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RESUMEN
La Resistencia Antimicrobiana (RAM) es un problema de salud publica mundial; la

vigilancia epidemioldgica contribuye con su estudio mediante la “Epidemiologia
basada en aguas residuales”. Este estudio tuvo como obijetivo efectuar el monitoreo
de presencia de Enterobacterales resistentes a antibiéticos productores de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) o carbapenemasas (CRE) y mecanismos
de resistencia respectivos en muestras ambientales de aguas residuales del Partido
de General Pueyrredon. Se realizO recuento y aislamiento presuntivo de
Enterobacterales productores de BLEE o CRE, reacciones Multiplex PCR para
deteccion de genes para BLEE y CRE mas frecuentes en la region y caracterizacion
fenotipica. Las 12 muestras anuales presentaron Enterobacterales resistentes a
antibidticos. Se aislaron y analizaron 397 colonias productoras presuntivas BLEE y
279 CRE. Fueron positivas por PCR: BLEE: 69,92% colonias Escherichia coli
presuntivas, 25,17% colonias grupo KEC presuntivas y CRE: 19,17% colonias E.coli
presuntivas y 9,43% colonias grupo KEC presuntivas. La caracterizacion fendtipica
confirmo las colonias presuntivas como: 94,77% E. coli (blactx-m 98,77%, 1,23%
blaper-2), 34,21% Klebsiella pneumoniae (blactx-v 84,61%, 15,39% blarer-2), 47,83%
E. coli (blanom 90,91%, blakrc 9,09%) y 53,33% K. pneumoniae (blakec 50%, blaoxa-
48 like 37,5%, blanom 12,5%), respectivamente. Interesantemente, se hallaron tres
aislamientos dobles productores, uno con BLEE y dos con CRE. Este estudio
representa el primer reporte publicado en Argentina de RAM en Enterobacterales
proveniente de vigilancia poblacional a partir del Monitoreo Ambiental en Aguas
Residuales, confirmando deteccion de aislamientos productores de BLEE o CRE,
dobles productores y al ambiente como potencial reservorio y medio de

transferencia de genes RAM.
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ABSTRACT

Antimicrobial Resistance (AMR) is a global public health problem, and environmental
surveillance can contribute to its study through “Wastewater Based Epidemiology.”
This study aimed to monitor the presence of Enterobacterales resistant to antibiotics
producing extended-spectrum B-lactamases (ESBL) or carbapenemases (CRE) and
their respective resistance mechanisms in environmental wastewater samples from
the Partido de General Pueyrreddn. Counting and isolation of presumptive ESBL or
CRE-producing Enterobacterales, multiplex PCR reactions to detect the most
frequent genes for ESBL and CRE in the region, and phenotypic characterization
were performed. Antibiotic-resistant Enterobacterales were detected in all samples
(12 monthly samples for a year) presented antibiotic-resistant Enterobacterales. 397
presumptive ESBL and 279 CRE producer colonies were isolated and analyzed.
They were positive by PCR: ESBL: 69.92% presumptive E. coli colonies, 25.17%
presumptive KEC group colonies and CRE: 19.17% presumptive E. coli colonies and
9.43% presumptive KEC group colonies. The phenotypic characterization confirmed
the presumptive colonies as: 94.77% E. coli (blactx-m 98.77%, 1.23% blaper-2),
34.21% K. pneumoniae (blactx-v 84.61%, 15.39% blaper-2), 47.83% E. coli (blanom
90.91%, blakpc 9.09%) and 53.33% K. pneumoniae (blakpc 50%, blaoxa-s iike 37.5%,
blanom 12.5%), respectively. Interestingly, three double-producing isolates were
found, one with ESBL and two with CRE. This study represents the first Argentinian
report of AMR on population surveillance of Enterobacterales from Wastewater-
based environmental monitoring, confirming detection of ESBL or CRE producing
isolates, double producers and the environment as a potential reservoir and AMR

genes transfer medium.
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INTRODUCCION

El uso incorrecto y excesivo de antimicrobianos (ATM) en la salud humana y
animal, ocasioné que la prevalencia de la Resistencia Antimicrobiana (RAM) se

extienda a animales y al ambiente?®.



