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RESUMEN



Las bacterias del grupo ESKAPE representan uno de los mayores problemas para la salud pablica
a nivel mundial, dentro de este grupo, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa son
especialmente peligrosas al presentar mecanismos de resistencia a casi todos los antibi6ticos
disponibles. Cuando estas bacterias son descargadas a través de las aguas residuales, pueden
persistir y multiplicarse durante muchisimo tiempo, convirtiéndose asi en reservorio y vehiculo de
transmision de genes de resistencia entre bacterias clinicas y bacterias ambientales. Esta
investigacion tuvo como objetivo aislar e identificar cepas de P. aeruginosa y A. baumannii con
perfiles de multirresistencia a antimicrobianos y detectar los genes que causan dicha resistencia, a
partir de muestras obtenidas de la Caja de Seguro Social (CSS), la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales (PTAR) y la Estacién de Bombeo 3 (EB3), a fin de comparar el comportamiento
bacteriano entre los tres sitios de muestreo y a nivel internacional. Para abordar este objetivo, se
colectaron muestras periodicas de aguas residuales de la CSS, la EB3 y la PTAR, se emplearon
técnicas de aislamiento selectivo y diferencial para obtener 75 cepas presuntivas de cada especie.
La identificacion se confirmd mediante pruebas bioquimicas (VITEK®2) y moleculares (PCR).
Se determino el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas frente a un panel de
antibioticos de importancia clinica y se detectaron genes de resistencia a antibiéticos de amplio
espectro. Los resultados principales revelaron la presencia de cepas de P. aeruginosa resistentes a
penicilinas (2,6 %), cefalosporinas (100 %), carbapenémicos (2,6 %) y fluoroquinolonas (1,3 %);
con genes de resistencia blaVIM (2,6 %) y blaOXA-48 (97,3 %). En A. baumannii se evidencio
resistencia a penicilinas (9,3 %) y cefalosporinas (100 %), sin presencia de genes de resistencia.
Por altimo, la presencia de cepas multirresistentes de P. aeruginosa y A. baumannii en efluentes
hospitalarios de la Ciudad de Panama enfatiza el potencial de estas aguas residuales como
reservorio y via de diseminacion de resistencia antimicrobiana al ambiente, lo que representa un

riesgo significativo para la salud publica.

Palabras Claves: P. aeruginosa, A. baumannii, aguas residuales, genes de resistencia, resistencia

a antimicrobianos.



ABSTRACT



ESKAPE bacteria represent one of the biggest public health problems worldwide. Within this
group, A. baumannii and P. aeruginosa are particularly dangerous because they are resistant to
almost all available antibiotics. When these bacteria are discharged through wastewater, they can
persist and multiply for a very long time, thus becoming a reservoir and vehicle for the
transmission of resistance genes between clinical and environmental bacteria. The aim of this
research was to isolate and identify strains of P. aeruginosa and A. baumannii strains with
multidrug resistance profiles and to detect the genes that cause such resistance, based on samples
obtained from the Social Security Fund (CSS), the Wastewater Treatment Plant (WWTP), and
Pumping Station 3 (EB3), in order to compare bacterial behavior between the three sampling sites
and at the international level. To address this objective, periodic wastewater samples were
collected from the CSS, EB3 and PTAR, and selective and differential isolation techniques were
used to obtain 75 presumptive strains of each species. ldentification was confirmed by biochemical
(VITEK®2) and molecular (PCR) tests. The antimicrobial susceptibility profile of the isolated
strains was determined against a panel of clinically important antibiotics, and broad-spectrum
antibiotic resistance genes were detected. The main results revealed the presence of P. aeruginosa
strains resistant to penicillins (2.6 %), cephalosporins (100 %), carbapenems (2.6 %), and
fluoroquinolones (1.3 %), with blaVIM (2.6 %) and blaOXA-48 (97.3 %) resistance genes. In A.
baumannii, resistance to penicillins (9.3 %) and cephalosporins (100 %) was evident, with no
presence of resistance genes. Finally, the presence of multidrug-resistant strains of P. aeruginosa
and A. baumannii in hospital effluents in Panama City emphasizes the potential of these
wastewater streams as a reservoir and route of dissemination of antimicrobial resistance to the

environment, posing a significant risk to public health.

Key words: P. aeruginosa, A. baumannii, wastewater, resistance genes, antimicrobials resistance.



INTRODUCCION



Millones de muertes en todo el mundo son causadas por bacterias patdgenas que son capaces de
producir una gran cantidad de factores de virulencia que les permiten persistir y prosperar en el
ambiente, y en diferentes huéspedes durante periodos prolongados, a causa de esto, representan un
problema de salud mundial, causando graves infecciones en seres humanos, animales y plantas
(GBD, 2022). En los ultimos afios, esta problematica se ha agravado debido a que estos
microorganismos han adquirido resistencia a un gran nimero de antibidticos a causa del empleo
inapropiado de los farmacos por el hombre y la mala utilizacion en la medicina veterinaria e
industrias de produccion de alimentos, y ademas, de la diseminacion de genes de resistencia a otras
bacterias de la misma o diferente especie, por el mal manejo de las aguas residuales provenientes
principalmente de origen hospitalarios, generando asi, mayores probabilidades de adquirir
multirresistencia y que se puedan diseminar en el ambiente, los alimentos e incluso colonizar a los

seres humanos y animales (Saldarriaga et al., 2015; Jiménez et al., 2019).

La resistencia a antimicrobianos es catalogada por la OMS como uno de los problemas criticos a
nivel mundial por su rapida propagacion y lo dificil de tratar tanto en los seres vivos como en el
ambiente (Escola et al., 2020), mas cuando se trata del grupo de bacterias denominadas ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy Enterobacter spp.) que exponen una amenaza
considerable para la salud publica global, puesto que su eliminacién no es eficaz en la actualidad
debido a los complejos mecanismos de multirresistencia que exhiben estas especies (Chavez, 2020;
Guevara et al., 2021). P. aeruginosa y A. baumannii son bacterias Gram negativas perteneciente a
este grupo que representan dos de los patdgenos asociados a la mayor cantidad de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial (Ferrer et al., 2021), la capacidad de produccion de una gran cantidad
de factores de virulencia sumado a su facultad para obtener maltiples mecanismos de resistencia a
una gran variedad de antimicrobianos, su capacidad para sobrevivir en superficies y en el ambiente
durante meses, y su facilidad de transmitirse y diseminarse rapidamente, agrava el problema
(Medell et al., 2012), pues, se dificulta su eliminacion en el ambiente y establecer un tratamiento
adecuado para tratar la infeccién, por eso, cada vez se dispone de menos opciones terapéuticas y

de control bioldgico para estas especies (Farifias et al., 2013).



Pese a que existen a nivel internacional un gran numero de estudios orientados en este tema, los
mecanismos de resistencia y los perfiles de sensibilidad difieren en diferentes lugares (Saldarriaga
et al., 2015), por esto, esta investigacion representa el primer estudio en Panama donde se estara
evaluando las aguas residuales como reservorio de bacterias del grupo ESKAPE: P. aeruginosa y
A. baumannii con el objetivo de aislar bacterias resistentes, comprobar el perfil de resistencia a los
antibidticos e identificar los genes que causan resistencia a partir de muestras obtenidas de la Caja
de Seguro Social (CSS), la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) y la Estacién de
Bombeo 3 (EB3), a fin de comparar el comportamiento bacteriano entre los tres sitios de muestreo

y a nivel internacional.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las bacterias del grupo ESKAPE representan uno de los mayores problemas para la salud pablica
a nivel mundial, debido a que han adquirido multiples mecanismos de resistencia a los antibioticos
por el uso excesivo de estos farmacos principalmente en hospitales, lo que dificulta su tratamiento,
control y eliminacién de forma eficaz. Dentro de este grupo, A. baumannii y P. aeruginosa son
especialmente peligrosas al ser resistentes a casi todos los antibioticos disponibles, por
consiguiente, son dos de las especies que mayor morbilidad y mortalidad causan a nivel mundial.
Dicho problema de multirresistencia bacteriana se agrava cuando estos microorganismos son
descargados a través de las aguas residuales donde pueden persistir y multiplicarse durante
muchisimo tiempo, convirtiéndose asi en reservorio y vehiculo de transmision de resistencia a
antibioticos. Si estas aguas servidas son liberadas directamente al ambiente o no se les realiza un
saneamiento o tratamiento adecuado en las PTAR, pueden propagar microorganismos patdégenos
multirresistentes y contaminar fuentes de aguas naturales como rios, lagos, quebradas y playas,
ademas, las cepas poseen genes de resistencia que pueden diseminar a otras bacterias y aumentar
la propagacion de resistencia a los antimicrobianos. Esto representa un riesgo para la salud mundial
al causar muchisimas enfermedades infecciosas en plantas, animales y seres humanos pudiendo
generar brotes dificiles de controlar, y también, es un grave problema para el ambiente afectando

negativamente la flora, riqueza y diversidad microbioldgica de los ecosistemas acuaticos.

En este sentido, es fundamental determinar la presencia, distribucidn y caracteristicas asociadas a
la resistencia de bacterias multirresistentes como A. baumannii y P. aeruginosa en aguas
residuales, asi como identificar medidas de prevencion y control efectivas para mitigar su impacto

en la salud pablica y el ambiente.

Lo anterior nos lleva a formular nuestras preguntas de investigacion:
1. ¢Cual es la prevalencia de bacterias resistentes como P. aeruginosa y A. baumannii en
aguas residuales de origen hospitalario y de la PTAR?
2. ¢Cual es el nivel de resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa y A. baumannii en las
muestras de aguas residuales estudiadas?

3. ¢Cuales son los genes de resistencia bacteriana presentes en P. aeruginosa y A. baumannii?



ANTECEDENTES

El estudio de bacterias resistentes a antimicrobianos en Panama es un tema poco estudiado, se han
realizado investigaciones muy parecidas donde también se evalUa la presencia de algunas especies
resistentes en aguas residuales. Sin embargo, para P. aeruginosa y A. baumannii no se logro
encontrar ningun estudio donde se aislen estas cepas, evallen el perfil de resistencia o detecten
genes de multirresistencia en aguas residuales. A nivel internacional, este tema ha sido mas
estudiado, existen una gran cantidad de estudios orientados a evaluar la presencia de bacterias
multirresistentes en aguas residuales, la identificacion de los genes causantes de dicha resistencia
y el perfil de resistencia a los antibidticos (Miranda et al., 2015; Hrenovic et al., 2016; Mapipa et
al., 2022; Okafor y Nwodo, 2023).

Un estudio realizado por Okafor y Nwodo (2023), tuvo como objetivo evaluar los perfiles de
resistencia y los genes de multirresistencia de P. aeruginosa en efluentes de aguas residuales de
un hospital en Sudafrica. En el mismo, lograron aislar e identificar 81 cepas positivas, las cuales,
mostraron una alta resistencia a meropenem (47 %), gentamicina (40 %), levofloxacina (43 %),
ceftazidima (34 %) y amikacina (24 %). Del total de aislados, se detectaron 61 (75 %) cepas con
genes de resistencia, identificAndose 21 genes que confieren resistencia a tres 0 méas clases de
antibioticos, entre estos se encontraron los genes blaSHV (2,4 %) y blaoxa- (3,7 %) resistentes a
B-lactdmicos, los strA (8,6 %) y aadA (11,5 %) resistentes a aminoglucosidos, el gen gnrA (4,9 %)
contra quinolonas y los blaIMP (6,6 %), blaVIM (2,2 %), blaKPC (6,6 %) y blaNDM-1 (2,2 %)

resistentes a carbapenémicos.

De igual forma, en el estudio de Miranda et al. (2015) se obtuvieron aislados de P. aeruginosa a
partir de una PTAR hospitalaria en Brasil, con el objetivo de investigar los mecanismos
enzimaticos de resistencia y los genes productores de multirresistencia en esta especie. De 60
aislamientos, se obtuvieron 41 (68,3 %) cepas identificadas como P. aeruginosa, las cuales
mostraron una alta tasa de resistencia a fosfomicina (88 %), acido clavulanico/ticarcilina (71 %),
ceftriaxona (63 %), aztreonam (59 %) y cefotaxima (54 %). De esos aislados, el 83 % presentaron
multirresistencia a los antibioticos, demostrando que el 76,3 % exhibian mecanismos de resistencia
de fenotipo BLEE y albergaban genes blaTEM (45 %), blaSHV (24 %) y blaCTX-M-1 (3,5 %); y
el otro 93 %, mostraron mecanismos con sintesis de B-lactamasas y portaban genes blakPC (37
%), blaVIM (37 %) y blaSPM (18 %).



Por otra parte, el estudio de Mapipa et al. (2022) tuvo como objetivo la caracterizacion molecular
y evaluacion del perfil de resistencia de A. baumannii aislados de efluentes de aguas residuales
hospitalarias en Sudafrica. La caracterizacion molecular de este patdgeno multirresistente se llevo
a cabo mediante la amplificacion de los genes recA y blaOXA-51, con los que lograron confirmar
un total de 53 aislados de A. baumannii positivos y realizarles la prueba de susceptibilidad contra
varios antibioticos. Los resultados mostraron un alto nivel de resistencia al antibiotico piperacilina
(93 %), tetraciclinas (70 %) y p-lactamicos (92 %). Ademas, determinaron la presencia de genes
como tetA 'y AmpC en los aislados resistentes a los antibioticos tetraciclina.

El nivel de resistencia de A. baumannii en aguas residuales también se pudo evidenciar en otro
estudio de Hrenovic et al. (2016), en el cual, se realizaron pruebas de sensibilidad para determinar
genes de resistencia a carbapenémicos en muestras de aguas residuales municipales en Croacia, y
para esto, se aislaron un total de 21 cepas de A. baumannii, las cuales se dividieron en 15 de aguas
residuales de afluentes y 6 de efluentes. También, como parte de sus resultados, se comprobd cierto
grado de sensibilidad a los antibidticos trimetoprim-sulfametoxazol y colistina. Evidenciando que
los aislados de A. baumannii de aguas residuales fueron resistentes al menos a cinco de los nueve
antibidticos carbapenémicos analizados y dicha resistencia se determind por la presencia de genes
constitutivos o intrinsecos similares a blaOXA-51 en 14 de los 21 aislados. Los autores
concluyeron con que las aguas residuales municipales, pueden actuar como potencial reservorio
epidemioldgico de genes resistentes a carbapenémicos y que, si bien estos patégenos pueden llegar
hacer sensibles a algunos antibidticos, esto no limita que puedan adquirir genes que les confieran
resistencia total.
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JUSTIFICACION

La presencia de microorganismos multirresistentes en aguas residuales de origen hospitalario y
otras fuentes, representan un problema de gran importancia para la salud publica y el ambiente,
principalmente las bacterias del grupo ESKAPE que son las que con mayor frecuencia causan
infecciones y exhiben multiples mecanismos de resistencia que dificulta su tratamiento y control.
Debido a esto, surgio la necesidad de realizar el aislamiento de dos de estas cepas (P. aeruginosa
y A. baumannii) en Panam4, para determinar su presencia en aguas residuales procedentes de
efluentes de la PTAR, la CSS y el EB3; ademés, comprobar el perfil de resistencia a antibiéticos

e identificar genes de resistencia a diferentes antimicrobianos.

Las aguas residuales provenientes de la PTAR, la CSS y la EB3 son ambientes propicios para la
adquisicion de resistencia, por eso, son considerados reservorios de bacterias multirresistentes y
causantes de la propagacion de agentes antimicrobianos a patégenos, cuando se vierten a
ecosistemas acuaticos cercanos sin un tratamiento o un procedimiento eficaz para su eliminacion.
Por esto, se considero realizar el estudio en estos puntos, al haber concentraciones elevadas de
microorganismos multirresistentes, habia mayor probabilidad de encontrar las cepas bacterianas
que evaluamos en este estudio. Si estos microorganismos se detectan en aguas residuales, existe la
probabilidad que propaguen genes de resistencia entre bacterias de esta u otras especies y
contaminen cuerpos de agua, alimentos o provoquen infecciones que seran dificiles de tratar. Por
esto, los resultados que se obtuvieron en este estudio son importantes para proporcionar

informacion acerca de la contaminacién microbiana resistente en estos efluentes.

Al ser este el primer estudio sobre el aislamiento y deteccion de cepas resistentes de P. aeruginosa
y A. baumannii en aguas residuales en la Ciudad de Panam4, se pudo conocer el grado de
resistencia a los antibidticos de estas especies, el nivel de sensibilidad a algunos antimicrobianos,
los genes causantes de dicha resistencia y el comportamiento en aguas servidas de la region. Al
disponer de estos datos en nuestro pais, los resultados seran valiosos para comparar la
multirresistencia y el comportamiento bacteriano entre los sitios de muestreo y a nivel
internacional, ademas, de recomendar metodologias para detectar, aislar e identificar genes que
pueden causar multirresistencia en estas especies y ayudar a que las autoridades sanitarias
desarrollen estrategias para prevenir, reducir o eliminar la carga microbiana multirresistente en el

ambiente.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar y caracterizar bioquimica y molecularmente cepas de P. aeruginosa y A. baumannii para

evaluar su resistencia antimicrobiana en muestras de aguas residuales obtenidas de efluentes
hospitalarios (CSSy EB3) y de la PTAR.

Objetivos Especificos

1.

Aislar cepas de P. aeruginosa y A. baumannii en muestras de aguas residuales mediante el
uso de técnicas de esparcido y estriado en plato utilizando medios de cultivos selectivos y
diferenciales.

Confirmar bioquimicamente cepas de P. aeruginosa y A. baumannii a traves de la
plataforma automatizada VITEK 2 Compact para la identificacion bacteriana.

Comprobar el perfil de resistencia a los antibioticos de las cepas aisladas de P. aeruginosa
y A. baumannii mediante test de sensibilidad antimicrobiana del VITEK 2 Compact.
Identificar molecularmente las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii mediante la
deteccion de los genes oafA y blaOXA-51 respectivamente, utilizando una PCR en tiempo
final.

