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ABSTRACT

Sechura Bay is one of the most important production sites of hydrobiological resources in Perq,
and therefore it requires a more efficient sanitation system. Due to this limitation, it is possible to isolate
Escherichia coli, a bacteria that indicates fecal contamination in its marine environment. E. coli can also
be a carrier and transmissor of antibiotic resistance genes microorganism. The aim of this study was to
evaluate the susceptibility or resistance of Escherichia coli in principal antibiotics used in human
medicine. Water samples were taken in six buffer zones of Sechura Bay, in a period of three months,
where Escherichia coli was isolated. The antibiotics evaluated were the following ones: cefotaxime,
ceftazidime, ciprofloxacine, cotrimoxazole, meropenem and cefepima; and, to evaluate extended-spectrum
betalactamases (ESBL) producting bacterias it was used cefotaxima + clavulanic acid, ceftazidima +
clavulanic acid and cefepima + clavulanic acid. Antibiograms were released following Kirby-Bauer
technique. Results were compared to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standardized protocols. At least one
sample was resistant for each one of the antibiotics evaluated, except meropenem, which was sensitive for
all samples. Multi-resistant antibiotic and ESBL producting strains were obtained, which means that

hydrobiological resources of this area can be contaminated with strains resistant to medical use antibiotics.
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RESUMEN

La Bahia de Sechura es uno de los puntos de produccion de recursos hidrobiolégicos méas
importantes en el Perd, y por ello requiere tener un sistema de saneamiento mas eficiente. Debido a esa
limitacion, es posible aislar Escherichia coli, bacteria indicadora de contaminacion fecal en su ambiente
marino. E. coli ademés puede ser un microorganismo portador y transmisor de genes de resistencia a
antibidticos. El objetivo de este estudio fue evaluar la susceptibilidad o resistencia a los principales
antibioticos utilizados en medicina humana frente a cepas de E. coli. Se recolectaron muestras de agua en
seis zonas de amortiguamiento de la Bahia de Sechura, durante un periodo de tres meses, de las cuales se
aislé E. coli. Se evaluaron los siguientes antibidticos: cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina,
cotrimoxazol, meropenem Yy cefepima; y para evaluar bacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) se utilizaron cefotaxima + acido clavulanico, ceftazidima + &cido clavulanico y
cefepima + acido clavulanico. Se realizaron antibiogramas siguiendo la técnica de Kirby-Bauer. Los
resultados fueron comparados con los Protocolos estandarizados de Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) y European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Al menos
una muestra fue resistente para cada uno de los antibiéticos evaluados, excepto meropenem, el cual fue
sensible para todas las muestras. Se obtuvieron cepas multirresistentes y productoras de BLEE, lo que
sugiere que productos hidrobiol6gicos de esta zona pueden resultar contaminados con cepas resistentes a

antibioticos utilizados en la practica médica.

Palabras claves: Escherichia coli, antibidticos, resistencia, susceptibilidad, produccién



INTRODUCCION

El Pert cuenta con una alta produccidn de recursos hidrobioldgicos, obteniendo en el afio 2015 4
943 173 TM de dicha produccién; la Bahia de Sechura, ubicada en la region Piura, al norte de Perd, logré
ese mismo afio una produccion de 48 608 TM (PRODUCE, 2016), principalmente de anchoveta, pota y
concha de abanico (IMARPE, 2007). Ademas, cuenta con areas de playas, como las de San Pablo, San
Pedro y Chulliyachi, asi como los Manglares de San Pedro de Vice, donde se ha observado variedad de

floray fauna (Charcape y Moutarde, 2005; RPP, 2012).

Sin embargo, existen fuentes de contaminacion que llegan a la desembocadura de los rios y mar,
originados por las actividades pesqueras, agropecuarias, petroleras, asi como también por la actividad
antropogénica, los cuales pueden repercutir negativamente en la sanidad de la bahia (IMARPE, 2007; El
Tiempo, 2016). Una forma de evidenciar esto es mediante la cuantificacion de coliformes totales y
termotolerantes, donde E. coli es la bacteria predominante (APHA, 1999; WHO, 2001). Ademas, E. coli
es utilizada como bacteria indicadora de contaminacion fecal en distintas fuentes de agua, alimentos y
agua de consumo humano directo e indirecto que no han contado con una adecuada desinfeccion e higiene
(MINSA, 2008; Larrea et. al., 2013; SANIPES, 2016). En el afio 2014 se evidencié que la Bahia de
Sechura llegé a reportar niveles de coliformes termotolerantes de 2.4 x 10° NMP/100 ml., los cuales se
encuentran por encima de los Limites Maximos Permisibles, para las actividades de extraccion de
moluscos bivalvos (< 88 NMP/100 ml) y otras especies hidrobiolégicas (< 30 NMP/100 ml), pero no para
las actividades recreativas segun lo establecido en los Estandares de Calidad Ambiental para el Agua (DS

N° 015-2015.MINAM) (INEI, 2015; MINAM 2015).



Escherichia coli, parte del grupo Enterobacteriaceae, es un bacilo gram negativo, anaerobio
facultativo, fermentador de lactosa y glucosa, que forma parte de la microbiota intestinal de homeotermos,
estando en una concentracién promedio entre 10" — 10° UFCY/gramo de heces, lo cual la convierte en una
de las bacterias con mayor presencia en el tracto intestinal. (Scheutz y Strockbine, 2005; Gyles y
Fairbrother, 2010). E. coli no es considerada una bacteria patdgena, sin embargo, la exposicién a una alta
carga bacteriana, deficiencia o alteracion en el sistema inmune, o la presentacion de sus patotipos pueden
llevar al portador a enfermedades que cursan principalmente con cuadros diarreicos, pero también en
infecciones del tracto urinario como el Sindrome Urémico Hemolitico, infecciones que cursan con cuadros
respiratorios, llegando a casos de sepsis; los seis patotipos de E. coli son enteropatogénica (EPEC),
enterohemorragica o también conocida como productora de Shiga toxina (STEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) y de adherencia difusa (DAEC) (Steiner,

Thielman y Guerrant, 2006; CDC, 2015)

Como parte de la terapia antimicrobiana frente a E. coli se utilizan diferentes grupos de
antibidticos, los cuales varian segin el cuadro clinico del paciente, entre los cuales destacan las

cefalsporinas, quinolonas y penicilinas, entre otros (CLSI, 2016; EUCAST, 2013).

