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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos es un fenémeno biolégico ocasionado por la aparicion de
mutaciones espontaneas y por la aptitud de las bacterias para transferir material genético de forma
horizontal, este fendmeno se ha convertido en un problema emergente y motivo de gran preocupacion ya
que dificulta el enfoque terapéutico de los pacientes infectados. La presente investigacion tuvo como
objetivo determinar molecular y fenotipicamente la resistencia antimicrobiana de E. coli aislada de agua
de mar utilizada en el expendio de productos hidrobioldgicos. Se realizaron muestreos semanales entre los
meses de junio y julio de 2017 en los terminales pesqueros de Ancén y Chorrillos, utilizando la técnica del
nimero mas probable (NMP) para cuantificar coliformes totales y coliformes termotolerantes,
posteriormente se identificaron aislados de E. coli mediante pruebas bioquimicas convencionales, a los
cuales se les determind el perfil fenotipico de resistencia a cinco antimicrobianos (ampicilina, tetraciclina,
sulfatrimetropim, &cido nalidixico y cloranfenicol) empleando la técnica de difusion en agar, finalmente
se determino por PCR la presencia de genes de resistencia (blaTEM, Sul2, catAl, tet (A) dfrAly gnrA). Se
obtuvieron 32 aislados de E. coli en cada uno de los lugares de estudio. Del terminal pesquero de Ancon el
40.6 % de estos aislados mostro resistencia a ampicilina, 31.3% a tetraciclina y acido nalidixico, 15.6% a
sulfatrimetropim y solo 3.1% a cloranfenicol; mientras que de los aislados del terminal pesquero de
Chorrillos el 46.9% fue resistente a ampicilina y tetraciclina, 40.6 % a acido nalidixico y oxitetraciclina,
mientras que todos los aislados fueron sensibles al cloranfenicol. Por otra parte, el 15.6% Yy 9.4 % de los
aislados provenientes de Chorrillos y el 9.4% y el 15.6% de Ancén fueron resistentes a dos y tres
antimicrobianos respectivamente. La resistencia simultanea a cuatro antimicrobianos fue de 9.4% en ambos
terminales pesqueros, mientras que ninguna cepa fue resistente a todas las drogas evaluadas.

Palabras clave: Escherichia coli, resistencia antimicrobiana, Tet(A), blaTEM



ABSTRACT

Resistance to antimicrobials is a biological phenomenon caused by the appearance of spontaneous
mutations and by the ability of bacteria to transfer genetic material horizontally, this phenomenon has
become an emerging problem and a cause of great concern since it hinders the approach Therapeutic
treatment of infected patients. The objective of the present investigation was to determine molecularly and
phenotypically the antimicrobial resistance of E. coli isolated from seawater used in the sale of
hydrobiological products. Weekly samplings were carried out between June and July 2017 in the fishing
terminals of Ancén and Chorrillos, the most probable number technique (NMP) was used to quantify total
coliforms and thermotolerant coliforms, later isolates of E. coli were identified through conventional
biochemical tests, which were determined the phenotypic profile of resistance to five antimicrobials
(ampicillin, tetracycline, sulfa.trimetropim, nalidixic acid and chloramphenicol) using the technique of agar
diffusion, finally determined by PCR the presence of genes of resistance (blaTEM, Sul2, catAl, tet (A)
dfrAl y gnrA). 32 isolates of E. coli were obtained in each of the study sites. From the fishing terminal of
Ancon, 40.6% of these isolates showed resistance to ampicillin, 31.3% to tetracycline and nalidixic acid,
15.6% to sulfa.trimetropim and only 3.1% to chloramphenicol; while of the isolates from the fishing
terminal of Chorrillos, 46.9% were resistant to ampicillin and tetracycline, 40.6% to nalidixic acid and
oxytetracycline, while all the isolates were sensitive to chloramphenicol. On the other hand, 15.6% and
9.4% of the isolates from Chorrillos and 9.4% and 15.6% of Ancon were resistant to two and three
antimicrobials respectively. The simultaneous resistance to four antimicrobials was 9.4% in both fishing
terminals, while no strain was resistant to all the evaluated drugs.

Key words: Escherichia coli, antimicrobial resistance, resistance gene, Tet(A), blaTEM



I. INTRODUCCION

El consumo per cépita de Productos Hidrobioldgicos (PH) en el Per( crece considerablemente
(PRODUCE, 2014) siendo Lima metropolitana la region con mayor demanda (INEI, 2009).
Chorrillos y Ancén son importantes puntos de desembarque y venta de recursos hidrobiol6gicos
maritimos en la capital, siendo el destino total de esta comercializacion el consumo humano directo
(PRODUCE, 2015).

La contaminacion de los PH en la etapa de post captura con bacterias patégenas esta relacionada a la
mala calidad del agua, hielo y practicas de manejo antihigiénico (Saritha et al., 2014), siendo estos,
puntos criticos en la calidad del producto final (Balasubramaniam et al., 2009). El agua utilizada en
los procesos de comercializacidn debe ser potable y protegida de toda contaminacion, el agua no
potable puede utilizarse siempre y cuando no esté en contacto con los productos hidrobiol6gicos
ademas de ser independiente y no compartir lineas de suministro con el agua potable (FAO, 2010).
Para garantizar la calidad del agua, el recuento de coliformes fecales no debe exceder las 0
UFC/100ml a 44.5° C (SANIPES, 2017).

Escherichia coli es un indicador sanitario de contaminacién fecal (Jeyasanta et al., 2009), estando su
proliferacién en PH relacionada a una inadecuada manipulacién y a la mala calidad de la fuente de
agua (lwamoto et al., 2010).

El tracto intestinal de animales de sangre caliente, incluyendo a los humanos, es el habitat de E. coli,
donde usualmente se comporta como comensal (Nataro y Kaper, 1998). Algunas de estas especies
presentan la capacidad de producir toxinas, entre otros factores de virulencia, gque causan
enfermedades entéricas (Kaper et al., 2004).

Desde antes del descubrimiento, produccién y utilizacion de los antimicrobianos, las bacterias

desarrollaron varios mecanismos de resistencia (Guardabassi, y Courvalin 2006). Esta capacidad es



un fendmeno bioldgico natural (FAO, 2010) que se ha convertido en un problema emergente debido
principalmente al uso inadecuado e irresponsable de estas drogas, lo que ha favorecido la seleccion
de cepas que expresan genes de resistencia, asi como aparicion de mutaciones que confieren
resistencia y sobreexpresion de bombas de flujo, ademas de promover la transferencia horizontal de
elementos genéticos intra e inter especies (Rodriguez, 2015). Todo esto es motivo de gran
preocupacion porque dificulta el enfoque terapéutico de los pacientes infectados (OMS, 2001),.
prolonga la recuperacion e incrementa los costos de tratamiento, lo que conlleva al aumento de
mortalidad y morbilidad, ademas de incrementar la aparicion de los indeseados efectos secundarios
toxicos que producen algunos antibiéticos (Gémez et al., 2007).

