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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un suceso mundial emergente que constituye en la
actualidad uno de los problemas mas importantes en salud publica. Un grupo de
bacterias clasificadas con el acronimo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp.), se encuentran asociadas a la
multirresistencia, asi como al incremento de las infecciones asociadas a la atencion de
la salud e infecciones asociadas a la comunidad. A pesar de que este grupo de
bacterias ha sido ampliamente estudiado en ambiente hospitalario y comunitario, se
conoce poco acerca del papel que tienen en el ambiente, en las aguas residuales;
estas son consideras como reservorios de bacterias y genes de resistencia a los
antimicrobianos a partir de las cuales se diseminan al ambiente. El objetivo de este
trabajo fue detectar fenotipicamente los marcadores de resistencia que expresan las
bacterias del grupo ESKAPE aisladas de aguas residuales hospitalarias. Se colectaron
muestras de agua residual y agua tratada de la planta de tratamiento del Hospital
Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca. Las muestras de agua residual fueron
sembradas en cromo-agares con antibiotico, considerando los puntos de corte de cada
antibidtico de acuerdo con el Clinical Laboratory Standard Institute (2019). Los
aislamientos obtenidos fueron resembrados a partir de una sola colonia para obtener
cultivos puros a partir de los cuales se llevo a cabo la identificacion de especie por
medio del sistema API®. En este trabajo se observé una disminucién de la carga
bacteriana en aguas residuales tratadas en comparacién con aguas residuales no
tratadas. Se confirmo la identificacion en la muestra de agua residual del género
Staphylococcus sp., y en la muestra de agua residual tratada se identificaron

Staphylococcus sp. y Klebsiella oxytoca.

VI



INTRODUCCION

Dentro de los descubrimientos que se han realizado en la historia del ser humano se
encuentran los antibioticos, a partir del descubrimiento de la penicilina por Alexander
Fleming en 1928 se inicia la era del uso de los antibidticos. Los antibidticos tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano o destruir una célula bacteriana, a través
de diferentes mecanismos de accion. Sin embargo, las bacterias han desarrollado
mecanismos de resistencia que impiden al antibiético ejercer su mecanismo de accion
dependiendo del grupo de antibidtico que se trate. Los principales mecanismos de
resistencia a los antibioticos son: hidrolisis enzimética, alteracion del sitio blanco,
alteracion de la permeabilidad y las bombas de expulsiéon. Actualmente 700,000
muertes al afio son atribuidas a la resistencia antimicrobiana (RAM) a nivel mundial,
con este ritmo se estima que para el afio 2050 habra 10 millones de muertes al afio
con un impacto en la economia mundial de hasta 100 trillones de ddlares por afio. Una
proporcion de antibidticos administrados a humanos son utilizados en el ambiente
hospitalario y otra parte en el ambiente comunitario, con residuos que eventualmente
terminan en las aguas residuales. Las plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) han sido descritas como puntos criticos para la propagacion de la RAM, debido
a que funcionan como reservorios de bacterias resistentes a los antibiéticos (BRA),
genes de resistencia a los antibidticos (GRA), asi como elementos genéticos moviles

(EGM) mediante la transferencia horizontal de genes (THG) entre géneros bacterianos.



1. MARCO TEORICO

1.1. Historia general de los antibioticos

El primer producto antibacteriano de origen natural fue descubierto por E. de
Freudenreich al estudiar la piocianasa, pigmento azul que al ser liberado por la bacteria
Pseudomonas aeruginosa en cultivo impedia el crecimiento de otras bacterias
patégenas. Por su inestabilidad y toxicidad la piocianasa no podia ser utilizada en el
campo de la antibioterapia (Belloso, 2009). Al quimico Paul Ehrlich se le atribuye el
maximo logro terapéutico de los antibidticos, dando un puntapié inicial con el
salvarsan, un compuesto derivado de arsénico que mostro utilidad en el tratamiento
de la sifilis, aunque su toxicidad lo colocaba lejos de ser candidato ideal para aplicarlo
como terapia (Gensini et al., 2007). En 1920 Alexander Fleming informo el
descubrimiento de una sustancia presente en las lagrimas humanas que determinaba
gue algunas bacterias se destruyeran y la llamo “lisozima” (Belloso, 2009). Hacia 1928
Fleming logré descubrir una sustancia capaz de difundirse a través del agar y de lisar
las bacterias. A esta sustancia la llamdé “penicilina” con este descubrimiento se inicia

la era del uso de los antibioticos (Fleming, 1929).

1.2. Concepto de antibiotico

Se define como antibiético a una molécula natural (producida por hongos o bacterias),
sintética 0 semisintética (producidos a partir de moléculas simples, o cuando hay
modificacién quimica de alguna estructura del antibiético original) capaz de inducir la
muerte celular o inhibir el crecimiento de bacterias. Se utiliza el término antibiético para
referirnos al subgrupo de antimicrobianos con actividad antibacteriana (Seija & Vignoli,
2006). Los antibioticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accidén especifica
sobre alguna estructura o funcién del microorganismo, tienen elevada potencia
biolégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima

toxicidad para las células de nuestro organismo (Seija & Vignoli, 2006).



1.3. Clasificacion de los antibidticos y mecanismos de accion

Cuando la accion de los antibiéticos incluye una amplia gama de especies bacterianas
se habla de antibiéticos de amplio espectro, mientras que si solo afectan a una gama
reducida de bacterias se habla de antibi6ticos de espectro reducido (Seija & Vignoli,
2006). Los antibidticos que destruyen o provocan lisis en las bacterias son agentes
con efectos bactericida, mientras que los que inhiben el crecimiento bacteriano son
antibidticos con efecto bacteriostatico y debido a que impiden el desarrollo y la
multiplicacion bacteriana sin provocar su lisis (Madigan et al., 2015). Otro concepto
farmacodinamico de interés en la interaccion entre bacterias y antibiéticos es el efecto
post-antibiético (EPA). Proceso que consiste en la supresion del crecimiento
bacteriano tras la exposicion a un antibiético, expresado de otra manera, el tiempo que
tarda un organismo en recuperarse de los efectos producidos por el antibiético
(Macgowan & Bowker, 1997; Craig, 1998). Atendiendo a su mecanismo de accion y
estructura quimica, los antibidticos principales de interés clinico y sus principales

representantes se describen a continuacion.

1.3.1. Inhibidores de sintesis de la pared bacteriana

1.3.1.1. B-lactamicos

Los B-lactamicos son una familia de antibioticos que estructuralmente poseen un anillo
B-lactamico. Son el grupo mas numeroso de los antimicrobianos, ademas de ser los
mas utilizados en la practica clinica. Su accion bactericida es lenta, actdan inhibiendo
la sintesis de la pared celular bacteriana, tienen amplio margen terapéutico y escasa
toxicidad. Su espectro ha ido aumentando a lo largo del tiempo con la incorporacién
de nuevas moléculas que actuan frente a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
pero la aparicion progresiva de la resistencia adquirida por los microorganismos ha
limitado su uso. Los B-lactamicos se pueden clasificar en cuatro grupos diferentes:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Seija & Vignoli,
2006).



Los pB-lactamicos actian como sustratos competitivos de distintas enzimas
participantes en la sintesis de la pared celular, especialmente de las proteinas
ligadoras de penicilina (PBP’s, por sus siglas en inglés) ya que presentan una similitud
estructural con el extremo D-alanina-D-alanina del pentapéptido que enlaza las
cadenas de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina, constituyendo cadenas
largas de glucidos formados por repeticiones de &cido N-acetilmuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija y entrecruza a los péptidos para formar una
malla, esta Ultima etapa de sintesis es llamada transpeptidacion, en presencia de
antimicrobianos B-lactamicos, las transpeptidasas hidrolizan el enlace amida del anillo
B-lactdmico y se forma un éster estable entre el compuesto hidrolizado y un grupo
hidroxilo de la serina del sitio activo de la enzima. De este modo la pared celular se
debilita y puede lisarse por la presion osmotica intracelular (Suarez & Gudiol, 2009; Ma
Garcia-Hernandez et al., 2011).

1.3.1.2. Glucopéptidos

Los glucopéptidos son antibidticos que contienen un heptapéptido como estructura
central. Dentro de los glucopéptidos se encuentran la vancomicina y teicoplanina,
tienen efecto bacteriostatico frente a Enterococcus sp. caso contrario con lo que
sucede contra las demas bacterias Gram-positivas que tienen efecto bactericida
(Palomo, 2014). Los glucopéptidos actuan en la tercera fase (transglucosilacion) de la
biosintesis de la pared bacteriana inhibiendo la sintesis del peptidoglicano. Su
mecanismo de accion de la vancomicina consiste en unirse al lipido Il precisamente
con las terminaciones D-alanina D-alanina del disacarido pentapéptido evitando asi la
accion de las glucotransferasas y transpeptidasas y en consecuencia evitando la

elongacion del peptidoglucano (Ogrady et al., 1997).

1.3.1.3. Fosfonopéptidos

La fosfomicina es un derivado del acido fosfénico, sintetizada a partir de Streptomyces
fradiae y Pseudomonas syringae. Antibidtico con efecto bactericida y un amplio
espectro de accion tanto en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. En bacterias
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Gram-negativas la fosfomicina atraviesa la membrana externa mediante las porinas;
debido a su tamafo pasa la barrera del peptidoglucano sin dificultad y finalmente
atraviesa la membrana citoplasméatica a través de sistemas de transporte activo.
Posteriormente, inhibe la UDP-N-acetilglucosamina-enolpiruvil transferasa (MurA),
enzima responsable de catalizar la formacién de N-acetilmuramico, precursor del
peptidoglucano, a través de la union de N-acetilglucosamina y fosfoenolpiruvato. Sin
embargo, la fosfomicina al ser un analogo estructural del fosfoenolpiruvato, se une
covalentemente con la enzima MurA provocando la lisis bacteriana (Pedreira et al.,
2003; Falagas et al., 2008; Candel et al., 2019).

1.3.1.4. Isoxazolidinonas

La cicloserina es un antibidtico aislado a partir de Streptomyces orchidaceous analogo
estructural del aminoacido D-alanina. Actua sobre la base de la D-alanina, inhibiendo
competitivamente la actividad de las enzimas L-alanina-racemasa (transforma L-
alanina en D-alanina), D-alanil-D-alanina-sintetasa (forma dimeros de D-alanina) y
alanina permeasa, e interfiere con la sintesis de la pared de la bacteria (Spigelman,
2007; Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

1.3.1.5. Bacitracina

La bacitracina es un antibiético polipeptidico aislado de Bacillus subtilis, con actividad
frente a bacterias Gram-positivas (Staphylococcus sp. y Streptococcus sp.), tiene
efecto bacteriostatico o bactericida dependiendo de su concentracion. Este
antimicrobiano se une al fosfobactoprenol para bloquear su desfosforilacion, e impide
gue pueda utilizarse para transportar los polimeros lineales de disacarido-pentapéptido
a través de la membrana citoplasmatica, hasta la pared de la bacteria que esta en

formacion (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).



1.3.2. Inhibidores de sintesis de proteinas

1.3.2.1. Aminoglucésidos

Se denominan también oligosacéaridos obtenidos mediante sintesis de bacterias del
género Streptomyces que pertenecen al phylum Actinobacteria. Su estructura quimica
se compone de aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico
hexagonal con grupos amino (aminociclitol). De acuerdo con el componente
aminociclitol se clasifican en dos grupos: aminoglucésido con aminociclitol y

aminociclitol sin aminoglucésido (Mandell et al., 1988).

Los aminoglucésidos tienen efecto bactericida frente a bacilos Gram-negativos
aerobios, entre ellos, enterobacterias y bacilos no fermentadores por ejemplo P.
aeruginosa y Acinetobacter sp. Ademas, tienen efecto ante bacterias Gram-positivas,
incluyendo Staphylococcus sp. y Enterococcus sp. La accion de los aminoglucosidos
comprende una interaccion inicial con la superficie externa de la membrana celular
bacteriana para difundir a través de los poros proteicos de la cara exterior de la pared
celular de las bacterias Gram-negativas, penetrando en el espacio periplasmico. El
transporte subsecuente de los aminoglucésidos a través de la membrana
citoplasmatica depende del transporte de electrones (transporte activo). Esta fase
puede ser blogueada o inhibida por cationes divalentes como Ca?* o Mg?*, produciendo
hiperosmolaridad, reduccién de pH y anaerobiosis. Después de ser transportados a
través de la membrana citoplasmatica, los aminoglucésidos se unen en el sitio A del
ribosoma 30S e interfieren con la sintesis proteica causando una lectura erronea del
RNAm, al insertarse en la membrana celular, estas proteinas estructuralmente
alteradas aumentan su permeabilidad y provocan una mayor penetracion de
aminoglucosidos dentro de la bacteria produciendo la lisis bacteriana (Bryan & Kwan,
1983; Hancock et al., 1991; Mingeot-Leclercq et al., 1999).



1.3.2.2. Macrélidos y cetdélidos

Los macrolidos son un grupo de antibiéticos semisintéticos derivados de la eritromicina
producida por la especie del hongo Streptomyces eritreus. En su estructura quimica
tienen un anillo lacténico macrociclico al que se unen uno o varios azucares unidos
mediante enlaces glucosidicos que pueden ser neutros o basicos. La sustitucién del
azucar neutro (cladinosa) en posicion tres de los macrolidos (eritromicina), por un
grupo ceténico ha dado origen a una nueva familia de antibiéticos denominados
cetdlidos (Barman Balfour & Figgitt, 2001). Su espectro de accion engloba
microorganismos Gram-positivos tanto cocos (excepto Staphylococcus sp. resistentes
a meticilina y Enterococcus sp.), como bacilos y algunos microorganismos Gram-

negativos.

Los macrolidos se unen de forma reversible al dominio V del centro de la
peptidiltransferasa, en el ARNr 23S de la subunidad 50S del ribosoma, interfiriendo asi
el proceso de elongacién de la sintesis proteica. La unién se realiza mediante la
formacion de puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilos de los
macrolidos (entre el -OH en posicion dos del azdcar desosamina) y determinadas
bases de ARNr. El grupo de cetdlidos interaccionan con el dominio Il del ARNr de la
subunidad 23S por lo que la afinidad de los cetdlidos por el ribosoma es mucho mayor
gue el resto de los macrélidos, donde la interaccion entre la cladinosa y el dominio Il
del ARNr 23S es débil. Estos lugares de union se sitian en el orificio de entrada al
tunel ribosémico por donde sale la proteina en formacion, de manera que al unirse los
macrolidos o los cetdélidos, se bloquea el orificio impidiendo el crecimiento del péptido
(Retsema & Fu, 2001). También se ha descrito en los cetdlidos, una inhibicion de la
formacion de los ribosomas 50S al evitar el ensamblaje del ARNr 5S y 23S con las

riboproteinas, impidiendo asi el inicio de la sintesis proteica (Nilius, 2002).



1.3.2.3. Anfenicoles

El cloranfenicol en un derivado del acido dicloroacético y tiene un anillo nitrobenceno,
es un antibidtico bacteriostatico que bloquea la sintesis proteica de la bacteria
uniéndose reversiblemente a la proteina L16 localizada en la subunidad 50S. La
proteina L16 es mediadora en la fijacion del ARNt a la enzima peptidiltransferasa
evitando con ello la formacién de los enlaces peptidicos (Calvo & Martinez-Martinez,
2009).

