de 2010 a 2030 (Van
Boeckel et al., 2015). Para contrarrestar este escenario, el Plan de Accion Nacional
Multisectorial para Combatir la Resistencia a los Antimicrobianos esta configurado
para proporcionar un conjunto de hitos que involucran regulaciones del uso de
antimicrobianos en los animales destinados a la alimentacion para 2021 (MINSA,
2019). Apoyamos la opinion de que restringir la suplementacion no terapéeutica de
antibidticos en la alimentacion animal y regular las clases de farmacos utilizados
para tratar enfermedades ayudara a prevenir la diseminacion de la RAM de los
animales a los seres humanos. Nuestra investigacion puede servir como base para
futuras intervenciones que permitan la disminucion del uso de antibioticos en la

produccion animal y limitar la propagacion de la RAM en el medio ambiente.
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1. Capitulo 2.

Enterobacterias ambientales obtenidas de aguas residuales comunitarios e

intrahospitalarios en dos regiones del Peru
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3.1 INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza para la salud publica
en constante crecimiento (Murray et al., 2022). La mortalidad y la carga general de
la enfermedad debido al fracaso del tratamiento o las complicaciones adversas se
atribuyen principalmente a un grupo de patdgenos bacterianos lideres, como
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, productoras de Betalactamasas de
Espectro Extendido (BLEE) y resistentes a los carbapenémicos, entre otras
Enterobacteriaceae (Tacconelli et al., 2018). A pesar de que la RAM es una
respuesta evolutiva en los microorganismos, muchos factores impulsan su rapida
aparicion y transmision a nivel humano, comunitario, animal y ambiental, lo que
facilita la propagacion de organismos y genes resistentes a los antimicrobianos
(ARG) (Holmes et al., 2016), a través de varias vias, incluido el intercambio directo
o la infeccidn, el uso de estiércol y aguas residuales en la agricultura y alimentos y
agua potable contaminados. Los riesgos y el impacto de la RAM en los paises de
ingresos medianos bajos son particularmente altos (Murray et al., 2022) y estan
asociados con la falta de programas establecidos de administracion de antibioticos
e infraestructura de laboratorio en los hospitales, higiene y saneamiento deficientes
en la comunidad, tratamiento inadecuado de aguas residuales, uso inadecuado de
medicamentos antimicrobianos debido a la facilidad de acceso y toma de decisiones
desinformada (Collignon et al., 2018; Laxminarayan et al., 2013; Morgan et al.,
2011; M. L. Nadimpalli et al., 2020; Ramay et al., 2020), escorrentia agricola, uso
no regulado de promotores de crecimiento antimicrobianos (Van Boeckel et al.,

2015, 2019) y altas densidades de poblacion en la cria de animales (Graham et al.,
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2019). Varios de estos factores resaltan la importancia de integrar un enfoque de

One Health en las estrategias de mitigacion (Nadimpalli et al., 2018).

El medio ambiente sirve como una ruta clave en la propagacion de bacterias
resistentes a los antibioticos, ARG y metabolitos de antibi6ticos. Estos Gltimos,
ejercen una presion selectiva, a través de la contaminacién y la excreciéon de
desechos, principalmente en las comunidades microbianas acuéticas (Larsson y
Flach, 2022). Los ciclos urbanos del agua, especificamente los sistemas de aguas
residuales juegan un papel importante en la difusion ambiental de la RAM
(Sanseverino et al., 2018), lo que sugiere una posible capacidad como embalses
(Fouz et al., 2020). Aunque la gestion y el tratamiento de las aguas residuales estan
disefiados para reducir o eliminar los organismos patogenos (Henze et al., 2008), la
gran mayoria de las estrategias de las plantas de tratamiento de aguas residuales
modernas no tienen como objetivo la eliminacion de los ARG (Alexander et al.,

2020; Majeed et al., 2021; Sekizuka et al., 2018; Zielinski et al., 2021).

El monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos en diferentes entornos, a
diferentes escalas, es crucial para fortalecer el conocimiento de aislados circulantes
y emergentes, e identificar brechas de informacién para informar las politicas de
salud publica (Hay et al., 2018; OMS, 2015). Muchos obstaculos restringen las
capacidades de vigilancia de la RAM en los paises de ingresos bajos y medianos,
como financiacion limitada, infraestructura de laboratorio, personal capacitado,
consumibles y reactivos, asi como control de calidad y comunicacion deficientes
entre el personal médico y de laboratorio (Iskandar et al., 2021). Las encuestas
multinacionales dirigidas al estudio de la RAM en Peru son aln escasas, a pesar del

esfuerzo de muchos académicos (Garcia et al., 2012; Garcia, Rijnders, et al., 2012;
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Hartinger et al., 2021; Ochoa et al. al., 2009; Pollett et al., 2012) e instituciones
publicas de salud (MINSA, 2017, 2019; Quino et al., 2022; Santos-Lazaro et al.,

2021).
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3.2 OBJETIVO

Hipotetizamos que existe una transmision de ARGs y bacterias resistentes entre
aguas residuales hospitalarias y no hospitalarias en Iquitos. Para probarlo, nuestro
objetivo fue evaluar la transmision de ARG y Enterobacteriaceae resistentes entre
las aguas residuales hospitalarias y no hospitalarias en Iquitos, en comparacion con

las fuentes de aguas residuales en Lima.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Iquitos. Se tomaron muestras de drenajes de acceso a la calle de siete barrios
diferentes de la ciudad de Iquitos para detectar aguas residuales (Figura 1A). Los
puntos de muestreo fueron seleccionados por su distancia en relacion con los dos
principales hospitales publicos de la ciudad (Figura 1B). Recolectamos las aguas
residuales hospitalarias de tres pozos de alcantarillado diferentes en los sistemas de
alcantarillado de ambos hospitales, correspondientes a la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), Departamento de Emergencia (SU) y alcantarillado principal,
antes de cualquier tratamiento de agua o conexién con el alcantarillado sanitario del
municipio. Las ubicaciones y coordenadas estdn detalladas en el material

suplementario.

