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RESUMEN

Objetivos. Evaluar la presencia y sensibilidad a los antimicrobianos de cepas de Escherichia coli aisladas de
24 muestras de agua de riego del rio Rimac de Lima Este, Perii. Materiales y métodos. Las cepas de E. coli
fueron identificadas por PCR. La susceptibilidad a los antibidticos se procesaron por el método de difusion
en disco. Los genes implicados en betalactamasas de espectro extendido (BLEE), quinolonas y virulencia se
determinaron por PCR. Resultados. Todas las muestras superaron los limites permisibles establecidos en las
Normas de Calidad Ambiental para el riego de hortalizas. De los 94 aisaldos, el 72,3% mostré resistencia al
menos a un antibiético, el 24,5% eran multirresistentes (MDR) y el 2,1% extremadamente resistentes. Los ma-
yores porcentajes de resistencia se observaron para ampicilina-sulbactam (57,1%), el acido nalidixico (50%),
trimetoprim-sulfametoxazol (35,5%) y ciprofloxacino (20,4%). Entre los aislados, el 3,2% presentaba fenotipo
BLEE relacionado con el gen bla ., ,, ... Los mecanismos transferibles de resistencia a las quinolonas, gnrB
fueron mas frecuentes (20,4%), y el 2,04% tenian el gnrS. Se calcularon que el 5,3% eran E. coli diarreagénicas y
de estas, el 60% eran E. coli enterotoxigénicas, el 20% E. coli enteropatdgenas y el 20% E. coli enteroagregantes.
Conclusiones. Los resultados muestran la existencia de patotipos diarreogénicos en el agua utilizada para el
riego de productos frescos y destaca la presencia de E. coli productores de BLEE y MDR, demostrando el papel
que juega el agua de riego en la diseminacién de genes de resistencia en el Peru.

Palabras clave: Escherichia coli, resistencia a antibidticos, agua de riego, productoras de BLEE, E. coli dia-
rreagénica (fuente: DeCS BIREME).

RESISTANCE TO CEPHALOSPORINS AND

QUINOLONES IN Escherichia coli ISOLATED FROM
IRRIGATION WATER FROM THE RIMAC RIVER IN
EAST LIMA, PERU

ABSTRACT

Objetives. To evaluate the presence and sensitivity to antimicrobials of Escherichia coli strains isolated from
24 irrigation water samples from the Rimac river of East Lima, Peru. Materials and methods. The E. coli
strains were identified by PCR. Antibiotic susceptibility was processed by the disk diffusion method. Genes
involved in extended spectrum beta-lactamases (BLEE), quinolones and virulence were determined by
PCR. Results. All samples exceeded the acceptable limits established in the Environmental Quality Stan-
dards for vegetable irrigation. Of the 94 isolates, 72.3% showed resistance to at least one antibiotic, 24.5%
were multidrug resistant (MDR) and 2.1% were extremely resistant. The highest percentages of resistan-
ce were observed for ampicillin-sulbactam (57.1%), nalidixic acid (50%), trimethoprim-sulfamethoxazole
(35.5%) and ciprofloxacin (20.4%). Among the isolates, 3.2% had a BLEE phenotype related to the bla
CTX-M-15 gene. gnrB (20.4%) was the most frequent transferable mechanism of resistance to quinolones,
and 2.04% had gnrS. It was estimated that 5.3% were diarrheagenic E. coli and of these, 60% were entero-
toxigenic E. coli, 20% were enteropathogenic E. coli and 20% were enteroaggregative E. coli. Conclusions.
The results show the existence of diarrheogenic pathotypes in the water used for irrigation of fresh produce
and highlight the presence of BLEE- and MDR-producing E. coli, demonstrating the role played by irriga-
tion water in the dissemination of resistance genes in Peru.