1.3.2.4. Oxazolidinonas

El linezolid es un antibiético obtenido por sintesis, cuya estructura es triciclica. Tiene
efecto bacteriostatico frente a bacterias Gram-positivas, incluidas Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus sp., es inactivo o poco activo
frente a bacterias Gram-negativas. El linezolid inhibe la sintesis proteica e impide la
formacion del complejo de iniciacion 70S. EIl ARNm se fija a la subunidad 50S en el
centro peptidiltransferasa dentro de la subunidad 23S (dominio V), distorsionando asi
el punto de union del formilmetionil-ARNt evitando la formacion del complejo de
iniciacion. Esta familia de antibioticos tiene un mecanismo de accion singular, y al
actuar en una diana distinta no hay resistencia cruzada con otros antibiéticos que

también inhiben la sintesis proteica (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

1.3.2.5. Tetraciclinas

Son moléculas naturales o semisintéticas con un nucleo hidronaftaceno, que contienen
cuatro anillos fundidos al que se pueden unir radicales que daran lugar a las diferentes
tetraciclinas, son antibioticos de amplio espectro. Penetran en el citoplasma de la
bacteria por un proceso dependiente de energia y se unen de forma reversible a la
subunidad 30S del ribosoma (proteinas S7, S14, S19) para bloquear el acceso de los
complejos aminoacil-ARNt, impidiendo la continuacion de la sintesis proteica (Shlaes,
2006).



1.3.3. Inhibidores de sintesis del DNA

Las quinolonas de uso clinico tienen una estructura formada por dos anillos, con un
nitrégeno en la posicion uno, un grupo carbonilo en la posicion cuatro y un grupo
carboxilo en la posicion tres. La familia de las quinolonas actia sobre el DNA
inhibiendo la accion de las proteinas topoisomersas tipo |IA propias de los procariontes
uniéndose a la DNA-girasa y a la topoisomerasa IV. La DNA-girasa esta constituida
por dos subunidades B y dos subunidades Ay es el blanco principal en bacterias Gram-
negativas. La topoisomerasa IV esta constituida por dos subunidades ParE y dos
subunidades ParC y es el principal blanco de las bacterias Gram-positivas. Las
quinolonas mas hidrofilicas atraviesan la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas mientras que las quinolonas mas hidrofobicas difunden a través de las
membranas (Morrissey et al., 1996; Rodriguez-Martinez, 2005). Al ingresar en el
citoplasma bacteriano, las quinolonas interactian con los dominios de mellado-
empalme cuando las topoisomerasas forman los complejos de clivaje y estan listas
para dar paso al DNA-T a través de la puerta transitoria (Leo et al., 2005). Para impedir
esta accion importante en la replicacion del DNA, interviene la quinolona para formar
el aducto (clivaje-quinolona). El aducto es posible porque los grupos 3-carboxi y 4-0xo
forman enlaces de coordinacion con el Mg?* ion fundamental que enlaza al antibiético
con el extremo cortado de la cadena de DNA y la ser 83 (GyrA) aminoacido presente
en la hélice cuatro de la topoisomerasa. El anillo sustituyente en la posicion siete
permite una interaccién adicional con la otra subunidad de corte y empalme en la
holoenzima que refuerza la actividad inhibitoria al impedir su separacion (Andersson &
MacGowan, 2003; Leo et al., 2005). El resultado es una estructura “en burbuja” estable
gue evoluciona hacia la modificacion estructural y funcional del DNA (inhibicion del
super-enrollamiento) con las siguientes consecuencias (Froelich-Ammon & Osheroff,
1995; Khodursky & Cozzarelli, 1998; Hiasa et al., 2003; Rodriguez-Martinez, 2005; Leo
et al., 2005; Drlica et al., 2008). En primer lugar, los aductos conteniendo DNA girasa
condicionan agregados proteicos por delante de la horquilla replicativa o transcriptiva

gue colisionan con estas e impiden su avance, anulando transitoriamente la sintesis



de DNA y mRNA, y en segundo lugar el DNA queda abierto en multiples puntos a

manera que va aumentando la concentracion del antibibtico.

1.3.4. Inhibidores de la sintesis de factores metabélicos
1.3.4.1. Sulfamidas

Las sulfamidas derivan de la sulfanilamida son antibidticos sintéticos, bacteriostaticos
inicialmente de amplio espectro, actualmente su espectro de actividad esta limitado
debido a la cada vez mas extendida resistencia adquirida, las sulfonamidas son
anélogos del acido paraaminobenzoico (PABA, por sus siglas en inglés) solo que el
grupo carboxilo es reemplazado por un grupo sulfonilo (SO2NH2) (Vicente & Pérez-
Trallero, 2010). Las sulfamidas y el PABA compiten por la enzima dihidropteroato
sintetasa, impidiendo asi la formacion de &cido dihidroteroico, precursor en el
metabolismo del acido folico, este ultimo imprescindible para la sintesis de timidinas,
purinas y metionina compuestos precursores de acidos nucleicos y proteinas
respectivamente, necesarias para el crecimiento de las bacterias (Calvo & Martinez-
Martinez, 2009).

1.3.4.2. Diaminopirimidinas y Trimetoprim

Las sulfamidas actian sinérgicamente con algunos componentes de la familia de las
diaminopirimidinas, como la pirimetaminay el trimetoprim, esta combinacién es la mas
utilizada debido a su alto espectro de accion contra bacterias Gram-negativas como E.
coli. El cotrimoxazol (TMP-SXT), una combinacion de trimetoprima y sulfametoxazol
en proporcidn 1:5, es la combinacién empleada mas frecuentemente (Masters et al.,
2003). Estos antibiéticos inhiben otra enzima integral de las bacterias al competir por
la dihidrofolato reductasa que cataliza la conversion de acido dihidrofélico en acido
tetrahidrofélico (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).
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1.3.5. Inhibidores de estructuras de membrana citoplasmaética
1.3.5.1. Polimixinas

Son antibidticos polipeptidicos, ciclicos y policatidnicos, con una cadena de &cido
graso unido al péptido y se comportan como detergentes cationicos. Los antibidticos
gue actuan en membrana tienen efecto bactericida. Son activos frente a bacilos Gram-
negativos aerobios, incluyendo P. aeruginosa y A. baumannii multi-resistentes. Tienen
una parte hidrofilica (péptido) con alta carga positiva que por atraccion electrostéatica
se une a la superficie de la membrana, cuya carga neta es negativa. El extremo
lipofilico (&cido graso) mediante interacciones hidrofébicas se une a los fosfolipidos de
la membrana. El resultado de esta interaccion con la estructura de membrana es un
aumento de permeabilidad provocando la salida de iones potasio y perdida de
metabolitos esenciales ademas entrada de otros iones que a altas concentraciones

alteran el metabolismo bacteriano normal (Li et al., 2006).

1.3.5.2. Lipopéptidos ciclicos

La daptomicina es una molécula peptidica ciclica (parte hidrofilica) a la que se une una
cadena lateral de acido graso (parte lipofilica). Este antimicrobiano bactericida, posee
un efecto potente contra una amplia variedad de bacterias Gram-positivas (Pigrau &
Almirante, 2009). Actla penetrando en la membrana citoplasmatica sin entrar a la
célula, mediante la presencia de iones Ca?* en el medio, produciéndose una rapida
despolarizacion de la membrana con alteracion del potencial eléctrico de la membrana
y salida de iones potasio. Como consecuencia de ello, se bloquea la inhibicion de
sintesis de peptidoglicano, bloqueo de la sintesis proteica y de &cidos nucleicos,
provocando la muerte bacteriana (Kanafani & Corey, 2007; Sauermann et al., 2008
Pigrau & Almirante, 2009). Se sabe que su actividad depende de la presencia de calcio
gue es Optima a las concentraciones normales presentes en suero (50 mg/l).
Probablemente, el calcio favorece la union de la parte lipofilica de la molécula de
daptomicina a la membrana citoplasméatica, donde la estructura de la daptomicina

presentara cambios conformacionales que provocara su insercién en la membrana
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citoplasmatica. La union de varias moléculas en la membrana forma canales por los
gue saldran los iones potasio. El resultado es una potente actividad bactericida, con
efecto post antibiético (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

2. Mecanismos de resistencia bacteriana

Las bacterias adquieren la resistencia a los antibioticos a través de diversos
mecanismos. Esta puede ser natural, provenir de mutaciones o bien originarse por
transferencia de genes. Cuando todas las cepas pertenecientes a la misma especie
son resistentes a un antibidtico, se habla de resistencia natural. Cuando la resistencia
bacteriana solo aparece en algunas cepas normalmente sensible se habla de
resistencia adquirida siendo esta la forma mas habitual y puede darse por mutacion,
adquisicion o transferencia de nuevos genes mediante procesos de conjugacion,
transformacion y transduccion en estos procesos de transferencia de genes se
involucra una célula donadora y otra célula receptora (Cohen et al., 1972). De manera
general la resistencia a los antibioticos en las bacterias se puede adquirir
esencialmente a través de la hidrolisis enzimatica, modificacion del sitio blanco,
alteracion de la permeabilidad y bombas de expulsion para protegerse de la accion de
los antibidticos. EI mecanismo de resistencia a desarrollar por parte de la bacteria

dependera de la bacteria y antibiético a utilizar (Hawkey, 1998; Tenover, 2006).

2.1. Hidrolisis enzimatica

Las bacterias producen enzimas que hidrolizan al antibidtico impidiendo que actue
sobre ellas, las B-lactamasas de transmision plasmidica hidrolizan el enlace amida del
anillo B-lactamico, estas enzimas son el principal mecanismo de resistencia en
bacterias Gram-negativas clinicamente importantes. Mutaciones continuas producen
la aparicion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE’s), la expresion de las
BLEE's se atribuye al uso masivo de las cefalosporinas de tercera generacion y
aztreonam; actualmente las BLEE s confieren resistencia a todos los B-lactamicos con

excepcion de los carbapenémicos las cefamicinas y las combinaciones de -
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lactamicos con inhibidores de B-lactamasas, como el tazobactam y sulbactam. Las
BLEE's, derivan en su mayoria de las B-lactamasas tipo TEM (Temoniera) y SHV
(sulphydryl variable) a partir de una serie de mutaciones puntuales en el centro activo
de las B-lactamasas plasmidicas (Jacoby & Medeiros, 1991). La accion catalitica de
las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AGMEs, por sus siglas en inglés) y
las metiltransferasas son los mecanismos predominantes para lograr la resistencia a
los aminoglucdsidos mas comunes, como la neomicina, gentamicina y la tobramicina.
La familia de las AGMEs se clasifica en tres subfamilias segun el grupo funcional que
transfieran; O-fosfotransferasas, O-nucleotidiltranferasas y N-acetiltransferasas (Shaw
et al., 1993; Guzman et al., 2016; Troncoso et al., 2017).

2.2. Modificacion del sitio blanco

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico se une la bacteria para
interrumpir una funcion vital de esta. Este mecanismo es principalmente utilizado por
las bacterias Gram positivas las cuales generan cambios estructurales de algun
aminoacido en los sitios de accion de los antibiéticos B-lactamicos a nivel de las PBP’s.
Mutaciones puntuales en el sitio catalitico de estas proteinas generan la resistencia
(Cavaco et al., 2008).

Existen diferentes fenotipos de resistencias a los glucopéptidos producidos por
diferentes determinantes genéticos de resistencia, denominados VanA, VanB, VanC,
VanD, VanE y VanG. Todos estos fenotipos comparten un mecanismo de resistencia
muy similar basado en la modificacion del sitio blanco donde acttan los glucopéptidos,
es decir, modifican el dipéptido D-alanina D-alanina lo cual es sustituido por D-alanina
D-lactato o por D-alanina D-serina, lo que les confiere baja afinidad por los

glucopéptidos (Palomo, 2014; Gastelo Acosta & Maguifia Vargas, 2018).

La modificacion por mutacién de los genes gyrA 'y parC que codifican para DNA girasa
y topoisomerasa IV ofrecen resistencia a fluoroquinolonas. La alta resistencia hacia

fluoroquinolonas, tales como ciprofloxacina se relacionan con mas de una mutacion a
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nivel de gen gyrA afectando la posicion 83, ademéas hay mutaciones en el gen parC
donde se afectan los codones 80 o 84 de manera usual (Mosquito et al., 2014). Las
mutaciones en el gen que codifica la enzima aminoglucdsido N -6"-acetiltransferasa
[AAC (6')-1b], que confiere resistencia a los aminoglucésidos, de lo anterior resulta una
variante [AAC (6')-1b-cr] que promueve resistencia a ciprofloxacina y a norfloxacina
(Robicsek et al., 2006). La modificacion por fosforilacion en quinolonas, sucede cuando
las enzimas crpP utilizan ATP como grupo donante de fosfato para conferir resistencia
a P. aeruginosa frente a ciprofloxacina (Chavez-Jacobo et al., 2018). La resistencia a
las quinolonas mediada por plasmidos (PMQR) confiere una menor susceptibilidad a
estos antibiéticos. Algunos ejemplos de sistemas PMQR incluyen la proteina Qnr, que
evita la unién de las quinolonas a las proteinas diana (Fabrega et al., 2009; Hooper &
Jacoby, 2015). Las modificaciones del sitio de union al ribosoma consisten en una
metilacion de un residuo de adenina o cambios en la secuencia de bases de la
subunidad 23S del ARNr. La metilacion de este sitio obedece a la presencia de la
enzima metilasa codificada por los genes erm que pueden expresarse de forma
constitutiva o inducible. La induccién de la metilasa se ha relacionado con la presencia
de cladinosa en los macrélidos de 14 y 15 atomos. Los macrolidos de 16 atomos
clindamicina y telitromicina no inducen la actividad de la metilasa porque carecen de
la cladinosa (Chellat et al., 2016).

2.3. Alteracion de la permeabilidad

Las porinas son canales embebidos en la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas que trabajan como filtros en una membrana permeable. Ademas de otras
funciones vitales, estas moléculas tienen la capacidad de retardar el acceso de los
antibidticos al interior de la bacteria. Los antibiéticos B-lactamicos deben penetrar a
través de estos canales; cuando por una mutacion se pierde una porina, aumentan la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del antibiético. Las porinas pueden ser
especificas o inespecificas dependiendo de su selectividad para las moléculas que
dejan pasar. En P. aeruginosa, los carbapenémicos, como el imipenem y el

meropenem, utilizan una porina especifica llamada OprD. La OprD puede cerrarse
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durante la terapia con carbapenémicos, llevando a una resistencia (Troncoso et al.,
2017).

2.4. Bombas de expulsion

Se encuentran en la membrana externa de la célula y expulsan hacia el exterior de la
bacteria gran cantidad de moléculas, entre ellas (antibiético). La funcion principal de
este mecanismo es mantener al antibiético a bajas concentraciones dentro de la célula
para que la bacteria pueda sobrevivir. Para ello, utilizan la hidrélisis de ATP o un
mecanismo de contra-transporte ibnico como sustrato energético (Troncoso et al.,
2017; Vila et al., 2007).

Estos transportadores se pueden clasificar en seis familias: La familia ABC (ATP
binding cassette), MF (major facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux), RND
(resistance nodulation division), SMR (small multidrug resistance) y DMT
(drug/metabolite transporter superfamily) (Jack et al., 2001; Vila et al., 2007; Coyne et
al., 2011). La diferencia de las bombas de expulsion es que utilizan diferentes fuentes
de energia para expulsar antibidticos; la familia ABC es dependiente de hidrolisis de
ATP, la familia MATE utiliza un gradiente electroquimico atribuido por Na* o H* y las
bombas pertenecientes a la familia MFS, RND y SMR utilizan la fuerza proton-motriz
para ejercer su funcion. En A. baumannii la resistencia mediada por bombas de
expulsion, generalmente, se asocia a las familias RND y MFS (Opazo C et al., 2009;
Coyne et al., 2011). Los sistemas de expulsibn mas frecuentes encontrado en P.
aeruginosa es MexAB-OprMp y MexXY-OprM perteneciente a la familia RND y la
bomba de salida QepA que disminuye la susceptibilidad a ciprofloxacina y norfloxacina.
Su papel es crucial en la resistencia intrinseca de esta bacteria a antibioticos utilizados
clinicamente como los p-lactamicos (excepto imipenem), fluoroquinolonas,
tetraciclinas, macrolidos, cloranfenicol y trimetoprim. La bomba MexXY-OprM
importante en expulsibn de mdltiples antibidticos, especialmente de los

aminoglucosidos; recientemente se ha asociado con resistencia al cefepime; sin
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embargo, no tiene accion contra cefalosporinas de tercera generacion, como la

ceftazidima (Peleg et al., 2007).

