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Resumen

Las infecciones causadas por bacterias resistentes a antibidticos (BRA) representan un
grave problema de salud publica a nivel mundial. El uso inadecuado de antibi6ticos en
el sector salud y la industria agropecuaria son los principales factores asociados al
aumento de BRA en humanos, animales y ambiente. Por tal motivo, es fundamental
realizar estudios epidemiolégicos desde el contexto de Una Salud para identificar la
diversidad y principales fuentes de BRA. Basado en esta premisa, el presente estudio
tuvo como objetivo principal desarrollar y validar una estrategia microbioldgica cultivo-
dependiente e -independiente para la identificacion de Enterobacterales resistentes a
antibiéticos de importancia critica (ERIC) en entornos de producciéon animal. Para este
fin se realizaron 10 muestreos, divididos en 3 de carne y 7 de camas de pollo,
obteniendo un total de 170 aislamientos resistentes a antibidticos de importancia critica.
Las tasas de prevalencia de resistencia a antibioticos y porcentajes de resistencia a
antibidticos fueron del 85%, 81% y 43% y del 82%, 79% y 59% para aislamientos
recuperados en medios de cultivo suplementados con Cefotaxima, Ciprofloxacino y
Meropenem; respectivamente. Estas tasas ratifican la necesidad de mantener una
vigilancia estrecha en sobre los ERIC debido a su potencias infectivo y las dificultades
que podrian agregar al manejo de infecciones. La estrategia microbioldgica
desarrollada en el presente estudio podra implementarse en muestras clinicas
provenientes de humanos, animales en produccion y ambientales para llevar a cabo
una vigilancia epidemioldégica de ERIC y con esto generar marcos de referencia para

establecer campafias de vigilancia y control de estos potenciales patdégenos.

Palabras clave: Bacterias resistentes a antibiéticos, Enterobacterales, Una Salud.



Summary

Infections caused by antibiotic-resistant bacteria (ARBs) represent a serious public
health problem worldwide. The inappropriate use of antibiotics in the healthcare
and agricultural sectors are the main factors associated with the increase in ARBs
in humans, animals, and the environment. Therefore, it is essential to conduct
epidemiological studies within the One Health framework to identify the diversity
and main sources of ARBs. Based on this premise, the main objective of this study
was to develop and validate a culture-dependent and culture-independent
microbiological strategy for the identification of critically important antibiotic-
resistant Enterobacteriaceae (CARE) in animal production environments. To this
end, 10 samples were taken, divided into 3 from meat and 7 from chicken litter,
yielding a total of 170 critically important antibiotic-resistant isolates. The
prevalence rates of antibiotic resistance and the percentages of antibiotic
resistance were 85%, 81%, and 43%, and 82%, 79%, and 59% for isolates
recovered from culture media supplemented with Cefotaxime, Ciprofloxacin, and
Meropenem, respectively. These rates confirm the need for close surveillance of
infectious disease-modifying antirheumatic bacteria (IDAs) due to their infectivity
and the difficulties they could add to infection management. The microbiological
strategy developed in this study can be implemented in clinical samples from
humans, production animals, and the environment to conduct epidemiological
surveillance of IDAs and thereby generate frameworks for establishing surveillance

and control campaigns for these potential pathogens.

Keywords: Antibiotic-resistant bacteria, Enterobacterales, One Health.
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l. Introduccioén

En los ultimos afos, la resistencia antimicrobiana (RAM) ha emergido como uno de
los retos mas significativos para la humanidad, afectando especialmente a las
instituciones sanitarias y a los profesionales de la medicina humana y veterinaria.
Este fendbmeno ha reducido drasticamente las alternativas terapéuticas efectivas
para el manejo y tratamiento de las enfermedades infecciosas (Durante-Mangoni et
al., 2019). Para hacer frente a esta amenaza, se requiere una estrategia
multisectorial coordinada por politicas que supervisen las iniciativas globales. En
este contexto, el enfoque "Una Salud" se ha posicionado como la estrategia
preferida, gracias a la colaboracibn de las principales organizaciones

internacionales involucradas en la lucha contra la RAM.

Esta alianza estratégica esta conformada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (OAA) y el Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA). Estas organizaciones trabajan
en conjunto para evaluar la efectividad de las medidas propuestas y desarrollar
soluciones integrales para mitigar la RAM (One Health High-Level Expert Panel
(OHHLEP) et al., 2022).

La proliferacion global de bacterias resistentes a los antibiéticos (BRA) se atribuye,
en gran medida, al uso excesivo de antibidticos en la industria agroalimentaria. Se
estima que alrededor del 40% de los antibiéticos producidos a nivel mundial son
utilizados de forma directa dentro de esta industria; donde se emplean como
promotores de crecimiento en animales de produccion intensiva y, si bien contribuyo
a disminuir pérdidas productivas por potenciales infecciones, con el paso del tiempo
fue factor determinante para la aparicion y proliferacion de resistencia a antibioticos
en géneros que se consideran parte de la microbiota (Kasimanickam et al., 2021;
Wickramasuriya et al., 2024). Por otra parte, se ha identificado que la gestion
inadecuada de las aguas residuales provenientes de la industria farmacéutica,

centros hospitalarios, instituciones de investigacion y areas residenciales constituye



un medio propicio para el desarrollo de patogenos multirresistentes (MDR) y la
propagacion de genes que confieren resistencia a antibiéticos (GRA) (Marano et al.,
2020).

Dentro de los patogenos MDR mas encontrados en los ambientes anteriormente
mencionados, el orden Enterobacterales merece una atencion especial debido a su
habilidad para adquirir material genético externo, que frecuentemente incluye GRA.
Estas bacterias tienen la capacidad de transferir esta informacion genética a otras
especies bacterianas, convirtiéendose asi en vectores activos en la diseminaciéon de
GRA, con las consecuencias que esto genera en cuanto al uso de antibiéticos. La
amplia distribucion de esta familia bacteriana en humanos, animales y el medio
ambiente la ha convertido en un foco prioritario de investigacion para las

organizaciones lideres en la lucha contra las BRA (Katale et al., 2020).

1.1 Planteamiento del problema

Las BRA representan uno de los desafios mas criticos que enfrenta la comunidad
cientifica y la sociedad contemporanea (Webster & Shepherd, 2023). A pesar de los
esfuerzos concertados para mitigar su impacto, cada afio se observa un incremento
en la prevalencia de patdgenos resistentes a los antibiéticos de importancia critica
disponibles a nivel global (Rosini et al., 2020), generando preocupacion en las
entidades involucradas en la lucha contra las BRA (United Nations Environment
Programme, 2023). Patégenos como Escherichia, Enterobacter, Klebsiella o Proteus
son asociados cada vez mas con infecciones graves y que por sus altas tasas de
resistencia a antibidticos se vuelven muy dificiles de tratar (Tilahun et al., 2021). Se
estima que el orden Enterobacterales representa aproximadamente el 80% de los
aislamientos bacterianos de patégenos Gram negativos identificados en el ambito de
la atencion sanitaria (Blondeau et al., 2023). El aumento en la deteccion y aislamiento
de estas especies, junto con su papel crucial en la propagacion de GRA, las ha
posicionado como una prioridad de investigacion para organizaciones como la OMS

y la OMSA (Suwono et al., 2021). La gran distribucién de este orden bacteriano en



humanos y animales; asi como su persistente aislamiento en sistemas de produccién
animal, demanda la implementacién de estrategias desde el enfoque de "Una Salud"
para el monitoreo, vigilancia, control y prevencion de infecciones causadas por
Enterobacterales resistentes a antibidticos de importancia critica (ERIC). Este
enfoque integral es esencial para abordar de manera efectiva la amenaza que

representan estas bacterias resistentes en diversos ambitos de la salud global.

.2 Justificacion

La diseminacion y proliferacion de BRA en diversos entornos supone uno de los retos
mas complejos que afronta la comunidad cientifica en la actualidad. Este problema
no es exclusivo de la salud humana, sino que abarca la salud animal y del medio
ambiente debido a las complejas interconexiones que presentan. Si bien la
caracterizacion molecular de patéogenos multidrogorresistentes (MDR) es
fundamental para evaluar estrategias de prevencién y control, hasta el momento no
se dispone de una herramienta validada para la identificacién de ERIC en el marco
del enfoque de "Una Salud".

Ademas, la literatura cientifica actual carece de criterios estandarizados para guiar
las investigaciones enfocadas en la deteccién de ERIC. No se han establecido
pautas claras sobre la seleccion de medios de cultivo, suplementacion y
concentracion de antibidticos o volumenes de muestras a utilizar. Asimismo, se
observa una ausencia de pruebas que verifiquen la eficacia y eficiencia de los
métodos empleados en estos estudios.

El desarrollo y validacién de una herramienta microbiolégica que facilite la deteccién
de ERIC desde la perspectiva de "Una Salud" representaria un avance significativo.
Esta herramienta permitiria estimar la prevalencia y abundancia relativa de los
Enterobacterales; asi como de los GRA que portan (Gautam et al., 2022). La
metodologia propuesta podria funcionar como un marco de referencia para evaluar
estrategias dirigidas a reducir la presencia y distribucion de ERIC y sus GRA en los
entornos analizados. Esta herramienta no solo contribuiria a la estandarizacion de

los métodos de deteccidn, sino que también facilitaria la comparacion de resultados



entre diferentes estudios y regiones, fortaleciendo asi los esfuerzos en la lucha

contra la resistencia antimicrobiana.



1. Antecedentes

1.1 Enfoque “Una Salud”

Las BRA se catalogan como uno de los problemas mas importantes de la sociedad
moderna, y constituyen una prioridad de investigacion para la comunidad cientifica.
Con el objetivo de disminuir su impacto a nivel global se emplea la estrategia del
enfoque “Una Salud”, que se define como un enfoque integrador con la finalidad de
abordar problemas que afectan a la salud de los seres humanos, los animales y el medio
ambiente (Ruckert et al., 2024).

Este enfoque no solo esta centrado en las enfermedades zoondticas o la resistencia
a los antimicrobianos, sino que aborda todo un espectro que va desde la prevencion,
mejora y promocion de la salud hasta la deteccién, preparacion, respuesta y
recuperacion de crisis sanitarias (World Health Organization, 2015). Debido a su
capacidad de estratificacion es aplicable a nivel comunitario, subnacional, nacional,
regional y global (McEwen & Collignon, 2018). Inicialmente este enfoque estuvo
conformado por una tripartita de organizaciones: la OMS, la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OMSA) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (OAA); pero en el afio 2020 se agrego el Programa de
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y asi quedaron en cuatro los
socios institucionales con capacidad de decision en las politicas que define el
enfoque (United Nations Environment Programme, 2023). A través de este enfoque
se movilizan multiples sectores, disciplinas y comunidades a distintos niveles de la
sociedad con el objetivo de fomentar el bienestar y abordar las amenazas a la salud
y los ecosistemas sin perder de vista la necesidad colectiva de alimentos, agua,
energia y aire saludables; teniendo en cuenta actuar sobre el cambio climatico y
contribuir al desarrollo sostenible. Se basa en la comunicacion, colaboracion y
coordinacion compartidas y efectivas para comprender los beneficios colaterales,
riesgos, compensaciones y consecuencias que acarrean las soluciones a

determinados problemas (Zunino, 2018).

Con el objetivo de mejorar la colaboracion intersectorial a la hora de llevar este



enfoque a politicas y medidas concretas se crea el Panel Interdisciplinario de
Expertos de alto nivel de Una Salud (PIEUS). Las decisiones que se toman por este
comité parten desde la idea de la comunicacion, colaboracion, coordinacion y el
desarrollo de capacidades para la creacion de politicas coherentes, que a su vez
deben responder a los siguientes (One Health High-Level Expert Panel (OHHLEP) et
al., 2022):

> Equidad entre sectores y disciplinas.
» Paridad sociopolitica y multicultural.

>  Equilibrio socio-ecoldgico entre el hombre, los animales y el medio

ambiente.

