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RESUMEN

En los Gltimos afios, las bacterias han desarrollado mecanismos que les permiten resistir el
ataque de los antibioticos, ademas de que se propaguen a través de la cadena alimenticia o
por contacto directo con el ambiente (agua, suelo). La presente investigacion busco aislar y
caracterizar cepas de Escherichia coli productoras de -lactamasas de espectro extendido en
el canal de riego Cananvalle-lbarra. Se recolectaron muestras de agua, suelo y vegetales
(cilantro, lechuga) en diferentes puntos del canal. Mediante filtracion, se aislaron cepas de E.
coli, confirmando la especie mediante pruebas bioquimicas y moleculares. Se determino el
perfil de susceptibilidad de acuerdo con la guia CLSI (2023) y se usé la técnica de sinergia
de doble disco para la identificacion fenotipica de la produccién de betalactamasas de
espectro extendido. Finalmente, se empled PCR y secuenciacion Sanger para la deteccion de
tres genes de resistencia a antibidticos. Se obtuvo un total de 174 cepas de E. coli, el 78.2%
pertenecié a muestras de agua, el 11.5% a vegetales y el 10.3% a suelo. Todas las cepas
fueron resistentes al antibiético cefotaxima y un 97.8% a ceftazidima. Mientras que todos los
aislados fueron sensibles a ertapenem, amikacina y tigeciclina; ademas mediante la prueba
fenotipica se determind que el 100% de los aislados presentaron produccion de BLEE. El
analisis molecular encontro la presencia de los genes blactx-mss (70.6%) y blacTtx-mes
(11.1%), sin embargo, ningun aislado expreso los genes blakpc y blanom. En base a esta
informacion se determind al canal de riego Cananvalle como una posible fuente de
diseminacion de bacterias resistentes, que puede influir en su transmision a personas a través

de la cadena alimenticia.

Palabras clave: Resistencia bacteriana, diseminacién, BLEE, canal de riego, secuenciacion,

b|aCTx.



ABSTRACT

In recent years, bacteria have developed mechanisms that allow them to resist the effect of
antibiotic and proliferate through the food chain or the environment (water, soil). The present
research looks for the isolation and characterization of strains of Escherichia coli that
produce extended-spectrum B-lactamases in the Cananvalle-lbarra irrigation canal. Water,
soil, and vegetable samples (coriander, and lettuce) were collected at different points of the
canal. The strains of E. coli were isolated by filtration. The confirmation of the species was
performed by biochemical and molecular tests. The susceptibility profile was determined
according to the CLSI guideline (2023), and the double-disc synergy technique was used for
the phenotypic identification of extended-spectrum beta-lactamase production. Finally, PCR
and Sanger sequencing were used to detect three antibiotic resistance genes. A total of 174
strains of E. coli were obtained, 78.2% belonged to water samples, 11.5% to vegetables and
10.3% to soil. All strains were resistant to the antibiotic cefotaxime and 97.8% to ceftazidime.
While all isolates were sensitive to ertapenem, amikacin and tigecycline; In addition, through
the phenotypic test, it was determined that 100% of the isolates presented ESBL production.
Molecular analysis found the presence of the genes blactx-mss (70.6%) and blactx-mes
(11.1%), however, no isolates expressed the blakpc and blanpm genes. Based on this
information, the potential of the Cananvalle irrigation canal as a possible source of
dissemination of resistant bacteria which may influence their transmission to people through

the food chain.

Keywords: Bacterial resistance, dissemination, ESBL, irrigation canal, sequencing, blacTx.



LISTA DE SIGLAS

ADN: Acido desoxirribonucleico que contiene la informacion hereditaria.

AK: Amikacina. Macrdlidos para el tratamiento de infecciones bacterianas

AMC: Amoxicilina/acido clavulénico.

AmpC: Serin-betalactamasas en diversas enterobacterias y en bacilos Gram negativos
AZM: Azitromicina. Antibiotico de amplio espectro

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido

CAZ: Ceftazidima. Cefalosporina de amplio espectro, de tercera generacion.

CIM: Concentracién minima inhibitoria

CIP: Ciprofloxacina que pertenece a una clase de antibidticos llamados fluoroquinolonas.
CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio

CN: Gentamicina. Aminoglucosido de amplio espectro y accion bactericida

CTX: Cefotaxima. Cefalosporina de amplio espectro de tercera generacion

CTX-M: Grupo de enzimas betalactamasas con propiedades de espectro extendido
ETP: Ertapenem. Del grupo de los betalactamicos carbapenémicos.

F: Nitrofurantoina perteneciente al grupo de los nitrofuranos

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FEP: Cefepime perteneciente a las cefalosporinas de cuarta generacion

FF: Fosfomicina utilizado en las infecciones urinarias con efectos bactericidas

FOX: Cefotixitina. Cefalosporina de segunda generacion

KPC: Principal carbapenemasa en enterobacterias.

LEV: Levofloxacina con actividad frente a bacterias Gram negativas



MEGA: Analisis genético evolutivo molecular. Software informatico

NDM: Carbapenemasa del tipo Nueva Delhi metalobetalactamasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RAM: Resistencia Antimicrobiana

SHV: Grupo de enzimas betalactamasas con multiples variantes

SIM: Medio de cultivo “Sulfhidrico indol movilidad”

SXT: Trimetoprima sulfametoxazol

TBX: Medio de cultivo selectivo y diferencial “Triptona bilis X-glucorénido”

TE: Tetraciclina que abarcan un amplio espectro en su actividad antimicrobiana
TEM: Grupo de enzimas que se derivan de las betalactamasas de espectro reducido
TGC: Tigeciclina Antibidtico bacteriostatico del grupo de las glicilciclinas

TPX: Piperacilina/tazobactam. Antibidtico bactericida

TSB: Caldo de soja y tripticaseina de uso general en el laboratorio de microbiologia
TSI: Medio de cultivo “Agar Triple Azucar Hierro”

UFC: Unidades formadoras de colonias
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 Problema de investigacion

En los Gltimos afios la resistencia bacteriana se ha convertido en un problema de salud
publica, siendo la razon principal de este fendmeno el uso indiscriminado de farmacos, tanto
en la clinica como en la salud animal, y la liberacion de contaminantes en el medio ambiente
(Jiménez et al., 2022). En consecuencia, las infecciones causadas por bacterias
multirresistentes siguen en aumento, generando una elevada morbilidad y mortalidad en
diferentes continentes (ECODES, 2022). De acuerdo con la OMS (2020), los carbapenémicos

y las cefalosporinas de tercera generacion ya no generan los efectos terapéuticos esperados.

Actualmente, la incidencia de cepas de Escherichia coli resistentes a antibioticos
betalactdmicos se ha incrementado, especialmente para cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, en un 82 y 84%, respectivamente (Carvajal et al., 2019). Estas bacterias producen
las enzimas Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) que inactivan el anillo
betalactamico de este tipo de antibidticos, ocasionando persistencia en infecciones graves o
incluso mortales (Morejon, 2013). Por tal razon, se busca reforzar las estrategias de una
terapéutica antimicrobiana adecuada y disminuir sus fuentes de diseminacién de bacterias

resistentes.

Los organismos sintetizadores de BLEE se diseminan de diversas maneras: los hospitales
son considerados como reservorios comunes para bacterias multirresistentes, esparciéndose
mediante termometros, canulas de oxigeno, gel de ecografias, por contacto del personal de
salud o pacientes infectados, entre otros (Garcia, 2013). Sin embargo, en la comunidad
existen otras formas en que estas bacterias pueden propagarse: a través de heces
contaminadas, animales, alimentos de origen animal o vegetal y reservorios ambientales

altamente contaminados con residuos antimicrobianos (ECDC, 2015).

Las cisternas ambientales (pozos, sistemas de alcantarillado, cuencas fluviales, canales de
riego), son vectores de infeccion que pueden provocar infecciones adquiridas dentro de la

comunidad y crear las condiciones favorables para que estos microorganismos sigan



desarrollandose (Vital et al., 2018). Las bacterias que se encuentran hoy en el agua o el suelo

tienen una variedad de genes de resistencia, debido a la actividad humana. (UNEP, 2017)

Por ejemplo, las aguas superficiales contaminadas se utilizan cada vez mas para el riego
de diferentes entornos agricolas por su facil disponibilidad para los agricultores, ademas por
el limitado suministro de agua en el sector urbano (Guadarrama y Galvan, 2015). Algunos
estudios han demostrado que los canales de riego son fuentes de diseminacion en la aparicion
de bacterias resistentes a antibioticos, demostrando la presencia de estos microorganismos
hasta en un 67.3%, en comparacion con aislados resistentes en vegetales (61.5%) y aislados
resistentes en suelo (56.4%) (Flores, 2019).

A nivel local, Pinto (2020) identifico la presencia de microorganismos con potencial
patdgeno en cilantro, lechuga y perejil tales como: Escherichia coli, Citrobacter freundii,
Enterobacter, Klebsiella, Pantoea y Serratia, expendidos en los mercados de la cuidad de
Ibarra. Otra investigacion realizada por Plasencia (2020), concuerda que en la ciudad de
Ibarra si se comercializan vegetales con presencia de cepas de E. coli productoras de -
lactamasas de espectro extendido, siendo un factor de riesgo para la diseminacion de

infecciones con bacterias resistentes en la poblacion.

Con el tiempo, el consumo de productos vegetales contaminadas con bacterias resistentes
originadas en canales de riego podria aumentar el riesgo de causar mas infecciones de dificil
tratamiento en seres humanos facilitando la propagacion de estos microorganismos. (Vital et
al., 2018). Se ha identificado en muestras de agua de canales de riego genes de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion como blarem, blasyv y blactx-m, siendo responsables de

los altos niveles de resistencia reportados en varios estudios (Zhang et al., 2019).
1.2 Justificacion

Debido a la alta prevalencia de microorganismos productores de BLEE, se ha evidenciado
la necesidad de vigilar su ocurrencia en hospitales, asi como en la comunidad, la produccién
animal y el ambiente aportando al control de este tipo de infecciones (Velandia et al., 2016).
Asimismo, profundizar sobre las caracteristicas moleculares relacionadas con mecanismos
de resistencia y su capacidad de transmision (Marrero et al., 2017). Sin embargo, la alta
propagacion de E. coli BLEE ha incentivado a que varios investigadores consideren la

caracterizacion en otras fuentes de diseminacion, como son los canales de riego, puesto que



su uso en la agricultura y posterior consumo de productos agricolas podrian tener

consecuencias dificiles de manejar (Andrade et al., 2020).

A nivel de Imbabura, no se ha realizado estudios en canales de riego; sin embargo,
Plasencia, (2020) encontr6 que en la ciudad de lIbarra se comercializan vegetales con
presencia de cepas de E. coli productoras de f-lactamasas de espectro extendido. Por lo tanto,
es importante identificar la fuente o procedencia de este tipo de contaminacion y evaluar
diversos enfoques en torno al acceso y control del agua de riego para la produccion local de
alimentos. En muchos de los casos se desconoce la calidad del agua y el cumplimiento de las

buenas précticas agricolas en el uso y manejo de este recurso (Guerra, 2020).

Finalmente, esta investigacion permitiria generar mas informacion sobre los cambios en
el patrén de resistencia antimicrobiana a lo largo del canal de riego, que permitan evidenciar
la influencia de la actividad antropogénica sobre el canal. Esto establecera una linea de base
para futuras investigaciones con el fin de generar estrategias de prevencién y control a nivel
local, ademas de orientar en la toma de decisiones en politicas publicas (Nocua et al., 2017).
Por otra parte, crear conciencia sobre el empleo de los antibidticos y la liberacion de

contaminantes al medio ambiente (Zhang et al., 2019).
1.3 Pregunta directriz de la investigacion

¢El canal de riego Cananvalle de la ciudad de Ibarra presenta Escherichia coli productoras
de B-lactamasa de espectro extendido?

1.4 Objetivos
1.4.1. Objetivo general.

Caracterizar cepas de Escherichia coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion

en el canal de riego Cananvalle- Ibarra.
1.4.2. Objetivos especificos.

e Aislar Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion presentes

en muestras vegetales y en el canal de riego Cananvalle en la ciudad de Ibarra.



e Determinar los perfiles de susceptibilidad antimicrobianos mediante antibiogramas
en las cepas aisladas de Escherichia coli.

e Identificar la presencia de genes BLEE en aislados de Escherichia coli mediante PCR.



CAPITULO II

MARCO TEORICO
2.1 Antibidticos

Los antibidticos también conocidos como antimicrobianos, son un amplio grupo de
farmacos que se utilizan para tratar enfermedades infecciosas causadas por bacterias, ya sea
erradicandolas o inhibiendo su crecimiento (Carter, 2021). Pueden derivar de
microorganismos (bacterias u hongos) o de sustancias parcialmente sintéticas, que fueron
modificados en el laboratorio (Paredes y Roca, 2004). En este sentido, pueden agruparse en
clases o familias en funcion a sus propiedades, estructura quimica, y el tipo de bacterias que
combaten (Alvo et al., 2016).

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, se fueron agregando nuevas familias de
antibioticos incluidas las tetraciclinas, aminoglucosidos y macrolidos (Arco, 2014). Hoy en
dia, estos antibioticos combaten diversas infecciones bacterianas en humanos y animales
(Carter, 2021), facilitando muchos procedimientos médicos, incluido el tratamiento del
cancer (Hutchings et al., 2019).

Sin embargo, segin numerosos estudios méas del 50% de las prescripciones de
antibidticos, se realizan en forma empirica (Gonzéles et al., 2019). Un estudio indic6 la tasa
de administracion de antibioticos de amplio espectro alrededor del 72% en pacientes con

SARS- CoV-2, aun en ausencia de sobreinfeccion bacteriana (Rizvi & Ahammad, 2022).
2.1.1 Antibidticos betalactamicos.

Los antibidticos betalactamicos son una amplia clase de antimicrobianos que incluyen
penicilinas, monobactamicos, cefalosporinas y carbapenémicos, los cuales poseen un anillo
betalactamico en su estructura. Entre las ventajas terapéuticas que aportan se encuentran:
accesibilidad, seguridad y un mecanismo de accion unico, siendo el 50% de los farmacos

mas recetados a nivel mundial (Astocondor, 2018).

Su mecanismo de accion al ser agentes bactericidas, actlan principalmente a través de dos

mecanismos: inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana e induccion de la autolisis que



destruye el peptidoglicano (Suarez y Gudiol, 2009). De la misma manera, algunos autores

los categorizan como bactericidas parciales porque solo acttan en fase de crecimiento celular.

Sin embargo, con el aumento del consumo y uso indebido de estos farmacos para tratar
infecciones menores, la resistencia antimicrobiana ha escalado tasas incontrolables. En este
caso, las bacterias Gram negativas son las principales protagonistas en el aumento de la
resistencia, ya sea por genes transportados en plasmidos u otros elementos genéticos moviles
que confieren resistencia a los betalactamicos. EI mecanismo de resistencia mas conocido es
la produccion de enzimas betalactamasas debido a su perfil de sustrato y sus implicaciones
epidemioldgicas (N. Reddy et al., 2020).