M Instituto Nacional
Epidemiologia
s‘i “Dr. Juan H. Jara"

—\ ANLIS

Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2026 - “Ano de la Grandeza Argentina”

La RAM es un problema de salud publica a nivel mundial y segun, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), debe ser abordada desde la vision de
“Una Salud”, cubriendo con énfasis el monitoreo ambiental cuantitativo?’.

Segun estimaciones para el afio 2050, las muertes debidas a infecciones
resistentes podrian constituirse en la primera causa de muerte a nivel mundial, si no
se da una respuesta conjunta y sistematica?’. A pesar de esto, los esfuerzos de
lucha contra la RAM se vieron alterados y la resistencia se acelero por la pandemia
de COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2, debido a multiples factores, como
aumento de infecciones por patégenos multirresistentes y mayor uso de
antibiéticos?®.

Las enzimas “B-Lactamasas de Espectro Extendido” (BLEE) vy
carbapenemasas (CRE) pertenecen al principal mecanismo bacteriano de
Resistencia a ATM B-lactamicos?®. Las BLEE estan entre las de mayor relevancia
clinica e incluyen tres tipos principales: TEM, SHV y CTX-M; siendo esta ultima la
de mayor prevalencia y reporte mundial, y responsable de una gran proporcién de
la resistencia a cefalosporinas en Enterobacteriaceae como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae. Las CRE de mayor importancia dentro de esa familia son
las KPC, quienes tienen un alto impacto en la clinica, las metalo-p-lactamasas
(MBL), y algunas de las OXA'’. Las enzimas MBL de mayor importancia clinica
pertenecen a 4 familias: IMP, VIM, NDM y SPM, siendo las tres primeras las de
mayor extension global y prevalencia®?!. En Argentina, las KPC y NDM son las
carbapenemasas con mayor prevalencia halladas en infecciones humanas®*’.

Las tasas de resistencia critica observadas para Argentina en el afio 2023,

en Enterobacterales como E. coli, y K. pneumoniae, fueron de 26.7% y 57.8% para
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cefalosporinas de tercera generacion y de 2.5% y 36.5%para carbapenemes,
respectivamente?*.

El control y disminucion de la RAM, implica conocer los mecanismos de
resistencia y sus vias de diseminacion, definir la carga global y monitorizar el
impacto de las intervenciones mediante datos de vigilancia confiables®!’. La
vigilancia epidemiologica es una herramienta importante para este fin; sin embargo,
para que los datos sean confiables, se requiere un gran numero de muestras tanto
clinicas como provenientes de tamizajes para detectar portadores
asintomaticos®'319, Asi, sabiendo que el ambiente juega un rol importante como
reservorio de RAM y su diseminacion??, la vigilancia ambiental puede contribuir con
su estudio®>!?1527  Existe en este contexto, la “Epidemiologia basada en aguas
residuales”, que constituye una vigilancia de tipo poblacional, surgida como posible
complemento de la vigilancia clinica, ya que con una sola muestra de aguas
residuales (uno de los puntos calientes o hot spots con mayor importancia para la
diseminacion de RAM), que contiene bacterias provenientes de la acumulacion de
orina y heces de miles de individuos, provee informacion sobre la resistencia en la
comunidad resultante de la poblacion conectada a la red cloacal®'31416, Ademas,
se ha demostrado que existe una correlacion entre, las tasas de resistencia en
aguas residuales y las provenientes de aislados clinicos de E. coli, pudiendo
utilizarse este dato para predecir la prevalencia de resistencia clinica®314, en
particular, en regiones en las que no estan disponibles dichos datos?3.
Considerando que contar con datos de vigilancia local y actualizada de la RAM y su
relacion con el ambiente, resulta fundamental para su manejo y control, el objetivo
de este trabajo fue efectuar el monitoreo de presencia de cepas de Enterobacterales

resistentes a antibioticos productores de B-lactamasas de espectro extendido
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(BLEE) o carbapenemasas (CRE), y de los mecanismos de resistencia respectivos
en muestras ambientales de aguas residuales del Partido de General Pueyrreddn
(PGP).

MATERIAL Y METODOS
Muestras de aguas residuales

Las muestras de aguas residuales fueron tomadas en la Estacion
Depuradora de Aguas Residuales - Obras Sanitarias Mar del Plata Sociedad de
Estado (EDAR-OSSE), ubicada en el PGP (provincia de Buenos Aires, Argentina),
gue recibe el aporte cloacal de una poblacion de 659.462 habitantes, cuyo
porcentaje de servido de cloacas corresponde al 95 % del ejido urbano, y aportes
de industrias y hospitales.