En el caso de infecciones urinarias causadas por E. coli se utilizan quinolonas, como la
ciprofloxacina, cotrimoxazol, cefalosporinas de tercera generacion, entre otras. En infecciones
respiratorias causadas por E. coli, es frecuente utilizar fluorquinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion. Para el caso de infecciones gastrointestinales causadas por E. coli suele optarse por
antibioticos como amoxicilina con 4&cido clavulanico, ampicilina, tetraciclinas (p.e. doxiciclina),
fluorquinolonas y cotrimoxazol (Cordiés et. al., 1998; Ochoa et. al., 2009; Morrill et. al., 2017). Para

septicemias 0 E. coli resistente a antibioticos betalactdmicos se utilizan carbapenémicos, como
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meropenem e imipenem, asi como cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) (Garcia et. al., 2011; Morejon,

2013).

Las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos son un grupo de antibiéticos
denominados betalactdmicos, ya que poseen un anillo betalactdmico en su estructura, el cual no permite la
sintesis de la pared celular de las bacterias, actuando especificamente en el polimero peptidoglicano, en la
parte final de la formacion de la pared celular de la bacteria, donde se van a formar los tetrapéptidos a
partir de pentapéptidos; el anillo betalactamico se unird a este Gltimo, no permitiendo la formacion de la
pared bacteriana, por lo cual la bacteria quedard expuesta al medio, y por la presion oncética morira

actuando en la mayoria de casos como bactericida. (Botana, 2002; Suérez y Guidol, 2009).

Las fluorquinolonas, dentro del cual esta la ciprofloxacina, tienen un amplio espectro de actividad,
tanto en bacterias gram positivas como negativas. Actlan a nivel del ADN bacteriano, inhibiendo la ADN-
girasa, topoisomerasa necesaria para replicacion del ADN. Al no actuar la ADN-girasa, no habra
replicacién ni trascripcion del ADN, lo cual no permitird el desarrollo y multiplicacion bacteriana,

conllevando a la muerte de las bacterias. (Botana, 2002; Leyva S. y Leyva E., 2008)

El cotrimoxazol, conocido también como sulfatrimetoprim, es un antibiético compuesto por una
sulfonamida (sulfametoxazol) con una diaminopirimidina (trimetoprima), las cuales, en combinacion,
actuan inhibiendo el &cido tetrahidrofdlico de las bacterias, coenzima que actla en la sintesis de purinas y
timidina, las cuales al verse suprimidas, no permitiran la replicacion de ADN ni ARN, lo cual afectara a la

replicacion bacteriana. (Botana, 2002; Lillmann, 2010)

Existe un uso indiscriminado de antibiéticos en la actualidad, que incluye los mencionados
anteriormente, lo cual conlleva a que las bacterias desarrollen diferentes mecanismos de resistencia frente

a ellos (OMS, 2016). Dichos mecanismos se encuentran mediados por diferentes factores, existen



mecanismos de resistencia asociados a la produccion de enzimas que producen modificaciones quimicas
en el antibiético, como la hidrolisis en el caso de las betalactamasas, o fosforilacién; la modificacién o
alteracion de los sitios de accion del antibidtico en la bacteria, dada por mutaciones en genes que
codifican dichos sitios 0 modificaciones enzimaticas; la modificacion de la permeabilidad de la membrana
celular de la bacteria, por la alteracion en tamafio, nimero o polaridad de las porinas; y la expulsion activa
del antibidtico a través del sistema de bombas de eflujo (Cabrera et. al., 2007; Garza et. al., 2009;
Marchetti et. al., 2011). De los grupos de antibidticos mencionados anteriormente, tanto las sulfonamidas,
pirimidinas, quinolonas como betalactdmicos se ven afectados por los mecanismos de resistencia que
involucran la alteracion de los sitios de accion y el sistema de bombas de eflujo, ademas, se genera
resistencia frente a las quinolonas y betalactdmicos mediante la produccién de enzimas que desencadenan

en acetilacion e hidroélisis de dichos antibiéticos, respectivamente (Davies J. y Davies D., 2010).

En cuanto a la transmisién de material genético involucrado en los mecanismos de resistencia
frente a antibidticos, puede darse mediante conjugacion, transduccion (a través de vectores como
bacteri6fagos) y transformacion, siendo el material genético a manera de plasmidos, transposones o
integrones; dicha transmisién se puede dar entre bacterias de la misma especie 0 especies distintas

(Andersson, 2004; Furuya y Lowy, 2006; Bbosa et. al., 2014).

Reportes de la OMS indican que en 18 paises de América es factible adquirir antibiéticos o
medicamentos asociados a estos sin requerir de una receta médica, region en la cual se evidencio la
resistencia de E. coli frente a cefalosporinas de tercera generacién y fluorquinolonas. La resistencia a
antibioticos se veria incrementada también por el uso incorrecto de ellos; una encuesta realizada a 10 000

personas reveld que el 64% los utilizaban en casos relacionados a virus, como gripes (OMS, 2014, 2015).