Keywords: Escherichia coli, antibiotic resistance, irrigation water, ESBL-producers, diarrhoeagenic E. coli.
(source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La aparicion de bacterias resistentes a los antibioticos es una
amenaza para la salud publica mundial, que necesita un en-
foque multidisciplinario para integrar el conocimiento sobre
“Una Salud” incluyendo el medio ambiente, los humanos y
los animales . Los sistemas acuaticos han sido identifica-
dos como importantes reservorios de resistencia ®¥, propor-
cionando rutas de diseminacién y transmision para que las
bacterias resistentes a los antimicrobianos se transfieran a
humanos y animales .

La propagacion de la resistencia a los antibidticos en los
sistemas acudticos merece especial atencién considerando
que el uso del agua puede facilitar la diseminacién de bac-
terias a los humanos (por ejemplo, en uso de boca, riego,
recreacion y/o pesca) 7. Asi mismo, en estos entornos, la
presencia de otros compuestos, como metales y/o desin-
fectantes, se ha relacionado con la co-seleccion o seleccion
de resistencias, que se acumula en los sistemas acuaticos
contaminados ®?. Ademds, se ha identificado en bacterias
ambientales acuaticas el origen de algunos de los genes de
resistencia a los antibidticos més extendidos a nivel mundial
asociados con infecciones humanas (p. €j., bla ., ,,) (10,

En Pert, el agua del rio Rimac pertenece a la cuenca fluvial
mas importante del pais. Se estima que el 15% de sus recur-
sos hidricos se utilizan en la agricultura, siendo la principal
fuente de agua para las parcelas agricolas del este de Lima 7.
Los indicadores de contaminacion fecal de este rio exceden
los limites de categoria para riego de vegetales (1000 nimero
mas probable [MPN] /100 ml) establecidos por los Estandares
de Calidad del Agua del Ministerio del Ambiente en Pera V.

Cabe sefialar que no solo los microorganismos pat6-
genos son relevantes en la movilizacién de mecanismos de
resistencia, sino también bacterias comensales como Esche-
richia coli, la cual es considerada una de las especies mas
representativas de la microbiota del intestino tanto en hu-
manos como en animales 1?. La presencia de E. coli se utiliza
como indicador de la calidad del agua, de los alimentos y
algunos patotipos factores de virulencia asociados a diarrea
(E. coli diarreogenicay).

Dentro de los antimicrobianos, el grupo de las cefalospo-
rinas y las quinolonas, se encuentran entre los mas utilizados
en humanos y animales de produccién. Entre los mecanis-
mos de resistencia mas importantes en salud, y ampliamen-
te distribuidos en la comunidad, son las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), que confieren resistencia a los
antibioticos betalactamicos, asi como los mecanismos aso-
ciados a la resistencia a los aminoglucésidos y a las quino-
lonas, debidos principalmente a mutaciones cromosémicas,
ademas de los mecanismos transferibles >4

Comprender mejor la resistencia a los antibioticos en
sistemas de riego especificos es esencial para crear estra-
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Motivacién para realizar el estudio. Los sistemas acudticos,
incluida el agua de riego, han sido identificados como
reservorios de resistencia a antimicrobianos, siendo escasos
los estudios en el Perti sobre la presencia de Escherichia coli'y
sus niveles de virulencia y resistencia antimicrobiana.

Principales hallazgos. El estudio reporta la presencia de
bacterias E. coli por encima de la norma establecida para
aguas de riego de vegetales, algunas con niveles muy altos de
resistencia a los antimicrobianos.

Implicancias. La presencia de cepas productoras de
BLEE de betalactamasas de espectro extendido y E. coli
multirresistente, en el agua de riego podria contribuir en la
diseminacion de genes de resistencia en el Perd, siendo una
amenaza importante en la salud publica.