» Administracion y responsabilidad del humano para cambiar el
comportamiento y adoptar soluciones sostenibles reconociendo la importancia del

bienestar animal y la integridad de todo el ecosistema.

» Transdisciplinariedad y colaboracién multisectorial incluyendo a

todas las disciplinas, formas del conocimiento y una amplia gama de perspectivas.

La creacion del PIEUS tuvo como objetivos principales lograr una integralidad en los
procesos de implementacion del enfoque Una Salud, promover el entendimiento
entre sectores y areas de especializacion y apoyar a los estados miembros a la hora
de formular sus estrategias; luego también se encargan de supervisar las
consideraciones necesarias en materia de innovacion, cooperacion y colaboracion

entre todos los sectores y disciplinas relevantes (Achi et al., 2021).

I1.2 Resistencia a antibidticos

La resistencia a antibiéticos (RAB) se desarrolla a través de tres mecanismos
principales: resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa. La resistencia intrinseca
comprende todas las propiedades inherentes de un microorganismo especifico que
limitan la accion de los antibidticos. Estas caracteristicas son parte integral de la



naturaleza del organismo y no estan relacionadas con la exposicion previa a
antibiéticos (Cox & Wright, 2013). Por otro lado, la resistencia adquirida se define por
el cambio que ocurre cuando una bacteria originalmente susceptible se vuelve
resistente al efecto de los xenobidticos. Este proceso puede ocurrir de dos maneras:
mediante la captacion de material genético extracelular o como resultado de
mutaciones en el genoma bacteriano (Moyo et al., 2025). Esta forma de resistencia
representa una adaptacion evolutiva de las bacterias en respuesta a la presion
selectiva de los antibidticos (Oliveira et al., 2024). Finalmente, la resistencia
adaptativa se caracteriza por un aumento temporal en la capacidad de una célula
bacteriana para superar el efecto antibiético de un compuesto. Esto ocurre debido a
alteraciones en la expresion de genes y/o proteinas como resultado de la exposicion
a un desencadenante ambiental. A diferencia de la resistencia intrinseca y adquirida;
que son estables y pueden transmitirse verticalmente a generaciones posteriores, la
resistencia adaptativa tiene una naturaleza transitoria. Generalmente, esta forma de
resistencia se revierte una vez que se elimina la condicién inductora (Liu et al., 2023;
Munita & Arias, 2016).

1.3 Mecanismos que inducen resistencia a antibiéticos

Los mecanismos que inducen RAB son diversos y complejos, estos se clasifican en
especificos e inespecificos (Mendelson et al., 2022). Los mecanismos especificos
tienen como funcion principal en la célula bacteriana resistir la accién de compuestos
téxicos, mientras que los inespecificos son componentes con otras funciones
celulares primarias que ejercen un efecto protector secundario contra los antibiéticos
(Lerminiaux & Cameron, 2019; Schmieder & Edwards, 2012).

11.3.1 Transferencia Vertical de Genes

La transferencia vertical de genes se produce debido a la presidn selectiva ejercida
por los antibidticos sobre las bacterias en un medio determinado. Este proceso
promueve cambios en las secuencias genéticas bacterianas; conocidos como

mutaciones, que actuan como mecanismos de supervivencia permitiendo a las

10



bacterias evadir el efecto de los antibidticos. Si estas mutaciones resultan exitosas,
los alelos mutados son transmitidos por la célula madre durante la mitosis a las
células hijas, un proceso denominado transmision vertical de genes (Adi Wicaksono
et al., 2022; Bethke et al., 2023).

11.3.2 Transferencia Horizontal de Genes

Se denomina transferencia horizontal de genes (THG) a la adquisicion de ADN de
una célula aceptora desde otra célula donadora o del medio extracelular. Consiste
en la donacion de una fraccién del material genético entre dos células que no
necesariamente descienden de una célula madre comun; y puede que ni siquiera
pertenezcan a la misma especie, género, familia u orden. La THG puede evidenciarse

por mediacion de 3 mecanismos (Tabla 1) (Figura 1):

Tabla 1. Mecanismos descritos para la THG. Modificado de (Martino et al., 2023).

Mecanismo Funcionamiento

Transformacion Comienza cuando una bacteria entra en un estado
fisiolégico llamado competencia donde adquiere la
capacidad de capturar ADN extracelular, el cual pasa
a formar parte de su material

genético.

Transduccion Generalmente mediada por bacteriéfagos. En un primer
ciclo de infeccibn un bacteri6fago empaqueta ADN
exégeno de una bacteria donadora que luego sera
transferido a una bacteria aceptora en un segundo ciclo
de infeccion. El bacteriéfago podra empaquetar desde
una cadena simple de ADN hasta pequefos fragmentos

del cromosoma.
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Conjugacion Consiste en la transmision de un plasmido desde una
bacteria donadora hacia una bacteria aceptora.

Involucra la donacién de una sola cadena de ADN que

luego debera replicarse en la bacteria aceptora.

Transformacion

ADN extracelular

) — 5 7)

Bacteria lisada

Transduccién

Conjugacién

@20 r—o &)

Figura 1. Mecanismos de transferencia horizontal de genes. De autoria propia (Iznaga- Torres.,
2023). Adaptado de: (Husna et al., 2023).

Los plasmidos se localizan en bacterias Gram positivas y Gram negativas, su tamano
oscila en el espectro de una kilobase hasta varias megabases. Se les considera

elementos de ADN autoreplicantes y heredables, en su mayoria se hallan con una
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estructura circular y pueden incluir un sistema de conjugacion, en cuyo caso se los
denomina “plasmidos conjugativos”. Estudios comprueban que fueron los principales
responsables de la diseminacion de GRA entre diferentes especies bacterianas
desde el comienzo de la era post-antibidtica. También corroboran que dan lugar a la
transmision de GRA entre aislamientos de pacientes dentro de un hospital, ademas
del ya conocido rol que ostentan en la diseminacion de GRA a nivel mundial
(Baquero et al., 2019).

11.3.3 Produccién enzimatica para inducir alteracion e inactivacion del antibidtico

La produccion de enzimas que alteran o inactivan los xenobidticos es el mecanismo
mas prevalente para conferir RAB en células bacterianas. Un ejemplo bien
documentado es la modificacion enzimatica que reduce la afinidad de los
aminoglucosidos por su objetivo, el ARNr 16S (Webster & Shepherd, 2023). Existen
tres familias principales de enzimas modificadoras de aminoglucésidos que
disminuyen esta afinidad (Tabla 2) (Zarate et al., 2018):

Tabla 2. Familias modificadoras de aminoglucésidos. Tomado de (Zarate et al., 2018).

Familia Accion

N-acetiltransferasas Acetilan un grupo amino del aminoglucdsido a traves

de la utilizacion de la Acetil-coenzima A.

O-nucleotidiltransferasas Transfieren un grupo adenilo de Trifosfato de

adenosina (ATP) a un grupo hidroxilo del antibiético.

O-fosfotransferasas Fosforilan un grupo hidroxilo mediante la utilizacion

de adenosina trifosfato (ATP).

Las B-lactamasas son otra familia importante de enzimas que confieren resistencia
a antibidticos en las células bacterianas, especificamente contra los antibiéticos [3-
lactamicos, que son ampliamente utilizados en la practica clinica. La caracteristica
principal de estas enzimas es su capacidad de hidrolizar compuestos quimicos que

contienen un anillo B-lactamico (Figura 2). Su clasificacién depende del mecanismo
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que utilizan para producir hidrdlisis (K. Bush, 2018):

> B-lactamasas: Hidrolizan el enlace amida de los B-lactdmicos mediante
la formacion de una enzima acilo con una serina en su sitio activo.
> Metalo B-lactamasas: Llevan a cabo una reaccién hidrolitica facilitada

por uno o dos iones de zinc esenciales en los sitios activos.

Lisis del antibiético B-lactadmico
Enzima B-lactamasa

Gen que codifica para la N D

produccion de B-lactamasas

Figura 2: Mecanismo de resistencia a 3-lactdmicos. De autoria propia (Iznaga- Torres., 2023).
Adaptado de: (Husna et al., 2023).

11.3.4 Modificacion del sitio de union al antibiético

La modificacion del sitio de unién al antibidtico es el mecanismo descrito para la
resistencia a tetraciclinas. Esta clase antibittica tiene como diana principal inhibir la
sintesis de proteinas a través de la uniéon al sitio A del ribosoma bacteriano,
produciendo un bloqueo estérico del sitio de unién del ARNt-aminoacil (Pavelquesi,
2021).

Este mecanismo de resistencia estda mediado por las proteinas de proteccion
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ribosomal (PPR). Las PPR son un grupo de proteinas que se unen al ribosoma dando
como resultado la liberacidn de la tetraciclina del ribosoma, permitiendo de esta
manera que continue la sintesis de proteinas. Hasta el momento han sido reportadas
12 clases de genes PPR: tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT, tetW, tet32, tet36, tet44, tetB,
tetP y otrA; siendo tetM el mas prevalente a causa de su gran asociacion con la
familia de transposones conjugativos Tn916/Tn1545 de amplio rango de huéspedes
(LaPlante et al., 2022; Warburton et al., 2016)

Otro ejemplo que se conoce de este mecanismo para inducir RAB se da con las
quinolonas, estas basan su mecanismo de accién en 2 enzimas topoisomerasas
bacterianas esenciales de tipo |l, denominadas ADN girasa y ADN topoisomerasa
IV(N. G. Bush et al., 2020). Cada una de estas enzimas se considera un
heterotetramero, configuradas en el caso de la ADN girasa por dos subunidades
llamadas GyrA 'y dos GyrB; y en el caso de la topoisomerasa IV por dos subunidades
ParC y dos ParE (Hooper & Jacoby, 2015). Ambas enzimas actuan mediante la
catalisis de una ruptura de doble cadena de ADN. Las quinolonas van a bloquear el
resellado de la rotura del ADN, de esta manera inhiben completamente la actividad
enzimatica y van a estabilizan los complejos cataliticos de la enzima y ADN que
sirven como barrera para el movimiento de la horquilla de replicacion del ADN
(Piekarska et al., 2023).

La ocurrencia de cambios en un solo aminoacido de la secuencia de nucleétidos que
compone a la girasa o la topoisomerasa |V tiene la capacidad de inferir resistencia a
las quinolonas. Las mutaciones que provocan resistencia se han localizado con
mayor frecuencia en los dominios amino terminales de GyrA o ParC cerca de las
tirosinas del sitio activo, que estan unidas mediante un enlace covalente al ADN en

una enzima intermedia (Vinué et al., 2020).

11.3.5 Disminucion de la concentracion intracelular del antibidtico

Las porinas, proteinas ubicadas en la membrana externa de la bacteria, llevan a cabo

una funcién de tamizaje de compuestos extracelulares permitiendo el paso a
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compuestos hidrofilicos. Su estructura es significativamente distinta a la de las
proteinas membranales ya que carece de una region hidrofébica y adicionalmente
cuentan con hebras antiparalelas transmembranales formadas por aminoacidos

hidrofobos e hidrofilos que se alternan (Yen et al., 2002).

Por lo general tienen limites de exclusién de moléculas que se acercan al tamafio de
muchos antibiéticos; por lo que tienden a limitar la velocidad de difusidon de estas
moléculas y de esta manera contribuyen a la resistencia intrinseca (Zhou et al.,
2023). Los antibidticos hidrofilos utilizan los canales de porinas para entrar al interior
de la célula bacteriana, por lo que las mutaciones que alteran la expresion y/o funcion
de estas inducen resistencia a los xenobidticos. Estas mutaciones van a estar
dirigidas principalmente a la pérdida de porinas, modificaciones del tamafio o la
conductancia del canal de porinas a la disminucidn de la expresion de porinas. Esta
confirmada una relacién entre estas mutaciones y la resistencia a algunos
antibidticos de importancia clinica como los betalactamicos, las fluoroquinolonas, la

tetraciclina y el cloranfenicol (Fernandez & Hancock, 2012).