Lima. Obtuvimos muestras de aguas residuales de seis diferentes drenajes de
acceso a la calle en una comunidad periurbana ubicada en el distrito de Villa El
Salvador (VES) en el sur de Lima, capital de Per(, para evaluar y comparar el
escenario AMR en Iquitos. De la misma manera, recolectamos las aguas residuales
hospitalarias de tres hospitales diferentes en el centro y norte de Lima (Figura 1C)
correspondientes a Unidad de Cuidados Intensivos, Urgencias, Departamento de
Cirugia y los principales puntos de acceso al alcantarillado en cada uno. Las

ubicaciones y coordenadas estan detalladas en el material suplementario.
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Muestras de aguas residuales. Se tomaron muestras de aguas residuales de
drenajes de calles y hospitales ubicados en Iquitos y Lima entre 2016 y 2018. Se
recogieron dos tubos Falcon de 50 ml con 25 ml de agua residual cada uno de cada
punto de muestreo cada vez. Las muestras fueron transportadas a 4°C y procesadas
el mismo dia del muestreo, de acuerdo con los Métodos Estandar para el Examen

de Aguay Aguas Residuales (Rice et al., 2012).

Cultivo y aislamiento. Todas las muestras se sembraron en MacConkey Agar para
la diferenciacién de Enterobacteriaceae. Se realizaron pruebas bioquimicas
estandar para su identificacion. Los que se confirmaron como fermentadores de
glucosa y oxidasa negativos (n=388) se incluyeron en el estudio y se almacenaron
en caldo tripticasa de soja (TSB) con glicerol y se almacenaron a -20 °C hasta la

extraccion de ADN.

Pruebas de susceptibilidad a antibioticos. Las pruebas de difusion en disco se
realizaron bajo los estandares CLSI M100, utilizando las definiciones de
susceptible, intermedio y resistente (CLSI, 2018) para todos los aislados. Se
probaron los siguientes antibidticos: cloranfenicol, &cido nalidixico, ciprofloxacina,
gentamicina, azitromicina, sulfa-trimetoprima, tetraciclina, meropenem,
amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefalotina, cefoxitina, aztreonam,
cefotaxima, ceftazidima y cefepima. La deteccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se realiz6 mediante la prueba de sinergia de doble disco

siguiendo los estandares de EUCAST (EUCAST, 2017).
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Extraccion de ADN y Secuenciamiento de Genoma Completo. EI ADN se
extrajo de 1 ml de cultivo de TSB usando kits de purificacion de ADN GenelJet
Genomic (Thermo Scientific, Waltham, MA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se seleccionaron aleatoriamente un total de 75 aislados. Dividimos toda
la muestra en cuatro estratos: comunidades y hospitales de Lima e Iquitos. Luego,
dentro de cada grupo, dividimos nuevamente en dos estratos: aislados
multirresistentes y no resistentes, terminando con un subconjunto aleatorio de 10
aislados por grupo. Las librerias gendmicas se prepararon con el kit Nextera XT
(Mumina, San Diego, CA) y se secuenciaron en un instrumento Illumina Miseq

generando lecturas de extremos emparejados de 250 pb.

Ensamblaje y analisis del genoma. Las lecturas de extremos emparejados de
Illumina se analizaron con el flujo de trabajo Nullarbor v2.0 (Seemann et al., 2019)
utilizando parametros predeterminados. Las lecturas se ensamblaron de novo
utilizando SPAdes v 3.6.2 (Bankevich et al., 2012). La tipificacion de secuencias
multilocus (MLST) se realiz6 utilizando Nullarbor y la base de datos de alelos
PubMLST (Jolley et al., 2018) (https://pubmist.org/). Los genes de resistencia a los
antibidticos se detectaron usando Abricate (v 0.8) con la base de datos CARD
(Alcock et al., 2020) contra ensamblajes implementados a través de la tuberia de
Nullarbor. Se incluyeron genes antimicrobianos con un valor de corte >95% para la
identidad y una cobertura del 100%. Se utilizaron ensamblajes anotados por Prokka
(Seemann, 2014) como entrada para Roary v3.6.0 (Page et al., 2015) y Parsnp
v1.6.2 (Treangen et al., 2014) para determinar el pan-genoma y realizar un gen

central alineacion de todos los aislados secuenciados utilizando un umbral de
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identidad blastp del 95 %. Roary y Parsnp generaron arboles filogenéticos con un
bootstrap de 100 repeticiones y usando un genoma publicado de E. fergusonii y
Klebsiella pneumoniae HS11286 para enraizar los arboles filogenéticos de E. coli
y Klebsiella, respectivamente. Los arboles fueron visualizados y formateados

utilizando Interactive Tree of Life (iTOL v5) (Letunic y Bork, 2021).

Anélisis estadistico. Se utilizaron los estandares CLSI para categorizar los aislados
como susceptibles, intermedios o resistentes. Se tabul6 la proporcion de aislados
resistentes para cada grupo: no hospitalario u hospitalario de Lima e lquitos. El
analisis bivariado se realizo mediante la prueba de Chi-cuadrado o la Prueba Exacta
de Fisher segin convenga. EI manejo de datos y el andlisis estadistico se realizaron
con un nivel de confianza del 95% utilizando STATA 16 (Stata Corp., College

Station, TX) y R (version 3.5.2).
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3.4 RESULTADOS
Identificacion de aislados

Se obtuvieron un total de 388 de enterobacterias en lquitos (147, hospitalarios=75,
no hospitalarios=72) y Lima (241, hospitalarios=118 y no hospitalarios=123).
Segun sus caracteristicas bioquimicas, estos aislados fueron identificados como 336
E. coli, 39 Klebsiella sp., 9 Enterobacter sp. y 4 Citrobacter sp. En la Figura 1 se

detalla la distribucién geografica de los aislados en Iquitos y Lima.