La expresion de los diversos mecanismos de resistencia que poseen las bacterias ha
dado pauta al surgimiento de la resistencia antimicrobiana (RAM) como un problema
mundial (Chellat et al., 2016; Ruddaraju et al., 2020).

3. Importancia de la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se ha propagado a casi todos los antibiéticos que se han
desarrollado para la aplicacion en la clinica, el surgimiento de esta resistencia ha sido
paulatina a lo largo de los afios conforme han surgido los nuevos compuestos de
antimicrobianos. Desde el descubrimiento y uso de la penicilina en los afios 40 hasta
el desarrollo de los ultimos antibiéticos, las bacterias han sido capaz de desarrollar
resistencia y perturbar la funciéon de los agentes antimicrobianos a corto y mediano

plazo (Figura 1).

1910 | 1920 | 1930 | 1940 | 1950 1960 |1970 |1980 | 1990 |2000 (2010 | 2020

Toxipidad de |os antimicrobianos
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Tetraciclina
Resistencia de Enferpcoccus
y §. aureus (VRE y YRSA)

Resistengia de S| aureus (MIRSA)

a Resistencia de K. pneumoniae
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S auretis y VRE
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Figura 1. Descubrimiento de farmacos antibiético y desarrollo de resistencia antimicrobiana (Ruddaraju
et al., 2020).
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Dado el incremento de bacterias resistentes a multiples grupos de antibiéticos se ha

generado un aumento importante en los costos de atencion de la salud.

3.1. Costos econdmicos y mortalidad asociados a la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se traduce en un riesgo elevado y complicacion de las
infecciones producidas por bacterias multirresistentes que eventualmente podria
conducir a la muerte del paciente. Debido a las estancias hospitalarias prolongadas,
los costos de atencidén se ven incrementados. En la actualidad aproximadamente a
nivel mundial 700,000 muertes al afio son atribuidas a la resistencia a los antibi6ticos,
con este ritmo se espera que para el 2050 habra 10 millones de muertes al afio, esta
cifra supera los fallecimientos por cancer y otras enfermedades; el impacto en la
economia mundial sera de hasta 100 trillones de ddlares (Figura 2 'y 3) (O’ Neill, 2014).
Los costos elevados seran el resultado de tratamientos empiricos con antibiotico de
amplio espectro. En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
gue en la Unién Europea (UE), los Estados Unidos (EE. UU.) y Tailandia, las bacterias
resistentes a los antibiéticos son responsables de mas de 25,000, 23,000 y 38,000

muertes cada afio respectivamente (OMS, 2014).
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Figura 2. Muertes atribuibles a las RAM cada afio en comparacion con otras causas de muerte (O’ Neill,
2014)

Europas

b ' 390,000
\ © Ameérica

del Norte A Asia

317,000

Africa

4,150,000
América ' ' Oceania
Latina 25900
392,000

Mortalidad por cada 10, ooo habitantes

Numero de muertes ¢ , 8 9 10

Figura 3. Muertes anuales atribuibles en cada continente causadas por la RAM para 2050 (O’ Neill,
2014).
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Dado los crecientes niveles de resistencia antimicrobiana y los costos asociados a la

atencion de infecciones producidas por bacterias multirresistentes, se implementd un

plan de accion mundial para combatir esta problemética.

3.2. Plan de accién mundial ante la resistencia antimicrobiana

La asamblea Mundial de la salud solicito a la OMS que propusiera un plan de accién

global para hacer frente al problema de la resistencia a los antibiéticos mediante cinco
objetivos planteados (OMS, 2016).

Mejorar la concientizacion y la comprension con respecto a la resistencia a los
antimicrobianos a través de una comunicacion, educacion y formacion efectiva.
Reforzar los conocimientos y la base cientifica a traveés de la vigilancia y la
investigacion.

Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de saneamiento,
higiene y prevencion de las infecciones.

Utilizar de forma 6ptima los medicamentos antimicrobianos en la salud humana
y animal.

Preparar argumentos economicos a favor de una inversion sostenible que tenga
en cuenta las necesidades de todos los paises y aumentar la inversion en

nuevos medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y otras intervenciones.

Bajo la premisa del plan de accion mundial de la resistencia antimicrobiana, la OMS

agrupo en tres niveles de prioridad a diversas especies bacterianas, dentro de las

cuales se encuentran las del grupo ESKAPE (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Patégenos prioritarios para la investigacion y desarrollo (i+d) de nuevos antibiéticos (OMS,
2017).

Prioridad critica

Acinetobacter baumannii Resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Resistente a carbapenémicos
Enterobacteriaceae Resistente a carbapenémicos y productores de BLEEs

Prioridad alta

Enterococcus faecium Resistente vancomicina
Staphylococcus aureus Resistente meticilina y resistente a vancomicina
Helicobacter pylori Resistente a claritromicina
Campylobacter sp. Resistente a fluoroquinolonas
Salmonella sp. Resistente a fluroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Resistente a cefalosporinas y a fluoroquinolonas

Prioridad media

Streptococcus pneumoniae Resistente a penicilina
Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina
Shigella sp. Resistente a fluoroquinolonas

3.3. Epidemiologia de bacterias del grupo ESKAPE en el mundo y en América

Latina

Durante el periodo 2007 al 2016 en 15 hospitales de China se evaluaron 2,913
aislamientos clinicos de infecciones intra-abdominales (IAls) del programa de
vigilancia de resistencia a las infecciones nosocomiales (CARES). Las especies mas
comunmente aisladas fueron, E. coli (h=973/33.4%), K. pneumoniae (n=314/10.8%),
E. faecium (n=312/10.7%), P. aeruginosa (n=230/7.9%), A. baumannii (n=186/6.4%)
E. faecalis (n=175/6.0%), S. aureus (n=140/4.8%) y E. cloacae (n=104/3.6%) (Zhang
et al., 2018).
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En un estudio realizado entre 2011 y 2015 en nueve hospitales de la provincia de
KwaZulu-Natal, Sudéfrica, se aislaron 64,502 bacterias del grupo ESKAPE colectadas
de sangre, orina, catéter y otros sitios; los resultados mostraron que S. aureus se aislé
con mayor frecuencia (n=24,495/38%), seguido de K. pneumoniae (n=14,282/22.2%),
P. aeruginosa (n=11,231/17.4%), A. baumannii (n=8,010/12.4%), Enterobacter sp.
(n=4,267/6.6%) y E. faecium (n=2,217/3.4%). De los aislamientos provenientes de
hemocultivos, S. aureus (n= 3,787/35.8%) y K. pneumoniae (n=3,059/28.9%) fueron
los més prevalentes. En muestras respiratorias, K. pneumoniae (n=2,469/29.2%), A.
baumannii (n=2,036/24.1%) y P. aeruginosa (n=2,015/23.8%) fueron los mas
frecuentes; en orina K. pneumoniae fue la mayoritaria (n=4,997/55.5%); de las
muestras provenientes de catéter A. baumannii (31.5%), S. aureus (23.4%) y K.
pneumoniae (23.1%) fueron los predominantes; en heridas S. aureus fue la especie

mas frecuentemente aislada (53.4%) (Ramsamy et al., 2018).

En un trabajo realizado en el afio 2012 en el Instituto Nacional del Cancer, de la
Universidad del Cairo, se analizaron 81 muestras de hemocultivos de bacterias del
grupo ESKAPE. Los resultados encontrados mostraron la siguiente distribucion: K.
pneumoniae (n=30/37%), S. aureus (n=19/23%), Enterobacter sp. (h=10/12%), A.
baumannii (n=8/10%), P. aeruginosa (n=7/9%) y E. faecium (n=7/9%) (El-Mahallawy
et al., 2016).

En un estudio realizado para monitorear las tendencias de resistencia antimicrobiana
durante 2013 al 2015 en 37 laboratorios clinicos de 11 paises de Asiay el Pacifico, se
aislaron 10,667 bacilos Gram-negativos de pacientes hospitalizados con IlAls
(n=7,173), y con infecciones del tracto urinario (UTIs) (n=3,494), los resultados
mostraron que 4,140 aislamiento pertenecieron a K. pneumoniae, Enterobacter sp., P.
aeruginosa y A. baumannii aisladas de IAls (n=3,052/42.5%) y de UTlIs
(n=1,088/31.1%) (Karlowsky et al., 2017).

En un estudio retrospectivo del 2013 a 2016 en la India, se examinaron 10,113

muestras clinicas provenientes de orina, heridas, infecciones respiratorias y sangre;
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en 2,107 de estas muestras se asilaron bacterias del grupo ESKAPE. Los resultados
de prevalencia mostraron en primer lugar a S. aureus (n=575/19.17%), seguido de K.
pneumoniae (484/16.14%), P. aeruginosa (n=329/10.97%), Acinetobacter sp.
(n=290/9.67%), Enterococcus sp. (n=219/7.30%) y Enterobacter sp. (n=210/7.00%)
(Jagadevi et al., 2018).

Un estudio realizado en dos periodos 2015 y 2017 en un hospital en lIraqg, se
recolectaron 332 muestras de diferentes fuentes, de las cuales 73/21.98% fueron
bacterias del grupo ESKAPE; S. aureus (n=17/23.28%), K. pneumoniae
(n=13/17.81%), A. baumannii (n=12/16.44%), E. cloacae (n=12/16.44%), P.
aeruginosa (n=11/15.07%) y E. faecalis (n=8/10.96%) (Khaled & Abdullah, 2018).

Durante el 2016 en cuatro laboratorios del sector privado en Sudafrica, se analizaron
un total de 9,029 hemocultivos positivos a bacterias del grupo ESKAPE, las cuales se
encontraron con diferentes frecuencias. E. coli n=2,781, K. pneumoniae n=2,466, S.
aureus n=1,514, P. aeruginosa n=914, E. faecalis n=739, E. faecium n=311 y A.

baumannii n=304 (Perovic et al., 2018).

En un estudio realizado en un hospital en Iran, se aislaron 384 cepas bacterianas del
grupo ESKAPE provenientes de diversas fuentes, sangre n=87(22.66%), orina
n=74(19.27%), herida n=44(11.45%), absceso n=37(9.63%), liquido sinovial
n=31(8.07%), catéter n=31(8.07%), traquea n=29(7.5%), liquido de ascitis
n=26(6.77%) y liquido pleural n=25 (6.5%). Las bacterias aisladas fueron: K.
pneumoniae (n=98/25.52%), P. aeruginosa (n=85/22.13%), S. aureus (n=73/19.01%),
Enterobacter sp. (n=69/17.96%), A. baumannii (n=37/9.63%), y E. faecium
(n=22/55.72%) (Navidinia et al., 2017).

En un trabajo realizado en el periodo 2010-2015 en un hospital publico de Brasil, se

analizaron un total de 2,527 muestras clinicas, de las cuales 577 fueron bacterias del

grupo ESKAPE, los microorganismos mas prevalentes fueron K. pneumoniae (41%),
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S. aureus (22%), P. aeruginosa (14%), Enterobacter sp. (11%), A. baumannii (8%) y
E. faecium (4%) (Silva et al., 2017).

En un estudio llevado a cabo en 11 paises de América Latina durante 2013 al 2015,
se analizaron 8,462 aislamientos clinicos de los cuales 3,083 fueron bacterias del
grupo ESKAPE, Gram negativas (K. pneumoniae, Enterobacter sp., P. aeruginosay A.
baumannii), de IAls (36.7%) y UTIs (36.7%) (Karlowsky et al., 2017).

3.4. Epidemiologia de bacterias del grupo ESKAPE en México

En el Instituto Nacional de Cancerologia en la Ciudad de México, durante 2005 al 2015
se procesaron 33,127 hemocultivos en 6,397 cultivos hubo desarrollo microbiano de
estos, 1,811/27.8% fueron bacterias del grupo ESKAPE: se encontré0 a S. aureus
(n=571/8.7%), P. aeruginosa (n=384/5.6%), K. pneumoniae (n=367/5.6%),
Enterobacter sp. (n=250/4.4), E. faecium (n=143/2.1%), A. baumannii (n=96/1.4%) y
otros (4,586/72.2%) (Velazquez-Acosta et al., 2018).

En un monitoreo realizado en el Hospital Universitario de Monterrey, Nuevo Leon,
México, durante 2011 y 2012, se obtuvieron 1,692 aislamientos clinicos de las
unidades de cuidados intensivos (UCI) colectados de vias respiratorias, sangre, orina,
y otros sitios; en 1,092//64.5% se encontraron bacterias del grupo ESKAPE. A.
baumannii (15.8%), P. aeruginosa (14.3%), S. aureus (14.2%) y K. pneumoniae
(11.3%). En muestras respiratorias y sangre A. baumannii y S. aureus fueron los mas
frecuentes (18.8%/18.3% y 13.6%/12.3%) respectivamente. En muestras de orina P.
aeruginosa estuvo presente en un 23.3%, mientras que en muestras de catéter K.

pneumoniae y P. aeruginosa tuvieron 15% en cada una (Llaca-Diaz et al., 2013).

Durante el afio 2013 en México, se llevdo a cabo un estudio en 197 unidades
hospitalarias del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Se obtuvieron 48,377
cultivos asociados a IAAS, en los cuales se identificaron las siguientes especies: E.
coli (n=8,192/16.9%), P. aeruginosa (n=5,275/10.9%), S. aureus (n=4,725/9.8%), K.
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pneumoniae (n=3,122/6.5%), Acinetobacter sp. (n=1,437/3.0%) y E. cloacae
(n=1,696/3.5%) (Arias-Flores et al., 2016).

En un estudio realizado en el periodo 2016-2017 en 11 hospitales pertenecientes a la
red del plan universitario de control de la resistencia antimicrobiana (PUCRA) se
obtuvieron un total de 2,156 aislamientos clinicos a partir de hemocultivos, las
prevalencias de bacterias del grupo ESKAPE fueron las siguientes; K. pneumoniae
n=699, S. aureus n=566, P. aeruginosa n=423, A. baumanniin=190y E. cloacae n=219
(Plan Univeristario para el Control de Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) UNAM,
2018).

3.5. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en el mundo y en América Latina

En un estudio realizado en 15 hospitales de china en el periodo 2007 al 2016 se
evaluaron las tasas de susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos clinicos del
grupo ESKAPE y se obtuvieron los siguientes resultados: 92% (n=314) de las cepas
de K. pneumoniae fueron sensibles a meropenem, imipenem vy tigeciclina;, P.
aeruginosa 83.4% (n=230) fueron sensibles a amikacina; A. baumannii 84.4% (n=186)
sensibles a tigeciclina; S. aureus 63.6% (n=140) fueron sensibles a meticilina 'y 36.4%
fueron MRSA; E. faecium 97.4% (n=312) fueron sensibles a teicoplanina y
vancomicina, y el 84% y 1.9% fueron resistentes a ampicilina y vancomicina

respectivamente (Zhang et al., 2018).

En un estudio realizado en 15 paises de la UE en el periodo 2008-2016 de bacterias
asociadas a IAAS adquiridas en la UCI, se encontr6 que el 29.9% de las cepas de S.
aureus (n=2,025) fueron resistentes a oxacilina; el 7.3% (n=2,025) de Enterococcus
sp., fueron resistentes a vancomicina y el 23% de las cepas de P. aeruginosa (n=2647)
fueron resistentes a ceftazidima; el 37.8% de las cepas de Klebsiella sp. (n=3,682) y
el 32.1% de las cepas de Enterobacter sp. (n=2,714) fueron resistentes a

cefalosporinas de tercera generacién. La resistencia a carbapenémicos se encontré
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en Klebsiella sp. (10.7%), P. aeruginosa (26.4%) y A. baumannii (66.1%) (European

Centre for Disease Prevention and Control, 2018).