2.1.1.1 Cefalosporinas

Las cefalosporinas son bactericidas que actian de manera similar a las penicilinas. Se
unen a proteinas transportadoras e impiden la sintesis de la pared celular bacteriana,
responsable de la produccién del peptidoglicano. Sin embargo, la resistencia a las
cefalosporinas puede ser consecuencia de la mala permeabilidad del farmaco dentro de las

bacterias, la falta de proteinas transportadoras o la degradacion por betalactamasas.

Las cefalosporinas se dividen en cinco grandes grupos o ‘“generaciones” segun Su
actividad antibacteriana: las cefalosporinas de primera generacion con buena actividad contra
microorganismos aerobios Gram positivos y en menor cantidad Gram negativos adquiridos
en la comunidad como (P. mirabilis, E. coli, Klebsiella). Los farmacos de segunda
generacion poseen un espectro ligeramente extendido contra bacterias aerébicas Gram
negativas y las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, por su amplio espectro tienen
actividad contra muchas bacterias aerobicas (Gruenberg, 2021). La unica cefalosporina de
quinta generacion disponible es la ceftarolina, debido a su amplio espectro contra
microrganismos Gram positivos multirresistentes, incluyendo Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina y vancomicina (AEP, 2020)



2.1.1.2 Cefalosporinas de Primera y Segunda generacion.

Estos farmacos constituyen un grupo heterogéneo con diferencias individuales
significativas en actividad y farmacocinética. Las cefalosporinas de primera generacion
incluyen farmacos como la cefalexina, cefadroxil, cefapirina, cefalotina, cefazolina,
cefradina, cefapirina; que son resistentes a las betalactamasas del Staphylococcus y otros
cocos Gram positivos. Cabe sefialar que en los farmacos de segunda generacion (cefoxitina,
cefuroxima, cefprozilo, efaclor, cefamandol, cefonicid, ceforinida, cefuroxime, cefotetan y
el cefmetazole) son menos activos contra microorganismos Gram positivos y con mayor

actividad en enterobacterias para el tratamiento de las infecciones (Gonz et al., 2012)
2.1.1.3 Cefalosporinas de Tercera Generacién

Las cefalosporinas de tercera generacion son medicamentos utilizados en el manejo y
tratamiento de organismos Gram negativos y Gram positivos (Arumugham, 2022). La terapia
antimicrobiana que incluyen antibioticos como la cefotaxima, ceftriaxona, cefoperazona,
cefixima, cefdinir, cefpodoxima proxetil, ceftibuteno, moxalactam, cefmenoxima y
ceftazidima, es una de las primeras elecciones para tratar infecciones en los Gltimos tiempos
(Diaz et al., 2014).

Varios autores han recomendado a este grupo de cefalosporinas porque demuestran mayor
estabilidad a las betalactamasas, especialmente las producidas por Kleibsella, Haemophylus
influenzae y E. coli. Sin embargo, farmacocinéticamente algunos compuestos de tercera
generacion se absorben mal en el tracto gastrointestinal y se administran solo por via

intramuscular o intravenosa. (Wilman et al., 2020)
2.1.1.4 Cefalosporinas de Cuarta Generacion.

Su estructura bipolar le confiere una carga positiva y negativa, facilitando su penetracion
a través de las porinas y aportando una mayor accion frente a las betalactamasas. Por ejemplo,
cefepime (FEP) tiene un espectro antibacteriano méas amplio, incluida la actividad contra
bacterias Gram positivas aerobias y Gram negativos resistentes. Es importante mencionar
que este grupo de cefalosporinas presenta estabilidad frente a hidrolisis por betalactamasas

plasmidicas y cromosomicas, lo cual sugiere su utilidad en infecciones resistentes a



cefalosporinas (Wilman et al., 2020). Entre las cefalosporinas de cuarta generacion incluyen

farmacos como: cefepime, cefpirone, cefpiramide, cefozopran.
2.1.2 Carbapenémicos.

Este tipo de antibidticos tienen un espectro de accion mas amplio actividad y una mayor
resistencia a las enzimas betalactamasas, incluidas las BLEE. En este caso, los
carbapenémicos se utilizan generalmente en tratamientos alternativos para tratar infecciones
producidas por bacterias multirresistentes. Su mecanismo de accién es similar a los
betalactdmicos tradicionales, sin embargo, su efectividad y estabilidad son mayores (Bucheli,
2021).

Para que el carbapenémico puede ejercer su accién, en el caso de las bacterias Gram
negativas debe atravesar la membrana externa a través de porinas inespecificas, dependiendo
de la estructura y mecanismo de accién de cada antibiotico carbapenémico. Algunos los
dividen en dos grupos segun tengan o no actividad frente a P. aeruginosa, perteneciendo al
primer grupo: imipenem, meropenem y doripenem y al segundo grupo: ertapenem que se

comporta como bacteriostatico (Moreno, 2013).

2.2 Resistencia Antimicrobiana.

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de un microorganismo de resistir los
efectos de un antimicrobiano, ya sea por seleccion natural o como producto de mutaciones
ocurridas al azar a lo largo del tiempo (Calder6n y Aguilar, 2016). Como resultado, los
medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones son mas dificiles de controlar por la

propagacion de estos microorganismos (Garcia et al., 2022).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado a la resistencia antimicrobiana
como una las 10 principales amenazas a nivel mundial (Raza et al., 2022). Ademas, se
sospecha que en los préximos afios 30 afios se produciran 10 millones de muertes por esta
causa, superando al cancer con 8.2 millones (Giménez et al., 2020). EIl uso indiscriminado
de antibidticos en personas como en animales de produccion, la falta de agua potable y el
saneamiento deficiente son algunos de los principales factores que contribuyen al desarrollo

de resistencia a los antimicrobianos (Figura 1).



Actualmente, la propagacion de bacterias ambientales y clinicamente resistentes es de
gran interés para los investigadores (FAO, 2023) porque las personas y el ganado pueden
estar expuestos con bacterias resistentes a través de los alimentos, el agua o el suelo. Por lo
tanto, representa una amenaza creciente en la salud humana, sanidad animal, y a la seguridad
alimentaria global (OIE, 2019).

De manera similar, el aumento de la resistencia a los antimicrobianos tiene un impacto
importante en las economias internacionales y sus sistemas de salud, ya que afecta la
productividad de los pacientes o de quienes los cuidan, prolongando las estancias
hospitalarias, los costos médicos y la mortalidad (Valdés, 2017). Hasta la fecha, los esfuerzos
para combatir este problema se han centrado en mejorar el diagnoéstico, las practicas de
prescripcion de antibioticos y las estrategias de prevencion a infecciones (Christaki et al.,
2020).

Ante el aumento de la resistencia a los antimicrobianos, en los ultimos afios se ha
consolidado la necesidad de adoptar un enfoque interdisciplinario y multisectorial en el
manejo de la salud de los seres humanos, los animales y los ecosistemas. A nivel
internacional se denomind “Una Salud” (“One Health™), a una perspectiva enfocada a disefiar
e implementar practicas, programas, politicas, legislacion e investigacion, con el fin de lograr

mejores resultados a nivel de salud (Zunino, 2018).

Uno de los retos en varios paises por “One Health” se basa en las enfermedades
trasmisibles entre personas y animales, por el elevado riesgo que representan para la salud
publica a nivel mundial. Esto se enfatiza con el cambio climéatico y determinados
comportamientos humanos, que aumentan las oportunidades para que los patdgenos
colonicen nuevos territorios y evolucionen hacia nuevas formas (Rosell, 2021). De tal manera
“One Health” realiz6 un enfoque en el que multiples sectores colaboran y toman medidas
colectivas para minimizar la propagacion de la resistencia a los antibiéticos y lograr mejores
resultados relacionados a la salud, inocuidad de los alimentos y el control de zoonosis (Garcia
etal., 2022).



Figura 1. Resistencia bacteriana.

2.3 Mecanismos de Resistencia

Desde la era de los antibidticos y a medida que se han ido creando nuevos
antimicrobianos, los microorganismos han logrado perdurar a los ataques de agentes
mediante diferentes tipos de modificaciones y/o adaptaciones (Calderén y Aguilar, 2016). Se
relaciona a un aspecto evolutivo que se han identificado en tres niveles de diseminacion
segun el vector: bacterias (diseminacion clonal), plasmidos (transferencia replicativa) o

genes (transposicion replicativa) (Bustos et al., 2017)

De manera general, la resistencia natural o intrinseca es una propiedad especifica para
sobrevivir, mientras que la resistencia adquirida es un verdadero cambio en la composicion
genética y puede ser de caracter permanente. En consecuencia, los mecanismos son variados

destacando entre ellos los siguientes:

a) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibi6tico al punto diana:
Producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de ciertos
antibidticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte (aminoglucdsidos
en los anaerobios).

b) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, dificultando la accién del
antibiotico: Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa
(resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macrolidos) y de las enzimas PBPs
(proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular
(resistencia a betalactdmicos) (Acosta y Vargas, 2018).



c) Bombas de eflujo: Luego de su ingreso a través de la membrana externa de bacterias
Gram negativas, el antibidtico es expulsado por eflujo activo desde el espacio
periplasmico al exterior de la célula (Lopardo, 2020)

d) Inactivacion del antibi6tico por enzimas: La bacteria produce enzimas que inactivan
al antibiotico; las mas relevantes son las betalactamasas de espectro extendido

(BLEE), las AmpC y las Carbapenemasas.

Asimismo, una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente
auno o muchos antibiéticos y del mismo modo un antibiético puede ser inactivado
por distintos mecanismos (Hasan y Al-Harmoosh, 2020). Existen varios mecanismos de
generacion de farmacorresistencia que se dividen en tres categorias: (a) mutacion clasica
donde basa su mutacion a través de la replicacion del genoma o el reordenamiento
intragendmico, (b) la transferencia horizontal de genes, principalmente mediante la
conjugacién bacteriana y (c) la respuesta adaptativa que puede modificarse en funcién de la

comunidad microbiana (Wallace et al., 2020).
2.3.1 Genes de Resistencia en bacterias.

Los genes de resistencia han surgido por mutaciones puntuales que alteran su centro activo
0 adquisicion de plasmidos que llevan genes que les proveen proteccion contra antibioticos.
Muchas de las especies poseen una amplia variabilidad de genes de resistencia a diferentes
clases de antibioticos con un gran potencial de transferencia horizontal entre ellas (Lopez et
al., 2016). Escherichia coli tipicamente, adquiere estos genes de resistencia de otros
miembros de Enterobacterales y se ha observado en toda Europa altas tasas de resistencia a
aminopenicilinas, fluoroquinolonas, aminoglucésidos y cefalosporinas de tercera
generacion. Aungue la resistencia a los carbapenémicos es rara en las cepas invasivas de E.

coli, se demostrd que la situacidn general empeoré desde el 2018 (Veloso et al., 2019).

Los genes de resistencia a BLEE estan regulados por mutaciones codificadas por los genes
blatem, blashv y blactx-m. Pueden ser transmitidos por plasmidos y se encuentran en
transposones o integrones, lo que facilita su movilizacidén con otro mecanismo de resistencia.
Por lo tanto, las mutaciones cambian la configuracion de aminoacidos de las proteinas

codificadas, lo que otorga la capacidad de hidrolizar una gama mas amplia de antibiéticos



betalactamicos (Tewari et al., 2022). Se ha informado que las BLEE tipo CTX-M son las mas
ampliamente diseminadas en E. coli, debido a que ciertas variantes de esta enzima suelen
utilizarse como marcadores en la presencia de ciertos clones prevalentes en diferentes nichos

ecologicos. (Yauri, 2021).
2.3.2 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Las BLEE son definidas como enzimas que fenotipicamente se caracterizan por conferir
resistencia a penicilinas, monobactamicos (aztreonam), cefalosporinas, (incluidas las de
tercera y cuarta generacion), oximino-cefalosporinas y carbapenémicos. Pueden ser
inhibidas por el &cido clavulanico u otros inhibidores de betalactamasas como el
tazobactam y el sulbactam (Rocha, 2019). Las BLEE han sido reportadas en mdltiples
especies de bacterias Gram negativas como Klebsiella spp. y Escherichia coli, siendo las

bacterias mas cominmente asociadas.

Estas betalactamasas pertenecen a la clase molecular A de Ambler y entre ellas se
encuentran las de tipo TEM y SHV (derivadas de enzimas con menor espectro de hidrolisis),
la familia CTX-M (procedente de betalactamasas cromosomicas del género Kluyvera), y
otras menos prevalentes como PER, VEB, BES, GES, TLA y SFO, incluidas todas ellas en
el grupo funcional 2be de Bush y Jacoby. En los afios 80 se describié por primera vez la -

lactamasa de espectro extendido (BLEE) (Garcia, 2013).

Con base en el efecto inhibitorio del &cido clavulanico, se han desarrollado diferentes
pruebas fenotipicas para la deteccion de BLEE. Entre ellas destaca la técnica de difusién en
disco, donde se sospecha la presencia de BLEE no solo por la resistencia o disminucion de
los halos de inhibicidn, sino también por el efecto sinérgico producido ( Navarro et al., 2011).
Esta deteccion en el laboratorio es de suma importancia en el laboratorio, debido a que la
presencia de estas enzimas involucra un cambio de interpretacién de algunos antibioticos
betalactamicos, sin importar el halo de inhibicién o la concentracién inhibitoria minima
(CIM) obtenida (Jiménez A, 2011)

Las enzimas BLEE clinicamente mas importantes son las de espectro extendido, las
betalactamasas de clase C y las carbapenémicas (Rivera et al., 2014). La literatura cientifica
reciente ha reportado que las enterobacterias resistentes a carbapenémicos ya han sido



catalogadas ya una "amenaza urgente” debido a la produccion de BLEE (Wallace et al.,
2020).

2.3.3 Betalactamasas de tipo AmpC.

Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes al grupo 1 de la clasificacién de Bush-
Jacoby-Medeiros, se encuentran presentes de forma natural en diversas enterobacterias y en
bacilos Gram negativos no fermentadores. Estas enzimas son capaces de resistir la inhibicion
por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Por tanto, se diferencian de las BLEE porque

son susceptibles a las cefalosporinas de cuarta generacion (Gil et al., 2014).

De igual manera, no poseen un método estandarizado por el Instituto de Estandares de
Laboratorios Clinicos (CLSI, siglas en inglés), para su deteccién fenotipica como es en el
caso de las BLEESs. Una caracteristica de las enzimas AmpC es que no tienen efecto, por si
solas, sobre cefalosporinas de cuarta generacion, ni sobre carbapenémicos (Garcia et al.,
2014).

Las AmpC cromosémicas se expresan en niveles muy bajos, debido a que el gen AmpC
permite la resistencia a varios antimicrobianos betalactdmicos, solo cuando este gen sufre
mutaciones y cambios genomicos después de la exposicién al antibiético (Darphorn et al.,
2021). Se han descrito en algunas especies, de las que se destaca E. coli con una relevancia
tanto epidemiologica como clinica, dando lugar a fracasos terapéuticos. En el caso de las
AmpC de tipo plasmaticas, tienen una gran capacidad para movilizarse, lo que constituye un

importante reservorio de varias infecciones (Mendieta et al., 2021).
2.3.3.1 BLEE CTX-M

El grupo CTX-M fue descrito por primera vez a partir de un aislado de Escherichia coli
en el afo 1989 en Munich, Alemania. Debe su nombre a la capacidad de producir la
cefotaximasa, enzima que confiere resistencia a la cefotaxima. En los ultimos afios se han
identificado al menos 172 variantes de CTX-M vy tienen actividad BLEE intrinseca
movilizada por su ancestro cromosomico en Kluyvera. Este es el grupo de las BLEE de mayor
reporte mundial e importancia clinica, ya que domina en patégenos como Escherichia coli y

Klebsiella spp en infecciones nosocomiales (Rivera et al., 2015)



Las BLEEs tipo CTX-M pertenecen a la clase molecular A o al grupo funcional 2be, que
incluye al menos seis linajes: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 CTX-M-25 y
KLCU; que difieren entre si por la homologia de su secuencia aminoacidica en un >10%. Por
ejemplo, de estos linajes o grupos las variantes blaCTX-M-15 y blaCTX-M-14 (grupo 1y
9, respectivamente) son actualmente los genotipos dominantes que se encuentran en todo tipo

de ambientes (aguas, alimentos, animales y humanos) (Navarro, 2020).