Figura 1. Distribucién geografica de los puntos de muestreo en Iquitos y Lima.
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Susceptibilidad antimicrobiana

Iquitos. El 40.8% (60/147) de los aislados fue identificado como MDR, con mayor
frecuencia en las aguas residuales de ambientes hospitalarios (64%, 48/75) en
comparacion con los ambientes no hospitalarios (16.7%, 12/72), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (Chi-cuadrado, p<0.001). De manera
similar, los aislados productores de BLEE fueron mas frecuentes en aguas
residuales hospitalarias (41.3% vs. 5.6%, Chi-cuadrado, p<0.001). En general, los
niveles de resistencia fueron mas altos en los aislados de aguas residuales
hospitalarias en comparacion con las no hospitalarias, siendo las frecuencias méas
elevadas para Amoxicilina (72% vs. 31.9%, Chi-cuadrado, p<0.001),
Sulfatrimetoprim (69.3% vs. 22.2%, Chi-cuadrado, p<0.001), Tetraciclina (69.3%
vs. 23.6%, Chi-cuadrado, p<0.001), Acido nalidixico (61.3% vs. 34.7%, Chi-
cuadrado, p<0.001) y Ciprofloxacina (54.7% vs. 8.3%, Chi-cuadrado, p<0.001).
Solamente los aislados de aguas residuales hospitalarias presentaron resistencia a

meropenem, con un 2.7% (2/75) (Figura 2, A).

Lima. Los aislados obtenidos a partir de muestras de aguas residuales de hospitales
presentaron una mayor frecuencia de fenotipo MDR y produccion de BLEE, sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas (Chi-cuadrado, p>0.05). Los
niveles de resistencia fueron mas altos en los aislados provenientes de aguas
hospitalarias, siendo mas frecuente para Amoxicilina (69.5% vs. 42.3%, Chi-
cuadrado, p<0.001), Cefalotina (44.9% vs. 21.1%, Chi-cuadrado, p<0.001),
Cefotaxima (28% vs. 16.3%, Chi-cuadrado, p=0.028) y Amoxicilina con &cido
clavulanico (21.2% vs. 11.4%, Chi-cuadrado, p=0.039). La resistencia a

meropenem fue identificada Unicamente en aislados hospitalarios, siendo esta
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diferencia estadisticamente significativa (5.9% vs. 0%, Exacta de Fisher, p=0.006)

(Figura 2, B).

Figura 2. Resistencia fenotipica de 388 enterobacterias aisladas de aguas
residuales de ambientes hospitalarios y no hospitalarios en Iquitos (A) y Lima (B).
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cloranfenicol, CF: cefalotina, CIP: ciprofloxacina, CTX: cefotaxima, AZT: azitromicina, GN:
gentamicina, AMC: amoxicilina con &cido clavulénico, FEP: cefepime, CAZ: ceftazidima, FOX:
cefoxitina, MEM: meropenem. *: p<0.05 Chi-cuadrado; **: p<0.001 Chi-cuadrado; *: p<0.05,
Exacta de Fisher; **: p<0.001, Exacta de Fisher.

Iquitos vs. Lima. Los niveles de resistencia mas altos fueron identificados en los
aislados provenientes de fuentes hospitalarias en lquitos; sin embargo, los aislados
no hospitalarios provenientes de la misma regién fueron los que presentaron los
menores niveles de resistencia en comparacién con los aislados de Lima. Al
comparar los resultados entre Lima e lquitos, solo se evidenciaron diferencias
significativas para cloranfenicol (22.4% vs. 8.8%, Chi-cuadrado, p<0.001) y
gentamicina (10.8% vs. 21.8%, Chi-cuadrado, p=0.003). La Tabla 1 contiene los
detalles de las comparaciones estadisticas entre los resultados de los aislados de

hospitalarios y no hospitalarios de Lima e Iquitos.
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Tabla 1. Perfiles de resistencia y analisis bivariado de enterobacterias de aguas residuales hospitalarias y no hospitalarias en Iquitos y Lima.

Lima lquitos
Resultsados Hospital No hospital Total Hospital ~ No hospital Total
Total (n=241) p? p° (n=388) p°
(n=118) (n=123) (n=147)  (n=75) (n=72)

N % N % N % N % N % N % N %
MDR
Si 118 49.0 65 551 53 431 0.063 60 408 48 64.0 12 16.7 <0.001 178 45.9 0.118
BLEE
Si 51 21.2 27 22.9 24 195 0.522 35 238 31 413 4 5.6 <0.001 86 22.2 0.542
Anfenicoles
Cloranfenicol 54 22.4 28 237 26 211 0.630 13 88 8 107 5 6.9 0.427 67 173 0.001
Quinolonas
Ciprofloxacina 66 27.4 39 331 27 220 0.125 47 320 41 547 6 8.3 <0.001 113 291 0.335
Acido nalidixico 139 57.7 66 559 73 59.3 0.591 71 483 46 613 25 347 0.001 210 541 0.072
Sulfonamidas
Sulfatrimetoprim 95 39.4 46 39.0 49 39.8 0.892 68 46.3 52 693 16 222 <0.001 163 42.0 0.185
Aminoglucésidos
Gentamicina 26 10.8 19 16.1 7 57 0.009 32 218 27 36.0 5 6.9 <0.001 58 149 0.003
Macrdlidos
Azitromicina 36 14.9 22 186 14 114 0.114 27 184 23 30.7 4 5.6 <0.001* 63 16.2 0.374
Tetraciclinas
Tetraciclina 106 44.0 46 39.0 60 488 0.126 69 46.9 52 693 17 23.6 <0.001 175 451 0.570
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Pencilinas

Amoxicilina

Amoxicilina con acido
clavulanico
Cefalosporinas
Cefepime

Cefoxitina
Ceftazidima
Cefotaxima
Cefalotina
Carbapenémicos

Meropenem

134

19
20
25
53
79

7

55.6

16.2

7.9
8.3
10.4
220
32.8

2.9

82

25

10
10
17
33
53

7

69.5

21.2

8.5
8.5
14.4
28.0
44.9

59

52

14

10

20
26

42.3

11.4

7.3
8.1
6.5
16.3
211

0.0

<0.001

0.039

0.739
0.923
0.044
0.028
<0.001

0.006*

77

23

12
16
21
37
50

52.4

15.6

8.2
10.9
14.3
252
34.0

14

54

15

12

21
35
35

72.0

20.0

16.0
4.0
28.0
46.7
46.7

2.7

23

13

20
15

31.9

111

0.0
18.1
0.0
27.8
20.8

0.0

<0.001

0.138

<0.001
0.006

<0.001

<0.001
0.001

0.497*

211 544
62 16.0
31 8.0
36 9.3
46 119
90 23.196
129 33.247
9 23196

0.537

0.889

0.922
0.394
0.248
0.472
0.802

0.327

Chi-cuadrado, nivel de confianza de 95%

*Prueba Exacta de Fisher, nivel de confianza de 95%

MDR: multidrogo resistente, BLEE: Betalactamasas de Espectro Extendido

p® hospital vs. no hospital, Lima

p°: hospital vs. no hospital, lquitos

pC: lquitos vs. Lima
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Anélisis genomico