Por otra parte, la bomba de eflujo es un factor importante para entender el
crecimiento de la RAB. Mediante este mecanismo las bacterias adquieren la
capacidad de devolver al medio extracelular altas concentraciones de xenobioticos
disminuyendo asi la accion de estos medicamentos (Figura 3). Las bombas de eflujo
relevantes para la salud por su capacidad de inducir RAB se clasifican segun su
funcionalidad dentro de 5 familias: 1) Pequefa multirresistencia a farmacos,
2 ) Extrusion de multiples antimicrobianos, 3 ) Superfamilia mayor facilitadora, 4 )
Nodulacién de resistencia y division celular (NRD) y 5 ) Casete de unién a adenosina
trifosfato. De estas, la NRD es la mas comun en bacterias Gram negativas y la orden
Enterobacterales respectivamente (Davin-Regli et al., 2021; Hernando-Amado et al.,
2016). Normalmente las bacterias tienen una expresion basal de una o varias
bombas de eflujo, pero existen alteraciones como mutaciones de los reguladores,
estimulaciones por tension en el medio externo o la adquisicion de elementos

genéticos moviles que pueden inducir una sobreproduccion, de manera que
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comience a afectar la efectividad de los medicamentos destinados a la lisis

bacteriana (Nishino et al., 2021) (Tabla 3).

Figura 3: Mecanismo de resistencia bomba de eflujo. Con la llegada del xenobidtico al espacio
periplasmico de la bacteria Gram negativa se activan receptores que excluyen al antibiético del interior
de la bacteria. De autoria propia (Iznaga-Torres., 2023). Adaptado de (Husna et al., 2023).

Tabla 3. Mecanismos de bomba de eflujo asociados a ERIC, modificado de (Davin-Regli et al.,

2021).
Microorganismo Mecanismo Familia
E. cloacae AcrAB, EefABC, OgxAB NRD
E. coli AcrAB, AcrCD, AcrEF, MdtABC, MdtEF,| NRD, SMF, CUA
YhiV, MdfA, YdcV, YdcU, YdcS, YdcT,
CysP
K. aerogenes AcrAB, AcrCD, MdtABC, OgxAB, NRD, SMF, CUA
EefABC, RosAB, MacAB, EmrAB
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AcrAB, AcrD, MdtABC, KexD, MacAB, NRD, CUA, SMF,
KpnEF, KdeA, OgxAB, EmrAB, EMA, PMF

K. pneumoniae

[1.3.6 Formacién de biopeliculas

Las biopeliculas son estructuras microbianas protegidas encerradas por una matriz
extracelular auto-secretada. Su capacidad para resistir el efecto de los antibidticos
las convierte en un mecanismo de resistencia de importancia clinica. Estan
compuestos en su mayoria por sustancias poliméricas extracelulares (SPE) como
polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN extracelular; donde la proporcion de células
bacterianas oscilan entre el 2-15% del total de la biopelicula (Singh et al., 2025). Las
SPE ademas de brindar soporte estructural a la biopelicula constituyen una barrera
fisica que confiere proteccién contra los antibidticos y la luz ultravioleta a las células

bacterianas incrustadas (Luo et al., 2021).

La barrera de SPE disminuye la tasa de penetracion del farmaco. Por ejemplo, los
polisacaridos que poseen una carga negativa pueden bloquear eficientemente la

penetracion de los aminoglucésidos cargados (Tseng et al., 2013).

1.4 Resistencia a antibioticos en el entorno animal

Estudios recientes evidencian la relacidon que existe entre los animales y el
agravamiento de la crisis provocada por BRA, principalmente mediada por el abuso
de antibiodticos en animales destinados a la produccion de alimentos (Figura 4) (Fastl
et al., 2023; Ortiz et al., 2024). A nivel mundial e | aumento de la demanda de
proteina animal generd desafios en el sector agropecuario para evitar pérdida de
animales por potenciales infecciones; por lo que el uso de agentes antibacterianos
como promotor del crecimiento en animales de granja se esparcidé como solucion a
esta problematica (Tiseo et al., 2020). Se estima que el uso de antibiéticos en
animales representa aproximadamente un 73% de los antibidticos utilizados a nivel
mundial, y este abuso de medicamentos esta estrechamente vinculados con la
aparicion y desarrollo de la RAB en estos animales (Mulchandani et al., 2023). En

cuanto a los animales de compafiia se ha demostrado que pueden ser considerados
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como potenciales reservorios de BRA y sus GRA, los cuales podrian transmitir al
humano (Dos Santos et al., 2021; Flores Morales et al., 2023; Overgaauw et al.,
2020; Yuan et al., 2024).

Anthidtces Genes que confieren % Bacterias resistentes g
. resistencia antibidtica a antibidticos g
Interconexion - b Afeccion directa

Figura 4. Propagacién de patégenos MDR y sus GRA entre humanos, animales y el Medio Ambiente.

De autoria propia (Iznaga-Torres., 2023).

11.5 Orden Enterobacterales

Las bacterias Gram negativas forman parte de las mayores problematicas para los
sistemas de salud publica debido a los altos porcentajes de RAB que presentan
(Kalayci Cekin, 2023). Su importancia clinica ha incrementado por su conocida
capacidad de agravar la condicién de salud de quienes las padecen incluso

llevandolos a las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) con peligro para la vida; lo
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que reafirma las altas tasas de morbi- mortalidad con las que concursan (Breijyeh et
al., 2020)

El orden Enterobacterales tiene un papel relevante, debido a que representan el 80
% de los aislamientos de bacterias Gram negativo mas comunmente aisladas en las
UCI (Karlowsky et al., 2023). Estos patégenos han sido vinculados con una amplia
gama de enfermedades como infecciones del tracto urinario, diarrea, neumonia,

meningitis o sepsis generalizada (Legese et al., 2022).

El orden Enterobacterales conforma parte del grupo de patégenos de prioridad critica
para la OMS, la OMSA y la OAA debido a su conocida capacidad de colonizar y/o
infectar tanto al hombre, animales y plantas (Tabla 4). Es uno de los 6rdenes
bacterianos mas ampliamente distribuidos en el intestino de mamiferos y ambientes
relacionados con la produccidén animal y su abundancia se asocia con una amplia

gama de sindromes clinicos en humanos, animales y vegetales (Kocsis et al., 2025).

Tabla 4. Lista de patdégenos prioritarios establecidos por la OMS. Tomado de: WHO Bacterial Priority
Pathogens List, 2024: bacterial pathogens of public health importance to guide research, development
and strategies to prevent and control antimicrobial resistance.
https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461.

Clasificacion Patogenos

OMS/OMSA

Prioridad » Enterobacterales

critica resistentes a

carbapenémicos.

» Enterobacterales
resistentes a
cefalosporinas de  3ra
generacion.

» Acinetobacter  baumannii

resistente a
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carbapenémicos.
Mycobacterium
tuberculosis resistente a

rifampicina.

Prioridad alta

Salmonella typhi resistente
a fluoroquinolonas.

Shigella spp. resistente a
fluoroquinolonas.
Enterococcus faecium
resistente a vancomicina.
Pseudomonas aeruginosa
resistente a
carbapenémicos.
Salmonella no tifoidea
resistente a
flouroquinolonas.
Neisseria gonorrhoeae
resistente a cefalosporinas
de 3ra generacién yl/o
fluoroquinolonas.
Staphylococcus aureus

resistente a meticilina.

Prioridad

media

Streptococci  grupo A
resistente a macrélidos.
Streptococcus pneumoniae
resistente a macrélidos.
Haemophilus influenzae
resistente a ampicilina.

Streptococci  grupo B
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resistente a penicilina.

Las bacterias pertenecientes a la orden Enterobacterales se consideran
microorganismos procariotas con un tamano de entre 1 y 3 micras de largo y 0.5
micras de ancho. Morfol6gicamente se caracterizan por ser Gram negativos, bacilos
anaerobios facultativos que no forman esporas, poseen estructuras llamadas
flagelos que utilizan para su movilidad y habitualmente se localizan en el tracto
intestinal de humanos y animales (Tilahun et al., 2021). Su pared celular esta
compuesta por una bicapa lipidica que forman dos membranas: una externa y otra
interna. La membrana externa expresa un potente inductor de la respuesta inmune
conformada por lipopolisacaridos. El lipopolisacarido estd compuesto por tres
unidades: un polisacarido hidrofilico, un antigeno O y un dominio hidrofébico
conocido como lipido A. El lipido A es responsable de la mayor actividad endotoxica
de estas bacterias (Ma et al., 2023).

Los géneros perteneciente a este orden bacteriano estan ampliamente distribuidos
en diversos ecosistemas. La mayoria actua como agente etiologico de
enfermedades en plantas y animales y, debido a su contacto con el humano,
pueden llegar a colonizar y/o patogenizar en el mismo (Janda & Abbott, 2021;
Zhong et al., 2020).

Taxonomicamente se encuentra distribuida de la siguiente manera:

> Dominio: Bacteria

> Filo: Pseudomonadota

> Clase: Gammaproteobacteria
> Orden: Enterobacterales

Dentro de este orden se incluyen géneros altamente vinculados a infecciones en
humanos y animales; asi como a la RAB. Algunos de los ejemplos mas conocidos
son: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Morganella, Klebsiella,
Kluyvera, Proteus, Salmonella, Serratia 'y Shigella (Adeolu et al., 2016; Parte et al.,
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2020).

1.6 Enterobacterales resistentes a antibiéticos de importancia critica

Los géneros y especies del orden Enterobacterales poseen una gran variedad de
mecanismos para prevenir la accion antibidtica de la mayoria de los xenobidticos
utilizados en la clinica. Ejemplos de estos mecanismos de resistencia son las
bombas de eflujo, la alteracion del sitio de unién del farmaco y/o de la permeabilidad
de la membrana, las enzimas de degradacion o el cambio conformacional del
farmaco que culmina en su inactivacion (Ali et al., 2023). Todos estos mecanismos
interfieren directa o indirectamente enla accion de los antibiéticos y dificultan de gran
manera el tratamiento de infecciones bacterianas (Liu et al., 2023). Estas especies
adquieren una variedad de GRA que posteriormente distribuyen a través de
plasmidos por el método de conjugacién dando lugar a la proliferacion de BRA y

limitando la capacidad de respuesta en la asistencia sanitaria (Tabla 5).

Para el tratamiento de infecciones agudas protagonizadas por especies del orden
Enterobacterales se utilizan farmacos con gran potencia bactericida, considerados
antibidticos de importancia critica como las quinolonas, los (- lactamicos o

carbapenémicos (Kollef et al., 2021).

Tabla 5. Variantes genéticas descritas en ERIC.

Familia Genes/Variantes Antibidticos a los que | Referencias

genética | genéticas generan resistencia

AmpC CMY, FOX, DHA, | Derivados de la | (Baghal Asghari
ACC, ACT, MIR, MOX. | penicilina, et al., 2021;

Cefalosporinas de 1ray | Castanheira et
2da generacion. al., 2021;
Liakopoulos et
al., 2016;
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Palmeira et al.,
2021; Tamma et
al., 2019)

CTX-M CTX-M 1, CTX-M 2, | Cefalosporinas de 3ray | (Amos et al.,
CTX-M 3, CTX-M 8, | 4ta generacion. 2014; Baghal
CTX-M 9, CTX-M 14, Asghari et al.,
CTX-M 15, CTX-M 25, 2021; Cycon et al.,
CTX-M 27, CTX-M 33, 2019; Flores
CTXM134. Morales et al.,
2023; Higa et al.,
2019; Jara et al,,
2020; Marano et
al., 2020;
Palmeira et al.,
2021; Ramos et
al., 2020; Tacao et
al., 2022;
Veldman et al,
2013)
KPC KPC-1, KPC-2, KPC- | Carbapenémicos. (Castanheira et
3, KPC-9, KPC-12, al., 2021; Hobson
KPC-17, KPC-18, et al., 2022; Jara
KPC- 19, KPC-25, et al., 2020;
KPC-29, KPC-30, Palmeira et al,
KPC-35, KPC-36, 2021; Van Duin,
KPC-40, KPC- 49, 2017)
KPC-50
qnr gnrB, gnrS, gnrA, gnrE | Quinolonas (Baghal Asghari et

al., 2021; Logan et
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al., 2020; Loncaric
2013;
Sinyawa et al,
2024;
Subramanya et
al., 2021)

et al.,

OXA OXA-1, OXA-2, OXA- | Cefalosporinas de 3ra y | (Baghal Asghari et
4, OXA-10, OXA-11, | 4ta generacion, | al., 2021; Cycon et
OXA-13, OXA-14, | Carbapenémicos. al., 2019;
OXA- 15, OXA-16, Veldman et al.,
OXA-17, OXA-19, 2013)
OXA-28, OXA-30,
OXA-31, OXA- 32,
OXA-34, OXA-36,
OXA-48, OXA-53,
OXA-141, OXA-
161, OXA-163, OXA-
210, OXA-226, OXA
405.

