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Resumen

Con el objetivo de determinar el estado de sensibilidad/resistencia de la microbiota intestinal de nifios de Llapa —
Cajamarca, 30 aislamientos bacterianos procedentes de heces fueron analizados por métodos microbiolégicos y
moleculares. La sensibilidad a cefuroxima, cefotaxima o ciprofloxacino (3,3 %, cada una) fue la menos frecuente,
y la sensibilidad a ampicilina fue nula. La resistencia a ampicilina (90 %), cefotaxima (80 %) y sulfametoxazol-
trimetropima (77 %) fue la mas frecuente. E. coli fue la especie mas abundante. El gen blaCTX-M fue el méas

frecuente, que se relaciona en parte con los resultados fenotipicos.
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Abstract

To determining the sensitivity/resistance status of the intestinal microbiota of children from Llapa - Cajamarca, 30
bacterial isolates from feces were analyzed by microbiological and molecular methods. Sensitivity to cefuroxime,
cefotaxime or ciprofloxacin (3.3 %, each) was the least common; sensitivity to ampicillin was null. Resistance to
ampicillin (90 %), cefotaxime (80 %) and sulphamethoxazole-trimetropime (77 %) was the most common. E. coli
was the most abundant species. The blaCTX-M gene was the most frequent, which is partly related to the

phenotypic results.
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Introduccion

La resistencia antimicrobiana es un riesgo latente en la salud de las personas, con proyeccion a convertirse en
una de las principales causas de muerte a mediano plazo (O'Neill, 2016). La presencia y expresion de genes de

resistencia a antibiéticos es un mecanismo natural propio de los microorganismos (Perry et al., 2016), pero la
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exposicion a antibiéticos y su mal uso (automedicacion, uso como promotor de crecimiento) generan la seleccion

de bacterias resistentes y el incremento de la resistencia antibiética.

Muchas bacterias son en la actualidad resistentes a mas de un antibiético, y algunas presentan resistencia a
diferentes clases de antibidticos. Estos niveles de resistencia se presentan también en la microbiota intestinal de
personas adultas sanas y de recién nacidos (Sina et al., 2022). De este modo, la microbiota intestinal normal,
cuyos beneficios abarcan aspectos gastrointestinales, inmunoldgicos e, incluso, neuroldgico, se torna en un riesgo,

al convertirse en un reservorio de genes de resistencia (Aira et al., 2019).

Muchas investigaciones han sido realizadas con el objetivo de caracterizar o monitorear el estado de la resistencia
antibidtica en bacterias causantes de infecciones. Este tipo de estudios en la microbiota intestinal han sido menos
frecuentes, particularmente en el Peru y Cajamarca. Sin embargo, las técnicas moleculares, metagendmicas y de
estudio de genomas completos permiten estudiar el microbioma asociado a la resistencia antimicrobiana, por
ejemplo, en nifios (Bag et al., 2019; Zhang et al., 2011; Gallacher et al., 2023; Gosalbes et al., 2016).

Luego de haber caracterizado perfiles de resistencia en enterobacterias patdgenas asociadas a pacientes con
infecciones en Cajamarca, nuestro grupo de investigacion busca en este nuevo estudio caracterizar estos perfiles
de resistencia en bacterias aisladas de heces de nifios y nifias sin infeccion bacteriana aparente, como una

aproximacion a la microbiota intestinal normal.

Materiales y métodos

Muestras de heces y aislamientos bacterianos

Las muestras de heces fueron obtenidas en el estudio y control de infecciones intestinales en el centro de salud
de Llapa, San Miguel - Cajamarca. Una porcion pequefia de cada muestra fue enviada en caldo BHI con 20 % de
glicerol bajo cadena de frio al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca. Diluciones
en caldo BHI fueron inoculadas en placas con agar MacConkey, agar EMB y/o agar XLD, por el método de estriado.
Las placas fueron incubadas a 37 °C, de 18 a 24 horas. Subcultivos diferentes fueron preservados por separado
en agar TSA. La coloracién Gram se aplicé para verificar la pureza del cultivo. Pruebas de identificacion fueron
aplicadas con medios de diferenciacién bioquimica (TSI, LIA, MIO, Citrato de Simmons, agar urea y SIM). Prueba
de catalasa y citocromo-oxidasa fueron también aplicadas. Con el programa ABIS Online se determind el género
ylo especie de Enterobacteria aislada. Los cultivos puros identificados fueron crio-preservados en caldo BHI con
glicerol al 20 % a -86°C.
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Evaluacion de sensibilidad a los antimicrobianos

Pruebas de antibiograma fueron aplicadas a los aislamientos, con un pool de discos antimicrobianos, segun la
especie bacteriana y el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), que rige los puntos de corte y el tipo de
antimicrobianos a emplear. El procedimiento descrito por el Instituto Nacional de Salud del Peru fue utilizado, por
lo que se considero aislamiento resistente a aquellos que presentaron sensibilidad disminuida a los betalactamicos,
segun los puntos de corte del CLSI. Los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de los discos con
los diferentes antimicrobianos, en agar Mueller Hinton fueron medidos con vernier y comparados con los puntos

de corte descritos por el CLSI.

