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Resumen

La resistencia bacteriana a antibiéticos de impor-
tancia clinica, especialmente a carbapenémicos, cons-
tituye una amenaza creciente para la salud publica y
los ecosistemas acuaticos, particularmente en areas
con descargas de aguas residuales urbanas. Este estu-
dio evaluo la presencia y caracterizacion de bacterias
resistentes a carbapenémicos en los rios Contreras
y Villalobos, Ciudad de Guatemala, con el objetivo
de identificar su potencial como reservorios de genes
de resistencia y su relacion con elementos genéticos
moviles. Se recolectaron muestras de agua superficial
en varios puntos, las cuales fueron filtradas median-
te membranas de 0.45 um y cultivadas en medio

cromogénico CHROMagar™ mSuperCARBA® suple-

mentado con Meropenem® e Imipenem® + Cestaleina.
Las cepas aisladas fueron caracterizadas fenotipica-
mente mediante el sistema API20E y la prueba de
oxidasa. Posteriormente, se extrajo ADN con el mé-

todo PCI y se realizaron PCRs especificos para los
genes blaNDM, blaKPC' blaOXA-/48-like, blaIMP,

XV
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bla VIM, asi como para los elementos ISCRI1 e Intll1.
Los productos amplificados se secuenciaron y se ana-
lizaron con las bases de datos ResFinder y CARD
para confirmar su identidad y perfil de resistencia.
Los resultados revelaron la presencia de cepas perte-
necientes a Escherichia, Klebsiella, Acinetobacter
y Pseudomonas, portadoras de los genes blaKPC),
blaOXA-48-like v blaNDM, junto con elementos mo-
viles ISCR1 e Intll. Estos hallazgos evidencian que
los rios actiian como reservorios de resistencia y co-
mo posibles focos de diseminacion por transferencia
horizontal de genes, representando un riesgo para la
salud publica y el medio ambiente. Se destaca la ne-
cesndad de fortalecer el monitoreo ambiental y aplicar
medidas integrales de control de contaminacion para
mitigar la propagacion de resistencia antimicrobiana
en entornos acuaticos urbanos.



Abstract

Bacterial resistance to clinically important anti-
biotics, especially carbapenems, constitutes a gro-
wing threat to public health and aquatic ecosystems,
particularly in areas receiving discharges of urban
wastewater. This study evaluated the presence and
characterization of carbapenem-resistant bacteria in
the Contreras and Villalobos rivers, Guatemala City,
with the aim of identifying their potential as reser-
voirs of resistance genes and their association with
mobile genetic elements. Surface water samples were
collected at various sites, filtered through O 45 pm
membranes, and cultured on chromogenic medium

CHROMagarTM mSuperCARBA® supplemented with

Meropenem® and Imipenem® + Cestaleina. The iso-
lated strains were phenotypically characterized using
the API20E system and the oxidase test. Subsequently,
DNA was extracted using the PCI method, and speci-
fic PCR assays were performed for the genes blaNDM,
blaKPC, blaOXA-/8-like, blaIMP, blaVIM, as well
as for the elements ISCR1 and Intll. The ampli-
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fied products were sequenced and analyzed using the
ResFinder and CARD databases to confirm their

identity and resistance profile. The results revealed the
presence of strains belonging to Escherichia, Kleb-
siella, Acinetobacter, and Pseudomonas, carrying
the blaKPC, blaOXA-/8-like, and blaNDM genes,
along with the mobile elements ISCR1 and Intli.
These findings show that rivers act as resistance re-
servoirs and potential foci for dissemination through
horizontal gene transfer, posing a risk to public health
and the environment. This underscores the need to
strengthen environmental monitoring and implement
comprehensive pollution control measures to mitigate
the spread of antimicrobial resistance in urban aquatic
environments.



CAPITULO 1

Introduccion

La resistencia a los antibidticos es una de las mayo-
res amenazas actuales para la salud mundial. En mayo
de 2024, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
actualizo su lista de bacterias farmacorresistentes mas
peligrosas para la salud humana, incorporando cuatro
nuevas combinaciones y clasificandolas en categorias
de prioridad critica, alta y media, segiin su morbi-
mortalidad y la urgencia de intervenciones especificas
para combatirlas (OMS, 2024). Este problema es es-
pecialmente preocupante en paises de ingresos medios
y bajos, como Guatemala, donde la limitada regula-
cion del uso de antibidticos y la falta de estrategias
efectivas de control agravan la situacion.

En paises en desarrollo, la resistencia a los anti-
microbianos es impulsada por la alta incidencia de
enfermedades infecciosas, el uso excesivo de antibio-
ticos por automedicacion, su aplicacion sistematica
como promotores del crecimiento en la industria pe-

1



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

cuaria y la deficiente implementacion de regulaciones
para el manejo de la resistencia a los antimicrobia-
nos (RAM) (Acharya & Wilson, 2019). Estos factores
reflejan la dinamica de la resistencia bacteriana y
la necesidad de adaptar nuevas estrategias para su
control (World Health Organization, 2024).

En Guatemala, la resistencia bacteriana a los carba-
penémicos es un problema emergente de gran preocu-
pacion, especialmente en entornos hospitalarios. Segun
el Instituto de Patologia Tropical, la implementacion
de sistemas de vigilancia y protocolos para el manejo
de la RAM ha permitido identificar microorganismos
con alta resistencia, entre ellos Escherichia coli, con
15 genes diferentes en dos plasmidos; Acinetobacter
baumannii, portadora del gen resistente a carbapené-
micos OXA-23; v Pitti, portadora del gen NDM-1.
Ademas, Enterococcus spp. y otras especies multirre-
sistentes han sido detectadas en infecciones intrahos-
pitalarias, lo que representa un desafio critico para la
salud publica (Instituto de Patologia Tropical — UFG,

2014).

El primer aislamiento de bacterias productoras de
carbapenemasas en Guatemala se registré en 2010.
Para 2020, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, a través del Departamento de Epidemiologia,
alerto sobre el primer hallazgo de carbapenemasas de
tipo OXA-48 en el pais. El Laboratorio Nacional de
Salud confirmo la presencia de esta enzima en cepas
de Klebsiella pneumoniaey Escherichia coli, lo que
resalta la importancia de la vigilancia y deteccion
de este mecanismo de resistencia en todos los esta-
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blecimientos de salud. La presencia de esta enzima
en bacterias incrementa la morbilidad y mortalidad
de las infecciones asociadas a la atencion en salud
(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de

Guatemala, 2020).

A pesar de la creciente preocupacion por la resis-
tencia bacteriana mediada por carbapenemasas en
Guatemala, pocos estudios han abordado su relacion
con la contaminacion ambiental en ecosistemas acua-
ticos. La microcuenca del rio Contreras, ubicada en
la cuenca del rio Las Vacas, es una de las zonas con
mayores problemas ambientales y de seguridad hidri-
ca en la region metropolitana del pais. Por otra parte,
el rio Villalobos, también en la region metropolitana,
presenta una alta contaminacion debido a la expan-
sion y falta de infraestructura de saneamiento en los
municipios de Villa Nueva, San Miguel Petapa y Villa
Canales, lo que ha contribuido al vertido directo de
desechos solidos y liquidos en el rio (Fuentes Mon-
tepeque, 2015). El rio Villalobos desemboca en el
lago de Amatitlan, conectado a otras subcuencas que
forman parte de la cuenca del rio Motagua (AIDA,
2025). Ambos ecosistemas reciben descargas de aguas
residuales domésticas, hospitalarias e industriales, lo
que genera un ambiente propicio para la propagacion
de bacterias resistentes y la dispersion de genes de
resistencia (Urrutia, 2020).

Las actividades antropogénicas son responsables de
la’ co-contaminacion de sistemas hidricos. La inclu-
sion de metales pesados como cobre (Cu) y arsénico

(As), provenientes de la acuicultura, fertilizantes, la



CAPITULO 1. INTRODUCCION 4

industria de la construccion y pesticidas, contribuye
a la contaminacion ambiental. Esta coexposicion de
bacterias a metales pesados y antibioticos sugiere una
contaminacion conjunta que favorece la propagacion
de la multirresistencia a antibioticos impulsada por
estos metales (Song et al., 2019; Squadrone, 2020).

No obstante, en Guatemala no existen estudios pre-
vios que analicen la relacion entre la contaminacion
por metales pesados y la resistencia a los carbapené-
micos en entornos acuaticos. Esta investigacion tiene
como objetivo determinar la presencia de genes de
resistencia a carbapenémicos en bacterias aisladas de
la microcuenca de los rios Contreras y Villalobos, y su
relacion con la contaminacion por metales pesados.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

» Determinar la presencia de bacterias resistentes a
carbapenémicos en la microcuenca de los rios Con-
treras y Villalobos, asi como su posible relacion
con la contaminacién por metales pesados.

2.2. Objetivos especificos

» [dentificar bacterias resistentes a antibioticos car-
bapenémicos por medio de la metodologia en placa

en CHROMagar mSuper CARBA®.

= Determinar la prevalencia y distribucion de los
genes codificantes de carbapenemasas bla VIM,

blaKPC. blaIMP, blaOXA48-like v blaNDM pre-

5



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 6

sentes en las bacterias aisladas de la microcuenca
de los rios Contreras y Villalobos mediante PCR,
con el fin de evaluar la propagacion de la resisten-
cia a antibioticos.

= Establecer la relacion entre los genes moéviles de
resistencia a metales pesados intll e ISCR1 con

la resistencia a carbapenémicos mediante PCR y
qPCR.

» Analizar el agua de la microcuenca de los rios
Contreras y Villalobos para determinar la presen-
cia y concentracion de metales pesados mediante

voltamperometria de redisolucién anédica (ASV).



CAPITULO 3

Justificacion

En los ultimos anos, la resistencia bacteriana ha
incrementado su ritmo de propagacion debido al uso
desmedido de antibidticos. La seleccion de bacterias re-
sistentes se ha observado en diversos entornos, siendo
los ecosistemas de agua dulce y marinos particular-
mente afectados, ya que reciben efluentes de plantas
de tratamiento de aguas residuales, escorrentias de
actividades agricolas y otros insumos antropogénicos
que incrementan la cantidad de bacterias resisten-
tes a los antibidticos (Squadrone, 2020). Asimismo,
se ha evidenciado que los metales pesados presentes
en cuerpos de agua pueden conferir mecanismos de
resistencia a los metales (MR) y, simultaneamente,
favorecer la resistencia a los antibioticos. Ambos me-
canismos suelen encontrarse codificados en plasmidos,
lo que indica la existencia de coresistencia en bacte-
rias que poseen ambas caracteristicas (Pal et al., 2017;

Squadrone, 2020).



CAPITULO 3. JUSTIFICACION 8

En Guatemala se han realizado pocos estudios sobre
la deteccion de genes de carbapenemasas. En diciem-
bre de 2011, el pais fue el primero en Latinoamérica
en confirmar la presencia de una bacteria productora
de carbapenemasa tipo NDM-1 (New Delhi metallo-
B-lactamase) (Mora et al., 2017). En julio de 2010, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) emi-
ti0 una alerta epidemioldgica por la diseminacion de
carbapenemasas en K. pneumoniae en Latinoameéri-
ca, notificando a la red hospitalaria del Laboratorio
Nacional de Salud (LNS). En 2013, se reporto la de-
teccion fenotipica y genotipica de carbapenemasas en
enterobacterias BLEE4 provenientes de hospitales
de un grupo privado en la Ciudad de Guatemala, asi
como en cepas almacenadas por el LNS en 2012. Es-
tos andlisis identificaron el gen blaNDM-1 en el 19%
(22/118) de las muestras y el gen blaKPC-2 en el

16 % (19/118) (Chinchilla et al., 2013). En 2017, en el
Hospital General San Juan de Dios, se determino la
presencia del gen blaNDM en el 90.7 % (49/54) de los
aislamientos de K. pneumoniae (Velasquez Porta &
Lau Bonilla, 2017). Finalmente, en 2021, el Ministerio
de Salud Publica y Asistencia Social reporto la detec-
cion del gen blaOXA-48-like en cuatro aislamientos
de K. pneumoniae y uno de E. coli, provenientes de
distintos hospitales nacionales (Pasteran et al., 2012;
Velasquez Porta & Lau Bonilla, 2017).

Estos hallazgos evidencian la amplia diseminacion
de este mecanismo de resistencia desde el primer caso
reportado en el Hospital General San Juan de Dios.
Por ello, resulta crucial disenar estrategias de moni-
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toreo y mitigacion en cuerpos de agua contaminados,
ya que estos descubrimientos pueden servir como base
para la implementacion de politicas de salud publica
en el pais. En este contexto, el presente estudio tiene
como objetivo determinar la presencia de bacterias
resistentes a carbapenemasas en la microcuenca de
los rios Contreras y Villalobos, asi como su relacion
con la contaminacion por metales pesados, con el fin
de prevenir la diseminacion de estos mecanismos de
resistencia en fuentes hidricas, dada la amenaza que
representan para la poblacion guatemalteca.



CAPITULO 4

Marco contextual

Una investigacion desarrollada en 2023 en el Hos-
pital Regional de Occidente San Juan de Dios, en
Quetzaltenango, evaluo la eficacia del medio cromoge-
nico CHROMagar mSuperCARBA para la deteccion
fenotipica de bacterias productoras de carbapenema-
sas, en comparacion con la técnica de PCR como
estandar de referencia. El estudio report6 una sensibi-
lidad de 97.7 % y un valor predictivo positivo (VPP)
de 99.0 %, aunque con una especificidad més baja
(64.9%) y un valor predictivo negativo (VPN) de

45.3%. Ademas, se identifico la presencia de genes de
carbapenemasas en muestras fecales humanas, siendo
el gen blaNDM el méas prevalente (17.7 %), seguido del
gen blaIMP (3.6%), y sin deteccion del gen blaKPC.
Los hallazgos pusieron en evidencia la existencia de
multiples falsos positivos al utilizar inicamente el mé-
todo en placa, lo cual resalta la importancia de com-
plementar las técnicas fenotipicas con herramientas

10
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moleculares para mejorar la vigilancia epidemiologica

(Yantuche Menchu, 2023).

En el ano 2022 se realizo un estudio en Guatemala
titulado Fvaluacion de resistencia a Imipenem vy
Meropenem en enterobacterias aisladas del Rio
Villalobos, en Guatemala, en el cual se evidencio
la presencia de enterobacterias resistentes a carba-
penémicos, especificamente en tres cuencas del rio
Villalobos. Se reporté que Klebsiella pneumoniae
fue la especie mas frecuente, mostrando resistencia
tanto a Imipenem como a Meropenem, con mayor
indice al primero. No se observaron diferencias esta-
disticas significativas entre las cuencas. Se concluyo
que las aguas del rio Villalobos constituyen un reser-
vorio ambiental importante para la diseminacion de
bacterias resistentes. Este hallazgo resalta la necesi-
dad de continuar con la caracterizacion genética de
los mecanismos de resistencia, asi como de evaluar la
multirresistencia a otras clases de antibioticos, con el
fin de comprender mejor el impacto epidemiologico
de estos patdgenos en el ambiente (Cabrera Jérez,

2022).



CAPITULO 5

Marco tedrico

5.1. Resistencia bacteriana a los antibi6ticos

La resistencia a los antimicrobianos es una pro-
blematica actual significativa para el tratamiento de
enfermedades infecciosas en todo el mundo. La Or-
ganizaciéon Mundial de la Salud (OMS) public una
lista actualizada de patogenos resistentes a antimi-
crobianos. En prioridad critica que necesita nuevas
opciones de tratamiento se encuentran A. baumannit,
P. aeruginosa y Enterobacterias resistentes a car-
bapenémicos, con la produccmn de carbapenemasas
como mecanismo mas frecuente (OMS, 2024). Las
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, es-
pecialmente Klebsiella pneumoniae, han surgido co-
mo causas importantes de morbilidad y mortalidad
entre las infecciones adquiridas en el hospital y aso-
ciadas con cuidados a largo plazo (Venter, 2019).

12
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5.1.1. Carbapenemasas

Los carbapenémicos son antibioticos betalactamicos
con un amplio espectro de actividad contra numero-
sos microorganismos Gram positivo y Gram negativo,
tanto aerobios como anaerobios. Se emplean para tra-
tar infecciones graves potencialmente mortales que
no responden a la terapia antibidtica estandar. Los
carbapenémicos se unen a las PBP (Penicillin Bin-
ding Protein), proteinas bacterianas principalmente
transpeptidasas y transglicosilasas que son esenciales
en la sintesis del peptidoglicano que forma las paredes
celulares de las bacterias (Lai et al., 2022). Esto altera
la integridad de la pared celular bacteriana y causa
apoptosis. El mecanismo de accion es similar al de
los antibi6ticos betalactamicos y las cefalosporinas;
sin embargo, los carbapenémicos presentan una es-
tructura de anillo betalactamico fusionado, resistente
a la mayoria de las betalactamasas producidas por
bacterias con el fin de inactivar antibioticos similares
a la penicilina. Los carbapenémicos son muy eficaces
en el tratamiento de infecciones causadas por Strep-
tococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Listeria, en-
terobacterias y muchas especies de Pseudomonas,
Bacteroides y Acinetobacter (Wanger et al., 2017).

Los carbapenémicos son farmacos de ultimo recur-
so utilizados para el tratamiento de las infecciones
resistentes a multiples farmacos (MDR). La propaga-
cion de la resistencia a los carbapenémicos constituye
una crisis sanitaria mundial. Estos inhiben la sinte-
sis de la pared celular. Los cuatro carbapenémicos
mas utilizados clinicamente son: meropenem, doripe-
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nem, ertapenem e imipenem (Potter et al., 2016). La
resistencia a los antibidticos de las bacterias Gram
negativo se produce mediante diversos mecanismos,
entre los que se incluyen: la alteracion del sitio blanco
en ciertos antibioticos, el incremento de la expresion
de los sistemas de eflujo, la alteracion de la permeabi-
lidad de la membrana externa por pérdida de porinas
y la produccion de enzimas que inactivan los antibio-
ticos, siendo las betalactamasas las mas prevalentes
(Rada et al., 2018). FEstas enzimas escinden el enlace
amida en el anillo betalactamico y se consideran el
principal mecanismo de resistencia a la familia de
antibioticos betalactamicos.

Su clasificacion se basa tradicionalmente en la es-
tructura primaria o en las caracteristicas funcionales.

Ambler las agrupa en cuatro clases moleculares (A a
D) a partir de la secuencia de aminoacidos, mientras
que Bush las clasifica en grupos funcionales segin la
inhibicion de las clases especificas de betalactamicos
y en las propiedades de inactivacion de los inhibidores
de betalactamasas (Ambler et al.; 1997; Bush et al.,

1995).

5.1.2. Division de los [-lactamicos

Los betalactamicos se dividen en cuatro grupos:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carba-
penémicos. Estos comparten una estructura molecular
y un mecanismo de accion comunes, inhibiendo las
transpeptidasas, que catalizan la reticulacion de pép-
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tidos durante las etapas finales de la biosintesis de la
pared celular. Esto provoca que las paredes celulares
bacterianas se debiliten y se rompan bajo presion
osmotica. Los carbapenémicos, siendo una subclase
de los betalactamicos, son antibioticos muy eficaces,
especialmente contra bacterias Gram positivo y Gram
negativo, y se reservan con frecuencia para infecciones
multirresistentes. Poseen una variacion tnica en su
estructura molecular central: ademas del anillo be-
talactamico, contienen un anillo carbapenémico que
les confiere una estabilidad excepcional frente a la
mayoria de las enzimas betalactamasas que pueden

inactivar otros betalactamicos (Hughes et al., 2019).

5.1.3. Clasificacion de los (-lactamicos

Entre los grupos funcionales, se encuentra el grupo
1, en el que se ubican las cefalosporinasas de clase
molecular C, las cuales son activas contra las cefalos-
porinas de tercera generacion y las cefamicinas, como
el cefoxitin. Asimismo, estas son resistentes a la accion
inhibidora del acido clavulanico y del sulbactam, y
poseen una gran afinidad frente al aztreonam (Bush

et al., 1995).

Ahora bien, en el grupo 2, correspondiente a
las clases moleculares A y D, se incluyen las serin-
betalactamasas y multiples subgrupos de los cuales
los de mayor importancia clinica son dos subgrupos de
la clase A: las betalactamasas de espectro extendido,
que hidrolizan cefalosporinas de amplio espectro



5.2. ENTEROBACTERIAS 16

y antibidticos monobactdmicos (inhibidas por el

acido clavulanico), y las serin-carbapenemasas, con
capacidad de hidrolizar toda clase de betalactamicos.
Las de clase D presentan propiedades de hidrolisis
frente a los carbapenémicos (Walther-Rasmussen &

Hoiby, 2006).

Finalmente, las betalactamasas que requieren iones
divalentes de zinc se clasifican en el grupo 3 como
metalo-S-lactamasas de clase molecular B. Se dife-
rencian inicialmente por su habilidad para hidrolizar
carbapenémicos, en contraste con su baja afinidad
o capacidad hidrolitica frente a los monobactamicos.
Ademas, no son inhibidas por el acido clavulanico o
el tazobactam, pero si por quelantes de iones metali-
cos como el acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA)

(Laraki et al., 1999).

5.2. Enterobacterias

Las enterobacterias son una familia diversa de Gam-
maproteobacteria que incluye bacterias comunes co-
mo Klebsiella pneumonzae, Escherichia coli, Sal-
monella enterica v menos frecuentes. como Proteus
mirabilis, Raoultella planticola y Citrobacter freun-
diz, todas ellas patdégenos humanos con creciente resis-
tencia a antibioticos. La resistencia a carbapenémicos
surge por la hidrélisis de los S-lactamicos mediante
enzimas carbapenemasas especializadas o por cam-
bios en la permeabilidad de la membrana, a través de
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mutaciones en las bombas de eflujo o en porinas, aco-
pladas con la expresion de [S-lactamasas de espectro
extendido (BLEE)(Potter et al., 2016). Las BLEE

se definen como enzimas producidas por bacterias
que pueden hidrolizar cetalosporinas de espectro ex-
tendido como ceftazidima, ceftriaxona y aztreonam,
ademas de penicilinas (Lai et al., 2022). Las carba-
penemasas provienen de la clasificacion de Ambler:
clase A (serina f-lactamasas), clase D (oxacilinasas)

y clase B (metalo-g-lactamasas, MBLs).

5.2.1. Enterobacterias resistentes a carbapenemasas (ERC)

Las enterobacterias productoras de carbapenema-
sas (ERC) se describen como “superbacterias”, de-
bido a que presentan resistencia a los antibioticos
carbapenémicos —considerados farmacos de tltimo
recurso para infecciones— junto con otros antibioticos
B-lactamicos. Su resistencia se debe a la produccion
de la enzima carbapenemasa, que hidroliza y des-
activa la molécula del farmaco. Ejemplos incluyen
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsie-
lla oxytoca, Enterobacter aerogenes y el complejo
Enterobacter cloacae. Muchos de los genes que co-
difican carbapenemasas se encuentran en plasmidos
que pueden transferirse entre bacterias, lo que incre-
menta la probabilidad de diseminacion de este tipo
de resistencia (Hughes et al., 2019).

Las ERC pueden encontrarse en portadores asin-
tomaticos. Estas bacterias comprenden una amplia
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familia de bacilos Gram negativo que comunmen-
te colonizan a los humanos y, en ocasiones, causan
enfermedades. Son anaerobios facultativos que resi-
den frecuentemente en el tracto intestinal, formando
parte de la microbiota intestinal normal. Las entero-
bacterias patogenas frecuentes incluyen Escherichia
coli, Klebsiella, Salmonella, Proteus, Yersinia pes-
tis, Shigella, Enterobacter, Serratia y Citrobacter.
Se ha observado que las cepas resistentes a carbape-
némicos como K. pneumoniae (KPC — Clase A),
metalo-S-lactamasa de Nueva Delhi (NDM — Clase
B), metalo-(-lactamasa codificada por el integron de
Verona (VIM — Clase B), metalo-3-lactamasa imipe-
nemasa (IMP — Clase B) y variantes de oxacilinasa-

8 (OXA-48 — Clase D) son las mas comunes en las
Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas.