De hecho, la movilizacion de los genes BLEE tipo CTX-M conduce a una rapida
dispersion en grupos de plasmidos conjugativos, que circulan en enterobacterias como:
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, entre
otros. La combinacién de plasmidos que codifican CTX-M con linajes virulentos en E. coli
ha generado una serie de clones virulentos y multirresistentes denominados "de alto riesgo™
(Tewari et al., 2022).

2.3.3.2 BLEE KPC

Las enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas), pertenecen a
la clase molecular A y son las mas comunes del mundo. Se consideran como el grupo de
betalactamasas mas versatiles y las de mayor diversidad y distribucion. Hidrolizan
eficazmente penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos y carbapenémicos; ademas, son
parcialmente inhibidos por el acido clavulanico y el tazobactam. Actualmente, se conocen 23
variantes (Rada et al., 2019). La primera variante (KPC-1) se describio originalmente en el
2001 mediante el aislamiento de K. pneumoniae en Carolina del Norte. De esta manera las
enzimas KPC se propagaron rapidamente a traves de plasmidos en otras enterobacterias y en

bacterias Gram negativas no fermentadoras.

Las cepas productoras de KPC pueden presentar diferentes niveles de resistencia méas
elevados a los carbapenémicos, debido a mecanismos adicionales como diferentes grados de
expresion de porinas y bombas de expulsion asociadas con la produccion de betalactamasas
de espectro extendido o AmpC (Gonzalez et al., 2017). Ademas, su actividad in vitro es
inhibida por el acido clavulanico y tazobactam (Pesantez y Sanchez, 2021).



2.3.3.3 BLEE NDM

Las enzimas NDM (metalo-betalactamasas) confieren una alta resistencia a la mayoria de
los antibidticos y tienen un gran efecto negativo en los tratamientos. Esta familia de enzimas
NDM pertenece a la clase molecular B y comprende 16 variantes. Los genes bla-NDM

predominan en K. pneumoniae y E. coli ( Navarro, 2020).

Las enzimas NDM son resistentes a los carbapenémicos y a todos los antibioticos probados,

a excepcion de la colistina (Rada et al., 2019).

Un claro ejemplo de la aparicion de bacterias multirresistentes con diferentes mecanismos
es la enzima NDM-1. Se ha descrito que NDM-1 esta presente en diferentes géneros y se
moviliza facilmente entre diferentes cepas bacterianas. Ademas, se diferencia de otras
enzimas por su localizacion celular (lipoproteina anclada a la superficie interna de la
membrana externa de los organismos Gram negativos), lo que provoca graves dafios en el
ambito de salud publica (Castafieda et al., 2016).

2.4 Escherichia coli.

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, se caracteriza por ser una bacteria mesofila
(35-43°C) en forma de cocobacilos Gram negativos, no esporulantes y en condiciones
Optimas su tasa de crecimiento es de 20 minutos (Rovira, 2015). Pueden medir 1 um de
longitud por 0.35 um de ancho y se consideran aerobios facultativas porque pueden activar
0 suprimir enzimas metabdlicas necesarias, dependiendo de los niveles de oxigeno y el

habitat en el que se encuentren (Terrazas, 2019).

E. coli se presenta en diversas formas en la naturaleza, desde cepas comensales hasta
aquellas patdgenas que requieren un huésped. Al poseer finos y largos filamentos de
naturaleza proteica, pueden adherirse facilmente a los tejidos, cominmente en la microbiota
gastrointestinal de personas y animales. Sin embargo, puede transmitirse a través del
consumo de alimentos contaminados, como productos carnicos (molidos crudos o poco
cocidos), leche cruda, verduras (espinacas, lechuga, ensalada de col), animales infectados y
brotes crudos contaminados como cuerpos de agua, estanques o abrevaderos (OMS, 2018)



Debido a esta contaminacién, estos microorganismos son causantes de muchas
enfermedades, entre ellas la diarrea, disenteria, peritonitis bacteriana espontanea y otras
enfermedades extraintestinales, como neumonia, bacteriemia, insuficiencia renal, colitis
hemorrégica, shock séptico. Las enfermedades causadas por E. coli suponen una carga
importante para los pacientes y el sistema sanitario, por lo que la deteccion y el tratamiento

oportunos son esenciales (Mueller, 2023).

Por otro lado, E. coli es uno de los organismos mas estudiados para los cientificos,
porque es posible encontrarlo en diversos nichos (ambientales y clinicas) y su material
genético puede resolver varios paradigmas a futuro (BBC, 2011). De tal manera, E.
coli ha sido con frecuencia la especie de eleccion para estudios relacionados a genética
molecular, fisiologia bacteriana y secuenciacion dada su facilidad de crecimiento
(Cabal, 2016). Por ejemplo, se ha descubierto que E. coli debido a su notable plasticidad
y dindmica en su genoma puede contribuir al estudio de la diversidad genética y fenotipica

en la naturaleza siendo una cepa “modelo” para la investigacion (Blount, 2015).

2.5 Fuentes de Diseminacién de resistencia a antibidticos

La atencién mundial a la RAM ha estado dominada por un enfoque en los sectores de
salud y la agricultura. Por lo tanto, la salud de las personas y los animales esta directamente
relacionada con el medio ambiente, siendo el uso inadecuado de los antimicrobianos el
causante de la propagacion de genes de resistencia (Pardo et al., 2018). Estos genes han sido
ampliamente identificado en diversos entornos ambientales como la superficie reservorios de

agua y agua subterranea (Raza et al., 2022).
2.5.1 Agua.

Las bacterias potencialmente patogenas se liberan constantemente en fuentes de agua y
albergan genes de resistencia a antibioticos que se insertan en plataformas genéticas moviles
(plasmidos, transposones e integrones) capaces de propagarse entre las comunidades
bacterianas que viven en el agua (B. Reddy y Dubey, 2019). Segun la FAQ, en paises de
ingresos medianos-bajos, las aguas residuales y domésticas pueden convertirse en medios

acuaticos con un alto porcentaje de genes de resistencia antimicrobiano.



En algunos estudios la resistencia es transitoria, pero han sido encontrados en fuentes de
agua incluso subterranea y potable dando una idea a la dimension del problema. La mayoria
de los metabolitos o productos de degradacion de los antibi6ticos administrados son solubles
en agua, por tanto, alrededor de 90% de la dosis es eliminada por orina y hasta 75% en heces.
En otros casos se observan en aguas residuales y plantas de tratamiento la presencia de
bacterias resistentes que posiblemente, ingresen en la cadena alimenticia directamente por
irrigacion y faciliten la dispersion en los ecosistemas acuaticos (Sulis et al., 2022). Esta

informacion nos indica la importancia de la relacién con la calidad del agua y la salud publica.

2.5.2 Canal de Riego.

Debido a la escasez y el costo del agua, los agricultores urbanos generalmente realizan el
riego con aguas residuales no tratadas, ya que mas del 80% de las aguas residuales generadas
es descargado sin tratar en el medio ambiente; esto es a la vez facilmente accesible y tiene
capacidad fertilizante. Aproximadamente, el 50% de la poblacion mundial depende de
fuentes de agua contaminada, incluso para riego de agricultura, exponiendo a los seres
humanos y animales a diversas enfermedades entéricas causadas por bacterias patdgenas,

protozoos, helmintos etc. (Bougnom y Piddock, 2017).

2.5.3 Vegetales.

Las enfermedades relacionadas con los alimentos de origen vegetal son cada vez mas
comunes, para ello la aplicacion de programas de inocuidad de alimentos a través de la de las
buenas practicas agricolas, son de vital importancia para reducir los posibles riesgos de
contaminacion por factores fisicos, quimicos y bioldgicos que se presenten durante la
produccion y distribucion (Gimenez et al., 2020). Estos factores pueden afectar la inocuidad
de los productos vegetales frescos posterior a la cosecha, debido a la contaminacion de los

utensilios para pelarlos o cortarlos, el agua de riego y la tierra de cultivo.
2.5.4 Suelo.

La contaminacion microbiana del suelo de cultivo es considerada una de las principales
fuentes que ocasionan la pérdida de la inocuidad de alimentos. La contaminacion de los

productos puede ocurrir en el campo por suelo contaminado, por exposicion a agua



contaminada mediante el riego, la aplicacion de pesticidas o por deposicién de heces por

parte del ganado u otros animales salvajes (Giménez et al., 2020)

2.5.5 Fuentes Hospitalarias.

Un probable impacto también se centra en el deficiente saneamiento del cuidado personal
y sanitario en los centros médicos. El incumplimiento de las normas de bioseguridad, falta
de regulaciones y otros factores puede aumentar considerablemente la exposicion de

microorganismos resistentes en el medio ambiente (Sulis et al., 2022).
2.6 Problematica/Actualidad.

El informe mundial de la Organizacion Mundial de la Salud (2016) sobre la vigilancia de
la resistencia a los antimicrobianos, revel6 que es importante el conocimiento sobre la
propagacion de la resistencia en los seres humanos y animales a través de los alimentos y el
agua; mediante investigaciones que permitan el desarrollo de nuevas herramientas, y

reglamentos destinados a combatir la resistencia a los antimicrobiano.

En Ecuador, el Instituto Nacional de Investigaciones en Salud Pablica (INSPI) monitored
la resistencia bacteriana hasta el afio 2017, reportando el informe del Centro de Referencia
Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos con los porcentajes de resistencia para
Escherichia coli. Esta investigacion se realizd en pacientes con infecciones bacterianas
atendidos en hospitales o centros de salud rurales, que son una posible fuente de cultivos
bacterianos no identificados de patdgenos multirresistentes a los antibidticos, especialmente
por la falta de informacion sobre el andlisis de patrones de resistencia en estos

microrganismos y el manejo de terapia antibidtica empirica (Ross et al., 2020).
2.7 Deteccidn y andlisis de genes de resistencia mediante PCR y secuenciacion Sanger.
2.7.1 Amplificacién de ADN por PCR.

La PCR es una de las técnicas mas utilizadas en la deteccion e identificacion de bacterias
causantes de la resistencia. Destaca como el método de diagndstico molecular mas aplicado
en el area de alimentos y, recientemente la PCR en tiempo real y mdltiple, han sumado
ventajas por una mayor velocidad en la obtencion de resultados de genes de virulencia. Esta

técnica posteriormente se acompafia de la deteccion de la amplificacion mediante gel de



agarosa con un intercalante inespecifico fluorescente (Palomino y Gonzéalez, 2014). Sin

embargo, en otros casos utilizan microarrays de ADN para la deteccion de patdgenos

2.7.2 Secuenciacion Sanger.

La Secuenciacion Sanger es una técnica molecular utilizada en varios estudios en los
altimos afios. Los avances en la secuenciacion del ADN han posibilitado secuenciar un
genoma bacteriano y obtener una gran cantidad de datos. Posteriormente, los programas

bioinformaticos se encargan de su procesamiento y analisis (Perez, 2017).

La secuenciacion de los productos amplificados mediante PCR permite identificar
bacterias y compararlas con secuencias ya conocidas que se encuentran en multiples bases
de datos. (Mellado, 2020). Desde 1977, la secuenciacién Sanger ha sido la prueba estandar
para la deteccion de variantes en el ADN para su uso en el diagndstico de enfermedades
(Rubio et al., 2020).

Esta técnica desarrollada por el bioquimico britanico Frederick Sanger, se basa en la
accion del ADN polimerasas, un iniciador (primer) y cuatro nucleo6tidos modificados o
dideoxinucleotidos trifosfato (ddNTPs), que carecen del hidroxilo en el carbono 3’ del
azUcar. Los fragmentos son separados por electroforesis, corriendo cada reaccion en carriles
independientes adyacentes, obteniéndose asi un patron de bandas a partir del cual se puede
leer las secuencias. Esto determina la informacion genética y como se regula su expresion
(Ongay y Huerta, 2021).

La ventaja de realizar la secuenciacion de Sanger es que las reacciones son mas “puras”
y con menos contaminantes que puedan afectar la resolucion del gel. Sin embargo, tiene sus
limitaciones y se han desarrollado diferentes técnicas de secuenciacion de nueva

generacion, mucho mas rapidas y econémicas (Ongay y Huerta, 2021).



CAPITULO II1I

METODOLOGIA
3.1. Descripcién del area de estudio

Se determino el recorrido del canal de riego Cananvalle ubicado en la ciudad de Ibarra,
provincia de Imbabura (Anexo 1). Se evaluaron tres diferentes sitios geogréficos (inicio,
medio, final) del canal. En total se analizaron 8 puntos del canal: Inicio (Laurel 1, Laurel 2,
Yuyucocha 1, Yuyucocha 2), medio (Odilas, Pugacho) y final (Cananvalle 1, Cananvalle 2)
(Figura 2).

Esta investigacion involucré el agua del canal de riego, asi como, vegetales de los predios
cercanos y suelo agricola. Los analisis se llevaron a cabo en los laboratorios de Biotecnologia
Aplicaday Biotecnologia Vegetal del Campus San Vicente de Paudl de la Universidad Técnica
del Norte.

Figura 2. Mapa de localizacion de Cananvalle-lbarra
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3.2 Material bioldgico.
3.2.1 Recoleccidn de muestras de agua, vegetales y suelo.

Mediante un muestreo al azar, se recolectaron muestras de agua desde una profundidad
de 0.5 m (Jgrgensen et al., 2017) en los 8 puntos del canal de riego, empleando recipientes
estériles de 250 ml. Se tomé un total de 100 ml de muestra en cada recipiente, realizando tres
repeticiones (Quingaluisa, 2019). Las muestras fueron recolectadas y transportadas al

laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la UTN.

Para la recoleccion de las muestras vegetales se tomd alrededor de 250 g de dos tipos
diferentes: cilantro y lechuga (Plasencia, 2020). EI muestreo se realiz6 al azar en los puntos
del canal de riego: Pugacho, Cananvalle 1y Cananvalle 2 (Anexo 1). Se considerd solamente

el material vegetal 6ptimo para el consumo (Moreno et al., 2020).

Se recolectd el suelo agricola en el punto Cananvalle 1. Se tomaron muestras de la parte
superficial del suelo a 10 cm de profundidad con tres repeticiones (Mau et al., 2011).
Posteriormente, las muestras vegetales y de suelo se colocaron en fundas plasticas con sellado

hermético para mantener la humedad adecuada y ser procesadas (Agrocalidad, 2018).
3.2.2 Preparacion de medios de cultivo.