Escherichia coli. Se selecciond de manera aleatoria un subgrupo de 61 aislados de
E. coli para el secuenciamiento del genoma completo, estratificando segln origen
y fenotipo MDR. Para evaluar la similitud genémica entre los aislados de E. coli,
construimos un arbol filogenético de maxima verosimilitud a partir de la alineacion
del pangenoma y calculamos todas las distancias SNP por pares. Identificamos 33
secuencio tipos (ST), siendo los més frecuentes ST-48, ST-206, ST-744, ST-289 y

ST-361 (Figura 3).

Figura 3. Arbol filogenético por Méaxima Verosimilitud de los genomas de E. coli

(n=61).
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Se identificaron 315 hits de ARG y 41 ARG Unicos en el conjunto de datos de E.

coli (Figura 4) con una media de 5,2 genes (IC del 95%: 4.1-6.2) por aislado. Los

ARG detectados se asocian con resistencia a aminoglucésidos, betalactamicos,

fluroquinolonas, fosfomicinas, macroélidos, fenicoles, rifamicinas, sulfonamidas,

metoxazol y tetraciclinas. El nimero de ARGs por aislado que confiere resistencia

a cada grupo de antibidticos se encuentra graficado en la Figura 3. Se identificaron

clusteres entre aislados de E. coli provenientes de aguas residuales de hospitales y

no hospitales en Lima (Figura 3, resaltado en gris).

Figura 4. Genes de resistencia detectados en los genomas de E. coli (n=61)

secuenciados. A: no hospital, lquitos, B: hospital, Iquitos, C: no hospital, Lima, D:
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El 6.6% (4/61) de los genomas de E. coli presentd el gen blaCTXM-55 asociado
con la produccion de BLEE. Este fue identificado tanto en Iquitos (hospital, n=2) y
Lima (hospital, n=1 y no hospital, n=1). También se encontraron genes que
confieren resistencia a antibiéticos de ultimo recurso como colistina. EI gen mcr-1
se encontrd en 5 aislados en lquitos (no hospital, n=1) y Lima (hospital, n=1 y no

hospital, n=2).

Klebsiella sp. Similar a lo elaborado para E. coli, construimos un arbol filogenético
de méxima verosimilitud a partir de la alineacion del pangenoma de los seis
genomas de Klebsiella, siendo identificados como K. michiganensis (n=2), K.
pneumoniae (n=1), K. quasipneumoniae (n=2), y K. variicola (n=1). Se
identificaron diversos ARGs asociados a resistencia a diferentes grupos de
antibidticos (Figura 5). EI 50% (3/6) de los genomas secuenciados presento el gen
blakec-1 que confiere resistencia a carbapenémicos. Estos fueron encontrados en los

dos genomas de K. quasipneumoniae y en uno de K. michiganensis.

Figura 5. Arbol filogenético por Méaxima Verosimilitud de los genomas de Klebsiella sp

(n=6).
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3.5 DISCUSION

El estudio provee informacion novedosa sobre RAM en enterobacterias y variedad
de ARGs a los principales grupos de antibidticos presentes en aguas residuales
hospitalarias y no hospitalarias en Lima e Iquitos, dos de las ciudades mas grandes
del Pert. Se identificaron niveles altos de resistencia en aguas residuales
hospitalarias, sin embargo, la frecuencia de bacterias resistentes también fue alta en
aguas residuales de ambientes no hospitalarios. Los cuerpos acuaticos son uno de
los nichos ecologicos mas importantes, en los que tienen lugar numerosos
fendmenos bioldgicos (Baquero et al., 2008). Asi, la gran diversidad bacteriana y
su contenido génico tienen las condiciones Optimas para interactuar y generar
asociaciones nuevas. Estas poblaciones bacterianas pueden eventualmente llegar a
otros ambientes, actuando como importantes reservorios y vehiculos para los
mecanismos de resistencia a los antibidticos (Baquero et al., 2008). Los
microbiomas en aguas residuales son diversos, no solo en términos de especies
bacterianas sino también en linajes y agrupaciones de una misma especie (Vaz-
Moreira et al., 2014). Estas poblaciones presentan su propio contenido de
resistencia, aunque la informacion en estos nichos aun es escasa. Los residuos
hospitalarios ofrecen una presion selectiva a las poblaciones microbianas, las
mismas que pueden diseminarse rapidamente y ser capaces de colonizar e infectar
poblaciones humanas y animales, representando un riesgo para la salud publica

(Kimmerer, 2008; Hernando-Amado, 2019).