Se realizaron 12 muestreos a la entrada de la planta, uno por mes durante
12 meses desde abril del afio 2023 hasta marzo de 2024.
Se realizo el recuento total de colonias de E. coli segun el Standard Methods 22th
ed. ! resultando en una mediana de 3,85 x 108 NMP/ml (rango intercuartilico: 2,28 x
10% a 2,8 x107).

Recuento grupo KEC

Para contar con el dato del recuento inicial del grupo KEC (Klebsiella spp,
Enterobacter spp., y Citrobacter spp.), se realiz6 en medio cromogénico sin el
agregado de los suplementos antibioticos.

Recuento y Aislamiento presuntivo de Enterobacterales productores BLEE o
CRE
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Para la siembra y recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), se utilizd
la metodologia de recuento en placa por plaqueo®®.

Para la identificacion presuntiva de Enterobacterales productoras de BLEE se utilizé
el medio CHROMagar™ ESBL que selecciona cepas resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion y para productoras CRE, medio CHROMagar™
mSuperCARBA™ que permite seleccionar cepas resistentes a carbapenemasas,
segun instrucciones del proveedor. Las colonias de E. coli desarrollaron coloracion
rosa oscuro a rojizo. Para la identificacion de K. pneumoniae se seleccionaron las
colonias del grupo KEC que presentaron color azul metélico a veces con un halo
rojizo. Del total de colonias contabilizadas, se tomaron todas aquellas que se
desarrollaron en forma aislada, resultando un muestreo por disponibilidad.
Deteccidn de genes de resistencia a antibioticos

Se tomaron las colonias seleccionadas, obtenidas previamente y se les realiz6 la
extraccion de ADN por el método de “boiling” o de Holmes y Quigley*'.

Deteccién de los genes de BLEE

Para la deteccion de los genes de resistencia BLEE, blactx-wy blaper-2, se realizé
una reaccion de multiplex PCR, siguiendo lo descrito por el Servicio de
Antimicrobianos del Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (LNR-INEI- ANLIS Malbran)®, adaptandolo para la
deteccion de los genes de BLEE Unicamente.

Deteccidén de los genes de CRE

La deteccion de los genes de resistencia para CRE fue realizada siguiendo el
protocolo de multiplex PCR para la deteccion de los genes blakpc, blaoxa-as-ike
(tamafio de amplicon es de 775pb para blaoxa-ss y 763pb para blaoxa-1e3), blavim,

blave y blanom, €n bacilos gram negativos, propuesto por LNR-INEI- ANLIS Malbran?®.
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Caracterizacién y confirmacién fenotipica de los aislamientos productores de
BLEE y CRE

Se realiz6 la caracterizacion fenotipica de los aislados en los cuales se detecto la
presencia de genes BLEE o CRE, mediante el sistema comercial manual, APl ®20E
BioMérieux segun instrucciones del proveedor. La caracterizacién fenotipica de K.
pneumoniae, se efectuo a partir de colonias del grupo KEC con presencia de genes
BLEE o CRE.

RESULTADOS

Recuento y aislamiento presuntivo de E. coliy grupo KEC

Se realizo el recuento inicial de E. coli presuntivas. Se obtuvieron los siguientes
valores de mediana: E. coli presuntivas productoras BLEE 7,65 x 10 UFC/ml (rango
intercuartilico (RI1):3,4 x 10%a 1,18 x 10%) y 1,83 x 10% UFC/ml (RI: 1,77 x 102a 1,51
x 10%) para productoras CRE.

En cuanto al recuento de colonias del grupo KEC se obtuvo para el recuento inicial
una mediana de 8,1 x 10° UFC/ml (RI: 3,15 x 10° a 1,16 x 10°), para las resistentes
productoras BLEE 5,45 x 103 UFC/ml (RI: 3,15 x 10%a 1,06 x 10%) y 2,38 x 103 (RI:
5,16 x 102 a 4,23 x 10%) para aquellas resistentes productoras CRE.

En total fueron aisladas y analizadas 676 colonias resistentes a antibiéticos (58,73%
colonias productoras BLEE n=397 y 41,27% productoras CRE n=279).

