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RESUMEN EJECUTIVO

El rio Cutuchi, fuente del canal de riego Latacunga-Salcedo-Ambato, presenta una
notable contaminacion por bacterias resistentes a antibidticos procedentes de
descargas de agua residual. Este estudio analizé aislamientos de E. coli recogidos de
abril 2022 a marzo 2023 en ambos cuerpos de agua, enfocandose en la presencia de
genes de resistencia a antibidticos de ultimo recurso (carbapenémicos, tigeciclina,

colistina) transmitidos por plasmidos (LARGS).

Bajo la linea de investigacion de Microbiologia y Biotecnologia, se evalud la presencia
de LARGs en aislamientos de E. coli mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), y electroforesis. Con los aislamientos positivos, se realizaron ensayos de
conjugacion utilizando la cepa E. coli J53 como receptora. Los perfiles de resistencia
fenotipica se realizaron por el método de Kirby-Bauer, y por microdilucion en caldo;
y el perfil genotipico se evalu6 mediante PCR convencional, ERIC-PCR vy

electroforesis.

Se detectaron tres aislamientos con genes de resistencia mévil a colistina mcr-1, dos
portadores de betalactamasa que hidroliza carbapenémicos SHV, y un portador de
carbapenemasa OXA-48, el cual representa el primer aislamiento ambiental reportado
en Ecuador. La transconjugacion determind la transmisibilidad de estos genes por
transferencia genética horizontal. El anélisis fenotipico revel6 que los aislamientos
portadores de los genes evaluados son extremadamente drogo-resistentes (XDR). Por
otro lado, el andlisis genotipico determind que la mayoria de los genes estudiados son
transmisibles por conjugacion y estan asociados con otros genes de resistencia a

antibibticos.

Palabras clave: RAM, transconjugacion, gen mcr-1, OXA-48, gestion ambiental.
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ABSTRACT

The Cutuchi River and the Latacunga-Salcedo-Ambato irrigation channel exhibits
significant contamination by antibiotic-resistant bacteria from wastewater discharges.
This study analyzed E. coli isolates collected from April 2022 to March 2023 in both
water bodies, focusing on the presence of last resort antibiotic resistance genes

(carbapenems, tigecycline, colistin) transmitted by plasmids (LARGS).

Under the research line of Microbiology and Biotechnology, the presence of LARGS
in E. coli isolates was evaluated using conventional Polymerase Chain Reaction (PCR)
and gel electrophoresis. Transconjugation tests were performed using the E. coli J53
as recipient strain. Phenotypic resistance profiles were determined by the Kirby-Bauer
method and broth microdilution, and the genotypic profile was evaluated using

conventional PCR, ERIC-PCR, and gel electrophoresis.

Three isolates with mcr-1 colistin mobile resistance genes were detected, two carriers
of carbapenem-hydrolyzing betalactamase SHV, and one carrier of carbapenemase
OXA-48, which represents the first environmental isolation reported in Ecuador.
Transconjugation determined the transmissibility of these genes by horizontal gene
transfer (HGT). Phenotypic analysis revealed that the isolates carrying the evaluated
genes are extremely drug-resistant (XDR). In addition, genotypic analysis determined
that most of the studied genes are transferable by transconjugation and are associated

with other antibiotic resistance genes.

Key words: AMR, transconjugation, mcr-1 gene, OXA-48, environment management.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 a la resistencia a los
antimicrobianos (RAM) como una de las diez principales amenazas de salud
publica. Principalmente, porque los mecanismos de resistencia de ciertas bacterias
patdgenas han ido evolucionando y desarrollando resistencia frente a tratamientos
emergentes y tradicionales, lo cual compromete la capacidad de tratar
enfermedades en las que se requiere el uso de antibidticos (OMS, 2021).
Actualmente, estos microorganismos han incrementado la tasa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, produciéndose cerca de 4.5 millones de muertes
anuales hasta el 2019. De acuerdo con proyecciones con respecto a la RAM
bacteriana, indican que para el afio 2050 la cifra puede alcanzar los 10 millones de
personas, ocasionando una pérdida estimada de $100 billones de délares (Murray
et al., 2022).

Considerando esta emergencia, la OMS publicé un listado de patdgenos
prioritarios resistentes a antibidticos en el que Escherichia coli (enterobacteria)
ubicada en la categoria 1 de importancia critica de vigilancia epidemioldgica,
resistentes a carbapenémicos (CRE) productores de betalactamasas de espectro
extendido (ESBL) (Organizacion Mundial de la Salud, 2021). El aumento en la
proporcién de infecciones agudas asociadas con estas cepas es una preocupacion
clinica por la evolucion puntual de las enzimas ESBL en genes blacrxu, blarem y

blas.w. Dada la presencia de genes que codifican la sintesis de carbapenemasas



blawec, blaxow, blaviv, blawe, blaoxa.ss (Hooban et al., 2020) que complican el uso de

antibidticos carbapenémicos y betalactamicos.

Los CRE son tratados con antibidticos de ultimo recurso 0 “grupo de reserva”
como lo son la tigeciclina y la polimixina B. No obstante, la eficacia de estos
antibidticos se ha visto comprometida significativamente por la aparicion y
diseminacion de genes de resistencia movil a colistina (mcr-1) (Aslam et al., 2018)
y por la familia de genes de resistencia movil a tigeciclina (tet(X)) (Zhou et al.,
2020). Cabe mencionar que estos genes de resistencia a los antibioticos de ultimo
recurso (LARGSs) se localizan habitualmente en plasmidos, los cuales portan
genotipos adicionales de resistencia antimicrobiana (Zhu et al., 2022). Por lo
tanto, es importante subrayar el papel de los plasmidos como el principal elemento
genético mévil implicado en la transferencia horizontal de genes (HGT, por sus
siglas en inglés) (Kohyama & Suzuki, 2019). Un proceso que facilita la

transmision y diseminacion de estos genes de resistencia (Jiang., 2020).

Los ecosistemas acuaticos desempefian un papel fundamental en la comprension
de la propagacion y desarrollo de la RAM a nivel global (Calero-Caceres, Marti,
., 2022). Estos ambientes actGan como puntos finales para los efluentes de las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y la liberacién directa de aguas
residuales de origen humano o animal, lo que los convierte en un importante foco
de interés para la investigacion (Olivares-Pacheco., 2023). Los cuerpos de agua
impactados por la actividad antropogénica se consideran fuentes de aparicion,
evolucion y diseminacién de bacterias resistentes a antibioticos (ARB por sus
siglas en inglés) y LARGs (Hooban et al., 2020). Los que pueden desempefiar un
rol critico en la emergencia mundial de la resistencia antimicrobiana (Delgado-
Blas et al., 2021).

En el caso de Ecuador, existe una considerable falta de cobertura de tratamiento de
aguas residuales, lo cual ha impactado negativamente en el medio ambiente
(WHO, 2019). Debido a que, estas aguas son desechadas directamente en los

sistemas de agua dulce mas cercano (Vinueza et al.,, 2021). El rio Cutuchi,



principal afluente del canal del riego Latacunga-Salcedo-Ambato ubicado en la
sierra Centro, recibe un estimado de 30.000 m® de agua residual/dia (GAD
Latacunga, 2014). De acuerdo con investigaciones preliminares, este rio presenta
elevados niveles de contaminacion biologica con bacterias multirresistentes
(Calero-Caceres et al., 2022). Por lo tanto, este rio constituye un elemento de
diseminacion de ARBs y genes de resistencia a antibidticos (ARGs, por sus siglas

en inglés) ocasionando serios riesgos para la salud publica.

Motivo por el cual, el objetivo de la presente es evaluar la diseminacion de E. coli
portadora de LARGs en aislados obtenidos entre abril 2022 hasta marzo 2023 de
muestras del rio Cutuchi y del canal Latacunga-Salcedo-Ambato, con el fin de
proporcionar informacion sobre la diseminacion de bacterias resistentes a los

antibioticos emergentes en entornos acuéticos de Ecuador.

1.1.2 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es considerada una pandemia silenciosa que
causa millones de muertes anualmente (Murray et al., 2022). A la presente, se ha
identificado nuevas formas de resistencia que se extienden rapidamente entre
continentes, denotando el nivel de evolucion y diseminacion acelerada que este
fendmeno presenta, siendo prioridad la vigilancia sisttmica mundial de la RAM

(Centers for Disease Control and Prevention, 2019).

En este contexto, la OMS vy el grupo interagencial de la Organizacién de las
Naciones Unidas (ONU), mediante el plan de accién mundial sobre laRAM (GAP-
AMR) trabajan conjuntamente para la basqueda de nuevas soluciones ante este
fendmeno a través de un enfoque One Health (Murray et al., 2022). El cual aborda
el problema a nivel local, regional, nacional y mundial, con el objetivo de lograr
los mejores resultados en salud considerando la interrelacion entre personas,

animales, plantas y su entorno (World Health Organization, 2019).



Sin embargo, a pesar de la colaboracién mundial, en el Ecuador existe una gran
cantidad de deficiencias con respecto al seguimiento epidemiologico de RAM, con
respecto a los origenes, reservorios y vias de diseminaciéon (Calero-Caceres &
Balcazar, 2023). Un reporte de la organizacion One Health Trust indica que en el
pais se presenta un elevado porcentaje de resistencia a antibidticos prioritarios:
51.34% perteneciente a aislados de enterobacterias ESBL, y 32.67% de Klebsiella
pneumoniae presenta resistencia a carbapenémicos en humanos (Aditi et al.,
2021). Ademas, el pais no forma parte del Sistema Mundial de Vigilancia de la
Resistencia y el Uso de Antimicrobianos (GLASS), mismo que ayuda a evaluar,
informar y monitorear el impacto de la RAM (World Health Organization,
2022).

