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RESUMEN.

La resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (C3G), y a carbapenémicos
mediada por [(-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y, por carbapenemasas
respectivamente, constituye un creciente problema a nivel mundial, por ser mecanismos
de resistencia de prioridad critica, presentes principalmente, aunque no exclusivamente
en Enterobacterales. La resistencia a tales antibacterianos se ha estudiado
tradicionalmente durante décadas, desde una perspectiva antropocéntrica. Sin embargo,
las evidencias mas recientes indican que la fauna doméstica y silvestre, la flora, asi como
otros sustratos naturales, también se han perjudicado por dicho problema, por lo cual, se
ha incentivado su estudio desde el enfoque “One health”.

Las plantas de tratamiento de aguas servidas (PTAS) constituyen importantes
reservorios de multiples contaminantes, en las cuales se han pesquisado por varios
autores a nivel internacional, bacterias resistentes productoras de BLEE vy
carbapenemasas, asi como genes codificantes para tales enzimas, directamente en
muestras de aguas servidas (AS) y de lodos. No obstante, en Chile existen escasos
reportes sobre resistencia a antibiéticos en AS, por lo que el objetivo de esta tesis fue;
evaluar diferencias en las cargas de Enterobacterales resistentes a C3G ylo
carbapenémicos y en la carga de genes que codifican BLEE y/o carbapenemasas, por
accion del tratamiento de las AS del Gran Concepcion.

Se obtuvieron 8 muestras de AS, (4 de afluente (AF) y 4 de efluente (EF)), entre Enero y
Julio de 2022, las que se sembraron en agar R2A, MacConkey (MCC), MacConkey
suplementado con ceftriaxona (MCC+C) y MacConkey suplementado con meropenem
(MCC+M), empleando diluciones seriadas para estimar recuentos bacterianos. Se
aislaron un total de 205 Bacilos Gram negativos (BGN), de los cuales 50 correspondieron
a Enterobacterales (48 de AF y 2 EF). A estos ultimos, se les determino la susceptibilidad
a diferentes antibioticos mediante antibiograma, la deteccion fenotipica y genotipica de
BLEE y carbapenemasas. Ademas, directamente desde las mismas muestras de AF y

EF, se llevd a cabo deteccion genotipica de dichas enzimas.
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Los recuentos bacterianos se redujeron significativamente en todas las muestras de AF
en comparacion a las de EF, y en todos los medios de cultivo empleados, sobre todo, los
recuentos totales, que disminuyeron entre 5 a 6 logaritmos. De los Enterobacterales
aislados, las especies mas frecuentes fueron E. coli (16/50), K. pneumoniae complex
(12/50), y K. oxytoca complex (6/50). En las cepas de Enterobacterales obtenidos de AF
(48/50), 7 cepas demostraron indices MAR > 0,5, de las cuales; dos destacaron por
poseer MAR de 0,81 y 0,75, presentando resistencia a 13 y 12 antibidticos de 16
probados. Otras tres presentaron un MAR de 0,63, (resistentes a 10/16 antibacterianos).
Mientras que las dos restantes poseyeron un MAR de 0,56 (resistentes a 10/16

antibacterianos). Ademas, 8 cepas presentaron perfiles MDR.

En la deteccion fenotipica de BLEE se obtuvo positividad en 23/48 cepas de AF y 1/2
cepas de EF, mientras que 3/48 de AF resultaron positivas para deteccion fenotipica de
carbapenemasas. En relacion con los genes codificantes de BLEE, estos se detectaron
en 23/48 cepas de AF y en 1/2 de EF, siendo blacTtx-m-1-ike €l prevalente entre los 50
Enterobacterales indagados. Luego, en 3/48 cepas de AF se detecto el gen codificante
de carbapenemasas blakrc-2. Mientras que, en las cepas de EF, no se detectaron genes
codificantes de carbapenemasas. Por otra parte, directo de las AS, se detectaron los
genes blactx-m-1-ike, blakpc, ¥ blaoxa-4s-ike €N AF y EF, mientras que blavim se encontro

solo en las muestras de AF.