5.3. Carbapenemasas y genes de resistencia

5.3.1. Carbapenemasas de clase A

La primera carbapenemasa de clase A se informo en

1990 en un aislado de Serratia marcescens del Reino
Unido. Posteriormente, se identificaron muchas carba-

penemasas de clase A después del descubrimiento de
la enzima de S. marcescens (blaSMFE-1), incluidas la
enzima de espectro extendido de Guayana (blaGES-
2), la carbapenemasa de K. pneumoniae (blaKPC),
la  imipenemasa/no-metalocarbapenemasa-A (blal-
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MI/NMC'), la carbapenemasa Serratia fonticola uno
(blaSPC-1) y blaSHV-38. Muchas variantes de bla-

GES son tunicamente BLEE, pero las mutaciones
puntuales frecuentes confieren mayores propiedades
hidroliticas contra carbapenémicos en variantes espe-
cificas. El alineamiento filogenético de los genes de
carbapenemasas de clase A determiné que blaSME,
blaGES, blaKPC' y blaIMI/NMC' constituyen un
erupo separado de blaSEFC-1 y blaSHV-38. Las car-
bapenemasas de clase A son inhibidas por el acido
clavulanico y el tazobactam. La KPC es la carba-
penemasa de clase A mas comun en enterobacterias.
Los casos esporadicos de enzimas previamente des-
cubiertas, como SME y NMC, asi como el hallazgo
de nuevos genes, requieren caracterizacion molecular
para identificar carbapenemasas potencialmente pan-
démicas antes de su propagacion (Nordmann et al.,

2011; Potter et al., 2016).

Las carbapenemasas de clase A pertenecen al grupo
2t de la clasificacion funcional de Bush y comprenden
cinco grupos principales: SME, IMI, NMC, KPC y
GES/IBS. Los grupos SME, IMI y NMC son princi-
palmente de codificacion cromosomica y nunca se han
detectado en especies de Pseudomonas. Las enzimas
pertenecientes al grupo SME (1 a 3) se han detec-
tado tnicamente en Serratia marcescens, mientras
que las IM (1 y 2) y NMC-A se han encontrado en
especies de Enterobacter. Las enzimas NMC-A (no
metalo-carbapenemasas de la clase A) se identificaron

en 1990 en un aislamiento clinico de E. cloacae con
resistencia a ampicilina, cefalotina e imipenem, pero
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con sensibilidad al cefoxitin y a las cefalosporinas de
espectro extendido. El gen se codificd en el cromoso-
ma de este microorganismo y presento caracteristicas
fenotipicas diferentes a las de todas las carbapene-
masas descritas previamente. Posteriormente, en los
anos 2003 y 2006, se identificaron en aislamientos de
E. cloacae en Seattle (Washington) y Nueva York;
en 2004 en Argentina; y en 2012 en Finlandia (Rada

et al., 2018).

5.3.2. Clase A [(-lactamasas

Las carbapenemasas de clase A se han detectado en
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Klebsie-
[la spp. y otras. Las familias enzimaticas principales
incluyen: no metalocarbapenemasa A (NMC), betalac-
tamasa no hidrolizante de imipenem (IMI), enzima de
S. marcescens (SME), enzima Guayana de espectro
extendido betalactamasa (GES) y K. pneumoniae
productora de carbapenemasa (KPC). Estas hidroli-
zan eficientemente las penicilinas, todas las cefalos-
porinas, monobactamicos, carbapenémicos y algunos
inhibidores de betalactamasas (Angles-Yanqui et al.,
2020).
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5.3.3. Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos

(KPC)

Desde su identificacion inicial en 1996 en Caroli-
na del Norte, las cepas productoras de KPC se han
propagado por todo el mundo, causando importantes
brotes hospitalarios en Ameérica del Norte, Europa,
Asia y América Latina. Esto ha llevado a una reduc-
cion de las opciones terapéuticas, resultando en altas
tasas de mortalidad y morbilidad, un aumento en la
duracion de la estancia hospitalaria y mayores costos

asociados (Ocampo et al.; 2015). .

En 2001 se descubri6 una cepa resistente a carba-
penémicos de K. pneumoniae con el gen blaKPC' en
Estados Unidos (Carolina del Norte). Este gen es; en
eran medida, responsable de conferir resistencia a car-
bapenémicos en infecciones por CRE en el hemisferio
occidental (Potter et al., 2016).

A diferencia de otras carbapenemasas de clase A
como blaNMC' vy blaSMFE, el gen blaKPC es transmi-
tido por plasmidos, lo que facilita la rapida aparicion
de enterobacterias distintas de K. pneumoniae. La
eficiente hidrélisis de carbapenémicos por KPC confie-
re altos niveles de resistencia en ausencia de cambios
complementarios en la permeabilidad de la membrana
o expresion de BLEE, distinguiéndose asi de otras

serina-F-lactamasas (DeLeo et al., 2014).

Las variantes descritas hasta ahora van desde KPC-
1 hasta KPC-10, principalmente en enterobacterias.
Aunque sus genes no estén en formato de casetes
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genéticos en integrones, si estan asociados a elemen-
tos genéticos méviles (MGESs), como secuencias de
insercion o transposones. La propagacion global de K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos (CR-Kp) se
ha asociado, en gran medida, al tipo de secuencia 258
(ST258) v sus variantes relacionadas (grupo clonal
258, CG258). Este grupo clonal se ha vinculado al
70 % de los brotes de KPC-Kp en Estados Unidos y
aproximadamente al 90 % de las infecciones por KPC-

Kp en Israel, siendo ademas el clon predominante en
Argentina y Brasil.

Las cepas ST258 son resistentes a todos los antibio-
ticos B-lactamicos y suelen portar genes plasmidicos
que codifican enzimas modificadoras de aminogluco-
sidos, asi como mutaciones cromosoémicas que confie-
ren resistencia a fluoroquinolonas. La resistencia a
carbapenémicos en estas cepas esta codificada predo-
minantemente por la carbapenemasa KPC, cuyo gen
blaKP(C' se encuentra en un elemento transponible
(Tn4401) integrado en numerosos plasmidos diferentes.
Esto permite que blaKPC, junto con otros elementos
de resistencia asociados a plasmidos, se intercambie
facilmente entre K. pneumoniae y otras enterobacte-
rias, una caracteristica clave para su propagacion y
alta prevalencia en cepas multirresistentes (Deleo et

al., 2014).
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Tipo MBL Especie Enzima(s) Subclase
Cromosomal Barcillus cerens Bell Bl
Chriseobacterinm indologenes IND Bl
Elizabethkingia menigoseptica BlaB El
Myroides odaratimimus MUS v MYO B1
Bacteroides fragilis CfiA/CerA Bl
Aeromonas spp. CphA B2
Stenomrophomonas maltophilia L1 B3
Elizabethkingia menigoseptica GOB B3
Plasmido Metalo-p-lactamasa Bl
asociado codificada por el
integron Verona
(VIM)

Metalo-p-lactamasa Bl
de Nueva Delhi
(NDM)

Imipenemasa (IMP) Bl
Metalo-p-lactamasa Bl
de Sao Paulo (SPM)

Imipenemasa Bl
alemana (GIM)

KHM Bl
Imipenemasa Bl
holandesa (DIM)

Serrafia  metalo-fi- B3
lactamasa (SMB)

Linipenemasa de B3
Adelaida (AIM)

Figura 5.1: Ejemplos de MBL cromosémicos y asociados a plasmidos (Boyd et al.,
2020).

Las MBL (metalo-3-lactamasas) se diferencian de
las B-lactamasas de clase A y D por el uso de zinc
en lugar de una serina catalitica en la hidrolisis me-
diada por el sitio activo. Por consiguiente, las MBL
son inhibidas por quelantes metalicos como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y el dcido dipicoli-
nico (DPA), pero no por el acido clavulanico ni por
otros inhibidores de las S-lactamasas de uso clinico.
A menudo presentan perfiles de hidrélisis contra to-
das las B-lactamasas, excepto las monobactamicas, y
pueden conferir un alto nivel de resistencia cuando
se combinan con cambios en la permeabilidad de la
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membrana y la produccion de BLEE (Potter et al.,
2016) .

La clase B se ha identificado en K. pneumoniae,
P. aeruginosa, A. baumannii y diversas enterobac-
teriaceas, entre otras. Estas enzimas hidrolizan casi
todos los betalactamicos, con excepcion de los mo-
nobactamicos (como el aztreonam); no son inhibidas
por el acido clavulanico, pero si por EDTA. Entre
las enzimas representativas se incluyen: la imipene-
masa (IMP), la metalo-S-lactamasa codificada por
el integron de Verona (VIM), la metalo-3-lactamasa
de Nueva Delhi (NDM), la imipenemasa alemana

(GIM) y la metalo-B-lactamasa de Sao Paulo (SPM)
(Angles-Yanqui et al., 2020).

5.3.4. Metalo-g-lactamasas (MBL)

Las enzimas MBL son una preocupacion particular
y estan cada vez mas diseminadas en todo el mun-
do. Muchos productores de MBL presentan multiples
resistencias a otros farmacos, lo que deja pocas op-
ciones de tratamiento. Los carbapenémicos evaden la
mayoria de las (-lactamasas, pero son hidrolizados
por las MBL, asi como por algunas (-lactamasas de
serina del sitio activo (SBL), en particular los miem-
bros de los grupos KPC y OXA-48-like. Las MBL
son cromosomicas y ubicuas en algunos no fermen-
tadores, incluyendo Stenotrophomonas maltophilia.
Aeromonas spp. v Chryseobacterium spp., que re-
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presentan una preocupacion clinica moderada. Una
minoria de cepas de Bacteroides fragilis presentan
una MBL, CfiA o CerA, codificada cromosomicamen-
te:; sin embargo esto es poco comun y se expresa de
forma 81gn1ﬁcatlva solo si una secuencia de insercion
upstream proporciona un promotor eficiente. No obs-
tante, las MBL adquiridas son de mayor importancia,
ya que se estan propagando entre miembros de En-
terobacterales y Pseudomonas aeruginosa. Estas
se asocian con fenotipos extremadamente resisten-
tes a farmacos (XDR), y los productores usualmente
también muestran resistencia a multiples aminoglu-
cosidos, fluoroquinolonas y otros agentes, asi como a
B-lactamicos(Boyd et al., 2020; Sobia et al., 2022).

5.3.5. Clasificacion y diversidad de las Metalo-g-lactamasas
(MBL)

Las (-lactamasas se clasifican segtin dos sistemas
principales. El primero se basa en los perfiles de sus-
trato y la vulnerabilidad a los inhibidores, ubicando
a las MBL en el grupo 3, mientras que los grupos
1 y 2 comprenden las SBL. El segundo clasifica a
las f-lactamasas segin sus secuencias de aminoaci-
dos, reconociendo cuatro clases de enzimas. Las MBL
forman la clase B, mientras que las SBL se dividen
en las clases A, C y D. Las MBL son estructural y
mecanicamente diferentes de las SBL, lo que sugiere
un origen evolutivo distinto.

En cuanto a las enzimas de clase B, se dividen a
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su vez en tres subclases (B1, B2 y B3) segun las di-
ferencias en la secuencia de aminoacidos en el sitio
activo, los ligandos de zinc, la estequiometria del zinc,
la arquitectura del bucle y los perfiles de sustrato.
Las MBL adquiridas de mayor importancia, que com-
prenden los tipos IMP, NDM y VIM, pertenecen a
la subclase B1. Hidrolizan todos los antibioticos -
lactamicos disponibles en la actualidad, excepto los
monobactamicos (como el aztreonam), al igual que la
mayoria o todas las demas enzimas de las subclases

B1 o B3 (Sobia et al., 2022).

Por el contrario, las MBL CphA (subclase B2) de

Aeromonas spp. tienen una actividad de espectro
estrecho dirigida exclusivamente contra los carbape-
némicos. Es importante destacar que, independiente-
mente de la subclase, las MBL no son inhibidas por
el acido clavulanico, el sulbactam, el tazobactam o el
avibactam, ni por las sulfonas del acido penicilanico
ni por los diazabiciclooctanos.

5.3.6. Metalo-(-lactamasas de Nueva Delhi (NDM)

Las MBL adquiridas mas importantes del subgrupo
B1 (Figura. 5.1) suelen denominarse segin el lugar
donde se describieron por primera vez; por ejemplo, la
metalo--lactamasa codificada por el integréon de Ve-
rona (VIM) y la metalo-g-lactamasa de Nueva Delhi
(NDM). La primera MBL adquirida (imipenemasa;
IMP-1) se informé en la década de 1990 a partir de
aislados clinicos de P. aeruginosa y Serratia marces-
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cens en Japon, y su familia incluye actualmente mas
de 85 variantes de secuencia. La primera enzima VIM
se identifico en P. aeruginosa en 1997, con mas de 69
variantes descritas desde entonces. En la actualidad,
la NDM es la MBL mas prevalente en Enterobacte-
rales y Acinetobacter baumannii. Fue identificada
por primera vez en 2008 en aislamientos de Klebsie-
lla pneumoniae y Escherichia coli de un paciente
que habia viajado a Suecia desde Nueva Delhi, India.
Desde entonces, se han descrito veintinueve variantes
de la NDM (Sobia et al., 2022). La NDM es endémica
en varias regiones de Asia y responsable de brotes
esporadicos en todo el mundo. Hasta marzo de 2025,
se han identificado 17 variantes de NDM segtn la ba-
se de datos del NCBI, presentes en diversos tipos de
plasmidos. Esto refleja la alta diversidad de especies
de Enterobacteriaceae que se ha demostrado que la
expresan (NCBI, 2025).

5.3.7. Metalo-$-lactamasas de Verona codificadas por inte-
gréom (VIM)

La metalo--lactamasa codificada por el integron
de Verona (VIM) es una de las MBL més comunes que
causan infecciones en humanos (Kohler et al., 2020).
Las enzimas VIM constituyen uno de los subgrupos
de las metalo-(-lactamasas de la subclase molecular

B1 (MBL B1), de la cual se han descrito 46 varian-

tes. La enzima VIM-1 se detecté por primera vez a
finales de la década de 1990 en el norte de Italia, en
un aislamiento clinico de Pseudomonas aeruginosa
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resistente a carbapenémicos y asociada a un casete
genético insertado por un integron de clase 1 situado
en el cromosoma bacteriano.

En Latinoameérica, se ha reportado la enzima VIM-2
en Colombia, Chile, Venezuela, Brasil y Argentina,
en aislamientos de P. aeruginosa. Esta enzima com-
parte el 90 % de identidad con la VIM-1 en la secuen-
cia de aminoacidos. Un estudio reciente en Medellin,
Colombia, evidenci6 aislamientos de P. aeruginosa
resistentes a carbapenémicos en cinco hospitales de
tercer nivel, indicando que la frecuencia de aislamien-
tos productores de la enzima VIM-2 era similar a
la de los aislamientos productores de KPC-2, lo que
sugiere una rapida difusién de P. aeruginosa produc—
tora de estas carbapenemasas. Asimismo, se observd
una estrecha relacion genética entre los aislamientos
dentro de cada hospital, lo que indica su transmision

intrahospitalaria (Rada et al., 2018).

5.3.8. Imipenemasa (IMP)

La imipenemasa se ha convertido en una enzima
de creciente relevancia, especialmente en Asia, des-
de que se descubri6 en la década de 1990 en Japon.
Actualmente existen 88 variantes de enzimas de tipo
IMP, siendo la IMP-1 la mas comtunmente identifica-
da. Esta codificada por los genes blapp, junto con
otras enzimas de este grupo como VIM, SPM y GIM.
La IMP pertenece a la clase B de [-lactamasas y
posee actividad carbapenemasa. Similar a otras MBL,



5.3. CARBAPENEMASAS Y GENES DE RESISTENCIA 29

la imipenemasa rompe el anillo S-lactamico utilizan-
do zinc como catalizador y puede ser inhibida por
EDTA. Se transfiere comiinmente entre organismos,
especialmente bacterias Gram negativo, a través de
integrones de clase 1 o clase 3. El descubrimiento de
blapp.1 fue reportado por primera vez en Japon en
1988, a partir de la cepa GN17203 de Pseudomonas

aeruginosa (Pongchaikul & Mongkolsuk, 2022).

5.3.9. Clase D (-lactamasas

Las (f-lactamasas de clase D se denominan oxacili-
nasas (OXA) debido a que escinden oxacilina, ademas
de penicilina, lo que las distingue de las S-lactamasas
de clase A. Inicialmente se caracterizaron como [3-
lactamasas de espectro extendido. En 1985, se descu-
brié que la OXA-23 conferia resistencia al imipenem
en un aislado de Acinetobacter baumannii del Reino
Unido (Potter et al., 2016). Las enzimas similares
a OXA-48 son serina S-lactamasas (SBL) que perte-
necen a la clase molecular D. Esta familia es la mas
diversa de las cuatro clases de -lactamasas definidas
por Ambler. Las SBL hidrolizan sus sustratos forman-

do un intermediario acilo a través de la serina del sitio
activo.

Las S-lactamasas de clase D (DBL) o tipos OXA po-
seen oxacilina como su sustrato preferido en términos
de keqt/ Ko, que mide la eficiencia catalitica. OXA-48

presenta una estructura dimérica, similar a OXA-10,
OXA-13 y OXA-46, compuesta por dos subunidades
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idénticas. El sitio activo esta en una grieta estrecha
que presenta tres motivos tipicos de DBL, ademas

de la cadena lateral carbamilada de Lys73 (Docquier

et al., 2009). Estos elementos son criticos para el
reconocimiento del sustrato y para la catalisis.

5.3.10. Las f-lactamasas hidrolizantes de oxacilina 48 (OXA-

48-like) y sus variantes

En 2001, se obtuvo un aislado de Klebsiella pneu-
moniae de un paciente en Estambul, Turquia, que
resulto ser resistente a multiples farmacos, incluyendo
los carbapenémicos. Este aislamiento permitio identifi-
car una nueva (3-lactamasa de tipo OXA, denominada
OXA-48, clasificada en la clase D de Ambler. Esta
enzima y sus variantes estan ahora ampliamente dis-
tribuidas en K. pneumoniae y otras Enterobacteria-
ceae, y también se han reportado en Acinetobacter
baumannii, representando uno de los desarrollos mas
relevantes en la resistencia a carbapenémicos en la

tltima década (Evans & Amyes, 2014).

Los tipos OXA-48 hidrolizan penicilinas, pero en su
mayoria no afectan a cefalosporinas de espectro exten-
dido, mientras que los tipos OXA de Acinetobacter
hidrolizan tanto penicilinas como cefalosporinas. Des-
de su primera descripcion, la enzima OXA-48 se ha
identificado en diversas variantes que, en conjunto,
forman la subfamilia “OXA-48-like”. Estas estan for-
madas por 261-265 aminoacidos codificados por los
genes blaoxa-4s-like, Ubicados en plasmidos (Pitout et
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al., 2015).

Las variantes difieren de OXA-48 en sustituciones
y /o deleciones de entre uno y cinco aminoacidos (Mai-
ri et al., 2018). Las S-lactamasas tipo OXA-48 son
notoriamente dificiles de detectar en el laboratorio
clinico, lo que complica la implementacion de medidas
de control de infecciones y facilita su proliferacion de

forma sigilosa (Boyd et al., 2020).

5.4. Resistencia a los antimicrobianos en rios urba-

nos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un
fenémeno en el que los microorganismos ya no respon-
den a los medicamentos antimicrobianos disponibles.
Este problema ha aumentado drasticamente en los
altimos anos y se considera una de las mayores ame-
nazas para la salud mundial del siglo XXI. Los rios
urbanos han emergido recientemente como importan-
tes impulsores de la prevalencia de la RAM. Debido a
la rapida industrializacion y urbanizacion, estos cuer-
pos de agua se han visto fuertemente influenciados
por actividades antropogénicas, a traves de la descar-
ga masiva de desechos industriales y domésticos que
contienen antibiéticos, metales pesados, biocidas y
pesticidas. Esto favorece el crecimiento de bacterias
resistentes a los antibioticos (ARB) y la presencia de
un acervo de genes de resistencia a los antibidticos
(ARG), lo que tiene un efecto adverso sobre la salud
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humana y el medio ambiente (Reddy et al., 2022).

En un estudio realizado en el lago Tai, China, se
evaluo la prevalencia, origen y riesgo de genes de re-
sistencia a antibioticos en los sedimentos de este lago
urbano (Chen, Jing, et al., 2019). Se detectaron un
total de 203 subtipos de ARG, con predominio de
genes de resistencia a multiples farmacos, macroélidos-
lincosamidas-estreptograminas, quinolonas, bacitra-
cina y sulfonamidas. En sedimentos de rios urbanos
se identificaron, ademas, diversos genes de resisten-
cia a metales/biocidas y elementos genéticos moviles
(MGE) como transposones, integrones y plasmidos.
Recientemente, se han detectado fuertes asociaciones
entre ARG y genes de resistencia a metales/biocidas,
asi como con MGE, mediante analisis de concurrencia
empleando contigs portadores de ARG (ACC), lo que
indica una transferencia horizontal de genes (HGT)

activa en ecosistemas de rios urbanos (Chen, Chen,
et al., 2019).

5.4.1. Bacterias productoras de carbapenemasas recuperadas

de ecosistemas fluviales

Estudios previos han revelado la presencia de En-
terobacteriaceae productoras de carbapenemasas y/o
[-lactamasas de espectro extendido en muestras reco-
lectadas de rios, efluentes y sistemas de alcantarillado

hospitalario. Entre las enzimas detectadas se incluyen
KPC, IMI, VIM, IMP, OXA-48-like y NDM, destacan-
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do su transporte en cepas de Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli. La presencia de estas bacterias
resistentes en ambientes acuaticos sugiere que estos
nichos constituyen un reservorio potencial de nuevos
genes de resistencia a carbapenémicos. Asimismo, bac-
terias resistentes de origen humano pueden liberarse
al medio ambiente, propagando sus genes de resisten-
cia a especies ambientales. Por otro lado, las ente-
robacterias productoras de carbapenemasas (ERC),
detectadas en granjas, fincas, mascotas y animales
silvestres, también pueden llegar al entorno acuatico
a través del estiéreol (Piedra-Carrasco et al., 2017).

Las ERC en aguas residuales y superficiales pueden
incluir £. coli patogena intestinal y E. colt extrain-
testinal (ExPEC), las cuales son capaces de causar
enfermedades en humanos y animales gracias a la
presencia de factores de virulencia especificos. Se ha
establecido que las influencias antropogénicas repre-
sentan uno de los principales aportes de CPE a los
sistemas fluviales. El entorno acuatico ofrece nichos
ideales para la conservacion y diseminacion de carba-
penemasas asociadas a elementos genéticos moviles
(MGESs), tales como plasmidos, secuencias de insercion
y transposones, mediante procesos de transferencia
horizontal de genes. Estos MGEs contribuyen activa-
mente a la contaminacion xenogenética del ecosistema
acuatico (Bleichenbacher et al., 2020).

La contaminacion se define como la diseminacion
de materiales con efectos nocivos. Los elementos mo-
viles del ADN y los genes de resistencia a antibiéticos,
introducidos al ambiente por la actividad humana,
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son considerados contaminantes emergentes de alta
preocupacion. A diferencia de los contaminantes con-
vencionales, estos elementos tienen la capacidad de
replicarse y evolucionar (Bleichenbacher et al., 2020;

Marti et al., 2014). El ADN xenogenético porta mul-
tiples genes que confieren diversos rasgos, los cuales
estan fisicamente ligados a diferentes familias de mé-
dulos genéticos moviles. Las interacciones entre estos
modulos permiten al ADN xenogenético generar su
propia diversidad mediante ensamblaje y transposi-
cion combinatoria, favoreciendo su evolucién continua.

Los flujos de desechos que diseminan bacterias por-
tadoras de ADN xenogenético a menudo también
contienen antibidticos, desinfectantes y metales pe-
sados, generando una presion selectiva que favorece
la conservacion y propagacion de estos elementos a
nuevos linajes celulares (Gillings et al., 2018; Wozniak
& Waldor, 2010). En consecuencia, tanto las inter-
acciones entre diferentes ADN xenogenéticos como
la presion ejercida por contaminantes convencionales
contribuyen a la diversidad, distribucion y abundancia
de estos elementos. La supervivencia y diseminacion
de los elementos xenogenéticos se ve favorecida por
tres tipos de contaminantes: metales pesados, anti-
bioticos y otros compuestos xenobioticos, los cuales
promueven su seleccion y replicacion (Gillings et al.,

2018).
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5.5. Coseleccion de resistencia a multiples antibi6ti-
cos en bacterias patégenas en cuerpos de agua

contaminados con metales pesados

La mayoria de los metales, como el cobre (Cu),
cromo (Cr), cobalto (Co), manganeso (Mn), niquel
(Ni) y zinc (Zn), son esenciales para la fisiologia de
los organismos vivos. Otros elementos, como los me-
taloides mercurio (Hg) y arsénico (As), asi como los

metales cadmio (Cd), plomo (Pb) y vanadio (V), no
poseen funciones biologicas conocidas y son toxicos pa-
ra la biota, incluso en concentraciones muy bajas. Las
bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia
a estos elementos, como la formacion de complejos
metalicos, el secuestro y desintoxicacion de metales
mediante la reduccion de iones intracelulares, y la
expulsion activa de metales a través de bombas de

eflujo (Squadrone, 2020).