Detectar genes de resistencia blaVIM, blaIMP, blaDNM, blaKPC y blaOXA-48 mediante
una PCR multiple.
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HIPOTESIS

HI1: Se detecta la presencia de cepas de P. aeruginosa y A. baumannii multirresistentes en las
muestras de aguas residuales hospitalarias y de la PTAR.

HO1: No se detecta la presencia de cepas de P. aeruginosa y A. baumannii multirresistentes en

las muestras de aguas residuales hospitalarias y de la PTAR.

HI12: Se identifican genes especificos de resistencia en las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii
de muestras de aguas residuales hospitalarias y de la PTAR.

HO2: No se identifican genes especificos de resistencia en las cepas de P. aeruginosa y A.
baumannii de muestras de aguas residuales hospitalarias y de la PTAR.

HI3: El comportamiento y resistencia bacteriana de P. aeruginosa y A. baumannii entre los tres
sitios de muestreo y a nivel internacional es similar.
HO3: El comportamiento y resistencia bacteriana de P. aeruginosa y A. baumannii entre los tres

sitios de muestreo y a nivel internacional no es similar.
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1. Aguas residuales

Las aguas residuales se definen como agua en la que ha ocurrido cambios en su composicion
natural a causa de la actividad humana, provocando la contaminacién del recurso (Bendicho y
Lavilla, 2005). Estas pueden proceder de vertederos domésticos, agricolas, ganaderos, industriales
u hospitalarios y generalmente, contienen contaminantes que incluyen quimicos, materia organica,
solidos suspendidos y una gran cantidad de microorganismos patégenos (Ambulkar y Nathanson,
2023).

Las aguas residuales son un entorno rico en nutrientes, considerdndose un nicho ideal para la
proliferacion de todo tipo de bacterias. Contienen gran variedad de agentes antimicrobianos como
antibidticos que pueden ejercer una presion selectiva para que proliferen bacterias resistentes,
suprimir bacterias susceptibles e inducir nuevas resistencias (Tiwari et al., 2020). Por lo tanto, los
sistemas de aguas residuales son considerados reservorios de bacterias resistentes a
antimicrobianos (Steintun et al., 2024).

1.1. Fuentes de contaminacion de las aguas residuales con microorganismos resistentes

Las aguas residuales son fuentes importantes de microorganismo resistentes a antimicrobianos,
siendo un fendmeno que surge como resultado de practicas inadecuadas en el uso excesivo y
descarga incontrolada de productos farmaceéuticos, contribuyendo a la propagacion de bacterias y

genes de resistencia en el ambiente (Sundayi y Naicker, 2023).

Las aguas residuales de origen doméstico pueden ser una fuente de bacterias resistentes, dado que,
contienen restos de antimicrobianos y sus metabolitos, generalmente, tanto los humanos como sus
mascotas metabolizan solo pequefias porciones de antibi6ticos y el resto (20 % - 90 %) son
excretados a través de sus heces y orina, contribuyendo a la aparicion de organismos resistentes a
farmacos (Karungamye et al., 2023; Samrot et al., 2023). De igual forma, las aguas residuales de
origen ganadero son otra fuente importante de bacterias resistentes, pues, el uso inadecuado y
constante de antibioticos ejerce una presion selectiva para que los microorganismos en el sistema
digestivo de los animales adquieran resistencia, ademas, provoca la diseminacion de grandes
volimenes de antibioticos. Aproximadamente entre el 30 % - 90 % de los antibidticos y entre 10°
®-1012 ARG/mL se descargan a través del estiércol del ganado y de las aves de corral al sistema
de aguas residuales (He et al., 2020; Wang et al., 2023).
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Las aguas residuales de origen hospitalario son la fuente mas importante de bacterias resistentes,
pues, existen multiples vias para que estos microorganismos adquieran resistencia a los
antibioticos (Samrot et al., 2023). En los hospitales se trata con antibidticos a una gran cantidad de
pacientes (Puljko et al., 2023), por lo tanto, hay mayor porcentaje que las cepas de la propia flora
del paciente muten adquiriendo resistencia, de igual forma, el uso de equipos contaminados
durante procedimientos invasivos produce la transferencia de genes de resistencia a bacterias
susceptibles (Salam et al., 2023). En consecuencia, en los hospitales se secreta la mayor cantidad
de bacterias y genes de resistencia a los antibioticos, y concentraciones altas de antimicrobianos
en las aguas residuales (Puljko et al., 2023). A diferencia de aguas residuales de otras procedencias,
las de origen hospitalario contienen mas del 25 % de antibioticos, con concentraciones de genes

de resistencia que oscilan entre 0,4 log y 1,8 log aproximadamente (Samrot et al., 2023).

Las PTAR recogen estas aguas residuales provenientes de vertederos clinicos y de otras
procedencias donde el numero de microorganismos disminuye aproximadamente un 90 %
empleando diversos tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos; sin embargo, para bacterias que
son resistentes a los antibidticos es conveniente realizar otros tratamientos que no sean los
convencionales, porque pueden sobrevivir e incluso aumentar su concentracion si no se realiza
adecuadamente (Baghal et al., 2021; Sundayi y Naicker, 2023). Ese incremento de la carga
bacteriana sucede a causa de que las bacterias ambientales, bacterias resistentes, genes de
resistencia y diversos tipos de antibidticos interactian, aumentando la probabilidad de que ocurra
transmision genética entre bacterias, se generen nuevas resistencias y se aumente la virulencia

bacteriana (Sundayi y Naicker, 2023).

1.2. Riesgos asociados a la presencia de microorganismos resistentes en aguas residuales

La mayoria de las aguas residuales son vertidas a rios, quebradas, lagos y mares sin ser tratadas o
sin un correcto tratamiento (Bendicho y Lavilla, 2005), causando condiciones ambientales
desfavorables y graves problemas para la salud publica (Kaushal y Singh, 2017).

Los vertederos de aguas residuales sin tratamiento o con un tratamiento ineficiente que son
descargadas en cuerpos de aguas naturales son peligrosos, debido a que muchos microorganismos
patdgenos han adquirido resistencia a diversos antimicrobianos y dada su capacidad de transmitir

genes de resistencia a otras cepas, produce la propagacion de microorganismos multirresistentes

16



en el ambiente (Kaushal y Singh, 2017; Roulova et al., 2022). De igual modo, al ser fuentes
potenciales de antibidticos y sus metabolitos provoca la aparicion de nuevas bacterias resistentes

en el ambiente (Steintun et al., 2024).

Como consecuencia de esto, desde el punto de vista epidemiolégico, puede afectar la salud humana
y animal al entrar en contacto directo o indirecto con las aguas residuales o con cuerpos de aguas
naturales y alimentos que han sido contaminados, y causar infecciones bacterianas que sean
dificiles o casi imposibles de tratar, aumentando la morbilidad y mortalidad a nivel mundial
(Kumar y Pal, 2018; Prakash et al., 2023; Wang et al., 2023). Desde la perspectiva ambiental,
provoca transferencia de genes a las bacterias ambientales y surgimiento de nuevas resistencias en
la flora microbiana propia del lugar, causando dafios al medio acuatico, ya que, cambia la
composicion, estructura y funcién de la flora dominante del area, de la misma manera, altera la
riqueza y diversidad microbiana del lugar, como resultado, perturba el equilibrio ecol6gico en
general (Karungamye et al., 2023; Jimenez y Rodriguez, 2023).

2. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se puede definir como la capacidad de los microorganismos de resistir a
los efectos de los antibiodticos y a otros métodos de eliminacion antimicrobianos para sobrevivir y
ser viables (Abushaheen et al., 2020), cuando esta resistencia se produce para tres 0 mas familias

de antibidticos se conocen como multirresistencia bacteriana (Oteo et al., 2017).

La resistencia bacteriana es un proceso de adaptacion que comenz6 naturalmente como una
estrategia de los microorganismos para defenderse de los antimicrobianos naturales que se
encuentran en el ambiente, sin embargo, con la utilizacion de los farmacos sintéticos, esto se
incremento, las bacterias evolucionaron y produjeron cambios genéticos para evadir el efecto de
los antibidticos y adquirieron multiples mecanismos para resistir a un gran numero de

antimicrobianos (Duran, 2018; Habboush y Guzman, 2023).
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2.1. Adquisicion de resistencia bacteriana:

Existen varias formas de adquirir resistencia:

- Natural: es un tipo de resistencia que fue adquirida por las bacterias como una ventaja de
sobrevivencia contra los antimicrobianos encontrados en la naturaleza, y como un método

competitivo contra otras especies (Riverén et al., 2003).

- Adquirida: es un tipo de resistencia donde la bacteria esta en contacto directo con los
farmacos, esto provoca cambios genéticos o mutacionales, es decir, cambios en la
secuencia de bases del cromosoma bacteriano que le otorga la resistencia a los
antimicrobianos (Riverén et al., 2003).

- Transmitida: es un tipo de resistencia donde algunas bacterias poseen genes de resistencia
a los antibioticos presentes en el genoma o en los plasmidos, integrones y transposones, y
diseminan y transmiten esos genes de resistencia tanto de forma vertical entre bacterias de
la misma especie u horizontalmente a otras bacterias de la misma o distinta especie a través
de los elementos genéticos moviles, de esta forma, adquieren resistencia sin estar en
contacto directo con los antimicrobianos (Riveron et al., 2003; Duran, 2018; Jiménez et al.,
2019).

2.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

La accion de los antimicrobianos para eliminar o inhibir a las bacterias, se basa principalmente en
fijarse sobre alguna de sus estructuras 0 maquinaria bioquimicas necesarias para el crecimiento,
multiplicacién o supervivencia de la bacteria, por ejemplo, alteran la membrana celular bacteriana,
impiden la sintesis de proteinas, acidos nucleicos o la pared celular (Pérez, 1998). Sin embargo,
las bacterias multirresistentes han desarrollado multitudes de mecanismos para evadir la accion de
los antibidticos, pudiendo presentar varios de estos en una misma cepa, por ejemplo, P. aeruginosa
y A. baumannii poseen varios de estos mecanismos simultdneamente, convirtiéndolas en especies
resistente a un gran numero de antimicrobianos (Hernaez y Leiva, 2005; Duran, 2018; Jiménez et
al., 2019).
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Las bacterias Gram negativas poseen artesanalmente estos mecanismos, y a continuacion se estara

mencionando los mas prevalentes:

- Sistema de expulsion activa: es un tipo de mecanismo de resistencia donde la bacteria por
medio de una bomba expulsa los antibioticos del espacio periplasmico evitando que ejerza

su modo de accién (Riveron et al., 2003).

- Reduccion de la permeabilidad de la membrana: es un tipo de mecanismo de resistencia
donde la bacteria disminuye la permeabilidad de la pared bacteriana, pues, produce
cambios en el tamafio de las porinas para bloquear la entrada del antimicrobiano (Riverén
et al., 2003).

= Inactivacion enzimatica: es un tipo de mecanismo de resistencia donde la bacteria
produce enzimas capaces de cambiar la estructura del antibiotico, de esta forma, pierde su
funcionalidad y se inactiva (Riveron et al., 2003; Tafur et al., 2008).

- Modificacion de la diana: es un tipo de mecanismo de resistencia donde la proteina diana

es modificada para disminuir la afinidad por el antimicrobiano (Riveron et al., 2003).

2.3. Genes de resistencia bacteriana

Las bacterias son resistentes a los antibidticos debido a la expresion de genes de resistencia en su
genoma (Silva y Martinez, 2009) los cuales pueden ser adquiridos de forma natural, por
mutaciones o transmitidos en plasmidos, transposones o integrones de una bacteria a otra (LOpez
etal., 2015).

Los genes de resistencia natural surgen a causa de la impermeabilidad de la especie a un antibiético
o por falta del sitio objetivo de susceptibilidad (Jacoby y Brooks, 1980). Los genes de resistencia
por mutaciones en los plasmidos se producen por variaciones puntuales en genes objetivos del
farmaco o en genes de proteccion de las bacterias, en los transposones e integrones se dan por
cambios en las secuencias nucleotidicas del gen (Lopez et al., 2015), ademas, estos genes pueden

ser heredados a otras generaciones (Jacoby y Brooks, 1980).

La adquisicion de genes por transferencia horizontal se da de una bacteria a otra por conjugacion,
transformacion o transduccion (Coleman y Smith, 2014), ya sean, entre cepas de la misma o
diferente especie. En bacilos Gram negativos es ocasionado mayormente por ADN

extracromosomico (plasmidos) y en menor transmision por transposones (cromosomal o integrado

19



en plasmidos) o integrones que no son maviles, pero, que se pueden insertar a los transposones o
plasmidos conjugativos para asegurar la movilidad horizontal (Sabaté, 2002; Di Conza et al.,
2013).

3. Resistencia antimicrobiana del Grupo ESKAPE

3.1. P. aeruginosa

3.1.1. Caracteristicas generales

P. aeruginosa es una bacteria de la familia Pseudomonaceae (Ruiz, 2007), se trata de un bacilo
Gram negativo, con un tamafio aproximado de 0,5 - 1 um de diametro y de 1,5 - 5 um de largo;
posee un flagelo polar que le permite tener motilidad y pili tipo IV que también sirve para

desplazarse y adherirse a superficies (Paz et al., 2019).

Esta especie es considerada aerobia, no obstante, algunas cepas crecen anaerébicamente por
desnitrificacion o fermentacion de piruvato o arginina (Ruiz, 2007), es catalasa y oxidasa positiva
(Garcia, 2022) y sus requerimientos nutricionales son poco exigentes, pudiendo crecer en casi
todos los medios de cultivos a una temperatura 6ptima de crecimiento entre 30 °C y 37 °C (Lujan,
2014).

Se distingue por ser una bacteria no fermentadora de lactosa que puede utilizar acetato y amoniaco
como fuente de carbono y nitrégeno mediante el metabolismo de oxidacion de azlcares, ademas,
produce proteasas (proteasa IV y alcalina) y elastasas que le permiten degradar proteinas
inmunorreguladoras como inmunoglobulinas, péptidos antibacterianos y proteinas surfactantes A
y D (Paz et al., 2019). Tiene la capacidad de producir sider6foros para capturar el hierro en el
ambiente, la pioverdina es un ejemplo de sideréforos y pigmento verde-amarillento en esta especie.
También, secreta otros pigmentos como piocianina (azul-verdoso), piorubina (rojo) y piomelanina
(marrén) (Garcia, 2022).

Al ser una bacteria Gram negativa, su pared estad formada por dos membranas lipidicas con una
capa delgada de peptidoglicano en el medio, en la membrana externa posee proteinas y fosfolipidos
que tienen fijado el lipopolisacarido (LPS) y una proteina llamada Proteina F (OprF) que
mantienen la estructura de la bacteria y se encarga de la permeabilidad de la misma (Garcia, 2022;
Killough et al., 2022).
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3.1.2. Patogenicidad

P. aeruginosa es una bacteria patdgena causante de multiples enfermedades en animales, plantas
y seres humanos (Azam y Khan, 2018), es considera una de las especies con mayor porcentaje de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, a causa principalmente de su resistencia a diversos
antibidticos y la capacidad de adquirir y diseminar genes que portan nuevos mecanismos de
resistencia (Lujan, 2014). Su patogenicidad se debe a la produccion de una gran cantidad de
factores de virulencia que le permiten subsistir en el ambiente, en diversos huéspedes y resistir a
tratamientos con diversos farmacos (Akremi et al., 2022), a esto hay que sumarle que su genoma
es versatil y flexible conteniendo una alta tasa de estos factores (Sousa et al., 2021). Las
caracteristicas de virulencia abarcan produccion de enzimas, sideroforos, flagelos, pili, biofilm,
entre otros y se encuentran regulados estrictamente por el sistema de sefializacion bacteriano que
controla la expresidn de estas caracteristicas para asegurar su persistencia y supervivencia (Chadha
etal., 2022).

Los factores de virulencia que determinan la patogenicidad de P. aeruginosa pueden ser asociados

a la célula bacteriana o secretados por la bacteria:

- Los factores de virulencia asociados a la célula bacteriana incluyen el flagelo polar que se
encarga de dar movilidad de natacion a la célula (Chadha et al., 2022). También, el pili tipo
IV le brinda otro tipo de movilidad y la capacidad de adherirse a superficies (Paz et al.,
2019). Las proteinas de la membrana bacteriana (OMP) tienen funcion igualmente de
adhesion y de intercambio de nutrientes y genes de resistencia a los antibioticos (Qin et al.,
2022).

Otro componente de la estructura de la superficie de la bacteria es el LPS que protege el
exterior de la bacteria y ayuda a la union a superficies, asimismo, se relacionan con genes
de resistencia a antibidticos y formacion de biopeliculas (Qin et al., 2022).

- Los factores de virulencia secretados por la bacteria incluyen una capsula de alginato
producida por el microorganismo, protegiéndola de la accion de antimicrobianos y
condiciones ambientales (Paz et al., 2019). Las adhesinas, el alginato y los polisacaridos
Pel y Psl tienen relacion con la formacién de biopeliculas (Qin et al., 2022).

La bacteria posee V sistemas que secreta toxicos, siendo el 111 (SST3) el encargado de la

patogenicidad, pues, posee un mecanismo que elimina toxinas como los antibidticos para
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evitar la muerte celular. En cuanto a los pigmentos, produce piocianina que es toxica para
la mayoria de los seres vivos huéspedes, pues, estropea los tejidos y dafia las células (Paz
et al., 2019). Finalmente, los sider6foros (pioquelina y pioverdina) excretados, también
ayudan a la captacion de hierro en el ambiente para ampliar la fuerza de la virulencia (Qin
etal., 2022).

Todos estos factores de patogenicidad mencionados permiten que la bacteria sobreviva a
condiciones adversas como la resistencia a antibioticos tanto en los huéspedes como en el ambiente
(Akremi et al., 2022).

Cuadro 1. Factores de patogenicidad en P. aeruginosa.