Se ha encontrado que en un estudio realizado en El Callao, Pert, muchos de los médicos humanos
no realizan pruebas diagndsticas previas antes de prescribir un antibidtico, ademas de evidenciar que
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muchos de los trabajadores de farmacias y farmacéuticos venden antibidticos sin receta médica (Sanchez
et. al., 2006). Ecker et. al. en el 2016 reportaron que el antibiético méas utilizado en una zona periurbana
de Lima, Per( para tratar diarreas acuosas, fue cotrimoxazol, que también fue el segundo antibiético mas
utilizado en tratamientos en general, a pesar de que Sénchez et. al. en el 2009 sefialaron que dicho
antibidtico no era de eleccion por los médicos debido a evidencias de resistencia frente a esta (Sanchez et.
al., 2009; Ecker et. al., 2016). Ochoa et. al. reportaron en un estudio realizado en E. coli diarreogénicas en
nifios, que ampicilina y cotrimoxazol presentaron mayor resistencia, habiendo también E. coli
multirresistentes, donde ampicilina, cotrimoxazol y tetraciclina formaban parte de la mayoria de las

multirresistencias (Ochoa et. al., 2009)

Frente a esto, se han ido realizando diversos estudios de resistencia a antibiéticos en E. coli,
incluyendo estudios realizados en muestras obtenidas de ambientes marinos y recursos hidrobiolégicos,
reservorios importantes de dichas bacterias. En un estudio realizado en Nueva Zelanda, se observo que el
70% de los coliformes aislados en ambientes marinos mostrd resistencia a uno o mas antibidticos,
habiendo mayor resistencia a ampicilina, sulfafurazola y rifampicina, siendo ademas el 41.8% de un total
de 29 muestras de coliformes fecales aislados mostraron resistencia a mas de un antibi6tico; este estudio
también evalué la resistencia a antibiéticos en moluscos bivalvos obtenidos de la misma zona,
encontrando resistencia principalmente a ampicilina (77.3%) y cefalotina (57.0%) (Cooke, 1976). Otro
estudio en el cual se aislaron 487 muestras de E. coli provenientes de aguas obtenidas del mar Baltico y
fuentes hidricas de Finlandia, se demostré una mayor resistencia a sulfonamida (14%) y tetraciclina
(16%); el 12% de las muestras presentd resistencia a dos 0 mas antibidticos (Niemi, 1983). Se realizé un
estudio de resistencia a antibidticos en patotipos EPEC y STEC de E. coli aislados en agua de mar que son
utilizadas para cultivo de moluscos bivalvos en Europa, donde las cepas presentaron resistencia a entre
uno a cuatro antibidticos entre los cuales se incluyen doxiciclina, imipenem, cefotaxima y amoxicilina

(Baliére, 2015).



El presente estudio evalu6 el grado de susceptibilidad de distintos antibidticos en E. coli de
ambientes marinos de la Bahia de Sechura, los cuales podrian contaminar moluscos bivalvos y otros
productos hidrobioldgicos de la zona. Dicha evaluacién se realiz6 en las zonas de amortiguamiento, las
cuales comprenden al &rea previa a la zona que concentra la mayor produccién, sin embargo se ha
identificado extraccion de diversos productos hidrobioldgicos, entre ellos moluscos bilvalvos como Donax

spp. (“palabritas”) (IMARPE, 2007; RPP, 2015; Marquez, 2017)



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Zonas de amortiguamiento de la Bahia de Sechura, Piura, ubicado al norte de Perd.

El procesamiento de las muestras se realiz6 en el laboratorio de Nutricion e Inocuidad de
Alimentos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia — Universidad Peruana Cayetano Heredia

(UPCH)

Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo de tipo transversal

Poblacion Objetivo
Cepas de E. coli aisladas y almacenadas a -85°C de muestras de agua de la Bahia de Sechura,

recolectadas cada quince dias entre julio y setiembre de 2016. Dichas muestras fueron obtenidas y
proporcionadas por el Proyecto N° 134-PNICP-PIAP-2015 financiado por Inndvate Perl (ex FINCyT) -
PRODUCE, las cuales se tomaron en seis zonas de amortiguamiento de la Bahia de Sechura:

e Puerto Rico (05°47° 48.4” S, 81° 03 21.4” O)

e Parachique (05° 50’ 18.5” S, 80° 50’ 57.1” O)

e  Chulliyachi (05° 33’ 17.1” S, 80° 49’ 35.4” O)

e San Pedro (05°31° 10.3” S, 80° 53 32.5” O)

e Las Delicias (05°43° 27.0” S, 80° 51° 17.6” O)

e Dren de Sechura (05°33'32.3' S', 80°49'36.3" O)



Criterios de inclusion
Cepas de E. coli positivas en caldo E.C. (Central Drug House (CDH), India) y en medio de cultivo
HiCrome ® E. coli (HiMedia Laboratories, India) almacenadas en congelacion a -85 °C, que al reactivarse

sean lactosa + en medio de cultivo MacConkey (Laboratorios Conda, Espafa).

Criterios de exclusion
Cepas de E. coli positivas en caldo E.C. pero negativas en medio de cultivo HiCrome ® E. coli

(HiMedia Laboratories).

Tamarfio de muestra

Se evaluo un total de 108 muestras, correspondiendo 18 muestras por cada punto evaluado.

Recoleccion de datos
Las muestras utilizadas en el presente estudio correspondieron a muestras de agua colectadas

en seis puntos de la Bahia de Sechura cada 15 dias, en el periodo de julio a setiembre de 2016.

Se emplearon los protocolos para toma de muestras de aguas y analisis microbioldgico de la
Autoridad Nacional del Agua (RJ N° 010-2016-ANA) y el Organismo de Sanidad Pesquera (101-
SANIPES). Se tom6 1 L de agua en una botella pléastica estéril previamente rotulada por cada muestra,
utilizando guantes, mascarilla y gorro descartable a £ 50 cm. de profundidad, la botella se abri6 y cerr6
dentro del mar. Se sell6 la botella en una bolsa plastica con un cintillo y se mantuvo entre 4 y 10 °C en

caja térmica para su transporte y posterior anélisis en laboratorio.

Se procesaron las muestras para determinar los Limites M&ximos Permisibles a través del Numero
Mas Probable (NMP/100ml) en coliformes totales y termotolerantes. Posterior a esto, se seleccionaron
cinco tubos positivos a Caldo EC (CDH, India) de manera aleatoria, de cada lugar, los cuales se
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sembraron en medio de cultivo HiCrome ® E. coli (HiMedia Laboratories) y fueron incubados a 37 °C
por 24 horas. Del total de colonias positivas obtenidas, se tomaron tres aislados de manera aleatoria y

fueron inoculados en crioviales estériles con 800 pl de Caldo Cerebro Corazéon (BHI; Laboratorios
Conda, Espafia), se incubaron a 37 °C por 24 horas y luego fueron almacenados en congelacién a -85 °C

afiadiendo previamente 200 pl de glicerol.