En nuestro estudio, aislamos E. coli de muestras de agua de mar utilizada en los procesos de
comercializacion de PH de los terminales pesqueros de Ancén y Chorrillos con la finalidad de
caracterizar la resistencia antimicrobiana, asi como de identificar molecularmente los genes

responsables de conferir dicha resistencia.
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II. MARCO TEORICO

Productos Hidrobiolégicos

En el Per( el consumo per capita de los PH se ha incrementado durante los ultimos afios
(PRODUCE, 2014) alcanzando 22 kg, uno de los mas altos en Latinoamérica (FAO, 2010), siendo
el consumo en Lima el mas alto en comparacién con el resto del pais (INEI, 2009). Chorrillos y
Ancén son importantes puntos de desembarque y venta de recursos hidrobiol6gicos maritimos,
reportando 13 302 y 1 926 TM anuales respectivamente, destinados en su totalidad para el
consumo humano directo (PRODUCE, 2015).

Los PH representan una importante fuente de alimento para una gran parte de la poblacion
mundial (Bakr et al., 2011) y, aunque son parte de una dieta saludable, su consumo no esta exento
de riesgos, por lo que es necesario la prevencién de los principales mecanismos de contaminacion
que son susceptibles de control (Sanjee y Karim 2016). Los PH pueden contaminarse en el
trasporte, manejo y procesamiento, contaminacion relacionada con la materia prima, personal o
de herramientas (Svanevik, 2015). La calidad microbiologica del agua o hielo utilizados para el
procesamiento es importante porque al estar en contacto directamente con los PH suponen un
riesgo alto de contaminacion (Andrews y Hammack, 2001).

Teniendo en cuenta que el indicador mas preciso de contaminacion fecal son los coliformes
fecales (Suvanich et al., 2000; Noble et al., 2004), un bajo recuento de estos puede representar la
efectividad de los procedimientos de bioseguridad durante el procesamient 0 Yy manejo
(Elhadi et al., 2004). La contaminaciéon por coliformes puede ocurrir en cualquier paso de
procesamiento, transporte y manipulacion; también puede ser causada por el agua utilizada para
lavar o para hacer hielo (Boyd, 1990) siendo indispensable el control en el transcurso o de toda

la cadena productiva (Smith et al., 2015). Para garantizar que la calidad del agua a utilizar en los
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procesos de comercializacion de PH sea limpia el recuento de E. coli en esta no debe exceder las
0 UFC/100ml a 44.5° C o lo que es equivalente a < 1.8/100 ml por el método de NUmero Mas

Probable (NMP) por tubos maltiples (SANIPES, 2017).

El problema de la resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos es un fenémeno biolégico ocasionado por la aparicion de
mutaciones espontaneas y por la aptitud de las bacterias para transferir material genético de forma
horizontal, este fendmeno se ha convertido en un problema emergente y motivo de gran
preocupacion ya que dificulta el enfoque terapéutico de los pacientes infectados (OMS, 2001).
Las bacterias pueden clasificarse segun el perfil de resistencia que presentan en: multidrogo
resistente (MDR), definido como la no sensibilidad adquirida a por lo menos un antibiético en
mas de tres categorias; extremadamente resistente (XDR), definida como la no sensibilidad a por
lo menos un antibidtico en casi todos las categorias (exceptuando dos) y pan resistente (RDP),
que es definida como la no sensibilidad a todos los antibi6ticos en todas las categorias

antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012).

Mecanismo de accion y resistencia a los antimicrobianos en E. coli

En las enteropatias producidas por Escherichia coli es frecuente observar elevados niveles de
resistencia a tetraciclina, ampicilina, Trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol y 4cido
nalidixico, ocasionando dificultades en la antibioticoterapia (Mosquito et al., 2010).

Los genes de resistencia brindan esta caracteristica frente una clase de antibidtico, pero, puede
conferir resistencia a otros antibiéticos con los que comparten el mismo mecanismo de accién

pudiendo ser estos inclusive de familias diferentes (OMS, 2001). Cabe sefialar que la resistencia
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2.3.2

antimicrobiana en cepas de E. coli comensales es preocupante ya que podrian estar ejerciendo

como deposito de genes de resistencia facilitando asi su distribucion (Bartoloni et al., 2008).

Tetraciclinas

Las tetraciclinas por su bajo costo, amplio espectro y escasos efectos secundarios son de los
antibidticos mas utilizados tanto en medicina humana como en medicina veterinaria (Chopra y
Roberts, 2001) donde son empleados como promotores del crecimiento (Roberts, 2005). La
generalizacion e indiscriminado uso de las tetraciclinas ocasion6 el incremento de la prevalencia
de resistencia antimicrobiana limitando su eficacia (Chopra y Roberts, 2001).

La resistencia a tetraciclinas es originada principalmente por la adquisicion de genes tet, a menudo
asociado con elementos mdviles (plasmidos y transposones) (Chopra y Roberts, 2001) que
codifican bombas de eflujo o expulsidn, inactivacidén enzimética y proteccion ribosémica (Koo y
Woo, 2011). En bacterias Gram negativas el mecanismo de resistencia mas comun es el sistema
de bomba de eflujo (Chopra y Raberts, 2001).

La resistencia de E. coli a las tetraciclinas se puede utilizar como un indicador general de
resistencia a los antimicrobianos debido a su alta frecuencia de ocurrencia, que se relaciona a la

alta capacidad de trasferencia horizontal de los genes tet (Koo y Woo 2011).

Betalactamicos

Los betalactdmicos son de los antibidticos mas conocidos y ampliamente utilizados en medicina
humana y veterinaria, quimicamente se caracterizan por presentar un anillo betalactamico (Garcia
et al., 1999). Actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana e induciendo su
destruccion, esto se logra mediante la union irreversible a las enzimas encargadas del Gltimo paso

en la sintesis del peptidoglucano (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Bush y Jacoby, 2009).
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La resistencia a los betalactamicos se confiere por disminucion de la permeabilidad a estos,
modificacion de las dianas, inactivacion del antimicrobiano mediante la producciéon de
betalactamasas y por expulsion activa (Marin y Gudiol, 2003). En bacterias Gram negativas, como
E. coli, el mecanismo de resistencia mas frecuente es la produccién de betalactamasas, las cuales
pueden estar codificadas en plasmidos o en el ADN cromosémico (McDermott et al., 2003). Las
betalactamasas de codificacion plasmidica tienen una elevada capacidad de diseminacion entre
cepas de la misma especie y entre distintas especies bacterianas lo que representa un problema
epidemioldgico mayor (Canton et al., 2002). Los genes que codifican las beta-lactamasas méas
frecuentes son blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y blaCARB (Bush y Jacoby, 2009), y de importancia
creciente CTX-M, betalactamasa de espectro extendido (Pallecchi et al.,, 2007). Las
betalactamasas encontradas con mayor frecuencia en aislados de E. coli, procedentes tanto de
animales como de personas, son las de tipo TEM (Brifias et al., 2002). En el Per( se reportd la
presencia de blaTEM (30,5 %), blaSHV (4,5 %), blaCARB (1,9 %) y blaOXA (5,8 %) en un

estudio realizado en nifios menores de dos afios (Mosquito et al., 2010).

Cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibi6tico que debido a su toxicidad y a la disponibilidad de
antimicrobianos con similar espectro de actividad su uso actualmente es bastante limitado
(Schwarz et al., 2004), es un potente inhibidor de la biosintesis proteica uniéndose
reversiblemente al centro de peptidiltransferasa del ribosoma 70S previniendo la elongacién de
la cadena peptidica (Schliunzen, 2001). Tiene espectro de accion frente a Gram positivos, Gram
negativos, micoplasmas y rickettsias (Shaw, 1983; Yao y Moellering, 1999), puede atravesar
membranas bioldgicas para llegar a bacterias intracelulares y es capaz de traspasar la barrera

hematoencefalica (Yao y Moellering, 1999).
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El principal mecanismo de resistencia al cloranfenicol es por inactivacion enzimatica y esta
mediada por diferentes tipos de cloranfenicol acetil transferasas (CAT), que son codificadas por
el gen cat, menos frecuentes son las resistencias mediadas por bombas de eflujo, mutacién del
objetivo y barrera de permeabilidad (Schwarz et al., 2004).

El gen catAl, que codifica para CAT, se encuentra en el transposén Tn9 que es muy comun entre
las bacterias Gram negativas (Frech et al., 2003), este gen es transferible mediante conjugacion

lo que puede favorecer a la diseminacion de la resistencia (Kikuvi et al., 2007).

Trimetoprim - Sulfametaxol

Las sulfonamidas son drogas ampliamente utilizadas en medicina humana y veterinaria,
generando una rapida y elevada resistencia antibiética, es por ello que se le asocidé con
diaminopirimidinas (trimetoprim) para potencializar su efecto. Mientras las sulfonamidas inhiben
la sintesis de la enzima dihidropteroato sintasa, el trimetoprim inhibe a la dihidrofolato reductasa;
afectando asi de manera complementaria la sintesis del &cido félico (Ho et al., 2009). Los
mecanismos de resistencia para sulfonamidas y trimetoprim estan relacionados con la presencia
de sull, sul2 y sul3, genes que codifican mutantes de la enzima dihidropteroato sintasa, las cuales
no son inhibidas por el antimicrobiano. Mientras que el gen dfr confiere resistencia a trimetoprim

(Dahmen et al., 2010).

Quinolonas

Las quinolonas ingresan en las bacterias Gram negativas a través de las proteinas porinas, 0
también directamente a través de la bicapa lipidica (Hooper, 1998), afectan la sintesis de proteinas
inhibiendo a la topoisomerasa que es la enzima encargada del desdoblamiento de ADN para su

posterior replicacion (Tafur et al., 2008).
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Los mecanismos de resistencia a quinolonas estan relacionados con mutaciones en genes que
reducen la union del farmaco al complejo enzima —ADN, que esta mediado por los genes gyrA o
parC y en la sobreexpresion de bombas de eflujo (Hooper y Jacoby, 2015).

En las enterobacterias, la resistencia a las fluoro quinolonas también est4 determinada por un
mecanismo de resistencia que ha aumentado en los Gltimos afios (Strahilevitz et al., 2009) y que
esta codificado por genes gnr entre los que se encuentran gnrA, gnrB, gnrC, gnrD y gnrS (Schink
et al., 2012). Estos genes codifican proteinas que bloquean la accion sobre la ADN girasa y
topoisomerasa IV del ADN pudiendo conferir resistencia de bajo nivel que promueve la
resistencia mutacional de alto nivel (Hooper y Jacoby, 2015) y se localizan en plasmidos, por lo
que su diseminacion es de gran preocupacion en la salud global (Tafur et al., 2008).

Ademas, los integrones, segmentos de DNA extracromosomal adicionales, cominmente forman
parte de plasmidos, se encuentran hasta en 40 % de bacterias Gram negativas, los aislados que
contienen estos elementos son mas resistentes a quinolonas, aminoglucoésidos y betalactamicos
(Martinez, 1998). La frecuencia de gnr se ve aumentada si son preseleccionados de muestras
positivas para betalactamasas de espectro extendido y otros fenotipos de resistencia (Robicsek et
al., 2005), por otra parte, el gen gnr también se puede encontrar en el cromosoma de bacterias

Gram negativas y Gram positivas, de fuentes clinicas y ambientales (Jacoby y Hooper 2013).

Escherichia coli

El género Escherichia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que se caracteriza por ser bacilos
Gram negativos que no forman esporas (Kaper et al., 2004), oxidasa negativos, pudiendo o no
contar con flagelos (Weintraub, 2007). Es un grupo genéticamente heterogéneo, generalmente no
patdgeno, que hace parte de la microbiota intestinal autoctona de seres humanos y animales. Sin

embargo, algunos miembros de este grupo adquirieron genes que les permiten causar



enfermedades entéricas, urinarias y meningitis (Ruttler et al., 2006) mediante la produccién de
toxinas y adhesinas, invadiendo células, interfiriendo con el metabolismo celular o destruyendo
tejidos (FAO, 2015).

Las cepas que causan infecciones entéricas son llamadas de E. coli diarreogénicas y se clasifican
en seis principales patotipos segln su virulencia y efectos patogénicos en cultivos celulares
epiteliales: E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli
Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enterohemorrégica (EHEC), E. coli Productora de Toxina Shiga
(STEC), E. coli Enteroagregativa (CEEA) y E. coli de Adherencia difusa (DAEC) (Rittler et al.,
2006).