La reduccién de los recuentos bacterianos demostro la eficacia del tratamiento de AS del
Gran Concepcion sobre la vida bacteriana, pero no asi sobre los genes codificantes de
BLEE y carbapenemasas disueltos en las AS. Los Enterobacterales estudiados
representaron un bajo porcentaje (27%) de los 205 BGN totales, por lo que, los restantes
155 (73%) organismos podrian poseer una participacion mas importante en la
mantencion y diseminacion de genes de resistencia antibiotica (GRAs) en AS. Las BLEE
fueron las enzimas mas prevalentes en las cepas estudiadas, siendo blacTx-m-1-ike € gen
codificante mas frecuente encontrado en estas, lo que conecta con el hallazgo de este
en todas las muestras de AS.
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Por lo tanto, la pesquisa de los variados genes codificantes de BLEE y de
carbapenemasas, tanto en los Enterobacterales estudiados, como directamente desde
las AS, demuestra la capacidad de estas ultimas de almacenar y transmitir GRAs de alto

impacto en salud publica.
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ABSTRACT.

The emergence of resistance to third-generation cephalosporins (TGC) and
carbapenems, driven by extended-spectrum B-lactamases (ESBL) and carbapenemases
respectively, represents a significant global challenge. These critical priority resistance
mechanisms are primarily, though not exclusively, present in Enterobacterales. For
decades, the study of resistance to antibacterials has been approached from an
anthropocentric perspective. Recent evidence suggests that domestic and wild animals,
plants, and other natural elements have also been impacted by this issue. Therefore,

research in this area is promoted through the "One Health" approach.

Wastewater treatment plants (WWTPs) are significant reservoirs of various contaminants.
Several international studies have detected ESBL and carbapenemase-producing
resistant bacteria, as well as genes encoding these enzymes, directly in wastewater
(WW) and sludge samples. However, in Chile, there limited reports on antibiotic
resistance in WW. Therefore, the objective of this thesis was to evaluate differences in
the loads of Enterobacterales resistant to TGC and/or carbapenems and in the load of
ESBL and/or carbapenemases-encoding genes, due to the treatment of WW in the Gran
Concepcién Metropolitan area.

Between January and July 2022, eight WW samples were collected: four from influent
(IF) and four from effluent (EF). The samples were cultured on R2A agar, MacConkey
(MCC), MacConkey supplemented with ceftriaxone (MCC+C), and MacConkey
supplemented with meropenem (MCC+M), using serial dilutions to estimate bacterial
counts. A total of 205 Gram-negative bacilli (GNB) were isolated, including 50
Enterobacterales (48 from IF and 2 from EF). The fifty strains were tested for antibiotic
susceptibility using antibiograms, and ESBL and carbapenemases detection was
conducted phenotypically and genotypically. Genotypic detection of these enzymes was
also performed directly from the same IF and EF samples.
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Bacterial counts in all IF samples were significantly lower than in EF samples, across all
culture media used, with total counts dropping by 5 to 6 logarithms. Among the isolated
Enterobacterales, the most frequent species were E. coli (16/50), K. pneumoniae complex
(12/50), and K. oxytoca complex (6/50). In the Enterobacterales strains obtained from IF
(48/50), 7 strains showed MAR indices > 0.5, of which two stood out with MAR of 0.81
and 0.75, showing resistance to 13 and 12 antibiotics out of 16 tested. Three others had
an MAR of 0.63 (resistant to 10/16 antibacterials), while the remaining two had a MAR of
0.56 (resistant to 10/16 antibacterials). Furthermore, eight strains demonstrated
multidrug-resistant (MDR) profiles.

In phenotypic ESBL detection, 23/48 IF and 1/2 EF strains were positive. Additionally,
3/48 IF strains tested positive for carbapenemases. ESBL-encoding genes were found in
23 of 48 IF strains and 1 of 2 EF strains, with blactx-u-1-ike being the most common among
the 50 Enterobacterales studied. Furthermore, the blakec-2 gene, which encodes for
carbapenemase, was identified in 3 out of 48 IF strains. No carbapenemase genes were
found in the EF strains. Moreover, from the WW samples, blactx-m-1-ike, blakpc, and blaoxa-
48-ike genes were present in both IF and EF, while blavim was detected only in the IF

samples.