Procesamiento de muestras o datos
Eleccion de los antibidticos a evaluar
El objetivo del presente estudio fue evaluar la resistencia frente a antibioticos betalactdmicos,

fluorquinolona y un antibiético compuesto.

Para evaluar la resistencia a antibiéticos betalactamicos, se utilizaran dos cefalosporinas de tercera
generacion: cefotaxima (30upg; Bioanalyse, Turquia) y ceftazidima (30ug; Oxoid, Inglaterra), una
cefalosporina de cuarta generacion: cefepima (30ug; Bioanalyse, Turquia) y un carbapenem, que seréa

meropenem (10ug; Oxoid, Inglaterra).

Los dos primeros antibidticos mencionados permitieron ademas realizar el screening de bacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), segun la medida del halo de inhibicién; y
para la prueba confirmatoria de BLEE, se utiliz6 el método de difusion de doble disco, con los antibidticos
cefotaxima (30ug; Bioanalyse)/cefotaxima + &cido clavulanico (30ug + 10ug; Bioanalyse, Turquia) y
ceftazidima (30ug; Oxoid)/ceftazidima + acido clavulanico (30ug + 10ug; Bioanalyse, Turquia). Todo
esto se definid por el protocolo de Clinical and Laboratory Standards Institute (Perozo y Castellano, 2009;
CLSI, 2016). Para la evaluacién de la resistencia frente a cefepima (30ug; Bioanalyse), se utiliz6 el
protocolo de European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), el cual ademas de
incluir el screening para BLEE, también permite identificar fenotipicamente bacterias productoras de

betalactamasas enzima ampC; para ello el resultado de cefepima se enfrentd al resultado con cefepima +
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acido clavulénico (30ug + 10ug; Bioanalyse, Turquia) (Jacoby, 2009; Navarro, 2010; EUCAST, 2013).

Se evalué la resistencia frente a un carbapenem, el cual fue meropenem (10ug; Oxoid), debido a
que es el grupo de antibidticos de eleccion frente a bacterias productoras de BLEE. Los resultados

obtenidos se evaluaron segln los estandares de CLSI (CLSI, 2016).

Se eligio ciprofloxacina (5ug; Oxoid, Inglaterra) como la fluorquinolona a evaluar, ya que se
busca comparar los resultados obtenidos con lo reportado por la OMS, que sefiala que la resistencia frente
a dicho grupo de antibiéticos se estaria incrementando. El antibidtico compuesto elegido para el presente
estudio fue cotrimoxazol (sulfametoxazol 23.75ug + trimetoprim 1.25ug; Bioanalyse, Turquia), de
eleccion frente a infecciones causadas por Escherichia coli en infecciones urinarias. Ambos fueron

evaluados segun los protocolos estandarizados de CLSI. (CLSI, 2016)

Evaluacion de la resistencia a antibioticos

Las muestras previamente obtenidas y almacenadas a -85 °C fueron reactivadas tomando 10 pl de
cada una, colocandolas en tubos con 2 ml de caldo BHI (Laboratorios Conda), incubandose a 37 °C entre
18 — 24 horas. Posteriormente, con un asa bacterioldgica, se tom6 una alicuota del tubo con caldo BHI, y
se sembré en medio de cultivo MacConkey (Laboratorios Conda, Espafia) y se incubd a 37 °C por 24
horas; se resembré en medio de cultivo Triptosa Soya Agar (TSA; Oxoid, Inglaterra), incubandose a 37 °C

por 24 horas.

Las colonias obtenidas en medio de cultivo TSA fueron utilizadas para la evaluacion de la
resistencia a antibio6ticos, por medio del Método de Kirby-Bauer (difusion en agar) (Bernal y Guzman,
1984). Con un asa bacteriologica se tomaron colonias del medio de cultivo TSA y se inocularon en tubos
con 2 ml de agua destilada estéril, hasta alcanzar una absorbancia entre 0.08 y 0.1 (longitud de onda 625
nandmetros), medida con un espectofotémetro (Unico® S1100; USA); esto es equivalente a 0.5 en la
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escala de McFarland 0 1.5 x 10° UFC/mI (Cona, 2002). Luego, se introdujo un hisopo estéril en el indculo,
y se realizd la siembra en césped en el medio de cultivo Mieller-Hinton (Oxoid, Inglaterra), abarcando
toda la placa Petri, este procedimiento se realizd en dos medios de cultivo Mueller-Hinton por muestra.
Finalmente se colocaron los discos de antibidticos con un dispensador o pinzas estériles, a 2 cm de
distancia entre cada disco de antibiotico. Los discos de antibioticos se colocaron en dos medios de cultivo
Moueller-Hinton para cada muestra, divididos en dos grupos de antibi6ticos, el primero contenia los discos
de cefotaxima (30ug), cefotaxima + acido clavulanico (30ug + 10ug), ceftazidima (30pg) y ceftazidima +
acido clavulénico (30ug + 10ug); el segundo grupo contenia los discos de cefepima (30ug), cefepima +

acido clavulanico (30ug + 10ug), meropenem (10ug), cotrimoxazol (25ug) y ciprofloxacina (5ug).