SHV SHV-1, SHV-2, SHV-3, | Cefalosporinas de 3ra y | (Baghal Asghari et

SHV-4, SHV-5, SHV-6,
SHV-7, SHV-8, SHV-9,

SHV-12, SHV-13,
SHV-16, SHV-18,
SHV-23, SHV-27,
SHV- 31, SHV-38,
SHV-40, SHV-41,
SHV-42, SHV-45,
SHV-55, SHV- 57,

4ta generacion.

al., 2021;
Castanheira et al.,
2021; Jara et al.,
2020; Liakopoulos
2016;
Palmeira et al.,
2021;
al., 2020;

Veldman et al.,

et al.,

Ramos et
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SHV-64, SHV-66, 2013)
SHV-86, SHV-90,
SHV-91, SHV-98,
SHV- 99, SHV-100,
SHV-104, SHV-105,
SHV-106, SHV-134.

TEM TEM-1, TEM-2, TEM- | Cefalosporinas de 3ra y | (Baghal Asghari et
3, TEM-7, TEM-12, | 4ta generacion. al., 2021; Jara et
TEM-13 al., 2020;

Palmeira et al.,
2021; Ramos et

al., 2020;
Veldman et al,
2013)

Las quinolonas se caracterizan por ser antibioticos bactericidas dependiente de
dosis utilizadas mayormente en el tratamiento de patégenos Gram negativo; que
aumentan su potencia y efectividad contra patdégenos con la adicion de un atomo
de fluor en su estructura (fluoroquinolonas). Su mecanismo de accion se centra en
impedir el resellado de la ruptura de doble cadena de ADN provocada por las
enzimas ADN girasa y ADN topoisomerasas |V, evitando la replicacion celular en
la bacteria (Alés, 2009). Los GRA que codifican mecanismos de resistencia contra
este grupo farmacoldgico pueden estar asociados a mutaciones en genes
cromosomicos como mutaciones en gyrA y parC o genes extracromosdmicos como
gnrB, gnrS, OgxAB, quepA o aac(6')-lb-cr. Dentro de esta clase antibittica, el
farmaco mas conocido es el ciprofloxacino; sin embargo, algunos como el acido
nalidixico, levofloxacino, moxifloxacino o norfloxacino son ampliamente utilizados

en la clinica humana y animal (N. G. Bush et al., 2020).
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Por otra parte, los farmacos pertenecientes a la clase antibidtica de los B-lactamicos
son utilizados para el tratamiento de infecciones de caracter agudo que requieren
de medicamentos mas potentes para su erradicaciéon. Los B-lactdmicos poseen un
amplio espectro de accion contra muchos de los patdogenos que afectan a humanos

y animales.

Dentro de los B-lactamicos, una de las subclases mas utilizadas en el tratamiento
de infecciones es la de las cefalosporinas. En los ultimos afios ha registrado altas
tasas de RAB, principalmente por patégenos Gram negativos capaces de inactivar
estos compuestos a través de la produccion de enzimas B-lactamasas (Thakuria,
2013). Las enzimas B-lactamasas actuan a través de la hidrdlisis del anillo B-

lactamico de las cefalosporinas, inactivandolas permanentemente.

La produccién de estas enzimas por algunos de los ERIC ha provocado una
disminucién en la eficacia de medicamentos ampliamente utilizados para el
tratamiento de infecciones como aztreonam, ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona,
cefepime, ceftazidima o ceftidoxima; dificultando el tratamiento de las infecciones
bacterianas (Chua & Stewardson, 2019; Perera et al., 2022). Estas enzimas se
clasifican basado en su estructura molecular segun la clasificacion Ambler (Tabla
6) y a su funcionalidad segun la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros (Tabla 7)

(Hernandez-Garcia et al., 2019).

Tabla 6. Clasificacion molecular Ambler de las 3-lactamasas. Tomado de (Perera et al., 2022).

Clasificacion Tipo

Clase A B-lactamasas de espectro reducido (PSE, CARB)

B-lactamasas de espectro extendido (TEM, SHV, CTX-M)
Carbapenemasas de clase A (GES, KPC, SME, IMI/NMC-A,
SHV-38, SFC-1)
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Clase B Metalo B-lactamasas

Subclase B1 (IPM, VIM, SPM, IND, NDM, DIM, GIM, SIM)
Subclase B2 (AIM, CAU-1, GOB-1, FEZ-1)

Subclase B3 (Cph-A, Sth-1, ImiS)

Clase C AmpC

AmpC de espectro extendido.

Clase D B-lactamasas de espectro extendido (OXA)

B-lactamasas de clase D hidrolizadoras de carbapenemasas.

Tabla 7. Clasificacién funcional Bush-Jacoby-Medeiros de las 3-lactamasas. Tomado de
(Hernandez-Garcia et al., 2019)

Clasificacion Tipo
Grupo 1 AmpC de espectro extendido.
Grupo 2 B-lactamasas de espectro reducido.

B-lactamasas de espectro extendido.
Carbapenemasas de clase A.

B-lactamasas de clase D hidrolizadoras de carbapenemasas.

Grupo 3 Metalo B-lactamasas.

Por ultimo, la subclase antibidtica de los carbapenémicos solo se administra en
caso de infecciones muy agresivas que producen cuadros de sepsis generalizada
en humanos. Son conocidos por poseer una elevada efectividad contra un amplio
espectro de bacterias; sin embargo, también se registra resistencia a este tipo de
antibidticos en aislamientos obtenidos de humanos, animales y el medio ambiente
(Ba et al., 2024; Tan et al., 2020). Las enzimas productoras de carbapenemasas
son consideradas de importancia critica debido a su capacidad de inferir resistencia
a carbapenémicos. La presencia de GRA que inducen la produccion de
carbapenemasas como KPC, IMP, OXA-48, NDM o VIM en aislamientos ha podido

ser asociada positivamente con la aparicion de resistencia fenotipica a antibidticos
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como ertapenem, doripenem, meropenem, panipenem o tebipenem (Elshamy &
Aboshanab, 2020). Es importante resaltar que estos antibiéticos se consideran como
uno de los ultimos recursos contra infecciones graves en la clinica humana (Tilahun
et al., 2021; Van Duin, 2017). El aumento en el aislamiento de estos GRA en ERIC
constituye un desafio enorme para la medicina moderna, debido a que ademas de
disminuir las opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones causadas
por estos patdogenos también presentan una alta tasa de colonizacién en humanos
(Husna et al., 2023) y animales tanto de compafiia como de vida silvestre,
aumentando el riesgo de proliferacién e infeccién provocada por estos patdgenos
(Wong & Spellberg, 2017).

11.7 Métodos de deteccion de ERIC

Los métodos utilizados para la deteccion de ERIC se basan principalmente en
meétodos cultivo-dependientes y métodos cultivo-independientes (Tadesse et al.,
2022; Wei et al., 2021). Los métodos cultivo-dependiente también se conocen como
métodos convencionales; estos requieren de varios procesos que van desde la
inoculacion de la matriz en un medio de cultivo, la incubacion por un tiempo estimado
de 18-24 horas para promover el desarrollo bacteriano, pruebas bioquimicas y/o
cromogénicas para identificacion de las especies aisladas y posteriormente la
realizaciéon de un antibiograma para la obtencion de un panel de susceptibilidad a
antibidticos (Feucherolles & Frache, 2022). La principal debilidad de estos métodos
radica en que la identificacion realizada obtiene un valor de identificacién presuntiva,
y necesita ser corroborada por alguna técnica de biologia molecular que permita
realizar una identificacién confirmatoria (So et al., 2023).

Por otra parte, los métodos cultivo-independientes se basan en la amplificacion del
material genético, ya sea de un aislamiento bacteriano o directamente de una matriz
de la cual se sospecha que contiene al microorganismo diana (Ahmadi et al., 2023).
Su principal deficiencia consiste en que no nos permite realizar un panel de

susceptibilidad a antibidticos al no contar con aislamiento de BRA.
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Es por esto que en afios recientes se han descrito estrategias hibridas, que parten
desde la aplicacion de métodos convencionales de cultivo con antibiéticos como
selector de UFC resistentes para obtencién de BRA y a partir de dicha obtencion
realizar la identificacion de estas a partir de métodos cultivo-independiente. Estas
estrategias han demostrado ser altamente eficientes para el aislamiento de ERIC,
disminuyendo los tiempos de trabajo y aumentando la sensibilidad y especificidad en
los procesos de identificacion de BRA y sus GRA (Higa et al., 2019; Tanni et al.,
2025; Too et al., 2023).

A pesar de que a nivel mundial son numerosos los reportes de la utilizacién de estas
metodologias, no se han encontrado reportes de una metodologia validada para la
identificacion de ERIC y sus GRA en los ambientes antes senalados. Esta brecha se
erige como un area de oportunidad para el desarrollo y validacion de una

metodologia de estas caracteristicas.

La RAB; y especificamente los ERIC, representan una significativa amenaza para la
salud humana (Blondeau et al., 2023), animal (Van Boeckel et al., 2019) y vegetal,
asi como a la seguridad alimentaria (Lambraki et al., 2022) y el desarrollo econdmico
debido a la ineficacia en su prevencion y control. Abordar la crisis global de la
resistencia a los antimicrobianos es vital para que el impacto de sus efectos no sea

aun mas devastador y sus consecuencias cada vez mas desproporcionadas.
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M. Objetivos

lll.1 Objetivo general

Desarrollar y validar una estrategia microbiologica cultivo-dependiente e -
independiente para la identificacion de Enterobacterales resistentes a antibiéticos de

importancia critica (ERIC) en muestras clinicas y ambientales.

lll.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar una estrategia de tamizaje, cultivo-dependiente para identificar la
diversidad y abundancia relativa de ERIC.

2. Desarrollar ensayos cultivo-independiente para identificar y cuantificar ERIC.

3. ldentificar los patrones de multirresistencia de ERIC prevalentes en muestras

clinicas y ambientales.

lll.3 Objetivos profesionalizantes

1. Desarrollar competencias en el disefio y validacion de protocolos de biologia
molecular para la deteccion de patdégenos de importancia para la salud humana y
animal.

2. Adquirir habilidades y conocimientos en la aplicacion de técnicas analiticas
avanzadas como herramientas bioinformaticas para la identificacion de genes que
confieren resistencia a antibiéticos asociados a ERIC.

3. Desarrollar habilidades y competencias para el emprendimiento y la creacién de

proyectos innovadores.
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IV. Metodologia

IV.1 Diseino

El diseno de este proyecto de investigacion fue de corte metodoldgico. La
recoleccion de muestras se realizé durante el manejo cotidiano de los animales; por

lo tanto, no se realizé ningun manejo especial de los animales.
IV.2 Materiales

IV.2.1 Equipos

» Incubadora (Memmert model 30-1060)

» Centrifuga (Metrix velocity 14)

> Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fischer)
» Termociclador CFX 96 (Bio-Rad)

> Revelador de geles (MiniBis Pro)

> Vortex

> Micropipetas volumen variable (20, 200 y 1000 pL).