tegias de mitigacién en la agricultura. En el Peru, la infor-
macidn sobre los niveles de resistencia en bacterias aisladas
de cuerpos de agua es limitada, especialmente en agua de
riego 2. Por consiguiente, el objetivo del presente estudio
fue determinar los niveles de resistencia a los antibidticos
y realizar la caracterizaciéon molecular de BLEE y mecanis-
mos transferibles de resistencia a quinolonas en E. coli ais-
lada de agua de riego de Lima Este, Pert.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Se realiz6 un estudio observacional de corte transversal. Las
muestras de agua se tomaron en 24 puntos de muestreo de
agua de riego en 5 zonas de cultivo vegetal pertenecientes
a los distritos de Lurigancho, Chaclacayo, Pachacamac, La
Molina y Lurin, ubicados en la margen oriental del rio Ri-
mac al este de Lima Perd, entre octubre de 2019 y febrero de
2020 (Figura 1). Para el muestreo, se identificaron los cam-
pos agricolas mas grandes, tomando muestras de agua de los
canales de riego que ingresaban a estas grandes extensiones
parcelas principalmente con cultivos de verduras y hortali-
zas de tallo corto. Debemos mencionar que no se observaron
cerca fuentes de agua potable ni habia indicios de la presen-
cia de ganado ovino, bovino o de otro tipo.

El estudio fue aprobado por el Vicerrectorado de Inves-
tigacion y Postgrado de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos bajo el codigo B19101681.

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Las muestras fueron recolectadas siguiendo el protoco-
lo RD160-2015-DIGESA y transportadas al laboratorio de
Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
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Figura 1. Mapa con puntos de muestreo de agua de riego en el este de Lima, Pert.

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos . Las
muestras se procesaron utilizando el método Colilert-18/
Quanti-Tray para analizar coliformes totales y E. coli en
todo tipo de agua (ISO 9308-2:2012). Se seleccionaron las
cepas fenotipicamente sospechosas de ser E. coli y se alma-
cenaron en agar tripticasa soja (TSA) a 8 °C para pruebas de
susceptibilidad a antibidticos y a -80 °C en leche descremada
para pruebas moleculares realizadas en el Laboratorio de
Genética Molecular de la Universidad Cientifica del Sur.
Las E. coli fueron identificadas molecularmente mediante
amplificacién del gen uidA. La extraccién de ADN se reali-
z6 mediante choque térmico durante 5 minutos a 100°C,
seguido de centrifugacién a 13.000 rpm durante 5 minutos.
El ADN extraido se almacen¢ a -20 °C hasta su uso. Para la
amplificacion del gen uidA, que codifica la enzima 3-glucuro-
nidasa como diana para la deteccion de E. coli, se utilizaron los
cebadores uidA-R de 652 pb CCA TCA GCA CGT TAT CGA
ATC CTT 61 82,6uM uidA-F de un amplicén de 652 pb ©°.

Sensibilidad a los antimicrobianos
Las cepas de E. coli confirmadas se reactivaron en agar TSA y
se realizd el antibiograma con el método de difusion en disco

1161

de Kirby Bauer frente a 17 antibidticos: acido nalidixico (30
pg), trimetoprim sulfametoxazol (1. 25/75 pg), ciprofloxa-
cino (5 pg), ampicilina-sulbactam (10/10 pg), cefepima (30
pg), amoxicilina-acido clavulanico (20/10 ug), levofloxacino
(5 pg), gentamicina (10 pg), fosfomicina (200 pg), aztreonam
(30 pg), cefotaxima (30 ug), cefazolina (30 pg), cefoxitina (30
ug), ceftazidima (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10
ug) v amikacina (30 pg). Los halos de inhibicién se interpre-
taron siguiendo la directriz CLSI 2019 ©®. Para la deteccion
fenotipica de BLEE se utiliz6 el método Jarlier. Para las beta-
lactamasas de tipo AmpC, se utilizé el método de sinergia de
doble disco, y el cribado de carbapenemasas se consideré con
halos de inhibicién de imipenem y meropenem < 22 mm. Las
cepas de control utilizadas fueron E. coli ATCC 25922 y ATCC
35218. Para obtener una vision general, las cepas con halos de
inhibicién intermedios y resistentes se incluyeron en la cate-
goria resistente. La multirresistencia (MDR) se definié como
la ausencia de sensibilidad adquirida a al menos un agente en
tres 0 mas categorias antimicrobianas, la extrema resistencia
(XDR) se definié como la resistencia a tres o mas familias de
antimicrobianos, incluidos los carbapenémicos. 1719,