Factores Genes o proteinas involucradas

Asociados a célula bacteriana

Flagelo FlLiC, FLiD

Pili (Tipo IV) PilA, PilB, RIlT, PilU
Proteinas de membrana LecA., LecB. LPS
Lipopolisacarido (LPS) Psl, Pel

Asociados a la formacion de biopelicula

Efectores SST3 ExoA, ExoS, ExoT, Exoll, ExoY
Pigmentos Piocianina

Sideroforos Pioquelina y pioverdina

Factores asociados a la formacion de PelA-PelG, Psl, alginato, adhesinas

biopelicula

Tomado de Paz et al. (2019) con modificaciones.

P. aeruginosa posee la capacidad de formar biopeliculas o biofilm que son un conjunto de
sustancias extracelulares producidas por las propias bacterias para encerrarse juntas sobre
superficies y protegerse de cambios ambientales, fagocitosis o resistir a los tratamientos de los
antibioticos (Thi et al., 2020). La matriz de la biopelicula se forma cuando las bacterias se asocian
a superficies bidticas o abidticas (por ejemplo, catéteres, duchas, respiradores, entre otros) y
secretan sustancias extracelulares como polisacéaridos (Psl, Pel y alginato), proteinas, lipidos y
ADN extracelular. La matriz que fabrican funciona como un armazon solido que se adhiere a las
superficies dejando las colonias viables encerradas y protegidas de condiciones desfavorables

(Chang, 2018), dado esto, los biofilms presentan una alta resistencia a los antibioticos (Ruiz, 2007)
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debido a que adquieren genes de resistencia dentro del tapiz bacteriano. Se dice que la resistencia
es mil veces mayor dentro de estas biopeliculas comparadas con las formas planctonicas (Herrera,
2004).

La formaciéon de estos biofilm involucra sefiales de comunicacion entre las bacterias, en P.

aeruginosa generalmente ocurre mediante el quoérum sensing (Wei 'y Ma, 2013).

El sistema de quérum sensing (QS) es muy importante dentro del proceso de patogenicidad de P.
aeruginosa, principalmente cuando se trata de densidad bacteriana, ya que, actla regulando de
forma directa o indirecta la coordinacion de la expresion de los genes que reflejan estos factores
(Qin et al., 2022). En esta cepa bacteriana existen tres sistemas QS que se interconectan para
producir la sefial de comunicacién (Rhl, Las y Pgs), el sistema Las y Rhl regulan la expresion de
genes durante la fase exponencial temprana de crecimiento bacteriano, mientras que, Pgs durante
la fase exponencial tardia (Chadha et al., 2021). Los tres sistemas se corregulan unos a otros, el
Rhl y Pgs son regulados por el sistema Las, mientras que, el Rhl reprime al Pgs y el Pgs aumenta

a Rhl, todo depende de la situacion de la bacteria (Qin et al., 2022).

Los dos primeros sistemas (Las y Pgs) regulan la sintesis de sefiales por medio de homoserina
lactona N-acilada (acil-HSL), en el caso del sistema Las, consiste en un autoinductor sintasa (Lasl)
que produce N-3-oxo-dodecanoil-homoserina lactona (30C12-HSL). Al contrario, el sistema Rhl
es una sintasa autoinductora (Rhll) que forma N-butanoil-homoserina lactona (C4-LGS) (Azam y
Khan, 2018; Chadha et al., 2021). El 3-O-C12-HSL sintetizado por el sistema Las, activa el
receptor LasR, encargado de la regulacion de la expresion de genes que tiene que ver con que se
formen biopeliculas, proteasas, hemolisinas elastasas y exotoxinas. De forma similar, el C4-LGS,
se une al receptor RhIR para impulsar la expresion de los genes encargados de formar piocianina,
siderdforos, proteasa alcalina, elastasas y la motilidad bacteriana (Azam y Khan, 2018; Chadha et
al., 2021). Por altimo, el siguiente sistema (Pgs), regula la sintesis de sefiales a través de una sintasa
autoinductora (PgsABCDH) que forma 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona que activa el receptor PgsR
que regula la expresion de genes relacionados con la motilidad, biopeliculas, proteasas, piocianina,
ramnolipidos, elastasas, pioguelina, pioverdina y sideréforos (Azam y Khan, 2018; Chadha et al.,
2021).
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Para que se dé el QS, las bacterias secretan moléculas de sefializacion especificas (autoinductor)
que se liberan y se difunden en el medio para comunicarse entre si, la densidad de la poblacion
debe alcanzar el quérum o umbral critico para producir una concentracion alta del autoinductor
que induce la activacion de los receptores que desatan que se expresen diversos genes y se induzca
la expresion génica de los factores de patogenicidad para fortificar su supervivencia (Paz et al.,
2019; Qin et al., 2022).

3.1.3. En el ambiente

P. aeruginosa es una bacteria ubicua de vida libre considerada un microorganismo aerobio
facultativo, dado que, presenta afinidad a ambientes con oxigeno, pero, en ausencia de este, tiene
la capacidad de crecer en ambientes anaerobios utilizando nitrégeno como aceptor terminal
alternativo (Paz et al., 2019). Su versatilidad le permite tolerar ambientes pobres en nutrientes
confiriéndole una vasta distribucidn, puede crecer en el ambiente a temperaturas entre 20 °C y 42
°C (Ruiz, 2007; Paz et al., 2019), incluso, se han encontrado crecimiento de esta especie a
temperaturas superiores a los 42 °C (Lujan, 2014). Es decir, que puede ser encontrada en diferentes
lugares como suelo, agua, plantas e incluso animales, seres humanos y superficies inanimadas
(Marei, 2020).

Esta especie bacteriana se inclina a desarrollarse en areas himedas, por lo que se considera el agua
como su reservorio natural (Menay Gerba, 2009). Se han encontrado presentes en rios, lagos, agua
de mar, aguas residuales e incluso en agua potable, también, se ha evidenciado su presencia en
lugares hiumedos como grifos, plomeria, bafieras, piscinas, fregaderos, utensilios médicos, entre
otros (Zahra'a, 2022). En aguas naturales (rios y lagos) su concentracion suele ser entre 10 a 1000
bacterias por cada 100 mL de agua, siendo las areas mas cercanas a escorrentia urbana donde se
encuentran mayor numero de bacterias (100 a 1000/100 mL) (Mena y Gerba, 2009). En agua
potable (para consumo humano, piscinas, spas, entre otros) esta concentracion es mucho menor y
de estar presentes suele deberse principalmente a biopeliculas que se encuentran colonizando los
grifos, tuberias y recipientes, puesto que, en el agua tratada muy pocas ocasiones se desarrollan
(Mena y Gerba, 2009), aunque hay algunas cepas que pueden resistir <1 mg/L de cloro libre
residual (Kauppinen et al., 2021). Tanto en aguas naturales como en potable las cepas de P.
aeruginosa no suelen ser resistentes a los antibidticos (Mena y Gerba, 2009).
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En aguas residuales la concentracion de P. aeruginosa suele ser entre 1 a 10000 células por cada
100 mL de agua, estas suelen venir principalmente de origen domestico, clinicos y ganadero (Mena
y Gerba, 2009). En el caso de escorrentias de aguas residuales de origen hospitalarios, representan
una amenaza para la salud, visto que, la mayoria de estas cepas son resistentes a varios antibiéticos
y dado la rapidez con que pueden diseminar genes de resistencia a otras bacterias podrian propagar

enfermedades sino se le da un tratamiento adecuado (Roulova et al., 2022).

Debido a que el agua es el reservorio ambiental de P. aeruginosa puede persistir alli durante
muchisimo tiempo, mé&s que la mayoria de los patdgenos bacterianos, se ha demostrado que puede
permanecer hasta 145 dias viables. Esa supervivencia a largo plazo es gracias a que la especie
muestra varias adaptaciones para entrar en periodos de latencia que le permite perdurar por mucho

mas tiempo (Lewenza et al., 2018).

Algunas de esas adaptaciones son:
- Las células bacterianas disminuyen su actividad metabolica para medir la produccion de
ATP y reprimir la expresion genética de los procesos transcripcionales.
= Cambia su forma de bacilo a una forma cocoide.
- El contenido de fosfolipidos varia.

= Menor permeabilidad de la membrana externa (Lewenza et al., 2018).

3.1.4. Mecanismos de resistencia

P. aeruginosa es una bacteria que posee multiples mecanismos de resistencia los cuales pueden
ser obtenidos de forma natural, adquiridos o transmitidos, posee la capacidad de combinarlos
aumentando la probabilidad de soportar su accion (Panga et al., 2019), los principales son:

- Sintesis de p-lactamasa
Esta bacteria posee la capacidad de producir enzimas p-lactamasas que rompen el puente amida
del anillo B-lactdmico de los antimicrobianos destruyendo el sitio activo del antibidtico y, por
consiguiente, le imposibilita realizar su funcion de impedir la sintesis de la pared celular.
Generalmente, inhibe antibidticos como penicilinasas, carbapenemasas, cefalosporinasas,
sulbactam, tazobactam, clavulanato, entre otros (Goémez et al., 2005; Zambrano, 2018). Existen
varias clases de B-lactamasas: las Amp-C y las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
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(Gomez et al., 2005). Las B-lactamasas son codificadas por el cromosoma bacteriano y pueden
dividirse en cuatro tipos (A, B, C y D), las enzimas A, B y C hidrolizan los B-lactdmicos mediante
una serina en el sitio activo del antibi6tico, al contrario, las enzimas B requieren la presencia de
iones de zinc divalentes para que se dé la hidrélisis (Panga et al., 2019). En el caso de las BLEE y
a diferencia de las anteriores, estas son codificadas por los plasmidos, las méas frecuentes en P.
aeruginosa son blaTEM y blaPER, mientras que las carbapenemasas de tipo B y D son blaIMP y
blaOXA respectivamente (Cuadro 2) (Gémez et al., 2005).

Cuadro 2. Enzimas que hidrolizan antibidticos en P. aeruginosa.

Enzima Antibidtico que hidroliza

AmpC cromosomal Penicilina, cefalosporinas, cefamicinas, monobactimicos.

AmpC de espectro extendido | Penicilina, cefalosporinas, cefamicinas, monobactimicos,
carbapenémicos.

PER Penicilina, cefalosporinas de primera generacion, cefalosporinas de
amplio espectro, monobactimicos.

OXA Penicilina, cefalosporinas, monobactimicos, cefalosporinas de
amplio espectro, carbapenémicos.

TEM Penicilina, cefalosporinas de primera generacion, cefalosporinas de
amplio espectro, monobactamicos.

IMP Penicilina, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenémicos.

VIM Penicilina, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenémicos.

Tomado de Gémez et al. (2005) y Espinoza y Esparza (2021) con modificaciones.

- Bomba de flujo

La bomba de expulsion es un mecanismo utilizado por esta especie para eliminar compuestos
toxicos (como los antibioticos) de la célula bacteriana (Panga et al., 2019) y consiste de un sistema
formado por una proteina formadora de canales de la membrana externa (OMF), una division de
nodulacidn de resistencia (RND) que ayuda en el proceso antipuerto de la proteina del farmaco y
una proteina de fusion de la membrana que actia como un enlace periplasmico entre la OMF y
RND (Mohanty et al., 2020). La bomba en la membrana citoplasmatica emplea energia de fuerza
motriz de protones bombeando el antimicrobiano y expulsandolo por la proteina formadora de
canales de la membrana externa, una vez se encuentre abierta la proteina ligadora (Gomez et al.,
2005).
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En P. aeruginosa se han identificado cuatro sistemas de expulsion de antimicrobianos: MexAB-
OprM, MexEF-OprN, MexCD-OprJ y MexXY-OprM, donde el MexAB-OprM es el encargado de
la expulsion de quinolonas y B-lactamicos, el MexCD-OprJ elimina B-lactamicos, el MexEF-OprN
produce la salida de quinolonas, mientras que, MexXY-OprM bombea hacia afuera los
aminoglucosidos (Panga et al., 2019). Todos estos sistemas de expulsion les confieren resistencia

a los antibidticos, dado que, los elimina de la bacteria (Gomez et al., 2005).

- Disminucién de los canales de porinas

Los antimicrobianos para cumplir su funcién necesitan ingresar por la membrana celular de la
bacteria, sin embargo, muchas especies como P. aeruginosa poseen una membrana externa
disefiada para solamente la entrada de pequefias moléculas hidrofilicas e inhibir la entrada de
moléculas mas grandes como los antibidticos (Mohanty et al., 2020). Esto lo logra gracias a porinas
que tiene en la membrana externa (OprP, OprD, OprF, OprB, OprC, OprE) que, al entrar en
contacto con los antimicrobianos, disminuye su afinidad y el transporte a través de esta proteina
hacia el interior de la bacteria, también, pueden ocurrir mutaciones espontaneas que inhiben la
sintesis de porinas y, por consiguiente, la entrada del antibidtico al espacio periplasmico de la
bacteria (Panga et al., 2019).

- Modificacién enzimatica
P. aeruginosa posee la capacidad de modificar las enzimas de los antibi6ticos para evitar su accion,
esto lo logra gracias a elementos generalmente denominados transposones que producen
mutaciones que cambian la estructura de las dianas de los antimicrobianos disminuyendo su
afinidad. Esta especie posee tres cambios conformacionales enzimaticos que produce resistencia a
los antibidticos: fosforilacion del aminoglucésido fosforiltransferasa (APH), acetilacion del
aminoglucoésido acetiltransferasa (AAC) y adenilacion del aminoglucoésido nucleotidil transferasa
(ANT) (Mohanty et al., 2020). Se ha demostrado que los APH transfieren un grupo fosforilo al 3'-
hidroxilo de los antibidticos como kanamicina, estreptomicina y neomicina inactivando asi el
antimicrobiano. Las AAC cambian un grupo acetilo al amino en la posicion 3’y 6’ inactivando a
gentamicina, netilmicina, tobramicina, amikacina y kanamicina, mientras que, la resistencia a
gentamicina, tobramicina y amikacina es debido a las ANT que mueven un grupo adenililo al

amino o hidroxilo de los antibidticos (Panga et al., 2019).
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- Formacion de biopeliculas

P. aeruginosa posee la capacidad de formar agregados encapsulados en una matriz de polisacérido

proteico sobre la superficie del agua, esto aumenta la capacidad de proteccién contra

antimicrobianos, dado que generalmente los antibioticos son eficaces ante bacterias individuales,

sin embargo, cuando forman biopeliculas, éstas son 1000 veces mas resistentes (Mohanty et al.,

2020).

=> Otros mecanismos

Otros mecanismos de resistencia pocos frecuentes son resistencia a quinolonas asociadas a

mutaciones de los sitios blanco, es debida a mutaciones en topoisomerasas (ADN girasa y

topoisomerasa 1, Il y 1V) provocando pérdida del sitio donde se une el antibidtico y, por

consiguiente, evita la accion de los antimicrobianos. Este mecanismo esta mediado por plasmidos

y asociado a enzimas modificadoras (Ruiz, 2007; Lepe y Martinez, 2022). Otro mecanismo poco

comun es la modificacion del lipopolisacarido de la membrana externa de P. aeruginosa asociado

a mutaciones en los sistemas de dos componentes provocando resistencia a la colistina (Lepe y

Martinez, 2022).

Cuadro 3. Mecanismos de resistencia a antibiéticos en P. aeruginosa.

Mecanismo

Gen/proteina/sistemas

Antibidtico resistente

Sintesis de B-lactamasa

Amp-C y B-lactamasa Amp-
C de espectro extendido
(BLEE).

Penicilinasas, carbapenemasas,
cefalosporinasas, sulbactam, tazobactam,
clavulanato, cefamicinas, monobactamicos.

Bomba de flujo

MexA-MexB-Oprh, MexE-
MexF-OprN, MexC-MexD-
Oprl y MexX-MexY-OprM

Fluoroquinolonas, B--lactanticos y

aminoglucosidos.

Porinas

OprP, oprD, oprF, oprB,
oprC, aprE.

Imipenem, meropenem,
aminoglucosidos.

quinolonas vy

Modificacion enzimatica

APH, AAC y ANT.

kanamicina, streptomicina, neomicina,
gentamicina, netilmicina, tobramicina vy
amikacina.

Maodificacion  del
blanco

sitio

ADN girasa y topoisomerasa
Iy IV.

Modificacion del
lipopolisacarido

Fluoroquinonas.,

Colistina.

Tomado de Paz et al. (2019) con modificaciones.
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3.1.5. Genes de resistencia
P. aeruginosa es una bacteria con creciente resistencia a los antibidticos en las aguas residuales,
principalmente hospitalarias, presenta varios genes involucrados en la resistencia a

antimicrobianos (Reem et al., 2024).

En esta especie, la resistencia a multiples antibioticos esta asociado principalmente a genes que
codifican enzimas BLEE, que tienen la capacidad de hidrolizar el anillo B-lactamico presente en
los antibioticos y causar resistencia (Reem et al., 2024). Entre los genes mas prevalentes y
relevantes se pueden incluir:
- El gen blaAIM-1 codifica una p-lactamasa AIM-1 que confiere resistencia a
carbapenémicos (Reem et al., 2024).
- EIl gen blaVIM (codifica para la B-lactamasa VIM) estan asociados a la resistencia de
imipenémicos (Okafor y Nwodo, 2023).
= Los genes blaCTX y blaTEM codifican B-lactamasa tipo CTX-M y TEM respectivamente,
encargadas de inactivar penicilinas y cefalosporinas (Reem et al., 2024).
= Los genes blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM y blaNDM codifican enzimas metalo--
lactamasa que hidrolizan una gama amplia de antibi6ticos como penicilinas, cefalosporinas
y carbapenémicos (Joji et al., 2019). Dentro de este grupo, los genes blaVIM y blalMP son
los més frecuentes y problematicos desde el punto de vista de resistencia antimicrobiana
(Rada et al., 2021).

Entre otros genes no asociados a BLEE, se encuentran aquellos que codifican porinas, bombas de
eflujo, proteinas de unién a los antibi6ticos y enzimas modificadoras de antibidticos (Pachori et
al., 2019):

- El gen gnrs esta implicado en la codificacion de una proteina que actia como bomba de
eflujo que expulsa antibiéticos como Carbapenémicos y fluoroquinolonas hacia el exterior
de la bacteria, contribuyendo a la resistencia de esos farmacos (Pachori et al., 2019; Reem
etal., 2024).