Identificacion molecular de las betalactamasas

Quince aislamientos de enterobacterias que presentaron resistencia a alguno de lo antimicrobianos fueron
seleccionados al azar, para para identificar el gen del tipo de betalactamasa presente mediante la técnica de PCR.
La extraccion de ADN de cada bacteria fue realizada por shock térmico. Los iniciadores de PCR fueron: a) blaTEM,
5-ATAAAATTCTTGAAGACGAAA-3, 5-GACAGTTACCAATGCTTAATC-3 (Weill et al., 2004); b) blaSHV, 5
ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3', 5-GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG-3' (Galvan et al., 2016), y c) blaCTX-M, 5'-
CGATGTGCAGTACCAGTAA-3, (R) 5-TTAGTGACCAGAATCAGCGG-3' (Aleem et al., 2021), con tamafios de
amplicon de 1080 pb, 865 pb y 585 pb, respectivamente. Las condiciones de amplificacion fueron las descritas
para la enzima KOD Hot DNAPolymerase, segun proveedor. La electroforesis se realizd a 100 V por 45 minutos
en gel de agarosa 1 % con SybrSafe. Los productos de amplificacién fueron visualizados con un transiluminador
de luz UV.

Andlisis estadistico de los datos

El programa JASP (https://jasp-stats.org/) fue utilizado para el andlisis de datos; en la preparacién de tablas y
graficos también se utilizé el programa Excel de Office. Las frecuencias de resistencia por tipo de antimicrobiano
y segun la presencia de los genes, por especie bacteriana o segln el sexo y grupo etario de los nifios, fueron
comparadas aplicando la prueba no paramétrica chi cuadrado. La significancia estadistica fue considerada con un

nivel de confianza del 95 % y un p-valor de 0,05.
Resultados y discusion
Un total de 30 muestras de heces de infantes fueron utilizadas en el presente estudio. El 30 % de los infantes

procedian del caserio Llapa; el resto, de otros 11 caserios del distrito. La edad de los infantes estuvo comprendida

entre 0y 11 afios; 16 fueron nifias (53,3 %) y 14 fueron nifios (46,7 %).
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Las enterobacterias aisladas (n=30) a partir de las muestras de heces fueron de siete especies diferentes, segin
sus caracteristicas bioquimicas (Figura 1). EI 70 % (n=21) de los aislamientos fueron E. coli. Esta bacteria es una
de las especies de establecimiento temprano en la microbiota intestinal de recién nacidos; no es la mas abundante
(Sina et al., 2022), pero es bastante comun aislarla en muestras de heces. Como comensal, genera beneficios a
sus hospederos, tanto humanos como en otros animales, sin embargo, puede incluir representantes menos

beneficiosos y patégenos (Ramos et al., 2020).
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Figura 16. Especies de enterobacterias en muestras de heces de nifios de Llapa, San Miguel-Cajamarca

Las especies Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae y Rahnella inusitata estuvieron representadas por dos
aislamientos (6,7 %) cada una, y el resto de especies solo por uno. Con K. pneumoniae y R. inusitata encontramos
dos condiciones contrarias; la primera especie es altamente conocida, es habitante comun de la cavidad oral, y
también una de las bacterias clinicamente mas relevantes (Wang et al., 2020); por el contrario R. inusitata es una
especie poco conocida y no hay registro de su presencia en la microbiota humana. Por otro lado, H. alvei, es una
bacteria comun en el tracto, pero considerada también como patégeno oportunista; se le ha encontrado con
frecuencia en heces de nifios con diarrea y se le ha asociado a cuadro infecciosos (Ramos-Vivas, 2020), por lo

que su presencia en las muestras de los nifios en Llapa es intrigante.