E. coli ha sido aislada en muestras de agua utilizada en los procesos de comercializacion de
productos hidrobioldgicos (Smith et al., 2015), ademas en el Perl ha sido reportada en altas

frecuencias en choro (Aulacomya ater) destinados al consumo humano (Taboada et al., 1974)



I11.JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El irracional y excesivo uso de los antibi6ticos en situaciones donde no es necesaria su utilizacion favorece
el surgimiento de bacterias resistentes y acelera su propagacion (Gomez et al., 2007), ocasionando el
incremento continuo de fracasos terapéuticos (Livermore, 2003). E. coli es un enteropatégeno importante
en la difusion de genes resistencia antimicrobiana (Zhao et al., 2012) incluyendo antibi6ticos de ultima
linea como las fluoro quinolonas (Alouache et al., 2012). Su presencia en aguas costeras refleja
contaminacion fecal por lo que es un adecuado indicador sanitario de la calidad de cuerpos de agua
(Jeyasanta et al., 2009).

El uso de aguas costeras sin tratamiento destinada a los procesos de comercializacion de productos
hidrobioldgicos y el habito de consumirlos crudos son factores que predisponen el contagio con E. coli

resistente a antimicrobianos poniendo en riesgo la salud publica.
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4.1

4.2

IV.OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar molecular y fenotipicamente la resistencia antimicrobiana de E. coli aislada de agua de
mar utilizada en el expendio de productos hidrobioldgicos en los terminales pesqueros de Ancon y

Chorrillos.

Obijetivo especifico

Cuantificar coliformes termo tolerantes provenientes de agua de mar utilizada en el expendio de
productos hidrobiolégicos utilizando el método del nGmero mas probable.

Aislar cepas de E. coli de agua de mar utilizada en el expendo de productos hidrobiolégico.
Determinar los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de E. coli aislados de agua de mar
utilizada en el expendio de productos hidrobiolégicos.

Identificar molecularmente por PCR los genes de resistencia a los distintos antimicrobianos

evaluados.
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5.1

5.2.

V. MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Las muestras fueron tomadas por ocho semanas consecutivas entre los meses de junio y julio de 2017

en dos puntos de muestreo de cada lugar de estudio, siguiendo las recomendaciones descritas por

SANIPES, (2017). El agua de mar, transportado por tuberias hasta el terminal pesquero, se ubicaron

y desinfectectaron con fuego directo los puntos de toma de muestra, seguidamente se dejé correr el

agua por dos minutos, a continuacion, se abri6 la tapa del frasco de vidrio previamente autoclavado,

hasta obtener un volumen de un litro. Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de

Microbiologia de FMVZ en un cooler que permiti6 la conservacién de la cadena de frio.

Numero mas probable y aislamiento de E. coli

El calculo del namero méas probable (NMP) de coliformes totales y coliformes termo tolerantes
se realizd utilizando el método de tubos multiples siguiendo las recomendaciones de la American
Public Health Association (APHA, 2012). Se utilizé Caldo Lauril Triptosa en volimenes de 10
mL de concentracién simple, para inéculos de 1 y 0.1 mL y de doble concentracién para in6culos
de 10 mL, por triplicado en tubos provisto con campana Durham. Posteriormente, se incubé a
35°C por 24-48 horas, al cabo de este periodo se evaluo los tubos, considerandose como positivos
aquellos con presencia de gas y turbidez. De los tubos positivos, se transfirié una asada a tubos
con Caldo EC y se incubd a 44.5 °C por 24-48 horas. La formacion de gas se considerd positiva
a Coliformes Fecales (Termo tolerantes). Seguidamente, se estimd el NiUmero mas probable en
las tablas correspondientes de coliformes Totales por 100 mL y NMP de coliformes Fecales por
100 mL. Una asada proveniente de los tubos positivos para Coliformes fecales fue sembrada en
agar HiCrome e incubada a 44.5°C por 24 horas, de donde se identificaron dos colonias

caracteristicas de E. coli, luego se resembraron en agar soya tripticasa e incubaron por 24 horas a
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5.3.

5.4.

37°C, finalmente se realizaron pruebas bioquimicas (LIA, SIM, Citrato, Urea, Kliger, e Indol)

para su confirmacion.

Determinacion de la resistencia antimicrobiana

La resistencia a antimicrobianos se evalué empleando la técnica de difusion en agar Kirby-Bauer
descrita por Woods y Washington (1995) frente a los siguientes antibiéticos: ampicilina (10 ug)
(betalactamico), acido nalidixico (30 pg) (quinolona), tetraciclina (30 pg), cloranfenicol (30 ug)
y Trimetoprim-Sulfametoxazol (25 pg). Brevemente, un indculo bacteriano equivalente a la
escala 0,5 de McFarland se esparcid, con la ayuda de un asa de digralsky, sobre la superficie de
una placa de Petri con agar Mueller-Hinton de modo tal que se logré un crecimiento confluente.
Posteriormente, en un tiempo no mayor a 15 minutos se coloco equidistantes los discos con los
antibidticos. Seguidamente la placa se incub6 a 35 °C por un periodo de 18 horas. Finalmente,
cada placa fue observada en luz indirecta reconociendo los halos de inhibicion que fueron
medidos utilizando un caliper. Se tomé como referencia lo indicado por el CLSI (2016) para

determinar la resistencia o susceptibilidad a las drogas evaluadas.

Extraccion del ADN

El DNA bacteriano fue extraido por el método fenol-cloroformo (Sambrook et al., 1989). Una
colonia representativa de cada aislado fue sembrada en 5 mL de BHI e incubada por 48 h. Se
centrifugo a 13.000 g x 10 min, posteriormente el sedimento bacteriano fue lavado dos veces en PBS
(pH 7,2), fue incubado con 70 pL de lisozima (10 mg/mL) a 37 °C por 3 h. En seguida, fueron
adicionados 35 pL de sodio duodecil sulfato (SDS 20%) y 35 pL de proteinasa K (20 mg/mL), e
incubados a 55 °C por 2 h, siendo posteriormente, adicionados volumenes iguales de fenol

cloroformo (1:1) y centrifugados (14.000 g x 6 min). El sobrenadante (DNA) fue precipitado con
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5.5.

volimenes iguales de acetato de sodio (20%) e isopropanol absoluto. En seguida, el DNA fue lavado
con etanol helado (70%) y centrifugado (14.000 g x 10 min), y el mismo, diluido en 100 pL de TE,

siendo guardado a - 20 °C, hasta su uso.

Deteccion de genes de resistencia antimicrobiana

La determinacion de los diferentes de genes de resistencia antimicrobiana de E. coli aislados fue
realizada por PCR, segun especificado en la Tabla 1. Las reacciones de amplificacion de DNA fueron
llevadas a cabo en volumenes finales de 25 pL conteniendo 2,5 pL de 10 x buffer PCR, 1,5 pL de
MgCI2 (1,5 mM), 1 puL de dNTP (0,2 mM), 1 uL de cada iniciador (0,4 mM), 0,25 pL de Platinum
Taqg polimerase (0,5 U) (Invitrogen), y 1 uL de DNA (10 ng). Las reacciones de amplificacion se
realizaron en el termociclador Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) programado
para: 1 ciclo de 95 °C (3 min); seguido de 35 ciclos de 95 °C (1 min), 56 °C (1 min), y 72 °C (2 min);
y 1 ciclo final de 72 °C (5 min). (Mabilat y Goussard 1993; Enne et al., 2004; Alton y Vapnek, 1979;

Allmeir et al., 1992; Navia et al., 2003; Wu et al., 2007).