- El gen AME esté asociado a la codificacion de enzimas modificadoras de aminoglucosidos
transferibles que inactivan aminoglucosidos (Pachori et al., 2019).

- Los genes nalB, nfxB y nfxC pueden mutar y ocasionar una sobreexpresion de los eflujos
MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN (Pachori et al., 2019).
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- El gen oprD puede sufrir mutaciones espontaneas que afecta la funcion o expresion del
mismo, aumentando la resistencia a carbapenémicos, especialmente al imipenem (Pang et
al., 2019).

Es importante destacar que P. aeruginosa puede adquirir la gran mayoria de estos genes de
resistencia a antimicrobianos por medio de la transferencia horizontal de genes entre bacterias de
la misma especie 0 de especies diferentes a través de elementos genéticos como plasmidos e

integrones por mecanismo como transformacion, transduccién y conjugacion (Pang et al., 2019).

3.2. A. baumannii

3.2.1. Caracteristicas generales

A. baumannii pertenece a la familia Moraxellaceae (Kyriakidis et al., 2021), es una bacteria Gram
negativa cuyo tamano oscila entre 1 a 1,5 por 1,5 a 2,5 um en su fase exponencial, pero, que en su

fase estacionaria normalmente adopta una forma mas cocoide (Pérez, 2018).

El género incluye cocobacilos aerobios, no fermentadores de lactosa, inmoviles, catalasa positivos,
oxidasa negativos y no fastidiosos (Raut et al., 2020), pese a que carecen de motilidad, son capaces
de desplazarse por medios semisoélidos, aun sin poseer flagelos (Pérez, 2018). Su temperatura de
crecimiento éptimo se encuentra entre los 20 °C a 30 °C, y es capaz de crecer en los medios de
cultivo usuales sin requerimientos adicionales, ademas, en la mayoria de pruebas bacterioldgicas
se comporta como inactivo y posee la capacidad de oxidar la glucosa y otras aldosas (Lépez y
Lopez, 2000). La capacidad de esta especie para sobrevivir a la desecacion hace que su viabilidad
en objetos inanimados dure meses, por consiguiente, facilita su propagacién en hospitales (Raut et
al., 2020).

3.2.2. Patogenicidad

A. baumannii es una bacteria clinicamente muy significativa debido a que esta relacionada con un
gran namero de infecciones y es resistente a diversas clases de antibidticos con una alta inclinacion
a desarrollar multirresistencia (Raut et al., 2020; Sisakhtpour et al., 2022; Hu et al., 2023). La
patogenicidad en esta especie es basicamente baja, aunque cabe recalcar, que cuando llega a
desarrollarse la infeccion en el huésped puede ser grave (Pérez, 2018). Habitualmente, esta bacteria
es considerada un patdgeno de virulencia baja, pero de desarrollo abrupto y terminal, debido a que
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infecta a pacientes con una condicion clinica encubierta o subyacente (Pérez, 2018). No obstante,
con el aumento de infecciones causadas por cepas resistentes de esta bacteria en el sector
hospitalario, ha generado un impacto clinico, constituyendo una amenaza significativa para el
sistema de atencion médica mundial (Mea et al., 2021; Reina et al., 2022).

La mayoria de los patégenos como P. aeruginosa, tienen toxinas que son los principales agentes
causales de su virulencia, esto no ocurre de igual manera con A. baumannii. Sin embargo, se
presume que la patogenia bacteriana en el caso de este patogeno es el resultado de un arsenal de
factores de virulencia y combinacion de componentes que operan juntos para causar la infeccion
(Mea et al., 2021).

Los factores de virulencia que contribuyen a la patogenia se centran en su capacidad para moverse
y adaptarse, adhiriéndose y colonizando cualquier entorno a través de formacion de biopeliculas
(Mea et al., 2021).

Dentro de los factores de virulencia que se observan en A. baumannii se incluyen:

- LPS: considerado un factor de virulencia cuya localizacion se encuentra en la superficie
celular, funciona en la interaccion entre la bacteria y el entorno, y también, brindan
integridad estructural y actia como una barrera de permeabilidad para moléculas pequefias
hidrofobicas (Pérez, 2018; Mea et al., 2021; Shadan et al., 2023).

- Pili: son apéndices antigénicos cortos similares a pelos que se encuentran en la superficie
de esta especie, cumplen una funcién muy importante en la unién a superficies bioticas y
abioticas, la motilidad, la conjugacion y formacién de biofilm. En A. baumannii, se han
identificado cuatro clases de pili de tipo | acompanante-usher, que se clasifican de acuerdo
a su ruta de ensamblaje en: pili ensamblados mediante la ruta acompariante-usher (biofilm),
pili de tipo 1V (motilidad), curli pili y pili ensamblados mediante una ruta alternativa a la
ruta acompafante-usher (Pérez, 2018; Shadan et al., 2023).

- OMP: como OmpA, ayudan en el ensamble y la internalizacion en las células epiteliales
del huésped, inducen también la secrecion de factores apoptoticos internamente en el
huésped que inicia el proceso de apoptosis que lleva a la muerte celular y determinan la

resistencia a diversas clases de antibioticos (Zhang et al., 2022; Shadan et al., 2023).
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- Exopolisacarido capsular o capsula (CPS): es también otro factor de virulencia
importante que se basa en subunidades de oligosacaridos repetitivos (unidades K)
estrechamente empaquetadas y que forman una envoltura protectora en la superficie
bacteriana, también ayuda a esta bacteria a evadir el sistema inmunitario del huésped, a
resistir la desecacion prolongada y mejorar la resistencia a los compuestos antimicrobianos
como los antibi6ticos (Shadan et al., 2023).

- Sistema de secrecion: es el encargado del transporte de proteinas y otras macromoléculas
fuera del espacio extracelular (T2SS, T6SS y T5SS), el sistema de secrecion T5SS es la
proteina autotransportadora trimérica (Ata) la cual actia como adhesina facilitando la
adhesion de la bacteria a los tejidos del hospedador y colaborando en la formacion del
biofilm. Otro sistema de secrecién que tiene este patdgeno es el sistema de dos
componentes (TPS) denominado AbFhaB/FhaC, involucrado en la virulencia y adhesién
de A. baumannii (Pérez, 2018).

- De manera similar, este patdgeno posee un sistema de absorcion de iones metalicos para
contrarrestar la quelacion de iones mediados por el huésped a la cual se le denomina
inmunidad nutricional (Shadan et al., 2023).

- Biofilm: la elaboracion de biopeliculas se ha observado en A. baumannii y se considera un
elemento importante en su supervivencia y persistencia, en consecuencia, se han
encontrado biopeliculas de A. baumannii en una gran cantidad de dispositivos médicos,
como catéteres, respiradores, tubos endotraqueales, entre otros. A su vez, estas biopeliculas
proporcionan un medio para que la bacteria sobreviva en ambientes hostiles y asimismo
para prevalecer frente a ataques de varios antibioticos (Mea et al., 2021). Ademas, es un

nido para intercambiar genes asociados a la resistencia bacteriana (Bejarano et al., 2021).

Para la formacion de biofilm y adherencia es importante mencionar:

- Operdn csuA/BABCDE: se agrupan en clusteres de genes (grupo de dos o mas genes)
formados por un usher (guia), un acompafiante y un gen que codifica la subunidad del pili,
donde el sistema acompafante-usher mas estudiado es el complejo operon csuA/BABCDE
acomparfiante-usher, su capacidad de formar pili se relaciona con el gen csuE, la produccién
de los pilis es un factor importante en la formacion de biofilm o biopeliculas en A.

baumannii (Pérez, 2018).
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- Proteina asociada a biopelicula (BAP): es una proteina implicada en la adhesién primaria
para la formacidn del biofilm maduro, tanto en superficies bi6ticas como abidticas (Pérez,
2018; Mea et al., 2021).

- Quorum sensing (QS): corresponde a un sistema de estimulos y respuestas asociados con
la densidad poblacional, relacionado a multitud de procesos bacterianos de A. baumannii
como la formacion de biofilm, adhesion o motilidad. Esta bacteria consta de dos

componentes, la sintetasa Abal y la proteina de union a las AHLs y AbaR (Pérez, 2018).

Cuadro 4. Factores de virulencia junto con sus roles en la patogenia de A. baumannii.

Factores de virnlencia

Rol en la patogénesis

Autotransportador (Ata) Apoyar la adherencia y el desarrollo de biopeliculas.
AbeD Matar células huésped.

AdeRS Regulador de virulencia.

BaeSR Regulador de virulencia.

BfmRS Regulador de virulencia/Expresion Csu pili.
Proteinas asociadas al biofilm | Adherencia vy desarrollo biofilm.

BAP como proteinas (BAP) Mejorar la adherencia.

Polisacéridos capsulares

Mejorar la supervivencia bacteriana en los tejidos y la formacion de

biofilm.

CipA Mejorar la resistencia del suero v promover la invasion tisular.

CheAY Regulador de virulencia/Expresion Csu pili.

FhaBC Promover la adherencia en el tejido v la destruccion de las células
huésped.

GacS Promover la afluencia de neutrofilos.

GigABCD Apoyo a la supervivencia in vivo y a la destruccion de las células huésped.

Sistema de adquisicién de
hierro

Apoyo a la supervivencia in vivo y a la destruceién de las células huésped.

Lipopolisacdridos (LPS) Evasi6n del sistema inmune del huésped y la infeccion tisular.
MumC/MumT Apoyo a la supervivencia in vivo.

OMVs Portan factores de virulencia y gen de resistencia a antibiéticos.
PER-1 Apoyo a la supervivencia in vivo y resistencia sérica.

Proteina de unién a
penicilina?/8 and PER-I

Apovar la adherencia v la supervivencia in vivo.

Pili

Promover la adherencia y la formacion de biofilm.

PLC/PLD Apoyo a la supervivencia in vivo y resistencia sérica.
PmrAB Resistencia a los antimicrobianos y modificacion del LPS.
Porinas (OmpA/OMP 33- Promover la adherencia e invasion de tejidos.

36,0mp22)

RecA Apovo a la supervivencia in vivo.

SurAl Apoyo a la supervivencia in vivo y resistencia sérica.

Type I Sistema de secrecion

Mejorar la formacién de biopeliculas.

Type Il Sistema de secrecién

Apoyo a la supervivencia in vivo.

Type V Sistema de secrecién

Promover la adherencia y la formacion de biofilm.

Type VI Sistema de secrecién

Eliminacién de bacterias competidoras.

Admite la colonizacién del huésped.

Tuf Mejorar la resistencia del suero.
UspA Apoyo a la supervivencia in vivo y a la destruccion de las células huésped.
ZABC, ZigA, ZrlA Mejorar la supervivencia y persistencia en vivo.

Tomado de Shadan et al. (2023) con modificaciones.
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3.2.3. En el ambiente

A. baumannii es un patégeno que puede prevalecer de manera ubicua en el ambiente, donde la
resistencia y la adaptabilidad le permiten ocupar diversos nichos (Atrouni et al., 2016; Benoit et
al., 2020). Las especies de Acinetobacter en la naturaleza se pueden encontrar en diferentes fuentes
ambientales, siendo el suelo y el agua sus principales habitats (Salazar y Nieves, 2005). También,
se han detectado con frecuencia en areas contaminadas con hidrocarburos, vertederos, aguas

residuales, plantas, animales y humanos (Doughari et al., 2011; Atrouni et al., 2016).

Esta especie tiene la capacidad de crecer en el ambiente a temperaturas entre -20 °C a 44 °C, entre
pH 5y 10, asi como en ambientes con baja disponibilidad de nutrientes (Dekic et al., 2018).
Ademas, puede producir biopeliculas resistentes a la sequia, a los desinfectantes y antibidticos
(Harding et al., 2018), y su alta adaptabilidad a condiciones ambientales adversas le confiere la
capacidad de persistir durante meses en el ambiente (Gallego, 2016), por lo que, algunos autores
las consideran las hierbas malas microbianas (Cray et al., 2013; Atrouni et al., 2016).

Pese a su presencia en diferentes nichos, A. baumannii tiene predileccion por ambientes acuaticos
(Ng et al., 2018), y hasta hace poco tiempo, se aislaba principalmente de aguas residuales
hospitalarias y rara vez, se encontraba en entornos no hospitalarios. Sin embargo, la presencia de
este patdgeno en ambientes afectados por desechos humanos ha sido reportada en la Ultima década
(Higgins et al., 2018), se ha determinado su presencia en rios, aguas residuales urbanas (domésticas
e industriales) y en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) (Girlich et al., 2010;
Hrenovic et al., 2016; Kovacic et al., 2017). Sin embargo, en los ambientes acuéaticos de origen

hospitalario es donde con mayor frecuencia se detectan (Higgins et al., 2018).

En las aguas residuales de origen hospitalario, esta especie representa un riesgo para la salud
publica, pues, son cuerpos de agua cerrados donde hay una entrada constante de agua contaminada
por A. baumannii resistente en concentraciones superiores a 3 log UFC/mL (Deki¢ et al., 2018).
De igual forma, en las PTAR contienen A. baumannii viables con genes que codifican la resistencia
a algunos antibioticos y los emite a efluentes en el medio ambiente representando relevancia para

la salud si no se lleva a cabo un correcto tratamiento (Higgins et al., 2018).
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3.2.4. Mecanismos de resistencia

A. baumannii es un patdégeno que posee una gran flexibilidad genética que le confiere
reordenamientos genéticos rapidos, mutaciones provechosas y la incorporacion de factores
ex0genos transportados por componentes genéticos moviles, y de estos Ultimos, se estima que las
secuencias de insercion son un aspecto esencial en la estructuracion del genoma'y en el desarrollo
de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Adams y Brown, 2019). La resistencia
antimicrobiana de A. baumannii se logra mediante tres mecanismos principales: la regulacion del
transporte de antibioticos a través de las membranas (disminucion de la permeabilidad de las
porinas o0 aumento de la excrecion), modificacion o alteracion del sitio objetivo de los antibioticos

e inactivacidn enzimatica o neutralizacion de los antibidticos (Kyriakidis et al., 2021).

Algunos de los mecanismos mas frecuentes de resistencia en A. baumannii a diferentes clases de

antibidticos incluyen:

- Sintesis de p-lactamasa

Las B-lactamasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace amida del anillo B-lactdmico
de los antibidticos de la familia de B-lactdmicos, destruyendo el sitio activo del antibiético, se
pueden clasificar en cuatro clases (A, B, C y D). Las de clase A (TEM-1, TEM-2 y CARB-5)
utilizan plasmidos y otros elementos genéticos mdviles para propagarse ampliamente en A.
baumannii permitiendo diferentes rangos de espectro contra antibiéticos como penicilinas y
cefalosporinas (Tooke et al., 2019; Kyriakidis et al., 2021), las de clase B ( SIM, IMP, NDM, SPM
y VIM) se encuentran en integrones y confieren resistencia a aminoglicosidos, las de clase C
(ADC) estan mediada por secuencias de insercion que tienen promotores que transcriben genes
como ISAbal e ISAbal25, que cuando se expresan le confiere resistencia a cefalotina, cefotaxima,
ampicilina, ceftazidima y aztreonam, y las de clase D (OXA-23, OXA-24, y OXA-58) estan
codificadas por plasmidos e hidrolizan a meropenem, carbapenémicos e imipenem (Vanegas et
al., 2014; Barletta et al., 2018).

- Proteinas de membrana externa
Las OMP trabajan en conjunto con las enzimas B-lactamasas para aumentar la resistencia
antimicrobiana (Kyriakidis et al., 2021). La proteina o porina A de baja permeabilidad que se

encuentra en la membrana externa (OmpA) no es especifica de A. baumannii, pero, cumple
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funciones primordialmente a nivel estructural y de acuerdo con ciertas hipotesis, pudiera ser
participe en el transporte de antibidticos al exterior del espacio periplasmico de la bacteria (Smani
et al., 2014; Kyriakidis et al., 2021).

- Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo permiten expulsar antibidticos fuera de las células, por lo que se piensa que
son uno de los mecanismos de resistencia mas importante de A. baumannii. Existen tres sistemas
involucrados: sistemas RND AdeFGH, AdelJK y AdeABC, y de estos, el sistema AdeABC es el
mas relacionado con A. baumannii, ya que presenta genes (adeA y adeS) que son codificadores de
bombas de expulsion (Basatian et al., 2020). Estas bombas de eflujo pueden trabajar con otros
mecanismos de resistencia como las enzimas B-lactamasas produciendo resistencia a multiples
farmacos, dando como resultado fugas de antibidticos y de distintas sustancias de la bacteria
(Kyriakidis et al., 2021).

- Mecanismo de resistencia a los aminoglucésidos
La resistencia de A. baumannii a los aminoglucésidos puede ocurrir a través de tres mecanismos
diferentes: puede llevarse a cabo mediante la variacion del sitio objetivo por 16S rRNA
metiltransferasas, a través de enzimas transformadoras de aminoglucésidos (AME) que atendan la
capacidad de unién de aminoglucosidos al sitio activo de la bacteria y por la disminucion de la
absorcién de los aminoglucésidos después de la pérdida de permeabilidad de las bombas de eflujo
(Kyriakidis et al., 2021).

- Mecanismo de resistencia a tetraciclinas
La resistencia a los antibidticos de tetraciclina se debe a tres mecanismos principales: el flujo de
salida dependiente de ATP, proteinas ribosémicas protectoras (RPP) e inactivacion enzimatica de
las tetraciclinas (Kyriakidis et al., 2021).

- Mecanismo de resistencia fluoroquinolonas
La resistencia a las quinolonas se produce a través de mecanismos diferentes: resistencia por
plasmidos llevada a cabo por proteinas Qnrs, y mutaciones dirigidas de girasa y Topoisomerasa
IV que disminuyen la interaccion de la enzima con sus respectivas quinolonas (Kyriakidis et al.,
2021).
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= Mecanismo de resistencia a polimixinas
Los mecanismos de resistencia a la polimixina en A. baumannii incluyen: mutaciones en los genes
LpxA, LpxC y LpxD, estos codifican aciltransferasas indispensables para biosintetizar el lipido A
y asociadas a la deficiencia de este lipido y cambios en los objetivos de los farmacos a través de
la modificacion del LPS-lipido como resultado de mutaciones en el operon PmrCAB y el gen mcr
(Kyriakidis et al., 2021).