The reduction in bacterial counts demonstrated the effectiveness of the WW treatment in
the Gran Concepcion Metropolitan area on bacterial life, but not on the ESBL and
carbapenemase-encoding genes dissolved in the WW. The studied Enterobacterales
represented a low percentage (27%) of the total 205 GNB, suggesting that the remaining
155 (73%) organisms might play a more significant role in the maintenance and
dissemination of antibiotic resistance genes (ARGs) in WW. ESBLs were the most
prevalent enzymes in the studied strains, with blactx-m-1-ike being the most frequent

encoding gene, which correlates with its presence in all WW samples.
Therefore, the detection of various ESBL and carbapenemase-encoding genes, both in

the studied Enterobacterales and directly from the WW samples, demonstrates the latter's

ability to store and transmit ARGs with a high impact on public health.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Resistencia antibiética (RA).

La resistencia antibidtica (RA) es la habilidad que tienen las bacterias de desarrollarse
en presencia de altas concentraciones de antibitticos, independientemente del tiempo
de duracion de un tratamiento, provocada por mutaciones heredadas y/o por eventos de
transferencia horizontal genética (THG), implicados en la movilizacion de genes de
resistencia antibidtica (GRA) (Brauner et al., 2016). Este fendbmeno constituye un
problema de salud global, ocasionando un incremento en la seleccion de cepas
resistentes, que se diseminan en instalaciones de salud, en animales de granja, en
alimentos, en la comunidad y el ambiente. Esto ha traido consigo perjuicios en el
tratamiento de enfermedades infecciosas, incrementando la morbi-mortalidad en
humanos y animales, y por ende maximizando el nivel de gastos en atencion sanitaria.
Por otro lado, ademas ha desencadenado riesgos en la produccion agricola y ganadera
(IACG, 2019).

Actualmente se registran aproximadamente 700.000 muertes al afio a nivel mundial,
atribuidas a bacterias resistentes a antibioticos (BRA), y se estima que dicha cifra se
incremente a mas de 10 millones por afo en 2050, si no se implementan acciones
concretas que disminuyan la emergencia de BRA (Huemer et al., 2020). Por otro lado,
cabe destacar que del total de antibidticos que se manufacturan al ano, el 30% se utiliza
en seres humanos, cuyo consumo se incremento en un 36% en la década del 2000. El
70% restante se emplea en animales, y se estima que la utilizacion en ganaderia se
intensifique en un 67% hacia el 2030. Por otro lado, en la acuicultura hasta un 75% de
los antibidticos empleados se pierden en el entorno (PNUMA, 2017). Asi mismo, se ha
detectado la presencia de residuos de antibioticos y BRA, los cuales se propagan entre
la fauna silvestre, cuyas excretas contaminan los suelos y el agua circundantes (CDC,
2019).



Es por ello, por lo que este problema debe abordarse de una manera mas transversal,
dejando atras el punto de mira antropocéntrico, e incorporando distintos profesionales
del area biomédica, de la medicina humana, veterinaria, y vegetal, e inclusive de las
ciencias sociales, asi como de la comunidad en general, de modo de proponer con un
enfoque mas integral acciones de remediacion, por lo que en la actualidad se impulsa el
estudio de la RA con enfoque en “Una salud”. (Aslam et al., 2021). Consecuentemente,
desde dicho punto de vista, las rutas de transmision de la RA entre humanos, animales,
y el ambiente se encuentran bien establecidas como se indica en la Figura 1 (Serna &
Gonzalez-Zorn, 2022). Por otro lado, dentro de los factores que mas contribuyen al
desarrollo de RA, se encuentran el uso inadecuado o excesivo de antibioticos en
humanos, y animales, la transmision sanitaria de patégenos bacterianos resistentes, las
dosis suboptimas, incluyendo farmacos de calidad inferior y falsificados, y la
contaminacion ambiental entre otros. (McEwen & Collignon, 2018).