Los genes de resistencia a metales (MRG) se han
identificado tanto en genomas bacterianos como en
elementos genéticos moviles (MGEs), en bacterias
aisladas de ambientes extremos o ecosistemas conta-
minados por actividades geoldgicas o antropogénicas.
El mercurio es un metal persistente a nivel mundial;
se han identificado transposones resistentes al Hg, v
se ha determinado que los mecanismos de resistencia
al mercurio fueron de los primeros en ser dilucidados
en bacterias, junto con los de resistencia al cobre, la
plata, el antimonio y el zinc (Kholodii et al., 2003).
La posibilidad de que los metales seleccionen bacterias
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resistentes a los antibidticos mediante coseleccion ha
sido motivo de preocupacion desde 1974 (Koditschek
& Guyre, 1974). La asociacion entre tolerancia a
metales y resistencia a antibioticos se conoce como
resistencia cruzada, la cual ocurre cuando un solo
mecanismo, como las bombas de eflujo multitoxicas,
es capaz de expulsar tanto metales como antibioticos
de la célula bacteriana (Squadrone, 2020).

Se ha demostrado que la cercania fisica de los genes
de resistencia en los MGEs incrementa significati-
vamente la probabilidad de transferencia horizontal
de genes (HGT) entre bacterias. La contaminacion
del agua con metales pesados favorece la seleccion y
diseminacion de estructuras genéticas como los inte-
grones, los cuales desempenan un papel esencial en el
desarrollo de multirresistencias. La coresistencia entre
mercurio y antibiéticos puede darse mediante integro-
nes que contienen transposones asociados a resistencia
a Hg. Los mtegrones aunque no son genéticamente
moviles por s mismos, requieren de transposones para
su transferencia a través de plasmidos, y estan direc-
tamente involucrados en la diseminacion de genes de
resistencia. Estos elementos pueden capturar e inter-
cambiar fragmentos de ADN conocidos como casetes
genéticos (Seiler & Berendonk, 2012). Los integro-
nes de clase 1, particularmente frecuentes en habitats
contaminados, se consideran claves en la mediacion
de la coseleccion al conferir ventajas adaptativas bajo
condiciones ambientales estresantes.

La resistencia adquirida a metales pesados en bac-
terias fue reportada por primera vez en una cepa
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de Staphylococcus aureus resistente al mercurio en
1960 por Moore (Richmond & John, 1964). Poste-

riormente, se evidencid que los genes de resistencia al
mercurio y a la penicilina estaban ligados en plasmi-
dos. Esta Coseleccion bacteriana puede explicarse por
dos mecanismos principales: la resistencia cruzada,
en la cual un tinico mecanismo confiere resistencia a
multiples compuestos; y la coresistencia, en la que dos

o0 mas genes de resistencia se encuentran presentes
en el mismo MGE (plasmido, integrén o transposéon),

confiriendo resistencia simultanea a diferentes toxicos
(Imran et al., 2019).

Se ha demostrado que el gen de resistencia al mercu-
rio puede cotransferirse junto con genes de resistencia
a antibioticos entre bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae y otras bacterias receptoras. Por ejemplo,
se observé que una cepa de Salmonella abortus, re-
sistente a ampicilina, arsénico, cadmio y mercurio,
perdia dicha resistencia tras un tratamiento de “plas-
mid curing”’, un proceso mediante el cual se eliminan
plasmidos responsables de funciones especificas co-
mo la resistencia a antibidticos, la virulencia o la
degradacion de compuestos aromaticos (Patwardhan
et al., 2018). A través de la secuenciacion genémica
completa del patogeno multirresistente Salmonella
enterica serovar Typhi cepa CT18, se identificé un
plasmido conjugativo (pHCM1) que codifica resisten-
cia a multiples antibidticos, como ampicilina (bla),
estreptomicina (strAB), cloranfenicol (catl), sulfo-
namida (sulll) y trimetoprima (dhfrib), ademas de
incluir el operén de resistencia al mercurio (Imran et

al., 2019).
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Los microplasticos también han sido reconocidos
como “hot spots” o puntos criticos para la coseleccion
de resistencia a antibioticos inducida por metales en
entornos acuaticos, debido a su capacidad para ab-
sorber una amplia variedad de contaminantes en sus
superficies. En consecuencia, se consideran vectores
potenciales para el desarrollo y propagacion de pato-
genos multirresistentes. Recientemente, se reporto que
la resistencia a multiples antibioticos estaba mediada
por plasticos en el sur de la Antartida. Siete cepas
aisladas de residuos plasticos en este entorno extremo
mostraron actividad en la formacion de biopeliculas y
presentaban resistencia a cefalosporinas, quinolonas y

B-lactamico (Lagana et al., 2019).

5.5.1. Gen integrén-integrasa de clase 1 (intl1)

La seleccion de resistencia a antibioticos impulsada
por metales es notablemente mayor cuando tanto los

genes de resistencia a metales (MRG) como los genes
de resistencia a antibioticos (ARG) estan situados en
los mismos elementos genéticos moéviles (MGE). Tal
es el caso de los integrones de clase 1, intl1. Se ha
observado que las abundancias de intl1 son mayores
en entornos contaminados con metales. Este gen se ha
asociado estrechamente con el MRG czcA, que codifi-

ca la resistencia al cobalto (Co), zinc (Zn) y cadmio
(Cd), asi como con la resistencia a las betalactamasas

(Gupta et al., 2022).

El intl1 ha sido propuesto como un proxy, dado
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que esta vinculado a genes que confieren resistencia
a antibidticos, desinfectantes y metales pesados. Se
encuentra en diversos grupos taxonémicos de bacte-
rias patogenas y no patogenas, y puede movilizarse
entre taxones mediante transferencia horizontal de
genes (HGT) debido al vinculo fisico con elementos
genéticos méviles (MGESs), como plasmidos y trans-
posones. Su abundancia puede cambiar rapidamente
en respuesta a presiones externas, como la presencia
de antibioticos. Las presiones selectivas impuestas por
actividades humanas recientes han dado lugar a la
aparicion de la variante clinica altamente conservada
intl1, cuya elevada presencia en el medio ambiente
indica contaminaciéon y un hot spot o punto critico
potencial para la transferencia de resistencia a los
antimicrobianos (RAM) (Okonkwo et al., 2023).

5.5.2. Elemento ISCR1: Regiéon comun de la secuencia de

insercion

El elemento ISCR1 (Region Comtn de la Secuen-
cia de Insercion) es el miembro mas extendido de la
familia ISCR y esta presente con frecuencia en las
v-proteobacterias que se encuentran en entornos cli-
nicos. El ISCR1 se identificé por primera vez como
una region conservada que interrumpe el segmento
conservado 3’ (3’CS) de los integrones de clase 1. La
regién downstream (aguas abajo) de ISCRI, en el
lado orilS, es variable y a menudo se asocia con genes
de resistencia a los antibidticos (ARG)(Lallement et
al., 2018). El ISCRI1 se ha detectado en varias posi-
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ciones aguas abajo del gen blaNDM vy en especies de
FEscherichia y Klebsiella. Se localiza principalmente
en integrones complejos de clase 1; sin embargo, no
siempre se encuentran genes de integrasa cerca de
blaNDM (Acman et al., 2022).

Los elementos ISCR destacan por su estrecha asocia-
cion con una amplia variedad de genes de resistencia
a antibidticos. El ISCR1 esta vinculado con varios
genes de (-lactamasa de clase A, incluidos cuatro
orupos de espectro extendido: el gen blaC'TX-M, el
gen de [-lactamasa de clase A de espectro extendido
bla VEB-8 reportado en China, y el gen blaPER-8
aislado de Aeromonas punctata en Francia. Este

elemento de insercion es un factor clave en la mo-
vilizacion y diseminacion de genes de resistencia a

antibioticos, particularmente los de fS-lactamasa. El
I[SCRI1 utiliza un mecanismo de replicacion en circu-
lo rodante (rolling-circle replication) mediado por

una enzima tipo transposasa (Rep), lo que le per-
mite capturar secuencias gemcas adyacentes aguas
abajo, como el gen blaC'T'X-M, y transferirlas a otros
MGE como integrones y plasmldos Este mecanismo
es clave para el secuestro del gen blaC'TX-M-2 des-
de el cromosoma de bacterias del género Kluyvera
ascorbata, facilitando su insercion en plasmidos y su
posterior propagacion en bacterias patdgenas. Una
vez movilizado, el ISCR1 suele encontrarse adyacente
a integrones de clase 1 complejos, como In35, InS21
o In60. En estos casos, el gen de resistencia no se
presenta en forma de casete, sino como parte de la

region conservada 3’CS, lo que permite una expresion
eficiente del gen blaC'T'X-M. La asociacion con ISCR1
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ha contribuido significativamente a la diseminacion
global de las S-lactamasas en reservorios clinicos, am-
bientales y animales, siendo un vector genético clave
en la evolucion y expansion de la resistencia a los anti-
bidticos B-lactamicos, especialmente en contextos con
presiones selectivas como el uso de antimicrobianos y

metales pesados (Toleman et al.; 2006).

Asimismo, el ISCR1 ha sido implicado en la mo-
vilizacion de genes de [-lactamasas de clase C, en
particular, aquellos relacionados con la resistencia a
cefalosporinas de amplio espectro y cefamicinas. A
diferencia de las BLEE de clase A, las S-lactamasas
de clase C no suelen ser inhibidas por el acido clavu-
lanico o el tazobactam (Thomson & Bonomo, 2005).
En diversos genes de cefalosporinas, como blaDHA-1,
blaCMY-1, blaCMY-8 y blaCMY-11, se han encon-
trado elementos ISCR1. Esto indica su papel crucial
en el secuestro y movilizacion desde el cromosoma
de especies ambientales, como Morganella morganii
y Aeromonas hydrophila, hacia plasmidos presentes
en patogenos clinicos como E. coli y Klebsiella spp.
El mecanismo de accion es similar al observado en
los genes blaC'T'X-M, utilizando un sistema de re-
plicacion en circulo rodante que permite capturar y
movilizar genes localizados aguas abajo, lo que sugiere
una movilizacion independiente facilitada por ISCR1
(Toleman et al., 2006).
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5.6. Cuerpos de agua en Guatemala

5.6.1. Microcuenca rio Contreras

La microcuenca del rio Contreras tiene una exten-
si6n de 5.58 km? y se encuentra dentro de la cuenca
del rio Las Vacas, en la region metropolitana de Gua-
temala. Esta cuenca es una de las mas afectadas por
problemas ambientales y de seguridad hidrica en la
region, reportandose que la tasa de extraccion y uso
del agua es 40 veces mayor que la cantidad disponi-
ble en su territorio. Ademas, el rio Las Vacas es un
afluente del rio Motagua, altamente impactado por
la problematica de los desechos sélidos y las aguas
servidas. La microcuenca del rio Contreras se ubica
en territorio que alberga dos campus centrales uni-
versitarios: la Universidad del Valle de Guatemala y

la, Universidad Rafael Landivar. Ambas instituciones
cuentan con plantas de tratamiento de aguas residua-

les, cuyos efluentes descargan en el rio Contreras. En
la parte baja se localiza el Parque Ecologico Municipal
Jacarandas de Cayald, asi como proyectos inmobilia-
rios como Encinos de Cayala y Acantos de Cayala

(FUNCAGUA, 2024).
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Figura 5.2: Vista satelital de la microcuenca del rio Contreras, ubicada en la zona
nororiente de la Ciudad de Guatemala, mostrando su integracion en el entorno urbano
y areas naturales cercanas



5.6. CUERPOS DE AGUA EN GUATEMALA 44

5.6.2. Rio Villalobos

La cuenca hidrografica del rio Villalobos limita
al norte con la vertiente del rio Las Vacas y al sur
con la cuenca del lago de Amatitlan. Tiene un area

de 331.81km? y se divide en cuatro subcuencas:
El Bosque (1,324m?), Tuluja (5,467m?), Las Mi-
nas (11,759 m?) y Platanitos (20,800m?) (Cérdova
Tercero, 2010). . Esta cuenca se caracteriza por
recibir residuos domeésticos, industriales, agricolas y
hospitalarios provenientes del sur de la Ciudad de
Guatemala y de municipios como Villa Nueva, San
Miguel Petapa, Villa Canales y Mixco.
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Figura 5.3: Vista satelital del rio Villalobos y sus alrededores en Villa Nueva, Guate-
mala, destacando zonas residenciales cercanas como Condado Catalina y Residenciales
Villalobos.
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5.7. Guatemala en el contexto de resistencia a car-

bapenémicos

En Latinoamérica, Guatemala fue el primer pais en
el que se confirmo, en diciembre de 2011, la presencia
de una bacteria productora de la carbapenemasa de
tipo NDM-1 (Nueva Delhi, metalo--lactamasa). En
el ano 2016, se llevo a cabo un estudio en los hospitales
Nacional Pedro Bethancourt de Antigua Guatemala,
Nacional de Escuintla y Nacional de Amatitlan, con
el objetivo de caracterizar a los pacientes en los que
se utilizaron carbapenémicos. Los resultados mostra-
ron una prevalencia de resistencia a estos antibioticos
del 16.4 % en una muestra de 348 expedientes. Esta
problematica es especialmente relevante en el departa-
mento de Guatemala, particularmente en las unidades
de cuidados intensivos de los hospitales mencionados
(Mora et al., 2017).

5.7.1. Incidencia de infecciones por bacterias productoras de

carbapenemasas en Guatemala

En noviembre de 2020, el Laboratorio Nacional de
Salud del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social (MSPAS) notifico la deteccién de una cepa de
Klebsiella pneumoniae y una cepa de Escherichia
coli productoras de OXA-48. Los aislamientos fueron
reportados por el Instituto Guatemalteco de Seguri-
dad Social, Ciudad de Guatemala, y por el Hospital
Regional de Quiché, respectivamente, y ambos fueron
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confirmados por el Laboratorio Nacional de Salud.

La cepa de K. pneumoniae se aislo a partir de un
aspirado traqueal de un paciente sin antecedentes de
viajes al extranjero, mientras que la cepa de E. coli
se aislo de una muestra de orina de otro paciente,
igualmente sin antecedentes de viajes fuera del pais.

Adicionalmente, se han reportado otros dos casos
de K. pneumoniae productoras de carbapenemasas
tipo OXA-48, ambos procedentes del Hospital Nacio-
nal Especializado de Villa Nueva, sin evidencia de
brotes por K. pneumoniae o E. coli productoras
de OXA-48. Es importante destacar que la portacion
asintomatica de bacterias portadoras del gen OXA-48
facilita su diseminacion y la transferencia de este me-
canismo de resistencia, mediante plasmidos, a otras
cepas bacterianas. Estos hallazgos, provenientes de
aislamientos en dos hospitales de la red publica y uno
de la seguridad social, subrayan la importancia de
fortalecer la vigilancia y deteccion de carbapenema-
sas en todos los establecimientos de salud del pais,
ya que la presencia de estas enzimas incrementa la
morbilidad y mortalidad de las infecciones asociadas
a la atencion de salud (IAAS) (MSPAS, 2020).
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La resistencia a los antibidticos es una de las mayo-
res amenazas actuales para la salud mundial. En mayo
de 2024, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
actualizo su lista de bacterias farmacorresistentes mas
peligrosas para la salud humana, incorporando cuatro
nuevas combinaciones y clasificandolas en categorias
de prioridad critica, alta y media, segiin su morbi-
mortalidad y la urgencia de intervenciones especificas
para combatirlas. Este problema es especialmente
preocupante en paises de medianos y bajos ingresos,
como Guatemala, donde la limitada regulacion del
uso de antibioticos y la falta de estrategias efectivas
de control agravan la situacion. (OMS, 2024)

Se ha observado que, en paises en desarrollo, la
resistencia a los antimicrobianos es impulsada por
la alta incidencia de enfermedades infecciosas, el uso
excesivo de antibioticos por automedicacion, su aplica-
cion sistematica como promotores del crecimiento en

48
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la industria pecuaria y la deficiente implementacion
de regulaciones para el manejo de la resistencia a los
antimicrobianos (RAM). (Acharya & Wilson, 2019)
Estos factores reflejan la dinamica de la resistencia
bacteriana y la necesidad de adaptar nuevas estra-
tegias para su control. (World Health Organization,
2024)

En Guatemala, la resistencia bacteriana a los carba-
penémicos es un problema emergente de gran preocu-
pacion, especialmente en entornos hospitalarios. Segun
el Instituto de Patologia Tropical, la implementacion
de sistemas de vigilancia y protocolos para el manejo
de la RAM ha permitido identificar microorganismos
con alta resistencia, entre ellos Escherichia coli, con
15 genes diferentes en dos plasmidos; Acinetobacter
baumannaii, portadora del gen resistente a carbape-
némicos OXA-23;y Acinetobacter pitti, portadora
del gen NDM-1. Ademas, Enterococcus spp. y otras
especies multirresistentes han sido detectadas en infec-
ciones intrahospitalarias, lo que representa un desafio
critico para la salud publica. (Instituto de Patologia

Tropical — UFG, 2014)

El primer aislamiento de bacterias productoras de
carbapenemasas en Guatemala se registro en 2010.
Para 2020, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, a través del Departamento de Epidemiologia,
alerto sobre el primer hallazgo de carbapenemasas de
tipo OXA-48 en el pais. El Laboratorio Nacional de
Salud confirmo la presencia de esta enzima en cepas
de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, 1o que
resalta la importancia de la vigilancia y deteccion
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de este mecanismo de resistencia en todos los esta-
blecimientos de salud. La presencia de esta enzima
en bacterias incrementa la morbilidad y mortalidad

de las infecciones asociadas a la atencion en salud.
(Gobierno de Guatemala, 2020)

A pesar de la creciente preocupacion por la resis-
tencia bacteriana mediada por carbapenemasas en
Guatemala, pocos estudios han abordado su relacion
con la contaminacion ambiental en ecosistemas acua-
ticos. La microcuenca del rio Contreras, ubicada en la
cuenca del rio Las Vacas, es una de las zonas con ma-
yores problemas ambientales y de seguridad hidrica
en la region metropolitana del pais. Por otra parte, el
rio Villalobos ubicado en la regién metropolitana, la
expansion y falta de infraestructura de saneamiento
en los municipios de Villa Nueva, San Miguel Petapa
y Villa Canales han contribuido al vertido directo de
desechos soélidos y liquidos en el rio, intensificando su
contaminacion. (Fuentes Montepeque, 2015) El rio
Villalobos desemboca en el lago de Amatitlan, el cual
esta conectado a otras subcuencas que forman parte
de la cuenca del rio Motagua. (AIDA, 2025) Ambos

ecosistemas reciben descargas de aguas residuales do-
mésticas, hospitalarias e industriales, lo que genera
un ambiente propicio para la propagacion de bacte-
rias resistentes y la dispersion de genes de resistencia.
(Urrutia, 2020)

Se ha determinado que las actividades antropo-
génicas son responsables de la cocontaminacion de
sistemas hidricos. Se ha observado que la inclusion
de metales pesados como cobre (Cu) y arsénico (As),
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provenientes de la acuicultura, fertilizantes, la indus-
tria de la construccion y pesticidas contribuye a la
contaminacion ambiental. Esta coexposicion de bac-
terias a metales pesados y antibiéticos sugiere una
contaminacion conjunta que permite la propagacion
de la multirresistencia a antibioticos impulsada por
estos metales. (Song et al., 2019; Squadrone, 2020)

No obstante, en Guatemala no existen estudios pre-
vios que analicen la relacion entre la contaminacion
por metales pesados y la resistencia a los carbapené-
micos en entornos acuaticos. Esta investigacion tiene
como objetivo determinar la presencia de genes de
resistencia a carbapenémicos en bacterias aisladas de
la microcuenca de los rios Contreras y Villalobos y su
relacion con la contaminacion por metales pesados.
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Metodologia

7.1. Diseno metodolégico

7.1.1. Diseno, enfoque y tipo de investigacién

El diseno de la investigacion es de tipo cuasiexperi-
mental no aleatorizado, ya que se trabajara con un
grupo de cepas bactemanas previamente seleccionadas,
sin realizar asignacion aleatoria de los tratamientos.
La variable dependiente es la resistencia a carbapené-
micos y su posible relacion con la presencia de metales
pesados, mientras que la variable independiente esta
representada por las cepas bacterianas aisladas de la
microcuenca de los rios Contreras y Villalobos.

92
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7.1.2. Poblacién y muestra

7.1.3. Poblaciéon

La poblacion del estudio esta conformada por cepas
bacterianas aisladas de cuatro puntos distintos de
la microcuenca de los rios Contreras y Villalobos.
Eistas cepas presentan resistencia a carbapenémicos
y han sido previamente caracterizadas en estudios
microbiologicos.

7.1.4. Muestra

La muestra esta conformada por bacterias aisladas
de tres puntos de muestreo dentro de la microcuenca
del rio Contreras y del rio Villalobos. Estas cepas fue-
ron identificadas previamente y presentan resistencia
a carbapenémicos.

7.2. Criterios de inclusién y exclusién

Se incluiran en el estudio las cepas de bacterias
que presenten un resultado positivo para la resisten-
cia a carbapenémicos mediante el medio selectivo
CHROMagar mSuperCARBA®. A estas cepas se les
analizara la presencia de genes codificantes de carba-
penemasas, asi como genes moviles de resistencia a
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metales pesados (MRG), como Intll e ISCRI, me-
diante PCR multiple y qPCR, respectivamente.

Como criterio de exclusion, aquellas bacterias que
no cumplan con los criterios previamente mencionados
no seran viables para el estudio.
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5}

microcunenca del
Contreras vy el
Villalobos

rio Kelbsiella, Enterabacter v
rio Coliformes.

7.2.1. Variables
Variable Definicion conceptual MNaturaleza Nivel de  Defimiciom
medicion operacional
Resistencia a Bacterias capaces de Cualitativa Ordinal Se detecta mediante el
carbapenémicos proliferar en presencia de medio selectivo
antibidticos carbapenémicos, CHROMagar
debido a mecanismos como mSuperCARBA® e
la produccion de  enzimas identificacion
carbapenemesas que fenotipica de colonias
inactivan a estos antibidticos. resistentes.
Presencia de gemes Presencia de genes Cuantitativa Dicotdmica Se detecta mediante
codificantes de codificantes de PCR multiple a partir
carbapenemasas carbapenemasas Blayng del ADN extraido de
blagpe,  Blapgs, blaggise- las cepas resistentes a
like, y Blaynas carbapenémicos
Presencia de genesPresencia de genes méviles Cualitativa Dicotdmica Se detecta mediante
moviles  relacionados MGEs relacionados con la gPCR. a partir del
con la resistencia aresistencia a  metales ADN extraido de las
metales pesados pesados  Gen  integron- cepas resistentes a
mtegrasa de clase 1 (Intll) carbapenémicos
asi como el elemento
ISCRI. Regién Comin de
la Secuencia de Insercion
Concentracion de Concentracion de metales Cuantitativa Continua Se determina
metales pesados en latales como plomo  Ph, mediante
microcuenca del riomercurio Hg, cadmuo Cd, voltamperometria de
Contreras ¥ el rioarsénico As, cromo Cr, zin redisolucién  anddica
Villalobos Zn v cobre Cu; presentes o [ASV) con
disueltos en cuerpos de polenciostato ¥
agua. electrodo de mercurio.
Se expresa en partes
por billén (pph).
Ubicaciin del punto de Punte  especifico para la Cualitativa Mominal Se  identifican  tres
muestren seleccion de una muestra de puntos de muestreo en
interés para 2l estudio. la micrecuenca del rio
Confreras.
Enterobacterias Familia de bacterias Gram Cualitativa Nominal Se identifican
presentes en lanegative, siendo  E.coll, fenotipicamente

especies resistentes a
carbapenémicos
(Ecoli, Klebsiella,
Enterobacter.
Cutrobacrer,
Pseudomoncas,
Aeinetobacter)
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7.2.2. Hipobtesis
Hipédtesis nula

La presion selectiva ejercida por los metales pesados
en la microcuenca del rio Contreras y el rio Villalobos
favorece la persistencia y diseminacion de bacterias
resistentes a carbapenémicos, las cuales presentan una
mayor prevalencia de genes de resistencia a carbape-
nemasas y metales pesados, sugiriendo un mecanismo
de coseleccion de mecanismos de resistencia.