- Otros mecanismos de resistencia

Entre los mecanismos que promueven la resistencia se encuentran: proteinas de la membrana
externa (porinas), enzimas especificas (fosfolipasas C y D, y proteasa especifica de glucano tipo
adamalisina (CpaA), factores de la envoltura celular (LPS y la capsula), formacion de biopeliculas
y deteccion de quérum sensi (GacSA TCS que regula la expresion de Csu, Csu pili regulada por
BfmRS TCS, BapAb asociadas a biopeliculas, produccion del exopolisacarido poli-p-1,6-N-
acetilglucosamina PNAG, acil-homoserina lactonas por el receptor AbaR y el autoinductor sintasa
Abal), sistemas para la adquisicion de micronutrientes (transportadores de hierro FecA y Fecl y
siderdforos, transportador ZigA GTPasa 'y ZnuABC), proteinas asociadas a la resistencia NRAMP
gue transporta manganeso, motilidad de espasmos a través de pili tipo 1V y sistemas que secreta
proteina tipo VI (Kyriakidis et al., 2021).

3.2.5. Genes de resistencia

A. baumannii también presenta una creciente resistencia a diversos farmacos, que se debe
principalmente a genes intrinsecos o adquiridos a través de la transferencia horizontal de genes y
esto contribuye a la diversidad de su resistoma, y a la propagacién en ambientes como aguas
residuales, las cuales actian como reservorios para la propagacion de genes de esta bacteria
(Novovi¢ y Jov¢i¢, 2023).

Dentro de los genes més relevantes se encuentran:
= Los genes blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 y blaOXA-58 regulados por secuencias de
insercion ascendentes (IS), concretamente ISAbal, ISAba2, ISAba3, ISAba9 e 1S18,
codifican enzimas oxacilinasas o [3-lactamasas de clase D (OXA-23, OXA-24, OXA-51y
OXA-58) con capacidad hidrolitica a diversos carbapenémicos como: meropenem,
ticarcilina, imipenem y amoxicilina (Wu et al., 2023). Su efectividad frente a los
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carbapenémicos es regida principalmente por la sobreexpresion de la enzima OXA-51
(intrinseca) y OXA-23 (adquirida) mediante la insercion de ISAbal en su region promotora
(Kyriakidis et al., 2021).

- Los genes blaVIM, blaIMP, blaSIM y blaNDM codifican enzimas metalo-p-lactamasas que
hidrolizan basicamente todas las B-lactamasas, incluyendo carbapenémicos (Kyriakidis et
al., 2021).

- Gen blaADC codifica enzimas B-lactamasas que hidrolizan cefalosporinasas (Kyriakidis et
al., 2021).

- Los genes PMQR (gnrA, gnrB y gnrS) codifican proteinas de la familia de repeticiones de
pentapéptidos que hidrolizan quinolonas y fluoroquinolonas usadas frecuentemente en

infecciones por esta bacteria (Mojtaba et al., 2020).

- Genes Tet (tetA y tetB) codifican bombas de eflujo que provoca resistencia a tetraciclinas

y glicilciclinas (Barletta et al., 2018).

- Gen Sull causa resistencia a las sulfonamidas y trimetoprima (Mojtaba et al., 2020).

Este patdgeno presenta una resistencia a una amplia gama de antibi6ticos conferida por genes

especificos, como los mencionados anteriormente.

4. Métodos de deteccion, aislamiento y caracterizacion de P. aeruginosa y A. baumannii
La deteccion, aislamiento y caracterizacion minuciosa de P. aeruginosa y A. baumannii precisa de
la combinacién de diferentes métodos que aporten informacion vital y complementaria para el

entendimiento de los ecosistemas microbianos y su impacto en la salud publica.

Dentro de estos métodos se encuentra las pruebas rapidas que utilizan reactivos para la
identificacion bacteriana como Pseudalert, también los métodos tradicionales de aislamiento y
cultivo que emplean el uso de medios selectivos y diferenciales para la identificacion, asimismo,
los métodos bioquimicos que son esenciales para una identificacion mas detallada a nivel de
género y especie como el VITEK® 2 Compact y por ultimo, los métodos moleculares los cuales
brindan una mayor especificidad y sensibilidad que favorece en la deteccidn de genes de resistencia

a antimicrobianos como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Cabe resaltar que la seleccion de los métodos estara influenciada de acuerdo con la disponibilidad

de recursos, el proposito del estudio, el tipo de muestra y las especies bacterianas.

4.1. Deteccion y aislamiento
Para la deteccion y aislamiento de P. aeruginosa y A. baumannii utilizaran los siguientes reactivos

y medios de cultivos:

Pseudalert

Pseudalert es una prueba rapida para la deteccion especificamente de P. aeruginosa en muestras
de agua, se basa en una tecnologia de sustrato definido que detecta enzimas bacterianas, las células
utilizan el sustrato rico en vitaminas, aminoacidos y otros nutrientes presentes en el reactivo y lo
hidrolizan para crecer y reproducirse rdpidamente. Esas cepas que crecen activamente poseen una
enzima que se adhiere al sustrato del reactivo formando un complejo enzima-sustrato para dar un
resultado positivo, el cual se evidencia en el cambio de color amarillo claro a amarillo intenso o
fluorescencia azul si se observa con luz ultravioleta. Detecta en aproximadamente 24 h a 1 unidad
formadora de colonias (UFC) de P. aeruginosa por cada 100 mL de agua (IDEXX, 2023).

Agar Cetrimida

Agar Cetrimida es un medio selectivo y diferencial disefiado para el aislamiento e identificacion
de P. aeruginosa en UFC bacterianas de color amarillo verdoso (Mustafa et al., 2020). Este medio
fomenta que se produzca un pigmento fluorescente verde-amarillo denominado fluoresceina
(pyoverdin), cuando este pigmento se difunde por todo el medio de cultivo promueve la coloracion
amarillo verdoso fluorescente caracteristico de Pseudomonas spp. Las cepas de P. aeruginosa se
determinan es este medio por la produccion de piocianina, un pigmento de fenazina azul que es
soluble en agua y no fluorescente, que solo es expulsado por esta especie en especifico (Condalab,
2021).

CHROMagar™ Pseudomonas

Es un medio de cultivo cromogénico y selectivo disefiado para identificar especies de
Pseudomonas en muestras ambientales (incluyendo aguas residuales), alimentos o superficies, y
puede utilizarse cultivando en la superficie del agar o dentro del mismo. Su composicién contiene
agar, peptona, sales y una mezcla cromogénica que inhibe el crecimiento de Gram positivos y

permite el crecimiento de Gram negativos principalmente Pseudomonas spp. Las especies como
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P. aeruginosa crecen como colonias visibles a simple vista de color azul verdoso, otras especies
Gram negativas son inhibidas, se vuelven incoloras o crecen de color violeta (Leaflet, 2021;
Labema, 2023).

CHROMagar™ Acinetobacter

Es un medio de cultivo cromogénico, selectivo y diferencial, elaborado para la identificacion de
Acinetobacter spp. que crece como UFC llamativamente rojas (Benoit et al., 2020). Este consiste
en una placa de agar selectiva que tiene un sustrato cromogénico y agentes que inhiben a la mayoria
de los organismos Gram positivos y bacilos Gram negativos susceptibles a carbapenem, otras
especies Gram negativas crecen en un color azulado (Nguyen et al., 2021). Este medio es capaz de
detectar rapidamente todos los aislamientos de A. baumannii y A. baumannii multirresistente
(Nguyen et al., 2021).

4.2. ldentificacion por métodos bioquimicos
Para la identificacion microbiana de P. aeruginosa y A. baumannii se utilizara el sistema
automatizado VITEK® 2 Compact.

El sistema VITEK® 2 Compact es un equipo empleado en el area de la microbiologia para la
identificacion microbiana (ID) y la determinacion de la susceptibilidad antibio6tica (AST), todo el
ciclo, desde que se inicia la lectura hasta que arroja el registro de los resultados, se dan de manera
automatica (BioMérieux, 2023). Este equipo contempla una amplia base de datos de identificacion,
que favorece la deteccidén de una gran variedad de microorganismos con resultados rapidos y
eficientes para la mayoria de las especies Gram positivas y Gram negativas, y de igual forma,
posee datos de una serie de antimicrobianos para las pruebas de resistencia (BLEE, alto nivel de
resistencia a los aminoglicésidos, screening de cefoxitina, resistencia inducible a la clindamicina,
entre otros) (BioMérieux, 2023).

La identificacion bacteriana se lleva a cabo mediante la inoculacion de una suspension de un
cultivo microbiano puro en tarjetas con especificos paneles de reacciones bioguimicas, mientras
que la sensibilidad antimicrobiana se realiza mediante tarjetas que contienen diluciones estandares
de diferentes farmacos o antibioticos (Romeu et al., 2010) segun los puntos de corte de sensibilidad
establecidos por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).
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Las tarjetas reactivas contienen 64 pozos, cada uno con un sustrato de prueba individual, con estos
sustratos se busca medir varias actividades metabolicas en donde se pueden mencionar la
acidificacion, hidrolisis enzimaéticas, alcalinizacion y desarrollo en presencia de sustancias
inhibidas. Las tarjetas estan cerradas en ambos lados por una pelicula transparente que impide el
contacto entre las distintas mezclas microorganismo-sustrato y al mismo tiempo garantiza el nivel
adecuado de oxigeno, con una trazabilidad completa y un minimo de errores de transcripcion
(Balcazar, 2018). El test de sensibilidad antimicrobiana utiliza el mismo principio, a diferencia

que, los pozos contienen diversos antibidticos (Balcazar, 2018).

En cuanto a su utilidad, el sistema VITEK® 2 Compact se ha utilizado en innumerables casos para
estudiar aislamientos clinicamente relevantes de muestras médicas u otras fuentes, como agua y

alimentos (Romeu et al., 2010).

4.3. Identificacion por métodos moleculares

La identificacion molecular de P. aeruginosa y A. baumannii se realizara mediante una PCR.

La PCR es una técnica molecular utilizada en laboratorios de investigacion y diagndstico para
copiar segmentos especificos de ADN, con el proposito de obtener grandes cantidades de un
fragmento de acidos nucleicos a base de una muestra pequefia sin importar su calidad, lo que lo
hace un método confiable y preciso (Solanki, 2012). Esta tecnologia, desde que fue elaborada en
1984 por el bioquimico Kary Mullis, ha ido ganando terreno para ser aplicada en diversos campos
cientificos como la genética clinica, la ciencia forense, la medicina, en el campo de la agricultura,
la bioindustria, el ambiente y en el area de la microbiologia para la deteccion de propagacion viral
y bacteriana (Shahzad et al., 2020; Zhu et al., 2020). La PCR es muy versatil, lo que ha dado lugar
a modificaciones del protocolo bésico utilizado en diversas técnicas para cumplir con un sin fin de
objetivos como: PCR cuantitativa, PCR digital de cristal (cdPCR), PCR digital basada en gotas,
secuenciacion de ARNm de células individuales utilizando microfluidica y PCR puente para

secuenciacion de nueva generacion (Zhu et al., 2020).

La PCR se lleva a cabo en ciclos de cambios de temperatura, comprende tres pasos principales:
desnaturalizacion, hibridacion y extension. En el primer paso, el ADN se desnaturaliza a
temperaturas altas (90 °C - 97 °C), y se producen dos piezas de ADN monocatenario. Para preparar

la extension, en el paso dos, se reduce la temperatura (45 °C — 60 °C) y se anexan cebadores que
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se hibriden a las cadenas de ADN molde. En el tercer paso, la temperatura se eleva nuevamente
(normalmente a 72 °C) para que la Taqg polimerasa lleve a cabo la extension final de los cebadores
anexados, creando una cadena de copia complementaria de ADN, culminando el proceso con
varias copias (Solanki, 2012; Shahzad et al., 2020).

La PCR es una herramienta de mucha utilidad desde el punto de vista cientifico y médico, puesto
su simplicidad y rapidez, con alta sensibilidad y especificidad en comparacién con otros métodos

convencionales (Solanki, 2012).

5. Medidas de prevencion y control de A. baumannii y P. aeruginosa

Se consideran a P. aeruginosa y A. baumannii como dos de los fundamentales patdégenos
nosocomiales que representan un problema de salud publica a nivel mundial gracias a su
resistencia a multiples antibidticos, morbilidad, alto valor de su tratamiento y mortalidad
asociados, debido a esto, es necesario el desarrollo de algunas estrategias como programas
educativos que concienticen, protocolos de limpieza (en el ambiente, en lo personal, entradas y

salidas de hospitales) y fagoterapia para la prevencion y control (Ferrer et al., 2021).

- Prevencion y control en el ambiente

A. baumannii al ser un patégeno capaz de permanecer en superficies animadas e inanimadas y
tener limitada sensibilidad a los biocidas, resulta ser dificil de eliminar en el ambiente (Meschiari
etal., 2021; Kanafani et al., 2023). No obstante, existen ciertas medidas de prevencién basicas que
ayudan a minimizar su proliferacion como el constante lavado de manos, se ha investigado que
esta simple medida, si se hace con frecuencia, interviene de manera eficaz con la transmision entre
individuos y el ambiente (Weinberg et al., 2020). La limpieza y desinfeccion monitoreada es
crucial para minimizar riesgo de infeccion y va de la mano con la acertada eleccion de
desinfectantes dentro de los cuales se encuentra el hipoclorito de sodio, perdxido de hidrégeno (en
aerosol o vaporizado), marcadores ultravioleta, &cido peracético, alcohol al 70 %, los fendlicos y
los yodoforos (Kelemen et al., 2024), los cuales deben utilizarse en concentraciones y tiempos
aptos para que no produzcan diferentes efectos de limpieza en superficies o reservorios
ambientales que aumenten el peligro de infeccion (Weinberg et al., 2020; Kanafani et al., 2023;
Kelemen et al., 2024).
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En el caso de P. aeruginosa, las medidas de prevencion y control suelen ser las mismas que con
A. baumannii en lo que respecta a la correcta higiene de manos, precauciones de contacto, la
utilizacion de desinfectantes como los previamente mencionados, limpiezas ambientales
constantes, evitar la inhalacion de agua contaminada en forma de aerosol, salvo que para mitigar
las infecciones por esta bacteria es crucial el monitoreo recurrente, ya que suele encontrarse con
mayor frecuencia en ambientes como suelo, el agua, las heces animales y humanas (Balfour, 2020;
Spagnolo et al., 2021). Cabe resaltar que estas medidas de prevencion deben ir ligadas con el
desarrollo de programas de educacion que promuevan la importancia de los protocolos de higiene
para mejorar la comprension sobre la importancia de controlar la propagacion de estos patdgenos
(Weinberg et al., 2020).

- Prevencion y control en el sector sanitario
De acuerdo con la OMS, se puede disminuir o prevenir riesgos relacionados a la contaminacién
bacteriana en centros hospitalarios, sistemas de abastecimiento y distribucion de agua, ejecutando
un plan de seguridad del agua (PSA), con el cual se puede adoptar procedimiento de saneamiento,
mantenimiento, andlisis progresivo del suministro de agua, muestreo de los puntos mas
importantes de los centros de salud y monitoreo activo de las infecciones causadas por patdgenos
(Spagnolo et al., 2021).

Las estrategias de control mas utilizadas incluyen:

Terapia con antibioticos

Aunque en la actualidad el sobreuso de antibiéticos ha favorecido al desarrollo de multirresistencia
disminuyendo las estrategias de control, todavia siguen siendo la Unica linea de proteccion contra
las infecciones por P. aeruginosa, donde antibidticos como las penicilinas, aminoglucosidos y B-
lactdmicos representan el primer nivel de tratamiento de infecciones por este patdgeno. Esta terapia
consiste en alternar escalonadamente el uso de antibidticos, iniciando con dos antibidticos de
diferentes clases y luego, finalizar con uno solo (monoterapia), esto aumenta la probabilidad de
eficiencia (Lopes et al., 2022). En el caso de A. baumannii, se piensa que los farmacos
carbapenémicos son el primer nivel de tratamiento solamente en areas de baja tasa de resistencia,

pese a que no hay una sola sugerencia consensuada para el tratamiento 6ptimo de infecciones por
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A. baumannii, estudios avalan el uso de la colistina junto con otros antibi6ticos como pilar en las
terapias aumentando la tasa de curacién y por ende, disminuyendo la tasa de mortalidad, aunque
el empleo de este sigue siendo debatible por los efectos secundarios toxicos, los cientificos
concuerdan en no emplear la monoterapia con colistina. Por otro lado, los péptidos antimicrobianos
in vitro pueden ser una alternativa prometedora contra A. baumannii en reemplazo de los
antibidticos, puesto que, logran inhibir la formacién de biopeliculas a ciertas concentraciones
(Weinberg et al., 2020).

Terapia con bacteriéfagos

A pesar de que la terapia con fagos data desde 1917, fue quedando en el olvido tras el
descubrimiento de los antibidticos, sin embargo, con el incremento de bacterias resistentes a
antibioticos ha vuelto a retomar el interés debido a su especificidad y simplicidad de alteraciones
del genoma por medio de ingenieria genética (Reina y Reina, 2018; Weinberg et al., 2020).
Aunque su uso esta reducido por la competencia de las bacterias para desarrollar resistencia, estos
pueden adaptarse y recuperar sus propiedades infecciosas rapidamente (Weinberg et al., 2020).
Los cocteles de fagos han demostrado excelentes resultados contra estos patdgenos. Los fagos
podrian emplearse mejor en combinacion con antibidticos para mayor actividad bactericida, por
ejemplo, durante el proceso de compensacion genética de una bacteria, ya que mientras esta
desarrolla un rasgo en pro de su resistencia a los antibi6ticos, se podria volver propensa a la
infeccion por fagos y viceversa, una mayor resistencia a los fagos podria resultar en una mayor
sensibilidad a los antibidticos (Reina y Reina, 2018; Weinberg et al., 2020). En otros estudios se
ha determinado que la aplicacion de fagos con genes de resistencia dominantes favorece en una
disminucion de la resistencia en las bacterias captadoras, inclusive se han elaborado fagos
alterados genéticamente que tienen incorporado el sistema de edicion génica CRISPR-Cas9 para

que localicen los genes bacterianos de resistencia y los inactiven (Reina y Reina, 2018).
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
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1. Areas de estudio

Se seleccionaron tres puntos de muestreo en la Ciudad de Panama. El primer punto elegido fue la
PTAR ubicada en el corregimiento de Juan Diaz a 9°00'58"N 79°26'45"O (Figura 1A), siendo esta
planta responsable de recibir, tratar y descontaminar las aguas residuales provenientes de las
cuencas de los rios Juan Diaz, Tocumen, Matasnillo, Tapia, Rio Abajo, Las Lajas, quebrada La

Gallinaza y Curundi (Martinez et al., s.f.).