El tratamiento de las aguas residuales de ambientes hospitalarios es crucial para

prevenir la propagacion de bacterias resistentes y genes de resistencia al medio
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ambiente (Karkman et al., 2017; Alexander et al., 2020). Aunque la vigilancia de
la RAM en entornos clinicos y animales esta bien establecida en la mayoria de los
paises, la vigilancia en aguas residuales todavia esta en desarrollo (Huijbers et al.,
2019), acrecentandose el vacio en paises de medianos y bajos ingresos como el
Per. Los aislados recuperados de hospitales de la region lquitos presentaron los
niveles de resistencia mas altos, con diferencias significativas para casi todos los
antibidticos testeados. Lima, la capital del Peru, ha sido objeto de la mayoria de los
estudios dirigidos a demostrar el escenario de resistencia en entornos de salud y
comunitarios. En contraste, Iquitos, la metropolis peruana mas grande en la cuenca
del Amazonas (DS No 022-2016-Vivienda. Reglamento de Acondicionamiento
Territorial y Desarrollo Urbano Sostenible, 2016), ain no ha sido ampliamente
investigada, a pesar de la alta exposicidn a patdgenos y la frecuencia de infecciones
(Johnson et al., 2004; Jones et al., 2004; Kalter et al., 2010; Kosek et al., 2008;
Larocque et al., 2006; Marcos-Carbajal et al., 2021; McNally et al., 2019; Mujica
et al., 1994; Schiaffino et al., 2021), acceso heterogéneo al agua y vulnerabilidad a
la contaminacion del agua (Exum et al., 2018; Faldetta et al., 2014). La presion
ejercida por ambientes hospitalarios influye directamente en la propagacion y
acumulacién de RAM y ARGs (Bengtsson-Palme et al., 2018). Inclusive, el riesgo
de transferencia de ARGs a patdgenos aumenta en ambientes con una alta carga y
bacterias fecales asociadas (Huijbers et al., 2019). A pesar de que el tratamiento de
estas aguas residuales en ambientes hospitalarios es crucial, no erradica por
completo los ARGs y su presencia aun representa un riesgo debido a la posibilidad
de la transferencia de estos elementos genéticos a otras poblaciones microbianas

(Woolhouse et al., 2015).
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El monitoreo y vigilancia de aguas residuales esta enfocada principalmente de dos
maneras, mediante métodos microbioldgicos tradicionales y confirmacion de genes
especificos por biologia molecular y la aplicacion de WGS (Rizzo et al., 2013). La
aplicacion de WGS ha revolucionado la salud publica y ha mejorado
significativamente la capacidad para analizar escenarios de riesgo potencial y
brotes, asi como caracterizar la dinamica de transmision de bacterias resistentes y
ARGs. El uso de la vigilancia de aguas residuales basada en genes y aislados es una
estrategia atractiva y no invasiva, (Larsson y Flach, 2022) para monitorear el
progreso de la RAM y medir los cambios atribuibles a las intervenciones en el
tiempo en varias escalas (Aarestrup y Woolhouse, 2020). Como los sistemas de
alcantarillado estan conectados, las muestras son en su mayoria representativas de
la poblacion de interés, si se realizan cerca del sitio (Hendriksen et al., 2019;
Huijbers et al., 2019), y en su mayoria se correlacionan con patrones de prevalencia
clinica (Hutinel et al., 2019; Pérnénen et al., 2019). El advenimiento de las
tecnologias como WGS ha ayudado a los esfuerzos globales de vigilancia de aguas
residuales (Hendriksen et al., 2019) en la identificacion y el seguimiento de RAM

y ARGs clinicamente relevantes (Gouliouris et al., 2019; Kutilova et al., 2021).

El estudio presenta limitaciones. Si bien el WGS permitié identificar el resistoma
en enterobacterias en aguas residuales hospitalarias, no es un reflejo exacto de lo
que ocurre con los aislados clinicos en el hospital (Talebi et al., 2008; Tuméo et al.,
2008; Drieux et al., 2016; Maheshwari et al., 2016). Futuros estudios deberan
incluir metagendmica a aguas residuales, lo que permitird probar nuevas hipétesis
sobre qué factores pueden impulsar patrones de abundancia y diversidad de ARGs.

Esto a su vez permitird investigar si la actividad clinica, como el uso de
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antimicrobianos en los pacientes afectan la abundancia de resistencia en aguas
residuales intrahospitalarias, permitiendo correlacionar la resistencia en pacientes

con la abundancia de ARGs en diferentes fuentes de agua.

La aplicacion de WGS para la vigilancia de la resistencia a los antibidticos sigue
estando limitada en gran medida a entornos clinicos y animales, y alin se presta muy
poca atencién al medio ambiente (Hendriksen et al., 2019; Su et al., 2019; OMS,
2020). Por lo tanto, hay escasez de datos sobre el papel que juega la vigilancia
gendmica en la comprension de las dimensiones ambientales de la resistencia a los
antibioticos, particularmente en el Peru. En este estudio, se combinaron métodos
microbioldgicos y genomicos de manera complementaria para el analisis de
presencia/ausencia de enterobacterias y ARGs presentes en su genoma. Se
identificaron ARGs de relevancia epidemioldgica relacionados con la produccion
de BLEE (blaCTXM-55) y con resistencia a drogas de ultimo recurso (mcr-1 para
colistina y blakpc-1 para carbapenémicos). El encontrar estos genes de relevancia en
salud publica resaltan el riesgo potencial que existe de diseminacion de estos
patogenos de ambientes hospitalarios a otros no hospitalarios. El analisis
filogenético revelo clusters de E. coli relacionados entre fuentes hospitalarias y no
hospitalarias en Lima, sugiriendo una contribucion potencial de las aguas residuales
hospitalarias en términos de diseminacidén de bacterias resistentes y/o genes de

resistencia a aguas no hospitalarias o comunitarias.
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3.6 Reporte del gen blakpc-2 en un genoma de Citrobacter braakii aislado de

aguas residuales en un hospital pediatrico en Lima, Peru

Este constituye el primer reporte de un genoma de Citrobacter braakii portador de
blakpc-> obtenido del efluente de un hospital pediatrico. EI genoma CF248
representa un aislado de C. braakii resistente a multiples farmacos derivado de un

entorno clinico en Lima, Peru.

Citrobacter es un miembro movil, facultativo y anaerobico de las
Enterobacteriaceae asociado con infecciones nosocomiales (Liu et al., 2018; Zhang
et al., 2008). Se ha descrito la aparicion de miembros de Citrobacter como
patdgenos nosocomiales que causan infecciones de las vias urinarias y respiratorias
(Mohanty et al., 2007; Hammerum et al., 2016; Jimenez et al., 2017; Pletz et al.,
2018), junto con informes de aislados clinicos que portan genes de resistencia
transferidos horizontalmente, como blaxec-2 (Wu et al., 2016). Los efluentes de agua
hospitalaria pueden actuar como reservorios de bacterias portadoras de estos genes,
incluidas las enterobacterales productoras de carbapenemasas (Cahill et al., 2019).
El monitoreo de rutina de las aguas residuales puede detectar patdgenos resistentes
liberados en aguas residuales municipales y cuerpos de agua naturales (Cahill et al.,

2019, Urase et al., 2020).