En un estudio realizado en nueve hospitales en Sudafrica entre 2011 y 2015, se
aislaron 64,502 bacterias del grupo ESKAPE y se observaron tasas decrecientes de
MRSA (28% a 18%) en el periodo 2011 y 2014 y tasas crecientes de K. pneumoniae
productora de BLEEs 54.6% en 2011 a 65.5% en 2015. Por otro lado, la resistencia a
carbapenémicos en K. pneumoniae y Enterobacter sp., fue menor al 6% durante 2011-
2014. Sin embargo, K. pneumoniae y P. aeruginosa aumento de 4% en 2014 a 16%
en 2015. En el periodo de 2013-2015 P. aeruginosa disminuyo la resistencia frente a
los siguientes antibioticos; ceftazidima (17% a 13%), piperacilina- tazobactam (27% a
21%), meropenem (18% a 10%), ciprofloxacina (22% a 18%) y amikacina (10% a 8%).
La resistencia de A. baumannii disminuyo de 85% en 2012 a 70% en 2015 frente a
meropenem, imipenem, ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam y ceftazidima y los
2,217 aislamientos de E. faecium fueron susceptibles a vancomicina y linezolid

(Ramsamy et al., 2018).

Durante el 2013 al 2015 en un estudio realizado en 37 laboratorios clinicos de 11
paises de Asiay el Pacifico, se monitoreo las tendencias de resistencia antimicrobiana,
y se encontré6 que los perfiles de susceptibilidad en cepas del grupo ESKAPE
provenientes de pacientes con IAl fueron los siguientes: en K. pneumoniae BLEEs
positiva (n=244) el 95.1% fueron resistentes a imipenem, 95.5% a ceftriaxona, 80.3%
a ceftazidima y 8.1% a amikacina, las cepas de K. pneumoniae BLEEsS negativa
(n=1,261) mostraron porcentajes de resistencias mas bajos que fueron del 0.5% al
2.8% en amikacina, imipenem y cefepime; en las cepas de Enterobacter sp. (n=661)
se observaron porcentajes de resistencia de 0.3%, 7.7% y 8.2% para amikacina,
imipenem vy levofloxacina, respectivamente; P. aeruginosa (n=778) fue sensible a
amikacina y cefepime en 95.5% y 85.7% respectivamente y el 15.4% fueron resistentes
a imipenem; en las cepas de A. baumannii (n=108) se encontro resistencia a cefepime
y ceftriaxona (71.3%), ceftazidima (70.4%), imipenem y piperacilina-tazobactam
(69.4%) y 57.4% a amikacina (Karlowsky et al., 2017).
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En la India en el periodo 2013 a 2016 se evaluo el perfil de susceptibilidad en bacterias
del grupo ESKAPE y se observo que el 98.6% (n=219) de las cepas de Enterococcus
sp., fueron resistentes a ampicilina y 62.7% mostraron resistencia a eritromicina; en
las cepas de S. aureus (n=575) el 97.2% fueron resistentes a ampicilina, cotrimozaxole
(78.3%), tetraciclina (71.3%) y gentamicina (66.2%); todas las cepas de K. pneumoniae
(n=484) fueron resistentes a ampicilina, el 89.4% a cotrimoxazol, 87.3% a
ciprofloxacina y el 80.4% a ceftriazona; el 90.5% de las cepas de Acinetobacter sp.
(n=290) fueron resistentes a ciprofloxacina, 89.2% a levofloxacina y 87.3% a
ceftriazonay ceftazidima; para P. aeruginosa (n=329) se encontr6 que el 86.8% fueron
resistentes a ciprofloxacina; todas las cepas de Enterobacter sp. (n=210) fueron
resistente a ampicilina, el 88.4% a cotrimoxazol, 83.1% a ciprofloxacina y el 82.8% a
levofloxacina (Jagadevi et al., 2018).

Durante el aflo 2016 en cuatro laboratorios en Sudafrica, se analizaron un total de
9,029 hemocultivos, los resultados de susceptibilidad antimicrobiana mostraron que el
56.9% de las cepas de K. pneumoniae fueron resistentes a cefotaxima/ceftriaxona, el
55.2% a ceftazidima, 42.5% a gentamicina y el 40.5% tuvieron resistencia a
ciprofloxacina; en A. baumannii se observé que el 56.3% de las cepas fueron
resistentes a meropenem vy el 54.3% a imipenem; para P. aeruginosa se observo que
el 37.8% de las cepas mostraron resistencia a imipenem; para E. faecium el 92.1%
fueron resistentes a penicilina/ampicilina y el 95.5% fueron sensibles a vancomicina y

el 26% de las cepas de S. aureus fueron resistente al B-lactamico (Perovic et al., 2018).

En un trabajo realizado en el periodo 2010-2015 en un hospital publico de Brasil, se
analizaron un total de 2,527 muestras clinicas, de las cuales 577 fueron bacterias del
grupo ESKAPE. Los resultados de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana
mostraron que las cepas de E. faecium fueron resistente a eritromicina (95.8%),
linezolid (87.5%), daptomicina (83.3%) y el 91.7% fueron resistentes a ciprofloxacina,
ampicilina y penicilina. En las cepas de S. aureus se observo resistencia a penicilina
(96.9%), eritromicina (75%), ciprofloxacina, levofloxacina (63.3%) y oxacilina (40%).

La resistencia de K. pneumoniae ante aztreonam, cefepime y cefotaxima fue del 75.2%
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y para ertapenem fue 69.7%. Todas las cepas de A. baumannii fueron sensibles a
imipenem, ciprofloxacina, ceftazidima y tuvieron resistencias del 8.9%, 11.2%, 14% y
17.8% a cefotaxima, cefepime, meropenem Yy levofloxacina respectivamente. La
resistencia de P. aeruginosa ante ciprofloxacina fue del 54.3%, seguido de
levofloxacina e imipenem (53.1%) y norfloxacina (47%). Los porcentajes de
resistencias para Enterobacter sp. a cefalotina fue del 96% amoxicilina/ acido
clavulanico (87.5%), cefoxitina (79.2%), ampicilina (78.5%) y cefotaxima (73.9%) (Silva
et al., 2017).

3.6. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en México

En el Instituto Nacional de Cancerologia en la Ciudad de México, durante 2005 al 2015
se analizo el perfil de susceptibilidad de bacterias del grupo ESKAPE aisladas de
hemocultivo. De las cepas de E. faecium (n=143) el 31.5% fueron resistentes a
vancomicina; A. baumannii (n=96) 24% fueron resistentes a multiples antibioticos; S.
aureus (n=571) 21.2% fueron resistentes a meticilina; K. pneumoniae (n=367) 11.2%
fueron BLEESs positivas; P. aeruginosa (n=384) 11.2% fueron resistentes a multiples
antibidticos y Enterobacter sp. (n=250) 2.4% fueron BLEEs positivas (Velazquez-
Acosta et al., 2018).

En un trabajo realizado en el Hospital Universitario de Monterrey, Nuevo Ledn, México,
durante 2011 y 2012, se analizaron los perfiles de susceptibilidad de las bacterias del
grupo ESKAPE y se obtuvieron los siguientes resultados: S. aureus (n= 242) resistente
a ampicilina 90% y penicilina 89.3%; todas las cepas de K. pneumoniae (n=192) fueron
resistentes a ampicilina y ticarcilina y 54.7% a cefuroxima; en las cepas de A.
baumannii (n=268) se observo resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol (86.9%) y
cefotaxima (86.1%); P. aeruginosa (n=242) mostro resistencia a cloranfenicol en un
95.4%; todas las cepas de Enterobacter sp. (n=114) fueron resistentes a

amoxicilina/acido clavulanico (Llaca-Diaz et al., 2013).
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En un estudio realizado en 2018 en 47 centros hospitalarios de 20 estados de la
republica mexicana se evalud la tasa de resistencia a los antimicrobianos, de 22,943
cepas Gram-negativas y positivas, 10,294 pertenecieron al grupo de bacterias
ESKAPE. Los resultados para los Gram-negativos fueron los siguientes: Mas del 50%
de las cepas de Klebsiella sp. (n=3,334) fueron resistentes a ampicilina-sulbatam,
aztreonam, cefazolina, ceftriaxona y trimetoprim-sulfametoxazol y el 46% fue
resistente a gentamicina. Las cepas de P. aeruginosa (n=1,995) mostraron resistencia
a imipenem (29.9%), meropenem (27.8%), ciprofloxacina (18.6%), amikacina (17.3%)
y gentamicina (16.7%); Enterobacter sp. (n=1,334) mostrd resistencia a cefazolina
(91.7%), ceftriazona (42.1%), gentamicina (15.8%), ciprofloxacina (13.8%) y amikacina
(6.1%); Acinetobacter sp. (n=861) mostré resistencia a ciprofloxacina (82.3%),
meropenem (79.6%), y gentamicina (42.5%). Los resultados para bacterias Gram-
positivas fueron los siguientes: las cepas de S. aureus (n=2,646) mostraron resistencia
a penicilina (90.3%), ciprofloxacina (26.3%), oxacilina (23.1%), y gentamicina (8.4%);
E. faecium (n=124) mostro resistencia a ciprofloxacina (60.8%) y vancomicina (20.7%).
En este mismo estudio se evalud la multirresistencia de bacterias del grupo ESKAPE:
Acinetobacter sp. multidrogo resistente (MDR) (459/53.0%), posibles extremadamente
resistentes (XDR) (372/43.2%), XDR (76/8.8%) y posibles pandrogo resistentes (PDR)
(334/38.8%); Klebsiella sp. MDR (752/22.6%); Enterobacter sp. MDR (159/11.9%); P.
aeruginosa MDR (175/8.8%), posibles XDR (165/8.3%), XDR (3/0.2%) y posibles PDR
(87/4.4%) (Garza-Gonzalez et al., 2019).

En un estudio multicéntrico en hospitales publicos y privados de México, se evalué el
perfil de resistencia de bacterias del grupo ESKAPE y se encontré que S. aureus
(n=40) y K. pneumoniae (n=38) fueron las especies mas frecuentes, S. aureus mostré
resistencia a daptomicina y oxacilina 77.5% y 50% respectivamente y K. pneumoniae
fue resistente a moxifloxacina (76.3%), piperacilina (73.6%), gentamicina y

meropenem (23.4%) (Gutiérrez Mufioz et al., 2017).

En un estudio realizado en el periodo 2016-2017 en 11 hospitales pertenecientes a la

red del Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) se
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analizaron los perfiles de susceptibilidad de las bacterias del grupo ESKAPE y se
obtuvieron los siguientes resultados: K. pneumoniae (n=699) mostro resistencia a
ampicilina (692/99%), ceftazidima y cefotaxima (436/62%), ciprofloxacina (268/38%) y
amikacina (89/13%); S. aureus n=566 mostro resistencia a eritromicina (224/40%),
clindamicina (204/36%), ciprofloxacina (184/32%), oxacilina (168/30%) gentamicina
(88/15%); P. aeruginosa n=423 mostro resistencia a meropenem (140/33%), cefepime
(92/22%), Ceftazidima (88/21%); E. cloacae (n=219) mostro resistencia a cefepime
(134/61%), cefuroxima (120/55%) y A. baumannii n=190 mostro resistencia a
amikacina (50/92%), ciprofloxacina (154/81%) y ampicilina (143/75%) (Plan
Univeristario para el Control de Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) UNAM, 2018)

Diversos estudios han demostrado la presencia en aguas residuales a bacterias
resistentes a multiples antibioticos. Las PTAR parecen ser efectivas para eliminar
bacterias resistentes a los antibioticos durante el proceso de tratamiento. Sin embargo,
es posible que las plantas de tratamiento funcionen como una incubadora de
resistencia a los antibioticos bajo ciertas condiciones (Michael et al., 2013; Rizzo et al.,
2013; Parnanen et al., 2019).

4. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales

Una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) es una instalacion en la que se
utiliza una combinacién de procesos, fisicos, quimicos y biolégicos para tratar aguas
de efluentes de uso humano y aguas industriales, con el objetivo de eliminar
contaminantes y obtener un efluente tratado y que pueda ser reutilizable en el
ambiente (Hreiz et al., 2015). Las aguas residuales son aquellas cuyas caracteristicas
originales han sido modificadas por actividades humanas y que por su calidad
requieren un tratamiento previo, antes de ser reusadas o vertidas a un cuerpo natural
de agua o descargadas al sistema de alcantarillado; estas son una mezcla de
sustancias organicas e inorganicas, suspendidas o disueltas. La mayor parte de

materia organica consiste en residuos alimenticios, excretas, materia vegetal, sales
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minerales y materiales diversos como jabones y detergentes sintéticos (CONAGUA,
2015).

4.1. Tipo de tratamientos

Los tipos de aguas residuales incluyen: aguas residuales municipales, aguas
residuales industriales, mezclas de aguas residuales industriales / domésticas y aguas
residuales agricolas. Las aguas residuales se originan a partir de las aguas residuales
domésticas, desechos industriales, desechos de animales, escorrentia de lluvias e
infiltracion de aguas subterranea. Las aguas residuales constan de un 99.9% de agua
y el 0.1% de sdlidos, sea material suspendido o disuelto (Gray, 2010).

Por razones de salud publica, las aguas residuales no se desechan en lagos o
corrientes sin tratamiento previo; la materia organica se elimina por meétodos
mecanicos y quimicos; pero si el material es de naturaleza organica, el tratamiento es
biologico, implicando actividad microbiana. El tratamiento de las aguas residuales es
un proceso complejo, donde se distinguen cuatro etapas (pretratamiento, tratamiento
primario, secundario y terciario) que comprenden procesos fisicos quimicos y
biologicos (Figura 4) (Abarca MS, 2007).
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Figura 4. Etapas de tratamiento de las aguas residuales en la planta de tratamiento (Menéndez &

Garcia, 2013).
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4.1.1. Pretratamiento

El pretratamiento es un proceso de eliminacion de constituyentes de mayor tamafio
como arenas o basura cuya presencia puede provocar problemas de mantenimiento y
funcionamiento de los diferentes procesos operaciones y sistemas auxiliares (Orta
Arrazcaeta, 2002; CONAGUA, 2015).

4.1.2. Tratamiento primario

El tratamiento primario es un proceso fisico, destinado a remover solidos de menor
tamafio, a través de la sedimentacion, con el fin de mejorar el tratamiento del agua
residual en las unidades subsecuentes. Esta etapa permite eliminar el 90% de los
soélidos sedimentables y el 65% de los sdélidos en suspension, ademas disminuye un
35% de la demanda bioquimica de oxigeno (Delgadillo & Condori, 2010; CONAGUA,
2015).

4.1.3. Tratamiento secundario

Es la degradacion de la materia organica presente en el agua residual, mediante
procesos biolégicos llevados a cabo por microorganismos. Esta etapa de tratamiento
puede ser aerbbica, en donde los microorganismos degradan la materia organica
transformandola en didxido de carbono (CO2) y moléculas de agua. En el tratamiento
anaerobico la materia organica contenida en un sustrato es convertida en una mezcla
de gases conocida como biogéas principalmente metano y diéxido de carbono (Perez,
2012; CONAGUA, 2015).

4.1.4. Tratamiento terciario

El tratamiento terciario consta de un proceso quimico para aumentar la calidad del
efluente, el proceso de la cloracion tiene la finalidad de eliminar microorganismos,

reducir la demanda bioquimica de oxigeno, eliminar o reducir colores y olores. Los
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compuestos de cloro mas utilizados son el gas cloro (Cl»), el hipoclorito sédico (NaClO)
y el dioxido de cloro (ClO2) también se adicionan sustancias floculantes (quimicos que
aceleran la sedimentacion de solidos suspendidos) como el anidnico solido o liquido,
catiénico solido seguido de la remocion fisica de sedimentos y finalmente la
decantacion (CONAGUA, 2015).

5. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) y Resistencia
Antimicrobiana (RAM)

Los efluentes hospitalarios contienen patégenos y diversos agentes quimicos que
inducen a la resistencia bacteriana escapando facilmente de las plantas de tratamiento
de aguas residuales. Una porcion de antimicrobianos administrados a los humanos se
usan en el hogar y eventualmente terminan en las aguas residuales, las PTAR
funcionan como reservorios de antibidticos, genes de resistencia a los antimicrobianos
(GRA) y bacterias resistentes de diferentes entornos, ademas son fuentes importantes
para el desarrollo de resistencia a los antibiéticos y proporcionan una ruta potencial de
diseminacion de los GRA, las aguas residuales incorporadas a las PTAR combinan
excretas y residuos producidos en un area determinada. Se ha propuesto que las
PTAR son puntos criticos para la transferencia horizontal de genes entre diferentes
especies bacteriana, permitiendo la aparicion y diseminacion de la resistencia (Rizzo
et al., 2013).

Una vez que las bacterias resistentes ingresan a las PTAR pueden diseminar sus
determinantes de resistencia entre las bacterias de la comunidad microbiana
enddégena y las que transitan a través de las PTAR. Se han encontrado bacterias
resistentes en las PTAR y en sus efluentes, lo que denota que las PTAR no son
completamente efectivas para eliminar estas bacterias (Bouki et al., 2013; Rizzo et al.,
2013; Berendonk et al., 2015). Sin embargo, los niveles de resistencia se reducen
debido al tratamiento, ya que las cargas bacterianas y los GRA se reducen
significativamente, pero no se eliminan en su totalidad (Bengtsson-Palme et al., 2016).

En general, los efluentes hospitalarios contribuyen con menos del 1% de la cantidad
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total de las aguas residuales, por lo que las aguas residuales hospitalarias se diluyen
ampliamente en las PTAR, planteando que los demés efluentes que llegan alas PTAR
contienen gran cantidad de bacterias resistentes (Yang et al., 2014).

Los factores que contribuyen a la resistencia a los antibioticos durante el proceso de
tratamiento de aguas residuales, son la formacion de particulas de lodo con
microorganismos que acumulan y liberan pladsmidos bacterianos portadores de GRA,
facilitando el intercambio de genes de resistencia entre diversos géneros bacterianos,
otro factor es la presencia de antibiéticos que a bajas concentraciones pueden inducir
respuestas genéticas conduciendo a adaptaciones y mutaciones en la poblacién
microbiana. Por lo tanto, los métodos convencionales de tratamiento de aguas
residuales basados en lodos activados proporcionan las condiciones ideales para la
transferencia de GRA (Huang et al., 2014).

El ambiente de aguas residuales provoca una presion de seleccion por las
concentraciones de antibioticos, metales o biocidas, conduciendo a la diseminacion de
bacterias resistentes, destacando que las bacterias sensibles enddgenas en este
ambiente pueden adquirir genes de resistencia mediante transferencia horizontal,
conjugacion, transformacion o transduccion convirtiéndose en bacterias resistentes a

los antibioticos (Figura 5).
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Figura 5. Seleccion y transferencia de genes de resistencia a los antibi6ticos en aguas residuales

(Karkman et al., 2018).

5.1. Prevalencia de bacterias del grupo ESKAPE en aguas residuales

De febrero 2011 abril 2013 se tomaron 20 muestras de aguas residuales en cinco

ciudades de Nigeria, las muestras se dividieron en tres tipos: muestras de aguas

residuales, plantas de tratamiento y agua de rio, en el estudio se observé la siguiente

distribucion: en muestras de aguas residuales (Acinetobacter sp. n= 25, Enterobacter

sp. n=20, K. pneumoniae n=14,

Enterobacter hormaechei n=6, Pseudomonas sp. n=6

y Staphylococcus sp. n=6), en plantas de tratamiento (Pseudomonas sp. n=3, K.
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pneumoniae n=2, Acinetobacter sp. n=1, Enterobacter hormaechei n=1, Enterobacter
sp. n=1 y Staphylococcus sp. n=1) y en agua del rio n=17 (Acinetobacter sp. n=5,
Pseudomonas sp. n=4, Enterobacter sp. n=3, K. pneumoniae n=2, Staphylococcus sp.
n=2 y Enterobacter hormaechei n=1) y otras especies en los tres tipos de muestra
(n=151) (Obayiuwana et al., 2018).

Un estudio realizado en la India durante 2013-2014 en una PTAR de un hospital, se
obtuvieron 140 muestras de aguas residuales de las cuales se obtuvieron 106
microorganismos, cuyos resultados mostraron la siguiente distribucion: S. aureus
(11.42%), P. aeruginosa (9.28%), K. pneumoniae (8.57%) y otros (70.73%) (Kalaiselvi
et al., 2016).

En un estudio realizado en 2014 en 12 hospitales de Nueva Delhi en la India, se
recolectaron muestras de aguas residuales del efluente, y se realizaron cultivos para
identificar enterobacterias resistentes a carbapenémicos (RCB) y BLEEs; en los
hospitales grandes las cepas RCB (n=953) fueron: K. pneumoniae (26%), A.
baumannii (11%), E. cloacae (6%), E. aerogenes (1%) y otras especies (56%); en los
hospitales pequefios las cepas CBR (n=494) fueron: A. baumannii (25%), K.
pneumoniae (14%), E. cloacae (11%), E. aerogenes (5%) y (45%) otras especies. En
los hospitales grandes las cepas BLEEs (n=748) fueron: K. pneumoniae (19%), E.
aerogenes (12%), E. cloacae (3%) y otras (66%), en los hospitales pequefios las cepas
BLEEs (n=452) fueron: E. aerogenes (15%), K. pneumoniae (12%), E. cloacae (4%) y
otras especies (69%) (Lamba et al., 2017).

De octubre de 2017 a marzo 2018 en hospitales de Grecia se investigo la prevalencia
de bacterias aisladas a partir de 12 muestras de aguas residuales en donde se
identificaron 70 cepas del grupo ESKAPE con los siguientes resultados; K.
pneumoniae (n=24), P. aeruginosa (n=9), Enterococcus sp. (n=7), S. aureus (n=6) y
otros (n=24) (Sakkas et al., 2019).
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En un estudio realizado en Hong Kong, se tomaron nueve muestras del afluente y
efluente de tres PTAR, se detectaron un total de 16 especies bacterianas de las cuales
10 especies eran bacterias potencialmente patdgenas, lo que represento el 48.7% de
todas las bacterias resistentes identificadas: Aeromonas, Escherichia, Acinetobacter y
Pseudomonas (74.4%), destacando cuatro especies del grupo ESKAPE, A. baumannii
(6.6%), K. pneumoniae (5.5%), P. aeruginosa (3.3%) y E. faecium (2.6%) (Che et al.,
2019).

En un estudio realizado en PTAR de seis regiones en el sur de India, se aislaron un
total de 101 bacterias Gram negativas, entre ellas P. aeruginosa con 15 aislamientos
y otras especies no incluidas en el grupo ESKAPE (n=86) (Manohar et al., 2017).

5.2. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en aguas residuales

En un estudio realizado en 2014 en Croacia se muestrearon aguas residuales de una
PTAR, las aguas provenian de un sistema combinado de alcantarillado domeéstico,
aguas hospitalarias, industriales y pluviales, los resultados obtenidos mostraron 21
cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos, levofloxacina y ciprofloxacina y

20 de ellas resistente a gentamicina (Hrenovic et al., 2016).

De octubre de 2017 a marzo 2018 se analiz6 el perfil de resistencia de bacterias
aisladas de 12 muestras de aguas residuales de hospitales del noroeste de Grecia, en
donde se identificaron 46 cepas del grupo ESKAPE: K. pneumoniae (n=24) resistentes
a tobramicina 'y ceftriazona, 95.8% resistente a ceftazidima 'y
trimetoprim/sulfametoxazol; P. aeruginosa (n=9) todas resistentes a tobramicina y a
meropenem, 88.8% resistentes a amikacina, gentamicina, ciprofloxacina e imipenem;
Enterococcus ssp. (n=7) el 85.5% fueron resistentes a ampicilinay el 71.4% a linezolid,
eritromicina, ciprofloxacina y tetraciclina; S. aureus (n=6) fue resistentes a penicilina,

eritromicina y ciprofloxacina (Sakkas et al., 2019).
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En un estudio realizado en la India se muestrearon PTAR para conocer el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana en bacterias Gram-negativas, se aislaron un total de
101 cepas de diferentes géneros, la Unica especie relacionado al grupo ESKAPE fue
P. aeruginosa (n=15), todas las cepas fueron resistentes a ampicilina, eritromicina
(87%), azitromicina y amikacina (73%), cefotaxima y amoxicilina acido clavulanico
(67%), clindamicina (60%), y meropenem (20%) y el 73% de las cepas se consideraron

como multirresistentes (Manohar et al., 2017).

Actualmente, los estudios que evallan el alcance y la frecuencia de la resistencia a los
antibidticos en las PTAR se basan principalmente en la aplicacion de técnicas
moleculares (PCR cuantitativo, la secuenciacion metagendmica y secuenciacion
masiva del genoma) permitiendo la deteccion y cuantificacion de cientos de genes
(Karkman et al., 2016; Muziasari et al., 2016; Muurinen et al., 2017).
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6. JUSTIFICACION

La resistencia antimicrobiana es un tema preocupante debido al incremento en la
aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos; un grupo reducido de bacterias se
encuentra involucrado en infecciones hospitalarias y comunitarias, y es conocido como
grupo ESKAPE. Estas bacterias pueden ser diseminadas al ambiente a través de las
aguas residuales que llegan a las plantas de tratamiento. Las PTAR son consideradas
como reservorios y sitios de diseminacion de genes y bacterias resistentes, a partir de
las cuales se puede propagar la resistencia antimicrobiana. La deteccién de
marcadores de resistencia en este entorno, resulta importante para generar la
evidencia cientifica necesaria para proponer medidas de control de la resistencia

antimicrobiana.

7. HIPOTESIS

La presion selectiva que ejercen los antibiéticos utilizados en el ambiente hospitalario,
cuyas trazas son dispuestas en la PTARSs de los hospitales a través de la descarga de
aguas residuales favorece el intercambio de marcadores de resistencia entre las
bacterias del mismo o diferente género, por lo que se esperaria que las bacterias del
grupo ESKAPE aisladas de las aguas residuales muestren un patron fenotipico de

multi-resistencia.
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8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuéles son los marcadores fenotipicos de resistencia antimicrobiana que expresan

las bacterias del grupo ESKAPE aisladas de aguas residuales?

9. OBJETIVO GENERAL

Detectar los marcadores fenotipicos de resistencia antimicrobiana que expresan las
bacterias del grupo ESKAPE aisladas de aguas residuales.

9.1. Objetivos especificos

a) ldentificar las especies de bacterias del grupo ESKAPE presentes en aguas
residuales no tratadas.

b) Identificar las especies de bacterias del grupo ESKAPE presentes en aguas
residuales tratadas.

c) Determinar el fenotipo de resistencia de las bacterias del grupo ESKAPE

aisladas de aguas residuales.
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10. METODOLOGIA

10.1. Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo en la planta de tratamiento de aguas residuales del
Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (HRAEI). Ubicado en la Carretera
Federal México-Puebla km 34.5; Pueblo de Zoquiapan, Ixtapaluca Estado de México
C.P. 56530. El HRAEI opera con 246 camas censables, 186 camas no censables y 14
quiréfanos. La PTAR adjunta al HRAEI tiene diferentes procesos de tratamiento los

cuales incluye: pretratamiento, aireacion y desinfeccion microbioldgica (Figura 6).

Pre-tratamiento Filtracion (zeolita) Rayos UV Servicios sanitarios

-
::#yﬁ'

Aireacion ‘ | Filtracién (carbon activado) ” Cloracidn |

Figura 6. Planta de tratamiento de aguas residuales en el Hospital Regional de Alta Especialidad de

Ixtapaluca.

10.2. Disefo de estudio

Estudio de tipo transversal observacional descriptivo, con un muestreo por
conveniencia. Proyecto anidado al proyecto titulado “Mapa de uso clinico de
antibioticos y de reservorio de genes de resistencia bacteriana en el ambiente de
tratamiento de aguas residuales. CI-2512018/1533. Se tomé una muestra de un litro
de agua residual y un litro de agua tratada, en la entrada y la salida de la PTAR. Estas
muestras fueron transportadas a 4°C al laboratorio de la Dra. Celia Alpuche Aranda,

ubicado en el Instituto Nacional de Salud Publica en Cuernavaca, Morelos.
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10.3. Anélisis microbioldgico

Para el andlisis microbiolégico se utilizd una alicuota de 50 ml de agua residual y una
alicuota de 100 ml de agua tratada. Ambas alicuotas fueron centrifugadas a 5,000 rpm
durante 20 minutos. Se decantd y desechd el sobrenadante, las pastillas obtenidas
fueron re-suspendidas en 10 ml de amortiguador de fosfato salino (PBS). A partir de
esta suspension, se realizo una dilucion 1:10; 50 pl de esta dilucion fue sembrada en

cuatro medios cromogénicos.

10.3.1. Seleccién de medios cromogénicos

Para la siembra de las muestras se ocuparon los siguientes cromo-agares: HiCrome
Enterococcus faecium Agar Base™, Rapid HiEnterococci Agar™, HiCrome ECC
Agar™, HiCrome Acinetobacter Agar Base™, los cuales son medios de cultivo que
contienen cromégenos que sirven para detectar distintas enzimas producidas por la
bacteria durante sus procesos metabodlicos. Cuando la bacteria produce la enzima
especifica, hidroliza el sustrato liberando un compuesto cromogénico, debido a una
reaccion enzima-sustrato la colonia bacteriana adquiere un color especifico. Las
enzimas pueden ser especificas de un género, una especie o un grupo reducido de
especies de bacterias. Estos cromo-agares utilizados identifican presuntivamente las
bacterias del grupo ESKAPE, a través de diferente coloraciéon como se indica en el
Cuadro 2. Se utilizaron cepas controles del ATCC® para cada género bacteriano del
grupo ESKAPE.
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Cuadro 2. Medios de cultivo cromogénicos y cepas ATCC® recomendadas para cada cromo-agar.

Bacteria
Cromo-agares _ o Color ATCC®
identificada
HiCrome Enterococcus ) E. faecium
) E. faecium Verde
faecium Agar Base ATCC® 19434
o ) ) S. aureus
Rapid HiEnterococci Agar S. aureus Sin color
ATCC® 25923
K. pneumoniae
' ) ATCC® 13883
HiCrome™ ECC Agar K. pneumoniae Rosa )
E. coli
ATCC 25922
HiCrome Acinetobacter Agar - A. baumannii
A. baumannii Morado
Base ATCC® BAA1605
) ] P. aeruginosa
HiCrome™ ECC Agar P. aeruginosa Paja

ATCC® 27853

10.3.2. Caracteristicas de los cromo-agares utilizados

HiCrome Enterococcus faecium Agar Base: El principio del medio cromogénico
se sustenta en que las especies de Enterococcus sp. poseen la enzima
glucosidasa, que enciende especificamente el sustrato cromogénico p-
nitrofenol-glucésido (pNPG) para producir colonias de color azul. E. faecium
fermenta arabinosa; y escinde el sustrato cromogénico presente en el medio
para producir colonias de color verde junto con coloracion amarilla en el medio.
Rapid HiEnterococci Agar: Las especies de Enterococcus sp. poseen la enzima
B-glucosidasa que enciende el sustrato cromogénico X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopirandsido, dando como resultado un color verde azulado.
HiCrome™ ECC Agar: La especie de K. pneumoniae contiene la enzima
galactosidasa que enciende el sustrato cromogénico X-glucuronido Salmon-
GAL (6-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) dando como resultado colonias
de color rosa.