Analisis

Los resultados fueron obtenidos mediante la lectura de los halos de inhibicion formados alrededor
de los discos de antibioticos en las placas Petri, tras haber sido incubadas a 37°C por 18 horas. La lectura
de los halos de inhibicion se realizé con una regla y fondo oscuro que daba contraste, se consideraron la
unidad de medida en milimetros y la “Guia de Lectura para el Método de Difusion de discos para la
prueba de susceptibilidad de antimicrobianos” de EUCAST (EUCAST, 2017). Para la lectura de cepas
productoras de BLEE se compararon los didmetros de los halos de inhibicion entre cefotaxima y
cefotaxima + &cido clavulénico, ceftazidima y ceftazidima + &cido clavulénico, y cefepima con cefepima
+ &cido clavulanico. Primero se determind la susceptibilidad al antibiético puro, y si este resultaba
resistente, se comparaba con el halo de inhibicion del disco de antibi6tico que contenia &cido clavulanico,

una diferencia igual o mayor a 5mm. determinaba que la muestra evaluada era productora de BLEE:
Todos los resultados fueron registrados en una tabla elaborada en Microsoft Excel, con lo cual se
pudo realizar tablas de frecuencias y gréficos que permitieron comparar los resultados obtenidos con los

criterios establecidos en los manuales de CLSI y EUCAST respectivamente.
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Fig. 1 Ejemplo de medicién de halos de inhibicién sensibles. (A) Diferencia menor a Smm entre
CTX-CTC y CAZ-CZC determind aislado no productor de BLEE. CTX: cefotaxima (30pg). CTC:
cefotaxima+téacido clavulanico (40pg), CAZ: ceftazidima (30pg). CZC: ceftazidimatacido
clavulanico (40png). (B) Diferencia menor a Smm entre FEP-FEC determiné aislado no productor de
BLEE. FEP: cefepima (30pg), FEC: cefepimatéacido clavulanico (40pg). STX: cotrimoxazol
(sulfatrimetropim, 25ug). MEM: Meropenem (10pg), CIP: Ciprofloxacina (Spg). (A) y (B) tamafio
de halos sensibles frente a CTX. CAZ, FEP, CIP. STX y MEM

Fig. 2 Ejemplo de medicién de antibiograma con halos de inhibicion resistentes (excepto
meropenem). (A) Diferencia mayor/igual a Smm entre CTX-CTC y CAZ-CZC determind
aislado productor de BLEE. CTX: cefotaxima (30pg). CTC: cefotaxima+acido clavulanico
(40pg). CAZ: ceftazidima (30pg). CZC: ceftazidimatacido clavulanico (40pg). (B)
Diferencia mayor/igual a Smm entre FEP-FEC determiné aislado productor de BLEE. FEP:
cefepima (30pg). FEC: cefepimatacido clavulanico (40pg). STX: cotrimoxazol
(sulfatrimetropim, 25ng). MEM: Meropenem (10pg). CIP: Ciprofloxacina (5pg). (A) y (B)
Tamaiio de halos resistentes frente a CTX, CAZ, FEP, CIP y STX. Tamaiio de halo sensible
frente a MEM
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RESULTADOS

Del total de 108 muestras examinadas en cada punto de muestreo (18 muestras por lugar) por lo
menos una de ellas fue resistente a algin antibidtico de los empleados, excepto meropenem (100% de las
muestras resultaron sensibles). Cefotaxima (36.11%), cefepima (25.93%) y ceftazidima (23.15%) fueron
los antibidticos a los que los aislados fueron mas resistentes. (Cuadro 1). El 55.56% de los aislados
resultaron resistentes a uno o mas antibioticos, pero solo uno de ellos fue multirresistente a 5 antibiéticos

(5.56%). La mayoria de los aislados fue resistente a un solo antibidtico (26.85%) (Cuadro 3).

Los aislados provenientes de “Las Delicias” fueron las que mostraron mayor susceptibilidad a
antibidticos, siendo sensibles el 66.671% de los aislados (n=12); contrimoxazol y meropenem fueron los
antibidticos al que todos los aislados fueron sensibles (Cuadros 4 y 2). Solo una cepa fue productora de

betalactamasas de espectro extendido (Cuadro 5)

Parachique y Dren de Sechura fueron los lugares evaluados que presentaron mayor resistencia a
antibidticos, obteniendo 72.22% de aislados resistentes en ambos casos (n=13). ElI Dren de Sechura
presentd aislados multirresistentes a cuantro amtibioticos, mientras que Puerto Rico presentd una
multirresistencia maxima a tres antibiéticos. En ambos casos, todos los aislados fueron sensibles a
meropenem (Cuadros 4 y 2). Aislados provenientes de Dren de Sechura presenté mayor resistencia frente
a cefotaxima (55.56%), mientras que para el caso de Puerto Rico, la mayor resistencia fue frente a

cefepima (38.89%) (Cuadro 2).

En cuanto a la evaluacion de cepas susceptibles a antibioticos betalactdmicos, se encontrd que del

total de muestras analizadas (n=108), el 45.37% de ellas fueron resistentes a por lo menos un antibiotico
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betalactamico, y 18.52% resultaron ser cepas productoras de BLEE. EI Dren de Sechura fue el lugar que
reporté mas cepas resistentes a dicho grupo de antibidticos (61.11%, n=11); sin embargo, en Puerto Rico
se reportd una mayor cantidad de cepas productoras de BLEE (38.89%, n=7) (Cuadro 5). Adicionalmente
se evalud cuéntos aislados, del total de aislados productores de BLEE, fueron resistentes a otros
antibidticos (ciprofloxacina y cotrimoxazol), siendo asi que del total de 20 aislados productores de BLEE,
ocho fueron resistentes a cotrimoxazol, y cuatro resistentes a ciprofloxacina. A pesar de haberse reportado
mayor cantidad de aislados productores de BLEE en las cepas provenientes de Puerto Rico (n=7), sélo una
de ellas fue resistente a cotrimoxazol y ciprofloxacina; mientras que de los cinco aislados productores de
BLEE provenientes de Chulliyachi, tres y dos fueron resistentes a cotrimoxazol y ciprofloxacina,

respectivamente. (Gréafico 1).