Se empleo el medio de cultivo selectivo y diferencial TBX (Triptona bilis X-glucorénido)
(TM Media®) y se suplementd con cefotaxima (Vitalis®) a una concentracion de 3 pg/mi
(Plasencia, 2020), para la obtencion Unicamente de aislados de E. coli resistentes a

cefalosporinas de tercera generacion (Dunjo et al., 2022).
3.2.3 Procesamiento de las muestras vegetales y de suelo.

De cada muestra vegetal se pesaron 25 g por cada repeticion. Se coloc6 cada una de las
muestras en matraces Erlenmeyer con 225 ml de agua peptonada (TM Media®) y se
homogeneizaron durante 30 min en un agitador orbital (Thermo Scientific™) para el
desprendimiento de microorganismos (Lopez et al., 2009). Esta metodologia también se

empled con la muestra de suelo para los analisis microbioldgicos respectivos.



3.2.4 Suspension y filtracion de muestras

Se analizaron un total de 100 ml de las muestras, tanto sin dilucion y con diluciones
seriadas de 0.1y 0.01 con 10 ml, mediante filtracion al vacio utilizando el equipo Roker 300
®. Las diluciones seriadas fueron aforadas a 100 ml con agua destilada. De cada muestra se

realizaron 3 repeticiones.

A través de una membrana de filtracion de celulosa de poro 0.45 um, se dejo pasar todo
el liquido, de tal manera que logre la recuperacion de los microorganismos (Kim et al., 2015).

Posteriormente, se removiod con pinzas estériles como lo demuestra la Figura 3 (L6pez, 2015).

Figura 3. Filtracion de muestras y aislamiento.
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3.2.5 Aislamiento de Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.

Se colocaron las membranas de filtracion en medio de cultivo TBX suplementado con
cefotaxima al 3 pg/ml, evitando aire atrapado en la interfaz membrana medio de cultivo y se
dejo en incubacién durante 24 horas a 35° C en posicion invertida. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizo el recuento de colonias (UFC) y se registraron los datos de acuerdo
con el factor de dilucion (Naturales et al., 2021). EI medio de cultivo utilizado permitio la
diferenciacion de E. coli del resto de coliformes, debido a la presencia de colonias con un

color azul-verdoso por la actividad glucuronidasa, especifica para E. coli (Castillo, 2018).



Adicionalmente, se tomaron dos colonias al azar de cada cultivo y se realizaron resiembras
mediante la técnica de estria por desgaste, con la finalidad de obtener cepas puras. A partir
del cultivo obtenido, se inocularon en tubos con caldo de soja y tripticaseina (TSB) y se

incubaron durante 24 horas a 35° C, para los ensayos posteriores.
3.2.6 Conservacion de Escherichia coli BLEE.

Con las cepas aisladas se prepard cultivos bacterianos en microtubos estériles de caldo
TSB y glicerol al 30% Se homogeneiz6 la muestra y se almacend en congelacién a -20°C.
Todas las muestras obtenidas constituyeron el cepario del proyecto (Pérez y Sosa Espinosa,
2010).

3.3 ldentificacion fenotipica y molecular de E. coli
3.3.1. Tincion Gram.

Para la identificacion morfolGgica, se realizé una prueba de tincion Gram de acuerdo con
la metodologia (Castillo, 2018), preparando un frotis bacteriano para el procedimiento. Se
afiadié cristal violeta, lugol, etanol y safranina, secuencialmente, quitando el excedente en
cada lavado. Se observaron las placas en el microscopio con aumento de 40x y 100x

empleando aceite de inmersion.
3.3.2 Identificacién de Escherichia coli mediante pruebas bioquimicas.

Con los aislados que presentaron morfologia caracteristica de E coli en la microscopia, se
realizo la evaluacion de su capacidad para metabolizar diferentes sustratos. Para garantizar
la pureza de las colonias se realizd un segundo subcultivo y se utilizaron tres pruebas
bioguimicas de identificacion (TSI, SIM y Simmons Citrato). Se detalla en la Tabla 1, las

caracteristicas metabolicas del microorganismo (Gonzalez, 2013a).
3.3.2.1 Agar Triple Azucar Hierro (TSI).
Se realizo la técnica de puncidn mixta estriado en pico de flauta y se dejo en incubacion

durante 24 horas a 35° C. (Calipuy et al., 2017). Esta prueba nos permitié observar la

capacidad de fermentacion de lactosa, sacarosa y/o glucosa, con una reaccion &cida en el pico



de flauta de color amarillo (A/A), produccién de gas y la ausencia de &cido sulfhidrico, propio
de E. coli (Ledn y Vazquez, 2018).

3.3.2.2 Medio Sulfhidrico indol movilidad SIM.

La siembra se realiz6 mediante la técnica de puncion recta en el centro del tubo y se incubé
a 35° C, por 24 horas (Alvarez, 2017). Posteriormente, se afiadié dos gotas del reactivo de
Kovécs al cultivo de bacterias, esperando la formacion de un anillo rojo en la superficie,
indicando la produccion de indol, caracteristico del microorganismo de interés. (H. A.
Lopardo et al., 2011).

3.3.2.3 Agar Simmons Citrato.

Se procedid a estriar el pico de flauta con un movimiento en zigzag y se incub6 a 35° C,
por un lapso de 24 horas (Alvarez, 2017). Se observd el color verde inicial del medio,

indicando que la bacteria no utiliza el citrato como fuente de carbono, especifico de E. coli.

Tabla 1

Parametros para identificacion E. coli mediante pruebas bioquimicas. Interpretacién de los resultados: A/A:
Superficie acida color amarillo/Profundidad &cida color amarillo ; + sefiala que el pardmetro es positivo; -
indica que el parametro es negativo para el microrganismo.

Pruebas bioquimicas Parametros Escherichia coli
Superficie / Profundidad AJA
TSI Gas +
SH2 -
Movilidad +
SIM Indol +
SH2 -
Crecimiento -

Simmons citrato .
Color de medio Verde

3.2.9 Identificacion de Escherichia coli mediante pruebas moleculares.
3.2.9.1 Extraccion de ADN.

Mediante la técnica de extraccion por ebullicion, se tomaron colonias en cantidad

abundante de cada cepa pura y se colocaron en tubos eppendorf con 1 ml de agua destilada



estéril. Se centrifugd durante 2 min a maxima velocidad para lavar la muestra y sedimentar
las células microbianas (Bougnom et al., 2019). Consecutivamente, se realizd un segundo
lavado afiadiendo 1 ml de agua destilada estéril y repitiendo el paso anterior durante 1 min a
méaxima velocidad en la centrifuga. Se resuspendié con 500 ul de agua destilada estéril y una
vez homogenizadas las muestras, se colocaron en el bafio de calor seco a 96° C por 10 miny

posteriormente a refrigeracion durante 10 min (Figura 4).

Posteriormente, se centrifugd a 14,800 rpm durante 1 min, obteniendo el sobrenadante con
el ADN de cada aislado en tubos estériles previamente etiquetados. Finalmente, todas las

muestras se almacenaron a -20°C (Ortega, 2017).

Figura 4. Extraccion de ADN bacteriano por ebullicion.
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3.2.9.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para el andlisis molecular se incluyd como control una cepa de E. coli BLEE del cepario
del laboratorio de Biotecnologia Aplicada. La confirmacion de especie se realizé por PCR
convencional. Se preparé una solucion madre (1x) para un volumen de reaccién final de 25
ul; utilizando 12.5 pl de la polimerasa comercial Mix GoTag® Green Master Mix (2x), 0.4
mM de los primers especificos: UAL-754 (5"-AAAACGGCAAGAAAAAGCAG-3) vy
UAR-900 (5"-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3"), para detectar el gen uidA, definido

para la especie Escherichia coli.

Ademas, se afiadio 5 pl del ADN bacteriano y se utilizé agua libre de nucleasas
(Promega®) como control negativo. Se programo el ciclo de la PCR y se colocaron los tubos

en el termociclador (SimpliAmp®) como se detalla en la tabla 2.



Tabla 2.

Programacion de PCR para confirmacion de especie.

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Anillamiento 50°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
N° de repeticion por ciclos 30x
Conservacién 4°C Tiempo indefinido

3.2.9.3 Electroforesis.

Los productos obtenidos tras la amplificacién se visualizaron por la técnica de
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% en tampén TBE 1X. Se afiadié de SYBR
Safe (Invitrogen®) en un volumen de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y se
vertio la preparacién homogenizada en el molde de electroforesis hasta solidificarse durante
15 min. Una vez polimerizado el gel, se coloco dentro de la camara de electroforesis y se
cubrié con solucion tampon TBE (1X). Cada muestra fue colocada en su pocillo

correspondiente (Galindo-Méndez, 2018).

Para la evaluacién de fragmentos se utiliz6 el marcador de peso molecular TrackIt™ 100
bp DNA Ladder (Invitrogen®). Se programo la fuente de potencia (Labnet®) a 110 V durante
43 miny se procedio a identificar las bandas electroforéticas en el transiluminador (Cleaver

Scientific®). Por ultimo, se fotodocumento los resultados de cada aislado (Figura 5).

Figura 5. Electroforesis
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3.3. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana.
3.3.1 Preparacion del medio de cultivo.

Para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se empled el medio de cultivo Mueller
Hinton 1l (BD®), considerado como el medio estandar para elaboracion de antibiogramas.
Se preparé siguiendo las recomendaciones del fabricante. Consecutivamente, se esteriliz6
mediante calor himedo con presion a 121°C y 1.5; para distribuir en placas de Petri estériles
(Britania, 2016).

3.3.2 Preparacion del indculo.

Todos los aislados identificados como E. coli fueron sembrados en placas de agar
MacConkey suplementado con cefotaxima al 3 pg/ml, se incubaron a 35°C durante 24 horas.
Previamente, se prepararon tubos con medio de cultivo TSB y con ayuda de un asa esteril se
colocaron de 3 a 5 colonias de la cepa pura. Posteriormente, se homogeniz6 cada tubo y se
midid la concentracion de células viables con ayuda del densitémetro (bioSan ®), hasta
conseguir una turbidez de 0.5 en la escala McFarland, que representa una concentracion de
células bacterianas de 1.5 x 108 UFC/ml (Lésch & Merino, 2012)

3.3.3 Antibiogramas.

Para la inoculacion de las placas con medio de cultivo Mueller Hinton, se emple6 hisopos
estériles, tomando una muestra a partir de los cultivos en TSB con 0,5 en la escala McFarland.
Procurando eliminar el exceso del cultivo se realiz6 una siembra tipo “césped” en tres
secciones diferentes y en angulos de 60° para conseguir una siembra uniforme de acuerdo
con el método de Kirby Bauer (Exposito et al., 2019). Una vez sembradas las placas se

dejaron en reposo hasta su aclimatacion durante 5 minutos.

Con ayuda de pinzas estériles se colocaron 17 antibi6ticos a una distancia de 2.5 cm; por
cada caja se colocd un méximo de 7 discos de antibidticos (Figura 6). Se sellaron
cuidadosamente y se verificé el codigo de cada cepa aislada para evitar errores en los datos.

Posteriormente, se dejd en incubacién a 35° C durante 24 horas en posicion invertida (Jafari



et al., 2021). Finalmente, se midio el didmetro de los halos de inhibicion en milimetros,

utilizando un calibrador o pie de rey (0-150mm Electronic Digital Caliper).

Figura 6. Elaboracion de antibiogramas con 17 tipos de antibiéticos
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3.3.4 Prueba de sinergia de doble disco para la deteccion de la produccién de BLEE.

Adicionalmente, para confirmar la produccion de betalactamasas de espectro extendido
BLEE, se realiz6 con cada cepa aislada una prueba de sinergia de doble disco, situando un
disco con &cido clavulanico (20/10 pg), un inhibidor de betalactamasas, préximo a discos
betalactamicos indicadores como cefotaxima CTX (30 ug) y ceftazidima CAZ (30 ug), a una
distancia aproximada de 2,5 cm. De tal forma que nos permita ver el efecto sinérgico

producido. Posteriormente, se incub6 durante 24 horas a 35° C (Garcia, 2010).

Las cepas que resultaron ser productoras de BLEE demostraron una ampliacion del halo
de inhibicion de cefotaxima y ceftazidima en la zona proxima al disco con acido clavulanico,

evidenciando asi la sinergia (Enriquez y Peralta, 2015).
3.3.5 Determinacion del perfil de susceptibilidad en base a la guia del CLSI.

Teniendo en cuenta los resultados del perfil de susceptibilidad se realizé la interpretacion
de los perfiles en base a los halos de inhibicion identificados fenotipicamente de acuerdo con
el Clinic and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023), como se detalla en la Tabla 3. De
esta manera, se compararon los puntos de corte para determinar la sensibilidad o resistencia

de cada antibiético para cada aislado (Nocua et al., 2017).



Tabla 3.

Criterio de interpretacion de la zona de inhibicion segin CLSI 2023.

Zona de inhibiciéon (mm)

Antibioticos Contenido S | R
Amoxicilina 30 ug >=18 14 -17 <=13
Amikacina 30 ug >=17 15-16 <=14
Azitromicina 15 ug >=13 - <=12
Cefepime 30 ug >=25 19-24 <=18
Cefotaxime 30 ug >=26 20-25 <=19
Cefoxitin 30 ug >=18 15-17 <=14
Ceftazidime 30 ug >=21 - <=20
Ciprofloxacina 5 ug >=26 22 -25 <=21
Ertapenem 10 ug >=22 19-21 <=18
Gentamicina 10 ug >=15 13-14 <=12
Fosfomicina 200 ug >=16 12-15 <=12
Tetraciclina 30 ug >=15 12-14 <=11
Piperacilina/Tazobactam 110 ug >=25 21-24 <=20
Tigeciclina 15ug >=18 - <=18
Levofloxacina 15ug >=21 17-24 <=16
Nitrofurantoina 300 ug >=17 15-16 <=14
Trimetoprim/sulfametoxazole 25 ug >=16 11-15 <=10

3.4. Identificacion de genes de resistencia (BLEE) a antibidticos.

Previamente se comprobd la integridad del ADN aislado mediante electroforesis. Se
colocaron 2 pl de colorante de carga ADN 6X (Thermo Scientific™) en un parafilm y se
homogeniz6 con 5 pl del ADN extraido. Se colocaron las muestras de ADN en pocillos en
geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1x. Finalmente, se programo la fuente de potencia
(Labnet®) a 110 V durante 30 min y se revelaron los resultados en el transiluminador. Este

paso nos permitio garantizar la integridad del ADN para su posterior uso.



3.4.1 Amplificacidn de los genes de resistencia mediante PCR.

En los aislados productores de BLEE confirmados fenotipicamente, se evaluo la presencia
de los genes blactx-m (grupos 1, 2, 8, y 9) y los genes de carbapenemasas blakpc y blanpwm,
mediante PCR. Se utilizaron cebadores especificos para los diferentes genes y asi determinar
la presencia del gen (Gonzalez et al., 2017), que se detalla a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4.

Secuencia de cebadores para la identificacion de genes BLEE.