La aparicion de la RAM es un proceso natural, pero varios factores pueden
favorecer la evolucion de sus mecanismos; entre los principales factores que
influencian este fenomeno estd el uso excesivo de antibidticos en animales y
humanos, la liberacion de antibidticos no metabolizados o sus residuos en el medio
ambiente a través de aguas residuales y excretas (Aslam et al., 2018). Es por esta
razon que para establecer estrategias de mitigacion de la RAM, se debe conocer la
capacidad evolutiva de los microorganismos, ya sea, por procesos de mutacion o
adquisicion de genes de resistencia por transferencia genética horizontal (HGT)
(Aljeldah, 2022; Jasovsky et al., 2016).

1.1.3 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Las bacterias presentan dos tipos de mecanismos de resistencia a los antibiéticos,
la resistencia intrinseca y la resistencia adquirida (Soni et al. 2022). La resistencia
intrinseca como una caracteristica estructural o funcional inherente de algunas
especies bacterianas proporciona resistencia a ciertos antibioticos. Tal es el caso
de Mycoplasma spp., en el cual, la falta de una pared celular le confiere resistencia

intrinseca frente a los antibidticos p-lactamicos (Abushaheen et al., 2020).



La resistencia adquirida o extrinseca se desarrolla debido a la presion selectiva que
los antibidticos imponen sobre los microorganismos (Arzanlou et al., 2017). Esta
presion promueve instancias de mutacion, que conducen a la evolucion de varios
mecanismos de resistencia (Soni et al., 2022). Alternativamente, este tipo de
resistencia también puede originarse a partir de la adquisicion de ARGs a través
de HGT (Berglund, 2015). Estos mecanismos incluyen la expulsion activa del
antibidtico, la inhibicion de la difusion del antibiético en la célula (L.apinska et
al., 2022), la modificacion de los antibioticos mediante hidrolisis (Schaenzer &
Wright, 2020) y la alteracion del objetivo del antibiético mediante mutaciones

(Breijyeh et al., 2020) o modificaciones postraduccionales (Varela et al., 2021).

Los mecanismos de HGT representan las principales vias de difusion de ARGs
entre diferentes células bacterianas y suele estar mediada por mecanismos de
conjugacion, transformacion o transduccion (Partridge etal., 2018). La
conjugacion implica una unién temporal entre dos bacterias, durante la cual se
produce la transferencia de material genético, incluyendo ARGs, mediada por
plasmidos y elementos genéticos méviles (MGE) desde la bacteria donante hacia

la bacteria receptora a través de un puente de conjugacién (Pulingam et al., 2022).

Figura 1.
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1.1.4 Antibidticos de importancia critica

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha categorizado ciertos
microorganismos como criticos, entre los que se incluyen diversas enterobacterias
productoras de carbapenemasas y beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(World Health Organization, 2022). Estas bacterias, como E. coli y Klebsiella
pneumoniae, son especialmente preocupantes debido a su capacidad para resistir
a los antibidticos de ultima linea, como los carbapenémicos, y propagar
rapidamente sus mecanismos de resistencia a través de la transferencia horizontal
de genes (Abushaheen et al., 2020). La amenaza que representan estos patdgenos
es enorme, pues su resistencia a los tratamientos actuales pone en riesgo la eficacia
de los procedimientos médicos esenciales, como la cirugiay la quimioterapia. Esta
situacién subraya la necesidad urgente de desarrollar nuevos y efectivos
antibidticos para contrarrestar la creciente amenaza de la resistencia a los
antibidticos (Castafieda-Barba et al., 2023).

Frente a la resistencia emergente de enterobacterias productoras de
carbapenemasas y beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), la colistinay la
tigeciclina se han convertido en valiosos antibi6ticos terapéuticos de dltimo
recurso (De Oliveira et al., 2020). La colistina, un polipéptido antimicrobiano, se
ha reutilizado para tratar infecciones graves causadas por bacterias gramnegativas
multirresistentes. Sin embargo, la evolucion y diseminacion de nuevos
mecanismos de resistencia a este antibi6tico, conocidos como mcr (del inglés
mobile colistin resistance) desde el afio 2015, plantea una nueva amenaza a este

tratamiento de ultimo recurso (Alawi et al., 2022).

Por otro lado, la tigeciclina, un antibidtico de la clase de las glicilciclinas, ha
demostrado ser efectivo contra una variedad de bacterias resistentes, incluyendo
las enterobacterias productoras de carbapenemasas y BLEE positivas (Hsieh et
al., 2021). Sin embargo, la reciente evolucion y diseminacion de genes que

confieren resistencia a la tigeciclina tet(X), detectados habitualmente en



plasmidos, subraya la necesidad de continuar con la investigacion y el desarrollo
de nuevos antibidticos, asi como en la deteccidn de reservorios y el analisis de las
vias de diseminacion de estos microorganismos portadores de genes de resistencia

a antibioticos emergentes (R. Li et al., 2020).

La resistencia a colistina mediada por plasmidos (mcr) representa una amenaza
considerable desde el punto de vista sanitario, ya que ha demostrado su capacidad
para diseminarse rapidamente en la familia Enterobacteriaceae y los reportes de
diseminacion mundial son alarmantes. La familia de genes mcr codifica la enzima
llamada fosfoetanolamina transferasa, que modifica el sitio de accion de la
colistina y reduce su efectividad (Ugarte et al., 2018). Por otro lado, también se
ha detectado la presencia emergente de variantes del gen tet(X), que codifica para
tetraciclinas destructasas moviles, capaces de modificar la bomba de eflujo y
disminuir la concentracién intracelular efectiva de la tigeciclina (Fang et al.,
2020). Estos hallazgos subrayan la necesidad de una vigilancia continua y un
enfoque integral para el desarrollo de nuevos antibidticos que puedan superar la
resistencia bacteriana emergente, asegurando asi opciones terapéuticas efectivas

frente a estas peligrosas infecciones (Aminov, 2021).

1.1.5 Enfoque One Health

Hace aproximadamente una década, se introdujo el término One Health en la
literatura cientifica. Este concepto puede tener diversas interpretaciones, por lo que
en el contexto que se abordard a continuacion, se define a One Health como un
enfoque que reconoce la estrecha conexion e interdependencia entre la salud de los
seres humanos, los animales domésticos y salvajes, las plantas y el medio

ambiente, incluyendo los ecosistemas (Castafieda-Barba et al., 2023).

El enfoque One Health implica la colaboracion entre profesionales de la salud

humana, veterinarios, ambientales y otras partes interesadas, reconociendo la
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interconexion de la salud humana, animal y ambiental en relacidn con la resistencia
a los antimicrobianos, debido a que muchos de los animales y habitats ambientales
sirven como reservorio de ARGs, mismos que se propagan de forma descontrolada
a través de HGT (White & Hughes, 2019). Este busca tomar medidas de
prevencion, vigilancia, y control de la RAM, mediante el uso responsable de
antimicrobianos y la mejora de los sistemas de vigilancia para de esta manera
fomentar el bienestar y abordar las amenazas de la salud publica (Alawi et al.,
2022).

Este enfoque reconoce que el uso de antibidticos en un sector tiene influencia en
otro, dandole importancia a la necesidad de investigacion integrada, asi como en
la creacion de politicas publicas (Rhouma et al., 2023). Por lo tanto, el estudio de
la RAM es de vital importancia, para determinar el nivel de evolucion y
diseminacion de la RAM, asi como la mejora del tratamiento de enfermedades con

antibioticos.
Figura 2.

Rutas de diseminacion de la RAM entre animales, personas y el medio ambiente.
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1.1.6 Diseminacion de la RAM

La resistencia a los antimicrobianos tiene consecuencias graves para la salud
humanay la economia, y su impacto debe explorarse desde diferentes perspectivas
para la guia en la toma de decisiones, teniendo en cuenta el disefio de medidas
apropiadas para controlar esta crisis global, brindando la atencién, financiacion,
desarrollo de capacidades, investigacion, y el establecimiento de prioridades

especificas de patdgenos que el problema requiere (Dadgostar, 2019).

En particular, las aguas residuales se han identificado como un vehiculo de
transporte crucial para las bacterias resistentes a antibidticos (ARB) (Wang et al.,
2023). Cuando las aguas residuales municipales, domésticas, hospitalarias y de
camales, se descargan y recolectan a través de sistemas centralizados en plantas de
tratamiento, estas se consideran “puntos de convergencia”, que en conjunto con las
diversas presiones de seleccion ejercidas por los compuestos de los desechos de
diferentes origenes crean condiciones favorables para la transferencia de genes de
resistencia a antibidticos (ARGs) y proliferacion de ARBs (W. Li & Zhang,
2022).

Ademas, la contaminacién ambiental derivada de las aguas residuales puede
extender la resistencia a los antimicrobianos a ecosistemas acuaticos, suelo y
cultivos agricolas, lo que a su vez aumenta el riesgo de exposicion y transmisién
de ARBs a traves de la cadena alimentaria (Aljeldah, 2022).

1.1.7 Contaminacion de aguas en Ecuador

Ecuador enfrenta un importante desafio relacionado con la falta de infraestructura
adecuada para el tratamiento de aguas residuales en muchas areas del pais. La
gestion de residuos liquidos en el pais se considera una fuente en riesgo, debido a

que solo el 7% de las aguas residuales domésticas e industriales son tratadas antes
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de ser vertidas a los rios, lo que representa una de las mayores fuentes de
contaminacion ambiental (Zapata et al., 2021). En adicion, con respecto a las
plantas de tratamiento disponibles, de acuerdo con datos proporcionados por la
Agencia de Regulacion y Control del Agua, se estima que aproximadamente el
74,2% de los GAD Municipales cuentan con una o mas plantas de tratamientos
para las aguas residuales urbanas, 22,6% no disponen de ninguna planta de
tratamiento de aguas residuales y cerca del 3,2% no presentan un sistema de
alcantarillado (INEC, 2021).