Las cepas productoras de BLEE fueron analizadas por dos rutas, la primera fue mediante los
antibidticos cefotaxima vs. cefotaxima+acido clavulanico y ceftazidima vs. ceftazidima+acido
clavulanico, y la segunda cefepima vs. cefepima+éacido clavulanico. La primera ruta permitié determinar
cepas productoras de BLEE a nivel general, con lo cual se determinaron 28.21% de cepas productoras de
BLEE mediante cefotaxima, y 52% de muestras productoras de BLEE con ceftazidima. En Puerto Rico se
reporté la mayor cantidad de cepas productoras de BLEE, tanto con cefotaxima (50%) como con

ceftazidima (100%), del total de resistentes a dichos antibioticos betalactdmicos para cada caso (Cuadro 6)

La segunda ruta, con la cual se utilizd cefepima vs. cefepima + acido clavulanico, permitié
evaluar cepas productoras de BLEE enzima ampC especificamente, una enzima que E. coli no produce
como mecanismo de resistencia. Del total de aislados evaluados (N=108), 13.89% de ellos fueron
productores de BLEE enzima ampC (n=15), siendo Puerto Rico el lugar evaluado que presenté mayor

cantidad de aislados resistentes (7/18) y productores de BLEE enzima ampC (6/18) (Cuadro 7).
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Cuadro 1. Resultado total de la susceptibilidad frente a antibi6ticos evaluados

Resistentes

Antibiotico N n FR %

Cefotaxima 108 39 0.361 36.11%
Ceftazidima 108 25 0.231 23.15%
Cefepima 108 28 0.259 25.93%
Ciprofloxacina 108 9 0.083 8.33%
Meropenem 108 0 0 0.00%
Cotrimoxazol 108 21 0.194 19.44%

N: total de muestras evaluadas
n: nimero de muestras
Resistentes: muestras resistentes a cada antibiético
FR: Frecuencia relativa

Cuadro 2. Resultados del total de muestras resistentes a cada antibiético, por lugar*

Total de muestras

Muestras resistentes

evaluadas Cefotaxima Ceftazidima Cefepima Ciprofloxacina Meropenem Cotrimoxazol
N FR % n FR % n FR % n FR % n FR % n FR % n FR %
gerg}:u(:'g 18 18 100.00% 10 0556 5556% 6 0333 3333% 6 033 3333% O 0 0.00% 0 O 0.00% 5 0.278 27.78%
Parachique 18 18 100.00% 10 0.556 5556% 8 0444 4444% 6 033 3333% 1 006 556% 0 0 0.00% 4 0.222 22.22%
Chulliyachi 18 18 100.00% 8 0.444 44.44% 4 0222 2222% 4 022 2222% 2 011 1111% O 0 0.00% 4 0.222 22.22%
Puerto Rico 18 18 100.00% 4 0.222 2222% 3 0167 1667% 7 039 3889% 4 022 2222% O 0 0.00% 4 0.222 22.22%
San Pedro 18 18 100.00% 3 0.167 16.67% 2 0111 1111% 3 017 1667% 1 006 55% O 0 0.00% 4 0.222 22.22%
IBaesliCiaS 18 18 100.00% 4 0.222 2222% 2 0111 1111% 2 011 1111% 1 006 55% O 0 0.00% 0 0 0.00%
Total 108 108 100.00% 39 0.361 36.11% 25 0.231 2315% 28 026 2593% 9 008 833% 0 0 0.00% 21 0.194 19.44%

! No se esta considerando muestras multirresistentes. Solo se considera las resistencias de cada antibiético independiente.
N: total de muestras evaluadas
n: ndmero de muestras
FR: Frecuencia relativa
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Cuadro 3. Grado de susceptibilidad a antibioticos del total de muestras evaluadas (n=108)

TOTAL
n FR %

Sensibles 48 0.444 44.44%
Resistentes 60 0.556 55.56%

1 antibidtico 29 0.269 26.85%

2 antibidticos 11 0.102 10.19%

3 antibioticos 10 0.093 9.26%

4 antibioticos 9 0.083 8.33%

5 antibidticos 1 0.009 0.93%

6 antibidticos 0 0 0.00%
TOTAL 108 1 100.00%

n: nimero de muestras
FR: Frecuencia relativa
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Cuadro 4. Grado de susceptibilidad a antibiéticos por lugar muestreado

Dren de Sechura Parachique Chulliyachi Puerto Rico San Pedro Las Delicias
FR % n FR % n FR % n FR % n FR % n FR %

Sensible 5 0.278 27.78% 7 0389 38.89% 8 0444 44.44% 5 0278 2778% 11 0611 6111% 12 0.667 66.67%
Resistente 13 0722 7222% 11 0.611 61.11% 10 0556 55.56% 13 0.722 72.22% 7 0.389 38.89% 6 0.333 33.33%

1 antibidtico 5 0.278 27.78% 3 0167 16.67% 6 0333 33.33% 7 0389 38.89% 4 0222 22.22% 4 0222 22.22%

2 antibidticos 4 0.222  22.22% 2 0111 1111% 0 0 0.00% 3 0167 16.67% 1 0.056 5.56% 1 0.056 5.56%

3 antibitticos 2 0111 1111% 2 04111 1111% 1 0.056 5.56% 3 0167 16.67% 1 0.056 5.56% 1 0056 5.56%

4 antibioticos 2 0.111 11.11% 4 0222 22.22% 2 0111 1111% 0 0 0.00% 1 0.056 5.56% 0 0 0.00%

5 antibiéticos 0 0 0.00% 0 0 0.00% 1 0056 5.56% 0 0 0.00% 0 0 0.00% 0 0 0.00%

6 antibidticos 0 0 0.00% 0 0 0.00% 0 0 0.00% 0 0 0.00% 0 0 0.00% 0 0 0.00%
TOTAL 18 1 100.00% 18 1 100.00% 18 1 100.00% 18 1 100.00% 18 1 100.00% 18 1 100.00%

n: nimero de muestras
FR: Frecuencia relativa.
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Cuadro 5. Resultados de muestras productoras de betalactamasas de espectro extendido, por lugar y total.

Resistentes Productoras BLEE
N n FR % n FR %
Dren de Sechura 18 11 0.611 61.11% 1 0.056 5.56%
Parachique 18 10 0.556 55.56% 5 0.278 27.78%
Chulliyachi 18 9 0.5 50.00% 5 0.278 27.78%
Puerto Rico 18 9 0.5 50.00% 7 0.389 38.89%
San Pedro 18 5 0.278 27.78% 1 0.056 5.56%
Las Delicias 18 5 0.278 27.78% 1 0.056 5.56%
TOTAL 108 49 0.454 45.37% 20 0.185 18.52%

BLEE=betalactamasas de espectro extendido

Resistentes: muestras resistentes a antibidticos betalactdmicos (cefotaxima, ceftazidima, cefepime), sin considerar multirresistencias
Productoras BLEE: muestras productoras BLEE del total de muestras resistentes a antibioticos betalactdmicos, seguin protocolos de CLSI
N: total de muestras evaluadas

n: nimero de muestras

FR: Frecuencia relativa
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Cuadro 6. Resultados de muestras productoras de betalactamasas de espectro extendido del total de muestras resistentes a Cefotaxima y Ceftazidima, por lugar evaluado.