Hipodtesis alternativa

La presion selectiva ejercida por los metales pesados
en la microcuenca del rio Contreras y el rio Villalobos
no favorece la persistencia y diseminacion de bacterias
resistentes a carbapenémicos, las cuales presentan una
mayor prevalencia de genes de resistencia a carbape-
nemasas y metales pesados, sugiriendo un mecanismo
de co-seleccion de mecanismos de resistencia.
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7.3. Metodologia

7.3.1. Recoleccion de muestras

El acceso a la microcuenca del rio Contreras se
realizo a través del parqueo 1 de la Universidad del
Valle de Guatemala, donde se identificaron cuatro
puntos de muestreo. En cada punto, utilizando guan-
tes, se introdujeron contenedores estériles con tapa
de rosca directamente en la corriente del rio, variando
las alturas para obtener muestras representativas. Las
muestras se tomaron por triplicado y las réplicas fue-
ron almacenadas bajo refrigeracion. De igual manera,
en el rio Villalobos se siguio el mismo procedimiento,
accediendo desde la carretera CA9 y recolectando
muestras en las condiciones previamente descritas.
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Figura 7.1: Seleccion de puntos de muestreo en el rio Villalobos, entrando desde la
carretera CA-9. Elaborado con QGIS versién 3.28
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Figura 7.2: Seleccién de puntos de muestreo en la microcuenca del rio Contreras,
entrando desde la UVG. Elaborado con QGIS version 3.28
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7.3.2. Determinacion de metales pesados: plomo, cadmio y

arsénico

Para la determinacion de multiples metales pesados
en las muestras de agua de la microcuenca del rio
Contreras, se utilizo el método de voltamperometria
de redisolucion anddica (ASV) con un potenciostato
y un electrodo modificado con pelicula de mercurio
(ItalSens IS-HM). Las muestras de agua se acidificaron
a un pH aproximado de 2.5 utilizando HCI, con el fin
de garantizar que los iones metalicos permanecieran
en solucion.

El electrodo se acondiciond en una solucion de HCI
100 mM para activar la pelicula de mercurio. Pos-
teriormente, se aplicé un potencial de deposicion de
—1.15 V mientras se agitaba la muestra durante 120
segundos para favorecer el transporte de masa. La
solucion se dejo reposar por 10 segundos vy, seguida-
mente, se realizo el analisis de redisolucion utilizando
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), con pa-
rametros optimizados para maximizar la sensibilidad
y la selectividad.

Las corrientes correspondientes a la oxidacion de los
metales Pb, Cd y As se registraron en el software del
equipo y se analizaron mediante el método de adicion
estandar, con el fin de calcular las concentraciones de
metales pesados (en ppb) presentes en las muestras
del rio Contreras.
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7.3.3. Deteccién, identificacion y aislamiento de enterobacte-
rias resistentes a carbapenémicos (ERC) mediante el
medio selectivo CHROMagar mSuperCARBA®

Con el objetivo de realizar pruebas de concentracion
minima inhibitoria (MIC), se prepararon seis medios
de 450 mL con antibiotico Meropenem® siguiendo las
especificaciones del Cuadro [7.1] Posteriormente, se
realizaron tres iteraciones de diluciones seriadas (1:10,
1:100 y 1:1000) de cada muestra de agua, de las cuales
100 pL fueron sembrados en el medio CHROMagar
mSuperCARBA®.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 ho-
ras. Posteriormente, se identificaron fenotipicamente
las colonias observadas, confirmando la presencia de

E. coli; Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Pseu-
domonas y Acinetobacter.

Adicionalmente, para realizar una comparacion fe-
notipica, se llevd a cabo una prueba bioquimica me-
diante el sistema API20E, lo que permitié confirmar la
identidad de las cepas aisladas utilizando el software

APIWEB™. Finalmente, se procedié al aislamiento
de cada bacteria para la elaboracion de un cepario
correspondiente a cada punto muestreado. Asimismo,
se realizo un filtrado al vacio de las muestras del rio
Contreras y del rio Villalobos utilizando un filtro de
membrana de 0.45 pm. Los filtros se colocaron en pla-

cas CHROMagar mSuperCARBA® suplementadas
con Meropenem® a una concentracion de 4 pg/mL.
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De igual manera, se elaboré un mapa de spots con
los aislamientos seleccionados como resistentes corres-
pondientes a cada rio, en placas con Meropenem®
4 pg/mL, Imipenem® 4 pg/mL y una combinacién de
ambos antibioticos, con el fin de evaluar la resistencia
de las cepas.

Cuadro 7.1: Concentracion minima inhibitoria (MIC) con antibiéticos carbapenémicos
Meropenem® e Imipenem® en medio CHROMagar mSuperCARBA®

Concentraciéon Volumen de antibidtico

0.125 pg/mL 1.125 pL

0.25 pg/mL 2.25 uLL

0.50 pg/mL 4.5 nL
1 pg/mL 9 uL
2 pg/mL 18 uL
4 pg/mL 36 pL

7.3.4. Extraccion de ADN de las cepas resistentes a carbape-

némicos

A partir del cepario con crecimiento en concen-

traciones de 4 pg/mL y 2 pg/mL de Meropenem®,

correspondiente a cada punto de muestreo, se realizo
un cultivo overnight en caldo LB con el objetivo de
obtener biomasa suficiente para la extraccion de ADN.

La extraccion se efectud mediante el método clasico
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (PCI). Poste-

riormente, la concentracion de ADN se cuantificd uti-
lizando un espectrofotémetro UV-Visible NanoDrop®

(Thermo Fisher Scientific®), siguiendo el protocolo
especifico para la determinaciéon de acidos nucleicos.
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La pureza del extracto se evalué mediante las re-
laciones de absorbancia Aggy/az0 ¥ Aggo/e30- Valores

cercanos a 1.8 en Agg 250 indican ADN puro sin conta-
minacion proteica, mientras que un cociente Aggg /230

cercano a 2.0 sugiere ausencia de contaminantes orga-
nicos como fenoles o sales residuales. Con base en estos
resultados, se determino la calidad del ADN extraido
y se procedio a establecer la presencia o ausencia de
los genes de interés. El procedimiento completo se
encuentra descrito en el documento POE V.

Cuadro 7.2: Cuantificacion y pureza de las muestras resistentes a
carbapenémicos mediante NanoDrop'" (Thermo Scientific™)

Muestra Concentracién (ng/pL) A260/280 A260/230

VN 10 160.8 1.68 1.66
VN 100 95.2 1.76 1.05
RCA 19.8 1.81 1.74
RCR 118.9 1.62 1.97
RC10 30.2 1.74 1.18
RCR2110 199.8 1.68 2.00
RCP2 13.5 1.54 0.97
RCP4 4072.0 1.95 1.96

Nota. Las siglas VN indican que las muestras provienen del rio Vi-
llalobos, mientras que RC corresponde a muestras de la microcuenca
del rio Contreras. Los cddigos numéricos y literales (A, R y P) fueron
asignados para facilitar la identificacion y localizacion de las muestras

durante el estudio.
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7.3.5. Identificacién de genes codificantes de carbapenemasas
mediante PCR multiple

Para la deteccion de los genes codificantes de car-
bapenemasas bla VIM, blaKPC, blaIMP, blaOXA-
48-like y blaNDM, se utilizaron extractos de ADN
purificados de las cepas previamente confirmadas co-
mo resistentes a carbapenémicos. La metodologia para
la deteccion de estos genes mediante PCR multiple
se encuentra detallada en el POE II. Los produc-
tos de PCR se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al % (indicar concentracion utilizada),
corriéndose a 100 V durante 30 minutos.

7.3.6. Analisis de qPCR y PCR para los genes moviles rela-

cionados con la resistencia a metales intll e ISCR1

Se utilizaron extractos de ADN de las cepas con-
firmadas como resistentes a carbapenemasas para
la amplificacion de dos elementos genéticos moviles
(intl1 e ISCR1) que confieren resistencia a diversas
clases de metales.

La deteccion del gen intll se realizé mediante PCR

en tiempo real (qPCR) utilizando el sistema de detec-
cion SYBR Green.

Mientras que, para el gen ISCR1 se llevé a cabo
una reaccion de PCR convencional, con el objetivo
de confirmar su presencia a través de la amplificacion
del fragmento esperado.
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s intll qPCR:

. gprward: 5-TTTCTGGAAGGCGAGCATCGTTTG-
. ?P){’everse: 5-TGCCGTGATCGAAATCCAGATCCT-
« Producto esperado: 109bp (Okonkwo2023) .

» ISCR1 PCR:

« Forward: 5-ATGGTTTCATGCGGGTT-3’
« Reverse: 5-CTGAGGGTGTGAGCGAG-3’
« Producto esperado: 475bp (Wang2012) .

Las reacciones de qPCR se realizaron mediante la
deteccion con SYBR Green en un sistema de PCR en
tiempo real, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las abundancias relativas de los elementos genéticos
moviles y de los genes de resistencia a metales se
calcularon utilizando el método de comparacion de

ciclos umbral (AAC;) para cada muestra.

7.3.7. Secuenciacion de las muestras positivas para resistencia
a genes carbapenémicos y genes moviles relacionados

con la resistencia a metales intl1 e ISCR1

Los productos de PCR positivos fueron seleccio-
nados para su confirmacién mediante secuenciacion.
Se eligieron nueve muestras que mostraron resisten-
cia a carbapenémicos, especificamente para los genes

blaNDM v blaKPC'. Asimismo, se seleccionaron dos
muestras de cada rio para confirmar la presencia de los
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genes moviles relacionados con resistencia a metales

wmtll e ISCRI.

Las muestras VNMX corresponden al ADN de
VN10 y RCMX al ADN de RC10, ambas con resulta-
dos positivos para intll e ISCR1. La secuenciacion

se realizé mediante el servicio Sanger de Macrogen®
utilizando el gen objetivo descrito en el Cuadro [7.3|.
Se efectud una secuenciacion bidireccional para cada
muestra.

Cuadro 7.3: Clasificacién de las cepas (ERC) seleccionadas para la comprobacién de
genes especificos mediante secuenciacion tipo tag

Caédigo Especie Gen objetivo
VN 10 E. coli NDM

VN 100 E. coli NDM

RCA Klebsiella KPC

RCR Klebsiella KPC

RC10 E. coli KPC
RCR2110 Acinetobacter spp. intll

VN10 E. coly intll

VNMX : VN10 FE. coli ISCR1

RCMX : RC10 Klebsiella ISCR1

7.3.8. Analisis bioinformatico

Se realizo un analisis con la herramienta ResFinder
(CGE, Technical University of Denmark), con el obje-

tivo de confirmar la presencia de genes de resistencia
a antimicrobianos (AMR), especificamente aquellos
genes bla asociados a resistencia a carbapenémicos,
en las cepas previamente identificadas. Se empled un
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umbral de identidad (%ID) del 90 % como criterio
para considerar una coincidencia positiva. Este ana-
lisis permitio identificar con precision los genes de
resistencia presentes en cada muestra.

Complementariamente, se utilizo la base de datos
CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Data-

base) para validar la presencia de los genes de resis-
tencia a carbapenémicos mediante una comparacion

con la base de datos de ResFinder. Se consideraron
nicamente alineaciones con los criterios Perfect hit y

Strict hit, aplicando un filtro de >95% de identidad
y una cobertura de alta calidad en las secuencias. Es
importante senalar que, si bien se identificaron otros
genes de resistencia no relacionados con carbapené-
micos, estos fueron excluidos del presente analisis.

Para el gen ISCRI, se empled la base de datos
[SFinder (Institut Pasteur), especializada en secuen-
cias de elementos genéticos moviles, particularmente
secuencias de insercion (IS). El andlisis se aplicd exclu-
sivamente a la muestra RCMX ISCR1, identificando
alineaciones significativas con la familia ISCR, lo que
colnﬁrmé la presencia de dicho elemento genético moé-
vil.

En cuanto a la notacion utilizada, N.I. (no iden-
tificado) se refiere a casos en los que no se detecto
ninguna coincidencia significativa, mientras que N.A.
(no aplica) se emplea para aquellas muestras en las
que el analisis no era pertinente debido a que el gen
objetivo no correspondia a una secuencia tipo IS. Por
ultimo, para el gen Intll se intenté su confirmacion
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mediante la herramienta IntegronFinder; sin embargo,
no se logré detectar la estructura del integron en las
secuencias analizadas. Por ello, se conservaron tnica-
mente los resultados obtenidos mediante qPCR.



CAPITULO 8

Resultados

8.1. Resultados fenotipicos

8.1.1. Identificacion y distribucion fenotipica de enterobacte-

rias en los rios Contreras y Villalobos

A continuacion, se presentan los resultados del ana-
lisis fenotipico de las muestras recolectadas en el rio
Contreras en cuatro puntos de muestreo, utilizando

el medio cromogénico CHROMagar '™ mSuperCAR-
BA®. Este medio permitié identificar y diferenciar

géneros bacterianos (enterobacterias) en tres niveles
de dilucion: 1:10, 1:100 y 1:1000.

68
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Figura 8.1: Dispersion de géneros bacterianos en el rio Contreras por punto de muestreo
y dilucion

En la Figura 8.1 se observa la distribucion relativa
de cuatro géneros bacterianos: Acinetobacter, Esche-
richia coli, Klebsiella y Pseudomonas, en funcion
de la dilucion y del punto de muestreo (RC-P1 a

RC-P4). Los colores asignados a cada género corres-
ponden a las caracteristicas fenotipicas expresadas
en el medio cromogénico, las cuales estan relaciona-
das con la produccion de diferentes tipos de enzimas
[-lactamasas.

Se determind una mayor abundancia de Pseudo-
monas y Acinetobacter en todos los puntos de mues-
treo, en comparacion con Klebsiella y E. coli, que
se obtuvieron en menor proporcion. Esto sugiere una
variabilidad en la composicion bacteriana del rio se-
otn la ubicacién y la concentracion de las muestras,
indicando diferencias en la contaminacion fecal.
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Figura 8.2: Dispersion de géneros bacterianos en el rio Villalobos por punto de muestreo
y dilucion

En la figura anterior se presenta la variabilidad de
las colonias bacterianas identificadas, correspondien-
tes a los géneros Acinetobacter, Escherichia coli y
Klebsiella, en cuatro puntos de muestreo VN (P1

a P4). Se observa una mayor abundancia total en
la dilucion 1:10 del punto VN P1, donde predomina
Acinetobacter, seguido por Klebsiella y, en menor
proporcion, E. coli.
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Figura 8.3: Distribucién de los géneros bacterianos en los rios Contreras y Villalobos

Se presenta la distribucion del conteo ajustado de
colonias para cada género bacteriano (Acinetobacter,

E. coli, Klebsiella y Pseudomonas) en los rios Con-
treras y Villalobos. Se observa que el rio Villalobos
presenta una mayor variabilidad y valores mas ele-
vados de conteo para Acinetobacter, incluyendo un
valor atipico superior a 120 colonias. En comparacion,
en el rio Contreras los valores se concentran en rangos
mas bajos. Esta diferencia sugiere un mayor indice de
contaminacion en el rio Villalobos.
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8.1.2. Caracterizacién bioquimica de bacterias aisladas de los
rios Contreras y Villalobos mediante API20E y prueba

de oxidasa

En el Cuadro 6.5 se presentan los resultados obteni-
dos para la identificacion bacteriana a partir de cepas
aisladas de los rios Contreras y Villalobos, empleando
la identificacion presuntiva en CHROMagar™ mSu-
perCARBA®, el analisis bioquimico con el sistema

API20E y el software APIWEB™, asi como la prueba
de actividad oxidasa.

Como se esperaba, las cepas clasificadas como E. co-
li v Klebsiella spp. presentaron un resultado negativo
para la prueba de oxidasa. Lo mismo se observo en las
cepas identificadas como Acinetobacter spp., consis-
tente con su perfil bioquimico. En contraste, la cepa
RCP4, presumiblemente correspondiente al género
Pseudomonas, mostré una reaccion positiva, lo cual
es caracteristico de este grupo bacteriano.

En cuanto a la comparacion entre la identificacion
presuntiva en el medio cromogénico y los resultados
del sistema API20E, se determiné una correlacion en
la mayoria de las cepas. No obstante, se observaron
algunas discrepancias. En la cepa VNI10, identifica-
da inicialmente como £. colt en CHROMagar™, el
sistema API20E la clasific6 como Salmonella enteri-
ca subsp. arizonae, con un porcentaje de identidad
del 75 %. Esta asignacion genera poca confiabilidad,
dado que el medio utilizado esta formulado especifi-
camente para aislar enterobacterias productoras de
carbapenemasas, no Salmonella. Este resultado po-
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dria .atribuirse a La ausencia de reactivos .clave 0 a
condiciones suboptimas durante la prueba bioquimica.

De igual forma, para la cepa RCR2110, presumi-
blemente del género Acinetobacter, se obtuvo un
porcentaje de identidad del 52.1 %, indicando baja
confiabilidad en la identificacion. En conclusion, aun-
que existe concordancia general entre el medio cro-
mogénico y la prueba API20E para la mayoria de los
aislamientos, los resultados con porcentajes de iden-
tidad bajos (< 99) sugieren la necesidad de emplear
meétodos mas robustos para su confirmacion, como la
secuenciacion molecular del gen 16S.

Caodigo Especie bacteriana  Especie bacteriana  %ID Prueba oxidasa
sugerida segin  sugerida segun
CHROMagar™ API2OE
mSuperCARBA®
VN 10 E.coli Salmonella  enterica  ssp 75.0% Negativa
arizonae
VN 100 E.coli Escherichia coli | 92.6% Negativa
RCA Klebsiella Klebsiella pneumoniae ssp 81.0% Negativa
ozaenae
RCR Kiebsiella Klebsiella pnenmoniae ssp 96.8% Negativa
priciumoniae
RCI10 E.coli Escherichia coli 1 90.0% Negativa
RCR2110 Acinetobacter spp. Acinetobacter 52.1% Negativa
baumannii/calcoaceticus
RCP2 Acinetobacter spp. Acinetobacter 83.4% Negativa
bauma ‘ealcoaceticus
RCP4 Pseudomonas spp. Pseudomonas 75.0% Positiva

fluorescens/putida

Cuadro 6.5. Comparacién de especies segin CHROMagar" mSuperCARBA® y

API20E, ademaés de la prueba de oxidasa en cepas de ambos rios
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8.2. Resistencia bacteriana en los rios Contreras y

Villalobos a carbapenémicos

8.2.1. Resistencia bacteriana en los rios Contreras y Villalo-

bos evaluada mediante CHROMagar = mSuperCARBA®

y Meropenem®

Posteriormente, se muestran los resultados de la

filtracion de las muestras recolectadas en los rios
Contreras y Villalobos mediante un filtro de mem-

brana de 0.45 pm en placas del medio cromogénico
CHROMagar = mSuperCARBA® suplementadas con
el antibidtico Meropenem® a una concentracién de

4pg/m

el =
e Gonte KPP o peod ™"
gonte-F Cont

Género bacteriano

Figura 8.5: Distribucién del conteo de colonias bacterianas resistentes tras la filtracion
de agua en Meropenem® (4 pg/mL), aisladas en CHROMagar”™ mSuperCARBA® a
partir de muestras del rio Contreras y Villalobos

La figura anterior destaca una mayor abundancia de
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colonias pertenecientes a los géneros Acinetobacter
y Pseudomonas, con medianas de conteo superio-
res a la distribucion de Klebsiella y la ausencia de
Escherichia coli. Acinetobacter mostro una distribu-
cion con valores aproximados entre 20 y 45 colonias,
mientras que el género Pseudomonas presentod una
variabilidad mayor y un valor atipico superior a 100
colonias, indicando la presencia de cepas altamente
resistentes. En comparacion, Klebsiella presentod con-
teos considerablemente menores, cercanos al limite
inferior. Esto permite indicar que los géneros Pseu-
domonas y Acinetobacter son mas frecuentes bajo
presion antibiotica en estos cuerpos de agua urbana
contaminados.

8.2.2. Evaluacion comparativa de la resistencia bacteria-
na a carbapenémicos (Meropenem® e Imipenem +
Cilastatina® y una combinacién de ambos) en cepas

aisladas de los rios Contreras y Villalobos

A partir de los aislamientos bacterianos obtenidos
de los rios Contreras y Villalobos, se realizo un ensayo
de susceptibilidad antimicrobiana utilizando placas de

agar cromogénico CHROMagar mSuperCARBA®
cuadriculadas, con el ObJthVO de evaluar la capaci-
dad de crecimiento de cada cepa en presencia de
carbapenémicos. Las cepas fueron sembradas de for-

ma puntual (spot) sobre tres tipos de placas: una
suplementada con una combinacién de Meropenem®
(2pg/mL) e Imipenem /Cilastatina® (2 pg/mL), alcan-
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zando una concentracion total de 4pg/mlL; v dos pla-
cas individuales conteniendo Meropenem® (4 pg/mL)

e Imipenem /Cilastatina® (2 pg/mL), respectivamen-
te.

/N

Contreras Villa Lobos |

g Crecimiento
g RC3(Ecoll) VN3 (Ecoll) . ;
a Sensible
o
g

RC16 (Pawdonorme) VN2 (Kebelzoto) _

RC12 (Acmebactes) VN12 (M, coll)

RC10 (Acmbelaci) VN0 (Prstzels)

Combinacién  Impienem  Meropenem Combinacién  Imipinenen  Meropenem
Antibidtico

Figura 8.6: Mapa de calor para el perfil de resistencia de aislamientos bacterianos
obtenidos en los rios Contreras y Villalobos con respecto a diferentes antibidticos
carbapenémicos

El mapa de calor describe patrones diferenciales
de resistencia bacteriana frente a los carbapenémicos
evaluados, donde se observa una mayor proporcion de
aislamientos resistentes a la combinacién de ambos
antibioticos en el rio Villalobos, con un total de 35
muestras resistentes, en comparacion con el rio Con-
treras, que presentd 26 cepas resistentes. Asimismo,
en cuanto a géneros bacterianos, se establece que los
que predominan en el rio Villalobos son Escherichia
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colt y Klebsiella, mostrando un crecimiento constante
ante los tres antibidticos. Mientras que, para el rio
Contreras, se determinaron cepas de Acinetobacter
y Pseudomonas que presentaron sensibilidad. Es-
tos hallazgos sugieren la presencia de mecanismos de
resistencia mediados por enzimas (-lactamasas con
actividad frente a multiples carbapenémicos, lo que
induce preocupacion y la necesidad de una vigilancia
continua en cuerpos de agua urbana.

8.3. Extraccion de ADN

Las muestras de los rios Contreras y Villalobos
fueron recolectadas de cuatro puntos diferentes en
el mes de marzo. Dichas muestras fueron evalua-
das mediante el agar cromogénico CHROMagar
mSuperCARBA® suplementado con el antibiético

Meropenem® (4 pg/mL), con el fin de detectar la pre-
sencia de enterobacterias resistentes a carbapenémicos

(ERC).

A partir de los resultados, se seleccionaron ocho
cepas resistentes, de las cuales seis pertenecen a la
microcuenca del rio Contreras y dos al rio Villalobos.
La extraccion de ADN se realizo empleando el método
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (PCI). Poste-
riormente, se cuantific6 la concentracion de ADN y
la pureza utilizando el espectrofotometro UV-Visible

NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific®).
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Table 8.1: Quantification and purity of carbapenem-resistant isolates using Thermo
Scientific”™" NanoDrop'

Sample Concentration (ng/pL) A260/280 A260/230

VN 10 160.8 1.68 1.66
VN 100 95.2 1.76 1.05
RCA 19.8 1.81 1.74
RCR 118.9 1.62 1.97
RC10 30.2 1.74 1.18
RCR2110 199.8 1.68 2.00
RCP2 13.5 1.54 0.97
RCP4 4072 1.95 1.96

Nota: Concentracién y pureza de los extractos de ADN obtenidos de los rios Contreras
y Villalobos, seleccionados como cepas resistentes mediante el resultado en CHROMagar' "
mSuperCARBA®. El radio de pureza A260/280 indica la razén de absorbancia a 260 nm y

280 nm para acidos nucleicos

En el cuadro anterior se describe la concentracion
y la pureza de las muestras resistentes a carbapené-

micos (ERC) procesadas mediante el método PCI.

Se determind que las muestras de ambos rios presen-
tan un radio de pureza para acidos nucleicos dentro

del rango esperado (1.8-2.0) y, asimismo, un indice
A260/230 asociado a contaminantes organicos con
valores cercanos a 2.0. (Kaeppler et al., 2020)

8.4. Deteccion de genes codificantes de carbapene-

masa

La identificacion de genes codificantes de carbape-

nemasas (bla VIM, blaKPC, blaIMP, blaOXA/8-like
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v blaNDM) se evalué mediante PCR multiplex en
cepas previamente seleccionadas como enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (ERC), provenientes de
ambos rios. Se determinoé la presencia de bandas defi-
nidas de aproximadamente ~512 bp, correspondientes
al gen blaNDM, en muestras del rio Villalobos, en
aislamientos previamente identificados como cepas de
Escherichia coli. Es importante mencionar que, en
las muestras R3 a R5 se observaron bandas tenues al-
rededor de ~916 bp, relacionadas con el gen blaKPC.
No obstante, debido a la baja intensidad de las ban-

das, estas muestras fueron enviadas a Macrogen® para
confirmar especificamente la presencia de dicho gen.