En cuanto a la distribucion estacional de los mecanismos de resistencia estudiados
y detectados, para las colonias de E. coli presuntivas se observa un comportamiento
similar para ambos mecanismos a lo largo de las estaciones, con excepcién al

periodo que abarca desde primavera a verano (figura 1); mientras que para las
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colonias del grupo KEC presuntivo sigue un comportamiento opuesto entre ambos

mecanismos (figura 2).

FIGURA 1. Distribucion Estacional de Mecanismos BLEE y CRE en E. coli

presuntivas. n=200
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FIGURA 2. Distribucion Estacional De Mecanismos BLEE y CRE en grupo KEC

presuntivo. n=49
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Detecciéon por PCR de genes de resistencia a antibidticos de mecanismo de
BLEE y confirmacion fenotipica de los aislamientos productores de BLEE

Se analizaron y procesaron 397 colonias productoras BLEE. Se confirmé la
presencia de un aislamiento doble productor de B-lactamasas de espectro extendido

CTX-My PER dentro de los aislamientos de E. coli presuntivas (tabla 1).
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TABLA 1. Niumero de Genes de resistencia del mecanismo BLEE detectados
por PCR en E. coli presuntivas y grupo KEC presuntivos.

N° de genesy
porcentaje sobre

total de PCR
Enterobacterias Ne° total bla bla
presuntivas PCR CTX-M PER-2
i 165 7
=coll 246 67,07% 2,85%
28 10
Grupo KEC 151 18,54% 6,62%
Totales 397 193 17

48,61% 4,28%

E. coli productoras de BLEE

De las 246 colonias de E. coli presuntivas productoras de BLEE aisladas, resultaron
172 positivas (69,92%) por PCR para los genes buscados blactx-my blaper-2 (tabla
1). De este porcentaje mencionado, 163 colonias (94,77%) fueron confirmadas
como E. coli mediante pruebas bioquimicas, en las cuales se detectaron los genes
blactx-m 98,77% y 1,23% blaper-2 (figura 3).

K. pneumoniae productoras de BLEE

En cuanto a las 151 colonias del grupo KEC productoras de BLEE analizadas por
PCR, resultaron positivas 38 colonias (25,17%) para los genes buscados, blactx-m
y blaper-2 (tabla 1), de las cuales 13 colonias (34,21 %) fueron confirmadas como K.
pneumoniae mediante pruebas bioquimicas. En las mismas se detectaron los genes
blactx-m -M 84,61% y 15,39% blaper-2 (figura 4).
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Deteccidon por PCR de genes de resistencia a antibioticos de mecanismo CRE
y confirmacién fenotipica de los aislamientos productores de CRE

Se analizaron y procesaron 279 colonias productoras CRE (tabla 2).

TABLA 2. NiUmero de Genes de resistencia del mecanismo CRE detectados
por PCR en E.coli presuntivas y grupo KEC presuntivos.

N° de genes y porcentaje sobre total de PCR

Enterobacterias o bl
nteropacterias AOXA-48-
presuntivas PCR b|aKpc e b|av||\/| b|a||\/|p bIaNDM
. 11 12
E.coli 120 9.17% 0 0 0 10%
2
0, 0, 0,
Grupo KEC 159 11 (6,92%) 3(1,89%) 1(0,63%) O L 26%
Totales 279  22(7,86%) 3(1,08%) 1(0,36%) O 14 (5,02%)

E. coli productoras de CRE

De las 120 colonias E. coli presuntivas productoras CRE aisladas, 23 (19,17%)
resultaron positivas por PCR para alguno de los genes buscados (blakec, blaoxa-as-
ike, blaviv, blaive y blanowm) pertenecientes al mecanismo de resistencia CRE. De este
porcentaje mencionado, 11 colonias (47,83%) fueron confirmadas como E. coli
mediante pruebas bioquimicas, en las cuales se detectaron los genes blanpwm
90,91% y blakpc 9,09% (figura 3).

K. pneumoniae productoras de CRE

En cuanto a las 159 colonias del grupo KEC productoras de CRE analizadas por

PCR, resultaron positivas 15 colonias (9,43%) para los genes del mecanismo de
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CRE buscados (blakpc, blaoxa-ss-ike, blaviv, blamp y blanowm); de las cuales 8 colonias
(53,33%) fueron confirmadas como K. pneumoniae mediante pruebas bioquimicas
y fueron detectados los genes blakpc 50%, blaoxa-s-ike 37,5% y blanom12,5% (figura
4) y 2 aislamientos fueron confirmados como dobles productores CRE, portando los

genes blakpc y blaoxa-as-iike.