Cefotaxima Ceftazidima TOTAL
Productoras BLEE Productoras BLEE Productoras BLEE
Total Total Total
resistentes n FR % resistentes n FR % resistentes n FR %
Dren de Sechura 10 1 0.1 10.00% 6 1 0.167 16.67% 16 2 0.125 12.50%
Parachique 10 4 0.4 40.00% 8 5 0.625 62.50% 18 9 0.5 50.00%
Chulliyachi 8 4 0.5 50.00% 4 3 0.75 75.00% 12 7 0.583 58.30%
Puerto Rico 4 2 0.5 50.00% 3 3 1 100.00% 5 0.714 71.40%
San Pedro 0 0 0.00% 2 1 0.5 50.00% 1 0.2 20.00%
Las Delicias 4 0 0 0.00% 2 0 0 0.00% 6 0 0 0.00%
TOTAL 39 11 0.282 28.21% 25 13 0.52 52.00% 64 24 0.375 37.50%
BLEE=betalactamasas de espectro extendido
n: nimero de muestras productoras de BLEE
Total resistentes: total de muestras que fueron resistentes a cada uno de los antibidticos, y a ambos (TOTAL)
FR: Frecuencia relativa
Cuadro 7. Muestras productoras de BLEE enzima ampC, por lugar evaluado.
Cefepima

Resistentes

Productoras BLEE ampC

N n FR % n FR %
Dren de Sechura 18 6 0.333 33.33% 1 0.056 5.56%
Parachique 18 6 0.333 33.33% 4 0.222 22.22%
Chulliyachi 18 4 0.222 22.22% 2 0.111 11.11%
Puerto Rico 18 7 0.389 38.89% 6 0.333 33.33%
San Pedro 18 3 0.167 16.67% 1 0.056 5.56%
Las Delicias 18 2 0.111 11.11% 1 0.056 5.56%
TOTAL 108 28 0.259 25.93% 15 0.138 13.89%

N: nimero total de muestras evaluadas

n: nimero de muestras

Resistente: muestras resistentes a cefepima del total de muestras evaluadas
BLEE ampC: betalactamasas de espectro extendido enzima ampC
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Gréfico 1. Resistencia frente a otros antibioticos evaluados, en cepas que resultaron productoras de BLEE.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos tienen similitud con otros estudios realizados en aislados de E. coli,
provenientes también de ambientes marinos. Da Costa et. al. (2015) tomaron muestras de agua en dos
ambientes marinos, de los cuales se aisl6 y evaluo la resistencia de E. coli frente a distintos antibidticos; el
lugar A (N=84) demostrd una proporcion de 67.5% de aislados resistentes a uno 0 mas antibioticos, y en
lugar B (N=80) una proporcion de 50% de aislados resistentes, siendo estos porcentajes similares a los

encontrados en el presente estudio (N=108, 55.56%).

Sin embargo, este resultado difiere con lo reportado por Cardhona et. al. (2004), donde se
encontrd la resistencia a antibidticos en el 35.9% de las muestras, de un total de 64 aislados, en el cual
también evidenciaron que todos los aislados fueron sensibles a ciprofloxacina, a diferencia de este estudio
donde el 8.33% de los aislados fueron resistente a dicho antibi6tico; esta diferencia podria deberse a que
un mayor nimero de aislados fue evaluado en el presente estudio (N=108). Sin embargo, Cardhona et. al.
y este estudio reportaron resultados similares en la resistencia de E. coli frente a cotrimoxazol, siendo de
18.7% y 19.44% del total de muestras evaluadas, respectivamente; ademas, ambos estudios también

coinciden al reportar sensibilidad de todos los aislados frente al carbapenem evaluado.

Harakeh et. al. (2006) reportaron 27% (N=48) de cepas resistentes a cefotaxima aisladas en
ambientes marinos de Libano, siendo menor al encontrado en el presente estudio (36.11%). Ademas, este
resultado correspondia al antibiético que generé menor resistencia frente a los evaluados, a diferencia de

este estudio, donde la mayor resistencia presentada fue a cefotaxima.
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Sivri y Akbulut (2016) evaluaron 196 aislados de E. coli obtenidos de muestras de ambientes
marinos, de los cuales el 36.1% fue resistente a acido nalidixico, seguido de un 33% resistente a
cotrimoxazol y 12.4% resistente a ceftazidima. El presente estudio encontrd también resistencia a dichos
antibidticos (comparando &cido nalidixico con ciprofloxacina, ambos quinolonas). Sin embargo, las
proporciones difieren, ya que la mayoria de los aislados de la Bahia de Sechura fue resistente a
ceftazidima, una cefalosporina de tercera generacion, la cual tuvo una proporcion de 23.15% de aislados
resistentes, mientras que Sivri y Akbulut reportan mayor resistencia frente a ampicilina (74.7%, n=145).
Ambos estudios reportaron sensibilidad de todos los aislados frente al carbapenem evaluado, siendo

imipenem en el estudio Sivri y Akbulut, y meropenem en el presente estudio.

A pesar de que las condiciones de toma de muestras y aislamiento de E. coli fueron similares en el
estudio realizado por Maal-Bared et. al. (2013) y este, se presentaron diferencias significativas en cuanto a
la susceptibilidad de las cepas frente a ciprofloxacina y cefotaxima, siendo todos los aislados del estudio
de Maal-Bared et. al. sensibles, a excepcion de uno resistente a ciprofloxacina (N=214), mientras que en
el presente se encontro resistencia en 36.11% de los aislados para cefotaxima (39/108) y 8.33% frente a
ceftazidima (9/108). Esta diferencia podria deberse a que el lugar de muestreo realizado por Maal-Bared
et. al. fue zona agricola, mas no reporta alta actividad ganadera ni poblaciones cercanas. Edge y Hill
(2005) reportaron también que el total de las cepas de E. coli aisladas de medios marinos result6 sensible a
ciprofloxacina, resultado que difiere de lo obtenido en este estudio, lo cual podria suponer que se esta

dando un uso indiscriminado a dicho antibidtico en poblaciones cercanas a la Bahia de Sechura.