El Rio Cutuchi al ser un afluente principal de la zona centro del Ecuador recibe
descargas de aguas residuales sin tratar generados por la alta densidad poblacional
colindante, ademas de vertidos de las zonas industriales, actividades agropecuarias
y escorrentias (Zambrano Mero et al., 2022). En la investigacion de Taco &
Ushifia, (2023), afirman que entre los principales contaminantes de este rio se
encuentran organismos bacterianos, fungicos, virales, parasitarios, ademas de
sustancias quimicas. La presencia de contaminacion bioldgica y quimica en este
cuerpo de agua es critica, dado que el agua proveniente de la cuenca del rio Cutuchi
es utilizada para abastecer el canal Latacunga-Salcedo-Ambato, el cual es crucial

para el riego de méas de 24.000 hectareas de tierras de cultivo (Zapata et al., 2021).

En este contexto, el estudio realizado por Calero-Céceres et al., (2022) ha
revelado una alta prevalencia de genes de resistencia a antibidticos en E. coli en el
afluente del rio Cutuchi. Cabe mencionar, que todos los aislados estudiados
mostraron un fenotipo de resistencia a p-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
Por lo tanto, el analisis genotipico se vuelve crucial para determinar la produccion
de estas enzimas y es fundamental para llevar a cabo una vigilancia adecuada de la

diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) en dicho afluente.
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En definitiva, es evidente la necesidad de invertir de manera urgente en medidas
para mejorar la infraestructura, garantizar el acceso a agua de calidad y el
monitoreo de diseminacion de ARGs en todo el pais, puesto que, varios estudios
realizados en Ecuador han planteado la preocupante contaminacion de fuentes de
agua con microorganismos que podrian representar un riesgo para la salud humana.
Ante esta situacion, es crucial tomar acciones concretas para proteger y preservar
la calidad del agua, asi como implementar sistemas de tratamiento efectivos que

aseguren su potabilidad y seguridad para la poblacién.
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1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos, tigeciclina y
colistina mediada por plasmidos en aislados de E. coli procedentes del rio

Cutuchi y del canal Latacunga-Salcedo-Ambato.

1.2.2. Objetivos especificos

— Seleccionar aislamientos de E. coli portadores de genes de resistencia a
carbapenémicos, tigeciclina y colistina mediada por plasmidos.

— Realizar ensayos de transconjugacion utilizando biomasa proveniente de
aislamientos seleccionados y la bacteria receptora E. coli J53.

— Evaluar los perfiles de resistencia a antibidticos de los aislamientos
seleccionados y de los transconjugados obtenidos por métodos fenotipicos

y genotipicos
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1.3 Hipotesis

1.3.1. Hipotesis nula

Los aislados de Escherichia coli procedentes del Rio Cutuchi y del canal
Latacunga-Salcedo-Ambato no presentan genes de resistencia a carbapenémicos,

tigeciclina y colistina mediada por plasmidos

1.3.2. Hipotesis alternativa
Los aislados de Escherichia coli procedentes del Rio Cutuchi y del canal

Latacunga-Salcedo-Ambato presentan genes de resistencia a carbapenémicos,

tigeciclina y colistina mediada por plasmidos.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1. Materiales
Tabla 1.

Equipos de laboratorio

Equipos Cantidad
Estufa bacterioldgica +5°C-120°C 1
Balanza analitica 1
Autoclave 1
Vortex 1
Mechero Bunsen 1
Microcentrifuga 1
Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2 1
Nevera (4°) 1
Congeladora (-20 °C) 1
Ultracongelador (-80 °C) 1
Termociclador 1
Termobloque 1
Fuente de poder 1
Transiluminador 1
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Tabla 2.

Materiales de laboratorio

Materiales Cantidad

Micropipeta 100 — 1000 uL 1
Micropipeta de 20 — 200 pL 1
Micropipeta de 0.5 — 10 uL 1
Botellas de autoclave de 100 — 500 mL 5
Espatula 1
Tubos de ensayo de 5 mL con tapa 50
Placas mono Petri plasticas 700
Asas de Digralsky 2
Asas de inoculacion 3
Tubos para PCR 0.2 mL |
Pinzas 1
Pipeta x 25 mL 2
Pera de succion 2
Probeta de vidrio 100 mL 1
Caja Petri de cristal 1
Gradilla 2
Hisopos estériles 400
Puntas de 100 — 1000 pL 50
Puntas de 20 — 200 uL 50
Puntas con filtro 0.5 — 10 uL. 50
Puntas con filtro de 20 — 200 uL 50
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Cantidad

Discos de antibioticos
Buffer TBE
Buffer de carga (Blue Juice)

SYBR® Safe DNA Gel Strain

Materiales
Puntas con filtro de 100 — 1000 puL 50
Viales de criopreservacion 50
Fundas ziploc 100
Tabla 3.
Reactivos de laboratorio
Material Cantidad
Agar MacConkey Merck® 500¢g
Agar Mueller Hinton Merck® 3009
Ceftriaxona 0.125¢
Caldo Luria Bertani Merck® 509
Glicerol 1L
Aceite mineral 0.1L
Alcohol 96 % 1L
Agua tipo Il 3L
Agua destilada 10L
Buffer fosfato salino (PBS) 5009

300 unidades
3L
1 paquete

1 unidad
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Tabla 4.

Insumos y materiales de escritorio

Insumos y Materiales Cantidad
Cofias 2
Mascarillas KN95 6 cajas x 50 unidades
Guantes 6 cajas x 50 pares
Cinta testigo de esterilizacion 1 rollo
Cinta adhesiva de papel 2 rollos
Cinta para etiquetar 1rollo
Rotulador doble punta 3 unidades
Papel aluminio 3 rollos
Papel industrial 2 rollos
Jabén liquido para platos 2
Alcohol antiséptico 3 litro
Gel antibacterial 1 frasco
Jabon liquido 1 frasco
Caja de fosforos 5
Cloro 1 galén
Computadora 2
Hojas de papel bond A4 1 paquete
Impresora 1
Cuaderno cosido 2
Regla 2
Calculadora 1
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2.2. Métodos

2.2.1. Seleccidon de los aislamientos de E. coli

Las muestras utilizadas en este estudio consistieron en aislamientos de E. coli
obtenidos durante dos periodos distintos. El primero de ellos abarcd desde abril hasta
septiembre de 2022, y correspondi6 al proyecto de vinculacién con la sociedad
denominado "Evaluacién de la contaminacion microbioldgica del canal Latacunga —
Salcedo — Ambato, Fase I" del cual se colectaron 55 aislamientos. El segundo periodo
abarco desde octubre de 2022 hasta marzo de 2023, y se relacion6 con el proyecto de
titulacion "Monitoreo de las comunidades microbianas de la cuenca del rio Cutuchi
utilizando metabarcoding 16S rRNA e indicadores microbianos tradicionales™ del cual

se recolectaron 148 aislamientos.

Cabe recalcar que las muestras presentaron resistencia a Ceftriaxona (CRO), la cual es
una cefalosporina de tercera generacion con accion bactericida, misma que puede ser
inhibida por ciertas enterobacterias productoras de p-lactamasas de espectro extendido
(BLEE). De forma general, las bacterias portadoras de LARGs albergan fenotipos
BLEE (Alawi et al., 2022).

2.2.2. Generacion de Biomasa

Las cepas del banco de criopreservacion se inocularon mediante estria escocesa en
agar MacConkey suplementado con Ceftriaxona, y posteriormente se incubaron a
37°C. Después de 24 horas, se tomd dos colonias del cultivo puro utilizando un asa de
cultivo estéril, las cuales se depositaron en tubos de ensayo de tapa rosca que contenian
medio de cultivo Luria Bertani (LB) con antibi6tico. A continuacion, los tubos con el
inoculo se incubaron durante 24 horas a 37 °C. El crecimiento de las cepas se evaluo
mediante la comparacion de la turbidez del medio inoculado con el control negativo

(medio LB con Ceftriaxona sin indculo) (Moore & Barlow, 2019).
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Figura 3.

Protocolo de purificacion de E. coli.
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2.2.3. Extraccién de ADN

Un volumen de 1 mL de biomasa se dispensd en un tubo de centrifuga estéril y se
centrifug6 a 5000 rpm por 5 min. El pellet se re-suspendi6 en 200 pL de agua tipo II.
Para efectuar el método choque térmico descrito por SAnchez-Salazar et al., (2020)
con algunas modificaciones, se llevo los tubos a una temperatura de 90°C con ayuda
del termobloque por 10 minutos, luego se colocaron los tubos en hielo por el mismo
tiempo. En Gltima instancia, se centrifug6 por 10 min y se transfirié el sobrenadante
(ADN de interés) a un tubo de microcentrifuga nuevo para su posterior
almacenamiento a -20°C (Adegoke et al., 2020).
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Figura 4.

Extraccion de ADN por el método de shock térmico.
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2.2.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Electroforesis

Para identificar los genes que otorgan la resistencia antibidtica a los aislamientos
seleccionados se aplico un ensayo de PCR convencional para generar varias copias de
las regiones de interés. Las condiciones de PCR para los genes codificantes de
carbapenemasas (blaoxa-4s, blakrc, blanom, blaviv, blaive) que se utilizaron fueron:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 minutos, 36 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 30 segundos, una etapa de alineamiento con una temperatura descrita en la
Tabla 5 por 40 segundos, seguido de una extensién a 72 °C por 50 segundos y

elongacion final a 72 °C por 5 minutos (Adegoke et al., 2020).