El aislado CF248 fue en diciembre de 2017 como parte de un programa piloto para
monitorear los efluentes hospitalarios de un hospital pediatrico en Lima, Peru. El
precipitado de una muestra de agua de 50 ml recogida de una tuberia de

alcantarillado se inocul6 sobre agar MacConkey (Becton, Dickinson, Heidelberg,
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Alemania) y se incub6 durante 24 horas a 37 °C. Se selecciond una colonia
fermentadora de lactosa y se identifico como Citrobacter sp. con el uso de un
sistema de microbiologia automatizado Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks,
MD, EE. UU.). Se identifico la resistencia a 11 antibioticos diferentes, incluidos
ertapenem, imipenem y meropenem (Tabla 1) (CLSI, 2020). La produccion de
carbapenemasas se confirmé con la prueba de diagnostico réapido

inmunocromatografica RESIST-4 OKNV (Coris BioConcept, Gembloux, Bélgica).

El ADN gendmico se extrajo de 1 ml de cultivo de colonia Unica de caldo tripticasa
de soja (Becton, Dickinson) incubado a 37 ° C durante 6 horas, utilizando el kit de
purificacion de ADN genomico GenelJET (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.). Las librerias genomicas fueron preparadas con el kit Nextera XT
(Mlumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) y se secuenciaron con un instrumento
MiSeq que generd 1 735 120 lecturas de 250 pb de extremos emparejados. Las
lecturas se procesaron y analizaron para la deteccion de ARG con las herramientas
dentro de la canalizacién Nullarbor v.2.0 (Seeman et al., 2019), utilizando SPAdes
(v.3.15.2) (Prjibelski et al., 2020) y Prokka (v.1.13.3) (Seeman, 2014) para
ensamblaje y anotacion, respectivamente, lo que da como resultado un borrador de
genoma de 294 contigs de mas de 300 pb (N50, 49 265 pb) y una longitud total de
5810 531 pb, con una cobertura media de 64 x y un contenido de GC del 52,3 %.
La tipificacion del replicon de plasmido se realizé utilizando plasmidfinder v.2.0
(Carattoli et al., 2014), que esta disponible en el Centro de Epidemiologia
Gendmica (www.genomicepidemiology.org). Se incluyeron genes de resistencia a

antibidticos y replicones de plasmidos con un valor de corte de >95 % para la
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identidad y una cobertura del 100 %. Se utilizaron parametros predeterminados para

todas las herramientas bioinformaticas.

Tabla 2. Susceptibilidad a antibi6ticos del aislado CF248 Citrobacter braakii.

Antibiotico CMI (ug/ml)  Resultado

Aminoglucésidos

Gentamicina <2 S
Penicilina
Ampicilina >16 R

Penicilina + inhibidor de

betalactamasa

Ampicilina-Sulbactam >16/8 R
Piperacilina-Tazobactam >64/4 R

Cefalosporinas

Cefazolina >8 R
Cefepime 8 I
Cefoxitina >16 R
Ceftazidima 16 I
Ceftriaxona >4 R

Fluoroquinolonas
Ciprofloxacina >2 R
Levofloxacina >4 R

Sulfonamidas

Sulfatrimetoprim <0.5/9.5 S
Glicilciclinas

Tigeciclina 2 S
Carbapenems

Ertapenem >1 R
Imipenem 8 R
Meropenem 8 R

S: susceptible, I: intermedio, R: resistente
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El andlisis de resistoma identific6 ARGs para aminoglucésidos [aph(3')-Vla],
fluoroquinolonas (qnrB68) y B-lactdmicos (blacmv-sz y blakec-2). ldentificamos
plasmidos de incompatibilidad (Inc) grupos HI1A (CIT), HI1B (CIT), FIB (K) y
P6. Ha sido reportado previamente que plasmido IncP6 es portador de blakec-2 en
Pseudomonas aeruginosa (Dai et al., 2016), Klebsiella oxytoca, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii (Yao et al., 2017) y Citrobacter braakii (Dong et al.,
2020). La evaluacion del contig revel6 que el gen blakpc-2 estaba ubicado en un
elemento de transposon Tn3 de 13.8 kb con la estructura lineal ISKpn27-AblaTEM-
1-blaKPC-2-1SKpn6-korC-klcA-repB. El analisis BLAST de la secuencia del gen
blakpc-2 mostré una identidad de secuencia del 100 % y una cobertura del 100 %
con el plasmido pKPHS2 de 111 195 pb (nimero de acceso NC_016846) aislado

de un aislado clinico de Klebsiella pneumoniae portador de blakKPC-2 en China.

Este reporte constituye el primer aislado de C. braakii productor de blakec-2
derivado de aguas residuales de un hospital pediatrico en Lima, Perd. Nuestros
resultados sugieren que el monitoreo de la resistencia a los antibioticos de las aguas
residuales de los hospitales puede detectar la diseminacion de la resistencia a los

antimicrobianos desde los entornos clinicos al entorno de las aguas residuales.
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IV.  CONCLUSIONES

4.1 Capitulo 1. Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli de fuentes

humanas y animales en Lima, Peru

e Los aislados de Escherichia coli de pollos de mercado criados de forma
convencional poseen altos niveles de multidrogo resistencia en comparacion
con todos los grupos humanos y las gallinas organicas criadas sin
antibioticos.

e Los aislados de Escherichia coli de los pollos de mercado criados de forma
convencional presentaron genes de resistencia a antibioticos de relevancia
clinica, incluyendo mcr-1, blactxm-s5y blakpc-3.

e La resistencia a florfenicol, un antibidtico usado como promotor de
crecimiento en pollos, pero no aprobado para seres humanos, fue mas alta

en los vendedores de pollo comparado con otros grupos humanos.