Todos los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (1%), tefiidos con
bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y fotografiados con transiluminador de luz UV con el sistema Kodak
(EDAS, DC-120). Fue utilizado como marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder. DNA de
cepas de E. coli positivas a los genes estudiados fueron concedidos por el Dr. Jesis Tamariz,
investigador del Laboratorio de Mecanismo de Resistencia Antimicrobiana de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia fueron utilizados como controles positivos. Agua libre de DNAsas fue

utilizada como controles negativos.
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Tabla 1 Iniciadores utilizados en la deteccion de genes de resistencia de E. coli aislada de

productos hidrobioldgicos.

Amplicon Referenc

Secuencia de Oligonucle6tidos

Iniciador — » vibistico 5 — 3 (pb) ia
Mabilat y
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA Goussard
Bla TEM Ampicilina GACAGTTACCAATGCTTAATCA 1058 . 1993
ACAGTTTCTCCGATGGAGGCCG aEI””Z%SZ
Sul2 Sulfametoxazol CTCGTGTGTGCGGATGAAGTCA 704 "
Altony
catAl Cloranfenicol GGCATTTCAGTCAGTTG Vapnek,
CATTAAGCATTCTGCCG 551 1979
Allmeir
Tetraciclina GCTACATCCTGCTTGCCTTC et al.,
tet (A) CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG 210 1992.
GTG AAACTATCACTAATGG Navia et
dfrAl Trimetoprim TTAACCCTTTTGCCAGATTT 474 al., 2003
TTCAGCAAGAGGATTTCTCA Wu et
GGCAGCACTATTACTCCCAA 608 al., 2007

gnrA  Acido Nalidixico
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6.1

V1. RESULTADOS

Cuantificacion de coliformes.

En la tabla 2 se representa el NMP /100ml de coliformes totales y termotolerantes en los terminales
pesqueros de Ancon y Chorrillos en cada uno de los muestreos realizados, ademas se muestra el
promedio obtenido a lo largo del estudio, donde se aprecia que el NMP de Coliformes totales es
ligeramente superior en Chorrillos, con respecto a Ancon, mientras que en el caso del NMP de
Coliformes termotolerantes, es evidente la superioridad en el terminal pesquero de Ancén. Tanto el
NMP de coliformes totales como de termotolerantes varian a lo largo de la duracién de la
investigacion en ambos lugares de estudio.

Tabla 2 NMP de coliformes totales y termotolerantes en agua utilizadas en el expendio de
PH en los terminales pesqueros de Ancon y Chorrillos.

Coliformes Totales Coliformes Termotolerantes
NMP/100mL NMP/100mL
N° Muestreo Ancon Chorrillos Ancon Chorrillos
1 560.5 1100 57 57
2 240.5 655 233.65 48
3 587.5 165 20 17.5
4 142.5 1100 78.65 15
5 564 655 115 85.5
6 225 150 780 21.5
7 1100 276.5 780 29
8 780 625 93 58
Promedio 525 590.8125 269.6625 41.4375
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6.2

Sensibilidad antimicrobiana

De los terminales pesqueros de Ancon y Chorrillos se obtuvieron un total de 64 aislados de E. coli,

32 aislados de cada lugar de estudio, los cuales fueron examinados para determinar sus perfiles de

resistencia antimicrobiana. Las prevalencias de resistencia a los antimicrobianos evaluados entre los

lugares de estudio estan representadas en la figura 1. Las cepas resistentes a ampicilina y tetraciclina

son las mas prevalentes en ambo lugares de estudio. Los aislados de Chorrillos, en comparacién con

los Ancén, mostraron mayor prevalencia de resistencia a ampicilina (46.9 %), acido nalidixico

(40.6%) Trimetoprim-sulfametoxazol (18.8%) y tetraciclina (46.9%), mientras que la resistencia al

cloranfenicol, fue de apenas 3.1% en Ancon; en Chorrillos todas las cepas se mostraron sensibles a

este Gltimo farmaco.

Figura 1 Prevalencia de resistencia antimicrobiana en cepas de E. coli aisladas de los

terminales pesqueros de Ancén y Chorrillos.
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AMP: ampicilina, AN: acido nalidixico, STX: Trimetoprim-sulfametoxazol, T: tetraciclina, CN: cloranfenicol
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6.2.1 Sensibilidad antimicrobiana a ampicilina.
La tabla 3 muestra los resultados de la prueba de sensibilidad a ampicilina en los dos lugares de
estudio, donde observamos que los niveles de resistencia a este farmaco son mayores en Chorrillos
(46.9%) con respecto a Ancon (40.6%), mientras que la mayor cantidad de cepas sensibles se
reportan en el terminal pesquero de Ancén (56.3%). Por otro parte las cepas con perfil de resistencia

intermedio presentan valores bajos tanto en Ancdn como en Chorrillos, 3.1y 6.3% respectivamente.

En general, del total de cepas evaluadas se reporté que existen una mayor prevalencia de cepas

sensibles (51.6%) que de resistentes a este antibidtico (43.8%).

Tabla 3 Sensibilidad a ampicilina en aislados de E. coli proveniente de los terminales

pesqueros de Ancén y Chorrillos.

Sensibilidad Ancon Chorrillos Total

antimicrobiana

A ampicilina N° % N° % N° %
Resistente 13 40.6 15 46.9 28 43.8
Intermedio 1 3.1 2 6.3 3 4.7

Sensible 18 56.3 15 46.9 33 51.6
TOTAL 32 100 32 100 64 100

6.2.2 Sensibilidad antimicrobiana al &cido nalidixico
En la tabla 4, se detallan los resultados de la prueba de sensibilidad al acido nalidixico, 10 cepas
fueron resistentes a este farmaco en Ancon, frente a 13 en Chorrillos (31.3 y 40.6% respectivamente),
mientras que las cepas sensibles a este antibidtico representan el 53 % en Ancén y 46.9% en
Chorrillos. Las cepas con perfil de resistencia intermedio reportan prevalencias de 15.6% y 12.5 %
respectivamente. Del total de cepas evaluadas en el estudio el 35.9% fueron resistentes a este

antibiotico.
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Tabla 4 Sensibilidad a acido nalidixico en aislados de E. coli proveniente de los terminales

pesqueros de Ancon y Chorrillos.