FIGURA 3. Distribucion total genes de resistencia de mecanismos de BLEE y
CRE estudiados por PCR en colonias de E. coli confirmadas
fenotipicamente. n=174
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FIGURA 4. Distribucion total genes de resistencia de mecanismos de BLEE y
CRE estudiados por PCR en colonias de K. pneumoniae confirmadas. n=21
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DISCUSION

Este estudio representa el primer reporte publicado en Argentina proveniente de
una vigilancia poblacional a partir de datos de resistencia antimicrobiana en
Enterobacterales surgidos del Monitoreo Ambiental en Aguas Residuales. Los
resultados confirman la deteccion mediante el analisis de muestras de aguas
residuales procedentes de la Estacién depuradora de Aguas Residuales local, de
aislamientos productores tanto de
B-lactamasas de espectro extendido como aislamientos productores de
carbapenemasas, incluyendo 3 aislamientos dobles productores, uno de BLEE y 2
de CRE.
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Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados para
Argentina en muestras clinicas para el periodo 2013-2023%4, en el que se observa
para los Enterobacterales estudiados una proporcidn de resistencia para
cefalosporinas de tercera generacion (57,8%) similar a la hallada en este trabajo;
mientras que para carbapenemes se observo una resistencia menor que a nivel
pais.

En cuanto a la comparacion de los resultados hallados en este trabajo con datos
sobre la distribucién de los genes para carbapenemasas en Enterobacterales en
Argentina, se observan resultados similares a los reportados en muestras clinicas
humanas?!, siendo los mas frecuentes blakpc, blaoxa-ss-ike y blanom; mientras que el
gen mas frecuentemente observado dentro de los aislados productores BLEE
estudiados fue blacrx-m lo cual es coincidente con lo reportado para Argentina®.
Considerando la distribucion estacional de los genes de resistencia observados en
este estudio, tanto para mecanismo de resistencia de BLEE como de CRE en E. coli
presuntivas y mecanismo de CRE en grupo KEC muestra un incremento en
abundancia hacia el invierno; mientras que para BLEE, tanto en E. coli presuntivas
como en grupo KEC, se observa un incremento hacia el verano, lo cual podria estar
relacionado con tasas mas altas de prescripciones generales de antibidticos.
CONCLUSIONES

Los hallazgos confirman al ambiente como potencial reservorio y medio de
transferencia de los genes de resistencia, no obstante, es necesario estudiar otros
puntos calientes como aguas residuales hospitalarias y desechos industriales para

conocer su aporte y contribucién a la diseminacion de la RAM.
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Nuestros resultados resaltan la circulacion de Enterobacterales en el ambiente
productoras de enzimas con capacidad de hidrolizar antibiéticos B-lactamicos,
constituyendo un potencial riesgo para la salud publica, animal y ambiental.
Resulta imprescindible continuar investigando tanto con la realizacion de estudios
epidemiolégicos como otros que incluyan a la biologia molecular para conocer los
alcances de esta metodologia como apoyo a la vigilancia clinica.
Interesantemente, los resultados de nuestro estudio muestran diferencias en las
prevalencias de los mecanismos de resistencia a carbapanemes hallados en E. coli
y K. pneumoniae (blanowm, Y blakec y blaoxa-ss-iike, respectivamente), lo cual sugiere
gue seria necesario considerar también a K.pneumoniae ademas de E.coli como
indicadores de resistencia.

Finalmente, la aplicacion de los resultados obtenidos al implementar un sistema de
vigilancia ambiental contribuiria para el disefio de estrategias para el control de la
resistencia en Argentina, posibilitando la emision de alertas tempranas frente a
nuevos mecanismos de resistencia, y el monitoreo de los procesos de tratamiento
de efluentes hospitalarios, del sistema de alcantarillado publico y su impacto en el
ambiente y la Salud Publica. Ademas, contribuiria con la generacion de datos para
la construccion de un Mapa de Riesgo Indicador de RAM que identifique sitios de

riesgo para su diseminacion.
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