Adicionalmente, se evaluo la resistencia a colistina con las condiciones de reaccion de
PCR para el gen mcr-1 que se componen de: una desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 min; 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, el detalle de las temperaturas de alineamiento
se describe en la Tabla 5 por 30 segundos, y una extension final a 72°C por 5 min
(Faccone et al., 2020). El programa para la ejecucion de la PCR del gen tet(X) consto

de una desnaturalizacién inicial por 3 minutos a 96 °C, posterior, 30 ciclos de 96 °C
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durante 30 segundos, seguido de un alineamiento a una temperatura descrita en la
Tabla 5 durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos (Hsieh et al., 2021).

El protocolo para los genes tet(X3) y tet(X4) se describe como: una desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 2.5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
15 segundos, alineamiento por 30 segundos, el detalle de las temperaturas de
alineamiento se describe en la Tabla 5, una extension a 72 °C durante 30 segundos y

una elongacion final a 72 °C por 7 minuto (L.i et al., 2021).

Para cada uno de los genes se desarrollé una PCR con primers que se describen en la
Tabla 5, al igual, compartieron el mismo volumen total de 12.5 uL. de DreamTaqg PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EE. Fisher Scientific), 0.5 uL
de cada cebador (stock 10 uM), 1.5 uL. de agua de grado molecular libre de nucleasas
(ddH20) (Thermo Fisher Scientific) y, 1.3 uL de ADN. Una vez obtenidos los
productos de PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) tefiido con
SYBR Safe DNA Gel Strain (Calero-Céaceres, Tadesse, et al., 2022). Los resultados
se evaluaron utilizando un transiluminador con luz UV luego de correr el gel por 2
horas a 90V con un marcador de peso molecular conocido que se corrié juntamente
con las muestras. Hay que mencionar, que siempre se mantuvo controles positivos y
negativos, siendo los positivos la muestra de ADN de la bacteria con resistencia a los

diferentes antibioticos y el control negativo la muestra sin adicion de ADN.
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Figura 5.

Protocolo de PCR y Electroforesis en gel de Agarosa.
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Nota. Identificacion molecular de genes de resistencia antibiética. A) Protocolo de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). B) Ensayo de electroforesis en gel de agarosa 1%.
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Tabla 5.

Secuencias de los primers empleados en la identificacion molecular de S-lactamasas, carbapenemasas, tigeciclina y colistina.

Tamafio
Familia de del T (°C) .
Gen Orientacion Secuencia 5°- 3’ . _ _ Referencia
genes amplicon  alineamiento
(pb)
Forward GCGTGGTTAAGGATGAACAC (Poirel et al., 2011)
blaoxa-s 438 56
Reverse CATCAAGTTCAACCCAACCG
Forward GATGGTGTTTGGTCGCATA (Poirel et al., 2011)
blavim 390 56
Reverse CGAATGCGCAGCACCAG
Carbapenemasas _
Forward GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC (Poirel et al., 2011)
blame 232 56
Reverse GGTTTAAYAAAACAACCACC
Forward CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG (Poirel et al., 2011)
blakpc 798 56
Reverse CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
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Tamafo

Familia de del T (°C) .
Gen Orientacion Secuencia 5°- 3’ o _ _ Referencia
genes amplicon  alineamiento
(pb)

Forward GGTTTGGCGATCTGGTTTTC (Poirel et al., 2011)

blanom 621 56
Reverse CGGAATGGCTCATCACGATC
Forward TTATCTCCCTGTTAGCCACC 795 - (Jena etal., 2017)

pB-lactamasas blaskv Reverse GATTTGCTGATTTCGCTCGG
Fosfoetanolamin er1 Forward CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 45 (Faccone et al., 2020)
a transferasa Reverse CTTGGTCGGTCTGTAGGG
tet (X) Forward TTCAGGTCAGGAAGCAATGAAAA 780 52 )
(Hsieh et al., 2021)
Reverse TTTACGCCTTGTCCTGCAAAAGG
Forward TAATGGCGGGACATCAGG .
Monooxigenasa  tet(X3) 294 56.7 (Lietal., 2021)
. Reverse AGGCGACATCAAATGAGCAG
dependiente de F d CCGATATTCATCATCCAGAGG
orwar :

Reverse CGCTTACTTTTCCAAGACTTACCT

Nota. Cédigo IUPAC de las bases de nitrogenadas. A= Adenina. T= Timina. G= Guanina. C= Citosina. Y=Co0T.R=A0G.S=GoC.
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2.2.5. Ensayos de conjugacion

Los aislamientos ambientales que presentaron los genes de interés se recuperaron en
placas de agar MacConkey con Ceftriaxona 5 pg/mL (CRO) mediante la técnica de
estria escocesa, para posteriormente inocular una colonia en 5 mL de caldo LB a 37
°C overnight. Luego se procedio a lavar las células dos veces con tamp6n PBS y se re-
suspendio6 con LB suplementado con 5 pg/mL de CRO a una densidad 6ptica de 1.2
(Kohyama & Suzuki, 2019). Por otra parte, para la preparacién de la cepa receptora
E. coli J53 se recuperd en placas de agar MacConkey y, posteriormente, se inoculé en
5 mL de LB a 37°C overnight. Acto seguido, de igual forma se lavo dos veces con
PBS y se re-suspendié en medio LB hasta alcanzar una densidad optica de 1.2
(Guzman-Otazo et al., 2022).

Finalmente, las suspensiones donantes (aislados ambientales) y receptoras (E. coli J53)
se mezclaron en una relacion 1:1 en tubo eppendorf estéril para su posterior incubacion
a 37°C overnight. Con el fin de comprobar la resistencia antibiotica adquirida por la
cepa receptora se sembré en placas con medio de cultivo agar MacConkey
suplementado con 5 pg/mL de CRO y 150 pg/mL de azida sédica (AZ) en funcion de
la técnica de diluciones seriadas. En este punto, también se aplicaron controles tanto
para la cepa receptora como para el donante. Por Ultimo, se realizaron purificaciones
de las colonias de color fucsia que presentaron la morfologia caracteristica de E. coli
en el medio de cultivo para su posterior criopreservacion a -80°C (Suhartono & Savin,
2016).
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Figura 6.

Método de conjugacién bacteriana.
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2.2.6. Eficiencia de la conjugacion

La eficiencia se realiz6 mediante cuantificacion de unidades formadoras de colonias
(UFC) por mL, tanto de la cepa receptora como del producto de conjugaciéon (Guzman-
otazo et al., 2022).

WE ficienci UFC/mL de transconjugados 100
= *
oEficiencia UFC/mL de E.coli J53

2.2.7. Perfiles de resistencia fenotipicos

El analisis del perfil de resistencia se realizé mediante el método de Kirby-Bauer de
los transconjugados para determinar la sensibilidad a los antibidticos ampicilina
(AMP), amoxicilina (AMC), piperacilina/tazobactam (TPZ), ceftazidima (CAZ),
cefotaxima (CTX), cefepima (FEP), aztreonam (ATM), ertapenem (ERT), imipenem
(IPM), meropenem (MEM), amikacina (AMK), gentamicina (GEN), ciprofloxacina
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(CIP) y trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) (Ovejero et al., 2017). Para el cual, se
generd biomasa en caldo LB del banco de cepas del ensayo de conjugacion hasta

alcanzar un valor de 0.5 en la escala McFarland (CLSI, 2023).

Figura 7.

Protocolo de evaluacidn de perfiles de resistencia fenotipica.

(-

Fon

Inocular el agar Colocar los discos Medicién del halo
Mueller Hinton de antibiético
con biomasa

E. coli

de inhibicion

Para la interpretacion de los perfiles fenotipicos se realiz6 en base a su susceptibilidad
a antibidticos reportados como resistentes (R), intermedios (1) o sensibles (S) para cada
antibidtico segun el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2023).

2.2.7.1. Microdilucién en caldo de colistina

La estandarizacion de la técnica de microdilucion en caldo de colistina se llevé a cabo
para su aplicacion en placas. Para lo cual, se prepararon diferentes viales de solucion
madre (MS) con una concentracion de 1002.75 pg/mL, disolviendo el sulfato de
colistina en un disolvente adecuado, en este caso agua. Las soluciones madre fueron
almacenadas a -80 °C. Inmediatamente después de utilizar un vial de MS para preparar

las placas de colistina, este fue descartado.
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La solucion de trabajo (ST) se prepar6 a una concentracion de 8 pg/mL a partir de la
MS. Se preparé medio Mueller Hinton el mismo dia de la placa. Se realizaron
diluciones seriadas a partir de la ST para obtener concentraciones finales en el pocillo
de4,2,1y0.5 pg/mL (CLSI, 2023).

Las cepas de E. coli con genes mcr-1 positivos se sembraron en agar MacConkey
suplementado con CRO, mientras que las cepas conjugadas resultantes, se sembraron
en agar MacConkey suplementado con CRO y AZ, y se incubd a 37°C overnight.
Luego, se prepard soluciones bacterianas con solucion salina 0.9 % a una
concentracion de 0.5 escala McFarland que equivale a 1.5x10® UFC/mL.
Seguidamente se realizé una dilucién 1:100 para obtener una concentracion final de
solucion bacteriana de 1.5x10° UFC/mL. Se tomaron 50 pL de solucién bacteriana y
se colocaron en los pocillos desde la concentracion de 1 a 4 pug/mL, luego se afiadio
50 pL de dilucién con el antibidtico hasta obtener un volumen final de 100 pL. Las

microplacas se incubaron a 37 °C de 18 a 24 horas.

Tabla 6.

Modelo de placa de microdilucién con 4 concentraciones para 8 muestras

Filas (COL Columnas (Muestras)

/mL
hg/mL) 2 3 4 5 6 7 8

A(4)
B (2)
C(1)

D (0.5)

Conjuntamente, se realiz6 un control con una cepa de E. coli ATCC BAA-3170, misma

que no llevo antibiotico, para verificar el crecimiento confluyente (CLSI, 2023).
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Figura 8.