> Campana de flujo laminar vertical tipo Il clase A 2 (Lumistell MR).
> Mecheros

> Autoclave

> Vernier electronico (Steren)

IV.2.2 Insumos

> Puntas 10 pL
» Puntas 200 uL

» Puntas 1000 pL

» Cajas Petri
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>

>

Tubos Falcon 15 mL

Tubos Falcon 50 mL

Tubos Eppendorf 1.5 mL

Microplacas de 96 pocillos

Kit de extraccion Zimo Biomics D3024

Power Up SYBR Green Master Mix

Sal sédica de cefotaxima (Thermo Scientific)
Ciprofloxacino (Thermo Scientific)

Sulfato de meropenem (Thermo Scientific)

Alcohol 76 %

IV.2.3 Medios de cultivo

>

>

>

Agar Hektoen (Neogen)

Agar MacConkey (BD Dioxon)

Agar Tripticasa Soya (Neogen)

Agua Peptonada Amortiguada

Caldo Mossel para Enriquecimiento de Enterobacteriaceae (Neogen)
Agar Verde Brillante (BD Dioxon)

Agar Mueller-Hinton Il (BD Dioxon)

Caldo Tripticasa Soya (Neogen)

Infusién Cerebro Corazén (Neogen)
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IV.3 Métodos

IV.3.1 Identificacion de protocolos cultivo-dependiente

Primeramente, se llevé a cabo una revision bibliografica integra a través de servicios

de busqueda especializados como PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),

Scirus (http://www.scirus.com/srsapp/) y Scopus (https://www.scopus.com/home.uri),

relacionada con estudios previos de identificacion de ERIC en muestras clinicas y
ambientales; con el objetivo de identificar los medios de cultivo, formulas de

suplementacion y concentracion de antibiotico.

IV.3.2 Proceso de evaluacion de diferentes protocolos cultivo-dependiente

Una vez identificados los medios de cultivo selectivos para Enterobacterales, tipo y
concentracion antibidtico, se procedié a comprobar la capacidad recuperacion de
unidades formadoras de colonia (UFC) de cepas de ERIC resistentes a los antibiéticos
seleccionados. Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado con cepas de
Enterobacterales de referencias proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia
Molecular, Facultad de Quimica, UAQ. Para comparar la efectividad de recuperacion,
se realizaron pruebas ANOVA con Tukey y Dunnett's post hoc para comparar las

medias de UFC recuperadas.

IV.3.3 Prueba piloto con muestras ambientales, provenientes de la industria avicola
IV.3.3.1 Abundancia de ERIC en muestras ambientales

Para determinar la abundancia relativa de ERIC, 100 g de carne de pollo y se
depositaron en una bolsa estéril con 100 mL de Solucién Salina Estéril (SSE) 0.85%,
posteriormente se agitd vigorosamente por 5 minutos (Dhar & McKinney, 2007).
Posteriormente, se realizaron diluciones décuples seriadas en SSE 0.85 %. Cada
dilucion fue transferida al medio selectivo seleccionado utilizando la técnica
microgotas utilizando un volumen de 10 pL. Los medios de cultivo fueron incubados
24 horas a una temperatura constante de 35 *+ 2 ° C para posteriormente determinar

la cantidad de UFC por gramo de muestra (Williamson et al., 2019).

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.scirus.com/srsapp/
https://www.scopus.com/home.uri

IVV.3.3.2 Diversidad de ERIC en muestras ambientales

Para determinar la diversidad de ERIC, 25 g de carne de pollo fueron transferidos a
225 mL de caldo de enriquecimiento suplementado con Cefotaxima, Ciprofloxacino o
Meropenem e incubados por 24 horas a una temperatura constante de 35 + 2 ° C.
Posteriormente, los caldos de enriquecimiento fueron inoculados en el medio selectivo
seleccionado e incubados por 24 horas a una temperatura constante de 35 £ 2 ° C.
Las colonias con morfologia caracteristica de Enterobacterales fueron seleccionadas
para generar cultivos puros. A partir de los cultivos puros, se generaron alicuotas que

se almacenaron en glicerol.

IV.3.4 Identificacion de protocolos cultivo-independiente

IV.3.4.1 Secuenciacion del gen 16S rRNA para identificacion bacteriana

Para realizar la identificacion de los cultivos puros obtenidos se amplifico el gen
ribosomal 16S rRNA. La reaccién de PCR se llevo a cabo de la siguiente manera: 3 pl
de ADN con concentracion 5 ng/ pL, 0.68 uL de iniciadores de PCR (Forward: 16S8F
- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ; Reverse: 16S1492R -
CGGTTACCTTGTTACGACTT) con concentracion de 1 uM, 0.34 yL de dNTP con
concentracion de 10 mM, 1.7 yL de Dream Buffer 10X, 0.085 pL de Dream Taq
polimerasa y 10.515 uL de agua libre de RNAsas y DNAsas para un volumen final de
17 ul por reaccion. La amplificacion se realizé con el siguiente protocolo:
Desnaturalizacion inicial y activacion de la Tag a 95°C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 45 segundos, alineaciéon a 55.3 °C por 30
segundos y extension a 72°C por 30 segundos, finalizando con una extension final a
72°C por 10 min.

Posteriormente los productos de PCR fueron secuenciados por el método de Sanger
a través de los servicios de la empresa Psomagen (MD, E.U.). Una vez obtenidos los
resultados de la secuenciacion del gen 76S rRNA cada una de las secuencias fue
analizada individualmente en la plataforma del NCBI para determinar a qué género

bacteriano pertenecia cada una de las colonias aisladas.
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IV.3.5 Criterios para la seleccidn de antibiéticos

Los aislamientos seleccionados fueron sometidos a ensayos de resistencia a
antibidticos utilizando la metodologia de difusibn en agar y siguiendo las
recomendaciones establecidas por el CLSI (CLSI M100., 2025; Sohani et al., 2024).
Los antibidticos seleccionados para determinar los perfiles de resistencia se eligieron

teniendo en cuenta el cumplimiento de al menos 1 de los siguientes criterios:

1) Que se encuentre en el rango de maxima prioridad o gran prioridad segun los
criterios de la OMS (Jesudason, 2024).

2) Que se encuentre en el rango de agentes antimicrobianos veterinarios de
importancia critica (AVIC) o Agentes antimicrobianos veterinarios de importancia

elevada (AVIE) segun los criterios de la OMSA.

3) Que se encuentre dentro del cuadro basico de medicamentos del Instituto Mexicano
de Seguridad Social (IMSS).

4) Que se encuentre en el rango de vigilancia y/o reserva segun la clasificacion
AWaRe de la OMS (Nguyen et al., 2020).

Teniendo en cuenta las condiciones antes expuestas se incluyo en este estudio un
panel de 19 antibidticos pertenecientes a 9 clases antibidticas (Tabla 8). Una vez
definido el panel de antibiéticos a utilizar para obtener los perfiles de resistencia se

comenzo a la preparacion de los indculos para realizar la técnica.

Tabla 8. Antibidticos seleccionados para la realizacion de ensayos de resistencia a antibioticos.

Grupo Cate Antibiético
farmacolégic goria
o
Penicilinas AAl Ampicilina (10 pg)
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Quinolonas

Aminoglucési

dos

Macroélidos

Monobactami

cos

Cefalosporina

S

AIC

AIC

AIC

AlC-
MP

AlC-
MP
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Amoxicilina/Acido

clavulanico (20/10

Hg)

Ciprofloxacino (5

ug)
Acido nalidixico
(30 ug)

Estreptomicina
(10 pg)

Gentamicina (10

Hg)

Kanamicina (30

ug)

Azitromicina (30

ug)

Aztreonam (30

ug)

Ceftiofur (30 ug)

Cefotaxima (30
Hg)

Ceftriaxona (30
Hg)



Cefoxitina (30 ug)

Anfenicoles AAl Cloranfenicol (30

Hg)

Florfenicol (30 ug)

Carbapenémi AIC- Imipenem (10 ug)
cos MP
Meropenem (10
Hg)
Tetraciclinas AAl Tetraciclina (30
Hg)
Sulfonamidas AAl Trimetoprima/Sulf
ametoxazol

(1.25/23.75 g)

Primeramente, se realizaron diluciones de cada uno de los aislados dejandolos en
una concentracion de 0,5 McFarland, posteriormente se realizo la inoculacién de la
dilucién en el Agar Mueller-Hinton Il para luego colocar los discos de antibioticos en
el medio. Una vez inoculadas las muestras y colocados los sensidiscos se procedio
a incubar en la incubadora Memmert model 30-1060 a una temperatura constante
de 35 £ 2°C por un tiempo estimado de 16-20 horas. Para la lectura de los resultados
se utilizd un Vernier electrénico y se midié el diametro del halo obtenido en 3
posiciones distintas, luego se promediaron los resultados en cada una de las
determinaciones. Para la interpretacion de los resultados se utilizaron los puntos de
corte establecidos por el CLSI (M100 Ed 35., 2025).
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IV.3.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico para la determinacion de la prevalencia y porcentaje de
resistencia de ERIC en muestras clinicas y ambientales se realizd a través de la
prueba estadistica ANOVA y para la observaciéon de la diferencia estadisticamente
significativa se realizé la posprueba de Tukey. Todos los analisis estadisticos se

realizaron en el programa estadistico GraphPad Prism version 10.6.1.
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V. Resultados y discusion

V.1 Identificacion de protocolos cultivo-dependiente

La seleccion de los medios de cultivo mas utilizados para el aislamiento de
Enterobacterales se realiz6 mediante una revision bibliografica exhaustiva. Como
resultado de esta busqueda, se identificaron 50 articulos publicados en revistas
cientificas indexadas. A partir del analisis de estos documentos se identificd un total
de 27 medios de cultivo utilizados para dicho propésito. Con el objetivo de identificar
los medios de cultivo mas utilizados en la recuperacion de Enterobacterales, solo
se consideraron agares y caldos microbioldgicos con frecuencias de uso = 8%
(Figura 5).

Agar MacConkey

Agar Eosina y azul de metileno
Agar fripticasa soya

Agar Hektoen

Agar Salmonella Shigella
Caldo de enriquecimiento de Enterobacteriaceae
Infusidn cerebro carazén

Agar Verde brillante

Caldo tripticasa soya

Agar Sangre

Agar Xilosa lisina deoxicolato

Agua peptonada amortiguada

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Reportes en la literatura (%)

Figura 5. Medios de cultivo utilizados para la recuperacion de Enterobacterales y su frecuencia de

uso en la literatura.

La seleccion de antibidticos utilizados para la suplementacién de los medios de
cultivo estuvo guiada por una serie de criterios especificos, con base a su relevancia
clinica y su regulacién a nivel nacional e internacional. Los mismos se describen a

continuacion:

40



» Clasificacion como antibidticos de importancia critica — maxima prioridad,
segun la lista de antimicrobianos de importancia médica.

» Inclusion en las categorias de vigilancia y/o reserva de la clasificacion AWaRe
de la OMS.

» Inclusion en la 23.2 edicion de la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales
de la OMS.

» Inclusién en la 9.2 edicion de la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales
para Nifios de la OMS.

» Clasificacion como agente antimicrobiano veterinario de importancia critica
(AVIC), o ausencia de uso en medicina veterinaria.

» Inclusién en el Cuadro Basico de Medicamentos del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS).

Con base en estos criterios, se realizd una busqueda complementaria en la literatura
cientifica y documentos oficiales, o que permitié seleccionar tres antibidticos que
cumplian con todos los requisitos establecidos: Cefotaxima, Ciprofloxacino y
Meropenem (Por ejemplo: Lista de antimicrobianos de importancia médica de la
OMS, Guia AWaRe de la OMS, Lista de antimicrobianos importantes para la
medicina veterinaria de la OMSA). Este analisis revelé que los medios mas
utilizados para la recuperacion de Enterobacterales fuero agar MacConkey, Eosina
y Azul de Metileno, Tripticasa soya, Hektoen, Salmonella Shigella, Enriquecimiento
de Enterobacteriaceae, Infusion Cerebro Corazoén, Verde Brillante, Sangre, Xilosa

Lisina Deoxicolato y Agua Peptonada Amortiguada.