Caracterizacion fenotipica

Los antibidticos con los que se detecté sensibilidad en mayor frecuencia fueron cefoxitina (90 %),
amoxicilinat+sulbactam (86,7 %) y amoxicilina+acido clavulanico (66,77 %), fosfomicina (93,3 %), cloranfenicol
(83,3 %), tetraciclina (70,0 %) y azitromicina (66,7 %) (Tabla 1). Por el contrario, la sensibilidad a cefuroxima,
cefotaxima o ciprofloxacino (3,3 %, cada una) fue la menos frecuente, y la sensibilidad a ampicilina fue nula. Los
antibiéticos contra los que se detectd resistencia en mayor proporcién fueron ampicilina, cefotaxima y
sulfametoxasol-trimetroprima, con frecuencias de 90 %, 80 %y 76,7 %, respectivamente. Tales proporciones son
semejantes a lo reportado por Gonzales-Rodriguez y colaboradores (Gonzales-Rodriguez et al., 2023), en

muestras de heces de lactantes en Piura — Peru.
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Existen microorganismos resistentes en alimentos de origen animal (Rajaei et al., 2021) y vegetal (Olake et al.,
2024), en el agua de rio y lagunas (Crettels et al., 2023) y en el suelo, tanto urbano como rural (Osbiston et al.,
2020), y mas aun si es fertilizado con estiércol (Udikovic-Kolic et al., 2014). Los infantes cuyas muestras fueron
procesadas en el presente estudio habitan en zonas rurales de Cajamarca (Tabla 1), cuyas actividades diarias
incluyen el cultivo de plantas y crianza de animales, incluso en la misma vivienda; ademas, no cuentan con
sistemas de agua y alcantarillado adecuados, y por ende hacen uso de los cuerpos de agua disponibles. El

escenario descrito podria incluir las causas de la alta resistencia antibiotica observada.

Los betalactdmicos son los antibiéticos més consumidos a nivel mundial (WHO, 2018). La inevitable presion de
seleccion que significa el uso de antibiéticos por prescripcion médica es aumentada por el consumo inapropiado
de antibidticos. Ecker y colaboradores (Ecker et al., 2016) sefialan que 13 % de la venta de antibiéticos para
administrar en nifios menores de cinco afios ocurre sin receta médica en zonas periurbanas de Lima-Per(, siendo
los mas comprados amoxicilina y sulfametoxazol/trimetropima. Tal frecuencia puede ser mayor en la sierra del
pais (Rojas-Adrianzén et al., 2016). La automedicacion también es una practica comun también en Cajamarca
(Llanos et al., 2001). Por tanto, el consumo de antibi6ticos para tratar infecciones basada en la automedicacion es

también una probable causa de la resistencia antibi6tica encontrada.

Los antibiéticos contra los que se encontrd resistencia en menor frecuencia fueron cefepime, amoxicilina-
sulbactam y los amiglucdsidos gentamicina y amikacina, con 3,3 % cada uno, seguidos de cefoxitina, amoxicilina-
clavulanato, cloranfenicol y colistina, con 6,7 % cada uno (Tabla 1). En cierto modo, este patrén de sensibilidad
podria ser semejante al de bacterias patdégenas en la zona, por lo que es necesario establecer adecuadamente
los tratamientos antibidticos teniendo en cuenta esta informacion para tratar de evitar la disminucién de la

sensibilidad a estos antibidticos.

Tabla 1. Perfil de sensibilidad antimicrobiana en bacterias de la microbiota intestinal de nifios del distrito de Llapa
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AMP= ampicilina, FOX= cefoxitina, CXM= cefuroxima, CAZ= ceftazidima, CRO= ceftriaxona, CTX= cefotaxima, FEP= cefepime, ATM=
aztreonam, IMP= imipenem, AMC= amoxicilina+clavulanato, SAM= amoxicilina+sulbactam.

SXT= sulfametoxazol-trimetropima, CIP= ciprofloxacina, NA= acido nalidixico, GN=gentamicina, AK= amikacina, C= cloramfenicol, FOS=
fosfomicina, TE= tetraciclina, AZM= azitromicina, CT= colistina.

Ninguno de los aislamientos de las siete especies identificadas fue sensible a ampicilina (Figura 2). Por otro lado,

todas las especies (pero no todos los aislamientos) presentaron sensibilidad a cefoxitina, amoxicilina+sulbactam
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y amoxicilina+clavulanato. Respecto a los no betalactamicos, al menos un aislamiento bacteriano presento

sensibilidad a alguno de los 10 antibiéticos; la sensibilidad a ciprofloxacino fue la menos frecuente.

Debido a su abundancia en las muestras, el patron de sensibilidad/resistencia de E. coli representa en gran medida
el patron general de la microbiota evaluada (Figura 2). Esta especie fue sensible con mayor frecuencia a los
betalactamicos cefoxitina (66,7 %) y amoxicilina+sulbactam (63,3 %), y a fosfomicina (70,0 %) y cloranfenicol (63,3
%). No fueron detectados aislamientos de E. coli sensibles a ampicilina, cefuroxima, cefotaxima, cefepime ni a
ciprofloxacino. Respecto a la resistencia (Figura 3), E. coli fue resistente mas frecuentemente a ampicilina (95,2
%), cefotaxima (85,7 %) y sulfametoxazol+trimetropima (76,2 %). E. coli no mostrd resistencia contra

amoxicilina+sulbactam, fosfomicina ni colistina.