Protocolo de microdilucion en caldo.
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2.2.7.2. Lectura de placas

La lectura de placas se realizd luego de 24 horas de incubacion de acuerdo con el
crecimiento bacteriano en cada pocillo, con la ayuda de luz transmitida. Ademas, se
tomé en cuenta los puntos de corte de concentracion minima inhibitoria (CIM) que se
presentan en la Tabla 6 (CLSI, 2023).

Tabla 7.

Punto de Corte CIM para colistina en E. coli.

Punto de corte CIM (pg/mL)
Antibiotico

S | R

Colistina - <2 >4

Nota. La susceptibilidad al antibidtico de colistina esta clasificada por tres categorias, siendo S:

sensible, I: Intermedia, y R: resistente.

29



2.2.8. Perfiles de resistencia Genotipico

La generacidon de biomasa se realizé a partir de los transconjugados empleando el
protocolo tal como se describe en la seccion 2.2.2. De igual forma, la extraccion de
ADN de cada una de las cepas previamente seleccionados, a partir del criterio del
analisis de resistencia por el método de Kirby-Bauer, siguio el protocolo descrito en la

seccion 2.2.3.

Es asi como posteriormente se desarrolld el protocolo de la seccion 2.2.4 para
identificar los genes que otorgan la resistencia antibiotica a las cepas transconjugantes
y, su subsecuente analisis en el gel de electroforesis. Se debe mencionar que
adicionalmente se verifico la presencia de los genes de betalactamasas blatemy blacTx-
M, habitualmente presentes en los aislamientos BLEE. EIl proceso aplicado se compone
de: una desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, 35 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C por 15 segundos, una etapa alineamiento por 1 minuto con una temperatura
descrita en la Tabla 6, una extension a 72 °C durante 1 minutos y una elongacion final
a 72 °C por 10 minutos (Colomer-Lluch et al., 2011).
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Tabla 8.

Secuencias de primers de los genes de resistencia a antibioticos adicionales empleados en la PCR.

Tamario del
Familia de . ., . T (°C .
Gen Orientacion Secuencia 5’- 3’ amplicon . ( .) Referencia
Genes alineamiento
(pb)
blacTs Forward ATGTGCAGYACCAGTAARGT ]
593 50 (Colorlne£ Lluch
general Reverse TGGGTRAARTARGTSACCAGA etal., 2011)
B- Forward CTCACCCAGAAACGCTGGTG (Colomer-Lluch
L actamasas blatem 569 63 etal., 2011)
Reverse ATCCGCCTCCATCCAGTCTA "
Forward ATGATGAAAAAATCGTTATGCT
blacmy 462 53 (Cejasetal., 2014)
Reverse TTGCAGCTTTTCAAGAATGC
Forward TTCCCTTTGTTCTGGTTG
\Y l.
mcr-9 1011 55 (Ca ;gf;ta !
Polimixinas Reverse GTATAGCTTGCCGGAAGTCG )
mcr-10 Forward GGACCGACCTATTACCAGCG 365 56
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Tamario del

Familia de ) ., ., T (°C .
Gen Orientacion Secuencia 5°- 3’ amplicon . ( .) Referencia
Genes alineamiento
(pb)
Di Fran t
Reverse GCAGGTAATAAGTCGGTC ( 'al azg;Z‘;O ¢
Forward TTCATGGGCAAAAGCTTGATG .
] Calero-Caceres,
Sulfonamidas sull 964 43 (
Reverse GGCCGGAAGGTGAATGCTA 2016)
Forward ACGCCAGGATTTGAGTGAC .
Peymani et al.,
gnrA 565 49 (Pey
Reverse CCAGGCACAGATCTTGAC 2015)
Quinolonas
Forward TTAAGTCTGACTCTTTCAGTGATG (Colomer-Lluch
gnrS 425 53 etal., 2014)
Reverse CGTTTTCAAGAATGCGCCAGG "
Forward TTGGCATTCTGCATTCACTC .
. Afsharnia et al.,
Tetraciclinas tetA 494 55 ( 2018
Reverse GTATAGCTTGCCGGAAGTCG )

Nota. Codigo IUPAC de las bases de nitrogenadas. A= Adenina. T= Timina. G= Guanina. C= Citosina. Y=Co0T.R=A0G.S=GoC.
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2.2.9. Tipificacion molecular por el Consenso Intergénico Repetitivo de
Enterobacterias (ERIC) PCR

Para confirmar que los aislamientos obtenidos mediante transconjugacion
corresponden efectivamente a la bacteria receptora empleada, que en este caso es E.
coli J53, se llevd a cabo una tipificacién molecular mediante la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa con Repeticiones Interpuestas de Secuencias Extragenomicas
(ERIC-PCR). En la PCR se emplearon cebadores ERIC especificos (Primer forward
5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ y primer reverse 5’-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). La amplificacion se llevd a cabo con una
desnaturalizacion inicial durante 5 min a 94 °C; 30 ciclos de desnaturalizacion de 30 s
a 94 °C, hibridacion de los primers por 30 s a 55 °C, extension a 30 s a 72 °C; y
extension final de 16 min a 72 °C en termociclador. El producto amplificado resultante
se analizo por electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) (Ramakrishnan et al.,
2022).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacion de E. coli portadores de genes de resistencia a

carbapenemicos, tigeciclina y colistina.

En este estudio, se examinaron un total de 203 aislamientos de E. coli. Posteriormente,
se realizaron pruebas bioguimicas para la identificacion de enterobacterias, lo que
resultd en la exclusion de 3 cepas (Anexo 1). Como resultado, se corrobor6 que los

200 aislamientos restantes correspondian a E. coli.

La deteccion de E. coli portadoras de genes de resistencia a carbapenémicos se centro
especificamente en los genes blakec de la clase A, blaviv, blaive y blanowm de la clase
de las metalo-betalactamasas, y blaoxa-4s de la clase D, debido a que estos genes se
encuentran especialmente en enterobacterias gramnegativas (Gonzalez et al., 2020).
Estos genes son conocidos por inhibir la actividad de los antibioticos carbapenémicos,
que se usan para tratar infecciones nosocomiales e infecciones causadas por bacterias
multirresistentes considerandose altamente efectivos y de uso recurrente en la terapia
antimicrobiana (Sacsaquispe & Baildn, 2018). Por su parte también, se analiz6 un
gen de resistencia a B-lactdmicos, correspondiente al gen blasny, que tiene la capacidad
de hidrolizar carbapenémicos. En la coleccién evaluada tan solo se encontraron
aislamientos positivos para el gen blaoxa-s (n=1) (Anexo 2) y para blasnv (n=2)

(Anexo 3) de acuerdo con la Tabla 9.

En el mismo contexto, se llevo a cabo un analisis de los genes de resistencia movil a
la colistina, especificamente para los genes mcr-1, mcr-9 y mer-10, considerando que

se tratan de las variantes mas diseminadas a nivel global. Estos mecanismos de
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resistencia son de origen reciente y su diseminacion global es alarmante (Furlan et al.,
2023). De las 200 cepas analizadas en el estudio, solamente se identificaron tres
aislamientos portadores del gen mcr-1 (Anexo 4), equivalente al 1.5% de aislamientos

positivos a este gen.

Ademas, se investigaron los genes de resistencia movil a la tigeciclina, centrdndose en
los genes tet(X), tet(X3) y tet(X4), el cual inhibe la accion de las tetraciclinas,
incluyendo la tigeciclina, que es el principal representante de las tetraciclinas de
tercera generacion. Se analizo este gen debido a que la tigeciclina es un antibiético de
altimo recurso utilizado para combatir patégenos resistentes a las tetraciclinas de
primera y segunda generacion, asi como la diseminacion global de estos genes es
epidemioldgicamente prioritaria (Aminov, 2021). Es importante mencionar que, a
partir del analisis realizado de estos genes, no se encontr6 ningun aislamiento positivo

como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9.

Frecuencia de genes de resistencia a antibiéticos identificados.

Familia de Presencia del gen (%)

antibioticos een Si No
blaoxa-4s 1(0,5) 199 (99,5)
blavim 0(0,0) 200 (100,0)
Carbapenémicos blaivp 0 (0,0) 200 (100,0)
blaxec 0 (0,0) 200 (100,0)
blanom 0(0,0) 200 (100,0)
B-lactdmicos blasnv 2(1,0) 198 (99,0)
mer-1 3(1,5) 197 (98,5)
Polimixinas mcr-9 0 (0,0) 200 (100,0)
mcr-10 0(0,0) 200 (100,0)
Tetraciclinas tet(X) general 0(0,0) 200 (100,0)
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Familia de Presencia del gen (%)

o Gen
antibioticos Si No
tet(X3) 0 (0,0) 200 (100,0)
tet(X4) 0 (0,0) 200 (100,0)

Nota. Los porcentajes pertenecen al total de aislamientos analizados (n=200) frente al nimero de

aislados positivos para cada gen de resistencia antibiotica.

El presente estudio representa el primer reporte de un aislamiento de E. coli de origen
ambiental portador del gen blaoxa-ss en el Ecuador (aislamiento 17-A). Este gen de
resistencia ha sido detectado previamente en aislamientos de K. pneumoniae
procedentes de muestras animales, muestras clinicas, y muestras ambientales, mientras
que, también se ha detectado a nivel de Sudamérica en muestras clinicas en Raoultella
ornithinolytica (Reyes et al., 2020; Tamayo et al., 2022). En E. coli, un reciente
reporte identific la presencia de este gen en combinacién con el gen mcr-1 en
aislamientos de origen avicola de la provincia de Pastaza (Bastidas-Caldes et al.,
2023). Por lo tanto, el hallazgo de blaoxa-4s en una cepa de E. coli de origen ambiental
en nuestro estudio subraya la necesidad de una vigilancia continuada y de mayor

envergadura, especialmente en contextos ambientales.