Forward (5’ a 3°) Temperatura de
Genes BLEE . ] pb
Reverse (5’ a 3°) Anillamiento (C°)
blaCTX—M
Grupo 1 F: CCCATGGTTAAAAAATCACTGC 58 800
R: CAGCCGCCTTTTGCCGTCTAAG
Grupo 2 F: ATGATGACTCAGAGCATTCG 58 900
R: TGGGTTACGTTTTCGCCGC
Grupo 8 F: TGATGAGCATCGCGTTAAG 59 900
R: TAACCGTCGGTGACGATTTT
Grupo 9 F: AAAAGGATCCTTGGGTTGCTCTCTGTGG 55 1100
R: AAAGGATCCCGATCAACAAAACCAG
blakec F: TGTCACTGTAGTCGCCGTC 60 1500
R: CTCAGTGCTCTACGAAAACC
blanom F: GCATTAGCCGCTGCATTGAT 58 700
R: GGAATGGCTCATCACGATCA

Para estandarizar la temperatura de anillamiento y concentracion de magnesio se
utilizaron como controles positivos cepas caracterizadas del Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada de la Universidad Técnica del Norte. Se emple6 un volumen de reaccion final de
25 ul para cada cepa portadora del gen. Posteriormente, se realizO el proceso de

electroforesis, con las condiciones detalladas anteriormente.

Una vez estandarizado el proceso de amplificacion, se prepar6 la solucion madre (1X) con
un volumen final de 25 pl; utilizando 12.5 pl de la polimerasa comercial Mix GoTaq® Green
Master Mix (2x), 0.4 mM de los primers especificos y 3mM de magnesio (Promega®) a

excepcion del gen blanom que no fue necesario afiadir magnesio.



Ademas, se afiadio 5 pl del ADN bacteriano de cada aislado y control, y de agua libre de
nucleasas (Promega®), como control negativo. Se programé el ciclo de PCR utilizando un
termociclador (SimpliAmp®), iniciando con una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante
5 minutos, seguido de 30 ciclos en el paso de desnaturalizacion de 94 °C por 1 minuto y
temperatura de anillamiento dependiendo del gen utilizado (Tabla 4) por 30 segundos.
Finalmente, un paso de elongacion a 72 °C durante 1 minuto, seguido de extension final a

72°C durante 7 minutos e incubacion a 4 °C.
3.4.2 Electroforesis.

Los productos de amplificacién fueron resueltos en geles de agarosa al 1% en tampdn
TBE 1x, de acuerdo con la metodologia mencionada previamente. Los geles fueron
analizados en un transiluminador (Cleaver Scientific®) y fotodocumentados. La corrida
electroforética fue llevada a cabo a 110 V por 43 minutos. Finalmente, se verificd el tamafio
del ADN amplificado usando un marcador de peso molecular de 1kb.

3.4.3 Secuenciacién y analisis de secuencias para determinar las variantes de los genes

de resistencia.

Los productos de amplificacién para cada gen fueron examinados mediante secuenciacion
tipo Sanger en los Laboratorios Macrogen, Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias fueron
analizadas con el programa Mega 7 y comparados con la base de datos GenBank, obteniendo
la informacion de las variantes alélicas de los genes identificados en las cepas de E. coli

BLEE, tras realizar una comparacion genémica (Sapkota et al., 2019).
3.5 Andlisis estadistico.

Los resultados se organizaron en una base de datos con la informacion: lugar, fecha de
muestreo, conteo de colonias, identificacion del microorganismo, el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana, la deteccion fenotipica de BLEE, asi como la caracterizacion mediante

biologia molecular.

Los datos obtenidos de la investigacion fueron analizados mediante el programa
InfoStat/L considerando las variables de estudio: el punto de muestreo y UFC para el primer

objetivo. Para ello se realizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con un nivel de



confianza de 95% (a= 0.05) (Perozo, 2009). Para la determinacion del perfil de
susceptibilidad, se registraron los datos elaborando mapas de calor, considerando si es
sensible, intermedio o resistente para cada uno de los antibi6ticos, en cada aislado. Ademas,
se analizo el porcentaje de resistencia de cada aislado a los 17 antibidticos utilizando tablas
de contingencia, esto con el fin de facilitar la interpretacion de los resultados obtenidos en la

investigacion y evaluar los niveles de resistencia en los aislados.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacién de recuentos bacterianos.

La prueba de Kruskal Wallis determind que existen diferencias significativas entre los
puntos de muestreo para el numero UFC contabilizadas en las muestras de agua (H= 38.63,
gl= 6, p<0.001). De acuerdo con la Figura 7 existe mayor presencia de E. coli resistente en
los puntos de muestreo Odilas (O1), Cananvalle 1 (C1) y Cananvalle 2 (C2), siendo este
altimo punto el que presentd mayor recuento bacteriano (88 UFC/ml). Por otro lado, en
Laurel 1 (L1) se obtuvo el menor nimero de bacterias resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion (3 UFC/ml), mientras que en Yuyucocha 1 (Y1) no se determin0 presencia de

bacterias resistentes.

Figura 7. Recuento de UFC (UFC/ml) en 8 puntos del canal de riego en muestras de agua. Diferentes letras
en la parte superior indican diferencias significativas entre la carga bacteriana de los diferentes puntos de
muestreo. Puntos de muestreo: Laurel 1 (L1), Laurel 2 (L2), Yuyucocha 2 (Y2), QOdilas (O1), Pugacho (P1),
Cananvalle 1 (C1) y Cananvalle 2 (C2). Las barras de error representan el valor de la desviacion estandar
(SD).
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De acuerdo con la Ley Organica del Régimen de la Soberania Alimentaria (2009), el
articulo 5 menciona que “El Acceso y uso del agua como factor de productividad se regira

por lo dispuesto en la Ley que trate los recursos hidricos, su uso y aprovechamiento, y en los



respectivos reglamentos y normas técnicas”, de tal manera, se establece que el uso del agua
de riego se regira bajo la ley y normas constitucionales del Ecuador. Considerando la
normativa ecuatoriana sobre la calidad del agua destinada al uso agricola (Acuerdo
Ministerial 097-A), los criterios admisibles para el recuento de coliformes totales son
NMP/100ml o 0 UFC/100 y un maximo de 1000 (MAAE, 2015). Ademas, se detalla que la
presencia de E. coli en aguas de riego debe ser un valor paramétrico < 1000 UFC/100 ml
(Registro oficial N°387, 2015). En este caso, se obtuvo 88 UFC/ml de E. coli resistente
considerando que aun se encuentra bajo el rango establecido como limite maximo permisible

para el uso en riego agricola.

Los canales destinados al uso agricola, al encontrarse al aire libre, pueden tener diversas
fuentes de contaminacion tales como: introduccién de agua residual, desechos domésticos de
sectores urbanos, cercania con animales de produccion, incluso el uso de estiercol como
fertilizante (Amato et al., 2021). Los resultados de esta investigacion confirman que el agua
de riego puede contribuir a la propagacion de patdgenos a lo largo del canal, especialmente
donde la actividad humana es mayor (Vital et al., 2018b). En este caso, se evidencié que
Odilas y Pugacho (centro de la ciudad) fueron los sectores donde ingresaban la mayor
cantidad de contaminantes (fecales, efluentes liquidos, eliminacion inadecuada de
medicamentos) al canal de riego, en comparacion al sector de Laurel donde no existe
urbanizacion. De esta manera, estas zonas favoreceran la proliferacion de E. coli resistente

y posteriormente llegando a la zona agricola de Cananvalle.

Por otro lado, se ha demostrado que E. coli puede sobrevivir en corrientes de agua durante
periodos relativamente prolongados, lo que puede tener graves consecuencias para la salud
humana (Pefia y Silva, 2019). En América Latina, el 90% de las bacterias presentes en
ambientes acuaticos han demostrado ser resistentes a varios antibiéticos, lo que afecta

directamente al ecosistema (Leonor et al., 2015).

En un estudio similar, Araujo etal., (2017) determind la prevalencia de E. coli en el 50%
de las muestras de agua de riego y 38% en muestras vegetales. En el presente estudio se
obtuvo el 78% de E. coli resistente en muestras de agua del canal de riego Cananvalle, y 11%

en muestras de vegetales.



A nivel nacional existen pocos estudios sobre E. coli aislada del agua de riego. En la
investigacion de Montero et al., (2021), confirmaron la presencia de esta especie con el 29%
de los canales de riego analizados en las 17 provincias del Ecuador y un 11% en vegetales
del total de muestras analizadas, siendo evidencia suficiente de la presencia de resistencia a

los antimicrobianos en el Ecuador en estos ambientes.

Como se muestra en la Figura 8, se encontraron diferencias significativas (F=23.94,
gl=18, p<0.001), en la carga de unidades formadoras de colonias resistentes entre las dos
localidades (Cananvalle 1 y Cananvalle 2), siendo Cananvalle 2 el que presentd mayor
cantidad bacteriana resistente (569 UFC/ml).

Figura 8. . Recuento de UFC/ml en Cananvalle 1y Cananvalle 2 del canal de riego. Diferentes letras en la
parte superior indican diferencias significativas. Las barras de error representan el valor de la desviacion
estandar (SD).
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Cabe sefialar que, en las dos localidades del sector Cananvalle se utiliza una técnica de
riego por surcos, de acuerdo con la socializacion previa a los agricultores de la zona. En el
trabajo de Van Der Linden et al., (2013) encontraron que el riego por aspersiéon estaba
asociado con una mayor contaminacién en la lechuga por patdgenos entéricos. De tal manera,
se considera que la técnica de riego por surcos es menos perjudicial para la transmision de
bacterias resistentes, en comparacion al riego por aspersién Ademas, las estaciones son otro

factor ambiental que incide en la prevalencia de E. coli en vegetales, especialmente durante



la época de lluvia o invierno (Pefia y Silva, 2019). Se destaca que las muestras obtenidas para

este estudio fueron recolectadas en temporada lluviosa.

La Figura 9 indica que existen diferencias significativas (F=5.25, gl=16, p<0.001) entre
los dos tipos de vegetales, obteniendo una mayor carga bacteriana resistente de E. coli (482
UFC ml™) en las muestras de lechuga. De acuerdo con el analisis bibliogréfico, las hortalizas
de hoja son mas susceptibles a la acumulacion de bacterias resistentes (Salmanov et al.,
2021), dependiendo del tipo de antibiotico, suelo, técnica de riego y especie vegetal (Inyinbor
et al., 2021).

Tanto la lechuga como el cilantro son considerados los principales vegetales mas
contaminados por microorganismos resistentes y a la vez, son los méas consumidos sin

proceso previo de coccion por la poblacién (Betancourt., 2018).

Por lo general, E. coli puede ingresar a la porcion comestible de la planta a traves del
sistema radicular y convertirse en un portador potencial de patogenos comensales (Holzel et
al., 2018). Ademas de adquirir nutrientes, algunas cepas de E. coli utilizan estructuras
filamentosas como fimbrias y pili para adherirse al interior de las plantas, (ya sea a través de
las raices o salpicaduras de lluvia o riego hacia las hojas) (Van Elsas et al., 2011). Por
ejemplo, se ha comprobado que la E. coli que se encuentra en la lechuga no se puede lavar o
eliminar facilmente mediante desinfectantes, especialmente en los compartimientos internos
de las hojas (Robles, 2017). Y en este caso, al ser un vegetal que se consume
mayoritariamente cruda, puede ser ingerido facilmente con bacterias resistentes, colonizando

el tracto digestivo (Croxen et al., 2013).

Con respecto al cilantro, otra investigacion realizada en la ciudad de Ibarra present6 un
mayor indice de contaminacion por E. coli en mercados urbanos (Plasencia, 2020) en
comparacion al presente estudio, probablemente ocasionado por la contaminacion

postcosecha de este vegetal.



Figura 9. Recuento de UFC/mI en dos tipos de vegetales del canal de riego Cananvalle- Ibarra. Diferentes
letras indican diferencias significativas. Las barras de error representan el valor de la desviacion estandar
(SD).
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Se encontraron diferencias significativas (F=33.29, gl=16, p<0.001) en el nimero de
unidades formadoras de colonia de E. coli considerando los dos vegetales estudiados
(cilantro, lechuga) con respecto a los puntos de muestreo (Cananvalle 1, Cananvalle 2), como
lo indica la Figura 10. Se observo una similitud para los dos tipos de vegetales en el punto
Cananvalle 1 evidenciada mediante el rango de significancia (A). Sin embargo, la presencia
de colonias resistentes en los cultivos de Cananvalle 2 fue mayor en aislados de lechuga (C),
en comparacion a aislados de cilantro con una menor proporcion (B). Cabe sefialar que en
Pugacho (P1) no se detectaron colonias resistentes de E. coli en muestras vegetales. En este
caso, considerando otros factores como el contacto directo de las hojas con el aire, suelo y
agua, la irrigacién con aguas no tratadas, sustitucion de fertilizantes quimicos por estiércol,
heces de los animales, técnicas de cosecha, condiciones de transporte y la temperatura de

almacenamiento (Rincén et al., 2010).



Figura 10. Recuento de UFC/ml en las muestras vegetales en 2 puntos del canal de riego. Diferentes letras

indican diferencias significativas. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD).
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De la misma manera, otros estandares internacionales, como la OMS y la USEPA,
relacionados a canales de agua de riego, establecen medidas hasta 1000 NMP/100ml
coliformes fecales (Leon, 2016) y 100UFC/100ml para E. coli como bacteria indicadora de
contaminacion fecal, de acuerdo con la guia de Buenas Practicas Agricolas publicada por la
Comision Europea y Asociacion Espafiola (1ISO 16075:2015). Sin embargo, otros estudios
sugieren permitir un maximo de 100 UFC/100ml de E. coli en vegetales y un maximo de 10
UFC/100ml de E. coli en agua de riego para evitar su propagacion en la comunidad (Arrebola,
2019).

Es importante mencionar que en las muestras de suelo se obtuvo un total de 135 UFC/ml
de E. coli resistente. Esto sugiere la diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos en
la cadena alimenticia desde los suelos agricolas hacia los vegetales cosechados, y en Gltima
instancia, a los consumidores (Cerqueira et al., 2019). En un estudio realizado por Jokinen et
al., (2019), se mostr6 una concentracién de 100 UFC/ml para E. coli en suelo agricola, lo que

se relaciona con la alta humedad del suelo provocada por la lluvia o el riego.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la carga bacteriana en el suelo agricola fue mayor
que en el canal de riego y en las muestras vegetales, al igual que resultados obtenidos en otros

estudios (Fonseca et al., 2011; Muniesa et al., 2018). Es probable que los niveles



significativamente altos de E. coli resistente en el suelo agricola, se deba a la adicién de
estiércol no tratado o abono organico (con residuos antimicrobianos) al cultivo como
fertilizante, favoreciendo la formacion de un reservorio de este tipo de bacterias (Udikovic-
Kolic et al., 2014). Ademas, factores del suelo como la porosidad o la capa superficial juegan
un papel importante en la proliferacién de bacterias invasoras por su influencia en la

adsorcion y el movimiento gravitacional con el agua (Van Elsas et al., 2011)
4.2 ldentificacion de la especie bacteriana.

Se obtuvo un total de 174 aislados bacterianos, de las cuales 136 pertenecen a muestras
de agua (78.2%), 20 a muestras vegetales (11.5%) y 18 a muestras de suelo (10.3%).
Mediante la técnica de tincion de Gram se verifico la morfologia tipica de E. coli, cocobacilos

gram negativos (Gonzalez, 2013).
4.2.1 Pruebas bioquimicas para la identificacién de E. coli.