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2024.412.13246
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Patotipo diarredgeno de Escherichia coli

Se detecaron ocho genes de virulencia asociados con genes
diarreégenos de E. coli (DEC) mediante PCR multiplex: en-
terotoxigénico (It, st), enteropatégeno (eaeA), productor de
toxina Shiga (stx1, stx2), E. coli enteroinvasiva (ipaH), en-
teroagregativa (aggR) y difusamente adherente (daaD) ).

BLEE y mecanismos de resistencia a quinolonas
transferibles
Se realiz6 la caracterizacién molecular de genes BLEE de E.
coli en cepas que presentaron el fenotipo BLEE. La amplifi-
cacién se realiz6 por PCR para bla ., . 20,
La presencia de los genes gqnrA, gqnrB, gnrC, qnrD, gn-
rVC, qnrS, qepA y 0qxAB se determiné mediante PCR en
cepas con susceptibilidad disminuida (resistencia o interme-
dia) al 4cido nalidixico .

bla ., v bla s

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli
Los recuentos totales de coliformes fecales y E. coli supera-
ron los 2400 NMP/100 ml en las 24 muestras de agua pro-
cesadas. Entre las muestras positivas para Colilert, se aisla-
ron 118 colonias sospechosas de E. coli; de ellas, 95 (79,2%)
fueron confirmados mediante identificacién molecular del
gen uidA.

Susceptibilidad a los antimicrobianos
Se encontraron importantes niveles de resistencia a ampi-

cilina sulbactam (57,1%), dcido nalidixico (50,0%), trime-
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toprim-sulfametoxazol (35,5%), amoxicilina-acido clavula-
nico (22,0%) y ciprofloxacino (20,4%). Con relacién a la
resistencia a betalactamicos, la resistencia a cefepima fue del
18,9%, seguida de cefazolina y cefotaxima con un 6,3% de
resistencia. El Gnico antibidtico que no presento resistencia
fue la amikacina (0%) (Figura 2).

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos en-
contraron que 68 (72,3%) cepas eran resistentes a al menos un
antibiético. Cabe destacar que 23 (24,5%) cepas eran MDR y 2
(2,1%) eran XDR. Finalmente, 26 (27,6%) cepas fueron sensi-
bles a todos los antibiéticos. (Material suplementario)

Determinacion del patotipo diarre6geno en
Escherichia coli

De los 94 aislados de E. coli, 5 (5,3%) tenian al menos un gen de
virulencia diarredgeno, y de estos, 3 (60%) tenian el gen de viru-
lencia enterotoxigénico (I, st) siendo ETEC, 1 (20,0%) enteropa-
togeno (eaeA) EPECy 1 (20,0%) enteroagregativa (aggR) EAEC.

Deteccion de ESBL y AmpC

En cuanto a los mecanismos de resistencia a los betalactamicos,
se detectaron betalactamasas tipo AmpC fenotipicamente en 5
(5,3%) cepas y el fenotipo BLEE en 3 (3,2%) cepas. Ademas,
todas las cepas productoras de BLEE tenian el gen bla_.,, , ..
Mecanismos transferibles de resistencia a las
quinolonas (TMQR)

De las 49 cepas con sensibilidad disminuida a las quinolo-
nas, 10 cepas presentaron el gen gnrB (20,4%), siendo la mas
frecuente, y sélo una cepa (2,0%) presento el gen gnrS.