Respecto a la sensibilidad/resistencia de E. coli, Li et al. (Li et al., 2021) sefialan que la magnitud del resistoma de
la microbiota del infante se correlaciona con E. coli debido a su abundancia. Al igual que en el presente estudio,
Bag et al. (2019) encontraron resistencia a cefotaxime y cefepime en la microbiota intestinal de personas adultas
sanas, aunque en especies anaerobias (P. copriy F. prausnitzii). Los resultados son preocupantes debido al papel
de E. colien la transferencia horizontal de genes (Ramos et al., 2020; Moore et al., 2013) y al hecho de que algunos

de estos antibidticos son prescritos cuando el paciente no responde al tratamiento antibiético inicial.
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Figura 17. Patron de sensibilidad antimicrobiana en bacterias aisladas de la microbiota intestinal de nifios del
distrito de Llapa, respecto a antibioticos BL (a) y NBL (b). Los nombres de los antibiéticos se encuentran en la

descripcion de la Tabla 1
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Analisis genotipico de la resistencia bacteriana

Quince aislamientos fueron seleccionados al azar para verificar la presencia o ausencia de tres genes de
betalactamasas: bla™M, blac™My blaHV. Las especies incluidas en el analisis genotipico fueron E. coli, con 12
aislamientos, y H. alvei, P. vulgaris y S. flexneri, con 1 aislamiento cada una (Anexo1). El gen bla®™M fue el mas

frecuente, con 80 %, seguido de bla™, con 33,3 % (Tabla 2).

Amp 95.2
Ctx 85.7
Caz 38.1

SXT ] 76.2

Te ] 381

Azm T 286
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Nar T 238
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Cn T 48

Cct 0.0

Fos 0.0

Figura 18. Patron de resistencia a antibiéticos BL (a) y NBL (b) en E. coli aislada de la microbiota intestinal de

nifios de Llapa. Los nombres de los antibidticos se encuentran en la descripcion de la Tabla 1

Este porcentaje es sorprendentemente alto, considerando un origen no infeccioso de las muestras; incluso es
mucho mas alto que el detectado en un trabajo previo realizado con muestras de origen hospitalario (blac™M
frecuencia= 26,7 %). Sin embargo, Llontop y colaboradores (Llontop & Hilario, 2021) reportaron que en muestras
clinicas de unidades de cuidados intensivos en hospitales de Cajamarca bla®™*y los otros dos genes presentaban
frecuencias de alrededor de 90 %. Aunque existen diferencias en las frecuencias de estos genes entre poblaciones
humanas diferentes, con patrones dificiles de establecer, blac™M puede ser uno de los genes codificantes de
BLEE mas frecuentes en enterobacterias asociadas a infecciones (Rossolini et al., 2008). Su alta frecuencia podria

asociarse con la ausencia de sensibilidad de E. coli a cefotaxima y otros betalactamicos.

El genotipo mas comun fue -/+/-, para bla™M, blaC™My blaSHV, respectivamente, con una frecuencia de 40 %; en
E. coli, el 50 % de los aislamientos present6 este genotipo. Debido al bajo nimero de muestras analizadas, no se

pudo establecer estadisticamente relaciones entre genotipos y fenotipos.
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Tabla 1. Genotipo basado en genes de resistencia a antibioticos BL en la microbiota intestinal de nifios de Llapa

Bacteria blaTEM blaCTx-M blashv
E. coli + +
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli +
E. coli - - +
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
H. alvei +
P. vulgaris
S. flexneri - + +
% 33,3 80,0 13,3
% en E. coli 33,3 83,3 8,3

+ + + + +

I T i

Conclusiones

En la microbiota aislada a partir de heces de nifios del distrito de Llapa — Cajamarca es frecuente encontrar
bacterias resistentes a antibiéticos, posiblemente debido a condiciones ambientales y al consumo de antibiéticos.
La sensibilidad a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y al ciprofloxacino fue poco frecuente, y la
sensibilidad a ampicilina fue nula. Especificamente, la frecuencia de resistencia a ampicilina, cefotaxima y
sulfametoxazol-trimetropima fue la mas alta. Los patrones de resistencia antibiética en la microbiota estudiada son
modulados por la condicion de sensibilidad/resistencia de E. coli. La alta frecuencia del gen blac™M concuerda,
en parte, con los resultados fenotipicos de resistencia a betalactamicos. La resistencia antimicrobiana no solo esta

asociada a bacterias causantes de infecciones, sino que ahora es parte de la microbiota desde temprana edad.
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