4.2 Capitulo 2. Enterobacterias ambientales obtenidas de aguas residuales

comunitarios e intrahospitalarios en dos regiones del Peru

e Las enterobacterias aisladas de aguas residuales de ambientes hospitalarios

en lquitos presentaron los niveles mas altos de multidrogo resistencia.
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Las enterobacterias de aguas residuales de ambientes hospitalarios y no
hospitalarios en Lima e Iquitos albergan genes de resistencia de importancia
clinica como blakpc-1, blakpc-2, blactxm-ss y mer-1.

Los genomas de Escherichia coli provenientes de aguas residuales de
ambientes hospitalarios y no hospitalarios en Lima se encontraron

genéticamente relacionados.

V. Recomendaciones

En el presente estudio aplicamos una combinacion de métodos
microbiologicos tradicionales, secuenciamiento del genoma completo y
andlisis bioinformatico para dilucidar el resistoma de poblaciones
bacterianas provenientes de fuentes humanas, animales y ambientales.

Los resultados han permitido dar un primer vistazo sobre la situacion de la
resistencia antimicrobiana en poblaciones de enterobacterias no
frecuentemente estudiadas mediante el uso de la gendmicay bioinformatica.
Los animales y el medio ambiente cumplen un rol fundamental en la
permanencia y transmision de bacterias resistentes y genes de resistencia
antimicrobiana al humano en el Per.

El estudio resalta la necesidad de implementar sistemas de vigilancia
gendémica de estas poblaciones microbianas con el fin de mitigar la
transmision de la resistencia antimicrobiana, representando un problema de

salud publica en el Per.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Capitulo 1. Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli de fuentes humanas

y animales en Lima, Peru

Tabla 1: Localizacién, tipo y tamafio de muestra de humanos y pollos incluidos

en el estudio.
Localizacion Tipo de muestra Tamafio
VES Pollos de mercado 32
SIM Pollos de mercado 9
VEG Pollos organicos 20
VES Bebés 60
VES Vendedores de pollos 23
VES No vendedores 48

VES: Villa El Salvador, SIM: San Juan de Miraflores, VEG: Vegueta
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Tabla 2. Antibidticos usados para la prueba de susceptibilidad.

Concentracion

Antibidtico
(hg)

Cloranfenicol 30
Florfenicol 30
Acido nalidixico 30
Ciprofloxacina 5
Gentamicina 10
Azithromicina 15
Trimethoprim / Sulfamethoxazol 1.25+23.75
Tetracyclina 30
Meropenem 10
Amoxicilina 20
Amoxicilina / acido clavulanico 20+10
Cefalotina 30
Cefoxitina 30
Aztreonam 30
Cefotaxima 30
Ceftazidima 30
Cefepime 30
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Tabla 3. Marcadores plasmidicos y analisis bivariado de los genomas de

Escherichia coli de pollos y humanos.

N (%)
Plasmid markers Total Humans  Chickens p-value™
(n=118)  (n=59)  (n=52)

IncFIB(AP001918) 50(42.4)  21(35.6)  29(55.8) 0.037
Col(pHAD28) 42(35.6)  19(32.2)  20(38.5) 0.553
IncFII 33(28.0)  19(32.2)  13(25.0) 0.529

IncX1 23(19.5)  5(85)  19(36.5) <0.001
IncFI1(pHN7A8) 21(17.8)  5@85)  16(30.8) 0.003
p0111 19(16.1)  3(.1)  17(32.7) <0.001
IncF11(pRSB107) 14(11.9)  8(13.6) 5(9.6) 0.568
IncF11(29) 14(119)  5(8.5) 8(15.4) 0.376
Col(MG828) 13(11.0)  8(13.6)  4(7.7) 0.373
IncB/O/K/Z_4 12(102)  12(20.3)  0(0.0) <0.001
IncF11(pSEL1) 12(102)  5(8.5) 7(13.5) 0.543
IncHI1B(pNDM-CIT) 11(9.3) 00.0)  11(21.2) <0.001
IncB/O/K/Z 11093)  9(153)  2(3.8) 0.058
Col156 1085)  9(15.3) 0(0.0) 0.003
IncFIA 1085  6(10.2) A(7.7) 0.748
IncFIC(FIN) 9(7.6) 4(6.8) 5(9.6) 0.732
IncFIB(K) 8(6.8) 1(L.7) 7(13.5) 0.025
Incl1-1(Gamma) 7(5.9) 3(5.1) 4(7.7) 0.704
CoIRNAI 7(5.9) 6(10.2) 1(1.9) 0.118
Col4401 7(5.9) 1(L.7) 6(11.5) 0.049
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Col(BS512) 4(3.4) 4(6.8) 0(0.0) 0.121

IncFIB(pLF82-PhagePlasmid) 4(3.4) 3(5.1) 1(1.9) 0.621
ColpVC 4(3.4) 2(3.4) 2(3.8) 1.000

Col8282 4(3.4) 2(3.4) 2(3.8) 1.000

IncN 4(3.4) 1(1.7) 3(5.8) 0.339

IncX2 4(3.4) 1(1.7) 3(5.8) 0.339
IncF11(pCo0) 3(2.5) 2(3.4) 1(1.9) 1.000
IncB/O/K/Z_3 3(2.5) 2(3.4) 1(1.9) 1.000
IncF11(pSFO) 3(2.5) 0(0.0) 3(5.8) 0.100
Col(MP18) 3(2.5) 3(5.1) 0(0.0) 0.246

IncY 3(2.5) 1(1.7) 2(3.8) 0.599
IncFIB(pHCM2) 2(1.7) 1(1.7) 1(1.9) 1.000
IncFIB(pB171) 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
IncF11(Yp) 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
Col4401 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000

IncHI2A 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468

IncX4 2 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468
Incl2(Delta) 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468
IncF11(pAMA1167-NDM-5) 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
Col(Ye4449) 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468

Incl2 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
IncFIA(HIL) 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468
IncX1_4 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
IncF1B(pLF82-PhagePlasmid) 1(0.8) 1(1.7) 0(0.0) 1.000
IncHI2 1(0.8) 0(0.0) 1(1.9) 0.468