Figura 8.7: Deteccion de genes codificantes para carbapenemasas (bla VIM, blaKPC,
blaIMP, blaOXA48-like y blaNDM)

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 0.3 % para la visualizaciéon de productos de
PCR de genes codificantes para carbapenemasas (bla VIM, blaKPC, blaIMP, blaOXA48-
like y blaNDM). En el pozo 1 se coloco la escalera molecular molecular GeneRuler 1kb
ThermoScientific®, seguido en el pozo 2 por el control negativo. En los siguientes pozos
se cargaron las siguientes muestras: pozo 3, la muestra R1 (cédigo RCP2); en el pozo
4, la muestra V1 (c6édigo VN100); en el pozo 5, la muestra V2 (cdédigo VN10); en el
pozo 6, la muestra R2 (c6digo RCR2110); en el pozo 7, la muestra R3 (c6digo RCR);
en el pozo 8, la muestra R4 (cédigo RCA); y en el pozo 9, la muestra R5 (cddigo
RC10). Finalmente, en el pozo 10 se presenta nuevamente la escalera molecular
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8.4.1. Deteccion de genes moviles relacionados con la resis-

tencia a metales pesados ISCR 1

La deteccion de genes moviles asociados a la resis-
tencia a metales pesados se evalud mediante la ampli-
ficacion del gen ISCR1 (Insertion Sequence Common
Region 1) por PCR. De las siete muestras analizadas,
se observaron bandas definidas y de alta intensidad
alrededor de ~475bp. Se confirmé la presencia del
gen en la muestra VNI10 del rio Villalobos, corres-
pondiente a E. coli, y en la muestra RC10 del rio
Contreras, correspondiente a la misma especie.

500pb
400pb

+——— 250pb

+——— 100pb

Figura 8.8: Deteccion de gen MGE ISCR en cepas ERC

Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 0.3 % para la visualizacién de productos de
PCR de genes de carbapenemasas. En el pozo 1 se colocé el control negativo. En los
siguientes pozos se cargaron las siguientes muestras: pozo 2, la muestra A (c6digo
VN10); en el pozo 3, la muestra B (c6digo RCR2110); en el pozo 4, la muestra C
(cédigo RCR); en el pozo 5, la muestra D (cédigo RCA); en el pozo 6, la muestra E
(codigo VN100); en el pozo 7, la muestra F (c6digo RC10); y en el pozo 8, la muestra
G (codigo RCP2)
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8.5. Cuantificaciéon del gen Intl1 relacionado con

metales pesados por medio de qPCR

Para evaluar la presencia del gen integrasa de inte-
gron clase 1 (Intl1) en muestras de los rios Contreras
y Villalobos, se llevo a cabo una reaccion de qPCR
en tiempo real utilizando los cebadores F3 y R3, va-
lidados previamente por Rosewarne et al. (2010) y
recomendados por (Okonkwo et al., 2023) por su
buena especificidad y cobertura. Se consideré como
positiva la deteccion de senales de fluorescencia con
valores de Ct mayores a 30.
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Figura 8.9: Curva de disociaciéon para el gen Intll en las muestras de los rios Contreras
y Villalobos

Nota: Elaboracion propia

Las curvas de amplificacion (Figura 8.9), en compa-
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racion con el control negativo, muestran que siete de
las ocho muestras presentaron valores de Ct dentro del
rango establecido (20-25), lo que indica la presencia
del gen intll. La muestra G (codigo RCP4) se de-
termino como negativa, al no presentar amplificacion
detectable.

La curva de disociacion (Figura 8.9)) evidencié un
inico pico definido en el rango de 8587 °C para todas
las muestras positivas, lo cual confirma la especifici-
dad de la amplificacion y descarta la presencia de
productos inespecificos o contaminacion en el control.

Asimismo, el analisis de abundancia relativa estima-
da mediante el método 27, representado en escala
logaritmica (Figura 8.10), indic6 que las muestras A
(codigo VN100) v E (c6digo VN10) presentaron los
niveles mas altos de expresion del gen ntl1, seguidas
por las muestras B (codigo RCA), F (codigo RC10) y
C (c6digo RCR). En contraste, las muestras D (codigo
RCR2110) y H (codigo RCP2) mostraron niveles mas

bajos, mientras que la muestra G (cédigo RCP4) no
presento amplificacion.

Estos resultados confirman que el gen intll cons-
tituye un biomarcador confiable de contaminacion
ambiental y un indicador del potencial de disemina-
cion de genes de resistencia a antibioticos .
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Figura 8.10: Abundancia relativa del gen Intl! en los rios Contreras y Villalobos

Nota. La abundancia relativa del gen Intll se estimé utilizando el método 27°¢, en
escala logaritmica, considerando como umbral de deteccién un valor de fluorescencia
mayor a 1.5. Esta aproximacién permitié comparar de forma relativa la cantidad del
gen objetivo en las muestras de ADN, asumiendo una eficiencia cercana al 100 % y
condiciones de amplificacion homogéneas. Los valores de Ct fueron tomados directa-
mente del primer ciclo en el que la fluorescencia super6 el umbral establecido

Adicionalmente, se realizaron graficas de violin que
describen como varia la abundancia relativa del gen
Intl1 en funcién de la presencia o ausencia de los genes
blaNDM, blaKPC e ISCR1, previamente identifica-
dos por PCR en las muestras de los rios Contreras y
Villalobos.
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Figura 8.11: Distribucién de la abundancia relativa del gen Intl1 segin la presencia
del gen ISCR1

La figura muestra la distribucién de la abundancia
relativa del gen Intl1 en funcion de la presencia del
gen ISCR1. Se observa que las muestras con presen-
cia de ISCR1 presentan una alta variabilidad, con

valores que oscilan desde niveles bajos (~107) hasta

valores maximos (~107°) de abundancia relativa del
gen Intll. En comparacion, las muestras en las que el
gen ISCR1 esta ausente muestran valores consistente-
mente bajos, sin presencia de valores extremos. Esta
distribuciéon sugiere una posible coocurrencia entre
ambos elementos genéticos maéviles, lo cual coincide
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con estudios previos que describen la participacion
conjunta de ISCR1 e integrones clase 1 en la disemi-
nacion de genes de resistencia a antibidticos a través
de elementos genéticos méviles (MGE). (Gillings et

al., 2015; Toleman & Walsh, 2010)
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Figura 8.12: Distribucién de la abundancia relativa del gen Intll segin la presencia
del gen blaNDM

En las muestras de los rios Contreras y Villalobos se
observa que las positivas para el gen blaNDM tienden
a mostrar niveles mas elevados de Intl1, alcanzando

valores de hasta ~10°. En contraste, las muestras
negativas para blaNDM presentan una mayor disper-

sion, pero dentro de rangos més bajos (~107 a ~1077).
Estos resultados sugieren una posible relacion entre
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ambos genes, dado que se ha documentado que los
integrones de clase 1, asi como las regiones asociadas
a elementos ISCR1, actiian como vehiculos de genes

de resistencia a metales y antibioticos (MRGs) para
la incorporacién de resistencia a genes blaNDM. (Li
et al., 2020; Tavares et al., 2022)
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Figura 8.13: Distribucién de la abundancia relativa del genlntll segin la presencia
del gen blaKPC

La distribucion de la abundancia relativa del gen
Intl1 en funcion de la presencia del gen bla K PC' mues-
tra que las muestras positivas para blaKPC' tienden
a presentar niveles mas altos de Intll, alcanzando

valores de hasta ~107. En contraste, las muestras ne-
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gativas se concentran en valores mas bajos, alrededor

de ~107. Estos resultados respaldan la coexistencia
de integrones de clase 1 y genes blaKPC como vehicu-
los genéticos para la adquisicion y diseminacion de
genes de resistencia a carbapenémicos. (Lima et.al.,
2014)

8.6. Analisis bioinformatico de la secuenciaciéon-tag
de enterobacterias resistentes a carbapenémi-

cos y metales pesados

Para confirmar los resultados de amplificacién por
PCR y gPCR, las cepas clasificadas como entero-
bacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) fueron
enviadas para secuenciacion al laboratorio externo

Macrogene® (Corea del Sur), con el objetivo de con-
firmar la presencia de los genes de interés: blaKPC,
blaNDM, intll e ISCR1. Para el analisis de las se-
cuencias obtenidas, se generaron secuencias consen-
suadas a partir de los archivos .fasta, utilizando
lecturas bidireccionales de cada muestra en el softwa-
re CodonCode Aligner, version 12.0.1, operando en
un entorno Windows 11 Home Single Language, con

un procesador Intel® Core™ i7-11370H @3.30 GHz de
11* generacion y 16 GB de RAM.

La evaluacion de la calidad de las secuencias se
realiz6 mediante el programa FastQC, con el cual se

determinaron los parametros de éxito o advertencia
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de cada muestra. Los resultados se codificaron como
verde (+) cuando el pardmetro fue aprobado, azul
(*) en caso de advertencia, y naranja (-) si no cum-
plié con los estandares establecidos. Cabe senalar que,
dado que no se traté de una secuenciacion de genoma
completo, sino de genes individuales amplificados, los
criterios de calidad e interpretacion se ajustaron en
funcion del contexto experimental. Finalmente, no
se obtuvieron secuencias validas para las siguientes

combinaciones de muestra y gen: RC10 y RCR para
blaKPC, VNMX para ISCR1, y RCP2110 para intl1.

Parimetros de RCA_KPC RCMX_ISCR1 VN10_NDM VN100_NDM VN10G_Intll

Calidad

Estadisticas basicas + + + + e

Calidad de + + + + +

secuencia base

Calidad de = * * * *

secuencia per tile

Puntuacion de

calidad por

secuencia contenido

de base por

secuencia

Contenido de GC + + + + +

por secuencia

Contenido de bases + + + + +

N

Distribucion de + + + + +

longitud de

secuencia

Niveles de * * * * -

duplicacion de
secuencia

Secuencias
sobrerrepresentadas

Contenido de + + + + +
adaptadores

Cuadro 8.14: Calidad de secuencias analizadas de cepas resistentes a carbapenémicos
(ERC) en el rio Contreras y Villalobos mediante fastQC

Los analisis de calidad de las secuencias crudas
corresponden a amplicones generados por PCR de
genes especificos asociados a resistencia bacteriana

(blaKPC, blaNDM, intll e ISCR1). En el cuadro
anterior se observa que todas las muestras cumplieron
con los parametros de calidad en los modulos de
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estadisticas basicas, calidad por base, contenido de
GC, contenido de bases N, distribucién de longitud de
secuencia y contenido de adaptadores, lo que indica
que las secuencias obtenidas presentan una calidad
adecuada para su uso en analisis posteriores.

Respecto a los parametros con advertencias, es im-
portante considerar que las secuencias corresponden
a genes individuales amplificados por PCR, por lo
que los criterios de calidad aplicados deben interpre-
tarse de manera diferenciada en comparacion con la
secuenciacion genomica. En el moédulo de calidad
de secuencia por tile (*) se observaron ligeras
fluctuaciones en la calidad promedio de las lecturas;
no obstante, en el contexto de secuencias cortas y espe-
cificas, estas variaciones no comprometen la utilidad
de los datos (Andrews, 2010). De igual manera, los
niveles de duplicacién de secuencia (*) son comunes
en productos de PCR, dado que todas las secuencias
corresponden al mismo fragmento genético (Goodwin

et al., 2016).

En cuanto a los parametros no aprobados, el médulo
de contenido de bases por secuencia (-) eviden-
ci6 un sesgo en la proporcion de bases en posiciones
especificas, lo que puede atribuirse a la presencia de
cebadores (Zhou et al., 2011). Finalmente, en relacion
con las secuencias sobrerrepresentadas, se determino
que el propio amplicon fue la secuencia dominante,
lo cual es esperable y aceptable en este tipo de ana-
lisis dirigido (target), en el que todas las lecturas
corresponden al mismo fragmento (Tremblay et al.,

2015).
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8.7. Identificaciéon molecular de las enterobacterias
resistentes a carbapenémicos y metales pesa-

dos

Los resultados obtenidos mediante la herramienta
NCBI-BLAST permitieron identificar con mayor pre-
cision las cepas resistentes a carbapenémicos (ERC)
y metales pesados a partir de la base de datos. Es
importante mencionar que el analisis de calidad de las
secuencias crudas, realizado previamente con FastQC,
permitio establecer con confiabilidad el uso apto de
dichos archivos. En el Cuadro . 7 se describe la carac-
terizacion molecular de las cepas aisladas en los rios
Contreras y Villalobos, basada en la region blanco del
gen de interés.

Cepa Descripcién Blast Match Accesion ID Porcentaje de
identidad
RCMZX_ISCR1 Escherichia coli strain Escherichia CP173490.1 99.32%
plasmid p98217-contig 6 coli
VN10RG Intll Escherichia coli strain Escherichia PV023095.1 98.65%
11A20CPO008 plasmid coli
p11A20008_A_NDM
VIN100_NDM Escherichia coli strain Escherichia MF140533.1 90.81%
NSC468 New Delhi coli
metallo-beta-lactamase
(blaNDM) gene
VN10_NDM Escherichia coli strain Escherichia MF140533.1 99.81%
NSC468 New Delhi coli
metallo-beta-lactamase
(blaNDM) gene
RCA KPC Klebsiella pneumoniae Kiebsiella AP025034.1 83.72%
subsp. pneumoniae RTE- pheumoniae
E3DNA subsp.
preumoniae

Cuadro 8.15: Identificacién molecular de las cepas resistentes a carbapenémicos (ERC)
en los rios Contreras y Villalobos

La identificacion se realizoé tomando en cuenta el
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porcentaje de identidad con la secuencia de referencia,
el cual fue superior al 98 % en la mayoria de las cepas,
lo que respalda la confiabilidad de la asignacion taxo-
nomica a nivel de especie. Estos resultados permiten
evaluar la diversidad genética y la composicién mole-
cular de las cepas (ERC), asi como su distribucion en
ambientes acuaticos urbanos de Guatemala. A partir
de la Figura 7.15, se identificé la presencia de Esche-
richia coli en muestras provenientes de ambos rios,
mientras que Klebsiella pneumoniae fue detectada
exclusivamente en el rio Contreras.

En la Figura 7.16 se describen los genes de resisten-
cia a carbapenémicos identificados en cepas analizadas
mediante herramientas bioinformaticas. Los analisis
realizados con la herramienta ResFinder permitieron
confirmar la presencia de genes de resistencia (ARG),
especificamente aquellos relacionados con los carbape-
némicos, destacando el gen blaNDM-5 como el mas
recurrente entre las cepas de ambos rios. Las mues-
tras RCMX ISCRI1, VN10RG Intll, VN100 NDM
y VN10 NDM presentaron identidades superiores al
99.8% con genes blaNDM, lo cual respalda su re-
levancia en la resistencia a -lactamicos de amplio
espectro.

La muestra VN10RG Intll también mostré pre-
sencia de blaTEM-1B; se ha observado que dicha
enzima puede conferir resistencia a ciertos antibioti-
cos, incluyendo algunos carbapenémicos en bacterias
(Yigit et al., 2001). Asimismo, se identificaron otros
genes como blaNDM-20 en dos cepas del rio Villa-
lobos, los cuales estan asociados a la inactivacion de
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carbapenémicos.

Por otro lado, en la muestra RCA  KPC no se logro
identificar genes bla mediante ResFinder, lo que se
atribuye a limitaciones en la cobertura de la secuencia
(Bortolaia et al., 2020). No obstante, presenté un
perfil de resistencia complejo identificado por CARD,
que incluy6 genes como LptD, KpnG, KpnH, marA
y Mdt(), relacionados principalmente con mecanis-
mos de eflujo de antibioticos y de reduccion de la
permeabilidad de membrana, involucrados en la resis-
tencia antibidtica, particularmente a carbapenémicos
(Stefaniak et al., 2024).

Finalmente, el analisis mediante ISFinder permitio
identificar elementos genéticos moviles involucrados
en la diseminacion de genes de resistencia. En la mues-
tra del rio Contreras RCMX ISCR1 se observo una
alineacion significativa con el elemento 1S5Vsa3 de
la familia ISCR, con un puntaje de bits de 58 y un
valor de 1.00E-08, lo que indica una alta confianza
en la asignacion. Esto permite establecer una rela-
cion directa entre el gen blaNDM-5 vy la movilidad
mediada por elementos ISCR, lo que podria facilitar
su diseminacion horizontal en ambientes acuaticos
contaminados (Siguier et al., 2006). Cabe resaltar
que, para el gen Intll se intento su confirmacion me-
diante la herramienta IntegronFinder; sin embargo,
no se logré detectar la estructura del integron en las
secuencias, por lo que se conservan unicamente los
resultados obtenidos a través del gPCR.
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ResFinder RCMXR_ISCR1 VN10RG_Intll VN100_NDM VN10_NDM RCA_KPC
Gen de blaxpas blareseis, blavpaes  blavoues, blaoneze  blaxowes, blaxoaezo N.I
resistencia
% Identidad 100.0% 100.% 0081% 00.81% N.I
CARD
Criterio RGI Perfecto Perfecto Perfecto Perfecto Perfecto Estricto
Término ARO NDM-5 NDM-5, TEM-1 NDM-5, TEM-1 NDM-5, TEM-1 LptD KpnG, KpnH,
beta-lactamasa beta-lactamasa beta-lactamasa marA, MdtQ
Criterios de Modelo homologode  Modelo homologo  Modelo homologe  Modelo homologo Modelo Modelo
deteccion proteina de proteina de proteina de proteina homologo de homologo de
proteina proteina
Mecanismo de Inactivacion del Inactivacion del Inactivacion del Inactivacion del Eflujo de Eflujo de
resistencia antibibtico antibibtico antibibtico antibibtico antibidticos antibidticos,
permeabilidad
reducida a los
antibidticos
% Identidad de 100% 100% 100% 100% 100% 99.74%
la region
coincidente
ISfinder
Secuencias que I5Vsa3 - - - -
producen
alineaciones
significativas
ISFamilia ISCR - - - -
Origen Virbio Salmonicida - - - -
Puntuacion (bits) 58 - - - -
E.value 1.00E% - - - -

Cuadro 8.16: Identificacién molecular de las cepas resistentes a carbapenémicos (ERC)
en el rio Contreras y Villalobos

Nota: Identificacién de genes bla y elementos moviles asociados a metales pesados en
cepas resistentes a carbapenémicos. La notacién N.I. (no identificado) se refiere a los casos
en los que no se detecté ninguna coincidencia significativa, mientras que el simbolo (-) se
utiliza para aquellas muestras en las que el analisis no era pertinente debido a que el gen

objetivo no correspondia a una secuencia tipo IS
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8.8. Determinacion de metales pesados en muestras

de agua de los rios Villalobos y Contreras
mediante ASV

Mediante voltamperometria de redisolucion anddica
(ASV) con el sensor IS-HM1 de PalmSens®, se deter-
minaron las concentraciones de plomo (Pb), cadmio
(Cd) y arsénico (As) en muestras de agua recolecta-
das de los rios Villalobos y Contreras. Los resultados
descritos en el Cuadro . 9 indican que el rio Con-
treras presenté mayores niveles de los tres metales
analizados en comparacion con el rio Villalobos.

Cuadro 8.2: Concentraciones de Pb, Cd y As detectadas mediante voltamperometria
de redisolucién anédica (ASV).

Muestra Plomo (ppb) Cadmio (ppb) Arsénico (ppb)
Rio Villalobos 4.53 N.A. 18.10
Rio Contreras 29.19 1.21 1.62

Nota: Concentraciones de metales pesados en las muestras de ambos rios urbanos

En el cuadro se observa una concentracion de
29.19 ppb de plomo en el rio Contreras, mientras que
en el rio Villalobos el valor fue considerablemente
menor (4.53ppb). En cuanto al arsénico, estuvo

presente en ambos rios, con un valor alto en el
rio Villalobos (18.10ppb) y 1.62ppb para el rio
Contreras. El cadmio fue detectado tinicamente en
el rio Contreras, con una concentracion de 1.21 ppb,
mientras que en el rio Villalobos no se obtuvo una
senal confiable para su cuantificacién. Se generd una
grafica (Figura 7.17) para ilustrar la concentracion
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de cada rio segun el metal analizado.

Rio Villa Mueva

Metal

. Arsénico

Cadmio
_ . o

Rio

Rio Contreras

0 10 20 30
Concentracion (pg/L)

Figura 8.17: Concentracién de metales pesados en los rios Villalobos y Contreras
analizados mediante ASV.
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Discusion

La resistencia a los antibioticos es una de las ame-
nazas mas significativas para la salud publica a nivel
mundial, con consecuencias particularmente graves en
paises de ingresos bajos y medianos como Guatemala,
donde la regulacion del uso de antimicrobianos y las
estrategias de control aun son insuficientes (OMS,
2024). Diversos estudios han senalado que los cuerpos
de agua contaminados por actividades antropogénicas
pueden contener simultaneamente antibioticos y me-
tales pesados, los cuales ejercen presiones selectivas
combinadas que favorecen la coseleccion de genes de
resistencia presentes en plasmidos moviles (Pal et al.,

2017; Squadrone, 2020). Por ello, este estudio tuvo
como objetivo determinar la presencia de bacterias
portadoras de genes de resistencia a carbapenémicos
y metales pesados (blaNDM, blaKPC, blaOXA-/8§-

like, blaIMP, bla VIM, ISCR1 e Intll) en muestras

de agua de las microcuencas de los rios Contreras y Vi-
llalobos, evaluando su posible asociacion con la conta-

96
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minacion por metales pesados y aportando evidencia
sobre los riesgos emergentes para la salud ambiental
y humana en Guatemala.

El medio CHROMagar " mSuperCARBA® permite
la seleccion y diferenciacion de bacterias medlante
compuestos cromogeénicos que reaccionan con enzimas
especificas de los microorganismos. Al escindirse el
sustrato, se libera un cromoforo que adquiere un color
distintivo, lo cual facilita la identificacion fenotipica
por género bacteriano (Aeyal, 2022). En este estudio,
esta tecnologia permitio identificar la distribucion de
bacterias en ambos rios. La Figura 8.3 muestra que el
rio Villalobos presenté mayor variabilidad y mediana
en el conteo de colonias de Acinetobacter ~30, con
un valor atipico superior a 120 colonias, lo que sugiere
un punto de contaminacion extrema. En ambos rios,
los conteos de Escherichia coli fueron bajos, aunque
se observo una dispersion ligeramente mayor en el rio
Contreras. Klebsiella mostré mayor presencia en el
rio Villalobos, mientras que Pseudomonas solo fue
detectada en el rio Contreras, con una mediana de
aproximadamente ~25 colonias.

Como se mencioné anteriormente, el CHROMagar
identifica bacterias mediante la reaccion de enzimas
especificas con sustratos cromogénicos, produciendo
colores distintivos que permiten una identificacion ra-
pida a nivel de género o grupo bacteriano. En cambio,
la prueba API 20E usa veinte pruebas bioquimicas pa-
ra generar un perfil numérico que identifica con mayor
precision especies dentro de la familia Enterobacteria-
ceae y otros grupos. Por ello, las discrepancias entre
ambos métodos son esperadas, ya que CHROMagar
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es rapido y selectivo, mientras que API 20E ofrece
una identificacién més detallada (Samra et al., 1998;
Juang & Morgan, 2001).

La caracterizacion bioquimica mediante API 20E
permitio comparar la identificacion presuntiva del
agar cromogénico con los resultados bioquimicos (Fi-
gura.8.4). Se encontré concordancia en la mayoria de
los aislamientos; sin embargo, se reportaron discrepan-
cias. Esto se observa con la cepa VN10, identificada
inicialmente como Escherichia coli, que fue clasifi-
cada por el sistema API como Salmonella enterica
subsp. arizonae, con una identidad del 75 %, lo cual
genera dudas sobre su confiabilidad debido al diseno
especifico del medio cromogénico para enterobacte-
rias productoras de carbapenemasas. Este resultado
probablemente se debid a errores metodoldgicos, es-
pecialmente a la degradacion del reactivo VP2, por
lo que se recomienda repetir la prueba con reactivos
frescos (O’Hara et al., 1992). De igual forma, la cepa
RCR2110 mostr6 una identidad del 52.1 %, por lo que
se sugiere el uso de métodos mas robustos como la
secuenciacion del gen 16S TRNA o el analisis gendmico
completo (WGS).