HiCrome Acinetobacter Agar Base: La peptona especial aporta compuestos

nitrogenados, carbonosos, aminodcidos, vitaminas y otros factores de
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crecimiento esenciales para el organismo. El cloruro de sodio mantiene el
equilibrio osmatico. La mezcla selectiva inhibe los organismos Gram-positivos.
El sustrato cromogénico (B-alanil pentilresorufamina), es hidrolizado por la
enzima [(-alanil aminopeptidasa presente en bacterias del orden
Pseudomonales esta reaccidbn enzima-sustrato en el medio permite la

diferenciacion de especies de Acinetobacter de otros organismos.

10.3.3. Preparacion de los cromo-agares

Se prepararon los cromo-agares previamente descritos, a los cuales se les agregaron
los siguientes antimicrobianos: cefotaxima (CTX), ceftazidima (CTZ), imipenem,
gentamicina, ciprofloxacina, oxacilina y vancomicina. Las concentraciones utilizadas
para cada uno de estos antimicrobianos se asignaron con base en lo indicado en

(CLSI, 2019), mismas que se describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentraciones de antibioticos utilizados para los diferentes géneros del grupo ESKAPE
(CLSI, 2019).
Bacteria del grupo Antimicrobiano Concentracién utilizada
ESKAPE utilizado (ug/ml)
HiCrome Enterococcus vancomicina 4

. E. faecium i i
faecium Agar Base ciprofloxacina

Cromo-agares

oxacilina

Rapid HiEnterococci vancomicina
S. aureus -
Agar gentamicina

ciprofloxacina
cefotaxima

) ceftazidima
. K. pneumoniae -
HiCrome™ ECC Agar ) imipenem
P. aeruginosa .
gentamicina

ciprofloxacina
cefotaxima

ceftazidima
HiCrome Acinetobacter . _—
A. baumannii imipenem
Agar Base -
gentamicina

N 0O N 0 N N 0O N 0O N N O b D

ciprofloxacina
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10.3.4. Siembra en cromo-agares

A partir de la dilucién (1:10) de cada muestra, se tomaron 50 pl que fueron inoculados
en los cromo-agares con las diferentes concentraciones de antimicrobianos, mediante
la técnica de estria abierta 0 espatulado. Una vez sembradas fueron incubadas a 37°C
por 18-24 horas. Posterior al periodo de incubacion se seleccion6 de cada medio
cromogénico una colonia presuntiva de cada género del grupo ESKAPE para la
muestra de agua residual y agua tratada, basado en el color de la colonia como se
indica en el cuadro 2. Cada colonia seleccionada fue resembrada e incubada a 37°C
por 18-24 horas, con la finalidad de tener cultivos puros de cada género del grupo
ESKAPE identificado presuntivamente.

10.3.5. Conservacion de las cepas

Las cepas aisladas de la muestra de agua residual y tratada que fueron identificadas
presuntivamente por cromoagar, fueron conservadas con el marcador de resistencia
respectivo en crioviales con 2 ml con caldo Luria Bertani y glicerol al 90% a -80°C.

Cada vial fue rotulado con el género presuntivo, fecha y cédigo del hospital.

10.4. Identificacion de género y especie

10.4.1. Sistema de identificacion API® BioMérieuxMR

Es un sistema estandarizado y miniaturizadas de mdaltiples pruebas de substratos
bioquimicos para la identificacion bacteriana. Aunque tienen el mismo fundamento,
difieren en el numero, tipo de pruebas que permite realizar. Las pruebas de los
substratos deshidratados indican la presencia o ausencia de una enzima, de un grupo
de enzimas o de una via metabdlica completa en uno o0 mas microorganismos. Los
microtubos se inocularon con una suspension bacteriana ajustada al 0.5 del estandar
de McFarland equivalente a 1x108 UFC/ml en solucién salina. Las reacciones que se
producen durante la incubacion se traducen en cambios de color, espontaneos o bien

provocados mediante la adiciéon de reactivos. Las lecturas de estas reacciones se
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realizaron con la ayuda de la tabla de lectura y la identificacion se obtuvo con la ayuda

del software de identificacion APl web®.

10.4.1.1. API® 20Estrep

La prueba API® 20Strep, es un sistema estandarizado para la identificacion de la
mayoria de los Streptococcus sp. y Enterococcus sp. La galeria incluye 20 microtubos
gue contienen los substratos deshidratados para la deteccibn de actividades

enzimaticas o de fermentacion de azucares (Anexo 1).

10.4.1.2. API® 20Staph

La prueba API® Staph, es un sistema estandarizado de identificacion de los géneros
Staphylococcus sp. Micrococcus sp. y Kocuria sp. La galeria incluye 20 microtubos
gue contiene substratos deshidratados (Anexo 2).

10.4.1.3. API® 20E

La prueba API® 20E, es un sistema estandarizado de multiples pruebas bioquimicas
para la identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos
Gram-negativos. La prueba consta de 21 pruebas bioquimicas miniaturizados en una

galeria reactiva que posee 20 microtubos con substratos deshidratados (Anexo 3).

10.4.1.4. API® 20NE

La prueba API® 20NE, es un sistema estandarizado para la identificacion de los bacilos
Gram-negativos no enterobacterias y no fastidiosos (Pseudomonas sp. Acinetobacter
sp. Flavobacterium sp. Moraxella sp. Vibrio sp. Aeromonas sp. etc.), que incluye

pruebas estandarizadas y miniaturizadas (Anexo 4).
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11. RESULTADOS

11.1. Identificacion presuntiva de bacterias ESKAPE en aguas residuales

La siembra de las muestras de agua residual y tratada en medios cromogénicos,
permitié aislar e identificar presuntivamente bacterias de los géneros: Enterococcus,
Staphylococcus, Klebsiella y Acinetobacter. Los resultados se describen a

continuacién para cada género.

11.1.1. Enterococcus faecium

De la muestra de agua residual sembrada en HiCrome Enterococcus faecium Agar
Base con vancomicina y ciprofloxacina, se aislaron presuntivamente bacterias del
género Enterococcus que tuvieron desarrollo en presencia de los antibiéticos probados
(Figura 7).

Enterococcus Enterococcus
HiCrome Enterococcus HiCrome Enterococcus
faecium Agar Base faecium Agar Base
Vancomicina Ciprofioxacina

Figura 7. Crecimiento presuntivo de Enterococcus sp. proveniente de las muestras de agua residual.

La flecha roja indica el crecimiento positivo de esta especie.

11.1.2. Staphylococcus sp.

De la muestra de agua residual sembrada en Rapid HiEnterococci con oxacilina,

vancomicina, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron presuntivamente bacterias del

46



género Staphylococcus, que tuvieron desarrollo en presencia de los antibioticos
probados (Figura 8).

Staphytococcus Saphylococces Staphylococcus Staphylococcus
Rapsd HiEntarocooes Agar Rapxd HiEnterococs: Agar Rapid MiEnterococe Ager - Rapd HiEntarocooey Agar
Ouaciing \encomions Geetamiona Ciprefioxacing

Figura 8. Crecimiento presuntivo de Staphylococcus sp. proveniente de la muestra de agua residual. La

flecha roja indica el crecimiento positivo de esta especie.

11.1.3. Klebsiella sp.

De la muestra de agua residual sembrada en HiCrome™ ECC Agar con: cefotaxima,
ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron presuntivamente
bacterias del género Klebsiella, que tuvieron desarrollo en presencia de los antibioticos
probados (Figura 9).

/i ’ d
(
f

Klebsiella Klebsiella
Hi crome ECC Agar Hi crome ECC Agar
Cefotaxima Gentamicina

Klebsiella
Hi crome ECC Agar
Ceftazidima

Klebsiella
Hi crome ECC Agar
Ciprofloxacina

Klebsiella
Hi crome ECC Agar
Imipenem

Figura 9. Crecimiento presuntivo de Klebsiella sp. proveniente de la muestra de agua residual. La flecha

roja indica el crecimiento positivo de esta especie.
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11.1.4. Acinetobacter sp.

De la muestra de agua residual sembrada en HiCrome Acinetobacter Agar Base con
cefotaxima, ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron
presuntivamente bacterias del género Acinetobacter que tuvieron desarrollo en

presencia de los antibiéticos probados (Figura 10).

Acinetobacter Acinefobacter Acinefobacter Acinelobacter Acinetobacler
HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinefobacter Agar  HiCrome Acinefobacter Agar
Cefotaxima Ceftazidima Imipenem Gentamicina Ciprofioxacina

Figura 10. Crecimiento presuntivo de Acinetobacter sp. proveniente de la muestra de agua residual. La

flecha roja indica el crecimiento positivo de esta especie.

11.2. Identificacién presuntiva de bacterias ESKAPE en agua tratada

11.2.1. Enterococcus sp.
En la muestra de agua tratada sembrada en HiCrome Enterococcus faecium Agar

Base con vancomicina y ciprofloxacina, no hubo desarrollo del género Enterococcus
(Figura 11).
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Enterococcus Enterococcus

HiCrome Enterococcus HiCrome Enterococcus
faecium Agar Base faecium Agar Base
Vancomicina Ciprofloxacina

Figura 11. Siembra de agua tratada en HiCrome Enterococcus faecium Agar Base. En esta siembra de

agua tratada no hubo desarrollo del género Enterococcus.

11.2.2. Staphylococcus sp.

De la muestra de agua tratada sembrada en Rapid HiEnterococci con oxacilina,
vancomicina, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron presuntivamente bacterias del
género Staphylococcus que tuvieron desarrollo en presencia de los antibidticos

probados, excepto en gentamicina (Figura 12).

~

Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
Rapid HiEnterococei Agar  Rapid HiEnterococciAgar — Rapid HiEnterococei Agar Rapid HiEnterococci Agar
Oxacilina. Vancomicina. Gentamicina Ciprofioxacina

Figura 12. Crecimiento presuntivo de Staphylococcus sp. proveniente de la muestra de agua tratada.

La flecha roja indica el crecimiento positivo de esta especie.
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11.2.3. Klebsiella sp.

De la muestra de agua tratada sembrada en HiCrome™ ECC Agar con: cefotaxima,

ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron presuntivamente

bacterias del género Klebsiella que tuvieron desarrollo en presencia de los antibioticos

probados (Figura 13).

Kiebsigtia Klebsiefta Klebsielia
Hi crome ECCAgal Hi crome ECC Agar Hi crome ECC Agar Hi crome ECC Agar Hi crome ECCAgal
Cefotaxima Ceftazidima Imipenem Gentamicina Ciprofloxacina

Figura 13. Crecimiento presuntivo de Klebsiella sp. proveniente de la muestra de agua tratada. La flecha

roja indica el crecimiento positivo de esta especie.

11.2.4. Acinetobacter sp.

De lamuestra de agua tratada que fue sembrada en HiCrome Acinetobacter Agar Base
con cefotaxima, ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina, se aislaron
presuntivamente bacterias del género Acinetobacter que tuvieron desarrollo en
presencia de los antibidticos probados (Figura 14).

HiCrome Acinetobacter Agar - HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinetobacter Agar  HiCrome Acinetobacter Agar
Cefotaxima Ceftandima Imipenem Gentamicna Ciprofioxacina

Figura 14. Crecimiento presuntivo de Acinetobacter sp. proveniente de la muestra de agua tratada. La

flecha roja indica el crecimiento positivo de esta especie.
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De las muestras de agua residual y tratada sembradas en HiCrome™ ECC Agar con
los antibibticos respectivos, no se observaron colonias presuntivas de Pseudomonas
y Enterobacter. Los resultados del crecimiento presuntivo de las bacterias del grupo
ESKAPE en presencia de antibidtico, de las muestras de agua residual y tratada se

resumen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Géneros bacterianos presuntivos del grupo ESKAPE aislados de las muestras de agua

residual y tratada.

o Agua residual Agua tratada
Antibiotico

K A

Oxacilina

Cefotaxima

Ceftazidima

Imipenem

Vancomicina

Gentamicina

Ciprofloxacina

Rojo: Con crecimiento. Verde: Sin crecimiento. Blanco: Antibiético no probado (E) Enterococcus sp.
(S) Staphylococcus sp. (K) Klebsiella sp. (A) Acinetobacter sp. (P) Pseudomonas sp. (En) Enterobacter

sp.

11.3. Resultados de la identificacion por sistema API®

Los aislamientos de las bacterias del grupo ESKAPE aisladas presuntivamente de
agua residual y tratada fueron identificadas a través del sistema API®los resultados se
resumen en el (Cuadro 5). No todos los aislamientos recuperados del muestreo de las
aguas residual o tratada pudieron ser identificados con API (estos se indican con un

guion).
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Cuadro 5. Resultados de identificacion por el sistema API®.

Tipo de Genero presuntivo por Resultado obtenido

Sistema API utilizado

muestra cromoagar
Enterococcus sp.

) Staphylococcus sp.

Agua residual i
Klebsiella sp.

Acinetobacter sp.

Staphylococcus sp.

Agua tratada Klebsiella sp.

Acinetobacter sp.

API® 20Estrep
API® 20Staph
API® 20E
API® 20NE
API® 20Staph
API® 20E
API® 20NE
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12. DISCUSION

El uso de aguas residuales tratadas puede ser un factor importante para la
diseminacion de bacterias resistentes a los antimicrobianos hacia el ambiente. Las
aguas residuales tratadas del HRAEI son utilizadas para servicios sanitarios y riego de
areas verdes en el hospital y a pesar de que la PTARs del HRAEI tiene distintos
procesos de tratamiento, algunas bacterias que pertenecen al grupo ESKAPE fueron
identificadas en las aguas residuales y aguas residuales tratadas; identificandose
presuntivamente por cromo-agares los géneros: Enterococcus sp., Staphylococcus sp.
Klebsiella sp. y Acinetobacter sp.; estos resultados son concordantes con los
encontrados en el trabajo de (Obayiuwana et al., 2018) donde se observé en muestras
de aguas residuales el crecimiento de: Acinetobacter sp. n= 25, Enterobacter sp. n=20,
K. pneumoniae n=14, Enterobacter hormaechei n=6, Pseudomonas sp. n=6 y
Staphylococcus sp. n=6). De igual forma (Lamba et al., 2017) reporté en PTARS
hospitalaria presencia de: K. pneumoniae (26%), A. baumannii (11%), E. cloacae (6%),
E. aerogenes (1%); en otro estudio realizado por (Sakkas et al., 2019) se observo la
presencia de bacterias de importancia clinica provenientes de aguas residuales,
destacando el crecimiento de K. pneumoniae (n=24), P. aeruginosa (n=9),
Enterococcus sp. (n=7), S. aureus (n=6) y otros (n=24). En el estudio realizado por
(Che et al., 2019) aislaron A. baumannii (6.6%), K. pneumoniae (5.5%), P. aeruginosa
(3.3%), E. faecium (2.6%) y otros (82%), en el afluente y efluente en tres plantas de
tratamiento muestreadas, todos estos estudios muestran la presencia de aislamientos

del grupo ESKAPE similar a lo encontrado en este trabajo.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen en evidencia que una cantidad
importante de bacterias de importancia clinica se estan liberando al ambiente
hidrolégico con la posibilidad de llegar a los espacios antropogénicos. Algunos
estudios han demostrado la eficacia de las PTARs para eliminar o disminuir la carga
bacteriana, por ejemplo en el trabajo de (Manohar et al., 2017) solo se aislaron cepas
de P. aeruginosa 15/101. Los resultados de (Lira et al., 2020) apoyan que los taxones

como firmicutes (8.48%), proteobacteria (68.47%) y gamma-proteobacteria (25.09%)
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fueron aislados en los afluentes y disminuyeron a 2.43%, 51.55% y 10.5%
respectivamente en los efluentes finales, destacando una disminucion de la
abundancia bacteriana. En un estudio realizado por (Narciso-da-Rocha et al., 2018)
concluyeron que el tratamiento secundario y el tratamiento con UV promovio notorias
variaciones en la comunidad bacteriana y reduccion de proteobacterias (Luddeke et
al., 2015) observé una mayor eliminacién de Enterococcus sp. y Staphylococcus sp.
en la salida de aguas residuales con tratamientos de ozonizacién en combinacion con
diferentes técnicas de filtrado. La implementacion o tipo de tratamiento que se aplique
en las PTARs es de suma importancia para la disminucion de la carga bacteriana.