V.2 Importancia del uso de antibiéticos como medio selectivo para el
aislamiento de ERIC.

Histéricamente, en el desarrollo de estudios epidemioldgicos de prevalencia de
bacterias resistentes a antibidticos, se han utilizado medios de cultivo de
enriquecimiento y selectivos sin la suplementacion de antibidticos; los aislamientos

obtenidos, se someten a ensayos de susceptibilidad a antibiéticos para identificar
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perfiles de resistencia de bacterias prevalentes en la muestra clinica y ambiental
(Gebre-egziabher et al., 2019; Li et al., 2023; Ssemakadde et al., 2025).

En los ultimos afios se ha sugerido que la suplementacion de antibiéticos como
agente selectivo en medios de enriquecimiento y selectivos puede mejorar la tasa
de recuperacion de BRA (Calarco et al., 2024; Higa et al., 2019). Para comprobar
esta idea, se realiz6 un analisis comparativo de la tasa de resistencia en
aislamientos bacterianos obtenidos a partir de muestras ambientales. Se llevaron a
cabo 5 muestreos independientes utilizando carne de pollo obtenida en
supermercados. Las muestras fueron procesadas en medios de enriquecimiento y
selectivo suplementados con Cefotaxima (CTX) o sin antibioticos (Control). Los
aislamientos obtenidos de los dos procedimientos (CTX y Control) fueron sometidos
a ensayos de resistencia antimicrobiana utilizando Antibidticos de Importancia
Critica-Maxima Prioridad (AIC-MP), Antibiéticos de Importancia Critica (AIC) vy
Antibioticos de Alta Importancia (AAl). Los resultados de este experimento revelaron
una mayor tasa (P < 0.05, IC = 95%) de recuperacién de bacterias resistentes a
antibidticos, en los medios suplementados con CTX; revelando que el uso de
medios de enriquecimiento y selectivos suplementados con antibioticos puede
incrementar hasta un 62% la tasa de recuperacion de bacteria resistentes a
antibioticos (Figura 10). Estos resultados sugieren que la incorporacion de
antibioticos como agente selectivo podria mejorar la eficiencia de los estudios
epidemioldgicos enfocados a la resistencia a antibidticos en muestras clinicas y

ambientales.

Los resultados obtenidos en el presente experimento revelan que el uso de
antibiéticos como agente selectivo podria incrementar la recuperacién de ERIC a
partir de muestras clinicas o ambientales. Resultados comparables han sido
reportados por Bazan y colaboradores utilizando heces de humanos, quienes
observaron una tasa de recuperacion del 93% de bacterias productoras de [3-
lactamasas a partir de medios suplementados con Cefotaxima vs 0% en medios no
suplementados (Bazan-Arca et al., 2025).
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Figura 6. Perfiles de resistencia de aislamientos bacterianos obtenidos en medios de cultivo de
enriquecimiento y selectivos suplementados con Cefotaxima (CTX) y sin suplementacion (Control).
ATM: Aztreonam, MEM: Meropenem, IMP: Imipenem, EFT: Ceftiofur, CRO: Ceftriaxona, CTX:
Cefotaxima, AZM: Azitromicina, NA: Acido nalidixico, CIP: Ciprofloxacino, K: Kanamicina, S:
Estreptomicina, CN: Gentamicina, AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, FOX:
Cefoxitina, SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol, C: Cloranfenicol, FFC: Florfenicol, TE: Tetraciclina.
La comparacién de medias (n = 5) se llevé a cabo con la prueba de 2. NS: no significativo (P > 0.05,
IC = 95%).

V.3 Efecto de medios de cultivo suplementados con Cefotaxima y
Ciprofloxacino sobre la recuperacion de Enterobacterales

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los caldos de enriquecimiento Caldo
tripticasa soya (CTS), Caldo tripticasa soya con extracto de levaduras (CTS+EL),
Agua peptonada amortiguada (APA) e Infusién Cerebro Corazéon (ICC) para
recuperar Enterobacterales resistentes a Cefotaxima (CTX) y Ciprofloxacino (CIP),
se realizé una evaluacidon con muestras de cama estériles inoculadas con
Salmonella enterica resistente a estos dos antibioticos. Este analisis reveld niveles
comparables de recuperacion de S. enterica (P > 0.05, IC = 95%) entre los medios
CTS, CTS+EL, APA e ICC; sugiriendo el potencial uso de cualquiera de estos cuatro
medios para la recuperacion de ERIC (Figura 6).
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Figura 7. Recuperacién de S. enterica en caldos de enriquecimiento seleccionados: Agua peptonada
amortiguada (APA), Caldo Tripticasa Soya (CTS), Caldo Tripticasa Soya con extracto de levaduras
(CTS+EL) e Infusidon Cerebro Corazén (ICC); suplementados con Cefotaxima o Ciprofloxacino. La
grafica presenta valores medios y la dispersion de las muestras. La comparacion de medias (n = 3)
se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX:

Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino.

Con el objetivo de evaluar la eficacia de los caldos de enriquecimiento previamente
seleccionados y el medio selectivo de agar MacConkey suplementado con
antibidticos, para recuperar Enterobacterales resistentes a CTX y CIP, se realizé
una evaluacion con muestras de cama estériles inoculadas con S. enterica
resistente a estos dos antibidticos. Este analisis revel6 niveles comparables de
recuperacion de S. enterica (P > 0.05, IC = 95%) entre los métodos microbiolégicos;
estos datos sugieren que estas cuatro combinaciones de medio de cultivo podrian

ser utilizados para la recuperacion de ERIC (Figura 7).
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Figura 8. Recuperacion de S. enterica en caldos de enriquecimiento seleccionados y posterior
inoculacién en agar MacConkey: Agua peptonada amortiguada (APA), Caldo Tripticasa Soya (CTS),
Caldo Tripticasa Soya con extracto de levaduras (CTS+EL) e Infusion Cerebro Corazén (ICC);
suplementados con Cefotaxima (CTX) o Ciprofloxacino (CIP). La gréfica presenta valores medios y
la dispersion de las muestras. La comparacion de medias (n = 3) se llevé a cabo con la prueba de
ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino.

Para evaluar la eficacia de diferentes medios de cultivo selectivos se realiz6 una
evaluacién con agar Enriquecimiento de Enterobacteriaceae (EE), Tripticasa Soya
(ATS), Hektoen (HEK), Verde Brillante (VB) y MacConkey (MCK) suplementados
con CTX y CIP. Para este fin se utilizaron muestras de cama estériles inoculadas
con S. enterica resistente a estos dos antibidticos. Este analisis revel6 niveles
comparables de recuperacion de S. enterica (P > 0.05, IC = 95%) entre los cinco

medios; esto sugiere que cualquiera de estos medios podria emplearse para la
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recuperacion de ERIC; sin embargo, el analisis exhaustivo de la literatura indicé que

el medio MacConkey es el medio mas frecuentemente utilizado (Figura 8).
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Figura 9. Recuperacion de S. enterica en medios de cultivo selectivos para el aislamiento de
Enterobacterales con Cefotaxima (CTX), Ciprofloxacino (CIP) y sin suplementaciéon (Control) de
antibiéticos. Agar de Enriquecimiento de Enterobacteriaceae (EE), Tripticasa Soya (ATS), Hektoen
(HEK), Verde Brillante (VB), MacConkey (MCK). La grafica presenta valores medios y la dispersion
de las muestras. La comparacion de medias (n = 5) se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey.
NS: no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino.

Para corroborar que los niveles de recuperacion de S. enterica resistente a CTX y
CIP son similares entre EE, ATS, HEK, VB y MCK; se realiz6 un experimento con
muestras de heces de cerdo frescas provenientes de granjas comerciales de
produccion intensiva. Como se reportd en el experimento anterior, en el presente

analisis se observaron niveles de recuperacion de ERIC comparables (P > 0.05, IC
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= 95%) entre los cinco medios analizados. En conjunto, los resultados de estos
respaldan el uso de agar MCK para estudios de prevalencia y abundancia de ERIC

en muestras clinicas y ambientales (Figura 9).
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Figura 10. Recuperacion de ERIC en heces de cerdo utilizando diferentes medios de cultivo
selectivos para el aislamiento de Enterobacterales con y sin suplementacion de antibidticos Agar de
Enriquecimiento de Enterobacteriaceae (EE), Tripticasa Soya (ATS), Hektoen (HEK), Verde Brillante
(VB), Agar MacConkey (MCK). La grafica presenta valores medios y la dispersion de las muestras.
La comparacién de medias (n = 3) se llevé a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no
significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino.
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V.4 Determinacién de la prevalencia de ERIC en muestras ambientales.

Para evaluar el desempefio de la metodologia propuesta en el presente estudio, se
realizd una prueba epidemioldgica piloto con muestras de la industria avicola. Para
este fin se realizaron 10 muestreos independientes, compuestos por 7 muestreos
de cama y 3 muestreos de carne de pollo; para un total de 48 muestras. Las
muestras se sometieron a procesos microbioldgicos para la recuperacion de ERIC
utilizando medios de enriquecimiento y selectivos suplementados con antibi6ticos
de importancia critica, CTX, CIP o Meropenem (MEM). El analisis reveld una
prevalencia de 50%, 46% y 8% de Enterobacterales resistentes a CTX, CIP y MEM;
respectivamente (Figura 10A), en los 10 muestreos realizados. La abundancia
promedio de Enterobacterales resistentes a estos tres antibioticos en estos
muestreos fue 4.81, 4.87 y 3.80 UFC Log1o/g; respectivamente (Figura 10B). Estos
resultados indican una alta prevalencia de ERIC en muestras ambientales obtenidas

de la industria avicola.
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Figura 11. Prevalencia de Enterobacterales resistentes a antibidticos de importancia critica en
muestras de carne y camas de pollos. La grafica presenta valores medios y la dispersion de las
muestras. La comparacion de medias (n = 48) se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS:
no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

De los 10 muestreos procesados, se obtuvieron un total de 170 aislamientos con
caracteristicas morfolégicas compatibles con miembros del orden Enterobacterales.
Del total de aislamientos, el 63% y 37% se obtuvo a partir de muestras de carne de
pollo y camas de pollo, respectivamente. Estos aislamientos se sometieron a
ensayos de susceptibilidad a antibioticos utilizando Antibidticos de Importancia
Critica-Maxima Prioridad (AIC-MP), Antibiéticos de Importancia Critica (AIC) vy
Antibioticos de Alta Importancia (AAl).

En el caso de los AIC-MP, para Aztreonam (97% vs. 94%), Cefotaxima (100% vs.
97%), Ceftriaxona (100% vs. 97%) y Ceftiofur (100% vs. 97%) no se registraron
diferencias (P > 0.05) entre las prevalencias de resistencia obtenidas en medios de
cultivo suplementados con CTX y CIP; respectivamente. En contraste, la
prevalencia de resistencia a Aztreonam (43%), Cefotaxima (49%), Ceftriaxona
(50%) y Ceftiofur (46%) fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados
con MEM. En el caso de Imipenem (48%, 57% y 28%) y Meropenem (26%, 10% y
6%), no se observaron diferencias en la prevalencia de resistencia entre los medios
suplementados con CTX, CIP TX, CIP y MEM,; respectivamente (P > 0.05) (Figura
11).