1.2. Bacterias resistentes a antibiéticos (BRA) de prioridad global.

En la actualidad, una de las mas importantes preocupaciones asociadas a la RA, es el
surgimiento de patogenos multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR), y
pan-resistentes (PDR) (Serna & Gonzalez-Zorn, 2022), de modo que el 2017 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé una lista de 12 patdgenos prioritarios
resistentes a antibacterianos, con el propdésito de propiciar la investigacion y fabricacidon
de nuevas moléculas terapéuticas, recientemente actualizada en 2024 (Tabla 1). Dicha
lista ordena los microorganismos en 3 categorias; prioridad media, alta, y critica, donde
en esta ultima se ubican; Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos,
Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (C3G) y a
carbapenémicos, y Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina, siendo estos
considerados los mas peligrosos debido a su alta capacidad de diseminacion, y por su
capacidad de desencadenar infecciones severas y frecuentemente mortales. (WHO,
2017, 2024; Asokan et al., 2019).
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Figura 1. Rutas de transmision de la RA entre humanos, animales y el ambiente.

La administracion de antibacterianos a humanos y animales posibilita la seleccion de
BRA, las cuales se diseminan entre los mismos, hacia a productos desechos como
estiércol y/o aguas servidas (AS), como también a productos alimenticios, donde estos
ultimos, al ser empleados en humanos y animales, permiten una transferencia reversa

de patogenos resistentes. Consecutivamente,

las BRA presentes en las AS se

transfieren hacia masas de agua naturales, como también a campos de cultivo agricolas.
Por otro lado, la agricultura también recibe antibidticos, y patdogenos resistentes desde
masas de agua, estiércol, y fauna salvaje, mientras que los alimentos derivados de dicha
practica posibilitan igualmente la transferencia de BRA a humanos y animales,

instaurandose un circulo vicioso global de diseminacion de RA.

Fuente: Obtenido de Serna and Gonzalez-Zorn (2022).



Tabla 1. Patégenos resistentes prioritarios de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para la investigacion y desarrollo de nuevos antibacterianos.

Categoria de prioridad

Critica

Alta

Media

Acinetobacter baumannii
resistente a
carbapenémicos

Salmonella Typhi
resistente a fluoroquinolonas

Streptococcus B-hemolitico grupo
A resistente a macrdlidos

Enterobacterales resistentes
a C3G

Shigella spp.
resistente a fluoroquinolonas

Haemophilus influenzae
resistente a ampicilina

Enterobacterales resistentes
a carbapenémicos

Enterococcus faecium
resistente a vancomicina

Streptococcus B-hemolitico grupo
B resistente a penicilina

Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos

Salmonella no tifoidea
resistente a fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae resistente a C3G

y/o fluoroquinolonas

Staphylococcus aureus
resistente a meticilina

C3G: Cefalosporinas de tercera generacion

Fuente: Obtenido de WHO (2024).




1.3. Cefalosporinas de tercera generacion (C3G).

Las C3G son un grupo de antibacterianos bactericidas, pertenecientes a la clase de los
B-lactamicos, los cuales actuan bloqueando el proceso de transpeptidacion durante la
sintesis del peptidoglicano, efectuado por las proteinas de fijacién a penicilina (penicilin
binding proteins) (PBP), inhibiéndose la sintesis de la pared celular bacteriana,
encadenando la lisis de esta (Figura 2). (Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Suarez &
Gudiol, 2009).
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Figura 2. Mecanismo de accion de antibacterianos pB-lactamicos.

A: Sin presencia de B-lactamicos, la proteina de unidén a penicilina (PBP) ejerce su
funcidbn normalmente, reconociendo y catalizando el enlace peptidico entre dos
subunidades de alanina de la cadena peptidica lateral de peptidoglucano. B: En
presencia de dicha clase de antibiéticos, el anillo B-lactamico del farmaco simula ser el
enlace peptidico, por lo que la PBP intenta infructuosamente catalizar tal anillo,
provocando la inactivacién de esta.

Fuente: modificado de Hauser (2019).