En otros paises, desde la primera deteccidn de este gen en la década de los 2000, los
genes blaoxa4g han sido detectados en especial en Enterobacterales de entornos
clinicos (Tacao et al., 2013). A nivel geografico, en Europa, norte de Africa, y Medio
Oriente, las enzimas OXA-48 representan las carbapenemasas mas prevalentes en
Enterobacterales (Boyd et al., 2022). En el medio ambiente, la presencia del gen
blaoxa-4s en enterobacterias ha sido frecuentemente asociada a ecosistemas
impactados por aguas residuales y efluentes de plantas de tratamiento de origen
hospitalario en paises como Austria, Argelia, Tunez, Suiza y Alemania (Pitout et al.,
2019). La deteccion de Enterobacterales portadores de este tipo de carbapenemasas en
aguas residuales de hospitales constituye una medida preventiva para identificar brotes

clinicos en etapas tempranas (Villacis et al., 2020).
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La presencia del gen mcr-1 en tres aislados de E. coli obtenidas de muestras del rio
Cutuchi guarda concordancia con el estudio ejecutado en el mismo rio en el afio 2018,
el cual representd el primer reporte ambiental de aislamientos portadores de este gen
en Ecuador (Calero-Céceres, Tadesse, et al., 2022). Por la técnica de PCR utilizada,
no es posible identificar a qué variante de mcr-1 pertenecen las cepas aisladas en 2023.
Sin embargo, en investigaciones complementarias a este estudio se realizara la
caracterizacion de los genomas completos de los aislamientos 62, 63, y 102; con la
finalidad de identificar las caracteristicas de estos aislamientos y evaluar si existen

diferencias gendmicas con los aislados obtenidos en el 2018.

Desde su deteccidn inicial y diseminacién global en el afio 2016, los Enterobacterales
portadores de variantes del gen mcr se han diseminado de forma global. Sin embargo,
su diseminacién ambiental ha sido evaluada de manera parcial (Cherak et al., 2021).
Considerando el rol de las aguas como un medio de interconexion entre diferentes
ambientes, permitiendo a las mismas diseminar microorganismos entre el medio
natural, y los seres humanos y animales, es necesario investigar de una manera
profunda su implicacién en la evolucion de estos mecanismos de resistencia (Rhouma
etal., 2023).

Por otro lado, la ausencia de deteccién de los genes de resistencia mcr-9 y mcr-10
podria explicarse por el hecho de que estos genes fueron descubiertos recientemente:
mcr-9 en Salmonella en 2019 y mcr-10 en Enterobacter en 2020 (Hussein et al.,
2021). Sin embargo, otra explicacion plausible puede ser que la cantidad de
aislamientos evaluados y los entornos estudiados tan sélo sean un reflejo de la punta

del iceberg de la diseminacion de microorganismos en el pais.

La ausencia de deteccion de aislados portadores del gen tet (X) y sus ort6logos tet (X3)
y tet (X4) puede ser explicada ya que hasta el momento no se ha detectado cepas de E.
coli que posean genes de resistencia a tetraciclinas de tercera generacién en el pais (J.
Reyes etal., 2021; Vinueza-Burgos etal., 2019). Ademas, solo en tres paises a nivel
de Latinoamérica se han identificado los genes de resistencia tet(X), tet (X1) y tet (X2)

en cepas de K. pneumoniae de origen animal (Fang et al., 2020).
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La falta de deteccidn de genes de resistencia a carbapenémicos como blavim, blaive,
blakrc, y blanom puede deberse al reciente descubrimiento de estos genes en muestras
de pacientes con infecciones del tracto urinario en diferentes hospitales del pais
(Tamayo et al., 2022). Es importante destacar que las muestras procesadas en el
estudio en cuestion se obtuvieron de un afluente de la sierra central, donde, a pesar de
la elevada contaminacion, parece existir una baja presion selectiva en estos

ecosistemas dinamicos.

3.2. Ensayos de transconjugacion utilizando biomasa proveniente de

aislamientos seleccionados y la bacteria receptora E. coli J53.

Para esta etapa de la investigacion, se trabajé con los aislamientos de E. coli 62, 63 y
102 (portadoras de mcr-1), 13-A y 29-A (portadoras de blasnv), y 17-A (portadora de
blaoxa-48) (Anexo 5). Utilizando la cepa E. coli J53 como receptora, se obtuvieron
eventos de transconjugacion exitosa para todos los aislamientos, con excepcion de 13-
A portadora del gen blasnv, verificado por PCR de las cepas conjugadas (Tabla 10).
Esto sugiere que la ubicacion de los ARGs en estudio en las cepas restantes

probablemente se encuentra en sus plasmidos.

La tasa de transferencia genética horizontal de plasmidos, o nimero de eventos
exitosos de conjugacion refleja el porcentaje de transconjugantes obtenidos en cada
experimento. En este caso, al trabajar con ceftriaxona como antibiotico de cribado de
los transconjugados, cuantificamos a aquellos microorganismos con fenotipo de
resistencia a mencionado antibidtico. Con respecto a la frecuencia de
transconjugacion, los valores mas altos fueron para los aislamientos 13-A y 63, con
porcentajes superiores al 35%. Para el aislamiento 62, se obtuvo un porcentaje del
17.97%, y porcentajes menores al 6% para los aislamientos 29-A, 102, y 17-A. La
eficiencia de conjugacion depende de diversos factores, relacionados con la
compatibilidad de las cepas donantes y receptoras, la compatibilidad de los plasmidos,
el contacto entre células donadoras y receptoras, la cantidad de copias de plasmidos
presentes en las células donadoras, la presion de antibidtico, asi como de otras

caracteristicas abidticas (Benz et al., 2021; Xiao et al., 2022).
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Tabla 10.

Eficiencia de conjugacion

Cepa receptora

Frecuencia de

) Cepa Conjugada . » ARGs
NU{mero E. coli J53 transconjugacion
presentes en
de ensayo ) ]
UFC/mL SD Cadigo UFC/mL SD UFC/mL (%) los conjugados

1 1.23x10®  1.77x10! 62-J53 2.21x107 1.27x10* 1.80 x 101 17.97 mcr-1 (+)
2 1.22x10%  1.77x10* | 63-J53 4.29x107 1.27x10* 3.52 x 10! 35.16 mer-1 (+)
3 1.69x10®  4.81x10! 102-J53 4.55x10* 6.36x10° 269 x 10 0.03 mcr-1 (+)
4 1.68x10°  4.53x10* | 13-J53 6.10x107 1.27x10? 3.63 x 10! 36.31 blasnv ()
5 1.69x10®  4.53x10! 29-J53 9.50x10° 1.20x102 562 x 1072 5.62 blashv (+)
6 1.45x10%  1.27x10! 17-353 3.00x10* 1.41x10° 2.07 x 10 0.02 blaoxa-ss (+)

El recuento en placa de las unidades formadoras de colonia (UFC) por mL se reporta para la cepa receptora que se utiliz6 por cada ensayo de conjugacion y, de igual forma

la cuantificacion de las cepas conjugadas en el agar MacConkey suplementado con azida de sodio (AZ) y ceftriaxona (CRO). Nota. La frecuencia de transconjugacion se

expresa como UFC/mL codificacién de los transconjugados incluye el nimero de la cepa ambiental y la terminacion J53 de la cepa receptora (E. Coli J53)
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En relacién a la ubicacién de los ARGs examinados, la familia de genes mcr es
habitualmente detectada en plasmidos de diferentes variantes, como Incl, IncA, IncF,
IncH, IncX, IncN, IncR, IncY, IncQ, IncP, Col, e IncB (Calero-Céceres, Rodriguez,
et al., 2022). Los estudios sobre aislamientos provenientes de muestras ambientales en
Latinoamérica han evidenciado con frecuencia la existencia del gen mcr-1 en

plasmidos de tipo Incl2 e IncX4 (Furlan et al., 2023).

En el caso de blaoxa-4s, 10s plasmidos son el vehiculo principal para la transmision y
propagacion de este gen (Boyd et al., 2022). Este mecanismo se confirma en el
aislamiento 17-A, que se alinea con los hallazgos previos. Se ha observado que varios
tipos de plasmidos albergan al gen blaoxa-s, incluidos los plasmidos IncL, IncA/C,
IncF, ColKP3, ColE2, IncX3, IncN1, e IncT (Pitout et al., 2019). El gen blaoxa-4s se
encuentra comunmente en plasmidos auto-conjugables de 60 a 70 kb que presentan
una estructura IncL (Hamprecht et al., 2019; Mataseje et al., 2018; Pitout et al.,
2019). Estos hallazgos resaltan la importancia de la vigilancia de estos vectores de
transmision genética en el esfuerzo por controlar la propagacion de resistencia a los

antibioticos.