El segundo punto de muestreo se realizo en la CSS del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias
Madrid situada a 8°58'49"N 79°32'10"O en Av. José de Fabrega. Este hospital drena aguas
residuales de varios puntos como: el edificio administrativo (cocina y lavanderia), cuarto de
urgencias, unidades de infectologia, hemodialisis y parto, radiologia, morgue, pie diabético,

laboratorios, patologia, especializada y hospital general (Figura 1B).

El tercer punto de muestreo se llevd a cabo en la Estacion de Bombeo 3 de la Cinta Costera 2
localizada en la Av. Justo Arosemena y Calle 37 Este a 8°58'01"N - 79°31'568"0O. Esta estacion
bombea aguas residuales del Hospital Santo Tomas, el Hospital del Nifio y el Hospital Nacional a
la PTAR (Figura 1C).
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Figura 1. Coleccion de muestras en aguas residuales. A) Muestreo en la PTAR. B) Muestreo en la CSS. C) Muestreo
en la EB3.
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2. Colecta de muestras

Se recolectaron muestras periodicas de 100 mL de agua residual en envases de uroanalisis estériles
en los tres puntos de muestreo, empleando la asepsia en todo el proceso. Luego, se transportaron
en cadena de frio hasta los Laboratorios de Microbiologia Experimental y Aplicada (LAMEXA),
y de Microbiologia de Aguas (LAMA) de la Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado,

Universidad de Panam4, donde fueron procesadas.

3. Andlisis en Laboratorio
Se trabajaron las muestras de agua cruda de acuerdo con las necesidades de crecimiento de cada

bacteria y a las pruebas o técnicas que corroboraron su presencia en las mismas.

3.1. Aislamiento e identificacion presuntiva
Se aislaron 25 UFC de P. aeruginosa y A. baumannii en cada uno de los puntos de muestreo,
garantizando que la mitad se consiguiera en un muestreo y la otra mitad en el siguiente. Se

obtuvieron un total de 150 UFC entre los 3 puntos de muestreo y entre ambas cepas.

Para el aislamiento de P. aeruginosa se realizé inicialmente una prueba répida Pseudalert, para
ello, se agregd 1 mL de agua cruda de cada uno de los puntos colectados en tubos con 9 mL de la
mezcla de un sobre de reactivo Pseudalert en 100 mL de agua destilada, y se dejaron incubando a
37 °C por 24 h. Luego, se realiz6 un primer estriado en Agar Cetrimida y se incubaron a 37 °C por
24 h. Despueés, se efectu6 un segundo estriado de las UFC presuntivas en CHROMagar™
Pseudomonas y se incubaron a 37 °C por 24 h.

Para el aislamiento de A. baumannii se llevd a cabo un esparcido en superficie, se tomaron con
una micropipeta 0.1 mL de las muestras directas de los puntos de muestreo y se extendieron con
movimientos rotativos utilizando una espatula de Drigalski estéril sobre toda la superficie de los
platos de CHROMagar™ Acinetobacter, y se dejaron incubando a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
se seleccionaron las UFC tipicas, se estriaron en CHROMagar™ Acinetobacter y se incubaron a
37 °C por 24 h.

Cabe resaltar que en cada seleccion de las UFC se tomd en cuenta caracteristicas como morfologia,

color y olor tipico de la especie.
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3.2. ldentificacion bioquimica

Con ayuda del VITEK®2 Compact se procedio a identificar los aislados de ambas bacterias
previamente estriados e incubados en agar nutritivo por 24 h, siguiendo el protocolo operativo
detallado por MICROBIAL IDENTIFICATION USING THE BIOMERIEUX VITEK®?2
SYSTEM (Pincus, s.f.). Como primer paso, se tomaron con ayuda de hisopos estériles las UFC
aisladas en agar nutritivo y se introdujeron en tubos de poliestireno que contenian 3 mL de solucién
salina esteril al 0.45 %, se calibrd la suspension con un densitometro (DensiCHEK) hasta obtener
una densidad Optica de 0.50 - 0.63 equivalente a 0.5 McFarland. Luego, se procedio a llenar la
informacién de cada bacteria en el software, se escane0 el codigo de barra de las tarjetas Gram
negativas (GN) que entrarian en contacto con la suspension bacteriana, se introdujo el cassette al
equipo para continuar con la fase de llenado, sellado e incubacion automatica, donde después, se
reflejaron los datos en un lapso de 3 a 6 h. Se finaliz6 con el descarte de las tarjetas utilizadas y el

registro de los resultados.

Una vez se confirmaron las cepas, se procedio a criopreservar las UFC en glicerol al 20 %, para
esto, se agregaron por triplicados de tubos tipo Eppendorf estériles (1,7 mL) 500 uL de glicerol al
40 % y 500 pL de caldo nutritivo con las UFC de P. aeruginosa y A. baumanii incubados
previamente, y se congelaron entre -20 °C y -80 °C.

3.3. Anadlisis de susceptibilidad antimicrobiana

Para la prueba de perfil de resistencia, se realizd igualmente una suspension bacteriana a una
densidad optica de 0.5 McFarland y luego, se agreg6 145 pL de la suspension a nuevos tubos de
poliestireno con 3 mL de solucidn salina estéril al 0.45 %; seguidamente, se procedié a escanear
el cddigo de barra de las tarjetas AST-N402 y se introdujeron al equipo para la obtencién de los

resultados en un lapso de 3 - 8 h.

3.4. Extraccion de ADN

Se realiz6 una suspension densa de 500 pL de agua libre de nucleasa y las cepas bacterianas
(previamente cultivadas) en tubos tipo Eppendorf estériles siguiendo el estandar de turbidez de 3
McFarland como referencia, en relacion 1:5. Despues, estos se agitaron en un vortex por 1 min,
para romper las células y liberar el ADN. Luego, se llenaron los pocillos del blogue térmico con

agua destilada y se esperd a que llegara a una temperatura de 95 °C, una vez alcanzada la
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temperatura, se colocaron los tubos tipo Eppendorf con la suspension en los pocillos del bloque
térmico por 20 min. Seguido, se continud con el centrifugado de la suspension a 12000 rpm por
10 min y posteriormente, se transfirieron 100 pL del sobrenadante con ADN a nuevos tubos tipo
Eppendorf estériles, por duplicado. Finalmente, los tubos tipo Eppendorf con material genético, se

almacenaron en el ultracongelador a -80 °C para su posterior uso.

3.5. Cuantificacion de ADN
Se cuantifico el ADN extraido con el equipo NanoDrop Lite Plus (Thermo Fisher Scientific, 2022)
para evaluar la concentracion y pureza del ADN extraido (260 y 280 nm). La pureza de las

muestras extraidas fue con indices de calidad entre 1.80 y 2.00.

3.6. Identificacion molecular

Para la identificacion de las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii se trabajé con las metodologias
de Choi et al. (2013) y Falah et al. (2019), respectivamente.

La PCR en tiempo final se llevd a cabo utilizando el kit Master Mix 2X (Promega, M7505),
siguiendo el protocolo establecido por Corporation Promega (2021). Para un volumen de reaccion
de 25 pL, se mezcl6 en un tubo tipo Eppendorf: 12.50 pL de Master Mix 2X, la muestra de ADN
<=50 ng, 0.5 pL de cada cebador (Forward y Reverse) a una concentracion final de 0.1-1.0 uM y

agua libre de nucleasa aforando hasta 25 pL (Cuadro 5).

Cuadro 5. Primers utilizados en la identificacion molecular de P. aeruginosa y A. baumannii.

Microorganismo Secuencia 5--3" Gen Tamafio | Referencia
del
amplicén
P. aeruginosa F: 5’ -CTGGGTCGAAAGGTGGTTGTTATC-3’ oafA 232 pb Choi et al.,
R: 5’ -GCGGCTGGTGCGGCTGAGTC-3’ 2013
A. baumannii F: 5’ -TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ blaOXA-51 353 pb Falah etal.,
R: 5> -TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ 2019

Las condiciones de PCR para el gen oafA de P. aeruginosa (Choi et al., 2013) fueron los siguientes:
- Pre-desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min.
- 35ciclos de amplificacion de: 95 °C durante 60 s, 63°C durante 30 sy 72 °C durante 60 s.

- Extension final a 72 °C durante 10 min.
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Las condiciones de PCR para el gen blaOXA-51 de A. baumannii (Falah et al., 2019) fueron los

siguientes:

- Pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min.

- 30 ciclos de amplificacion de: 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 miny 72 °C durante

1 min.

- Extension final a 72 °C durante 10 min.

3.7. Deteccion de genes de resistencia a antimicrobianos

Se aplico PCR Mudltiple para determinar la presencia de genes de resistencia blaVIM, blaIMP,

blaNDM y blaKPC. También, se realizé una PCR en tiempo final para el gen blaOXA-48.

Las PCR se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de Malbran (2019). Para un volumen de

reaccion de 25 pL, se mezcld en un tubo tipo Eppendorf, muestra de ADN <=50 ng, 0,5 uL de

Primer Forward (10 uM), 0,5 pL de Primer Reverse (10 uM) y agua libre de nucleasa aforando

hasta 25 pL (Cuadro 6).

Cuadro 6. Primers utilizados en la deteccion de genes de resistencia de P. aeruginosa y A.

baumannii.
Gen Nombre Secuencia5—3’ Tamario del Referencia

del primer amplicon

blaIMP IMP-UF1 GGY GTTTWT GTT CAT ACWTCK TTY GA 404 pb
IMP-UR1 GGY ARCCAA ACCACTASGTTATCT Malbran,

2019

blaVIM VIM-F AGT GGT GAG TAT CCG ACAG 261 pb
VIM-R ATG AAA GTG CGT GGA GAC

blaNDM NDM-F AGC ACACTTCCTATCTCG AC 512 pb
NDM-R GGC GTAGTG CTC AGT GTC

blakPC KPC-F AAC AAG GAATAT CGTTGA TG 916 pb
KPC-R AGATGATTT TCAGAG CCTTA

blaOXA-48 | OXA48-F | ATGCGT GTATTAGCCTTATCGG 763 pb
OXA48-R | TGAGCACTTCTTTTGTGA TG
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Las condiciones de la PCR Multiple para los genes blaIMP, blaVIM, blaNDM y blaKPC fueron
los siguientes:

- Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min.

- 30 ciclos de amplificacion de: 94 °C por 30 s, 54 °C por 30 sy 72 °C por 60 s.

- Extension final de 72 °C por 10 min.

Las condiciones de PCR para el gen blaOXA-48 fueron los siguientes:
- Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min.
- 30 ciclos de amplificacion de: 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 sy 72 °C por 60 s.

- Extension final de 72 °C por 10 min.

3.8. Electroforesis

Para la visualizacion de los resultados de las PCR realizadas, se implementé una electroforesis en
gel de agarosa. Para esto, se colocaron los peines correspondientes en la cdmara de electroforesis,
posteriormente, se preparo el gel de agarosa y se disolvié en un tampén Tris-Acido Borico-EDTA
(TBE) a una concentracion de 0.5 X, para obtener una concentracion del 2 % (p/v). Luego, se
adiciono el Sybr Safe a 0.5 pg/mL (4 - 8 uL dependiendo el tamafio de la cubeta) y se vacio en la

camara de electroforesis hasta solidificar.

Seguido a esto, se mezclaron 8 ulL de la muestra con 2 YL del tampdn de corrida (Tinte de carga o
loading buffer azul/naranja, 6X), para después, colocarlos en cada pocillo. Se agrego6 el marcador
de peso molecular de 100 pb y se dejo6 corriendo a 80 V durante 1 h'y 30 min. Por ultimo, se utilizo
el fotodocumentador con transiluminador de luz ultravioleta (UV) (BioDoc-it® 220 Imaging

System, Analytyk Jena, USA), para visualizar los resultados.
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CAPITULO IlII

RESULTADOS Y
DISCUSION
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RESULTADOS

1. Aislamiento, identificacion y resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa

Se lograron aislar 125 cepas presuntivas de P. aeruginosa, de las cuales se seleccionaron 75 cepas,
distribuidas en 25 cepas de cada punto de muestreo. Luego de ser sometidas a identificacion
mediante VITEK 2, utilizando tarjetas GN, se determind con porcentajes de confianza que varian
entre 90 % y 99 %, considerandose "“confiable™ y ““excelente”” segun el software de anélisis de
BioMérieux Inc., obteniéndose que el 100 % (75/75) de los aislados pertenecen a la especie P.

aeruginosa (Cuadros 7, 8 y 9).

Las cepas confirmadas fueron sometidas a una prueba de susceptibilidad antimicrobiana utilizando
el sistema automatizado VITEK 2, con tarjetas AST-N402, lo que permitid determinar la
sensibilidad o resistencia a antibiéticos de las familias de penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas. La prueba de sensibilidad a distintos
antibidticos realizada a las muestras de la PTAR, arrojaron como resultado que el 100 % (25/25)
de las cepas presentaron resistencia intrinseca a cefazolina, mientras que el 4 % (1/25) mostro
resistencia adquirida a piperacilina/tazobactam (Cuadro 7). En la CSS, la prueba de sensibilidad
reveld que el 100 % (25/25) presentaron unicamente resistencia intrinseca a cefazolina, mientras
que mostraron sensibilidad a piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, imipenem,
meropenem, amicacina, gentamicina y ciprofloxacino (Cuadro 8). Para la EB3, se obtuvo que el
100 % (25/25) de las cepas exhibieron resistencia intrinseca a cefazolina, ademas, resistencia
adquirida, 8 % (2/75) a imipenem, 4 % (1/25) a piperacilina/tazobactam, 4 % (1/25) a ceftazidima,
4 % (1/25) a meropenem y 4 % (1/25) a ciprofloxacino. También, 4 % (1/25) de las cepas

presentaron resistencia intermedia a cefepima y otro 4 % (1/25) a meropenem (Cuadro 9).
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Cuadro 7. Resultados de las cepas de P. aeruginosa aisladas e identificadas de la PTAR.

PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES DE JUAN DIAZ
Antibiograma
‘_(l':::iz Bioqluli)mica Penicilinas Cefalosporinas Carbapenémi Aminoglucosid. .F:luolro- M. .ID . i G.en de‘
l_,[i‘::;nr::;i:i::ll Cefazolina Ceftazidima Cefepima i Merop Amicaci G jici Cip
JAPA4213PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4214PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4215PTAR-1 93% + blaOXA-48 |
JAPA4223PTAR-1 93% + blaOXA-48 |
JAPA4312PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4314PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4318PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4319PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA43110PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4415PTAR-1 93% it blaOXA-48
JAPA4512PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA4514PTAR-1 93% + blaOXA-48
JAPA32PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA321PTAR-3 97% + blaOXA-48
JAPA323PTAR-3 98% + blaOXA-48
JAPA34PTAR-3 95% e blaOXA-48
JAPA3SPTAR-3 95% & blaOXA-48
JAPA38IPTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA39PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA40PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA41PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA411PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA48PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA481PTAR-3 95% + blaOXA-48
JAPA49PTAR-3 95% + blaOXA-48
’—| Scnsibles - Resistentes |:| Intermedio
Cuadro 8. Resultados de las cepas de P. aeruginosa aisladas e identificadas de la CSS.
COMPLEJO HOSPITALARIO DOCTOR ARNULFO ARIAS MADRID
Antibiograma
f:f;ﬁ: = 1“? . | Penicilinas | Cefalosporinas Carbapenémi Aminoglucésid .F.Iuoru— o . i Gf:n de.
Piperacilina /| e png | Coftaridima | Cefepima i p Amicacina | Gentamicina | Cip
JAPAICSS2 95% i blaOXA-48
JAPACSS-2 99% + blaOXA-48
JAPA4CSS-2 97% + blaOXA-48
JAPA6CSS-2 97% + blaOXA-48
JAPATCSS-2 99% + blaOXA-48
JAPASCSS-2 97% + blaOXA-48
JAPA9CSS-2 93% + blaOXA-48
JAPAS1CSS-2 90% ok blaOXA-48
JAPA10CSS-2 99% + blaOXA-48
JAPA101CSS-2 99% + blaOXA-48
JAPA102CSS-2 95% + blaOXA-48
JAPA11CSS-3 95% + bhlaOXA-48
JAPAI111CSS-3 95% + blaOXA-48
JAPAT12CSS-3 99% +* blaOXA-48
JAPA121CSS-3 99% i blaOXA-48
JAPAT3CSS-3 97% + blaOXA-48
JAPA141CSS-3 93% + blaOXA-48
JAPA161CSS-3 95% % blaOXA-48
JAPAT7CSS-3 99% + blaOXA-48
JAPA171CSS-3 99% + blaOXA-48
JAPAI8CSS-3 95% + blaOXA-48
JAPA19CSS-3 97% t blaOXA-48
JAPA20CSS-3 99% F: blaOXA-48
JAPA21CSS-3 95% + bhlaOXA-48
JAPA22CSS-3 95% + blaOXA-48
’—] Sensibles - Resi :I Intermedio
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Cuadro 9. Resultados de las cepas de P. aeruginosa aisladas e identificadas de la EB3.