Como se detalla en la Tabla 5, el 100% de las cepas aisladas en los puntos de muestreo
Laurel 1, Laurel 2, Yuyucocha 2, Pugacho y Cananvalle 1 presentaron resultados positivos
para las pruebas bioquimicas caracteristicas de E. coli, mientras que en los otros puntos del
canal de riego se observaron resultados incongruentes. Es importante sefialar que en una
investigacion previa realizada por Sosa, (2003), se sugiere que estas discrepancias pueden
deberse a que muchas de las cepas de E. coli son mutantes auxotréficos; ademas de que puede
existir presencia de contaminacion o en algunos casos de una posible aparicion de revertantes

de los marcadores genéticos.



Tabla 5.

Porcentaje de cepas con caracteristicas fisiologicas positivas para E. coli por tipo de muestra y punto de
muestreo. TSI= Hierro triple azdcar, SIM= Sulfuro Indol Movilidad, Simmons Citrato.

Numero de Pruebas bioquimicas positivas para E. coli

Muestra Localidad ) ) ]
aislados TSI, SIM, Simmons Citrato (%)
Laurel 1 14 100.0
Laurel 2 14 100.0
Yuyucocha 1 6 94.4
Yuyucocha 2 12 100.0
Agua ]
Odilas 36 97.2
Pugacho 18 100.0
Cananvalle 1 18 92.6
Cananvalle 2 18 94.4
Cananvalle 1 8 100.0
Vegetales
Cananvalle 2 12 86.1
Suelo Cananvalle 1 18 98.1

4.2.2 Prueba molecular para la identificacion de E. coli.

En la Figura 11 se puede observar que el 100% de las 174 cepas analizadas presentaron
bandas de ADN con un tamafo de 147 pb, correspondientes al fragmento amplificado del
gen uidA, con los primers especificados previamente, confirmando asi la especie en estudio.
Varios estudios han utilizado favorablemente este gen como marcador molecular para la
identificacion y confirmacion molecular de la especie Escherichia coli (Arul et al., 2008;
Kibbee et al., 2013; Molina et al., 2015; Muniesa et al., 2018).



Figura 11. Amplificacion del gen uidA de la especie bacteriana E. coli.
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4.3 ldentificacion de perfiles de susceptibilidad en los aislados obtenidos.
4.3.1 Perfiles de susceptibilidad en muestras de agua

En el Anexo 7 se presenta la tendencia de resistencia en los aislados de muestras de agua,
el color verde representa un perfil susceptible (45.2%) el amarillo un perfil intermedio

(12.8%) y el rojo un perfil resistente (42.0%) en los antibidticos probados.

Como se detalla en la Figura 12, los aislados del agua de riego presentaron porcentajes
elevados de resistencia a CAZ, FEP y TE de 95.6, 77.9 y 83.1%, respectivamente, siendo
valores altos. El 100% de los aislados presentaron resistencia a CTX. (Astocondor, 2018).
Estos resultados coinciden con Montero et al., (2021), quienes identificaron aislados de E.
coli altamente resistentes a cefotaxima (96%), tetraciclina (79%) y cefepime (84%), en

aislados procedentes de agua de riego en Ecuador.



Los perfiles de resistencia en este estudio reflejan una advertencia de salud publica,
especialmente cuando bacterias como E. coli presentan cepas resistentes a antibiéticos en el
ambiente. En otro estudio sobre aguas afluentes se obtuvieron con la misma especie,
porcentajes de resistencia a cefotaxima del (100%), ceftazidima (99%), ciprofloxacina
(93%), vy tetraciclinas (82%) (Oliveira et al., 2023). En este caso, se presentan resistencias
elevadas a ciprofloxacina y levofloxacina, asociadas al aumento de enterobacterias
productoras de BLEE y al uso inapropiado de estos antibi6ticos, en el tratamiento empirico
de infecciones por E. coli y, en general, infecciones urinarias a nivel comunitario (Aragon,
2011).

Figura 12. Perfil de resistencia en muestra de agua para 17 antibiéticos. La nomenclatura especifica los
diferentes antibioticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ: Piperacilina/tazobactam, ETP:
Ertapenem, CTX: Cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN:
Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM:
Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol. n=136 aislados de E.

coli.
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Por el contrario, solo el 1.5% de los aislados demostraron resistencia para ETP y AK,
siendo valores bajos en las muestras de agua (Tabla 6). De acuerdo a bibliografia, las BLEE
tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia a penicilinas, oximino-cefalosporinas,
pero no a cefamicinas como cefoxitina, ni a carbapenémicos como imipenem, meropenem y

ertapenem, siendo inhibidas por el acido clavulanico (Navarro et al., 2011), lo que concuerda



con el bajo nivel de resistencia en el presente estudio. Por otro lado, la amikacina muestra
actividad variable frente a las enterobacterias productoras de BLEE en E. coli, siendo el

antibiotico que demuestra una menor tasa de resistencias (Garcia et al., 2011).

En el caso de la fosfomicina se obtuvo un 11.8% de resistencia, sin embargo, a nivel
clinico se asocia a la investigacion llevada a cabo por Lifonzo et al., (2015) en donde se
evaluaron cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de urocultivos, observando una
resistencia a fosfomicina del 27.8%, siendo una alternativa terapéutica frente a cepas

resistentes.

Tabla 6

Perfil de susceptibilidad en muestras de agua para 17 antibidticos. La nomenclatura especifica los diferentes
antibiéticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ: Piperacilina/tazobactam, ETP:
Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN:
Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM:

Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol.

Antibidticos Intermedio (%) Resistente (%) Sensible (%6)

AMC 55.9 13.2 30.9
TPZ 57.4 39.7 29
ETP 6.6 15 91.9
CTX 0.0 100.0 0.0
FEP 21.3 77.9 0.7
CAZ 0 95.6 4.4
FOX 6.6 3.7 89.7
AK 10.3 15 88.2
CN 0.0 20.6 79.4
LEV 27.2 59.6 13.2
CIP 11.0 86.0 2.9
TE 15 83.1 154
TGC 0.0 7.4 92.7
AZM 0.0 19.1 80.9
F 16.9 11.8 71.3
FF 0.7 36.8 62.5

SXT 2.2 55.9 41.9




En el trabajo realizado por Roland, (2000) se examiné la actividad in vitro de antibiéticos
de amplio espectro frente a aislados de E. coli BLEE, demostrando que piperacilina-
tazobactam fue el segundo antibi6tico con una mayor actividad de inhibicion mostrando el
84.4%, lo que representa una contribucion importante al tratamiento de las infecciones
nosocomiales en los aislados clinicos de un hospital en Sao Paulo, Brasil; este dato contrasta

con lo observado en este estudio, que sefialé un 39.2% de resistencia.

Las cepas de E. coli aisladas en muestras de agua demostraron resistencia a los
antibioticos pertenecientes a las familias: tetraciclinas con un 83.1%, seguidos por la familia
de cefalosporinas con 77.9% y fluoroquinolonas con 59.6% (Figura 13). Estos resultados
coinciden con el estudio realizado por Gekenidis et al., (2018), que descubrieron E. coli
resistente a ceftazidima y cefotaxima del 80% (tercera generacion), al examinar el agua de
riego de las principales areas de cultivo de hortalizas en Suiza. Para el resto de los antibi6ticos

el perfil de resistencia no supero el 39.7% como se observa en la Figura 13.

Figura 13. Perfil de susceptibilidad en aislados de Escherichia coli de muestra de agua, por familias de

antibioticos.
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Tanto las cefalosporinas de tercera generacion y las tetraciclinas son los antibioticos mas
utilizados en los ultimos afios (Odonkor y Addo, 2018), sin embargo, fueron los que mayor
resistencia presentaron en las muestras del canal de riego Cananvalle. Algunos investigadores
interpretan esta situacién como consecuencia de un uso indiscriminado de farmacos, por lo
que resultan ineficaces en mas de la mitad de los pacientes. Las bacterias como E. coli ahora
producen enzimas modificadas que pueden degradar estos antibioticos de uso comun y ser
precursoras de la resistencia clinica y veterinaria. Ademas, se ha demostrado que varias cepas
de E. coli pueden transportar el mismo plasmido transmisible resistente a multiples farmacos

a lo largo de la cadena de agua de riego desde un depdsito abierto (Gekenidis et al., 2018b).

En otro estudio, Barroso et al., (2021) demostraron que los aislados de E. coli BLEE
provenientes de ambientes dulceacuicolas de la Habana, presentan resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion con un 100%, asi como corresistencia a las familias de
las tetraciclinas y quinolonas (71.4%), dando una repercusién clinica y ambiental. De manera
similar, Vidoni et al., (2020) menciona que, al evaluar la resistencia bacteriana en urocultivos
se obtuvo una tasa de prevalencia de resistencia a fluoroquinolonas que superaron el 20%,
esto puede deberse al uso indiscriminado de dichos antibi6ticos para tratamientos empiricos

iniciales.

Asimismo, la investigacion de Mejia et al., (2017) demuestra que las E. coli aisladas de
mastitis bovina en Michoacan, México han desarrollado resistencia a los antibioticos
comunmente usados en medicina veterinaria siendo un grupo de antibiéticos empleados para
el tratamiento de infecciones en ganado o se utilizan como promotores de crecimiento animal.
Sin embargo, en dicho estudio, se observaron bajos indices de resistencia para

fluoroquinolonas como levofloxacina (8.8 %).
4.3.2 Perfiles de susceptibilidad en aislados de E. coli en muestras vegetales.

Mediante el mapa de calor generado a partir del perfil de susceptibilidad en aislados
bacterianos aislados de vegetales se observo sensibilidad en el (48.8%), un perfil intermedio
de (10.9%) y resistencia de (40.3%). Conjuntamente, se demostro que los aislados a partir de
vegetales presentaron valores de inhibicion mayores en comparacion a las muestras de agua,

como se detalla en el Anexo 8.



Como se observa en la Figura 14, el 100.0% de los aislados fueron resistentes para CTX
y CAZ. Por otra parte, se evidencia una resistencia del 75.0% para FEP, considerando que
pertenece a cefalosporinas de cuarta generacion. A pesar de que los B-lactdmicos forman
parte de los antibidticos mas usados correspondiendo al 50.0% de todas las recetas médicas
en el mundo (Quifiones, 2017). En un contraste con nuestro estudio, Salmanov et al., (2021)
demostro que los aislados de hortalizas frescas presentaron sensibilidad para cefotaxima
(99.1%), ceftazidima (99.4%).

Tras realizar las pruebas de susceptibilidad, se identific6 que AMC, TE y TPZ,
presentaron una resistencia del 20.0, 80.0 y 20.0%, respectivamente. La investigacion llevada
a cabo por Ratshilingano et al., (2022) que relaciona a E. coli aislada de vegetales de hojas
verdes y el agua de riego empleada durante la produccién y el procesamiento de dichos
vegetales, sefialo resistencia a amoxicilina (68.6%), tetraciclina (45.0%), trimetoprim-
sulfametoxazol (43.0%).

En este estudio se obtuvo en los aislados una resistencia del 10.0% para gentamicina. De
igual manera, un estudio mostré susceptibilidad a la gentamicina en productos frescos (col,
espinaca y lechuga) influenciados por el canal de riego para la produccion agricola
proporcionando una perspectiva mas favorable para el mantenimiento de la calidad del agua
de riego y a su vez dando una visién sobre la influencia en los productos agricolas. (Jongman
y Korsten, 2016). Estudios similares concuerdan que, debido a los altos niveles de resistencia
en diferentes hortalizas, son vehiculos importantes para la transmision de la resistencia

antimicrobiana (Moon et al., 2022)



Figura 14. Perfil de susceptibilidad de los aislados de muestras vegetales ante 17 antibidticos. La
nomenclatura especifica los diferentes antibidticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ:
Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX:
Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina,
TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima

sulfametoxazol. n=20 asilados de E. coli.
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Como se detalla en la Tabla 7, existe resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en
un 100%. Los resultados obtenidos estan acorde al estudio realizado por Salmanov et al.,
(2021), quién demostrd una resistencia a cefalosporinas de tercera generacion de 14.2% en
los aislamientos de E. coli procedentes de muestras de vegetales frescos de seis grupos de
productos de hortalizas frescas (hortalizas de hoja, hierbas de hoja, cebollas verdes, pepinos,
bayas y tomates) en Ucrania. Por otro lado, la investigacién de Chanseyha et al., (2018)
evalu6 E. coli en lechuga de hoja recolectadas de cultivos abiertos y supermercados en
Tailandia teniendo como resultado que Escherichia coli fue més resistente a tetraciclina
(70.4%).



Tabla 1

Perfil de susceptibilidad en los aislados de muestras vegetales ante 17 antibidticos. Las nomenclaturas
especifican los diferentes antibidticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ:
Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX:
Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina,
TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima

sulfametoxazol.

Antibidticos Intermedio (%) Resistente (%) Sensible (%)

AMC 55.0 20.0 25.0
TPZ 65.0 20.0 15.0
ETP 0.0 0.0 100.0
CTX 0.0 100.0 0.0
FEP 25.0 75.0 0.0
CAZ 0.0 100.0 0.0
FOX 0.0 0.0 100.0
AK 5.0 0.0 95.0
CN 0.0 10.0 90.0
LEV 10.0 70.0 20.0
CIP 10.0 85.0 5.0
TE 0.0 80.0 20.0
TGC 0.0 0.0 100.0
AZM 0.0 15.0 85.0
F 15.0 0.0 85.0
FF 0.0 60.0 40.0
SXT 0.0 50.0 50.0

Cabe destacar que las cepas aisladas de muestras vegetales presentaron resistencia elevada
del 80.0% para la familia de tetraciclinas, seguida de fluoroquinolonas en 70.0% y de
miscelaneos del 60.0% como lo sefiala la Figura 15. Las tasas de resistencia a los antibioticos
en E. coli estan aumentando con rapidez, especialmente en la comunidad por la ingesta de
alimentos contaminados (Collignon, 2009). Los dafios y las aberturas de la planta pueden
proporcionar &reas de proteccion para las bacterias y esto puede reducir la eficiencia de los
procesos de limpieza del producto agricola, asi como favorecer el crecimiento bacteriano
(O’Flaherty et al., 2019).



La resistencia a fluoroguinolonas se atribuye a los efectos debidos a la mutacion que
afectan los sitios blanco (ADN girasa y topoisomerasa) del medicamento, de igual manera el
mecanismo mas comun de resistencia a macrolidos por bacterias Gram negativas, involucra
la modificacion del sitio blanco en el ribosoma (Cabrera et al., 2007). En un estudio sobre
contaminacion bacteriana en vegetales encontraron que E. coli no presentaba resistencia para
las familias de los carbapenémicos y 1.3% para miscelaneos como fosfomicina (Salmanov et
al., 2021).

Figura 15. Perfil de susceptibilidad en aislados de muestras vegetales por familias de antibidticos.
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4.3.3 Perfiles de susceptibilidad en muestras de suelo.

Como se muestra en el Anexo 9, se determind que en las cepas aisladas en muestras de
suelo mostraron resistencia del 61.1%, ademas un perfil intermedio de 8.5% y sensible de
30.4%. De manera que, existe una mayor prevalencia de aislados resistentes en 18 cepas

estudiadas pertenecientes al suelo agricola.