En relacion a blasny, diversos estudios han demostrado que la diseminacion de este
gen y sus variantes se encuentra mediada por plasmidos o expresada de forma
cromosdmica (Gundran et al., 2019; Martinez, 2021). Esta evidencia se pudo
confirmar con los resultados obtenidos a partir del aislamiento 29-A, que muestra la
presencia del gen en la cepa transconjugada, en contraste con el aislamiento 13-A,
donde no se encuentra presente. Se ha observado que dentro de la familia SHV existen
172 tipos de enzimas, de las cuales 45 se encuentran alojadas en elementos
transferibles. Entre estos elementos, el plasmido mas frecuentemente asociado al gen
blasHv es el Incl-1 (Abbas, 2021; Alonso, 2019). Estos resultados, ayudan a reconocer
la importancia de comprender estos procesos para desarrollar estrategias efectivas en
la lucha contra la propagacién de la RAM. Para precisar la ubicacion de los genes
evaluados en el presente estudio, es esencial la adquisicion de las secuencias completas

del genoma y su posterior evaluacion bioinformatica.
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3.3. Evaluacion de los perfiles de resistencia a antibidticos de los
aislamientos seleccionados y de los transconjugados obtenidos por

métodos fenotipicos y genotipicos

En el presente estudio se realizd un ensayo de ERIC-PCR y su posterior analisis
mediante electroforesis en gel, del cual se obtuvieron diferentes patrones de bandas de
ADN de los diferentes aislamientos. La construccion del arbol filogenético, por su
parte, permitié visualizar el parentesco entre las cepas analizadas, clasificandolas en
dos clados claramente distinguibles, donadores y conjugados. Simultaneamente, se
evaluo la resistencia antimicrobiana y los genes que intervienen en la produccion de
enzimas responsables de la resistencia a antibidticos p-lactamicos y no p-lactamicos,
obteniendo aislamientos multirresistentes (MDR) y extremadamente resistentes
(XDR) (Figura 9).

El analisis de la susceptibilidad antimicrobiana permite conocer el perfil de resistencia
de cada aislamiento y al mismo tiempo permite determinar el nivel de eficacia de
ciertos antibioticos. En este estudio, se analizo los aislados seleccionados y sus
transconjugantes, evaluando la actividad de 17 agentes antimicrobianos pertenecientes
a 9 familias de antibioticos (Anexo 6 y 7). Con respecto al nivel de resistencia
antimicrobiana, se determind que todos los aislamientos donadores son resistentes a
mas del 50% de familias de antibidticos, destacandose los aminoglucosidos,
cefalosporinas, penicilinas, sulfonamidas y monobactamicos, presentando un perfil
XDR. Por el contrario, las cepas transconjugadas fueron resistentes a menos del 30%
de familias de antibidticos siendo las cefalosporinas, penicilinas y monobactamicos,
clasificandose como aislamientos MDR. La pérdida de resistencia depende de diversas
razones, como la inestabilidad del plasmido en la célula receptora, la falta de presion
selectiva por el antibidtico en un nuevo entorno, o incluso la activacion de mecanismos

de degradacion del material genético transferido (Graf etal., 2019).
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En relacion con la susceptibilidad antimicrobiana, todas las cepas ambientales de los
aislamientos positivos para mcr-1 fueron resistentes a mas del 60% de las familias de
antibidticos, principalmente la familia de las polimixinas, aminoglucdsidos,
cefalosporinas, penicilinas, sulfonamidas y monobactamicos, clasificandose como
aislamientos XDR (Extremo drogo-resistencia bacteriana). La causa principal de la
resistencia son los plasmidos portadores de genes de resistencia, ya que se ha
demostrado que los plasmidos que portan el gen mcr-1, pueden albergar otros genes

de resistencia a B-lactamicos (Zhang et al., 2022).

En el caso de los aislados transconjugados portadores del gen mcr-1, se percibié un
perfil de resistencia diferente a las cepas donadoras, ya que estos aislamientos
presentaron resistencia a menos del 30% de las familias de antibi6ticos, presentando
un mayor porcentaje de resistencia a la familia de las penicilinas, clasificindose como
cepas MDR (Anexo 7). Cabe sefalar que los aislados 62, 63 y sus conjugados se
clasifican como resistentes en funcion de la CIM de colistina, la cual, es superior a 4
mg/L (Calero-Caceres, Tadesse, et al., 2022). No obstante, el aislamiento 102 y su
conjugado 102-J53 pese a tener el gen mcr-1 no presento esta caracteristica fenotipica
de resistencia (MIC < 0.5 mg/L). Este aislamiento que no presenta una resistencia
completa puede estar regulado por los niveles de expresion del gen, por una
modificacion en la proteina objetivo del antibiotico, la falta de otros genes o
mutaciones adicionales, la falta de presion selectiva del antibiotico y, en ultima

instancia, la adaptacion en progreso al proceso de resistencia (Hoeksema et al., 2019).

En definitiva, es preocupante que los aislamientos 62 y 63 muestren resistencia a
antibioticos de espectro extendido y de ultimo recurso, como lo son la colistina y la
familia de cefalosporinas: de tercera generacion (ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima)
y cuarta generacion (cefepima). Esta resistencia es motivo de especial atencion debido
a la importancia de estos medicamentos en el tratamiento de infecciones graves y

potencialmente mortales.
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El perfil de resistencia antimicrobiana del aislado positivo para el gen blaoxa-ss,
reportd una alta tasa de resistencia a mas del 60% de las familias de antibioticos en
estudio. Entre las cuales se encuentran los agentes combinados B-lactamicos,
aminoglucdésidos, cefalosporinas, penicilinas, sulfonamidas y monobactamicos. No
obstante, la frecuencia de resistencia a los carbapenémicos (33%) se dio Unicamente
al antibidtico ertapenem en el aislado donador. Segun Tacdo etal. (2017), la
propagacion de esta carbapenemasa se produce de manera silenciosa debido a las
dificultades en su deteccidn. Factor que se pudo evidenciar en el aislado 17-A, ya que
exhibi6 una resistencia intermedia a los antibioticos imipenem y meropenem, mientras
que su conjugado (17A-J53) reflejé ser susceptible para los tres antibidticos
carbapenémicos. El hecho de que los productores de OXA-48 muestren valores bajos
de concentracion inhibitoria minima para los carbapenémicos podria estar
enmascarando su deteccién y, por lo tanto, subestimando su dispersion (Papp-Wallace
etal., 2019).

La resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion por parte del aislado
blaoxa-4g positivo también puede estar asociada a la presencia de genes adicionales
BLEE: blatem y blactx-m; puesto que, conforme lo sefiala Villacis et al., (2020) cerca
del 80% (tasa que puede variar) de los aislamientos positivos para blaoxa-as

coproducen betalactamasas de espectro extendido.
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Figura 9.

Dendograma por analisis de ERIC-PCR y datos de los perfiles de resistencia fenotipico y genotipico.
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El dendrograma se basa en el Coeficiente de similitud Dice con algoritmo de agrupamiento de promedios aritméticos (UPGMA). SSD: Susceptible dependiente de la dosis.
Nota. Los antibidticos se encuentran posicionados en funcion de la familia a la cual pertenecen: Agentes combinados B-lactdmicos: TPZ (piperacilina/Tazobactam); AMC
(Amoxicilina/Acido Clavulanico); Aminoglucésidos: AK (Amikacina), CN (Gentamicina); Cefalosporinas: CTX (Cefotaxima), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona),
FEP (Cefepima); Carbapenémicos: ETP (Ertapenem), MEM (Meropenem), IMP (Imipenem); Quinolonas: CIP (Ciprofloxacina); Penicilinas: AM (Ampicilina), AX

(Amoxicilina); Sulfonamidas: STX (Trimetoprima/sulfametoxazol); Monobactdmimcos: ATM (Aztreonam) y Polimixinas: Colistina (CT)
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Por otro lado, la ubicacién del gen blashv en la cepa 13-A, aparentemente en el
cromosoma bacteriano, podria restringir su transferencia a otras cepas en comparacion
con aquellos genes presentes en plasmidos que pueden transmitirse horizontalmente
entre bacterias. Esta ubicacion hace que la propagacion de la resistencia dependa de la
reproduccion bacteriana, potencialmente limitando su diseminacion en comparacion
con las cepas que llevan el gen en plasmidos. Sin embargo, es crucial subrayar que la
cepa de E. coli (13-A) en estudio exhibe otros genes que confieren resistencia a
diferentes clases de antibioticos, incluyendo p-lactdmicos (blatem, blacTx-m),
sulfonamidas (sull) y tetraciclinas (tetA). De acuerdo al estudio de Tamayo et al.,
(2022), estos genes son comunmente identificados en aislados clinicos derivados de
pacientes con infecciones sistémicas, asi como en muestras de aguas residuales

hospitalarias.

El hallazgo de aislamientos bacterianos multirresistentes (MDR) y extremadamente
resistentes (XDR) en cuerpos de agua del rio Cutuchi y del canal Latacunga-Salcedo-
Ambato, capaces de resistir antibiéticos de amplio espectro y de ultima linea, subraya
la urgencia de mantener una constante vigilancia y adoptar medidas efectivas para
contener la propagacion de la resistencia antimicrobiana a través de estos cuerpos de
agua utilizados con fines agricolas. Es imperativo que la investigacion cientifica
continte enfocandose en optimizar los métodos de deteccion de la resistencia,
profundizar la comprension de sus mecanismos subyacentes y, por ende, elucidar las

vias de diseminacion de microorganismos multirresistentes.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

El andlisis de la presencia de genes de resistencia a antibidticos revel6 la
existencia de aislamientos de E. coli resistentes a carbapenémicos, f-
lactamicos y polimixinas en el efluente del rio Cutuchi y del Canal Latacunga-
Salcedo-Ambato. Sin embargo, se constato la ausencia de genes de resistencia
a tigeciclina.

El analisis de la presencia de genes de resistencia a antibidticos de ultimo
recurso demostré que 6 de las 200 cepas resistentes a ceftriaxona evaluadas
presentan genes blaoxa-s, blashv y mcr-1. Este estudio marca un avance
significativo en la comprension de la diseminacion de aislamientos productores
de carbapenemasas en el pais, dado que se registra, por primera vez, el
aislamiento de una cepa de E. coli de origen ambiental en Ecuador que alberga
el gen blaoxa-ss (aislamiento 17-A).

En los ensayos de conjugacion, se consiguid una transferencia exitosa en cada
uno de los casos, registrando porcentajes variables de eficiencia en la
conjugacion. Sin embargo, tras realizar los ensayos de PCR, se descubrié que,
a excepcion de la cepa 13A, los demaés aislamientos transmitian sus genes de
resistencia a carbapenémicos, B-lactdmicos o polimixinas. Estos hallazgos
insindan que los genes de resistencia investigados en las cepas restantes, muy
probablemente, se encuentran localizados en sus plasmidos.