En el caso de los AIC, en los estudios con Acido Nalidixico (96% vs. 94%),
Ciprofloxacino (97% vs. 94%), Estreptomicina (92% vs. 88%) y Gentamicina (96%
vs. 87%) no se registraron diferencias (P > 0.05) entre las prevalencias de
resistencia obtenidas en medios de cultivo suplementados con CTX y CIP;
respectivamente. En contraste, la prevalencia de resistencia a Acido Nalidixico
(48%), Ciprofloxacino (46%), Estreptomicina (46%), y Gentamicina (44%) fue menor
(P <0.05) en medios de cultivo suplementados con MEM. En el caso de Azitromicina
(89% vs. 71%) y Kanamicina (84% vs. 63%) no se encontraron diferencias (P> 0.05)
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entre la prevalencia de resistencia registrada en medios suplementados con CTX 'y
CIP. Caso similar fue observado con los analisis de CIP y MEM, donde no se
observaron diferencias (P > 0.05) en las prevalencias de resistencia contra
Azitromicina (71% vs. 40%, respectivamente) y Kanamicina (63% vs. 40%,
respectivamente). En contraste, la prevalencia de resistencia a Azitromicina (89%
vs. 40%) y Kanamicina (84% vs. 40%) fue mayor (P < 0.05) en medios de cultivo

suplementados con CTX en comparacion con MEM (Figura 12).
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Figura 12. Prevalencia de resistencia a Antibidticos de Importancia Critica-Maxima Prioridad. La
grafica presenta valores medios y la dispersidon de las muestras. El mapa de calor presenta los
resultados individuales para cada muestreo utilizando cada uno de los medios suplementados con
antibidticos La comparacion de medias se llevd a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no
significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.
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Dentro de los AAl, en la evaluacion de Ampicilina (99% vs. 93%), Cloranfenicol (92%
vs. 83%), Florfenicol (96% vs. 84%), Tetraciclina (97% vs. 90%) vy
Trimetoprima/Sulfametoxazol (94% vs. 91%) no se registraron diferencias (P> 0.05)
entre las prevalencias de resistencia obtenidas en medios de cultivo suplementados
con CTX y CIP; respectivamente. En contraste, la prevalencia de resistencia a
Ampicilina (67%), Cloranfenicol (41%), Florfenicol (40%), Tetraciclina (43%) y
Trimetoprima/Sulfametoxazol (42%) fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo

suplementados con MEM.

Estreptomicina Gentamicina Kanamicina
0.0010 0.0005 0.0041
ns o 0.0027 ns 00037 ns ns
_ 100
M1 M1 M1
100 s s » 100 o= o . 100— eess sss . I 90
90 o —a— e M2 90+ M2 904 =« M2 80
= 80 . M3 80— X M3 80~ o . M2 70
= T o - . 4 70 - . M4 70 sen wee se M4 60
2 o4 M5 60 M5 60-] - M5,
Q . 1) L] L] a0
S 50 M6 50 M6 50 M6 0
Tg 40 M7 40— M7 40— —_ M7
E 30_ .. w8 30_ * .0 M8 30_ Ll 1) *e M8 30
o 204 o 20 Ma 20+ ° P 2
. o . 10
10 M10 12 M10 10 mM10
0 T T T 0 T T T o—TT"1r —

CTX CIP MEM «+c§<,,¢ CTX CIP MEM FSS CTX CIP MEM «+o\‘2 @é
L ]

Aminoglucdsidos

Azitromicina Acido Nalidixico Ciprofloxacino
0.0028 0.0011 0.0004
ns ns ns 0.0014 ns 0.0006
100
M1 M1 M1 I
100 === s . 100 === == oo 100 === e oo 90
0o —— o . w2 90— - Mz 90 - M2 80
< 80 R M3 80— . M3 80 . M2 7
< 70+ " sses M4 70 X M4 09 . M4 60
h) 60 M5 60 M5 60 M5
Qo [ - 50
S 504 R mMé 50 . — M6 50 . —— M6 0
Tg 404 — M7 40— M7 404 M7
] - (1] [ X} (X} 0
[y ms 30 Me 30 Mg
o 20 . 20 Mo 20 Mo 20
- - — 10
10 M10 12 M10 10 M10
0— T T 0 T —*t 07— —0
€TX CIP MEM < CTX CIP MEM PP CTX CIP MEM S
—_ L 1
Macrélidos Quinolonas

Figura 13. Prevalencia de resistencia a Antibiéticos de Importancia Critica. La grafica presenta
valores medios y la dispersion de las muestras. El mapa de calor presenta los resultados individuales
para cada muestreo utilizando cada uno de los medios suplementados con antibidticos La
comparacion de medias se llevd a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P >
0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.
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En el caso de Amoxicilina/Acido clavulanico (70%, 83% y 42%) y Cefoxitina (60%,
62% y 38%), no se observaron diferencias en la prevalencia de resistencia entre los
medios suplementados con CTX, CIP y MEM,; respectivamente (P > 0.05) (Figura
13). En general, el presente trabajo revel6 que la prevalencia de resistencia en los
muestreos realizados fue menor en medios suplementados con MEM, para la

mayoria de los antibidticos analizados.
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Figura 14. Prevalencia de resistencia a Antibiéticos de Alta Importancia La grafica presenta valores
medios y la dispersién de las muestras. El mapa de calor presenta los resultados individuales para
cada muestreo utilizando cada uno de los medios suplementados con antibiéticos La comparacién
de medias se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC =
95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

V.5 Obtencion de perfiles de resistencia a antibiéticos

En general, el presente trabajo reveld tasas elevadas de resistencia para los 19

antibiodticos evaluados. Entre los niveles de resistencia destacan los observados
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para los monobactamicos (rango = 76%-86%), las cefalosporinas de 3ra generacién
(92%-100%), los carbapenémicos (4%-56%), los macrélidos (69%-74%),
aminoglucosidos (58%-90%), quinolonas (82%-95%), derivados de la penicilina
(54%-97%), anfenicoles (63%-89%), cefalosporinas de 2da generacion (39%-51%),
tetraciclinas (54%-90%) y sulfonamidas (66%-86%) (Figura 14).
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Figura 15. Comparacién del porcentaje de resistencia a antibidticos en aislamientos obtenidos en
medios de cultivo suplementados con Cefotaxima (CTX), Ciprofloxacino (CIP) o Meropenem (MEM).
Mapa de calor representa los porcentajes de resistencia con la escala de color (%) sefalada del lado

derecho.

Niveles comparables de resistencia a estas clases o subclases de antibidticos se
han reportado en la literatura para muestras de origen avicola; por ejemplo,
cefalosporinas (rango =12%-98%), quinolonas (9%-94%), derivados de la penicilina
(51%-100%), macrolidos (2%-100%), anfenicoles (18%-93%), tetraciclinas (0%-
97%), sulfonamidas (37%-96%) y carbapenémicos (0%-35%) (Tabla 9). Estas tasas
de resistencia son alarmantes desde el punto de vista epidemioldgico, considerando

que la mayoria de los antibiéticos presentan tasas elevadas de resistencia.

En los analisis de resistencia a AIC-MP, se observé que Cefotaxima (100% vs.
100%) y Ceftiofur (99% vs. 98%) no presentaron diferencias (P > 0.05) entre las

tasas de resistencia obtenidas en medios de cultivo suplementados con CTX y CIP;
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respectivamente. En contraste, la tasa de resistencia a Cefotaxima (68%) y Ceftiofur
(64%) fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con MEM. En el
caso de Meropenem, no se encontraron diferencias (P > 0.05) entre la tasa de
resistencia registrada en medios suplementados con CTX y CIP (4% vs. 10%,
respectivamente). Caso similar fue observado con los analisis de CIP y MEM, donde
no se observaron diferencias (P > 0.05) en las tasas de resistencia contra
Meropenem (10% vs. 33%, respectivamente). En contraste, la tasa de resistencia a
Meropenem fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con CTX en
comparacion con MEM (4% vs. 33%, respectivamente). En el caso de Ceftriaxona
no se encontraron diferencias (P > 0.05) entre la tasa de resistencia registrada en
medios suplementados con CTX y CIP (100% vs. 97%, respectivamente). Caso
similar fue observado con los analisis de CIP y MEM, donde no se observaron
diferencias (P > 0.05) en la tasa de resistencia contra Ceftriaxona (97% vs. 69%,
respectivamente). En contraste, la tasa de resistencia a Ceftriaxona fue mayor (P <
0.05) en medios de cultivo suplementados con CTX en comparacién con MEM
(100% vs. 69%, respectivamente). Para Aztreonam (92%, 89% y 62%) e Imipenem
(43%, 53% y 37%), no se observaron diferencias en la tasa de resistencia entre los
medios suplementados con CTX, CIP y MEM,; respectivamente (P > 0.05) (Figura
15).

En el caso de los AIC, para Ciprofloxacino no se registraron diferencias (P > 0.05)
entre las tasas de resistencia obtenidas en medios de cultivo suplementados con
CTX 'y CIP (95% vs. 97%, respectivamente). En contraste, la tasa de resistencia a
Ciprofloxacino fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con MEM
(63%). En el caso de Azitromicina (80%, 72% y 51%), Acido Nalidixico (96%, 95%
y 65%), Estreptomicina (90%, 87% y 65%), Gentamicina (92%, 86% y 62%) y
Kanamicina (79%, 55% y 57%), no se observaron diferencias en la tasa de
resistencia entre los medios suplementados con TX, CIP y MEM; respectivamente
(P> 0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de resistencia a Antibiéticos de Importancia Critica-Maxima Prioridad. La
grafica presenta valores medios y la dispersidon de las muestras. El mapa de calor presenta los
resultados individuales para cada muestreo utilizando cada uno de los medios suplementados con
antibiéticos La comparacion de medias se llevd a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no
significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

En el caso de los AAI, para Ampicilina no se registraron diferencias (P > 0.05) entre
las tasas de resistencia obtenidas en medios de cultivo suplementados con CTX'y
CIP (99% vs. 95%, respectivamente). En contraste, la tasa de resistencia a
Ampicilina fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con MEM
(65%). En el caso de Amoxicilina/Acido clavulanico (65%, 81% y 59%), Cefoxitina
(49%, 59% y 54%), Cloranfenicol (90%, 77% y 58%), Florfenicol (95%, 78% y 59%),
Tetraciclina (94%, 90% y 61%) y Trimetoprima/Sulfametoxazol (93%, 88% y 61%),
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no se observaron diferencias en

la tasa de resistencia entre

los medios

suplementados con CTX, CIP y MEM; respectivamente (P > 0.05) (Figura 17).

Estreptomicina

Gentamicina

ns

Kanamicina

ns

Figura 17. Porcentaje de resistencia a Antibidticos de Importancia Critica. La grafica presenta valores

medios y la dispersién de las muestras. El mapa de calor presenta los resultados individuales para

cada muestreo utilizando cada uno de los medios suplementados con antibiéticos La comparacién

de medias se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC =
95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.
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Tabla 9. Tasas de resistencia a clases de antibidticos observadas en muestras
provenientes de la industria avicola.

wn n
(@] n 8

2 o £ » @

Referencias @ @ ‘§ 2 s E 0 _g e,

c c = o o [e) () - S

= ie: 2 = @ ke o1 2 S

2 2 = S S 5 3 & S

@© - S

g 3 < = 3 g S 2 @
(Baez et al., 2021) 100% | 50% - 53% | 82% | 34% 0% 81% | 58%
(Amancha et al., 2023) 51% | 34% - 77% | 22% | 38% 0% 73% | 58%
(Economou et al., 2023) 99% | 74% | 93% - 96% | 43% 0% 0% 45%
(Tigabie et al., 2023) 92% | 47% | 11% - 19% | 29% 9% 91% | 66%
(Nasilele et al., 2024) 52% 9% - 2% - 18% 1% 33% | 37%
(Sinyawa et al., 2024) 87% | 54% | 30% - 26% | 22% 6% 74% | 53%
(Kamel et al., 2024) 80% | 94% | 78% | 100% | 12% - - 97% | 96%
(Rus et al., 2025) 81% | 70% | 21% | 45% | 48% | 74% 0% 39% | 58%
(Tanni et al., 2025) 100% | 86% | 34% | 72% | 98% | 93% | 35% | 82% | 94%
(Tsitsos et al., 2025) 95% | 64% | 16% | 67% | 73% | 18% 0% 49% | 63%
Presente estudio 77% | 89% | 79% | 72% | 96% | 76% | 35% | 78% | 79%
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V.6 Obtencion de patrones de resistencia a antibiéticos

Con el objetivo de determinar que medio suplementado obtiene las mayores tasas
de resistencia a antibiodticos, se analizaron los indices de resistencia a antibidticos.
Este analisis revel6 que no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05) entre
los indices de resistencia obtenidos con los tres medios selectivos (Figura 18). En
general, se observaron indices de resistencia a antibiéticos mayores a 0.7
(promedio) en los medios suplementados con CTX, CIP y MEM. Estos resultados
indican que los aislamientos obtenidos son considerados de alto riesgo ya que
presentan un indice de resistencia a antibidticos = 0.2 (Krumperman, 1983; Sandhu
et al., 2016). Resultados comparables se han reportado en muestras obtenidas en
reproductoras pesadas y pollos de engorda (Bhattarai et al., 2024; Mir et al., 2022).
En conjunto, estos datos resaltan la elevada prevalencia de bacterias

multirresistentes a antibiodticos en la industria avicola.

ns

1.0 .