Posteriormente, se filtro el agua mediante una mem-
brana y se cultivd en CHROMagar™ mSuperCAR-

BA®suplementado con Meropenem® (4 pg/mL), con
el objetivo de aislar enterobacterias resistentes. Segiin
el CDC, una enterobacteria se considera resistente a

carbapenémicos (CRE) cuando presenta una concen-
tracién minima inhibitoria (MIC) > 4 pg/mL para
al menos un carbapenémico (CDC, 2024). Como se
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observa en la Figura 8.5, los géneros Pseudomonas y
Acinetobacter presentaron una mayor resistencia al
antibiotico, con una mediana mas alta en Pseudomo-
nas ~35 colonias y una mayor variabilidad entre las
muestras, posiblemente asociada a un valor atipico.
La alta frecuencia de estos géneros en las muestras
sugiere que Pseudomonas y Acinetobacter estan
mejor adaptados a sobrevivir en ambientes acuati-
cos contaminados, dado que estas bacterias no solo
poseen mecanismos intrinsecos de resistencia, como
membranas externas menos permeables, produccion
de beta-lactamasa tipo AmpC y sistemas de eflujo
de la familia RND, sino que también presentan una
notable capacidad de persistencia en condiciones am-
bientales adversas (Lupo et al., 2018). Esto incluye
tolerancia a desinfectantes, metales pesados y otros
contaminantes comunmente presentes en aguas re-
siduales urbanas. Ademas, tienen la capacidad de
adquirir y transferir genes de resistencia mediante ele-
mentos maoviles, lo que facilita su predominancia en
nichos donde la presencia de antibidticos u otros fac-

tores de estrés selecciona bacterias multirresistentes
(Durante-Mangoni et al.; 2019).

El ensayo de susceptibilidad, realizado con placas
suplementadas con combinaciones de Meropenem®
e Imipenem /Cilastatina®, mostro que el rio Villalo-
bos presento la mayor proporcion de cepas resistentes
(35), frente al rio Contreras (26) (Figura 8.6). Los
géneros mas frecuentes en Villalobos fueron Escheri-
chia coli y Klebsiella. Segin Cabrera Jérez (2022),
Klebsiella pneumoniae tue la enterobacteria mas co-
mun en el rio Villalobos, representando el 31.57 % de
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los aislamientos. Aunque en ese estudio no se aislo
E. coli, tres anos después se evidencio un crecimiento
constante de esta especie resistente a carbapenémicos,
sugiriendo una adaptacion al entorno. Este compor-
tamiento podria explicarse por la alta carga de aguas
residuales domeésticas, industriales y hospitalarias que
recibe el rio Villalobos (Fuentes Montepeque, 2015) |
considerando que ambas especies forman parte de la
microbiota intestinal y son cominmente excretadas
en aguas negras.

Ademas, E. coli y Klebsiella han sido reportadas
como prevalentes en estudios de resistencia en Guate-
mala y son indicadores clave de contaminacion fecal
en cuerpos de agua dulce (OMS,; 2014). El hallazgo

de E. coli resistente a carbapenémicos es preocupan-
te, ya que estos antibioticos son de ultimo recurso.
Estudios han documentado que esta especie puede
desarrollar resistencia bajo presion selectiva, como en
un caso clinico donde el uso prolongado de imipenem
y meropenem condujo a la aparicion del gen bla K PC-
3 (Hong et al., 2005). Por su parte, K. pneumoniae
es un reservorio ambiental y clinico reconocido de
genes de carbapenemasas como blaKPC, blaNDM
v blaOXA-48-like, debido a su capacidad para ad-
quirir y diseminar estos genes mediante elementos
genéticos moviles como plasmidos e integrones. Es-
ta especie se ha aislado con frecuencia en ambientes
acuaticos contaminados, donde actila como vector
eficiente de resistencia antlblotlca lo que explica su
predomman(na y resistencia frente a carbapenémicos
en el rio Villalobos (Elkady et al., 2024; Schreiber et

al., 2021).
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En contraste, el rio Contreras presenté un com-
portamiento similar al del rio Villalobos en cuanto
a la presencia de bacterias resistentes, aunque con
una predominancia de cepas pertenecientes a los gé-
neros Acinetobacter y Pseudomonas, las cuales, en
su mayoria, fueron sensibles a los antibioticos carba-
penémicos evaluados. No obstante, se evidencio que
los cuatro géneros bacterianos analizados mostraron
algtin grado de resistencia a meropenem e imipenem
en las distintas microcuencas estudiadas. Tal como
se ha reportado en la literatura, las enterobacterias

resistentes pueden diseminarse eficazmente en ambien-
tes acuaticos impactados por descargas hospitalarias,
domésticas e industriales, donde las condiciones favo-
recen la seleccion y transferencia horizontal de genes
de resistencia como blaKPC' y blaNDM, frecuente-
mente asociados a plasmidos conjugativos (Han et al.,
2020; Yasmin et al., 2022). Estos hallazgos confirman
la presencia de mecanismos de resistencia mediados
por enzimas (-lactamasas con actividad frente a multi-
ples carbapenémicos, lo cual representa una amenaza
creciente para la salud publica y subraya la necesidad
de implementar sistemas de vigilancia microbiolégica
permanente en cuerpos de agua urbanos.

Para la evaluacion molecular, se seleccionaron tni-

camente las cepas resistentes aisladas en Meropenem®
del ensayo de susceptibilidad. Se trabajé con ocho
cepas, seis provenientes del rio Contreras y dos del rio
Villalobos. Todas presentaron una calidad adecuada

de ADN; con radios de pureza (260/280) dentro de los
rangos esperados (1.8-2.0), y radios de (230/260) cer-
canos a 2.0, lo que indica ausencia de contaminacion
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por fenoles u otros compuestos organicos. Ademas, se
obtuvieron concentraciones elevadas de ADN, aptas
para analisis posteriores (Kaeppler et al., 2020).

Mediante PCR multiple, se evalué la presencia
de genes codificantes bla VIM, blaKPC, blalMP,
blaOXA48-like v blaNDM. Los resultados revelaron
la presencia de bandas definidas de aproximadamente
~512bp, correspondientes al gen blaNDM, en ais-
lamientos previamente identificados como cepas de
FEscherichia coli (Figura.8.7). La deteccion del gen
blaNDM en cepas de E. coli aisladas de rios urbanos
concuerda con lo reportado en estudios previos, los
cuales han documentado que este gen de resistencia
se ha vuelto cada vez mas prevalente en cuerpos
de agua contaminados. Esta tendencia se atribuye
a la presion selectiva ejercida por la presencia de
antibioticos residuales y metales pesados, factores que
favorecen tanto la persistencia como la diseminacion
horizontal de genes de resistencia entre bacterias

ambientales (Ahmad et al., 2018).

Los analisis realizados mediante voltamperometria
de redisolucion anddica (ASV), utilizando el sensor

[S-HM1 de PalmSens®, permitieron cuantificar las
concentraciones de plomo (Pb), cadmio (Cd) y arsé-
nico (As) en las muestras de agua recolectadas de los
rios Villalobos y Contreras. Los resultados obtenidos
(Cuadro 8.2) revelaron que el rio Contreras presento
una concentracion considerablemente mayor de plo-
mo (29.19 ppb) en comparacion con el rio Villalobos
(4.53 ppb). Asimismo, el cadmio fue detectado exclu-
sivamente en el rio Contreras, con un valor de 1.21
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ppb, mientras que en el rio Villalobos no se obtuvo
una senal confiable. En contraste, el arsénico mostro
una concentracion mas elevada en el rio Villalobos
(18.10 ppb), frente a un valor de 1.62 ppb en el rio
Contreras. Estos hallazgos evidencian la presencia de
metales pesados en ambos cuerpos de agua, aunque
con perfiles diferenciados, lo cual refuerza la hipotesis
de una presion ambiental relevante para la seleccion
de bacterias portadoras de mecanismos de resistencia
a metales y antibioticos.

Considerando este contexto, se procedio a la detec-
cion de elementos genéticos moviles asociados a la
resistencia a metales pesados mediante la amplifica-
cién por PCR del gen ISCR1 (Insertion Sequence
Common Region 1) de las ocho cepas. Este elemento
pertenece a la familia de secuencias tipo [S91 y ha si-
do reconocido por su capacidad de movilizar genes de
resistencia a antibioticos, incluyendo a los codificantes
de carbapenemasas (Rui et al., 2018). Los resulta-
dos del presente estudio confirmaron la presencia de
ISCR1 en dos cepas de Escherichia coli aisladas de
rios urbanos: una procedente del rio Villalobos, con
deteccion simultanea de blaNDM e ISCR1; y otra
del rio Contreras, portadora de blaKPC e ISCR1.
Este hallazgo se atribuye a la expresion y transte-
rencia horizontal de los genes NDM en ISCR1, los
cuales actiian en tandem para vehiculizar blaNDM en
poblaciones bacterianas. La presencia concurrente de
estos genes en una misma cepa sugiere la existencia de
integrones de clase 1 complejos: estructuras genéticas
en las que los integrones se asocian con ISCR1, facili-
tando la transferencia conjunta de genes de resistencia
a antibioticos y metales pesados (Bae et al., 2007).
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Es por esto que se evaluo la presencia del gen intl1,
que codifica la integrasa del integrén de clase 1, me-
diante qPCR. Este analisis confirmé que siete de
ocho cepas aisladas de los rios Villalobos y Contreras
mostraron expresion del gen intll, lo que indica una
distribucién amplia de este integron en ecosistemas
acuaticos (Figura 8.9). Con el objetivo de establecer
una asociacion entre intll y otros elementos genéti-
cos de resistencia, se analizo su abundancia relativa
en funcién de la presencia o ausencia de los genes
blaNDM, blaKPC e ISCR1 previamente identifica-
dos en ambos rios. En la (Figura 8.11) se observa
una mayor abundancia relativa del gen intl! en las
muestras que presentaron el gen ISCRI1. Esto permi-
te establecer que las estructuras correspondientes al
integron de clase 1 estan asociadas con uno o mas
elementos ISCR1, lo que les confiere la capacidad de
capturar y movilizar genes fuera del repertorio tipico
de casetes integrénicos (Rui et al., 2018). Ademas,
se ha documentado que estos integrones complejos,
conformados por la combinaciéon (intl! + ISCR1),
pueden movilizar fragmentos grandes de ADN con
multiples genes de resistencia a alta frecuencia (Rui
et al., 2018). Esta asociacion explica la variabilidad
observada en las muestras positivas para ISCR1, cuya
abundancia relativa del gen intl1 oscildé desde rangos
bajos ( 107) hasta valores maximos ( 107), a dife-
rencia de las muestras sin la presencia de ISCR1, en
donde la abundancia de intll se mantuvo en nive-
les bajos. Esto indica una coocurrencia entre ambos
elementos genéticos maoviles.

Un estudio realizado por Gillings et al. (2015) sefia-
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16 que los integrones de clase 1 actian como agentes
potentes de resistencia. Asimismo, como se mencio-
nod anteriormente, las cepas portadoras de ISCR1
también presentaban el gen blaNDM, lo que permi-
te establecer que la presencia simultanea de intl! e
ISCR1 en bacterias (ERC) funciona como un sistema
genético combinado para la adquisicion y propagacion
de genes de resistencia (Le-Vo et al., 2019.) En el
caso de la presencia del gen blaNDM (Figura. 8.12),

se observo un patron similar al descrito anteriormente,
con niveles elevados de abundancia relativa del gen

intl1, alcanzando valores de hasta 10™. Mientras que
en las muestras en las que el gen blaNDM no fue
detectado la abundancia de intl1 se mantuvo en un
rango mas bajo. Esta correlacion sugiere una fuerte
asociacion entre la presencia de integrones de clase
1 y la propagacion del gen blaNDM. Estudios pre-
vios han senalado que la metalo-betalactamasa tlpo
New Delhi (NDM) se propaga a través de plataformas
genéticas de ensamblaje que incluyen integrones de
clase 1 e ISCR1. Se ha determinado que la presencia
de integrones complejos en plasmidos que contienen
blaNDM puede reducir su coste de aptitud y favorecer
su diseminacion exitosa (Tavares et al., 2022). Incluso
se ha reportado que la adquisicion de estos plasmidos
puede incrementar la tasa de crecimiento bacteriano,
lo cual representa una ventaja adaptativa adicional
para las cepas portadoras.

Este resultado es relevante dado que los cuerpos de
agua urbanos como los rios Contreras y Villalobos son
ecosistemas que actilan como reservorios ambientales
con potencial para la diseminacion de resistencia a
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través de corrientes fluviales contaminadas. Asimismo,

la diseminacion de blaNDM no solo confiere resisten-
cia a carbapenémicos, sino que también promueve la

proliferacion bacteriana incluso en ausencia de presion
antibidtica directa (Ma et al., 2020). De manera simi-
lar, la presencia de ISCR1 facilita la movilizacion de
genes blaNDM-1 hacia estructuras integronicas, ge-
nerando regiones integron-transposon altamente mul-
tidrogorresistentes (Le-Vo et al.; 2019). Por lo tanto,
la deteccion conjunta de blaNDM, intll e ISCR1 en
las muestras de ambos rios permite establecer que las
Enterobacteriaceae resistentes portan integrones de
clase 1 complejos que han capturado y diseminado
NDM, consolidando asi estos cuerpos de agua como
reservorios de resistencia a carbapenémicos.

En las muestras positivas para el gen blaKPC' (Fi-
gura. 8.13), se observé una alta abundancia relativa
del gen intll, lo que indica una posible coocurren-
cia entre ambos elementos genéticos maoviles. Esto
concuerda con estudios previos que describen la par-
ticipacion conjunta de ISCR1 e integrones clase 1 en
la diseminacion de genes de resistencia a antibioticos
a través de elementos genéticos moviles (Gillings et

al., 2015; Toleman & Walsh, 2010). Tomando en

cuenta que, en este estudio, tres cepas fueron positivas
para blaKPC' y también presentaron el gen intli, y
que una de ellas fue positiva para ISCR1, se sugiere
que esta asociacion esta mediada por el gen blaKPC,
dado que suele encontrarse en bacterias portadoras
de integrones de clase 1. Estos integrones facilitan la
captura de casetes génicos de resistencia, asi como
su propagacién horizontal (Lima et al., 2014). Es
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decir, existe un vinculo intl1-blaKPC, en el cual los
genes blaKPC' residen en elementos transposables
como el transposon Tn4401, que puede estar inserta-
do en plasmidos con integrones de clase 1, los cuales

aportan genes accesorios de resistencia (Cuzon et al.,
2010).

En conclusion, la identificacion conjunta de los ge-
nes tntll, blaNDM, blaKPC e ISCR1I en las muestras
de los rios Villalobos y Contreras indica la presencia
de bacterias portadoras de elementos genéticos com-
puestos con un alto potencial para diseminar resisten-
cia en ambientes acuaticos urbanos. Estos resultados
permiten validar que los integrones de clase 1, tradicio-
nalmente asociados a entornos clinicos, también estan
ampliamente distribuidos en ecosistemas impactados
por la actividad humana. La coexistencia de estos
elementos moviles en cuerpos de agua contaminados
establece que acttian como filtros ecologicos, en los que
la presion selectiva ejercida por residuos de antibioti-
cos, metales pesados y otros contaminantes favorece
la persistencia y proliferacion de cepas multirresisten-
tes. Por lo tanto, los integrones de clase 1, junto con
genes como blaNDM, blaKPC e ISCR1, representan
adaptaciones genéticas clave para la adquisicion, mo-
vilizacion y expresion de multiples determinantes de
resistencia en reservorios ambientales.

Los descubrimientos de estas cepas (ERC) con me-
canismos de coseleccion y transferencia conjunta de
genes de resistencia a antibioticos y metales pesados
en ambos rios urbanos representan un hallazgo critico
que acentua el papel de los cuerpos de agua como
reservorios activos de resistencia antimicrobiana. Es
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por esto que, con el objetivo de confirmar los resulta-
dos obtenidos mediante PCR y qPCR, se enviaron a
Macrogene© nueve cepas seleccionadas descritas en el
(Cuadro No. 7.3) para el analisis de secuenciacion tipo

tag bidireccional, con el fin de validar la presencia
de los genes de interés: blaKPC, blaNDM, intll e
ISCR1.

Al analizar los datos de secuenciacion, se observo
que cuatro de las nueve muestras seleccionadas no ob-
tuvieron lecturas validas para los posteriores analisis
bioinformaticos, por lo que se descartaron las siguien-
tes cepas: RC10 y RCR para blaKPC, VNMX para

ISCR1,y RCP2110 para intll. Primero se generaron

secuencias Consensadas con el software CodonCode
Alzgner version 12.0.1. Con estas secuencias se realizo

una evaluacion de calidad de cada muestra mediante
el programa Fast()C, el cual permite obtener esta-

disticas basicas para determinar si los resultados son
apropiados para un analisis posterior (Andrews, 2010).
Se determind que todas las muestras cumplian con
los parametros clave de calidad (estadisticas bésicas,
calidad por base, contenido de GC, bases N, longitud
de secuencia y adaptadores), como se muestra en la
(Figura.8.14). Es importante mencionar que los tinicos
parametros no aprobados fueron el sesgo en el conte-
nido de bases por posicion, atribuible a la presencia
de cebadores, y la deteccion de secuencias sobrerrepre-
sentadas, correspondientes al propio amplicon, lo cual
es comun en enfoques dirigidos (targeted sequencing)

(Tremblay et al., 2015; Zhou et al., 2011).

El analisis de calidad de las secuencias permitio
establecer con confiabilidad el uso apto de los ar-
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chivos para la identificacion molecular de enterobac-
terias resistentes a carbapenémicos y metales pesa-
dos mediante un analisis con la herramienta NCBI-
BLAST. En la (Figura.8.14) se muestra el BLAST
match junto con su porcentaje de identidad. La iden-
tificacion se realiz6 tomando en cuenta el porcen-
taje de identidad con la secuencia de referencia, el
cual fue superior al 98 % en la mayoria de las cepas.
Eistos resultados permiten evaluar la diversidad ge-
nética presente en ambos rios.En el rio Contreras,

dos cepas fueron identificadas: RCMX ISCRI1 co-
mo Fscherichia coli y RCA _KPC como Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae. Mientras tanto,
el rio Villa Lobos presentd tres cepas identificadas
como FEscherichia coli, dos de ellas portadoras del
gen blaNDM identificado como cepas NSC468 New
Delhi metallo-beta-lactamase (blaNDM) y una con
el plasmido p11A20008_A__NDM. El andlisis bio-
informatico para la comparacion y confirmacion de
genes de resistencia a antibidticos, especificamente
aquellos relacionados con los carbapenemlcos se reali-
76 mediante la herramienta ResFinder, comparando
con la base de datos de genes de resistencia (ARGS)
utilizando BLAST (Bortolaia et al., 2020). El ana-

lisis destaco al gen blaNDM-5 como el mas recu-
rrente entre las cepas de ambos rios. Las muestras

RCMX ISCR1, VN1ORG Intll, VN100 NDM vy
VN10 NDM presentaron identidades superiores al

99.8 % con genes blaNDM, lo cual respalda su rele-
vancia en la resistencia a antibioticos B—lactémicos de

amplio espectro.Ademas, la muestra VNIORG Intll
mostro presencia del gen blaTEM-1, una -lactamasa

que ha sido asociada con resistencia a varios antibio-



CAPITULO 9. DISCUSION 110

ticos, incluyendo algunos carbapenémicos en ciertas
cepas bacterianas (Yigit et al., 2001).

Se realizo un analisis bioinformatico para comparar
y confirmar la presencia de genes de resistencia a an-
tibioticos (ARG), en especifico aquellos que confieren
resistencia a los carbapenémicos. Este analisis empled
la herramienta ResFinder y se valido mediante la com-
paracion con la base de datos de genes de resistencia a
antibiéticos utilizando BLAST (Bortolaia et al., 2020).
Asimismo, se empled la base de datos bioinformatica
CARD, que incluye genes de resistencia, sus produc-
tos y fenotipos asociados. En la (Figura.8.16), los
resultados revelaron que el gen blaNDM-5 fue el mas
frecuente identificado en las cepas aisladas de ambos

rios. Las muestras ROCMX ISCR1, VNIORG Intll,
VN100 NDM vy VN10 NDM mostraron una iden-

tidad de secuencia superior al 99.8 % con las variantes
conocidas de blaNDM, lo que confirma una fuerte aso-
ciacion con la resistencia a antibidticos f-lactamicos
de amplio espectro.

Es importante mencionar que la cepa E. coli con
el codigo VNIORG Intll también presenté el gen
blaTEM-1B, una -lactamasa asociada con la resis-
tencia a la penicilina. Aunque el gen blaTFEM-1B no
codifica una carbapenemasa en sentido estricto, su
presencia se ha relacionado con una menor suscep-
tibilidad a los carbapenémicos cuando se coexpresa
con otros mecanismos de resistencia, en particular
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), pérdi-
da de porinas o sobreexpresion de la bomba de flujo
(Haque et al., 2012; Negrete-Gonzdlez et al., 2022).

Esto se atribuye al hecho de que dicha cepa por-
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taba los genes ISCR1 e Intll, elementos genéticos
que conforman integrones de clase 1 complejos. Es-
tos integrones, conectados directamente con ISCRI.
permiten la incorporacion y expresion de genes de
resistencia adicionales (Cheng et al., 2016; Okonkwo
et al., 2023). Por lo que se determina que esta estruc-
tura funciona como una potente unidad de captura y
movilizacion de genes, facilitando la cotransferencia
de blaNDM-5 y blaTEM-1B dentro de un mismo
elemento genético movil. Las secuencias de insercion
(IS) desempenan un papel clave en el ensamblaje de
estos grupos de resistencia multigénicos. Un estudio
realizado en Austria identifico que los segmentos del
gen blaNDM-5 suelen estar flanqueados por copias
de 1526, formando transposones compuestos que fa-
cilitan la transferencia horizontal (Kerschner et al.,

2025).

El gen blaTEM-1 se asocia comunmente a trans-
posones de la familia Th3 o con casetes integronicos,
lo que facilita su insercion en plasmidos que tam-
bién portan genes codificantes de carbapenemasas.
En resumen, la coexistencia de NDM-5 y TEM-1 en
una misma cepa es posible gracias a la presencia de
plasmidos de amplio espectro y a sistemas genéticos
moviles como los integrones complejos de clase 1 aso-
ciados con ISCRI, que vinculan multiples genes de
resistencia en un solo elemento transferible (Cheng
et al.,; 2016). Esto es precisamente lo observado en
la cepa de Escherichia coli portadora del plasmi-
do p11A20008, aislada del rio Villa Lobos, la cual
mostro resistencia a meropenem y contenia los genes

blaNDM, blaTEM-1B, ISCR1 e Intll. En esta cepa,
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el gen blaNDM-5 proporciona la principal actividad
hidrolitica frente a carbapenémicos, confiriendo resis-
tencia a concentraciones elevadas de meropenem (4

pg/mL), mientras que blaTEM-1B aporta resistencia
adicional a [-lactamicas frente a otros antibidticos.

Estudios realizados en aguas residuales comunita-
rias de Asia y Europa han confirmado la deteccion
conjunta de estos genes en cepas de E. colz, lo cual
genera, preocupacion por la posible propagacion de
bacterias multirresistentes a través de sistemas hidri-
cos contaminados (Kerschner et al., 2025; Sattar et

al., 2024). Por lo que la presencia de NDM-5, TEM-1,

ISCR1 e intll juntos en aislamientos de aguas resi-
duales indica el papel de los reservorios ambientales
en la evoluciéon y diseminacion de resistencia a los car-
bapenémicos. De igual manera, se identificaron otros
genes como blaNDM-20 en dos cepas del rio Villa
Lobos, las cuales estan asociadas a la inactivacion de
carbapenémicos.

Por otro lado, la muestra RCA__KPC' identificada
como K. pneumoniae, no se logrd identificar genes
bla mediante la herramienta ResFinder, lo cual se
atribuye a posibles limitaciones en la cobertura de
la secuencia obtenida (Bortolaia et al., 2020). No
obstante, el analisis realizado a través de la base de
datos CARD revel6 un perfil de resistencia complejo,
en el que se identificaron genes como LptD, KpnG,
KpnH, marA y Mdt(). Estos genes estan relacionados
principalmente con mecanismos de eflujo activo de
antibioticos y con la reduccion de la permeabilidad
de la membrana externa, ambos considerados facto-
res contribuyentes en la resistencia antimicrobiana,
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particularmente frente a carbapenémicos.

Lo anterior se atribuye a que estudios han esta-
blecido que marA actiia como un regulador global
que induce la expresion de bomba de eflujo como
AcrAB-TolC v disminuye la porosidad de la membra-
na, reduciendo asi la entrada de carbapenémicos en
bacterias como E. coli y K. pneumoniae. De forma
similar, los genes KpnG' y KpnH codifican compo-
nentes de sistemas de eflujo en Klebsiella pneumo-
niae, los cuales han sido asociados con una menor
susceptibilidad a multiples antibioticos, incluidos los
carbapenémicos (Ramos et al., 2016). Por su parte,
Mdt() forma parte de la familia de transportadores
MFE'S, que facilita la expulsion de compuestos anti-
bacterianos, mientras que LptD, aunque relacionado
principalmente con la biosintesis de lipopolisacaridos,
puede alterar la estructura de la membrana externa v,
en consecuencia, afectar la penetracion de antibioticos
como meropenem e imipenem (Aslam et al., 2020).