*Prueba Exacta de Fisher, nivel de confianza 95%
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Tabla 4. Genes de resistencia antimicrobiana identificados en los genomas de

Escherichia coli

Gen Frequencia Porcentaje
tet(A) 45 7.45
APH(6)-1d 34 5.63
QnrB5 34 5.63
APH(3")-1b 32 5.30
ANT(3")-lla 31 5.13
sul2 31 5.13
sul3 24 3.97
floR 22 3.64
sull 22 3.64
APH(3)-1a 21 3.48
gacH 21 3.48
aadAl7 17 2.81
aadA2 16 2.65
aadA3 15 2.48
tet(B) 14 2.32
dfrAl12 13 2.15
mphA 13 2.15
CTX-M-55 11 1.82
FosA3 11 1.82
cmlAl 11 1.82
TEM-176 10 1.66
APH(3)-1la 8 1.32
aadAb 8 1.32
dfrAl7 8 1.32
dfrAl4 7 1.16
TEM-208 6 0.99
dfrAl 6 0.99
dfrA8 6 0.99
FosA6 5 0.83
SAT-2 5 0.83
catl 5 0.83
linG 5 0.83

95



ErmB 4 0.66
TEM-198 4 0.66
TEM-206 4 0.66
tetM 4 0.66
AAC(3)-Ild 3 0.50
AAC(3)-Vla 3 0.50
MCR-1.1 3 0.50
QnrS1 3 0.50
TEM-141 3 0.50
TEM-214 3 0.50
aadA 3 0.50
InuG 3 0.50
ANT(2")-la 2 0.33
CTX-M-65 2 0.33
KpnH 2 0.33
QnrB19 2 0.33
TEM-166 2 0.33
TEM-209 2 0.33
TEM-70 2 0.33
TEM-95 2 0.33
dfrA5 2 0.33
dfrA7 2 0.33
AAC(3)-IV 1 0.17
APH(4)-la 1 0.17
APH(6)-Ic 1 0.17
BRP(MBL) 1 0.17
CMY-59 1 0.17
CMY-60 1 0.17
CTX-M-2 1 0.17
KPC-3 1 0.17
OKP-A-11 1 0.17
OXA-1 1 0.17
QepA4 1 0.17
SHV-187 1 0.17
SHV-66 1 0.17
TEM-104 1 0.17
TEM-105 1 0.17
TEM-148 1 0.17
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TEM-186 1 0.17
TEM-207 1 0.17
TEM-215 1 0.17
TEM-33 1 0.17
TEM-54 1 0.17
TEM-76 1 0.17
TEM-90 1 0.17
aadAl3 1 0.17
aadAl5 1 0.17
pp-flo 1 0.17
tet(C) 1 0.17

Total 604 100
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Capitulo 2. Enterobacterias ambientales obtenidas de aguas residuales

comunitarios e intrahospitalarios en dos regiones del Peru

Tabla 1. Lugares de muestreo de hospitales y no hospitales en Lima e Iquitos

Tipo Departamento Latitud Longitud
No hospital Iquitos -3.76 -73.25
No hospital Iquitos -3.74 -73.25
No hospital Iquitos -3.76 -73.25
No hospital Lima -12.24 -76.93

Hospital Lima -12.06 -77.05
Hospital Iquitos -3.76 -73.25
Hospital Lima -12.02 -77.06
Hospital Lima -12.05 -77.04
Hospital Iquitos -3.73 -73.25
Hospital Iquitos -3.73 -73.25
No hospital Iquitos -3.75 -73.28
No hospital Iquitos -3.74 -73.26
No hospital Iquitos -3.76 -73.28
No hospital Iquitos -3.77 -73.26
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Tabla 2. Genes de resistencia antimicrobiana identificados en los genomas de

Escherichia coli

Gen Frecuencia Porcentaje
emrB 58 18.41
tet(A) 24 7.62
QnrB5 19 6.03

APH(3)-1a 15 4.76

sul2 13 4.13

aadAb 11 3.49
dfrAl7 11 3.49

floR 11 3.49

sul3 11 3.49
tet(B) 11 3.49

APH(3")-Ib 9 2.86
APH(6)-1d 9 2.86
AAC(3)-Ild 8 2.54
TEM-176 8 2.54
AAC(6")-1b-cr 7 2.22
dfrAl 7 2.22
sull 7 2.22
CTX-M-15 6 1.9
TEM-1 6 1.9
catB3 6 1.9
FosA3 5 1.59
MCR-1 5 1.59
arr-3 5 1.59
dfrAl4 5 1.59
mphA 5 1.59
CTX-M-55 4 1.27
dfrA8 4 1.27
APH(3)-1la 3 0.95
FosA7 3 0.95
QnrS1 3 0.95
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cmlAl 3 0.95
dfrAl12 3 0.95
CMY-59 2 0.63
CTX-M-3 1 0.32
FosA6 1 0.32
LAP-2 1 0.32
OXA-1 1 0.32
QnrB19 1 0.32
aadA2 1 0.32
aadA3 1 0.32
catl 1 0.32
Total 315 100
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Tabla 3. Genes de resistencia antimicrobiana identificados en los genomas de

Klebsiella sp.
Gen Frecuencia Porcentaje
AAC(6")-1b-cr 4 7.27
0gXA 4 7.27
FosA5 3 5.45
KPC-1 3 5.45
QnrB5 3 5.45
ogxB 3 5.45
APH(3")-1b 2 3.64
APH(3)-la 2 3.64
APH(6)-1d 2 3.64
CTX-M-15 2 3.64
OXA-1 2 3.64
OXY-1-4 2 3.64
arr-3 2 3.64
catB3 2 3.64
sull 2 3.64
sul2 2 3.64
AAC(3)-lle 1 1.82
FosA6 1 1.82
FosA7 1 1.82
GES-11 1 1.82
LEN-2 1 1.82
OKP-B-5 1 1.82
QnrS1 1 1.82
QnrvC1l 1 1.82
SHV-187 1 1.82
aadA2 1 1.82
catl 1 1.82
dfrAl5 1 1.82
dfrA21 1 1.82
mphA 1 1.82
tet(D) 1 1.82
Total 55 100
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