Sensibilidad Ancon Chorrillos Total
antimicrobiana a 4cido
nalidixico Ne % Ne % Ne° %
Resistente 10 31.3 13 40.6 23 35.9
Intermedio 5 15.6 4 12.5 9 141
Sensible 17 53.1 15 46.9 32 50
TOTAL 32 100 32 100 64 100

6.2.3 Sensibilidad antimicrobiana al cloranfenicol

La tabla 5 representa los resultados de perfiles de resistencia reportados para el cloranfenicol, donde

del total de cepas evaluadas solo se reporta una cepa resistente a este farmaco, cepa proveniente del

terminal pesquero de Ancon, Los valores de prevalencia de cepas sensibles al cloranfenicol

representa el 90.6 y 93.8 % en Ancén y Chorrillos respectivamente. Mientras que el 6.3% de cepas

de cada lugar de estudio fueron reportadas con perfil de resistencia intermedio

Tabla 5 Sensibilidad a cloranfenicol en aislados de E. coli proveniente de los terminales

pesqueros de Ancén y Chorrillos.

Sensibilidad Ancon Chorrillos Total
antimicrobiana a cloranfenicol N° % N° % N° %
Resistente 1 3.1 0 0 1 1.6
Intermedio 2 6.3 2 6.3 4 6.3
Sensible 29 90.6 30 93.8 59 92.2
TOTAL 32 100 32 100 64 100
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6.2.4 Sensibilidad antimicrobiana al Trimetoprim-sulfametoxazol.
La prevalencia de resistencia al Trimetoprim-sulfametoxazol y cada perfil de sensibilidad estan
representadas en la tabla 6, donde se observa que los niveles mas altos se reportan en Chorrillos
(18.8%) en comparacion con las cepas aisladas de Ancon (15.6%), mientras que las cepas sensibles
a este farmaco representan el 68,8% en los dos lugares de estudio. Por otro lado, el 15.6% y 12.5%
muestran un perfil de sensibilidad intermedio para Ancon y Chorrillos respectivamente. Del total de
cepas evaluadas el 68.8% report6 sensibilidad a este antibiético, mientras que el 17.2% reportd

resistencia.

Tabla 6 Sensibilidad a Trimetoprim-sulfametoxazol en aislados de E. coli proveniente de

los terminales pesqueros de Ancén y Chorrillos.

Sensibilidad Ancon Chorrillos Total
antimicrobiana a Trimetoprim-
sulfametoxazol N° % N° % N° %
Resistente 5 15.6 6 18.8 11 17.2
Intermedio 5 15.6 4 12.5 9 14.1
Sensible 22 68.8 22 68.8 44 68.8
TOTAL 32 100 32 100 64 100

6.2.5 Sensibilidad antimicrobiana a tetraciclina
Los perfiles de sensibilidad a tetraciclina se muestran en la tabla 7, las cepas provenientes del
terminal pesquero de Chorrillos reportan la prevalencia méas alta de cepas resistentes, 46.9%, frente
al 31.3% de cepas resistentes provenientes de Ancén, terminal pesquero donde también se reporta la
mayor prevalencia de cepas sensibles a este farmaco,68.8%, frente al 50% en Chorrillos. Por ultimo,

del total de cepas estudiadas el 59.4% fue sensible y el 39.1% fue resiste a este antibidtico.
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Tabla 7 Sensibilidad a tetraciclina en aislados de E. coli proveniente de los terminales

pesqueros de Ancon y Chorrillos.

Sensibilidad Ancon Chorrillos Total
antimicrobiana a tetraciclina N° % N° % N° %
Resistente 10 31.3 15 46.9 25 39.1
Intermedio 0 0.0 1 3.1 1 1.6
Sensible 22 68.8 16 50.0 38 59.4
TOTAL 32 100 32 100 64 100

6.2.6 Diversidad fenotipica de resistencia

Los fenotipos de resistencia mostrados por los 32 aislados de E. coli aislados del terminal pesquero

de Ancdn se muestran en la tabla 8, estos se distribuyeron en diez diferentes fenotipos de resistencia,

desde resistencia a un antimicrobiano hasta resistencia simultdnea a cuatro antimicrobianos, el

fenotipo mayormente detectado fue el perfil ampicilina -4cido nalidixico —tetraciclina (23.5%), el

segundo perfil de resistente mas frecuente fue el de ampicilina (17.6%). El 64.7 % de aislados

mostraron resistencia a dos 0 mas de los antimicrobianos evaluados, mientras que el 35.2% fueron

mono resistentes.
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Tabla 8 Diversidad de fenotipos de resistencia entre los aislados de E. coli resistentes a

antimicrobianos procedentes del terminal pesquero de Ancén.

Fenotipos de Resistencia Antimicrobiana

Numero de aislados

Frecuencia (%)

NA

T

AMP

AMP-NA

AMP-OT

STX-NA

AMP-STX-T

AMP-NA-T

AMP-STX-CN-T

AMP-STX-NA-T

2

1

2

11.8

5.9

17.6

5.9

5.9

5.9

5.9

23.5

5.9

11.8

AMP: ampicilina, AN: &cido nalidixico, STX: Trimetoprim-sulfametoxazol, T: tetraciclina, CN: cloranfenicol.

En la tabla 9 se observan los fenotipos de resistencia mostrados por los aislados de E. coli

provenientes del terminal pesquero de Chorrillos. Se reportan nueve fenotipos de resistencias

diferentes, siendo los fenotipos tetraciclina y ampicilina-acido nalidixico-oxitetraciclina los

encontrados con mayor frecuencia (19%). Los fenotipos mono resistentes mostraron una prevalencia

de 33.4%, mientas que los fenotipos resistentes a dos 0 mas antimicrobianos representan el 66.7% .
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Tabla 9 Diversidad de fenotipos de resistencia entre los aislados de E. coli resistentes a

antimicrobianos procedentes del terminal pesquero de Chorrillos.

Fenotipos de Resistencia Antimicrobiana

Numero de aislados

Frecuencia %

AMP 3 14.3
T 4 19
AMP-STX 1 4.8
NA-T 2 9.5
AMP-NA 2 9.5
AMP-STX-T 1 4.8
AMP-NA-T 4 19
AMP-STX-NA 1 4.8
AMP-STX-NA-T 3 14.3

AMP: ampicilina, AN: &cido nalidixico, STX: Trimetoprim-sulfametoxazol, T: tetraciclina.

En general, 38 aislados fueron resistentes a por lo menos uno de los antimicrobianos evaluados,

siendo Chorrillos el lugar con mayor cantidad de cepas resistentes en comparacion con Ancén, con

21y 17 cepas resistentes, respectivamente.