094 8 ., *e°
§ 0g 3% o= 1.0
2 8 07 e CTX 0.8
n Q .
171\‘3 0.6 . .
23 05 0.6
£ E 0.4 CIP -
T 0.24 MEM - 0.2
-E 0.1_

0.0 —T— 71—t T 0

CTX CIP MEM

1 1 1

Figura 19. indice resistencia a antibiéticos. La grafica presenta valores medios y la dispersion de las
muestras. El mapa de calor presenta los resultados individuales para cada muestreo utilizando cada
uno de los medios suplementados con antibioticos La comparacién de medias se llevé a cabo con la
prueba de ANOVA + Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP:

Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

Con el objetivo de determinar que medio suplementado obtiene los aislamientos
mas resistentes a los antibidticos analizados, se analizé el numero de antibidticos a
los que presento resistencia cada uno de los aislamientos obtenidos. Este analisis

reveld6 que no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
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aislamientos obtenidos en CTX con respecto a CIP. Caso similar se presento en el
analisis de CTX con respecto a MEM (P > 0.05). Sin embargo, los aislamientos
obtenidos en CIP fueron mas resistentes (P > 0.05) que los aislamientos obtenidos
en MEM. Asimismo, se observd que el 93%, 89% y 63% de los aislamientos
obtenidos en CIP, CTX y MEM respectivamente se encontraron en el rango de

resistencia a 12-18 antibidticos. (Figura 19).
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Figura 20. Resistencia a antibidticos en aislamientos obtenidos bajo diferentes estrategias de
suplementacion de antibiotico y su distribucion. La grafica presenta valores medios y la dispersion
de las muestras. La comparacién de medias se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS:
no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

Por otra parte, se observo que el 100% de los aislamientos obtenidos en cada
suplementacién presentd el fenotipo MDR; ademas, el 34%, 31% y 16% de los
aislamientos para las suplementaciones de CIP, CTX y MEM respectivamente

presentaron el fenotipo de resistencia extendida (XDR) (Figura 24).

Para determinar la co-ocurrencia de resistencia a antibiéticos observada en los
aislamientos obtenidos en las distintas suplementaciones de antibidtico, se
analizaron los patrones de multirresistencia obtenidos para las categorias de
antibiéticos analizadas. Para los AIC-MP el 91%, 93% y 83% de los aislamientos
obtenidos en las suplementaciones de CTX, CIP y MEM respectivamente, presentan

resistencia a al menos cuatro de los seis antibiéticos evaluados dentro de esta
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categoria; ademas, en los aislamientos obtenidos a partir de la suplementacion con
CTX no se registraron aislamientos capaces de resistir a los seis antibioticos de la
categoria (Figura 25). En el caso de los AIC se observo que el 86%, 77% y 91% de
los aislamientos obtenidos en las suplementaciones de CTX, CIP y MEM
respectivamente, presentaron resistencia a al menos cuatro de los seis antibioticos
evaluados dentro de la categoria (Figura 26).Por ultimo, para los AAl destaco que
el 89%, 91% y 73% de los aislamientos obtenidos en las suplementaciones de CTX,
CIP y MEM respectivamente presentaron resistencia a al menos cuatro de los siete

antibiéticos evaluados dentro de la categoria (Figura 27).
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Figura 21. Resistencia a clases de antibiéticos en aislamientos obtenidos bajo diferentes estrategias
de suplementacion de antibiético y su distribucién. La grafica presenta valores medios y la dispersion
de las muestras. La comparacién de medias se llevé a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS:
no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.

Los perfiles y patrones de resistencia obtenidos en el presente estudio reflejan la
magnitud del problema de la resistencia a antibioticos en entornos de produccion
avicola. Resultados similares han sido reportados en entornos de produccién animal
(Sallam et al., 2023); asi como en entornos clinicos y ambientales (Altayb et al.,
2022).
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Figura 22. Patrones de resistencia a Antibidticos de Importancia Critica — Maxima Prioridad
identificados en aislamientos obtenidos bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibidtico.
MEM: Meropenem, IMI: Imipenem, EFT: Ceftiofur, CRO: Ceftriaxona, CTX: Cefotaxima, ATM:
Aztreonam.
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Figura 23. Patrones de resistencia a Antibiéticos de Importancia Critica identificados en aislamientos
obtenidos bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibiético. AZM: Azitromicina, NA:

Acido nalidixico, CIP: Ciprofloxacino, CN: Gentamicina, S: Estreptomicina, K: Kanamicina.
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Figura 24. Patrones de resistencia a Antibiéticos de Alta Importancia identificados en aislamientos
obtenidos bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibidtico. C: Cloranfenicol, FFC:
Florfenicol, AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, STX:
Trimetoprima/Sulfametoxazol, TE: Tetraciclina, FOX: Cefoxitina.

Por ultimo, con el objetivo de evaluar la eficacia de las suplementaciones de
antibidtico utilizadas se realizd un analisis comparativo entre las distintas
suplementaciones de antibidticos utilizadas con la intencion de evaluar su eficacia

en el aislamiento de ERIC resistentes a todos los antibidticos evaluados.
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En los analisis realizados no se registraron diferencias (P > 0.05) entre medios de
cultivo suplementados con CTX y CIP respectivamente, al realizar las evaluaciones
para la tasa de resistencia general (82% vs. 79%), AIC-MP (73% vs. 74%), AIC (89%
vs. 82%), AAl (83% vs. 81%) y bacterias resistentes a cefalosporinas de 3ra
generacion (99% vs. 98%). En contraste, la tasa de resistencia general (58%), AIC-
MP (55%), AIC (60%), AAl (60%) y bacterias resistentes a cefalosporinas de 3ra
generacion (67%) fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con
MEM. En el caso de bacterias resistentes a carbapenémicos (23%, 31% y 35%), no
se observaron diferencias en la prevalencia de resistencia entre los medios

suplementados con CTX, CIP y MEM; respectivamente (P > 0.05) (Figura 25).

También se analiz6 la capacidad de cada suplementacion para la recuperacion de
aislamientos resistentes a todos los antibidticos evaluados en cada categoria. Los
analisis realizados revelaron diferencias (24% vs 8%) en la recuperacién de
aislamientos en medios de cultivo suplementados con MEM y CIP; respectivamente
(P < 0.05). Caso similar se aprecid en la comparacion de recuperacion de
aislamientos (24% vs 0%) en medios de cultivo suplementados con MEM y CTX;
respectivamente (P < 0.05). Este comportamiento se replicé en la comparacion de
recuperacion de aislamientos (8% vs 0%) en medios de cultivo suplementados con
CIP y CTX; respectivamente (P < 0.05). Dentro de los AIC (41% vs. 48%) no se
registraron diferencias (P > 0.05) recuperacion de aislamientos en medios de cultivo
suplementados con CTX y CIP; respectivamente. En contraste la recuperacion de
aislamientos (26%) fue menor (P < 0.05) en medios de cultivo suplementados con
MEM. En el caso de los AAI (21%, 33% y 26%) no se observaron diferencias en la
recuperacion de aislamientos entre los medios suplementados con CTX, CIP y
MEM; respectivamente (P > 0.05) (Figura 26).

Los datos obtenidos sugieren la circulacion de aislamientos con perfiles de
resistencia de alta relevancia en entornos de produccion avicola; reforzando la idea

de mantener estrecha vigilancia sobre estos entornos.
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Figura 25. Evaluacion de recuperacion de aislamientos resistentes obtenidos bajo diferentes
estrategias de suplementacion de antibidtico. La gréfica presenta valores medios y la dispersién de
las muestras. La comparacién de medias se llevo a cabo con la prueba de ANOVA + Tukey. NS: no
significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM: Meropenem.
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Figura 26. Distribucién de aislamientos resistentes a todos los antibidticos por categoria obtenidos

bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibiotico.

V.7 Determinacion de la diversidad de ERIC en muestras ambientales

Los resultados de la secuenciacion del gen 16S rRNA permitieron identificar el 93%
de los aislamientos obtenidos en los muestreos realizados. El género mas
prevalente fue Escherichia (75%) seguido de Proteus (8%), Enterococcus (5%),
Enterobacter (2%), Acinetobacter (1%), Salmonella (1%) y Bordetella (1%) (Figura
27). En términos de diversidad se observd una mayor diversidad de géneros
recuperados en medios de cultivo suplementados con Meropenem comparado con
los medios de cultivo suplementados con Cefotaxima y Ciprofloxacino (Figura 28).
El descubrimiento de Escherichia como género predominante es consistente con
estudios previos realizados en entornos de produccion avicola (Kadri et al., 2018).
Asimismo, estudios donde se analiza la prevalencia de patdégenos que provocan
sepsis generalizada en humanos también han demostrado una predominancia de
este género, demostrando su potencial de amenaza desde la vision de Una Salud.
Por otra parte, la identificacion de otros géneros de importancia clinica y veterinaria
como Proteus, Enterobactery Salmonella es; sin lugar a duda, una nueva evidencia
de la necesidad de establecer programas de vigilancia sistematica sobre los

miembros del orden Enterobacterales. Por ultimo, la deteccidon de Enterococcus y
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Bordetella a partir de la estrategia utilizada resulta novedosa, teniendo en cuenta
que no se localizaron reportes de recuperacion de estos géneros bacterianos en

estudios donde se emplearan estrategias similares a las llevadas a cabo en el

presente estudio.
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Figura 27. Diversidad y distribucion de géneros bacterianos identificados por muestreo obtenidos
bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibiotico.
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Figura 28. Distribucion de géneros bacterianos y analisis de diversidad en aislamientos obtenidos

bajo diferentes estrategias de suplementacion de antibiético. La gréfica presenta valores medios y la

dispersion de las muestras. La comparacion de medias se llevé a cabo con la prueba de ANOVA +
Tukey. NS: no significativo (P > 0.05, IC = 95%). CTX: Cefotaxima, CIP: Ciprofloxacino, MEM:

Meropenem.
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VL. Conclusiones
Los analisis realizados en el presente estudio revelaron que no existe una
metodologia estandarizada para el aislamiento de ERIC en muestras cinicas vy
ambientales, limitando la capacidad para realizar estudios microbiolégicos
comparativos y dificultando la vigilancia epidemiolégica. En el presente estudio se
propone el uso de Agua Peptonada Amortiguada y agar MacConkey suplementados
con CTX, CIP o MEM para la recuperacion de ERIC en muestras clinicas y
ambientales. Esta propuesta se sustenta en los resultados obtenidos; asi como el
uso frecuente en estudios reportados en la literatura cientifica de los ultimos diez

anos.

Ademas, el presente estudio demostré que la eleccion del antibidtico como agente
selectivo influye directamente en las tasas de aislamiento, prevalencia, perfiles y
patrones de resistencia antimicrobiana, asi como en la diversidad de géneros
bacterianos recuperados a partir de muestras clinicas y ambientales, condicionando

de manera sustancial la interpretacion de los resultados microbioldgicos.

Finalmente, se evidencié la alta prevalencia de ERIC en productos carnicos
destinados al consumo humano, asi como en los sistemas de produccion animal; lo
que representa un riesgo significativo para la Salud Publica y evidencia la magnitud

del problema de la resistencia antimicrobiana en la cadena alimentaria.
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