ESTACION DE BOMBEO 3 DE LA CINTA COSTERA 2
Antibiograma
‘_(l';b::i: Bi()qlull?mica Penicilinas Cefalosporinas Carbapenémi Aminoglucésid 1F.luo'r|)- i .“) -~ " G.en de.
Iiperscilion/ Cefazolina | Ceftazidima Cefepima ip P Amicaci G Ci

JAPAIEB3-1 95% + blaOXA-48
JAPA2EB3-1 97% + blaOXA-48
JAPA21EB3-1 97% v blaOXA-48
JAPA3EB3-1 97% 1 blaOXA-48
JAPA3IEB3-1 97% ¥ blaOXA-48
JAPA4EB3-1 98% + blaOXA-48
JAPAYEB3-1 95% + blaOXA-48
JAPAYIEB3-1 95% + blaOXA-48
JAPATIEB3-1 95% + blaOXA-48
JAPA12EB3-1 97% + blaOXA-48
JAPA13EB3-1 95% + blaOXA-48
JAPAI31EB3-1 95% + blaOXA-48
JAPAISEB3-2 97% F blaOXA-48
JAPA19EB3-2 99% + blaOXA-48
JAPA20EB3-2 97% T blaOXA-48
JAPA22ERB3-2 95% + blaOXA-48
JAPA23ERB3-2 95% i + blaOXA-48

JAPA24EB3-2 97% H— + blaViM
JAPA26EB3-2 95% + blaOXA-48

JAPA2TEB3-2 97% T 0 blaVIM
JAPA2SEB3-2 95% + blaOXA-48
JAPA29ER3-2 95% + blaOXA-48
JAPA30EB3-3 95% + blaOXA-48
JAPA32EB3-3 97% + blaOXA-48
JAPA33EB3-3 97% ¥ blaOXA-48

| ‘ Sensibles - Resi E Intermedio

Con estos resultados, se establece la multirresistencia de las cepas, determinando que el 100 %
(25/25) de los aislados de la PTAR y la CSS, no presentaron multirresistencia. Por otra parte, en

los aislados de la EB3 un 4 % (1/25) de las cepas presentaron multirresistencia (Figura 2).

B Multirresistencia [ Resistencia

100%
75%
50%

25%

0%

css EB3

Sitio de Muestreo

Figura 2. Comparacion de la multirresistencia entre las cepas de los diferentes sitios de muestreo.
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Adicionalmente, aplicando una PCR estandarizada para identificacion, se logré amplificar un
fragmento de 232 pb del gen oafA en cada una de las cepas analizadas, evidenciando bandas
positivas y confirmando molecularmente el 100 % (75/75) de las muestras como P. aeruginosa
(Figura 3).

Figura 3. Resultados de las PCR en tiempo final para la identificacion de P. aeruginosa. Patrones de amplificacion
de las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EB3.

También, utilizando una PCR Multiplex estandarizada, se amplificaron fragmentos de 261 pb del
gen blaVIM, de 404 pb del gen blaIMP, de 512 pb del gen blaNDM y de 916 pb del gen blaKPC,
determinando que el 2,6 % (2/75) de las cepas analizadas portaban el gen blaVIM asociado a su
resistencia (Figura 4). De igual forma, se realiz6 una PCR en tiempo final para amplificar un
fragmento de 763 pb del gen blaOXA-48, obteniendo que el 97,3 % (73/75) de las cepas
presentaron este gen (Figura 5).
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Figura 4. Resultados positivos de las PCR Multiple para deteccion de genes de resistencia en P. aeruginosa.

e W W e W W W
Ny e B e o ot o b s - W N e W e e e g e

Figura 5. Resultados positivos de las PCR para deteccion del gen blaOXA-48 en P. aeruginosa. Patrones de
amplificacion de las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EBS.
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2. Aislamiento, identificacion y resistencia antimicrobiana de A. baumannii

Se lograron aislar 105 cepas presuntivas de A. baumannii, de las cuales se eligieron 75, distribuidas
en 25 cepas de cada punto de muestreo. La identificacion con el sistema automatizado VITEK 2,
mediante el uso de tarjetas GN, revel6 con niveles de confianza entre el 95 % y el 99 %
(considerados ““confiable™ y ““excelente”” por el software de BioMérieux Inc.), que el 100 % de

las 75 cepas analizadas corresponden a la especie A. baumannii (Cuadros 10, 11y 12).

Se evalud el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas confirmadas utilizando el sistema
automatizado VITEK 2, con tarjetas AST-N402, donde se logré determinar resistencia a
antibidticos del grupo de las penicilinas y cefalosporinas. Los resultados de la prueba realizada a
las muestras de la PTAR, indicaron que el 100 % (25/25) de las cepas presentaron resistencia
intrinseca a cefazolina, y resistencia adquirida, 24 % (6/25) a piperacilina/tazobactam, 4 % (1/25)
a ceftriaxona y 4 % (1/25) a cefepima. Ademas, presentaron resistencia intermedia, 28 % a
ceftriaxona, 12 % a cefepima, 8 % a piperacilina/tazobactam y 4 % a ceftazidima (Cuadro 10).
En la CSS, la prueba de sensibilidad evidencié que el 100 % (25/25) de las cepas presentaron
resistencia intrinseca a cefazolina y 4 % (1/25) reflej6 resistencia adquirida a
piperacilina/tazobactam. Ademas, presentaron resistencia intermedia, 4 % a ceftriaxona 'y 4 % a
cefepima (Cuadro 11).

Para la EB3, se obtuvo que el 100 % (25/25) de las cepas presentaron resistencia intrinseca a
cefazolina y el 48 % (12/25) exhibio resistencia adquirida a ceftazidima. Ademas, presentaron
resistencia intermedia, 4 % a ceftriaxona y 4 % a ceftazidima (Cuadro 12).

Los resultados del estudio permitieron evaluar el perfil de resistencia de las cepas aisladas,
reflejando resistencia a no mas de dos grupos de antibidticos, por tanto, no se detectd

multirresistencia en las cepas analizadas de A. baumannii en ninguno de los sitios de muestreo.
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Cuadro 10. Resultados de las cepas de A. baumannii aisladas e identificadas de la PTAR.

PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES DE JUAN DIAZ
Antibiograma
Eeég:i: Bi lI? 2 Penicilinas Cefalosporinas Carb: émi A F:quro— -~ ,lD .
Ampicilina/  piperacilina/
Sulbactam  Tazohactam | Cefazolina  Ceftazidima | Ceftri Cefepima i icacina | G icina |Ciy

JAAB40PTAR-2 99% +
JAAB41PTAR-2 99% 2
JAAB42PTAR-2 99% +
JAAB43PTAR-2 99% +
JAAB44PTAR-2 99% +
JAAB45PTAR-2 99% +
JAAB46PTAR-2 99% +
JAABSIPTAR-2 99% i
JAABS2PTAR-2 99% +
JAAB91PTAR-2 99% }
JAABI2PTAR-2 99% +
JAABI11PTAR-2 99% +
JAABII2PTAR-2 99% +
JAABI2PTAR-3 99% +
JAABI3PTAR-3 99% +
JAABI4PTAR-3 99% +
JAABISPTAR-3 99% &+
JAABI6PTAR-3 99% i+
JAABI7PTAR-3 99% +
JAAB20PTAR-3 99% v
JAAB21PTAR-3 99% +
JAAB23PTAR-3 99% +
JAAB25PTAR-3 99% +
JAAB26PTAR-3 99% +
JAAB29PTAR-3 99% +
—‘ Sensibles - Resistentes j Intermedio

Cuadro 11. Resultados de las cepas de A. baumannii aisladas e identificadas de la CSS.

COMPLEJO HOSPITALARIO DOCTOR ARNULFO ARIAS MADRID
Antibiograma
g::;ﬁ: Bi ."') . Penicilinas Cefalosporinas Carbapenémi Aminogl i F:hm.m_ AL ‘II) .
2’,:‘:,:‘:1“: ?E;:g:‘: Cefazolina | Ceftazidi Ceftri Cefepima i P Amicacina | G jicina [Cij
JAABICSS-4 99% | +
JAAB2CSS-4 99% +
JAAB21CSS-4 99% +
JAAB3CSS-4 99% +
JAAB4CSS-4 99% +
JAABSCSS-4 99% +
JAABSICSS-4 99% +
JAABS2CSS-4 99% +
JAABS3CSS-4 99% +
JAABGCSS-4 99% +
 JAABGICSS4 | 9% +
JAABTCSS-4 99% +
JAABTICSS-4 99% +
JAABBCSS-4 95% +
JAABSICSS-4 99% +
JAABS2CSS-4 99% +
JAABICSS-4 99% +
JAABI0CSS-4 99% +
JAABIOICSS-4 99% +
JAABL1CSS-4 99% +
JAABI12CSS-4 99% +
JAABI121CSS-4 99% +
JAABI3CSS-4 99% T
JAAB14CSS-4 99% +
JAABI5CSS-4 99% +
O Sensibles - Resistentes [_\ Intermedio




Cuadro 12. Resultados de las cepas de A. baumannii aisladas e identificadas de la EB3.

ESTACION DE BOMBEO 3 DE LA CINTA COSTERA 2

Cddigo
de cepa

Biog

Antibiograma

Penicilinas

Cefalosporinas

Carb:

Fluoro-

1D

Mol

Gen de

Ampicilina/  Piperacilina/
Sulbactam  Tazobactam

JAABIER3-2

99%

JAAB2ER3-2

99%

JAAB3EB3-3
JAAB4ER3-3
JAABSER3-3

99%
99%
99%

JAAB6EB3-3

99%

JAABTEB3-3

99%

JAABSEB3-3

99%

JAABYEB3-3

99%

JAABIOEB3-3

99%

JAABIIEB3-3

99%

JAABI2EB3-3
JAABI3EB3-3
JAABI4ER3-3

99%
99%
99%

JAABISEB3-3

99%

JAABIGEB3-3

99%

JAABITEB3-3

99%

JAABISEB3-3

99%

JAABI9EB3-3

99%

JAAB20EB3-3

99%

JAAB2IEB3-3

99%

JAAB22ER3-3
JAAB23EB3-3

99%
99%

JAAB24LB3-3

99%

JAAB25EB3-3

99%

Sensibles - Resistentes | Intermedio

Ceftri

Cefazolina  Ci

Cefepima

R R R I R R A R e R I R R A A R

Ademas, mediante una PCR estandarizada para la identificacion, se amplificé un fragmento de

353 pb del gen blaOXA-51 en cada una de las cepas examinadas. La visualizacién de bandas

positivas en la electroforesis confirmé a nivel molecular que el 100 % (75/75) de las muestras

corresponden a A. baumannii (Figura 6).

Figura 6. Resultados de las PCR en tiempo final para la identificacion de A. baumannii. Patrones de amplificacion de
las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EB3.
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Asimismo, utilizando una PCR Multiple estandarizada, se amplificaron fragmentos de 261 pb del
gen blaVIM, de 404 pb del gen blaIMP, de 512 pb del gen blaNDM y de 916 pb del gen blaKPC,
pero ninguno fue detectado en las cepas analizadas. Similarmente, la PCR en tiempo final para
amplificar un fragmento de 763 pb del gen blaOXA-48 y también, resulté negativa en todas las
cepas (ANEXOS: Figura 16 y 17).
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DISCUSION

En esta investigacion centrada en el aislamiento e identificacion de cepas de P. aeruginosa y A.
baumannii para detectar genes de resistencia a antibiéticos en aguas residuales de origen
hospitalario, especificamente de la PTAR, la CSS y la EB3, se ha obtenido resultados que
evidencian el estado actual de la resistencia antimicrobiana en nuestro pais. A continuacion, se

discutira los resultados observados anteriormente:

1. Aislamiento e identificacion de P. aeruginosa

En relacion con el aislamiento de P. aeruginosa, inicialmente, al utilizar los protocolos
tradicionales del ~"Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”” (Greenberg
et al., 1999) se encontrd dificultades para aislar estas cepas. A pesar de seguir las instrucciones,
las colonias crecian con caracteristicas morfologicas atipicas de esta especie, debido a esto, se
realizaron modificaciones al protocolo original y a partir de ese momento, se logro aislar UFC con
caracteristicas de morfologia, color y olor tipicos de P. aeruginosa. Esos cambios, que consistieron
en enriquecer el agua cruda en Pseudalert permitid la proliferacion de P. aeruginosa, como se
menciona en el estudio de Ngwa et al. (2017), el enriquecimiento inicial de muestras de aguas
ambientales en Pseudalert aumenta la recuperacion de esta especie, demostrando una alta
sensibilidad (100 %) y especificidad (71 %). La utilizacion de dos medios de cultivo selectivos
asegura tanto la pureza de los aislados como la efectiva confirmacion presuntiva de la especie, el
agar cetrimida facilita la identificaciobn mediante la produccion de pigmentos caracteristicos,
mientras que el agar cromogénico asegura una identificacion facil por medio de un color en
particular (azul-verde), contribuyendo a su confirmacién. Ambos medios no solo permiten la
distincion de la especie, sino que también reducen o impiden la proliferacion de otras especies
(Shahab et al., 2024). Estos cambios, garantizaron la identificacion bioquimica de P. aeruginosa
con altos porcentajes de confianza, y una identificacién molecular exitosa, lo que result6 en datos

confiables (Cuadros 7, 8 y 9).
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2. Aislamiento e identificacion de A. baumannii

Inicialmente, se intento el aislamiento de A. baumannii utilizando agar MacConkey, un medio
diferencial cominmente empleado para Gram negativas. Sin embargo, no se obtuvo resultados
satisfactorios. La presencia de otras bacterias con requerimientos nutricionales y de crecimiento
similares en las muestras ambientales dificultdé la proliferacion selectiva de A. baumannii,
limitando su recuperacion en este medio. Ante la ineficacia del agar MacConkey, se opto
estratégicamente por un medio cromogénico (CHROMagar™ Acinetobacter). Esta eleccion
demostré ser crucial para el aislamiento exitoso de esta especie, dada su alta selectividad y
capacidad de diferenciacion dentro del género Acinetobacter (Benoit et al., 2020). Esta ventaja se
corrobora en el estudio comparativo realizado por Benoit et al. (2020), el cual evaluo la eficiencia
de CHROMagar™ Acinetobacter frente al medio Leeds Acinetobacter (LAM) y al Agar
modificado Karmali (MKA) para el aislamiento de A. baumannii de matrices acuéticas. Los
resultados de dicho estudio demostraron que el medio CHROMagar™ Acinetobacter facilita un
aislamiento mas eficiente, especialmente en entornos complejos como las aguas residuales, donde
coexisten diversas especies bacterianas, muchas de ellas con mecanismos de resistencia a
farmacos. Su formulacion especifica permite una diferenciacion visual clara de las colonias de

Acinetobacter spp. basada en la produccion de enzimas cromogénicas (Benoit et al., 2020).

El aislamiento de A. baumannii en los distintos puntos de muestreo reveld la presencia de cepas
con caracteristicas morfoldgicas diversas, ya que este patdgeno, es capaz de cambiar la morfologia
de sus UFC en placas de agar (Mushtag et al., 2024), producto a su ventajosa plasticidad fenotipica
(Lucidi et al., 2023) y variacion de fase, que da lugar a diferentes variantes de UFC, tanto opacas
como transldcidas en los medios de cultivo (Mushtaq et al., 2024), lo que genera problemas de
diferenciacion a nivel de especie dentro del género y ha llevado a los cientificos a dividir el género

en “complejos” para facilitar su estudio y clasificacion (Alsan y Klompas, 2010).

La implementacion de ajustes en la metodologia de aislamiento, incluyendo el cambio al medio
cromogénico, garantizo la obtencion de UFC puras de A. baumannii que pudieron ser sometidas a

una identificacion bioquimica y molecular con un alto nivel de certeza (Cuadros 10, 11y 12).
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3. Resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa

La creciente resistencia a antibioticos en P. aeruginosa es preocupante, especialmente en las aguas
residuales de origen hospitalario que son fuentes importantes de antibidticos, bacterias y genes de
resistencia (Reem et al., 2024), la diseminacion de estos en el medio ambiente puede causar graves

riesgos a la salud publica (Mapipa et al., 2021).

En este estudio, los datos (Cuadros 7, 8 y 9) muestran que P. aeruginosa posee resistencia a una
variedad de antibidticos, incluidos cefalosporinas, carbapenémicos, fluoroquinolonas y
combinaciones con penicilinas. Sin embargo, la resistencia a varias de estas familias es intrinseca,
debido a que es un rasgo fundamental codificado en su genoma y que le permite expresar factores
como baja permeabilidad de la membrana externa, bombas de eflujo de tipo Mex y B-lactamasa
AmpC (Elfadadny et al., 2024), que les confieren resistencia natural principalmente a antibidticos
del grupo de las cefalosporinas (Usman et al., 2023). En caso contrario, la resistencia adquirida en
P. aeruginosa se puede evidenciar en la resistencia a carbapenémicos, fluoroquinolonas y algunas
combinaciones con penicilinas (Strateva y Yordanov, 2009; Pachori et al., 2019), siendo estas
familias de antibidticos de amplio espectro frecuentemente utilizadas para tratar infecciones
bacterianas (Hutchings et al., 2019), y su resistencia es inquietante, especialmente la resistencia a
carbapenémicos, dado que estos son considerados la Ultima linea de defensa contra infecciones

graves causadas por Gram negativos multirresistentes (Alvarez et al., 2023).

Los perfiles obtenidos muestran que existe una clara diferencia en los patrones de resistencia entre
los tres entornos estudiados. En la PTAR y la CSS hubo en su mayoria resistencia intrinseca a
cefalosporinas (Cuadros 7 y 8), esto indica que la resistencia de las cepas de este estudio es
inherente de la especie y no adquirida por exposicion a antibiéticos o por transferencia horizontal
de genes, tal es el caso de estudios internacionales en los que se ha documentado resistencia
Unicamente a cefalosporinas (Mapipa et al, 2021). En la EB3, la mayoria de las cepas también
presentaron resistencia intrinseca, no obstante, las cepas JAPA24EB3-2"" y T JAPA27EB3-2”
presentaron resistencia a carbapenémicos y/o fluoroguinolonas (Cuadro 9), esto sugiere, que las
condiciones de las aguas residuales provenientes del Hospital Santo Tomas, el Hospital del Nifio
y el Hospital Nacional pueden estar actuando como un reservorio de antibidticos, bacterias
resistentes y genes de resistencia (Zhang et al., 2020). Estos hallazgos se alinean con estudios

realizados a nivel internacional, donde se ha reportado a P. aeruginosa resistente a
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piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem y ciprofloxacino en aguas
residuales hospitalarias (Ng et al., 2018; Roulova et al., 2022; Okafor y Nwodo, 2023).