La betalactamasa enzima ampC, no es producida por E. coli debido a que esta carece del gen
ampR, el cual es inductor del gen ampC, que expresa la enzima (Jacoby, 2009; Mataseje, 2009). Sin
embargo, algunos estudios han demostrado la expresion de dicho gen en ambientes marinos, como es el
caso del estudio realizado por Mataseje et. al. (2009), el cual hall6 sobreexpresion de ampC por la
mutacion en cepas de E. coli. El presente estudio, a través de la evaluacion fenotipica de E. coli frente a
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cefepima +/- 4cido clavuléanico, pudo determinar la presencia de cepas productoras de BLEE enzima
ampC en 13.89% de los aislados (N=108), lo cual podria atribuirse a transmision de genes de resistencia
desde bacterias presentes en ambientes acuéticos tales como Pseudomonas spp., Aeromonas spp. Y
enterobacterias que, tal como lo evidencia la presencia de E. coli en la Bahia de Sechura, pueden llegar a

ambientes marinos (Lupo et. al., 2012).

Ademas de evaluar posibles cepas productoras de BLEE enzima ampC, también se determindé la
susceptibilidad de estas frente a cefepima, resultando 25.93% de ellas resistentes a cefepima, lo cual
difiere con lo presentado por Yilmaz et. al. (2016), donde s6lo encontr6 12% de E. coli uropatogénicas
resistentes a cefepima, sin embargo poseia un mayor nimero de muestras evaluadas (N=13281). Adicional
a esto, lo reportado por Yilmaz et. al. y este estudio sobre E. coli productoras de BLEE son similares,

resultando 24% y 18.52% respectivamente.

No se hallaron reportes de estudios que evallen la susceptibilidad de cefepima en E. coli aisladas
de ambientes marino, sin embargo, aquellos que evalGan la presencia de E. coli productoras de BLEE en
ambientes marinos, coinciden que dichos ambientes pueden ser reservorios de este grupo de bacterias, tal
y como lo describen Maravic¢ et. al. (2015), Jergensen et. al. (2017) y el presente estudio, a pesar de que
los resultados finales difieren (7.7%, 40% y 18.52% respectivamente). Ademas, Maravi¢ describe que al
evaluar la susceptibilidad a antibidticos de las cepas de E. coli productoras de BLEE (N=84), el 35% de
estas resultaron resistentes a ciprofloxacina, y 50% a cotrimoxazol, siendo resultados similares a los
encontrados en este estudio, con 20% (4/20) y 40% (8/20) de aislados resistentes para cada caso. Todas las

cepas productoras de BLEE resultaron sensibles para meropenem en ambos estudios.

Todos los estudios que evaluaron susceptibilidad de E. coli frente a carbapenémicos coinciden en
que la totalidad de estos resultaron sensibles. Este resultado consideraria que, frente a algin tratamiento
contra E. coli que no tenga eficacia con antibidticos betalactamicos o quinolonas, o el tratamiento se
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enfrente a E. coli productora de BLEE, se puede optar como terapia antibiética con dicho grupo de
antibidticos, por su eficacia. Esto se refuerza con el estudio realizado por Badura et. al. (2015), que evalué
la resistencia de E. coli frente a diferentes antibiéticos en un periodo de 13 afios (de 1998 a 2013) en
muestras clinicas humanas, en los cuales los niveles de resistencia de E. coli aumentaron en la mayoria de
los antibioticos evaluados, aumentando la resistencia frente a cefotaxime de 0.1% a 6.7%, ciprofloxacina
de 4.3% a 16.7%, ceftazidime de 0.3% resistentes a 14.2%, y cotrimoxazol de 14.6% a 24.8%, y
aumentando también la proporcion de E. coli productoras de BLEE (de 0.2% a 6.3%), sin embargo la

resistencia frente a meropenem se mantuvo baja (3/28 345).

Se evidencia entonces, que en muchos escenarios existen bacterias resistentes en ambientes
marinos, los cuales, al estar en contacto con fauna marina, sobre todo zooplancton y organismos
filtradores, pueden contaminarlos y hacer de estos reservorios y sitios de proliferacion, debido a que por la
filtracion y variaciones ciclicas de temperatura del agua, favorecen a su replicacién, y con ello transmision

horizontal de mecanismos de resistencia, tal y como lo plantean Taylor et. al. (2011).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En nuestro estudio todos los antibiéticos fueron resistentes en mayor o menor grado, excepto
meropenem, siendo cefotaxima el antibidtico que presentdé mayor cantidad de cepas resistentes. Se

recomienda hacer un diagndstico de laboratorio previo a la prescripcion médica.

Todas las muestras obtenidas fueron sensibles a meropenem, por lo cual se recomienda que este

sea un antibiotico de eleccion final.

Las muestras obtenidas de Las Delicias presentaron mayor susceptibilidad a antibi6ticos (n=12),
seguido de San Pedro (n=11), mientas que aquellas obtenidas de Dren de Sechura y Puerto Rico

presentaron mayor resistencia a antibiéticos (n=13).

Se encontraron cepas productoras de E. coli productoras de BLEE en un total de 20 muestras, la

mayoria de estas pertenecian a Puerto Rico (n=7).

Del total de cepas productoras de E. coli productoras de BLEE (n=20), ocho de ellas fueron

resistentes a cotrimoxazol, y cuatro a ciprofloxacina.

Se hallaron cepas de E. coli productoras de BLEE enzima ampC en 15 de las muestras evaluadas,

el cual no es un mecanismo de resistencia propio de esta bacteria. La mayoria de estas cepas provenian de

Puerto Rico (n=6).
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