Gracias a la evaluacion de los perfiles de resistencia fenotipica y genotipica se
evidencid cepas transconjugantes MDR y cepas donantes XDR. Ademas, se
comprobd la presencia de genes de resistencia a antibidticos betalactamicos y
no betalactdmicos, que acompaian a los genes identificados inicialmente en

este estudio.
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4.2. Recomendaciones

Analizar la secuencia del genoma completo de los plasmidos de las cepas
donadoras y cepas transconjugadas con el fin de identificar sus caracteristicas
y entorno genético. De esta manera, sera posible verificar la presencia de genes
que regulan la resistencia, asi como los factores que pueden facilitar o limitar

la transferencia y posibles asociaciones con otros elementos genéticos.

Verificar la ubicacion especifica de los diferentes genes de resistencia a
antibioticos en la secuencia de &cidos nucleicos, lo que permitira establecer
comparaciones con aislados previamente reportados en Ecuador y asi
determinar su distribucion genética. Con el fin de comprender la resistencia
antibidtica en la region y proporcionar informacion relevante para combatir

este problema.

Evaluar la presencia de genes de resistencia en diferentes muestras
provenientes de varios cuerpos de agua del Ecuador para un mejor monitoreo
de laRAM.
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ANEXQOS

Anexo 1. Codificacion de los aislamientos y los resultados de las pruebas de identificacion de E. coli.

Numero Caodigo Pcu)?it;eﬂe TSI LIA Citrato Indol lT\SI)JeEt)iIC:) € Urea MacConkey  Observaciones
1-A A-C1-1 Canal L-S-A  A/AH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
2-A A-C1-2 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
3-A A-C1-3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
2-A A-C1-4 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
5-A A-C1-5 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
6-A A-C2-1 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
7-A A-C2-2 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
8-A A-C2-3 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
9-A A-C2-4 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
10-A A-C2-5 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
11-A A-C3-1 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
12-A A-C3-2 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
13-A A-C3-3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
14-A A-C3-4 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
15-A A-C3-5 Canal L-S-A A/A HS-  K/A H3S- - - + - Lac (+) Buttiauxella izardii
16-A A-C4-1 Canal L-S-A  A/AH,S- KI/K H3S- - + - Lac (+) E. coli
17-A A-C4-2 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
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40-4 A-T3-1 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
41-A A-T3-2 Canal L-S-A  A/AH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
42-A A-T3-3 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
43-A A-T3-4 Canal L-S-A A/A HoS-  K/K H3S- + + + - Lac (+) Kluyvera ascorbata
44-A A-T3-5 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
45-A A-T3-6 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
46-A A-T3-7 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
47-A A-T5-1 Canal L-S-A A/AH,S- K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
48-A A-T5-2 Canal L-S-A A/AH,S- K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
49-A A-T7-1 Canal L-S-A A/AH,S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
50-A A-T7-2 Canal L-S-A A/AH,S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
51-A A-T7-3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
52-A A-T7-2 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
53-A A-T7-1 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
54-A A-T6-1 Canal L-S-A A/AH,S-  KI/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
55-A A-T6-2 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
56-A CR-PA3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
57-A CR-PA3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
58-A CR-PA3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
59-A CR-PA3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
60-A CR-PA3 Canal L-S-A A/AH,S- KI/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
61A CR-PZ2 Canal L-S-A A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
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84-A CR.PA3 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
85-A CR.PZ2 Canal L-S-A A/AH,S- K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
86-A CR.PZ2 Canal L-S-A A/AH,S- K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
87-A CR.PZ2 Canal L-S-A  A/JAH.S-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
88 P-RC-PV6  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
89 P-RC-PV6  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
90 P-RC-PV6  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
91 P-RC-PV6  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
92 P-RC-PV6  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
93 S-RC-PA5  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
94 S-RC-PA5  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
95 S-RC-PA5  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
96 S-RC-PA5  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
97 S-RC-PA5  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
98 PPI?/IC; Rio Cutuchi  AJAH,S-  K/K H,S- - + + - Lac (+) E. coli
99 TRCT RioCutuchi  AAHS- KIKHS- - ¥ ¥ i Lac (+) E. coli
100 PF;E/S' RioCutuchi  A/AH,S- K/KHS- - " ; i Lac (+) E. coli
P-RC- . .
101 PM7 Rio Cutuchi A/A H,S- K/A H,S- + - + - Lac (+) Buttiauxella izardii
102 TRC RioCutchi  AAHS- KIKHS - + + S Lac () E. coli
103 R-RC-PE4 Rio Cutuchi A/A HyS-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
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189  L.RC.PR3  Rio Cutuchi A/A HS-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
190 P.RC.PM7 Rio Cutuchi A/A HoS-  K/K HaS- - + + - Lac (+) E. coli
191 P.RC.PM7 Rio Cutuchi A/A HoS-  K/K HaS- - + + - Lac (+) E. coli
192  P.RC.PM7 Rio Cutuchi A/A HoS-  K/K HaS- - + + - Lac (+) E. coli
193 P.RC.PV6  Rio Cutuchi A/A HoS-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
194 P.RC.PV6  Rio Cutuchi A/A HoS-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
195 L.RC.PE4 Rio Cutuchi A/A HS-  K/K H3S- - + + - Lac (+) E. coli
196 L.RC.PE4  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
197 L.RC.PE4  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
198  S.RC.PA5 Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
199  S.RC.PA5  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
200 S.RC.PA5 Rio Cutuchi A/A H:S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
201 L.RC.PR3  Rio Cutuchi A/A H:S-  K/K HS- - + + - Lac (+) E. coli
202 L.RC.PR3  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli
203 L.RC.PR3  Rio Cutuchi A/A H>S-  K/K H2S- - + + - Lac (+) E. coli

Nota: Del total, tres aislados se identificaron que no correspondian a E. coli en funcion de las pruebas de identificacion. De acuerdo con el programa ABIS se resalta el
posible género y especie al que pertenece cada aislamiento. TSI: A/A H,S- (produccion de acido sin produccion de sulfuros con liberacién de CO,); LIA: K/K H,S-

(Alcalinizacidn sin produccion de sulfuros y liberacion de CO>); Citrato: (-) no consume citrato como fuente de carbono; Indol: (+) presencia de la enzima triptofanasa.
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Anexo 2. Gel de electroforesis con muestras positivas para el gen blaoxa-s.
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Anexo 3. Gel de electroforesis con muestras positivas para el gen blasnv.
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Anexo 4. Gel de electroforesis con muestras positivas para el gen mcr-1.
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Anexo 5. Aislamientos positivos para los genes de resistencia a colistina, f-lactdmicos

y carbapenémicos.

Gen NUmero Cddigo Bacteria Lugar
62 L.RC.PR3 E. coli Rio Cutuchi
mcr-1 63 L.RC.PR3 E. coli Rio Cutuchi
102 L.RC.PR3 E. coli Rio Cutuchi
13A A-C3-3 E. coli Canal L-S-A
>V 29A A-C6-5 E. coli Canal L-S-A
OXA-48 17A A-C4-2 E. coli Canal L-S-A
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Anexo 6. Perfil de resistencia de los aislamientos ambientales en relacion con el gen identificado.

Cepas Ambientales

Familia de
. mcr-1 blasnyv blaoxa-as

Antibioticos

R(%) 1(%) SSD(%) S(%) | R(%) 1(%) SSD(%) S (%) | R(%) 1(%) SSD (%) S (%)
Agentes combinados

o 0,0 0,0 50,0 50,0 25,0 25,0 25,0 25,0 100,0 0,0 0,0 0,0

B-lactamicos
Aminoglucosidos 100,0 0,0 0,0 0,0 50,0 50,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Cefalosporinas 100,0 0,0 0,0 0,0 87,5 0,0 12,5 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Carbapenémicos 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 33,3 66,7 0,0 0,0
Quinolonas 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
Penicilinas 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Sulfonamidas 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Monobactamicos 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Polimixinas 66,7 0,0 0,0 33,3 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Nota. El perfil de resistencia se determin6 en funcion del gen de resistencia en estudio: mcr-1 comprende los aislamientos 62,63 y 102; blasyy (13-A 'y 29-A); y blaoxa-as
(17-A).
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Anexo 7. Perfil de resistencia de los aislamientos conjugados en relacion con el gen identificado.

Cepas Conjugadas
Familia de Antibioticos mcr-1 blasnv blaoxa-ss
R(%) 1(%) SSD(%) S(%) | R(%) 1(%) SSD(%) S(%) | R(%) 1(%) SSD (%) S (%)
Agentes combinados [3-
ACtAMIcos 0,0 0,0 16,7 83,3 0,0 0,0 25,0 75,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Aminoglucdsidos 16,7 0,0 0,0 83,3 0,0 0,0 0,0 100,0 | 50,0 0,0 0,0 50,0
Cefalosporinas 75,0 25,0 0,0 0,0 62,5 0,0 25,0 12,5 50,0 0,0 25,0 25,0
Carbapenémicos 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Quinolonas 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Penicilinas 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Sulfonamidas 0,0 0,0 0,0 100,0 | 50,0 0,0 0,0 50,0 0,0 100,0 0,0 0,0
Monobactamicos 0,0 100,0 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 50,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Polimixinas 66,7 0,0 0,0 33,3 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Nota. El perfil de resistencia se determind en funcion del gen de resistencia en estudio para los asilamientos conjugados: mcr-1 (62-J53,63-J53 y 102-J53); blasny (13A-
J53 y 29A-J53); y blaoxa-as (17A-J53).
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