Pese a que en Panama no se han llevado a cabo estudios de resistencia antimicrobiana en P.
aeruginosa aisladas de aguas residuales de origen hospitalario hasta ahora, existen investigaciones
realizadas con aislamientos clinicos donde se han obtenido resultados que concuerdan y contrastan
con los obtenidos en este estudio. En el Complejo Hospitalario de la CSS se reportd la presencia
de cepas resistentes a cefalosporinas y fluoroquinolonas (Diaz et al., 2012), en contraste con los
resultados de este estudio y los niveles de cloro encontrados en las aguas residuales de este centro
hospitalario, sugieren que las bacterias resistentes en pacientes y fomites son eliminadas antes de
llegar a las aguas residuales. En el caso del Hospital del Nifio y ElI Hospital Santo Tomas, en
concordancia con nuestros resultados, se han reportado cepas resistentes a cefalosporinas,
carbapenémicos y fluoroquinolonas (Rodriguez et al., 1986; Sambrano, 2018), lo que indica que
estas bacterias pueden estar abandonando el entorno hospitalario hasta las aguas residuales,

pudiendo contribuir a la propagacion de la resistencia a los antibidticos (Roulova et al., 2022).

En cuanto a los genes de resistencia, nuestros hallazgos concuerdan con otras investigaciones
realizadas a nivel mundial en donde se ha detectado el gen blaVIM en P. aeruginosa aislada en
aguas residuales de origen hospitalario (Slekovec et al., 2012; Adiba y Ferdous, 2023; Okafor y
Nwodo, 2023, Sgobbi et al., 2024), también coincide con reportes clinicos en Panam4, en donde
se ha registrado la circulacion de cepas con este gen (Moreno et al., 2012). La presencia del gen
blaVIM es preocupante, ya que, este le confiere resistencia a una gran variedad de antibidticos
como carbapenémicos, penicilinas y cefalosporinas, codifica una metalo-p-lactamasa capaz de
hidrolizar e inactivar el modo de accion de los antibidticos, limitando asi las opciones de
tratamiento para infecciones causadas por esta especie (Vigiawati et al., 2022).

En el caso del gen blaOXA-48, los resultados obtenidos también son consistentes con
investigaciones internacionales, donde se ha detectado su presencia en P. aeruginosa aislada de
efluentes hospitalarios (Okafor y Nwodo, 2023; Al-Bayati et al., 2025), al contrario, en nuestro
pais, no se ha reportado la presencia de este gen en esta especie bacteriana, sin embargo, se ha

encontrado a nivel clinico en la especie E. coli (Villarreal et al., 2014).
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Este hallazgo es muy significativo y preocupante, dado que, no es comun encontrar el gen blaOXA-
48 en cepas de P. aeruginosa, sin embargo, este codifica para una carbapenemasa de clase D que
es facilmente transferible de especies como K. pneumoniae y E. coli (Nicolau y Oliver, 2010;
Bakthavatchalam et al., 2016). El plasmido portador del gen blaOXA-48 est& asociado a una tasa
alta de conjugacion, se propaga y disemina rapidamente entre especies Gram negativos
(Bakthavatchalam et al., 2016), por tanto, bacterias como P. aeruginosa pueden adquirirlos
facilmente a partir de Enterobacteriaceae portadoras de este gen. Esto sugiere que las aguas
residuales de los sitios de muestreo de este estudio pueden estar actuando como una ruta de
diseminacion de genes de resistencia entre bacterias clinicas y bacterias ambientales,
representando un riesgo de contaminacion de fuentes de aguas naturales, con consecuencias

negativas para los ecosistemas acuaticos y para la salud humana.

La deteccion del gen blaOXA-48, tanto bioquimica como molecularmente, representa un reto en
los laboratorios microbioldgicos clinicos. A nivel fenotipico es un poco complejo, dado que, la
enzima OXA-48 hidroliza débilmente a las cefalosporinas de amplio espectro y a los
carbapenémicos, lo que conlleva a presentar una CMI dentro de los rangos susceptibles, debido a
esta expresion débil puede pasar desapercibido y subestimar su verdadera resistencia, implicando
un riesgo elevado de resultados falsos negativos, esto de acuerdo con las directrices del Instituto
de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) y del Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad
a los Antimicrobianos (EUCAST) (Bakthavatchalam et al., 2016; Boyd et al., 2022). De acuerdo
a esto, es comun que en los antibiogramas de las cepas obtenidas en este estudio no se muestre

resistencia, aunque contengan el gen.

De igual forma, la identificacion molecular es dificultosa, puesto que, la enzima OXA-48
pertenece a una familia diversa de oxacilinasas, que poseen multiples variantes homélogas como
OXA-48b, OXA-54, 0XA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-199, OXA-204, OXA-232, OXA-242
y OXA-247, que difieren en deleciones y/o sustituciones de entre uno y cinco aminoacidos
(Bakthavatchalam et al., 2016; Boyd et al., 2022), poseyendo una identidad en la secuencia de
aminoacidos > 92 %, por lo tanto, al detectarlo molecularmente, podria ocurrir que se detecte una
de sus variantes que comparten similitudes en sus secuencias genéticas (Nicolau y Oliver, 2010).
La mayoria de los cebadores comerciales disefiados para la deteccion de este gen pueden amplificar

de igual forma a sus variantes, de hecho, muchas veces son indistinguibles utilizando una PCR
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convencional (Lau et al., 2020). Esto subraya la necesidad de utilizar métodos moleculares mas
avanzados que permitan distinguir entre el blaOXA-48 original y sus variantes, como es el caso de

la secuenciacion del genoma completo.

La alta frecuencia del gen blaOXA-48 en cepas de P. aeruginosa con sensibilidad a
carbapenémicos sugiere una expresion reducida o nula del gen, lo que platea un riesgo, ya que,
puede dificultar la seleccion de tratamientos para esta especie bacteriana, ademas, puede
representar un peligro inadvertido de diseminacion de una bacteria a otra, siendo aun mas

problemaético el hecho de que esa propagacion se extienda a fuentes ambientales.

La presencia de P. aeruginosa con genes de resistencia en aguas residuales de origen hospitalario
resulta peligroso, pues, diversos estudios han atribuido brotes de infecciones por P. aeruginosa a
fuentes ambientales contaminadas con efluentes hospitalarios, dado que, estos son liberados en el
ambiente alterando los ecosistemas y representando una amenaza para la salud publica (Mapipa et
al., 2021; Okafor y Nwodo, 2023).

4. Resistencia antimicrobiana de A. baumannii

La creciente resistencia a los antibi6ticos en A. baumannii es una preocupacion sanitaria mundial
que impacta de forma predominante al ambito clinico, en comparacion con el ambiental. A
diferencia de otras especies de su género, A. baumannii no es comun en aguas residuales, sino que
coloniza e infecta a pacientes hospitalizados, especialmente en la unidad de cuidados intensivos
(UCI), por su capacidad de adherencia (Vanegas et al., 2014). No obstante, su presencia actual en
efluentes hospitalarios y plantas de tratamiento podria contribuir a la propagacion de la resistencia
antimicrobiana, al facilitar el intercambio de genes entre patdgenos clinicos y bacterias
ambientales, debido a la alta concentracion de antibidticos y bacterias resistentes liberadas por los

pacientes (Jimenez y Rodriguez, 2023).

En este estudio, los datos (Cuadros 10, 11 y 12) muestran que A. baumannii presenta resistencia a
cefalosporinas y combinaciones con penicilinas. Sin embargo, la resistencia a cefalosporinas es
intrinseca, ya que es una propiedad inscrita en su genoma, que le posibilita la expresién de factores
como B-lactamasas cromosomicas (oxacilinasa), bombas de eflujo y baja permeabilidad de la
membrana externa (Vanegas et al., 2014). La insensibilidad a antibidticos como

piperacilina/tazobactam, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima observada consistentemente en todas
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las cepas de este estudio, concuerdan con el patron de resistencia conocido en A. baumannii. Su
resistencia a este Ultimo antibiotico es bastante comun y se debe a la presencia de la cefalosporinasa
de clase C (ADC) codificada en su cromosoma, tal como se sefiala en el estudio de Vanegas et al.
(2014).

Es importante destacar que la ausencia de resistencia a carbapenémicos y fluoroquinolonas en las
cepas de PTAR, CSS y EB3 sugiere una menor presion selectiva de estos antibidticos en aguas
residuales panamefias en comparacion con el ambito clinico. Esta situacion contrasta
marcadamente con estudios internacionales como el de Odih et al. (2023) en Nigeria, donde se
encontr6 alta resistencia a multiples antibioticos (incluyendo carbapenémicos) en A. baumannii
provenientes de aguas residuales hospitalarias. Asimismo, un estudio eslovaco de Kiskova et al.

(2023) hallé una alta resistencia a penicilinas en aislamientos de las PTAR.

A pesar de la falta de estudios sobre la resistencia de A. baumannii en aguas residuales hospitalarias
en Panama, investigaciones con muestras clinicas dentro del pais sefialan a este patdgeno como la
bacteria de tratamiento mas complejo con una resistencia consistentemente alta a la mayoria de los
antibioticos (Moreno et al., 2018). Esto deja como limitadas alternativas terapéuticas a los
carbapenémicos con solo un 75 % de susceptibilidad, a la ampicilina-sulbactam con un 66 % de
susceptibilidad y a los aminoglucoésidos (como amikacina) con un 40 % de susceptibilidad
(Moreno et al., 2018). A nivel internacional, las tasas de resistencia a estos farmacos tienden a ser
aun mayores, oscilando entre el 80,3 %y el 83,6 % (Lin y Lan, 2014). Esta situacion restringe la
disponibilidad de opciones terapéuticas efectivas y subraya la necesidad urgente de implementar

estrategias de control.

Por otro lado, los hallazgos sobre genes de resistencia de este estudio contrastan con estudios
globales donde se han detectado genes blaVIM, blaIMP, blaNDM, blaKPC y blaOXA-48 en A.
baumannii resistente a carbapenémicos (Sabour et al., 2024). La ausencia de resistencia a
antibidticos de amplio espectro en las cepas de este estudio difiere de la situacion comdn en cepas
multirresistentes de A. baumannii de entornos clinicos y aguas residuales hospitalarias a nivel
mundial, donde genes como blaNDM, blaVIM y blaOXA-48 suelen tener una prevalencia
significativa (Kagambeéga et al., 2023). Esto podria reflejar una situacion epidemioldgica diferente
en Panama en cuanto a la diseminacion de estos determinantes de resistencia a la comunidad a

través de las aguas residuales. Factores como la competencia con otras bacterias y las condiciones
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ambientales particulares de las aguas residuales podrian no favorecer el crecimiento de cepas

portadoras de estos genes (Van der Heijden et al., 2019; Fang et al., 2024).

La falta de resistencia a multiples antibidticos en las cepas de A. baumannii aisladas en este trabajo
indican una menor exposicion a antibioticos de amplio espectro en los ambientes estudiados (aguas
residuales); en comparacion con los hospitales. La ausencia de genes de resistencia adquirida,
tipicos de cepas clinicas multirresistentes, respalda esta idea (Barbosa y Levy, 2000). No obstante,
se requiere mas investigacion a nivel nacional, incluyendo el andlisis de la resistencia en cepas
clinicas panamefias, para comprender mejor la situacién general de la resistencia de A. baumannii

en el pais y cdmo los genes de resistencia podrian moverse entre diferentes ambientes.
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CONCLUSIONES

1.

Se logro identificar bioquimica y molecularmente 75 cepas de P. aeruginosa y 75 cepas de A.
baumannii en las aguas residuales de dos efluentes hospitalarios y la PTAR de la ciudad de

Panama.

. En P. aeruginosa, el 100 % de las cepas presentaron resistencia a uno o mas antibioticos,

distribuyéndose de la siguiente manera, cefalosporinas (100 %), combinaciones con penicilinas
(2,6 %), carbapenémicos (2,6 %) y fluoroquinolonas (1,3 %). En el caso de A. baumannii, el
100 % de las cepas fueron resistentes a no mas de dos grupos de antibidticos, cefalosporinas

(100 %) y combinaciones con penicilinas (9,3 %).

. El 1,3 % de las cepas de P. aeruginosa fueron multirresistentes, mientras que en A. baumannii

no se encontré multirresistencia.

. Se detecto el gen blaVIM (2,6 %) y el gen blaOXA-48 (97,3 %) en las cepas de P. aeruginosa.

En A. baumannii no se encontraron genes de resistencia.

. Es importante destacar, que debido a la compleja deteccion del gen blaOXA-48, existe la

posibilidad que no se haya detectado especificamente, sino que pueda corresponder a alguna de

sus variantes.

. La presencia de cepas multirresistentes y genes de resistencia en las cepas de P. aeruginosa

puede representar un problema en el tratamiento de las aguas residuales de origen hospitalario,
producto de la presién selectiva que favorece la supervivencia y disminuye la efectividad de
eliminacién de la especie bacteriana. La ausencia de genes de resistencia en las cepas de A.
baumannii aisladas de aguas residuales podria reflejar una dinamica de diseminacion diferente

en Panama, aunque no descarta el ambiente como potencial punto de intercambio genético.

. La presencia de cepas multirresistentes en aguas residuales de origen hospitalario guarda

similitud con estudios realizados a nivel mundial, como resultado del uso inadecuado de
antibidticos y mal manejo de los desechos hospitalarios que contribuye a la diseminacion de
antimicrobianos, genes de resistencia y bacterias multirresistentes al ambiente. Es preocupante,
ya que, si se propaga en el ambiente puede representar un riesgo de diseminacion a otras
especies bacterianas sensibles a los antibidticos, y ademas de alterar los ecosistemas y causar

problemas de salud publica.

. Es importante mejorar el tratamiento de las aguas residuales de origen hospitalario para evitar

problemas ambientales y proteger la salud pablica.
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RECOMENDACIONES

1.

Realizar monitoreos regulares en los efluentes de aguas residuales de origen hospitalario para
detectar la presencia de bacterias multirresistentes e implementar medidas de control si es

necesario.

. Llevar a cabo recoleccion de muestras de aguas residuales tanto en influentes como en efluentes

de la PTAR para evaluar la eficacia del tratamiento de las aguas residuales en la eliminacion de

bacterias multirresistentes.

. Utilizar técnicas, reactivos y equipos apropiados para el aislamiento e identificacion de cada

especie, y para la deteccion de los genes de resistencia, como medios de cultivos selectivos y
cromogénicos, sistemas como Vitek 2 y PCR para mejorar la precision y confiabilidad de los

resultados.

. Evaluar la presencia de antibio6ticos y otros elementos que pueden impulsar la adquisicién de

resistencia bacteriana en las aguas residuales.

. Ampliar la cantidad de genes de resistencia analizados en cada especie bacteriana para

proporcionar un perfil molecular mas completo.

. Realizar la secuenciacion del genoma de las cepas, para verificar la presencia de genes de

resistencia con compleja deteccion, como es el caso del blaOXA-48.

. Utilizar este estudio como base para futuras investigaciones, que incluyan otras especies

bacterianas presentes en aguas residuales y que pueden ser causantes de graves problemas de

salud publica.
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Figura 7. Toma de muestras. A 'y B) Muestreo en la PTAR. C y D) Muestreo en la EB3. E, F y G) Muestreo en la
CSs.

e

Figura 8. Aislamiento de cepas de P. aeruginosa en agar selectivo. A) Enriquecimiento en Pseudalert. B y C) Proceso
de aislamiento. C) Resultado de aislado en agar Cetrimida. E) Resultado de aislado en agar cromogénico.
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Figura 9. Aislamiento de ceps de A. baumannii en agar selectiv. Ay B) Proceso de esparcido. C) Resultado de

esparcido en agar cromogénico. D y E) Proceso de aislamiento. F) Resultado de aislado en agar cromogénico.

Figura 10. Proceso de identificacion bioquimica y perfil de susceptibilidad microbiana con el Vitek 2. A) Llenado de
tubos con agua salina. B y C) Toma de colonias con hisopos estériles. D) Suspension. E) Llenado de datos de tarjetas.
F) Vitek 2.
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Figura 11. Preparacion de glicerados para criopreservacion de muestras confirmadas. A y B) Inoculacion de caldos

nutritivos. B) Cepas positivas crecidas en caldo nutritivo. C, E y F) Conservacion en glicerol al 20%.
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P. ae.ruginosa. B) Cocobacilos de A.

Figura 12. Prueba de Calidad realizada a las cepas positivas. A) Bacilos de

baumannii.
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Figura 13. Procedimiento de extraccion y cuantificacion de ADN. A y B) Preparacion de suspesin. C) Calendado

en bloque térmico. D) Centrifugacion. E) Extraccion del Acido nucleico. F) Cuantificacion del ADN.

Figura 14. Proceso de |dent|f|caC|0n molecular y deteccidn de genes de resistencia con laPCR. A, By C) Preparacion

de la PCR. Dy F) Preparacion de la electroforesis. F) Observacion de los resultados en el fotodocumentador.
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Figura 15. Resultados de las PCR Multiplex para deteccion de genes de resistencia en P. aeruginosa. Patrones de
amplificacion de las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EB3.

Figura 16. Resultados de las PCR Multiplex para deteccion de genes de resistencia en A. baumannii. Patrones de
amplificacion de las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EB3.
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Figura 17. Resultados de las PCR para deteccion del gen blaOXA-48 en A. baumannii. Patrones de amplificacion de
las cepas de: A) PTAR. B) CSS. C) EB3.
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