Finalmente, el analisis de secuencias mediante la
herramienta ISFinder permitio identificar elementos
genéticos moviles involucrados en la diseminacion de
genes de resistencia. En la muestra RCMX ISCRI.
procedente del rio Contreras, se detecto una alineacion
significativa con el elemento IS Vsa3, perteneciente a
la familia ISCR, con un bit score de 58 y un valor e
de 1.00E-08, lo cual indica una asignacion confiable.
La presencia de ISVsa& en una cepa que también
alberga los genes blaNDM-5, intll e ISCR1 sugiere
la existencia de una arquitectura genética compuesta,
posiblemente un integron complejo de clase 1. Estos
integrones, al asociarse con elementos ISCR como
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ISCR1 o ISVsa8, son capaces de movilizar genes de
resistencia no solo a través de cassettes integronicos
clasicos, sino también mediante mecanismos de trans-
posicion replicativa caracteristicos de las secuencias

[S91-like (He et al., 2021; Siguier et al., 2006; Tole-
man & Walsh, 2010). Este tipo de ensamblajes ha sido
descrito como una unidad genética altamente versatil,
con capacidad de incorporar multiples determinantes
de resistencia en un solo elemento movil. A pesar de
que la herramienta IntegronFinder no logré confirmar
estructuralmente el integron de clase 1 en esta mues-
tra, la presencia confirmada de intll mediante qPCR,
junto con ISCR1 e ISVsa3, respalda la existencia
funcional de un integron complejo capaz de facilitar la

diseminacion horizontal de blaNDM-5 en ambientes
acuaticos contaminados.

A pesar de los hallazgos de alto impacto obtenidos,
este estudio presenta ciertas limitaciones. El muestreo
se llevd a cabo en un unico periodo estacional, lo
que podria no reflejar la variabilidad temporal de la
resistencia bacteriana en los rios Villalobos y Con-
treras. Ademas, la caracterizacion bacteriana y la
deteccion de genes de resistencia se enfocaron en un
conjunto especifico de marcadores (blaNDM, blaKPC,

blaOXA-48-like, blaIMP, blaVIM) y elementos mé-

viles (intl1, ISCR1), por lo que es posible que otros
determinantes relevantes no hayan sido detectados.
Aunque se logro confirmar la presencia y coocurrencia
de genes criticos mediante qPCR y analisis bioinfor-
matico, el enfoque se limité a secuenciacion tipo tag,
lo que restringe la resolucion para caracterizar en pro-
fundidad el perfil genético y los elementos genéticos
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moviles asociados.

Como siguiente paso, se propone fortalecer el anali-
sis bioinformatico mediante secuenciacion de genoma
completo (Whole Genome Sequencing, WGS) de
las cepas ERC previamente identificadas, o incluso la
secuenciacion dirigida de plasmidos en aislamientos
positivos como RCMXR, VN10, RCA vy VN100. Es-
ta estrategia permitira ensamblar con mayor precision
los genes de resistencia, caracterizar la estructura y
tipologia de los plasmidos, y evaluar su potencial de
transferencia horizontal, especialmente en relacion con
integrones complejos y otros MGEs. Estos avances
seran esenciales para comprender de forma integral
los mecanismos de persistencia y diseminacion de
resistencia en entornos acuaticos urbanos, y para sus-
tentar el diseno de estrategias de Vlgllanma y control
ambiental mas efectivas a nivel nacional.
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Conclusiones

1. El presente estudio confirma que los rios urbanos
Villalobos y Contreras actian como reservorios
ambientales activos de bacterias multirresistentes,
particularmente enterobacterias resistentes a car-
bapenémicos (ERC). Se establecié la presencia
de genes de resistencia criticos como blaNDM,
blaKPC, intll e ISCRI1, los cuales se encuen-
tran asociados con integrones de clase 1 complejos
y plasmidos moviles. La coocurrencia de estos
elementos sugiere mecanismos robustos de cose-
leccion y transferencia horizontal, favorecidos por
la presion ambiental ejercida por antibioticos y
metales pesados detectados en estos cuerpos de
agua.

2. Se determina al gen intll como potencial biomar-
cador que presenta alta confiabilidad con respecto
a la contaminacion ambiental en entornos acuati-
cos, asi como un indicador potencial de disemina-
cion de genes de resistencia a antibioticos.
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3. Se evidencio una fuerte asociacion entre los genes
blaNDM e intll, lo que indica que los integro-
nes de clase 1 estan involucrados activamente en
la diseminacion de resistencia a carbapenémicos.
Asimismo, la deteccion de ISCRI1 y elementos
como ISVsad respalda la hipdtesis de que estos
integrones tienen la capacidad de movilizar genes
adicionales fuera del repertorio clasico, aumentan-
do la versatilidad y persistencia de estas bacterias
en ambientes acuaticos contaminados.

4. Estos hallazgos son de alto impacto, y subrayan
la necesidad de establecer sistemas de vigilancia
microbiologica, permanente en cuerpos de agua
urbanos, asi como la implementacion de politicas
de control ambiental y del uso responsable de
antibioticos, con el fin de mitigar el riesgo de
diseminacion de genes de resistencia.

5. Este estudio representa una contribucion clave
para comprender la ecologia de la resistencia a
genes relacionados con carbapenémicos en Gua-
temala, y puede servir de base para el diseno de
futuras estrategias de salud publica y ambiental
en la region.
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Recomendaciones

Primero, se recomienda fortalecer el analisis bio-
informatico de las cepas (ERC) evaluadas mediante
secuenciacién del genoma completo (WGS) de aque-
llas bacterias que, inicialmente, fueron analizadas con
secuenciacion tipo tag. Incluso, se podria enviar a se-
cuenciar unicamente el plasmido de las cepas positivas,

que son RCMXR, VN10, RCA v VNI100.

Esta aproximacion permitiria no solo ensamblar
con mayor precision los genes de resistencia presentes,
sino también caracterizar de forma integral los plasmi-
dos involucrados, incluyendo su estructura, tipologia
y elementos genéticos moviles (MGE) asociados. De
esta forma, se obtendria un panorama mas detallado
y robusto sobre la arquitectura genética de las cepas
resistentes, lo cual es esencial para comprender los
complejos mecanismos de diseminacion de la resisten-
cia y proponer estrategias de control mas eficaces.
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De igual manera, se recomienda notificar los hallaz-
gos al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
(MSPAS) y al Departamento de Epidemiologia, para
que se encarguen de implementar politicas de control
ambiental y del uso responsable de antibioticos, con

el fin de mitigar el riesgo de diseminacion de genes de
resistencia.
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13.1. POE11

POE I: Andihas mucrobolégico de la microcuenca rio Contreras.

Procedimuento Mormado de Operacidn

POLE 1
Andlisis  de Microorganismos
Acuiticos.,

Amilisis microbiolégico de microcuenca ri
Conireras

Pagnas Totales: 7

Autores: Samuel Rios, Maria
Lsabel Girdmy Chrasta Contreras.

1. Proposite

El documento describe el procedimiento para evahiar la presencia v abundanoa de

bacterias coliformes v enterobacterias fecales en la microcuenca del mo Contreras,

identificando especies potencialments patogenas.

2. Aplicacion

Los medios selectivos como el EMB, XLD v el agar verde brillante son esenciales para el
asilamiento & identificacion de bactanias potencialments patopenas an musstras de agua. Usnalments
g2 utilizan para la deteceidn de bacterias fermentadoras de lactosa como Excherichia coli, coliformes
v coliformes facales. Asi como bacterias fermentadoras de xilosa como especies de Solmonalia v

Shigello. (Al-Gheethn ef al., 2019)

3. Referencias
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Propdsite

El documento describe el procedimiento para evaluar la presencia ¥ abundancia de

bacterias coliformes v enterobacterias fecales en la microcuenca del rio Contreras,
identificando especies potencialmente patbgenas.

Aplicaciin
Loz medios selectivos como ¢l EMB, XLD v ¢l agar verde brillante son esenciales para el
asilamiento e identificacion de bacterias potencialmente patdgenas en muestras de agua. Usualmente
se utilizan para la deteccion de bacterias fermentadoras de lactosa come Escherichia coll, coliformes
y coliformes fecales. Asi como bacterias fermentadoras de xilosa como especies de Salmonella v
Shigella. (Al-Gheethi et al., 2019)

3. Referencias

3.1. Rios, S., Hoffens, A., Bianchi, F., Monzon, A.G., Lopez, 1.D. & Barrillas, M. (2023).

Calidad del Agua v Resistencia Microbiana en el Estangue de Colecciones Bioldgicas
UVG: Andlisis de Microorganismos Acudticos

3.2. Al-Gheethi, Adel Al Saeed. Efaq Al Noman, Radin Maya Saphira Radin Mohamed, y

Amir Hashim Mohd Kassim. 2019, “Determination of Pathogens in Greywater™. Pp. 51—
72 en Management of Greywater in Developing Couniries: Alternative Practices,
Treatment and Potential for Reuse and Recveling, editado por B. M. 8. Radin Mohamed,
ALACS Al-Gheeths, y A. H. Mohd Kassim. Cham: Springer International Publishing.

4. Terminologia

4.1. Nimero Mis Probable (NMP): Es un método para estimar la cantidad de bacterias en una

muestra de alimento o agua. (Williams & Busta, 1999)

4.2, Coliformes totales: Bacterias Gram negativas con forma de baston, no formadoras de

esporas ¥ moviles o no moviles que pueden fermentar lactosa con produccion de dcido y
gas cuando se incuban a 35-37°C. (Li & Liu, 2019)

4.3, Medio EMB: El agar eosina-azul de metileno es selectivo para las bacterias gramnegativas

es til para aislar y diferenciar los diversos bacilos gramnegativos y entéricos, coliformes
v coliformes fecales. Las bacterias que fermentan lactosa en el medio forman colonias
coloreadas, mientras que las gue no fermentan lactosa son incoloras. (Lal & Cheeptham,
2007)

4.4, Medio XLD: El agar desoxicolato de xilosa v lisina se emplea para el mislamiento de

salmonelas v shigelas. Mediante el uso del componente inhibidor selective desoxicolato
de sodio v tres sistemas indicadores: xilosa, lactosa y sacarosa combinas con rojo fenol;
clorhidrato de lisina; y tiosulfato de sodio y hierro. (Corry et al., 2003)

5. Documentos asociados

5.1. Rios, S.. Hoffens, A., Bianchi, F., Monzon, A.G., Lopez, 1.D. & Barrillas, M. (2023).

Calidad del Agua v Resistencia Microbiana en el Estangue de Colecciones Biologicas
UVG: Andlisis de Microorganismos Acudticos.

6. Seguridad

Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
6.1.1. Formacion de aerosoles.
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6.1.2.

6.1.3.
6.2,
6.2.1.

6.2.2,
623
6h.2.4
625,

6.2.6.
6.2.7.

6.2.8.
6.2.9.

Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos.
Concentraciones elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para
evitar propagacion de aerosoles.

Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes
de salir del laboratorio.

Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

Limitar el acceso al laboratorio.
Mo fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras v
aerosoles .

Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier
derrame.

Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
Utilizar pipetas mecinicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).
Ser precavide al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11

. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de litex v
proteccion para los ojos o midscaras para el rostro).

1%, Equipo, materiales v reactivos

19.1.
19.1.1

Equipo
. Autoclave

19.1.2. Incubadora

19.1.3. Centrifugadora
19.1.4. Balanza

19.2.

Materiales/ Cristaleria

19.2.1. Tubos de ensayo con campana de Durham
19.2.2. Placas Petri

19.2.3. Bolsas tipo whirpack

19.3.

Reactivos

19.3.1. Chromocult
19.3.2. Medio EMB eosin methylene blue
19.3.3. Medio XLD xvlose lysine deoxyeholare

1934

Medio Lauril Sulfato

1935, Medio de bilis verde brillante

19.3.6
19.3.7
19.3.8

19.4.
19.4.1.

19.5.
19.5.1.

Medio Nutritivo
CHORMagar mSuperCARBA
Agua destilada

Medicamentos
Mo aplica

Material biologico
Bacterias
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POE VI: Deteccion de metales pesados mediante voltamperometria de redisclucion
POE IV

Procedimiento Mormado de Operacion

Prginas Totales: 4
Autores: Gabriela Castillo

Detecciém  de  metales pesados mediante
voltamperometria de redisolucién

1. Propdsito

Establecer un procedinuento estandanzado para la deteccidn v ceantificacidn de metales
pesados, tales como plomo (Ph), cadmio (Cd), zine (Zn) y cobre (Cu), en muestras acuosas
mediante la tecnica electroquimica de voltamperometria de redisolucion anddica (ASV). Esta
método permite una determinacion sensible v especificn de metales traza en matrices
ambientales, con limites da deteccion del orden de loz microgramos por litre (pzd),
contribuvende a la vigilancia de la calidd del agua v al cumplimeento de normativas
ambientales. (Wang, 2006)

2. Aplicaciim
Este procedimiento se aplica en laboratorios de andlisis ambiental, salud poblica v control
de calidad que requeran la determinacion precisa de metales pesados en muestras de agua
potable, aguas residuales, aguas superficiales v subterrdneas. Es especialments il en estudios
de contaminacidn hidrica y evaluscion del impacto de actividades industriales, apricolas v
mineras sobre cusrpos de agua. (Economon, 2005)

3. Referencias
3.1. Eronomou, A (2005). Voltammetric andlisis of trace metals in environmental samples.
Analyiica Chimica Acta, 547(1), 3-17. hitps:/'dod org/ 10,1016/ aca 200502 026
1.2 Wang, I (2006). dnalytical electrachemistry (37 ad ). John Wiley & Sons.

4. Terminologia

4.1, Metales pesados: Elementos metdlicos con densidades superiores a 5 glom?®, que pueden
ger toxicos en bajas concentraciones. Comimmente incluyen Pb, Cd, He, As, Zn, Cu, entra
otros. (Tehounwou et al | 2012)

4.2, Voltamperometria de redisolucibn anddica (ASV): Técmea electroanaliica que combina
una etapa de preconcentracion de metales en un electrodo da trabajo con una etapa de
oxidaciin (redizolucitén) durante la cual se registra una sefal de corriente proporcional a
la concentracion del metal en la muestra. (Wang, 2006)

4.3. Electrodo de trabajo: Electrodo sobre el cual ocurre la acumulacion v posterior oxidacion
de los analitos metalicos. En ASV, susls ser un electrodo de mercurio, bisnouto o carbono
modificado (Honevchurch & Hart, 2003)
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Figura 1. Diagrama de flujo para el anilisis microbiologico de la microcuenca Rio Contreras.
(Rios, Girdn & Contreras; 2024)

Anexo II. Resultados esperados
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Figura 2. Resultados esperados para los ensayos de LSB, BGBB, Chromocult, EMB y XLD.
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13.2. POE II

POE II: Deteceidn de los genes Blagec, Maoxaas-like, bavia, Blape v blanoy por PCR miltiple

POEII
Procedimiento Operativo Estandanzado

Paginas Totales: 5

Autores: Laura Yantuche
Deteccion de los genes blawec, Maoos-like, blavim,
blaae v blaspw por PCR miltiple

L. Propdsito
El documento describe el procedimiento para detectar, por medio de PCR miltiple, la presencia de

los genes blagec, dlaoxass-like, Mavoa, blape ¥ blanom que codifican carbapenemasas asociadas a la resistencia

2 antibidticos en bacterias, especificamente a los carbapenémicos

1. Aplicaciin

La PCR miltiple permite la amplificacion de miltiples genes en la misma reaccidn. En este caso,
permite la identificacibn de bacterias resistentes a antibidticos carbapenémicos presentes en muestras de heces
humanas a través de la amplificacion de los genes que codifican a las enzimas carbapenemasas que
proporcionan esta resistencia. Los genes que permite identificar esta PCR miltiple son blager, Maoxaas-like,

flervin, blapae ¥ blaNDM.

3. Referencias
3.1 Thermo Scientific. (2016). Product Information DreamTag PCR Master Mix (2X).
https:fassets fishersci com/TFS- Assets/ I SGimanuals/ MANGD 12702 DreamTag K1071 UG.pdf

3.2 Servicio Antimicrobianos. (2019). Pratocole de PCR multiple para la deteccidn de los genes blaKPC,
o A-48-1ike.  BalTM, blafMP v bBlaNDM  en  bacilos  gram  negativos.

http:/fantimicrobianos.com.ar 2019/ Tcar=52

4. Terminologia
4.1 ADN: Acido desoxirribonucleico

4.2 blagpe: Gen que codifica a las carbapenemasas de Klebsiella preumoniae
4.3 Maoxaas-like: Gen que codifica a la f-lactamasa hidrolizante de oxacilina 48 y sus variantes

4.4 blavi: Gen que codifica a las metalo-p-lactamasas de Verona codificadas por integron

4.5 blap: Gen que codifica a las imipenemasas
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4.6 blaxow: Gen que codifica las metalo-fi-lactamasas de Nueva Delhi

4.7 PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

5. Documentos asociados
5.1 Thermo Scientific. (2016). Product Information DreamTag PCR Master Mix (2X).
5.2 POE I Extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras de heces humanas

6. Seguridad
6.1 Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio
6.1.1 Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.
6.1.2 Mantener la puerta cerrada mientras se trabaja.
fi.1.3 Limitar el acceso al laboratorio.
6.1.4 Evitar la formacidn de salpicaduras v aerosoles.
6.1.5 Descontaminar superficies de trabajo antes v después de uso, ¥ en caso de cualquier derrame.
fi.1.6 Colocar los desechos del laboratorio en bolsa roja.
6.1.7 Uso de equipo de proteccidn personal (bata de laboratorio, guantes de nitrilo sin polvo).

6.1.8 Realizar el procedimiento dentro de una campana de flujo laminar.

7. Equipo, materiales y reactivos
7.1 Equipo
7.1.1 Micropipetas de 10 y 200 pL
7.1.2 Termociclador
7.1.3 Cimara de electrophoresis
7.1.4 Transiluminador UV

7.2 Materiales/ Cristaleria
7.2.1 Puntas para micropipetas de 10y 200 pL
7.2.2 Tubos para PCE de 0.2 mL

7.2.3 Tubos de microcentrifuga 1.5 mL
7.2.4 Hielo

7.3 Reactivos
7.3.1 DreamTagq™ PCR Master Mix {2X)
7.3.2 Cebadores:
7.3.2.1 VIMF (5-C-3") (10 uM)
7.3 2.2 VIMR (5-ATGAAAGTGCGTGGAGAC-3") (10 M)
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7.3.3 Agarosa

7.3.4 Buffer TBE 1X

7.3.5 DNA Loading Dye 6X
7.3.6 Colorante de ADN

7.4 Material bioldgico

7.4.1 Extracto de ADN

¥ Procedimiento

8.1 Preparar en hielo el master mix en un tubo de 1.5 mL segin la cantidad de reacciones necesarias para

Cuadro 1. Master mix para PCR miltiplex de 15 uL por reaccidn

7.3.8 Agua libre de nucleasas

componente antes de utilizarlo.

7.3.7 Estdndar de peso molecular de ADN 1 kb

7.3.2.3 IMP-UF1 (3-GGYGTTTWTGTTCATACWTCKTTYGA-3") (10 uM)
7.3.24 IMP-URI (3"-GGYARCCAAACCACTASGTTATCT-3") (10 pM)
7.3.2.5 NDM-F (5-AGCACACTTCCTATCTCGAC-3") (10 uM)
7.3.2.6 NDM-R (3-GGCOGTAGTGCTCAGTGTC-3) (10 uM)
T.3.2.7T KPC-F (3-AACAAGGAATATCGTTGATG-3") (10 pM)
7.3.2.8 KPC-R (5-AGATGATTTTCAGAGCCTTA-3") (10 uM)
7.3.2.9 OXA48-F (5-ATGCGTGTATTAGCCTTATCGG-3") (10 uM)
7.3.2.10 OXA4ERZ (5-TGAGCACTTCTTTTGTGATG-3") (10 uh)

un volumen final de 50 pL por reaccidn (Cuadro 1). Mezclar v centrifugar brevemente cada

Reactivo Concentracibn | Concentracidn Volumen
inicial final para 1
reaccitn
(nL)
Dream Tag™ PCR X IX 7.5
Master Mix
Cebador VIMF 10 uM 0.2 pM 0.3
Cebador VIMR 10 uM 0.2 pM 0.3
Cebador NDM-F 10 uM 0.2 uM 0.3
Cebador NDM-R 10 uM 0.2 M 0.3
Cebador OXA4EF 10 uM 0.2 pM 0.3
Cebador OXA4ER 10 uM 0.2 pM 0.3
Cebador KPC-F 10 uM 0.4 pM 0.6
Cebador KPC-R 10 uM 0.4 pM 0.6
Cebador IMP-UF1 10 uM 0.48 0.72

T
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Cebador IMP-UR 1 10 uM 0.48 0.72
pM

Agua libre de nucleasas NA NA 1.56

ADMN muestra NA NA 1.5

%.2 En tbos para PCR de 0.2 mL, para cada muestra agregar 13.5 pL de mdster max y 1.5 uL de ADN.

%.3 Como control negativo dejar un tube con 13.5 pL de master mix sin ADN de muestra.

8.4 Colocar los tubos con las muestras y médster mix en el termociclador v correr el programa para la PCR

miltiple {Cuadro 2).
Cuadro 2. Programa de ciclado para PCR miltiple
Paso Temperatura Tiempo | Repeticiones
Desnaturalizacion 94 °C 5 1
inicial minulos
Amplificacion
94 °C 30
Desnaturalizacion segundos
Annealing 57°C 30 -
segundos 33
Extensidn 72°C 6l
segundos
Extension final 72°C 10 minutos 1
Haold 10°C Indefinido

8.5 Preparar gel de agarosa al 1.5% con buffer TBE 1X y colorante de ADN. Colocarlo en la cimara de

electroforesis con buffer TBE 1X.

H.6 Cargar 3 L de estandar de peso molecular de ADN 1 kb en el gel.

8.7 Mezclar 5 pL de cada producto de PCR con 1 pL de loading dye ¥ cargar en el gel.

8.8 Correr la electroforesis a 100 'V por 30 minutos.

9  Esterilizacion de material

No aplica
10 Céleulos

En donde:

Cileulo 1. Volumen de reactivos segiin el nimero de reacciones

Volumen de reaccion * x = Volumen total para x reacciones

x = nlmero de reacciones requeridas
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11 Control de calidad
11.1 Se esperan productos de amplificacion de 261 pb para blaVIM, 404 pb para HlalMP, 512 pb para
BlaNDM, y 916 pb para blaKPC.
11.2 Para los genes MaONA-48-like se espera una banda de 763 pb para MaOXA-163. Este gen tiene una
delecion de 12 nuecledtidos respecto a BaOXA-48 dentro de la regidn amplificada, Por lo tanto, se
espera un products de amplificacion de 775 pb para el gen MaOXA-48.

11.3 No se debe observar un producte de amplificacion en el control negativeo.

12 Resolucitn de problemas
12.1 En caso de bajo rendimiento o rendimiento nulo de la amplificacion por PCR se puede:

12.1.1 Reducir el volumen de ADN de las muestras o diluirlo antes de agregarlo al mdster mix con el
fin de minimizar el efecto de inhibidores de la amplificacion que pueden resultar del aislamiento
de ADN. Para mejorar los resultados, las muestras se pueden diluir hasta 1: 10,000 dependiendo
de la concentracidn inicial.

12.1.2 Incluir un paso adicional de precipitacion y lavado con etanol antes de la amplificacion para
eliminar inhibidores que se pueden copurificar con el ADN y aumentar la pureza del ADN.

12.1.3 Agregar agentes potenciadores de la PCR como DMS0O o betaina

12.1.4 Agregar estabilizadores generales como BSA al (.16 mg/mL
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POE II: Amplificacion del gen 165 rRNA por PCR

POE 111

Procedimiento Operativo Estandanizado

Paginas Totales: 4

Amplificacion del gen 16s rRNA por PCR
Autores: Laura Yantuche

L. Propasito
El documento describe el procedimiento para la amplificacién del gen 16s por medio de PCR come control
interne de para descartar falsos negativos en la deteceion de genes de carbapenemasas por inhibidores de

amplificacion.

2. Aplicacidn
La amplificacidn por PCR del gen 16s fRNA se utilizard como control interno de amplificacion en extractos
de ADN obtenidos de muestras de heces humanas. Si la amplificacion de este gen es exitosa, se puede suponer

que la extraccion de ADN fue eficiente v no cuenta con inhibidores de amplificacidn.