53 4 40
21 21
i1 & :
| |

SAM NA SXT AMC CIP

18,9
12,0
9,0 8,4
I I I 6,3 6,3
FEP CN LEV FF CTX CZ

ATM FOX CAZ IMP MEM AK

Antibidticos

SAM: ampicilina sulbactam, NA: 4cido nalidixico, STX: Trimetoprima sulfametoxazol, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, CIP: ciprofloxacina, FEP: cefepima, CN: gentamicina,

LEV: levofloxacina, FF: fosfomicina, CTX: cefotaxima, CZ: cefazolina, ATM: aztreonam, FOX: cefoxitina, CAZ: ceftazidima , IMP: imipenem, MEM: meropenem,

AK, amikacina

Figura 2. Niveles de resistencia a antibidticos en Escherichia coli aislada en agua de riego en Lima Este 2019-2020. Trimetoprima sulfametoxazol.
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DISCUSION

La presencia de E. coli en ambientes acuaticos se ha rela-
cionado con el vertido de aguas residuales, ya sean de uso
doméstico o industrial, provocando la liberacion al medio
ambiente de bacterias resistentes a los antibi6ticos V. Cabe
senalar que los canales por donde fluyen las aguas agricolas
muestreadas se encontraban al aire libre, por lo que la con-
taminacién pudo haber tenido diversos origenes, tales como
introduccién de aguas residuales, vertidos domiciliarios y
excrementos de hogares y/o animales salvajes %2

El namero de coliformes totales y E. coli en los 24 puntos
de muestreo de agua de riego supero el limite permisible esta-
blecido por la normativa nacional (DS N°004-2017-MINAM
para riego de hortalizas) ®, en concordancia con informes
anteriores de organismos nacionales ?¥. La mala calidad del
agua utilizada para riego es una de las razones de la presencia
de patdgenos en hortalizas de tallo corto, las cuales pueden
contaminarse en cualquier etapa de la cadena alimentaria,
desde la siembra hasta el consumidor ®. Ademis, la conta-
minacion del agua de riego y la prevalencia de E. coli en hor-
talizas afecta la salud humana .
Ademas, se han detectado cepas de E. coli diarreogénicas
(5,3%). Estas cepas se caracterizan por su capacidad de pro-
vocar patologias en animales y humanos por la transmisién
de enfermedades transmitidas por alimentos, comprome-
tiendo con ello el aprovechamiento del agua para el riego
de hortalizas. Este porcentaje es menor en comparacion con
otros paises de la region, como Chile, que reporté un 10% de
cepas de E. coli diarreogénicas en aguas superficiales utiliza-
das en riego de hortalizas mediante un método de filtracion
tangencial, @ que tiende a concentrar la carga bacteriana, y
14% encontrado en agua de riego en Sinaloa, México. Nues-
tros hallazgos muestran que ETEC fue el patotipo aislado
con mayor frecuencia, aunque también se han informado
EPEC y EAEC. Estudios previos de E. coli diarreogénicas en
una cohorte de nifios de Lima han descrito estos patotipos,
siendo ETEC mas frecuente en nifos de 2 a 12 meses de edad
con diarrea ®®. En estas cepas se encontraron altos niveles
de resistencia a las sulfonamidas, y también a las quinolonas
que no se utilizan habitualmente en este grupo de edad ®.

La presencia de resistencia a los antibioticos y los res-
pectivos genes involucrados estd generalmente vinculada al
efecto antropogénico, como las heces humanas y las aguas
residuales @V y también se relaciona con una alta carga de
contaminantes (metales pesados, antibidticos y pesticidas)
en las aguas, debido principalmente a las actividades de la
industria (mineria), el crecimiento demografico y las acti-
vidades agricolas ®*. Es importante destacar que, en nues-
tro estudio, el drea muestreada no habia canales de residuos
hospitalarios o industriales .

En los ultimos aos, se ha informado de un aumento en los
niveles de resistencia a los antimicrobianos en el agua de riego en
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Texas ©”y también en la regién de América Latina. ®V. Asi, en el
presente estudio, el 72,3% de las cepas de E. coli eran resistentes a
al menos un antibidtico, el 24,5% eran MDR y el 2,1% eran XDR.
De hecho, los niveles de resistencia son extremadamente altos en
la mayoria de los sistemas fluviales (hasta el 98% del total de bac-
terias detectadas), seguidos de los lagos, habiéndose informado
valores més bajos en estanques y manantiales (<1%) 2.