Los mecanismos de resistencia a los diferentes antimicrobianos es un factor
importante para la supervivencia de bacterias resistentes a antibioticos a su paso por
las PTAR, como se mostrO en los resultados en este estudio se aislaron
presuntivamente por cromo-agar diferentes géneros bacterianos con fenotipos de
resistencia a diferentes antimicrobianos. En un estudio realizado por (Hrenovic et al.,
2016) tomaron muestras de agua residual proveniente de hospitales, industrias y
aguas pluviales, observando la presencia de A. baumannii, de las cuales 21 cepas
fueron resistentes a carbapenémicos, ciprofloxacina y gentamicina, los dos
aislamientos aislados de agua residual y agua tratada fueron resistentes a imipenem,
gentamicina y ciprofloxacina. En otro estudio realizado por (Sakkas et al., 2019)
analizando los perfiles de resistencia de bacterias aisladas de aguas residuales
hospitalarias encontraron a K. pneumoniae (n=24) resistentes a tobramicina y
ceftriazona, el 95.8% fueron resistentes a ceftazidima y trimetoprim/sulfametoxazol; P.
aeruginosa (n=9) todas resistentes a tobramicina y a meropenem, 88.8% resistentes a
amikacina, gentamicina, ciprofloxacina e imipenem; Enterococcus sp. (n=7) el 85.5%
fueron resistentes a ampicilina y el 71.4% a linezolid, eritromicina, ciprofloxacina y
tetraciclina; S. aureus (n=6) fueron resistentes a penicilina, eritromicina y
ciprofloxacina. En otro estudio mas reciente realizado por (Savin et al., 2020) en el cual
analizé las bacteria del grupo ESKAPE en PTARs identificaron enterobacterias
resistentes a carbapenémicos, E. faecium resistente a vancomicina y S. aureus

resistente a meticilina en las plantas de tratamiento de aguas municipales.; Este
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estudio llego a la conclusion de que las PTAR municipales parecen no eliminar las
bacterias del grupo ESKAPE, provocando a una descarga importante de estos géneros
en las aguas superficiales ocasionando las propagacion al ambiente.
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13. CONCLUSIONES

En este estudio se aislaron bacterias de importancia clinica; en el afluente de la
PTAR se aislaron cuatro bacterias y en el efluente de la PTAR fueron aisladas
tres bacterias del grupo ESKAPE, cabe destacar que estas bacterias aisladas

en la PTAR estan clasificadas por la OMS en prioridad critica y alta.

En la muestra de agua residual se detecto la presencia de bacterias del grupo
ESKAPE con fenotipos de resistencia a distintos antimicrobianos. E. faecium
resistente a vancomicina y ciprofloxacina, S. aureus resistente a oxacilina,
vancomicina, gentamicina y ciprofloxacina, K. pneumoniae y A. baumannii

resistentes a cefotaxima ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina.

En la muestra de agua tratada se detecto la presencia de S. aureus resistente
a oxacilina, vancomicina y ciprofloxacina, K. pneumoniae y A. baumannii

resistentes a cefotaxima ceftazidima, imipenem, gentamicina y ciprofloxacina.

La presencia de bacterias del grupo ESKAPE en el efluente de la PTAR
analizada, pone de manifiesto la capacidad que estas bacterias tienen para
evadir los diferentes sistemas de tratamiento de esta PTAR.

14. PERSPECTIVAS

Continuar monitoreando la presencia de bacterias de importancia clinica
(ESKAPE) en las PTARs hospitalarias.

Realizar estudios comparativos entre PTARS hospitalarias y comunitarias.
Continuar la vigilancia de la resistencia antimicrobiana en el ambiente de las

aguas residuales.
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Realizar investigaciones enfocadas al andlisis de concentraciones de
antimicrobianos en las aguas residuales, este analisis podria indicar si las trazas
de los antimicrobianos ejercen presién de seleccion sobre las bacterias de

importancia clinica.

Conocer los mecanismos de resistencia en bacterias como las del grupo
ESKAPE, mediante técnicas fenotipicas o genotipicas es imprescindible para

un mejor manejo y control de la resistencia a los antibioticos.

Con los resultados que se obtuvieron en este estudio, la aplicacion de la técnica
de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) seria de utilidad, para
valorar el origen de cada una de las bacterias del grupo ESKAPE presentes en

las aguas residuales.

El muestreo en diferentes areas del HRAEI incluyendo areas de servicios
sanitarios, areas de jardineria y aguas residuales y el empleo de la técnica
PFGE, esto conduce a una conclusién; de si existe un riesgo para la salud

publica el estar en contacto en las diferentes areas del hospital.

15. LIMITACIONES DEL TRABAJO

Una de las limitaciones de este trabajo fue el muestreo en una sola PTAR.

La falta de confirmacidén de los géneros y especies bacterianas identificadas

presu ntivamente por cromo-agares.

La falta de confirmacion de la susceptibilidad antimicrobiana por microdilucion

en placa o sistema automatizado.

La suspension del trabajo experimental debido a la pandemia de SARS-CoV2.
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15. ANEXOS

ANEXO 1. BIOQUIMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION CON EL
SISTEMA API® 20ESTREP

Pruebas bioquimicas

Prueba de Piruvato sédico (VP): permite observar si el microorganismo fermenta la glucosa por
la via butanodidlica. Si es asi, se forma un producto intermedio acetil metil carbinol (acetoina)
que forma un complejo de color rojizo con el a-naftol.

Prueba de Acido hipurico (HIP): determinar la capacidad enzimatica de un microorganismo para
hidrolizar el hipurato de sodio (acido hiplrico) para obtener como producto final acido benzoico
y glicina por la accién de la enzima hipurato hidrolasa.

Prueba de Esculina citrato de hierro (ESC): Determinar la capacidad de un microorganismo de
hidrolizar el glucdsido esculina a esculetina, se basa en la hidrolisis de la ligadura beta de la
esculina a esculetina por una beta-glucosidasa constitutiva (la enzima esculinasa), la cual libera
la molécula de glucosa. La esculetina reacciona con una sal de hierro (Fe®**) para formar un
complejo fendlico de color gris, marrén o negro. El citrato férrico es un indicador de la hidrolisis
de la esculina y produce la formacion de esculetina.

Prueba de Acido piroglutamico-B-naftilamida (PYRA): detectar la presencia de la enzima L-
pirrolidonil arilamidasa (PYR); el sustrato L-pirrolidonil-B-naftilamina es hidrolizado por la enzima
L-piroglutamil aminopeptidasa a L-pirrolidona y B-naftilamina libre esta enzima reacciona con el
reactivo ZIM Ay ZIM B para dar un resultado de incoloro, naranja muy péalido o naranja.
Prueba de 6-bromo-2-naftil-aD-galactopiranosida (aGAL): se utiliza para detectar la enzima a-
galactosidasa (a-GAL) que hidroliza a-galactésidos en monosacaridos mediante la ruptura de
enlaces glucosidicos.

Prueba de Acido-naftol-ASBI-glucurénico (BGUR): se utiliza para detectar la presencia de la
enzima 3-D-glucuronidasa.

Prueba de 2-naftil-BD-galactopiranosida (BGAL): se utiliza para detectar la enzima -
galactosidasa (B-GAL) que hidroliza de B-galactésidos en monosacéaridos mediante la ruptura
de un enlace glucosidicos. Los 3-galactésidos incluyen carbohidratos que contienen donde el
enlace glucosidico se encuentra por encima de la molécula galactosa.

Prueba de 2-naftil fosfato (PAL): la fosfatasa acida (FAC) cataliza en medio acido la hidrolisis
del B-naftil fosfato, es te sustrato reacciona con la sal de diazonio formando un cromégeno, el
pentanodiol acelera la reaccién al actuar como aceptor del fosfato.

Prueba de L-leucina-B-naftilamida (LAP): se utiliza para la deteccién de la enzima leucina

aminopeptidasa (LAP).
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e Prueba de L-arginina (ADH): La enzima arginina-dihidrolasa comprueba si las bacterias utilizan
la arginina como fuente de carbono y energia para su crecimiento, convirtiendo la arginina en
ornitina, amoniaco y diéxido de carbono produciendo un aumento de pH y un cambio de color
del azul bromotimol de verde a azul.

e Prueba de D-ribosa (RIB), L-arabinosa (ARA), D-manitol (MAN), D-sorbitol (SOR), D-lactosa
(LAC), D-trehalosa (TRE), Inulina (INU), D-rafinosa (RAF), La fermentacién es un proceso
metabdlico anaerobio de oxidacion-reduccion, en el cual un sustrato organico actda como
aceptor final de hidrogeno (aceptor de electrones) en lugar de oxigeno, la fermentacion de
sustratos organicos como los hidratos de carbono da por resultado productos finales reducidos
y oxidados que son detectados por el indicador rojo de fenol que cambia a color amarillo.

e Prueba de Almidon (2) (AMD): determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar el
almidén por medios enzimaticos, por ejemplo, la enzima a-amilasa cataliza la hidrolisis entre las
uniones a-1-4-glucosidicas y a-1-6-glucosidicas del almidon.

e Glicogeno (GLYG): determinar la capacidad de un microorganismo de oxidar el &cido gluconico,

Unica fuente de carbono, en los compuestos reductores 2-cetogluconato.

Preparacion del inoculo

Para realizar la identificacion de género y especie de los aislamientos puros (Enterococcus), se
sembraron en TSAy se incubaron durante 18 a 24 horas a 35°C. A partir de este cultivo se realizé una
suspension bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland equivalente a 1x108 UFC/ml, 120 pl de
suspensioén bacteriana ajustada se colocaron en cada microtubo de las galerias de API® 20Estrep, para
las pruebas ADH, RIB, ARA, MAN, SOR, LAC, TRE, INU, RAF, AMD y GLYG se rellen6 la cupula con

aceite de parafina para obtener una atmosfera anaerobia, finalmente las galerias fueron cerradas y se

incubaron en aerobiosis durante 4-4.5 horas para una primera lectura y durante 18- 24 horas a 36°C
para una segunda lectura.

Lecturade laprueba
Después de cuatro horas de incubacion se agregaron los siguientes reactivos en las siguientes pruebas
bioguimicas: para la prueba VP; se agregé 1 gota de VP1 y VP2, para la prueba HIP; se agregaron 2

gotas de NIN, para la prueba PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL y LAP; se agreg6 1 gota de ZYM A ZYM
B y se esper6 10 minutos para leer todas las reacciones
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Interpretacion de la prueba

La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico: Determinacién del perfil numérico: en la hoja de
resultados, las pruebas estan separadas en grupos de 3 y se asigna para cada uno un valor 1, 2 o 4.
Sumando en el interior de cada grupo los nimeros que corresponden a reacciones positivas, se obtienen
7 cifras que constituyen el perfil numérico. La identificacion se realiz6 con ayuda del software de
identificacion api web. Se introdujo manualmente mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras, lo
que resulto al analizar con el software de identificacion fue el resultado final de identificacion que asign6
el nombre cientifico de la bacteria, esto dependio6 de la lectura numérica que se obtuvo de las galerias
de API® 20Estrep.
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ANEXO 2. BIOQUIMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION CON EL
SISTEMA API® 20STAPH MEDIUM

Pruebas bioquimicas

e Fermentacion de: D-glucosa (GLU), D-fructosa (FRU), D-manosa (MNE), maltosa (MAL),
lactosa (LAC), D-trehalosa (TRE), D-manitol (MAN), xilitol (XLT), D-melibiosa (MEL), D-rafinosa
(RAF), D-xilosa (XYL), y D-sacarosa (SAC) Metil-D-glucésido (MDG): La fermentacion es un
proceso metabdlico anaerobio de oxidacion-reduccién, en el cual un sustrato organico actia
como aceptor final de hidrogeno (aceptor de electrones) en lugar de oxigeno, la fermentacién
de sustratos organicos como los hidratos de carbono da por resultado productos finales
reducidos y oxidados que son detectados por el indicador rojo de fenol que cambia a color
amarillo.

e Prueba de Nitrato de potasio (NIT): Con esta prueba se investiga la capacidad de las bacterias
para reducir los nitratos convirtiéndolo en nitritos o en nitrdgeno, esta prueba acredita la
presencia de la enzima nitrato reductasa y nitrito reductasa.

e Prueba de B-naftil fosfato (PAL): la fosfatasa acida (FAC) cataliza en medio acido la hidrolisis
del B-naftil fosfato, es te sustrato reacciona con la sal de diazonio formando un cromoégeno, el
pentanodiol acelera la reaccién al actuar como aceptor del fosfato.

e Prueba de L-Arginina (ADH): se trata de detectar la hidrolisis de la arginina mediante la enzima
de arginina dehidrolasa para transformar este aminoécido en L-citrulina, con la liberacién de
amoniaco.

e Prueba de Urea (URE): La ureasa es una importante enzima microbiana vinculada con la
descomposicién de los compuestos organicos. Por su accion desdobla la urea, liberando 2
moléculas de amoniaco, se emplea un indicador de pH el rojo fenol, con color amarillo en medio

acido y rosado en medio alcalino.
Preparacion del inoculo

Para realizar la identificacion de género y especie de los aislamientos puros, estos se sembraron en
Agar Soya Tripticaseina (TSA) y se incubaron durante 18 a 24 horas a 35°C. A partir de este cultivo se
realizé una suspensién bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland equivalente a 1x108 UFC/ml, 120 pl
de suspension bacteriana ajustada se colocaron en cada microtubo de las galerias de API® Staph, para
las pruebas ADH y URE se rellend la cupula con aceite de parafina para obtener una atmosfera

anaerobia, finalmente las galerias fueron cerradas y se incubaron durante 18-24 horas a 36°C.
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Lectura de la prueba

Después de la incubacién de las galerias, las reacciones se consiguen al agregar 1 gota de cada uno
de los reactivos y a continuacion se interpretan todas las reacciones conforme a la tabla de
identificacion: Para la prueba VP; se agregdl gota de reactivo VP1y VP2, y se esper6é 10 minutos. Un
color violeta-rosaceo indicé una reaccion positiva y un color rosa palido o rosa claro indicé una reaccion
negativa. Para la prueba NIT; se agreg6 1 gota de reactivo NIT 1y NIT 2, y se esper6 10 minutos. Un
color rojo indicé una reaccion positiva. Para la prueba PAL; se agregd 1 gota de reactivo ZYM Ay ZYM

B, y se esper610 minutos. Un color violeta indic6 una reaccion positiva.