6.2.7 Patrones de resistencia antimicobiana

Como se muestra en la Figura 2 el 46.9% de los aislados provenientes de Ancon y el 34.4 % de los

provenientes de Chorrillos mostraron ser sensibles a todos los antimicrobianos evaluados, el 18.8%

23



de los aislados de ambos lugares de estudio fueron resistentes a una droga. De los aislados resistentes

a dos antimicrobianos se reporté una mayor prevalencia en Chorrillos (15.6%) que en Ancén (9.4%),

mientras que la prevalencia fue mayor en Chorrillos (21.9%) en comparacion con Ancén (15.6%),

para los aislados resistentes a tres antimicrobianos. Por otra parte, la resistencia a cuatro

alntimicrobianos fue igual en ambos lugares de estudio. Finalmente, no se reportd ningln aislado

resistente a todas las drogas evaluadas.

Figura 2 Patrones de resistencia a multiples antimicrobianos de cepas de E. coli aisladas

de los terminales pesqueros de Ancon y Chorrillos.
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DR: Drogo resistente

6.3 Deteccion de genes de resistencia

Se detecto el gen blaTEM en tres aislados (21.4%) resistentes a ampicilina de E. coli provenientes

del terminal pesquero de Ancon, mientras que del terminal pesquero de Chorrillos se detectd en dos

aislados (11.8%), a su vez el gen tetA se detect6 en dos aislados de E. coli resistentes a tetraciclina
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de Ancdn (20%) y solo en uno de los aislados de Chorrillos (6.3%). Los genes de resistencia Sul2,

catAl y dftAl y gnrA no fueron detectados en ninguno de los aislados de ambos lugares en estudio.

VII. DISCUSION

La calidad del agua utilizada en los procesos de comercializacion debe ser adecuada porque esta
influira directamente en la calidad sanitario/microbioldgica de los PH, teniendo en cuenta ademas de
que esta es una categoria alimento de vida util muy corta, siendo su calidad facilmente alterada por
factores externos (Stratev et al., 2015). El recuento de Enterobacterias se considera como indicador
del indice de calidad del pescado, contaminacion relacionada con el almacenamiento, lavado y

evisceracion (Zambuchini et al., 2008).

Los resultados de este estudio constituyen un indicador de la calidad del agua utilizada en el expendio
de productos hidrobiologicos en los terminales pesqueros de Ancén y Chorrillos, reportandose en
todas las muestras niveles de coliformes totales y termotolerantes que superan ampliamente los
maximos permisibles (< 1.8/100 mL) dispuestos por SANIPES, (2017) incluyendo muestras con
NMP tan altos como 780/100 mL. Este elevado recuento se podria explicar debido a que el agua es
obtenida muy préxima de la costa, donde la acumulacion de este tipo de contaminantes es mayor
(Svanevik et al., 2015), tal como también lo reportan Whitman y Nevers, (2003) quienes demostraron
que las concentraciones de E. coli son mas altas en aguas poco profundas, disminuyendo los
recuentos en aguas mas alejadas de la costa, pudiendo este factor estar influenciado por la arena, que

actla un reservorio de esta bacteria.

La presencia de coliformes fecales en el agua se considera como indicador de contaminacion fecal

ya que esta presente en las heces de humanos y animales de sangre caliente (Noble et al., 2004), por
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este motivo, el control de coliformes es indispensable en el transcurso de la cadena productiva de
productos hidrobioldgicos, ya que estos se pueden contaminar en cualquiera de sus etapas, afectando

la calidad del producto final (Svanevik et al., 2015).

La fuente de contaminacion del agua con coliformes termotolerantes no fue determinada por este
estudio, pero podria atribuirse al vertimiento de aguas servidas sin tratamiento a las costas cercanas
a ambos terminales pesqueros. También pueden contribuir a dicha contaminacion la presencia de
aves marinas que aprovechan los desechos producidos (Levesque et al., 2009; Whitman y Nevers,

2003), y otros animales silvestres (Desmarais et al., 2002).

El total de las muestras provenientes de ambos terminales pesqueros fueron positivas para E. coli,
teniendo en cuenta que en el ambiente acuatico este tipo de bacterias se inactivan, nuestros resultados
indican contaminacion fecal persistente y abundante (Noble et al., 2004). Ha sido reportada la
presencia de coliformes totales en el 50 % de muestras de aguas potable utilizadas en los procesos
de comercializacion de pescado, con una frecuencia de 28% para E. coli (Svanevik et al., 2015); es
probable que esta menor frecuencia se deba al origen del agua utilizada, sefialando que en nuestro
estudio el agua utilizada proviene directamente del mar sin recibir ningin tratamiento, lo que

favorece el recuento de coliformes.

Por otra parte, respecto a la emergencia de bacterias resistentes a los antibidticos en el agua, esta se
debe en parte al uso indebido de estos (Kumar y Schweizer, 2005), que son usados ampliamente en
salud publica, asi como en la prevencion y tratamiento de animales y plantas. Estas drogas pueden
ser excretadas en la orina como sustancia activa, entre 30 y 90 % de la dosis administrada, las cuales
se liberan, dispersan y concentran constantemente en el medio ambiente, siendo motivo de gran
preocupacion (Kumarasamy et al., 2010). Se ha reportado presencia de grandes concentraciones de
antibidticos en cuerpos de agua contaminadas con otras residuales (Azanu et al., 2018; Baquero et

al., 2008), convirtiendo a estas fuentes en vehiculos de diseminacion de organismos resistentes a



antibidticos (Baquero et al., 2008) porque pueden acelerar la propagacién de resistencia
antimicrobiana. Constanzo et al. (2005) y Kemper (2008) han reportado la presencia de méas de treinta
antibidticos en este tipo de aguas, lo que resulta en una fuente potencial de diseminacion de bacterias

resistentes a los antimicrobianos.