Los fenotipos de resistencia mds frecuentes en este estu-
dio estaban relacionados con las quinolonas y las sulfona-
midas. La presencia de genes relacionados con la resisten-
cia a sulfonamidas se ha relacionado con efluentes de aguas
residuales (no clorados ni declorados) ¢?. Por otro lado, la
resistencia a quinolonas se ha incrementado en relacién con
el uso terapéutico y de promotores de crecimiento, que ha
ido en aumento a nivel mundial ®¥. En Peru, al igual que en
otras zonas de la region, se han reportado altos niveles de
resistencia a quinolonas en microorganismos aislados tanto
de ninos diarreicos como sanos ®3, lo que indica la alta
presion de este antibiético en la poblacion.

En cuanto a los mecanismos transferibles implicados en
la resistencia a las quinolonas, los medios acudaticos se han
considerado importantes reservorios ¢”. Los estudios gené-
ticos del agua han informado de la presencia de los genes
qepA 'y aac (6°)-Ib-cr, que codifican la resistencia a las fluoro-
quinolonas, en un alto porcentaje de muestras de aguas resi-
duales y lodos ©®. En el presente estudio, el gen gnrB (20,4%)
fue el mecanismo transferible de resistencia a las quinolonas
(TMQR) mas frecuente, y sélo un aislado present6 el gen
gnrS. Anteriormente se establecié una correlacion entre la
presencia de un TMQR, como gepA y gnrS, y la cantidad
de Cu y Zn en suelos vegetales con aplicacion de estiércol a
largo plazo, correlacionando los metales pesados con la per-
sistencia de genes de resistencia a antibidticos *?

Nuestros hallazgos de cepas BLEE (3,2%) fueron meno-
res comparados con los reportados por Palacios (16,1%) en
agua del rio Piura, Pert ®%, y el 29% de BLEE en E. coli de
agua de riego de Ecuador “9. Sin embargo, estos resultados
no son comparables porque, en estos estudios, se seleccio-
naron con medios que contenian antibidticos de la familia
de las cefalosporinas. Asimismo, se detect6 el gen bla

CTX-M-15°

crxomss PlAcrxanes fueron los ge-

nes encontrados mds frecuentemente en asociacion con el

que junto con los genes blg

fenotipo BLEE, y también fueron los alelos mas frecuentes
asociados con infecciones humanas 1449,

El estudio presenta algunas limitaciones relacionadas
con el tamafio de las muestras tomadas, teniendo en cuenta
la gran extension de la zona. Ademas, no se utilizaron me-
dios de cultivo de cribado para la deteccion de cepas BLEE,
lo que habria ayudado a aislar un mayor nimero de E. coli
resistentes a este grupo de antimicrobianos. A pesar de ello,
la importancia de este estudio radica en la aportacién de
nuestros hallazgos en la escasa informacién de investigacio-
nes previas en E. coli entre aguas de riego con resistencia a
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diferentes familias de antibiéticos (quinolonas, aminoglu-
cosidos, betalactdmicos, monobactdmicos, sulfonamidas).
Asimismo, el hallazgo de patotipos de E. coli hace evidente
la necesidad de mejorar las politicas y el control del agua
de riego en las diferentes zonas agricolas de Lima. Esto es
particularmente importante en Pert, que presenta una baja
frecuencia de tratamiento de aguas residuales.

En conclusion, este estudio pone de manifiesto la presencia
de coliformes fecales por encima del limite permisible estableci-
do por la norma nacional. Ademds, demuestra la existencia de
E. coli diarreagénicos y altos niveles de resistencia a quinolonas
y sulfonamidas, con especial preocupacion a E. coli productores
de BLEE, en las aguas de riego de la periferia de Lima, represen-
tando un peligro potencial para la salud de animales y humanos.
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