Interpretacion de la prueba

La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico:

Determinacion del perfil numérico: en la hoja de resultados, las pruebas estan separadas en grupos de
3y se asigna para cada uno un valor 1,2 o 4. Sumando en el interior de cada grupo los nimeros que
corresponden a reacciones positivas, se obtienen 7 cifras que constituyen el perfil numérico. La
identificacion se realiz6 con ayuda del software de identificacion api web. Se introdujo manualmente
mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras, lo que resulto al analizar con el software de
identificacion fue el resultado final de identificacion que asignd el nombre cientifico de la bacteria, esto

dependié de la lectura numérica que se obtuvo de las galerias de API® Staph.
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ANEXO 3. BIOQUIMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION DE GENERO
Y ESPECIE CON EL SISTEMA API® 20E

Pruebas bioquimicas

e Prueba de beta-galactosidasa (ONPG): el componente activo es el 2-nitro-fenil-BD-
galactopiranosido, se trata de un sustrato colorimétrico utilizado para detectar si la bacteria es
capaz de producir la actividad de la enzima B-galactosidasa. Cuando la enzima esta presente,
se hidroliza la molécula de ONPG vy se libera galactosa y orto-nitrofenol que en medio alcalino
produce una coloracién amarilla, vehiculo indispensable de las enterobacterias para la
degradacion inicial de lactosa.

e Prueba de arginina deshidrolasa (ADH): la enzima arginina-dihidrolasa comprueba si las
bacterias utilizan la arginina como fuente de carbono y energia para su crecimiento, convirtiendo
la arginina en ornitina, amoniaco y didxido de carbono produciendo un aumento de pH y un
cambio de color del azul bromotimol de verde a azul.

e Prueba de lisina descarboxilasa (LDC): la prueba se basa en la capacidad de formar la diamina
cadaverina y dioxido de carbono por la descarboxilacion y desaminacion del aminoacido lisina
en presencia de la enzima lisina descarboxilasa.

e Prueba de ornitina descarboxilasa (ODC): la enzima ornitina descarboxilasa cataliza la
descarboxilacion del aminoéacido ornitina (producto del ciclo de la urea) atacando el extremo
carboxilo de los aminoacidos para formar diamina putrescina y diéxido de carbono, diamina
implicada en la sintesis de DNA.

e Prueba de citocromo (CIT): Esta prueba sirve para determinar si un microorganismo es capaz
de utilizar citrato como Unica fuente de carbono y compuestos de amoniaco como Unica fuente
de nitr6geno en su metabolismo, provocando una alcalinizacién en el medio.

e Prueba de &cido sulfhidrico (H.S): la actividad de las bacterias sobre aminoacidos que contienen
azufre, frecuentemente produce laliberacién de &cido sulfhidrico. El medio Kliger contiene como
hidratos de carbono la glucosa y la lactosa.

e Prueba de ureasa (URE): determina la capacidad de un microorganismo de desdoblar la urea
formando dos moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

e Prueba de triptéfano desaminasa (TDA). detecta la presencia de tript6fano desaminasa
mediante el aminodcido triptéfano como sustrato y se forma &cido indolpiruvato a partir de
triptéfano, que genera un color marrdn en presencia de iones férricos.

o Prueba de indol (IND): mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol. La liberacion se

debe a la degradacion del aminoacido triptéfano mediante la enzima triptofanasa.
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Prueba de Voges-Proskauer (VP): permite observar si el microorganismo fermenta la glucosa
por la via butanodidlica. Si es asi, se forma un producto intermedio acetilmetil carbinol (acetoina)
que forma un complejo de color rojizo con el a-naftol.

Prueba de gelatinasa (GEL): mediante la produccion de las enzimas de tipo proteolitico
(gelatinasas) se prueba el hidrolisis de gelatina, para ver la capacidad de las bacterias de
hidrolizar la gelatina a aminoacidos y péptidos.

Prueba de glucosa (GLU): las bacterias anaerobias y aerobias facultativas a menudo fermentan
carbohidratos a acidos organicos y gas (H2 y CO2).

Prueba de manitol (MAN): detecta si el microorganismo es capaz de fermentar manitol y liberar
productos acidos detectados por el rojo de metilo.

Prueba de inositol (INO): demuestra si existe fermentacion de inositol, sustrato organico no
perteneciente a los hidratos de carbono.

Prueba de sorbitol (SOR): determina la fermentacion de sorbitol, un azlcar que utilizan las
bacterias para obtener energia y hacer posible todos sus procesos metabalicos.

Prueba de ramnosa (RHA): prueba que identifica la ramnosa, un hidrato de carbono proveniente
de la manosa que utilizan algunas enterobacterias para producir energia.

Prueba de sacarosa (SAC): identifica la fermentacion de la sacarosa en glucosa y fructosa. Se
incluye dentro de los hidratos de carbono que utilizan algunas enterobacterias para sus
procesos metabdlicos.

Prueba de melobiosa (MEL): determina la fermentacion de melobiosa, hidrato de carbono
utilizado por algunas enterobacterias para la produccién de energia.

Prueba de amigdalina (AMY): demuestra si existe fermentacién de la amigdalina, un azucar
compuesto por dos moléculas de glucosa, uno de benzaldehido y otra de cianuro. Las bacterias
que fermentan la amigdalina la utilizan como vitamina para su crecimiento y multiplicacién.
Prueba de arabinosa (ARA): prueba que contiene L-arabinosa. Detecta si el organismo que se
quiere identificar tiene la capacidad de fermentar y/o oxidar este hidrato de carbono, para

utilizarlo como fuente nutritiva en su metabolismo.

Preparacion del in6culo

Para realizar la identificacion de género y especie de los aislamientos identificados presuntivamente por

coromoagar, estos se sembraron en Agar MacConkey (MC) y se incubaron durante 18 a 24 horas a

35°C. A partir de este cultivo se realizd una suspensién bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland

equivalente a 1x10® UFC/ml en solucién salina. 120 pl de suspension bacteriana ajustada se colocaron
en cada pozo de las galerias de API® 20E. Para las pruebas [CIT], VP y se coloco inoculo en el

tubo y la clpula, para las demés pruebas de la galeria, se colocé inoculo Unicamente los tubos (no las

capsulas), para las pruebas ADH, LDC, ODC, H2S, URE se colocé aceite de parafina para obtener una
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atmdsfera anaerobia, las galerias de API® 20E fueron cerradas y se incubaron durante 18-24 horas a
35°C.

Lectura de la prueba

Después de la incubacion de las galerias se agrego los reactivos correspondientes a cada prueba
bioquimica para ser interpretados: para la prueba TDA: se agregd 1 gota de reactivo TDA, un color
marrén-rojizo indica una reaccion positiva. Para la prueba IND: se agregd 1 gota del reactivo IND. Un
color rosado que se difumina en toda la cupula indica una reaccién positiva. Para la prueba VP: se

agrego6 una gota de los reactivos VP1 y VP2, un color rosa o rojo indica una reaccién positiva.

Interpretacion de la prueba

La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico:

Determinacion del perfil numérico: En la hoja de resultados, las pruebas estan separadas en grupos de
tres y se indica para cada uno un valor de 1, 2 0 4. Como la galeria API® 20E contiene 20 pruebas
bioquimicas, sumando al interior de cada grupo los valores que corresponden a reacciones positivas,
se obtuvo un perfil numérico de 7 cifras. A la reaccion de oxidasa, que constituye la prueba nimero 21
se le asigno el valor 4, cuando resulto positiva. La identificacion se realizé con ayuda del software de
identificacion api web. Se introdujo manualmente mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras, lo
gue resulto al analizar con el software de identificacién fue el resultado final de identificacién que asigné
el nombre cientifico de la bacteria, esto dependié de la lectura numérica que se obtuvo de las galerias
de API® 20E.
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ANEXO 4. BIOQUIMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION CON EL
SISTEMA API® 20NE

Pruebas bioquimicas

e Prueba de nitrato potasico (NO3): Determinar la capacidad de un microorganismo de reducir el
nitrégeno en nitritos o en nitrégeno libre. Generalmente tiene lugar en condiciones anaerobicas,
en las cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato, el oxigeno sirve como un aceptor de
hidrogeno y los productos finales de la reduccion son nitrito, amoniaco, nitrdgeno molecular,
oxido nitrico, 6xido nitroso, el producto dependera de la especia bacteriana. Si el producto final
es gas nitrégeno u oxido nitroso se denomina desnitrificacion.

e Prueba de L-triptéfano (TRP): Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar el indol
de la molécula del triptéfano. Diversas enzimas intracelulares que intervienen en este proceso
reciben el nombre de triptofanasa lo que indica un sistema completo de enzimas vinculadas con
la produccién del indol.

e Prueba de L-arginina (ADH): La enzima arginina-dihidrolasa comprueba si las bacterias utilizan
la arginina como fuente de carbono y energia para su crecimiento, convirtiendo la arginina en
ornitina, amoniaco y diéxido de carbono produciendo un aumento de pH y un cambio de color
del azul bromotimol de verde a azul.

e Prueba de esculina citrato férrico (ESC): Determinar la capacidad de un microorganismo de
hidrolizar el glucésido esculina a esculetina, se basa en la hidrolisis de la ligadura beta de la
esculina a esculetina por una beta-glucosidasa constitutiva (la enzima esculinasa), la cual libera
la molécula de glucosa. La esculetina reacciona con una sal de hierro (Fe®*) para formar un
complejo fendlico de color gris, marrén o negro. El citrato férrico es un indicador de la hidrolisis
de la esculina y produce la formacion de esculetina.

e Prueba de gelatina (GEL): Determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas
de tipo proteoliticas (gelatinasas) que licuan/hidrolizan la gelatina o muestran cambios
caracteristicos debido a los productos de degradacién. En donde la gelatina es hidrolizada por
la gelatinasa en sus aminoacidos constitutivos, con pérdida de sus caracteristicas gelificantes.

e Prueba de 4-nitrofenil-B-D-galactopiranosidasa (PNPG): demostrar la presencia o la ausencia
de la enzima beta-galactosidasa mediante el uso del compuesto organico p-nitrofenil-B-D-
galactdsido.

o Prueba de D-glucosa (GLU), L-arabinosa (ARA), D-manosa (MNE), D-manitol (MAN), N-acetil-
glucosamina (NAG) y D-maltosa (MAL): La fermentacién es un proceso metabdlico anaerobio
de oxidacién-reduccion, en el cual un sustrato organico actda como aceptor final de hidrogeno

(aceptor de electrones) en lugar de oxigeno, la fermentacién de sustratos organicos como los
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hidratos de carbono da por resultado productos finales reducidos y oxidados que son detectados
por el indicador rojo de fenol que cambia a color amarillo.

o Prueba de gluconato potasico (GNT): determinar la capacidad de un organismo de oxidar el
acido glucénico, su unica fuente de carbono, en compuestos reductores 2-cetogluconato. El
sustrato gluconato de potasio, es una sal potasica del acido glucénico. Cuando la glucosa es
metabolizada por oxidacién en acido glucénico no se produce la fosforilacion inicial y solamente
aquellos organismos capaces de metabolismo oxidativo pueden utilizar el gluconato de potasio
como su Unica fuente de carbono.

e Prueba de citrato trisédico (CIT): el principio de la prueba de citrato trisédico es determinar la
capacidad de un microorganismo para utilizar citrato de sodio como Unica fuente de carbono
para metabolismo y crecimiento con alcalinidad resultante.

e Prueba de acido fenilacético (PAC): La fenilalanina es desaminada a acido fenilpirtvico, el que
luego es reducido a acido fenilacético mediante incubacioén. Este Gltimo puede ser reconvertido
en fenilalanina, con lo que el ciclo vuelve a repetirse.

e Prueba de oxidasa (OX): la prueba de oxidasa se basa en la produccion bacteriana de una
enzima oxidasa intracelular. La reaccion de oxidasa se debe a un sistema de citocromo oxidasa
gue activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actla
como un aceptor de electrones en la fase terminal del sistema de transferencia de electrones.

Preparacion del inoculo

Para realizar la identificacion de género y especie de los aislamientos puros (Acinetobacter), se
sembraron en TSA 'y se incubaron durante 18 a 24 horas a 35°C. A partir de este cultivo se realiz6é una
suspension bacteriana al 0.5 de la escala de McFarland equivalente a 1x108® UFC/ml, 120 pl de
suspension bacteriana ajustada se colocaron en cada microtubo de las galerias de API® NE, para las
pruebas GLU, ADH, URE se rellend la clpula con aceite de parafina para obtener una atmosfera

anaerobia, finalmente las galerias fueron cerradas y se incubaron durante 18-24 horas a 36°C.

Lecturade laprueba

Después de la incubacion de las galerias, las reacciones se consiguen al agregar 1 gota de cada uno
de los reactivos y a continuacién se interpretan todas las reacciones conforme a la tabla de
identificacion: para la prueba NOgs; se agreg6 una gota del reactivo NIT 1y NIT 2 en la cupula, pasando
5 minutos, un color rojo nos indicé una reaccion positiva. Para la prueba TRP se agreg6 una gota de

GAMES, la difusion en toda la ctpula de un color rosa nos indicé una reaccion positiva.
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Interpretacion de la prueba

La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico:

Determinacion del perfil numérico: en la hoja de resultados, las pruebas estan separadas en grupos de
3y se asigna para cada uno un valor 1,2 o 4. Sumando en el interior de cada grupo los nimeros que
corresponden a reacciones positivas, se obtienen 7 cifras que constituyen el perfil numérico. La reaccion
de oxidasa, que constituye el ensayo numero 21, se le asigna el valor de 4 cuando resulte positiva. La
identificacion se realiz6 con ayuda del software de identificacion api web. Se introdujo manualmente
mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras, lo que resulto al analizar con el software de
identificacion fue el resultado final de identificacién que asigné el nombre cientifico de la bacteria, esto

dependié de la lectura numérica que se obtuvo de las galerias de API® NE.

80



	CONTENIDO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE CUADROS
	AGRADECIMIENTOS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	1. MARCO TEÓRICO
	1.1. Historia general de los antibióticos
	1.2. Concepto de antibiótico
	1.3. Clasificación de los antibióticos y mecanismos de acción
	1.3.1. Inhibidores de síntesis de la pared bacteriana
	1.3.2. Inhibidores de síntesis de proteínas
	1.3.3. Inhibidores de síntesis del DNA
	1.3.4. Inhibidores de la síntesis de factores metabólicos
	1.3.5. Inhibidores de estructuras de membrana citoplasmática


	2. Mecanismos de resistencia bacteriana
	2.1. Hidrolisis enzimática
	2.2. Modificación del sitio blanco
	2.3. Alteración de la permeabilidad
	2.4. Bombas de expulsión

	3. Importancia de la resistencia antimicrobiana
	3.1. Costos económicos y mortalidad asociados a la resistencia antimicrobiana
	3.2. Plan de acción mundial ante la resistencia antimicrobiana
	3.3. Epidemiologia de bacterias del grupo ESKAPE en el mundo y en América Latina
	3.4. Epidemiologia de bacterias del grupo ESKAPE en México
	3.5. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en el mundo y en América Latina
	3.6. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en México

	4. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales
	4.1. Tipo de tratamientos
	4.1.1. Pretratamiento
	4.1.2. Tratamiento primario
	4.1.3. Tratamiento secundario
	4.1.4. Tratamiento terciario


	5. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) y Resistencia Antimicrobiana (RAM)
	5.1. Prevalencia de bacterias del grupo ESKAPE en aguas residuales
	5.2. Resistencia de bacterias del grupo ESKAPE en aguas residuales

	6. JUSTIFICACIÓN
	7. HIPÓTESIS
	8. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN
	9. OBJETIVO GENERAL
	10. METODOLOGÍA
	10.1. Área de estudio
	10.2. Diseño de estudio
	10.3. Análisis microbiológico
	10.3.2. Características de los cromo-agares utilizados
	10.3.3. Preparación de los cromo-agares
	10.3.4. Siembra en cromo-agares
	10.3.5. Conservación de las cepas

	10.4. Identificación de género y especie

	11. RESULTADOS
	11.1. Identificación presuntiva de bacterias ESKAPE en aguas residuales
	11.2. Identificación presuntiva de bacterias ESKAPE en agua tratada
	11.3. Resultados de la identificación por sistema API®

	12. DISCUSIÓN
	13. CONCLUSIONES
	14. PERSPECTIVAS
	15. LIMITACIONES DEL TRABAJO
	14. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	15. ANEXOS
	ANEXO 1. BIOQUÍMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACIÓN CON EL SISTEMA API® 20ESTREP
	ANEXO 2. BIOQUÍMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACIÓN CON EL SISTEMA API® 20STAPH MEDIUM
	ANEXO 3. BIOQUÍMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACIÓN DE GÉNERO Y ESPECIE CON EL SISTEMA API® 20E
	ANEXO 4. BIOQUÍMICAS Y PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACIÓN CON EL SISTEMA API® 20NE