Se encontr6 que para los antibidticos CTX, FEP, CAZ, CN, LEV, CIP, TE, AZM, FF,
SXT los aislados a partir de suelo mantuvieron un porcentaje de resistencia del 100%, en
contraste con TPZ. ETP, FOX, AK, TGC (Figura 16). Estos datos indican un gran nivel de

la resistencia a varios antibioticos en comparacion a las muestras vegetales, debido a la gran



abundancia de bacterias resistentes encontradas en el suelo. Estos valores pueden deberse a
los biosolidos provenientes de abono no tratado y del agua de riego que permiten la
diseminacion de genes de resistencia a antibidticos e integrones asociados con la movilidad
genética (Novo, 2022).

Figura 16. Perfil de susceptibilidad en aislados de muestras de suelo ante 17 antibioticos. Las nomenclaturas
especifican los diferentes antibi6ticos empleados: AMC: Amoxicilina/4cido clavulanico, TPZ:
Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX:
Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina,
TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima

sulfametoxazol. n= 18 aislados de E. coli.

100% 100.0100.0 100.0 100.0100.0 100.0 100.0 100.0 100.0100.0

80%
[ss
C
8
£ 60%
[s53
o]
o
e
I 40%
2]
3
o4

20%

5.6
00 0.0 00 0.0 0.0
0% |
o Voo SR & 40 & L <& S
v@&&‘*@ovo*v @O&/\Ovﬁ\ < gF
Antibiodticos

El uso de antibidticos en la produccion animal y la abundancia de bacterias y plasmidos
resistentes a los antibioticos en el estiércol y las aguas residuales, han generado preocupacion
en las tierras agricolas para la produccion de cultivos. La investigacion realizada por Rahube
et al., (2014) también indico resistencia a CTX, TE, SXT en muestras de suelo fertilizadas
con lodos de aguas residuales del 67%, debido a la gran carga de bacterias patdgenas
encontradas. Por lo tanto, existe el riesgo de que el consumo de hortalizas en suelos
fertilizados con desechos (humanos/animales) aumente la exposicién a bacterias resistentes

a los antibioticos y a determinantes genéticos (Rodriguez, 2019).



Los 18 aislados bacterianos mostraron un perfil intermedio en TPZ y AMC con un 83.3y
50.0% respectivamente como se detalla en la Tabla 8. En la investigacion realizada por
Holvoet et al., (2013), se determind una resistencia de 2.9 y 4.7% en TPZ y AMC en 42
aislados resistentes en muestras de suelo al aire libre, siendo cifras bajas en comparacion al
presente estudio. Ademas, no se observo resistencia para ETP, FOX y TGC. En suelos
agricolas existen pocos estudios sobre indices de resistencia de ETP y TGC y todavia son
considerados como una buena alternativa para el tratamiento de infecciones, debido a su gran

capacidad de resistir a E. coli y otras bacterias (Celis, 2016) .
Tabla 2

Perfil de susceptibilidad en aislados de E. coli de muestras de suelo ante 17 antibi6ticos. Las nomenclaturas
especifican los diferentes antibidticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ:
Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX:
Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina,
TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima

sulfametoxazol.

Antibidticos Intermedio (%) Resistente (%) Sensible (%)

AMC 50.0 33.3 16.7
TPZ 83.3 0.0 16.7
ETP 0.0 0.0 100.0
CTX 0.0 100.0 0.0
FEP 0.0 100.0 0.0
CAZ 0.0 100.0 0.0
FOX 0.0 0.0 100.0
AK 5.6 0.0 94.4
CN 0.0 100.0 0.0
LEV 0.0 100.0 0.0
CIP 0.0 100.0 0.0
TE 0.0 100.0 0.0
TGC 0.0 0.0 100.0
AZM 0.0 100.0 0.0
F 5.6 5.6 88.9
FF 0.0 100.0 0.0

SXT 0.0 100.0 0.0




Con respecto al perfil de susceptibilidad por familias, los aislados mostraron un 100% de
resistencia para las cefalosporinas, aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
macrolidos, miscelaneos y antagonistas del &cido folico. De acuerdo con un analisis
bibliografico, existen varios genes dentro de un mismo plasmido que fomentan la resistencia
a fosfomicina (familia de los miscelaneos) bajo la presion selectiva de otros antibioticos en
zonas agricolas y granjas (Zurfluh et al., 2020). De tal manera, se evidencia una resistencia
del 100% en esta familia de los miscelaneos en comparacion a los aislados de muestras
vegetales con un 60.0%. para fosfomicina en este estudio. Sin embargo, para la familia de
inhibidores betalactamicos (Ibls) y carbapenémicos no presentaron resistencia, como se

detalla en la figura 17.

Figura 17. Perfil de susceptibilidad en los aislados de muestras de suelo por familias de antibi6ticos.
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En la Figura 18 se muestra los perfiles de susceptibilidad de los 174 aislados ante los 17
antibitticos. De acuerdo con los aislados resistentes, en las muestras de suelo se observo una
predominancia mayor en comparacion con las muestras de agua y vegetales. Se destaca que
en los tres tipos de muestras la resistenciaa CTX, CAZ son representadas en un 100y 97.8%,

considerandose las mas altas. Seguido de CIP y TE en un 90.3% y 87.7% respectivamente.



Por otro lado, los aislados mostraron sensibilidad principalmente a ETP, FOX, AK, TGC
y F. Se observo resistencia para 5 antibidticos en las muestras de agua, para 6 antibidticos en

muestras vegetales y 10 antibidticos en muestras de suelo.

Figura 18. Perfil de susceptibilidad general. El color y rangos de resistencia estan representados por: 0-
33.3% Verde=Bajo, 33.4-66.6% Amarillo=Medio, 66.7-100% Rojo=Alto. Las nomenclaturas especifican los
diferentes antibioticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ: Piperacilina/tazobactam, ETP:
Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX-30: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN:
Gentamicina, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM:
Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol.
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4.4 Multirresistencia en los aislados.

Aquellos que han desarrollado resistencias a varios grupos de antimicrobianos, los
microorganismos multirresistentes (MMR), estdn poniendo en peligro la viabilidad del
tratamiento de las enfermedades infecciosas (ECODES, 2022). El 99.4% de los aislados
presentaron multirresistencia a los antibioticos analizados (Tabla 9). Se detectaron 76
patrones de multirresistencia diferentes para los 174 aislados bacterianos pertenecientes a los
tres tipos de muestra. Las muestras de agua presentaron 71 patrones de multirresistencia
diferentes, mientras que las muestras vegetales mostraron 12 patrones y las muestras de suelo

presentaron solamente 3 patrones.

En esta investigacion existieron 30 patrones iguales que representaron la mayor
prevalencia en los aislados de tres tipos de muestra. La familia de cefalosporinas (cef) se
expreso en todos los perfiles detectados, seguido de fluoroquinolonas (flr), tetraciclinas (te),
miscelaneos (ff) y antagonistas del acido fdlico (antg). En otro estudio, un andlisis en
muestras de agua, vegetales y suelo realizada por Holvoet et al., (2013) indicé que, 37 de 54
aislamiento presentaron patrones de multirresistencia con mayor frecuencia en amoxicilina
(amc) del 50%, en aislados de muestras de vegetales, suelo y agua de riego de ocho granjas

de produccion de lechuga. Cabe sefialar que, se detectd cuatro aislados resistentes a siete de



los antibidticos empleados en el estudio mencionado. En estudios realizados, varios
investigadores sefialan la variabilidad de los patrones de resistencia entre las cepas, lo que

podria significar una resistencia adquirida en el ambiente.

Por otro lado, afirman que durante el tratamiento de las aguas las poblaciones de bacterias
multirresistentes pueden incrementarse o disminuir, debido a los distintos fendmenos de
intercambio genético promovido por plasmidos transmisibles por conjugacion (Zambrano,
2002). E. coli puede producir enzimas betalactamicas cromosémicas o0 extracromosdmicas
mediadas por plasmidos, que portan genes de resistencia (transposones) a otros
antimicrobianos como aminoglucosidos, tetraciclinas, generando resistencia cruzada que

dificulta el tratamiento de las infecciones (Garcia, 2013).

Tabla 3

Aislados multirresistentes. La nomenclatura especifica los diferentes patrones de multirresistencia: amc:
penicilinas, ibls: inhibidores de betalactamicos, cef: cefalosporinas, amng: aminoglucdsido, fir:
fluoroquinolonas, te: tetraciclinas, mcro: macrolidos, ms.: miscelaneos, antg: antagonistas del &cido félico.

Los porcentajes (%) correspondientes a los patrones mas significativos de acuerdo con el nimero de aislados.

Muestras

Patrones de multirresistencia Agua Vegetales Suelo Total de %

Aislados %  Aislados %  Aislados % aislados
ibls-cef-flr-te 10 7.4 2 10.0 0 0.0 12 6.9
cef-cn-flr-te-msc-antg 8 5.9 1 5.0 0 0.0 9 5.2
cef-amng-flr-te-mcro-msc-antg 6 4.4 1 5.0 12 66.7 19 10.9
cef-flr-te 5 3.7 0 0.0 0 0.0 5 2.9
cef-flr-te-antg 5 3.7 0 0.0 0 0.0 5 2.9
amc-ibls-cef-flr-te-antg 4 2.9 0 0.0 0 0.0 4 2.3
cef-te 4 2.9 0 0.0 0 0.0 4 2.3
cef-flr-te-msc 4 2.9 1 5.0 0 0.0 5 2.9
cef-flr-te-msc 4 2.9 0 0.0 0 0.0 4 2.3
cef-flr-te-msc-antg 4 2.9 3 15.0 0 0.0 7 4.0
ibls-cef-flr-te 4 2.9 0 0.0 0 0.0 4 2.3
amc-cef-flr-te-msc-antg 3 2.2 1 5.0 0 0.0 4 2.3
cef-flr 3 2.2 0 0.0 0 0.0 3 1.7
cef-te-msc-antg 3 2.2 1 5.0 0 0.0 4 2.3
ibls-cef-flr-te 3 2.2 0 0.0 0 0.0 3 1.7



ibls-cef-flr-mcro-antg 3 2.2 0 0.0 0 0.0 3 1.7
cef-te-antg 2 15 0 0.0 0 0.0 2 11
cef-flr-te 2 1.5 2 10.0 0 0.0 4 2.3
cef-flr-mcro-antg 2 15 0 0.0 0 0.0 2 11
cef-amng-flr-te-msc-antg 2 15 0 0.0 0 0.0 2 11
ibls-cef-flr 2 1.5 0 0.0 0 0.0 2 1.1
ibls-cef-flr-te-antg 2 15 0 0.0 0 0.0 2 1.1
ibls-cef-flr-te-f-antg 2 15 0 0.0 0 0.0 2 1.1
ibls-cef-amng-flr-te-mcro-msc-

2 15 0 0.0 0 0.0 2 1.1

antg
cef-te-msc 1 0.7 1 5.0 0 0.0 2 1.1
cef-flr 0 0.0 4 20.0 0 0.0 4 2.3
amc-cef-te-msc-antg 0 0.0 1 5.0 0 0.0 1 0.6

amc-cef-amng-flr-te-mcro-msc-

0 0.0 0 0.0 5 27.8 5 2.9

antg

amc-cef-amng-flr-te-mcro-f-msc-

0.0 0 0.0 1 5.6 1 0.6

antg
amc-ibls-cef-flr-te-mcro-msc-antg 0 0.0 2 10.0 0 0.0 2 1.1
Otros perfiles 46 34 0 0.0 0 0.0 46 26.4

Total 136 100% 20 100% 18 100% 174 100%

4.5 ldentificacion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido BLEE.

Se confirmd que el 100% de 174 aislados, fueron positivos fenotipicamente para la
produccion de BLEE. Como se observa en la Figura 19, el efecto sinérgico se produce entre

los discos de cefotaxima CTX, amoxicilina/acido clavulanico AMC y ceftazidima CAZ.



Figura 19. Técnica de difusidn en agar con los antibi6ticos cefotaxima (CTX), amoxicilina/acido clavulanico
(AMC) y ceftazidima (CAZ) en la cepa BLUAL.

La prevalencia de E. coli productora de BLEE encontrada es alta (100%), a diferencia
de otro estudio donde se encontro el 65% en canales de riego de Sudafrica (Njage y Buys,
2015). En continentes como Europa y Asia se ha informado una incidencia de E. coli BLEE
del 78 al 100% respectivamente, en ambientes acuaticos donde participan activamente en la
agricultura y ganaderia (Zarfel et al., 2017), (Zou et al., 2019).

En otras recopilaciones en América del Sur, nuestros resultados son consistentes con la
propagacion de bacterias BLEE en el ambiente en paises como Brasil (100% - lago urbano),
Chile (37%-52% agua de riego y vegetales), Bolivia (4.6% - efluente industrial), Colombia
(30.3% - canales y rios) y Ecuador (66.7% - rio urbano) (Cho et al., 2023).

Esto indica que los altos niveles de enterobacterias productoras de BLEE, como E. coli,
en diversos ambientes de agua dulce (incluidos rios, lagos, arroyos, canales entre otros)
varian segun la ubicacién geogréafica donde la actividad antropogénica es mayor. Es decir, en
entornos urbanos donde reciben desechos domésticos e industriales, en comparacion con las
fuentes de agua con menor impacto humano. De esta forma, los factores socioeconémicos,
conductuales y ambientales pueden haber causado variaciones regionales entre los paises

estudiados.



4.6 Deteccién molecular de la presencia de genes de resistencia.

De las 174 cepas aisladas que fenotipicamente manifestaron produccion de BLEE, 92
(79,3%) presentaron genes del grupo CTX-M1, 21 cepas (18,1%) genes del grupo CTX-M9
y finalmente 3 cepas (2.5%) genes del grupo CTX-M8. Se debe recalcar que ninguno de los
174 aislados expresaron genes del grupo CTX-M2, y los genes para la produccion de las
carbapenemasas blakec y blanom. En la figura 20 se muestran las bandas de ADN del grupo
CTX-M1 con un tamafio esperado de 800pb, las cuales fueron evaluadas en muestras de agua.

Figura 20. Amplificacion del grupo blacrx-v1 de la especie bacteriana E. coli

Muestras grupo bla crx-w1
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Estos hallazgos complementan a los resultados de otros estudios locales, regionales y de
otros continentes, que plantean preocupaciones globales sobre las infecciones adquiridas por
cepas de tipo BLEE productoras de CTX-M (Woerther et al., 2013; Garcia et al., 2019;
Hassen et al., 2019; Hedman et al., 2019; Jian et al., 2021). Por ejemplo, en los ultimos 12
afios se ha evidenciado el resurgimiento de nuevas variantes de CTX-M en toda América de
Sur (De, 2011), siendo responsable en muchos casos, de la resistencia a cefalosporinas de

tercera generacion y cuarta generacion.



En el presente estudio, se determind que CTX-M se correlaciona significativamente con
los altos niveles de resistencia a cefalosporinas como: cefotaxima, ceftazidima, cefepime y
otro grupo de antibidticos como las fluoroquinolonas con los aislados obtenidos. Con estos
resultados y de acuerdo con un analisis bibliografico, los genes blactx-m probablemente se
estén diseminando en el medio ambiente a través de elementos genéticos méviles como

plasmidos, lo que supone un gran riesgo para la salud humana (Tewari et al., 2022).