En nuestro estudio, los aislados de E. coli mostraron resistencia bacteriana considerable a amoxicilina
y tetraciclina. La alta prevalencia de resistencia a estas drogas en E. coli aislada de agua de mar
también ha sido reportada por Da Costa et al (2015) pero contrasta con los hallados por Kumar y
Schweizer, (2005), que en un estudio donde aislaron E. coli a partir de agua, hielo y pescado,
reportaron ocurrencia de resistencia a ampicilina (4.3%), acido nalidixico (0.86%) vy tetraciclina
(0.86%), resultados mas bajos a los encontrados en nuestro estudio; es probable que esta diferencia
se deba a que el agua utilizada en los terminales pesqueros de Ancon y Chorrillos proviene
directamente del mar, sin previo tratamiento, contaminadas con aguas residuales, siendo estas fuente
potencial de diseminacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos debido a que la gran
concurrencia de bacterias en estas aguas hace posible que interactlen y a través de la conjugacién
con bacterias de la misma o diferente especies pueden intercambiar genes de resistencia que son
codificados en plasmidos (Huycke et al., 1998; Kiihn et al., 2000). Segln da Costa et al (2015), esta
transferencia es facilitada debido a que la mayoria de patdégeno entéricos comparten genes de
resistencia a antimicrobianos (Kariuki et al., 2011), a que los genes de resistencia se transfieren
facilmente a partir de cepas comensales (Blake et al., 2003) y a que la arena juega un papel importante
en la diseminacion de bacterias resistentes al agua (Da Costa et al., 2015). Ademas, E. coli sobrevive
a procesos de tratamiento de aguas residuales (Galvin et al., 2010) y debido a la naturaleza
hidrosoluble de los antibidticos, estos pueden dispersarse a gran distancia en fuentes de agua,

facilitando su diseminacién (Daughton y Ternes 1999).
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Por otra parte, Onyucka et al. (2011) reportaron frecuencias de resistencia mas altas, 64 % a
ampicilina, 76% a tetraciclina y 28% a cloranfenicol, en muestras de agua y peces lacustres. Esta
diferencia puede ser explicada por que, segiin Anderson et al. (2005), E. coli es mas persistente en
agua dulce que en agua de mar, donde, debido a su escasa capacidad de adaptacién a condiciones
marinas, estas sufren lesiones subletales manteniendo cierta capacidad metabdlica (Barcina et al.,
1990) lo cual favoreceria el intercambio de genes de resistencia. A su vez, Boss et al (2012),
reportaron resistencia a acido nalidixico, tetraciclina y ampicilina, en E. coli aisladas de productos
hidrobioldgicos, en una frecuencia menor a la reportada en nuestro estudio, sin embargo, la

resistencia al cloranfenicol fue ligeramente mayor (5%).

Nuestro estudio reporta una considerable frecuencia de cepas resistentes a multiples farmacos, este
patrén de resistencia ha sido también detectado en otros ambientes acuaticos (Nontongana et al.,
2014, Wang et al., 2013). Probablemente, la diseminacion de estos pueda estar mas relacionada con
la diseminacion de elementos genéticos extra cromosdmicos moviles, ampliamente distribuidos en
bacterias entéricas, que a mutaciones cromosémicas (Berglund, 2015; Alekshun y Levy, 2007).
Ademas, Boss et al (2012) encontraron cepas de E. coli resistentes a mas de tres antibiéticos en el
45 % de aislados de camardn, de los cuales dos fueron resistentes a siete diferentes drogas, que
incluyen a ampicilina, cloranfenicol, acido nalidixico, tetraciclina y trimetoprim, farmacos que
también fueron usados en nuestro estudio. Los patrones de resistencia hallados estan relacionados
también con el uso de antibidticos en medicina veterinaria, lo que conduce a la resistencia en

humanos (Laxminarayan, 2011).

En nuestro estudio no se diferenci6 entre E. coli patégenas y E. coli comensales, pero cabe sefialar
gue la resistencia antimicrobiana en cepas de E. coli comensales es preocupante ya que podrian estar
ejerciendo como deposito de genes de resistencia facilitando asi su distribucion (Bartoloni et al.,

2008), pudiendo realizar transferencia genética entre microorganismos del mismo género e incluso
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entre microorganismo evolutivamente distantes como bacterias Gram positivas y otras Gram

negativas (Courvalin, 1994).

El gen blaTEM se difunde por elementos méviles (plasmidos) y codifica una enzima que hidroliza
las B-lactamasas (Berglund, 2015), de igual manera, el gen tet A también es mediado por plasmidos,
y codifica una bomba de eflujo activa que funciona contra todas las drogas tetraciclinas (Lyimo et

al., 2016).

En nuestra investigacion sélo se reportd la presencia de los genes blaTEM y tetA, ambos genes son
muy prevalentes en aislados de E. coli. Asi, en un estudio detectaron una alta prevalencia (69%) del
gen blaTEM vy tetA en agua de mar mientras que en el mismo estudio la presencia de ambos genes
en aguas residuales fue de 38 y 31% respectivamente, a la vez que no se detectd el gen gnrA (Alves
et al., 2014). Similares resultados fueron obtenidos por Lyimo et al. (2016) quienes reportaron altas
prevalencias de blaTEM vy tetA en aislados de E. coli provenientes de agua dulce; es probable que la
mayor prevalencia a estas drogas se deba a la amplia utilizacidén de estos antibiéticos en medicina

humana y veterinaria (Christopher et al., 2013).

En Suecia se report6 84% de prevalencia del gen blaTEM en E. coli comensales aislados de nifios
menores de un afio, siendo este gen mucho mas prevalente que blaSHV y blaOXA, genes que también
confieren resistencia a betalactdmicos (Karami et al., 2008). También en una investigacion realizada
en Per( en nifios menores de dos afios se reportd la predominancia de el gen blaTEM (30.5%)

respecto a blaSHV, blaCARB y blaOXA (Mosquito et al., 2010).

Por otro lado, tetA fue reportado en una alta prevalencia (49%) en cepas de E. coli resistentes a
tetraciclina aisladas de infantes en Suecia (Karami et al., 2006), mientras que en un estudio realizado

en Peru se hallé una prevalencia mayor de tetA con respecto a tetB (Mosquito et al., 2010).
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VIIl. CONCLUSIONES

El nimero de coliformes termotolerantes detectados en el agua de mar utilizada en el expendio
de productos hidrobiolégicos sobrepasa los limites establecidos por el SANIPES (< 1.8/100
ml por NMP)

Existe elevada resistencia antimicrobiana entre las cepas de E. coli aislados de agua de mar
utilizada en el expendio de productos hidrobiol6gicos, 43.8% para ampicilina, 35.9% para

cloranfenicol, 39.1 % de sulfatrimetropin y 39.1% a tetraciclina.

Se detectdé molecularmente la presencia de genes de resistencia para antibiéticos Ampicilina
blaTEM vy Tetraciclina (tetA).
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ANEXOS

Figura 2: Determinacion del Nimero mas Probable de coliformes termotolerantes.
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Figura 3: Aislamiento de bacterias Gram negativas en agar MacConkey.

Figura 4: Aislamiento de E. coli en agar Hicrome.
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Figura 5: Determinacion de resistencia antimicrobiana por el método de Kirby-Bauer.
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Figura 6: Electroforesis de productos PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder.
Carril 2: Control negativo. Carril 3: Control positivo. Carriles 4 y 5: Amplificacion positiva para el gen
tet(A).
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Figura 7. Electroforesis de productos PCR. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder.
Carril 2: Control negativo. Carril 3: Control positivo. Carriel 4-6: Amplificacion positiva para el gen
blaTEM.
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