3. Referencias
3.1 Thermo Scientific. (2016). Product Information DreanTag PCR Master Mix (2X).

https:fiassets. fishersci.com/TFS-Asgets L SG/ manuals/MANDD 12702 DreamTaq K107]1 UG pdf

4. Terminologia
4.1 PCR: Beaccidn en cadena de la polimerasa
4.2 Control interno de amplificacion: Procedimiento para confirmar la presencia de ADN amplificable v
la ausencia de sustancias imhibitorias de amplificacion
4.3 Gen 16s rRNA: Gen que codifica el ARN nbosdmico de subunidad pequefa de los ribosomas en

células procariotas.

5. Documentos asociados

5.1 Thermo Scientific. (2016). Product Information DreamTag PCR Master Mix (2X).
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5.2 POE I: Extraccion de ADNM bacteniano a partir de muestras de heces humanas

6. Seguridad
6.1 Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio
6.1.1 Lavade frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir del
laboratorio.
6.1.2 Mantener la puerta cerrada mientras se trabaja
6.1.3 Limatar el acceso al laboratorio.
6.1.4 Evitar la formacidn de salpicaduras v aerosoles.
6.1.5 Descontaminar superficies de trabajo antes v después de uso, v en caso de cualguier derrame.
6.1.6 Colocar los desechos del laboratorio en bolsa roja.
6.1.7 Uso de equipo de proteccidn personal (bata de laboratorio, guantes de nitrilo sin polvo)

6.1.8 Realizar el procedimiento dentro de una campana de flujo laminar.

7. Equipo, materiales ¥ reactivos
T.1 Equips
7.1.1 Micropipetas de 10y 200 pL
7.1.2 Termociclador
7.1.3 Camara de electrophoresis
7.1.4 Transiluminador UV

T.2 Materiales/ Cristaleria
7.2.1 Puntas para micropipetas de 10y 200 pL
7.2.2 Tubos para PCR de 0.2 mL
7.2.3 Tubos de microcentrifuga 1.5 mL
7.2.4 Hielo

T.3 Reactivos
7.3.1 DreamTaq™ PCR Master Mix
7.3.2 Cebadores:
T7.3.327F (10 pM) 5" -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"

7.3.4 1492 (10 pM): 3"-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3"
7.3.5 Agarosa

7.3.6 Buffer TBE 1X

7.3.7 DNA Loading Dye 6X

7.3.8 Colorante de ADN

7.3.9 Estindar de peso molecular de ADN 1 kb
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7.3.10 Agua libre de nucleasas

7.4 Material bioligico
7.4.1 Extracto de ADN

&  Procedimiento
8.1 Preparar en hielo el mdster mix en un tubo eppendorf de 1.5 mL segin la cantidad de reacciones
necesarias para un volumen final de 15 pL por reaceidn (Cuadro 1). Mezelar y centrifugar

brevemente cada componente antes de utihzarlo.

Cuadro 1. Mister mix para PCR de 15 pL por reacciin

Reactivo Concentracion Concentracion | Volumen
inicial final para
1 reaccion
(nL)
DreamTag™ PCR X IX 1.5
Master Mix
Cebador 271 10 uM I pM 1.5
Cebador 1492¢ 10 uM I pM 1.5
Apua libre de NA NA 1.5
nucleasas
ADN muestra NA NA 3

%.2 En tubos para PCR de 0.2 mL, para cada muestra agregar 12 pL de mister mix y 3 uL de ADN.

£.3 Como control negativo dejar un tubo con 12 pL de master mix sin ADN de muestra.

%.4 Colocar los ubos en el termociclador y correr el programa para PCR (Cuadro ).

8.5 Preparar gel de agarosa al 1.5% con buffer TRE 1X y colorante de ADN. Colocarlo en la chmara de
electroforesis con buffer TBE 1X.

&6 Cargar 3 pL de estindar de peso molecular de ADM 1 kb en el gel.

&.7 Mezclar 5 uL de cada producto de PCR con 1 pL de loading dye y cargar en el gel.

&8 Correr la electroforesis a 100V por 30 minutos.

Cuadro 2. Programa de ciclado para PCR. miluple

Paso Temperatura Tiempo | Repeticiones
Desnaturalizacion 94 °C 3 1
inicial minutos

Amplificacion
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94 °C 45
Desnaturalizacidn segundos
Annealing 37°C 1 minuto 33
Extensidn 72°C 1 min 30 &
Extension final 72°C 10 munutos 1
Hold mnec Indefinido

9  Esterilizacion de material

Mo aplica
10 Cileulos
Cileulo 1. Volumen de reactivos segln el nimero de reacciones
Volumen de reaccion = x = Volumen total para x reacciones
En donde:

x = nimero de reacciones requeridas

1l Control de calidad
11.1 Se espera un producto de amplificacion de ~1400 pb.

11.2 El eontrol negative no debe presentar bandas de amplificacion.

12 Resolucion de problemas
12.1 En caso de bajo rendimiento o rendimiento nulo de la amplificacion por PCR se puede:
12.1.1 Reducir el volumen de ADN de las muestras o diluirlo antes de agregarlo al master mix con el
fin de minimizar el efecto de inhibidores de la amplificacion que pueden resultar del
aislamiento de ADN. Para mejorar los resultados, las muestras se pueden diluir hasta 1:10,000
dependiendo de la concentracion inicial.
12.1.2 Incluir un paso adicional de precipitacidn y lavado con etanol antes de la amplificacion para
eliminar inhibidores que se pueden copurificar con ¢l ADN y aumentar la pureza del ADN.
12.1.3 Agregar agentes potenciadores de la PCR como DMSO o betaina
12.1.4 Agregar estabilizadores generales como BSA al (.16 mg/mL
Anexo I11:

Ejemplos de geles de electroforesis para la deteccion de genes de carbapenemasas
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Figura 3. Ejemplo de geles de electroforesis para la deteccion de genes de carbapenemasas

En este gel se sefiala la deteccidn del gen Mawow en miltiples muestras.

1500 ph

1000 pb OA4E-Hke (763775 ph)

750
e —

500 ph

MG (502 pls)

250 pb

Figura 4. Ejemplo de geles de electroforesis para la deteccion de genes de carbapenemasas
En este gel se sefiala la deteccion del gen blawpw en miltiples muestras, ademds de la deteccion de la
combinaciim de genes blawe ¥ blaoyaas-like
Anexo VI:

Ejemplos de geles de electroforesis para la deteccion del gen 165 rRNA
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Figura 5. Primer gjemplo de geles de electroforesis para la deteccidn del gen 165 rRNA

En este gel se sefiala la deteccion del gen 165 rRNA en miluples muesiras.

155 oM -1

Figura 6. Segundo gjemplo de geles de electroforesis para la deteccion del gen 165 rRMA

En este gel se sefiala la deteccion del gen 165 rRNA en miluples muesiras.
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13.4. POE IV

POE VI: Deteccion de Metales Pesados mediante Voltamperometria de Redisolucion

POE IV

Procedimiento Normado de Operacidn

Piginas Totales: 4

Autores: Gabriela Castllo

Deteccidn  de  Metales Pesados mediante
Voltamperometria de Redisolucion

1. Propdsito

Establecer un procedimiento estandarizado para la deteccion y cuantificacion de metales
pesados, tales como plomo (Ph), cadmio (Cd), zine (£n) v cobre (Cu), en muestras acuosas
mediante la tegnica electroquimica de voltamperometria de rediselucion anddica (ASV). Este
método permite una determinacion sensible y especifica de metales traza en matrices
ambientales, con limites de deteccion del orden de los microgramos por litro {pg/L),
contribuvendo a la vigilancia de la calidd del agua v al cumplimiento de normativas
ambientales. (Wang, 2006)

2. Aplicacion
Este procedimiento se aplica en laboratorios de andlisis ambiental, salud piblica y control
de calidad que requieran la determinacion precisa de metales pesados en muestras de agua
potable, aguas residuales, aguas superficiales y subterrineas. Es especialmente itil en estudios
de contaminacion hidrica v evaluacion del impacto de actividades industriales, agricolas v
mineras sobre cuerpos de agua. (Economou, 2005)

3. Referencias

3.1. Economou, A. (2003). Voltammetric andlisis of trace metals in environmental samples.
Analytica Chimica Acta, 347(1), 3-17. https://dot.org 10.1016/).aca. 2005.02.026

3.2.Wang, 1. (2006). Analytical electrochemistry (3™ ed.). John Wiley & Sons.
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4. Terminologia

4.1, Metales pesados: Elementos metdlicos con densidades superiores a 5 glem’, que pueden
ser thxicos en bajas concentraciones. Cominmente incluyen Pb, Cd, Hg, As, Zn, Cu, entre
otros. (Tchounwou et al., 2012)

4.2, Voltamperometria de redisolucidn anddica (ASV): Técnica electroanalitica gque combina
una etapa de preconcentracion de metales en un electrodo de trabajo con una etapa de
oxidacion (redisolucion) durante la cual se registra una sefial de corriente proporcional a
la concentracidn del metal en la muestra. (Wang. 2006)

4.3, Electrodo de rabajo: Electrodoe sobre el cual ocurre la acumulacion y posterior oxidacion
de los analitos metilicos. En ASV, suele ser un electrodo de mercurio, bismuto o carbono
modificado (Honeychurch & Hart, 2003).

5. Documentos asociados

3.1. Tchounwouw, P B., Yedjou, C. G., Patlolla, A. K., & Sutton, D. L (2012). Heavy metal
toxicity and the environment. £X5, 101, 133-164. htips://dor.org/10.10074978-3-T643-
53404 6

5. 2. Honeychurch, K. C., & Hart, 1. P. (2003). Voltammetric behaviour and trace determination

of lead at a mercury-free screen-printed carbon electrode. Talamta, 60(5), 1037-1046.

hitps://doiore/ 10,101 6/S0039-9 130003 Y01 74-5

5.3, Wang, I. (2006). Analvtical electrochemistry (3™ ed.). John Wiley & Sons.

6. Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.1.1. Formaciin de acrosoles.

6.1.2. Trabajo con pgrandes cantidades o concentraciones de microorganismos.
Concentraciones ¢levadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para
evitar propagacion de aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

6.2, Aplicar pricticas estandarizadas en laboratorio

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes
de salir del laboratorio.

6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.2.3. Limitar el acceso al laboratorno.

6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.2.5. Colocar especial atencidn en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras v
aerosoles .

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso v después de cualquier
derrame.

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos v roedores.

6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de litex y
proteceidn para los ojos o mdscaras para el rostro).
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7. Equipo, materiales v reactivos

T.1. Equipo
7.1.1.Potenciostato
7.1.2 Conector para sensor ¥ electrodos ItalSens 1S-HM
Agitador magnético con barra de agitacidn
Célula electroquimica
Software PSTrace o PStouch

7.2, Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Erlenmeyer de 1000mL

T.3. Reactivos
7.3.1. HCI
7.3.2. Soluciones estandar de metales { Pb, Cu, Cd)
7.3.3. Agua desionizada

7.4, Medicamentos
7.4.1. Antibidticos carbapenemasas

T7.5. Material bioligico
7.5.1. Muestras de agua de la microcuenca Rio Contreras v rio Villalobos

8. Procedimiento
8.1, Preparacion de las muesiras
£.1.1. Acidificacion, se ajusta el pH de la muestra de agua a ~2.5 agregando 33pL de HCl
6M por cada 10mL de muestra. Evitando que los jones metdlicos precipiten como
hidrdxidos.
E.1.1.1. 51 es necesario considerar realizar diluciones de las muestras con altas
concentraciones de metales para que estén dentro del rango de deteccidn

lineal (1-1000pph)

8.2, Preparacion del electrodo
8.2.1. Condicionamiento del electrodo
B2 1.1, Sumergir el electrodo ItalSens IS-HM en una solucion de HCI DmM.
Posteriormente aplicar las siguientes condiciones con el potenciostato:
¢ E de acondicionamiento: -0. 18V durante 30 segundos
*  E de deposicion: -1.1V durante 300 segundos
# E enreposo: -0.2V
#.2.1.2. Enmjuagar ¢l electrodo con agua desionizada asegurindose que no se queden
residuos.
B.3. Activacion de la pelicula de mercurio
#.3.1. Durante el acondicionamiento, se forma una delgada pelicula de mercurio en la

superficie del electrodo, mejorando la sensibilidad v la estabilidad para la deteceidn
de metales.

E.4. Parimetros experimentales para voltamperometria de redisolucion

8.4.1. Paso de deposicion

B4.1LL Agitar suavemente la muestra utihzando el agitador magnétco. Luego ajustar el
potencial de deposicion a -1.15V durante 120 segundos para reducir los 1ones metilicos en la
superficie del electrodo.

£.4.2. Para la fase de equilibrio, detener la agitacidn y dejar reposar la solucién durante 10
segundos. Posteriormente realizar el analisis de redisolucion mediante la voltamperometria de
onda cuadrada (SWV) con los siguientes pardmetros:

161
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E inicio: -1.1V

E final: -0.1V

E paso: 0,005V

Amplitud: 0.025V

Frecuencia: 25Hz

E.4.1. Medir las corrientes de redisolucion para cada metal a medida que se oxiden en el
electrodo.

£.5. Calibracion y adiciones estindar

B.5.1. Preparacion de soluciones estindar de metales (Pb, y Cu) a 3mg/L pro lo que se diluyen
las soluciones madre con agua desionizada y luego se acidifican con HCL

E.5.1.1 Adiciones estindar, se agregd un volumen conocido de solucion estindar de metales
(50ul) a la muestra. Para luego medir la muestra nuevamente v registrar la respuesta de
corriente. Este procedimiento se realizd para tres adiciones con vollimenes crecientes.

.- ® ® ® »

B.6. Andlisis de datos

8.6.1. Se trazd la respuesta de corriente en funeidn de la concentracion de metal agregado. Se
empeld la regresion lineal para calcular la concentracidn de metales en la muestra onginal.

£.6.2. Mediante el procesamiento con software se analizaron las curvas SWV registradas
utilizando el PSTrace. Identificando y cuantificando los picos correspondientes a los diferentes
metales (pico Pb ~-0.55 V, pico de Cu en ~-0.25 V).

£.6.2. Se normalizaron los datos asegurindose que las corrientes de pico estén dentro del rango
lineal, asi como ajustando el tiempo de deposicion si es necesario para evitar la sobresaturacion.

9. Esterilizacion de material
No aplica,

10, Céleulos
Los cilculos se realizan mediante el software PSTrace.
1L Control de calidad
11.1. Verificar con un check list que se llevé al lugar los implementos necesarios
11.2. Entre mediciones enjuagar ¢l electrodo y la célula con HCI 20mM v agua desionizada,

11.3. Después de utihizar ¢l equipo guardar el electrodo seco v repetir el acondicionamiento
antes del proximo uso.

12. Conflict solution policy

12.1. Evite posibles interferencias como surfactantes y aceites en las muestras, va que pueden afectar el
rendimiento del electrodo.

12.2. Diluir las muestras si es necesario para minimizar los efectos de la matriz.

Anexos [V. Ejemplo andlisis completo tipico para metales pesados
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Figura 7. Escaneos analiticos finales para la curva de metales pesados

Rango de medicion LOD tipico para las concentraciones de metales.

Metal LOD (pphb) ~Slope Linear range
(nA/ppb) {ppb)
Cu <1 30 1-1000
Pb <1 115 1-1000
Cd <1 60 1-1000
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13.5. POE V

POE V: Exfraccion de ADN mediante el matodo de PCI, fenel:cloroformozaleaho] izoamilico
POEWV

Procedinuento Mormado de Operacibn

Pagnas Totales: 3

Autores: Gabriala Castillo

Extraccion de ADN mediante el método de PCT,
fenol:cloroformo: alcohol iscamilico

L. Propésito
Extraccion de ADN genémico a partw de muestras ambientales de agua, utbizando el
método fenol:cloroformo-aleohol 1zoamilico (PCT), Este protocolo permite obtenar ADN da
alta pureza y calidad, adecuado para aplicaciones posteriores como PCR, qPCR, clonacién o
secusnciacion, (Sambrook, 2001)

1. Aplicacidn
Este procedimiento s2 aplica en laboratiors de muicrobiologia molecular, biotecnolopia
ambiental ¥ andlisiz de calidad de agua, con el fin de recuperar ADN microbisno presente en
matrices acuosas coino agua potabls, apuas residuales, apuas superficiales o subferrdneas.
Permite observar la diversidad microbiana. vigilancia de patogenos v analisis metagencmicos

en ambientes acuaticos. (Griffiths et al., 2000)

3. Reflerencias
3.1 Griffiths, B 1, Whiteley, & S, O'Donnell, A G, & Bailey, M. 1. (2000). Rapid method
for coextraction of DA and RNA from naneral environments for analysis of ribosomal
DNA- and rRNA-based microbial community composition. Applied and Environmental
Microbiology, 66(12), 5488—5491. hitps-dov.ore 10,1128/ AEM 66.12 54835491 2000
3.2 Sambrook, T, & Russell, D.W. (2001). Molecuwlar cloning: A leboraory manue (3rd ed ).
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

4. Terminologia
4. 1. Fenol:cloroformo:aleohol 1soamibico (PCI): Mezela orpdmca uhlizada para desnaturalizar
v remover proteinas, lipidos v otros contaminantes del ADN. El fenol desnaturaliza
proteinas, el cloroformo meyora la separacion de fases v el alcohol woamilico reduce la
formacion de espuma durante la centrifupacion. (Green & Sambroak, 2017)

5. Documentos asociados
5.1, Green, M. R, & Sambrook, 1. (2017). Phenol-chloraform extraction af DNA. Cold Spring
Harbor Protocols, 2017(4), pdb.prot093385. hitps://dotorg/10.1101/pdb. prot093383
5.2 Ausubel, F. M., Brent, B, Kingston, B E., Moore, D. D, Seidman, T. G, Smith, T A &
Struhl, K. (1999). Currenr prafocols in malacular bialogy. Wiley.
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6. Seguridad
6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:
.1.1. Trabajar en campana de extraccion para evitar 13 exposicion directa a vapores
nocrvos de los solventes organicos wxicos ¥ volibles como el fenol v el cloroformo.
.12, Trabajo con pmandes canfidades o concentraciones de INCTOOITANISMOR.
Concentraciones elevadas se necesita trabajar en campana de flyo laminar para
evitar contanmnacionss.

#.1.3. Exceso de material o personal.

6.2, Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio
6.2 1. Lavado frecusnte de manos, especialmente despugs de quitarse los puantes v antes
de salir del laboratone.
.2 2. pMantener una puerta cermada mientras se trabaja.
6.2.3. Lanutar &l accezo al laboratorio.
6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
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6.2.3. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras
aerosoles.

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uwso v después de cualquier
derrame.

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.
6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succidn oral).
6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex v
proteceidn para los ojos o mascaras para el rostro).

7. Equipo, materiales v reactivos
T.1. Equipo
7.1 1Campana de flujo laminar
7.1.2 Campana de extraccion
T.2. Materiales! Cristaleria
7.2.1. Micropipetas
7.2.2. Punias estériles
7.2.3. Tubos eppendorf 1.5mL estériles
T.3. Reactivos
7.3.1.PCI
7.3.2. Buffer TE
7.3.3. Etanol T0%%
7.3.4. [sopropanol 99%%
7.3.5. RNAse
7.3.6. Proteinasa K
T4. Medicamentos
7.4.1. No aplica

T.5. Material biologico
7.5.1. Muestras de agua de la microcuenca Rio Contreras v rio Villalobos

B. Procedimiento
8.1. Tomar lmL del cultive de bacterias overnight y depositarlos en tubos eppendorf 1.5mL
estéril, posteriiomente centrifugarlo para obtener un pellet.
8.2, Descartar ¢l sobrenadante v recolectar el pellet.
8.3. Afiadir S00uL de Buffer TE, 10 pL RNAse v 1 pL de proteinasa K al pellet
#.4. Mezclar suave por pipeten
8.5, Incubar a 37°C por 30 minutos

8.6, En campana de extraccion, afiadic 300 pL PCI a la resuspensidn v mezclar por vortex 15
segundos

8.7. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos

8.8, Recolectar la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf de 1.5mL estéril

8.9. Agregar un volumen igual a la fase acuosa de isopropanol al 99% frio y mezclar por
inmersion 5 veces

8. 10, Incubar a -20°C por 30 minutos

8.11. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos

8#.12. Descartar el sobrenadante
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8.13. Lavar con 300 pL de etanol al 70%

8.14. Centrifugar a 13,000 rpm por | minuto

#.15. Descartar ¢l etanol v dejar el pellet secar a temperatura ambiente por 30 minutos
8.15. Resuspender el pellet en buffer TE v almacenar a -4°C

9. Esterilizacion de material
Material necesario para llevar a cabo la extraceidn de ADN.

10, Cilculos
11, Control de calidad
11.1. Werificar con un check list que se llevd al lugar los implementos necesarios

12. Conflict solution policy

12.1. Evite posibles interferencias como surfactantes y aceites en las muestras, va que pueden afectar el
rendimiento del electrodo.

12.2. Diluir las muesiras si es necesario para minimizar los efectos de la matriz.



	Agradecimientos
	Índice
	Lista de figuras
	Lista de cuadros
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Justificación
	Marco contextual
	Marco teórico
	Resistencia bacteriana a los antibióticos
	Carbapenemasas
	División de los -lactámicos
	Clasificación de los -lactámicos

	Enterobacterias
	Enterobacterias resistentes a carbapenemasas (ERC)

	Carbapenemasas y genes de resistencia
	Carbapenemasas de clase A
	Clase A -lactamasas
	Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (KPC)
	Metalo–lactamasas (MBL)
	Clasificación y diversidad de las Metalo–lactamasas (MBL)
	Metalo–lactamasas de Nueva Delhi (NDM)
	Metalo–lactamasas de Verona codificadas por integrón (VIM)
	Imipenemasa (IMP)
	Clase D -lactamasas
	Las -lactamasas hidrolizantes de oxacilina 48 (OXA-48-like) y sus variantes

	Resistencia a los antimicrobianos en ríos urbanos
	Bacterias productoras de carbapenemasas recuperadas de ecosistemas fluviales

	Coselección de resistencia a múltiples antibióticos en bacterias patógenas en cuerpos de agua contaminados con metales pesados
	Gen integrón-integrasa de clase 1 (intI1)
	Elemento ISCR1: Región común de la secuencia de inserción

	Cuerpos de agua en Guatemala
	Microcuenca río Contreras
	Río Villalobos

	Guatemala en el contexto de resistencia a carbapenémicos
	Incidencia de infecciones por bacterias productoras de carbapenemasas en Guatemala


	Alcance
	Metodología
	Diseño metodológico
	Diseño, enfoque y tipo de investigación
	Población y muestra
	Población
	Muestra

	Criterios de inclusión y exclusión
	Variables
	Hipótesis

	Metodología
	Recolección de muestras
	Determinación de metales pesados: plomo, cadmio y arsénico
	Detección, identificación y aislamiento de enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) mediante el medio selectivo CHROMagar mSuperCARBA®
	Extracción de ADN de las cepas resistentes a carbapenémicos
	Identificación de genes codificantes de carbapenemasas mediante PCR múltiple
	Análisis de qPCR y PCR para los genes móviles relacionados con la resistencia a metales intl1 e ISCR1
	Secuenciación de las muestras positivas para resistencia a genes carbapenémicos y genes móviles relacionados con la resistencia a metales intl1 e ISCR1
	Análisis bioinformático


	Resultados
	Resultados fenotípicos
	Identificación y distribución fenotípica de enterobacterias en los ríos Contreras y Villalobos
	Caracterización bioquímica de bacterias aisladas de los ríos Contreras y Villalobos mediante API20E y prueba de oxidasa

	Resistencia bacteriana en los ríos Contreras y Villalobos a carbapenémicos
	Resistencia bacteriana en los ríos Contreras y Villalobos evaluada mediante CHROMagar™ mSuperCARBA® y Meropenem®
	Evaluación comparativa de la resistencia bacteriana a carbapenémicos (Meropenem® e Imipenem + Cilastatina® y una combinación de ambos) en cepas aisladas de los ríos Contreras y Villalobos

	Extracción de ADN
	Detección de genes codificantes de carbapenemasa
	Detección de genes móviles relacionados con la resistencia a metales pesados ISCR1

	Cuantificación del gen Intl1 relacionado con metales pesados por medio de qPCR
	Análisis bioinformático de la secuenciación-tag de enterobacterias resistentes a carbapenémicos y metales pesados
	Identificación molecular de las enterobacterias resistentes a carbapenémicos y metales pesados
	Determinación de metales pesados en muestras de agua de los ríos Villalobos y Contreras mediante ASV

	Discusión
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Bibliografía
	Anexos
	POE I
	POE II
	POE III
	POE IV
	POE V