A nivel de Latino América, Pavez et al., (2019) sefiala que el grupo CTX-M1 es el méas
comun en aislados hospitalarios (80.0%). Esto en contraste con nuestro estudio que present6
un 79.3% de aislados a nivel ambiental (agua de riego, vegetales y suelo), siendo también
cifras que pueden representar relevancia en la transmision de genes CTX-M en diferentes
reservorios. En Ecuador especialmente, se ha observado aislados de E. coli BLEE en entornos
clinicos, animales y alimentos (Pinguil et al., 2022; Jian et al., 2021); sin embargo, existen
pocos estudios en la zona agricola y canales de riego. Una revision sistematica confirma que,
solo el 20.0% responden a estudios ambientales que reporten la prevalencia del grupo blacTx-

M1 €n paises sudamericanos (Bastidas et al., 2022).

El grupo CTX-M9, a pesar de que tenga una alta diseminacion a nivel mundial,
principalmente en Asia y Europa, hasta con un 63.3% en plantas de tratamiento, por ejemplo
(Caltagirone et al., 2017), el porcentaje obtenido en este estudio (18.1%) es bajo en
comparacién al grupo CTX-ML1. Sin embargo, en un estudio ambiental realizado por Ben
Said et al., (2015), detectaron también genes BLEE del tipo CTX-M9 en un porcentaje menor
(12%) en hortalizas, suelo y agua del entorno agricola, siendo datos similares con nuestros

resultados.

Por otro lado, en otra investigacion nacional utilizando aislados clinicos (humanos sanos)
y veterinario (animales de engorde), Bastidas et al., (2023) detectaron la prevalencia de los
genes CTX-M para el grupo 1 (17.0%) y 9 (20.0%) respectivamente, siendo este Gltimo uno
de los genes mas dominantes en las comunidades rurales del Ecuador. Por lo tanto, en paises
como Argentina, Bolivia, Colombia, Perd y Venezuela, los grupos (1 y 9) también son
evidentes tanto en aislamientos provenientes del hospital como de la comunidad (Varela et
al., 2017).



Para el caso del grupo CTXM-8, se ha reportado su prevalencia en menor medida a nivel
global, cominmente mas en el continente asiatico. En este contexto, de los aislados a partir
del agua de riego solo se obtuvieron (2.5%), de los cuales también mostraron resistencia
frente a cefotaxima y cefepime (Bonnet et al., 2000). En paises sudamericanos como Brasil,
si se ha reportado enterobacterias que albergan CTXM del grupo 8 en plantas de tratamiento

de aguas (Dropa et al., 2016).
4.7 Secuenciacién y analisis de secuencias de genes CTX-M

Como se muestra en la Tabla 10, el analisis de secuencias obtenidos de aislamientos
confirmados para el grupo 1, revelo6 que el 70.6% de aislados presentaron la variante blacTx-
mss. Por otro lado, se obtuvo la variante blactx-mes con un 11.1% correspondiente al grupo 9

de manera general.

Tabla 4

Variantes de genes de resistencia encontrados en este estudio.

Variantes BLEE

Grupo Variante Cepas
1 CTX-M-15 13 (11.1%)

1 CTX-M-55 82 (70.6%)
9 CTX-M-14 7 (6.03%)
9 CTX-M-65 13 (11.1%)
8 CTX-M-40 3 (2.5%)

n=116

Las variantes BLEE detectadas en nuestro estudio corresponden a las variantes BLEE mas
frecuentes descritas en varios estudios (Tejada et al., 2015; Regino et al., 2021; Baran et al.,
2022; Ramos et al., 2023), entre ellas blacrx-m1s del grupo 1 (Anexo 11). Esta variante parece
ser la mas extendida particularmente en E. coli en el &mbito hospitalario, sin embargo,
también se ha observado en muestras ambientales (Branger et al., 2018). En varios estudios
realizados en América Latina, Ecuador es uno de los paises que presenta altas tasas de
prevalencia de esta variante en aislados clinicos de E. coli con el 77% (Soria Segarra et al.,
2018). A nivel comunitario, también se ha reportado enterobacterias que albergan blactx-mis

en hortalizas frescas, similar a nuestro estudio (Chelaghma et al., 2021; Ortega-Paredes et



al., 2018). Estos resultados destacan un riesgo potencial para la salud humana asociado con

SuU consumao.

Tabla 5

Variantes de genes de resistencia encontrados en muestras de agua, vegetales y suelo.

Agua Vegetales Suelo
Variante Cepas Variante Cepas Variante Cepas

CTX-M-15 9 (10.9%) CTX-M-15  2(125%) CTX-M-15 2 (11.1%)
CTX-M-55 53 (64.6%)  CTX-M-55 14 (87.5%) CTX-M-55 16 (88.9%)
CTX-M-14 7 (8.5%)

CTX-M-65 12 (14.6%)

CTX-M-40 3 (3.6%)

De la misma manera, el genotipo blactx-mss (grupo 1), es uno de los genes BLEE
ampliamente distribuidos en el ambiente y se considera un derivado de blacrtx-mis. En un
estudio realizado por Yang et al., (2023) y colaboradores menciona que, la frecuente
transmision clonal de E. coli blactx-mss entre humanos, animales (patos, pollos y cerdos) y
el medio ambiente (agua y suelo) representa un amenaza a la salud humana y la
produccidn agricola. En este caso se obtuvo el 70.6%, siendo el mas predominante en los tres

tipos de muestra (agua, vegetales y suelo) y con un 64.4% en el agua de riego.

Actualmente, blactx-mss esta presente en el Ecuador en distintos reservorios o alimentos.
Aunque la mayoria de los estudios se han centrado en pacientes hospitalizados, se ha
demostrado que la comunidad también se ve fuertemente afectada y se recomienda estudios
adicionales sobre el entorno genético de blactx-mss para establecer la dinamica
epidemioldgica de esta variante, su dispersion, y posible efecto en la salud (Zurita et al.,
2016).

Con respecto al grupo CTX-M9, la enzima blacTx-mes estd ampliamente distribuida en E.
coli a nivel mundial, como China, Corea y América del Sur. Se ha informado que blacTx-wmes,
es uno de los alelos mas comunes a nivel comunitario (Bastidas et al., 2023) y ha sido aislada
principalmente en humanos, animales de produccién y vegetales (Ledo et al., 2021). De

acuerdo con Ye et al., (2017) y colaboradores, la prevalencia de productores de BLEE en



coliformes transmitidos por el agua de un rio urbano oscilo entre el 17% para blacTx-mss,

siendo un porcentaje mayor, en relacion a nuestro estudio con un 14.6% en el agua.

En Ecuador, Montero et al., (2021) también identificaron las variantes alélicas méas
frecuentes en aislados de agua de riego, incluido blactx-mes con un 18%, sin embargo, este
gen no prevalecid en productos frescos cercanos al canal, similar a nuestra investigacion. A
nivel local, Plasencia, (2020) obtuvo E. coli en muestras vegetales con una prevalencia de

este gen Unicamente en 4 aislados.

En el caso de blactx-mi4 existen pocos estudios en relacion con el ambiente, pero su
distribucion ha sido considerada como una de las mas importantes del grupo CTXM-9. Se
diversifico gradualmente en animales productores de alimentos en China (Valdés, 2017) y
hoy en dia, posee la capacidad de invadir practicamente humanos, animales y ambiente,
confiriendo resistencia a cefalosporinas de tercera generacion como la ceftazidima (Valdés,
2017). Un estudio realizado por Tacdo et al.,( 2022) en un sistema fluvial, se identificaron

cepas de E. coli con una prevalencia baja de blactx-m1a.

Por esta razon, tanto los genes blaCTX.wes (14.6%) y blacTx-m14 (8.5%) del grupo 9, como
la variante blacTx-ma40 (3.6%) del grupo 8, mostraron prevalencia Unicamente en muestras de
agua de riego. En otro estudio por Ye et al., (2017), aislaron muestras del canal y de lechuga
encontrando variantes del grupo CTXM-8 como blactx-me3s ¥ blacTx-ms, Sin embargo existen

pocos reporten acerca de la variante blacrx-ma0 €n canales de riego.

Cabe recalcar que en 2 cepas aisladas del agua de riego presentaron coexistencia de
blacTx-mss y blacTx-mes. La presencia de dos genes pertenecientes al grupo 1y 9 es posible
debido a que los genes de dichos grupos poseen varias regiones homdlogas y a la vez otras
enzimas recombinantes que pueden emerger en el futuro mediante plasmidos conjugativos
(Gundran et al., 2019). De acuerdo con un analisis bibliogréafico, los plasmidos IncF estaban

frecuentemente asociados con genes CTX-M de E. coli (Norizuki et al., 2018).

Los plasmidos IncK pueden facilitar la capacidad de E. coli para colonizar el intestino y
asi mejorar el perfil patogénico de clones especificos o grupos clonales. De manera similar,
un estudio por Girlich et al., (2020) menciona que la propagacién de estos plasmidos es un

factor importante que contribuye a la propagacion de blacrx-mss y blactx-mes. Finalmente, en



este estudio se puede evidenciar que estos genes presentes en el agua de riego podrian
asociarse a plasmidos que contribuirian a la alta resistencia de multiples farmacos, en los

proximos afnos.



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Las muestras de suelo, vegetales y agua tomadas en el canal de riego Cananvalle
mostraron 174 cepas de E. coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion,
considerandose una posible fuente de diseminacion de bacterias resistentes.

La caracterizacion fenotipica demostrd la presencia de cepas de E. coli resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion en los tres tipos de muestras.

Se determin6 que el 100% de las cepas bacterianas aisladas fueron productoras de BLEE.
E. coli aislado de los tres tipos de muestra present6 una alta resistencia a los antibioticos
CTX, CAZ, FEP, LEV, CIP Y TE, lo que proporciona informacion clinicamente
relevante sobre la resistencia antimicrobiana en la poblacién.

En la mayoria de los aislados prevalecié el gen blactx-m-ss del grupo 1 con un 70.6% en
los tres tipos de muestras analizadas, en concordancia a la alta resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion observado. No se detectd genes de resistencia a los

carbapenémicos.



5.2 Recomendaciones

e Implementar la vigilancia continua sobre la calidad microbiolégica del agua del canal
de riego y vegetales cultivados en los predios cercanos en la ciudad de Ibarra.

e Sesugiere recopilar y ampliar la informacion con relacion a otras especies bacterianas
de interés clinico y los patrones de multirresistencia en el canal de riego Cananvalle
u otras zonas geograficas de la ciudad y asi comprender la dindmica de la resistencia
antimicrobiana, en funcion de los factores ambientales.

e Se recomienda ampliar el estudio a otros genes de resistencia presentes en el medio
ambiente y su interaccion con el sistema hospitalario, para obtener una visién mas
amplia de la prescripcion de antibidticos en la practica clinica y saber a qué grado
esta expuesta la poblacion a este problema de salud.

e Se considera importante aplicar técnicas de tipificaciobn molecular, para conocer la
relacion de clonalidad entre los aislados y asi identificar nuevos reservorios o vias de
transmision a nivel poblacional.

e Se recomienda estudiar la presencia de factores de virulencia para establecer la
posible ocurrencia de aislados patogénicos de Escherichia coli presentes en el canal
de riego.

e Se debe analizar diferentes marcadores genéticos para realizar un estudio poblacional

e identificar posibles clones epidemiol6gicos que puedan estar circulando en la
ciudad.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa de ubicacion de los puntos de muestreo en el canal de riego Cananvalle.
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Anexo 2. Aislamiento de E. coli.




Anexo 4. Antibiogramas obtenidos de las cepas de E. coli en muestras de agua.




Anexo 7. Perfil de sensibilidad de cada aislado de muestras de agua ante 17 antibidticos. El
color representa Rojo=Resistente, Amarrillo=Intermedio, Verde=Sensible. Los cddigos
sefialan los aislados bacterianos en muestras de agua. La nomenclatura especifica los
diferentes antibidticos empleados: AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ:
Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP: Cefepime, CAZ:
Ceftazidima, FOX: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina,
CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F:
Nitrofurantoina, FF: Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol.
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Anexo 8. Perfil de sensibilidad de cada aislado de muestra vegetal ante 17 antibidticos.

El color representa Rojo=Resistente, Amarrillo=Intermedio, Verde=Sensible. Los cddigos sefialan los aislados
en muestras vegetales. La nomenclatura especifica los diferentes antibioticos empleados: AMC:
Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ: Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP:
Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina,
CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF:
Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol.
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Anexo 9. Perfil de sensibilidad de cada aislado en muestras de suelo ante 17 antibidticos.

El color representa Rojo=Resistente, Amarrillo=Intermedio, Verde=Sensible. Los cddigos sefialan los aislados
en muestras de suelo. La nomenclatura especifica los diferentes antibidticos empleados: AMC:
Amoxicilina/acido clavulanico, TPZ: Piperacilina/tazobactam, ETP: Ertapenem, CTX: cefotaxima, FEP:
Cefepime, CAZ: Ceftazidima, FOX: Cefotixitina, AK: Amikacina, CN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina,
CIP: Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina, AZM: Azitromicina, F: Nitrofurantoina, FF:
Fosfomicina, SXT: Trimetoprima sulfametoxazol.
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Anexo 10. Andlisis de secuencias.
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Anexo 11. Variantes de genes de resistencia encontrados en el estudio.

a) Identificacion de variantes de los genes encontrados en muestras vegetales

Cepas CTX M-1 CTX M-9 CTX M-8
Control positivo 1 15 - -
Control positivo 2 - 14 -
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BCuA2 - 65 -

BCuA5 - 65 -
BCuA6 - 65 -
BCuA7 - 65 -
BCUuA9 - 65 -
BCuAl3 - 65 -
BCuA1l4 - 14 -
BCuA16 - 14 -
BCuA18 55 - -
BCdAl 55 - -
BCdA2 55 - -
BCdA3 55 - -
BCdA4 55 - -
BCdA7 55 - -
BCdA8 55 - -
BCdA9 55 14 -
BCdA14 55 - -
BCdA15 - 14 -
BCdA16 55 - -
BCdAl7 55 - -
BCdA18 55 - -
BCdAll 55 - -
BCdA12 15 - -

b) Identificacion de variantes de los genes encontrados en muestras vegetales.

CEPAS CTX M-1 CTXM-9 CTX M-8
BCuC2 15 - -
BCuC3 55 - -
BCuC4 55 - -
BCuL1 55 - -
BCuL2 55 - -
BCuL3 55 - -
BCuL4 55 - -
BCdC1 15 - -
BCdC2 55 - -
BCdC5 55 - -
BCdC6 55 - -
BCdL1 55 - -
BCdL2 55 - -
BCdL3 55 - -
BCdL4 55 - -

BCdL6 55 - -




c) Identificacion de variantes de los genes encontrados en muestras de suelo.

CEPAS CTX M-1 CTX M-9 CTX M-8
BCuS1 55 - -
BCuS2 55 - -
BCuS3 55 - -
BCuS4 55 - -
BCuS5 55 - -
BCuS6 55 - -
BCuS7 55 - -
BCuS8 55 - -
BCuS9 55 - -
BCuS10 55 - -
BCuS11 15 - -
BCuS12 55 - -
BCuS13 15 - -
BCuS14 55 - -
BCuS15 55 - -
BCuS16 55 - -
BCuS17 55 - -

BCuS18 55 - -