Las C3G representan el subgrupo de cefalosporinas mas frecuentemente prescrito, y
ademas corresponden a uno de los B-lactamicos mas empleados en la actualidad para
el tratamiento de infecciones bacterianas, cuyos principales representantes son
ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ) entre otros. Por otro lado, dicho
tipo de moléculas se caracterizan por ser de amplio espectro, por lo que poseen actividad
sobre bacterias Gram negativas y positivas. No obstante, su funcionamiento es superior
sobre las primeras, especialmente contra especies de Enterobacterales, que sobre las
segundas como Streptococcus spp. y Staphylococcus spp. (Arumugham et al., 2024).

La estructura general de una cefalosporina se compone de acido 7-amino-
cefalosporanico, un anillo B-lactamico fusionado a otro anillo dihidrotiazina, lo que le
confiere al farmaco mayor resistencia a la hidrolisis por B-lactamasas v/s las penicilinas,
junto con dos grupos radicales R1y R2 (Figura 3A), los cuales varian en su configuracion
dependiendo de la generacion de cefalosporina. Es asi como la estructura quimica de
R1 establece una mayor o menor atraccion de la molécula por las PBP, mientras que la
composicidon de R2 determina las caracteristicas farmacocinéticas del compuesto
(Aguayo-Reyes & Mella Montecinos, 2023).

Una modificacion tipica en variadas C3G es la incorporacién de un grupo aminotiazolil
en R1 (Figura 3B), resultando en acceso mas eficaz de estos compuestos a través de
la membrana externa bacteriana, mayor afinidad por las PBP, y estabilidad maximizada
frente a algunas (B-lactamasas plasmidicas. (Hauser, 2019). CRO y CTX comparten un
espectro de actividad similar. Sin embargo, se diferencian en cuanto a su unién a
proteinas séricas (95 v/s 35, respectivamente), y en cuanto su vida media de eliminacion
(8,8 v/s 1,2 h, respectivamente) (Gondane & Pawar, 2023). Seguidamente, Nath et al.
(1995) determinaron que la actividad antibacteriana de CRO in vitro comparada con la
de CTX, disminuy6 considerablemente en presencia de albumina sérica, por lo que la

intensa unién a proteinas séricas de CRO, puede limitar su actividad in vivo.



Una desventaja presente en estos farmacos es la inactividad sobre Pseudomonas
aeruginosa, la cual sin embargo es contraatacada mediante la incorporacion de un grupo
acido a-hidroxiisobutirico el radical R1 de ceftazidima (Figura 3B), incrementando

exponencialmente su capacidad anti-pseudomonas (Hauser, 2019).
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Figura 3. Estructura quimica de cefalosporinas.

A: estructura basica de una cefalosporina, B: estructura de una cefalosporina de tercera
generacion (C3G). Nota: en un circulo celeste se destaca un grupo metoxi, el cual es
reemplazado por acido a-hidroxiisobutirico en Ceftazidima, lo que le provee actividad
anti-pseudomonas.

Fuente: modificado de Hauser (2019).



1.4. Carbapenémicos.

Al igual que las C3G, los carbapenémicos pertenecen a la clase de los B-lactamicos, por
lo que poseen un mecanismo de accién similar, cuyos principales representantes son
imipenem (IPM), meropenem (MEM) y ertapenem (ETP). Aunque son farmacos de
amplio espectro, su actividad es mas intensa sobre Gram negativos, debido a que como
son relativamente pequefias, pueden acceder facilmente a las PBPs (principalmente 1a,
1b, 2 y 3) a través de varias porinas en la membrana externa bacteriana (Fresnadillo-
Martinez et al., 2010).

La estructura general de un carbapenémico se compone de un anillo B-lactamico
acoplado a un anillo pentamérico, el cual posee un doble enlace y un grupo metilo en
reemplazo de azufre (Figura 4). Por otro lado, las modificaciones en los radicales R1 y
R2 presentes en el anillo pentamérico, son las que denominan a los representantes de
este grupo de farmacos, donde cada molécula posee un grupo hidroximetil, el cual les
confiere resistencia a varias B-lactamasas incluyendo BLEE (Aguayo-Reyes & Mella
Montecinos, 2023), razon por cual, estos antibacterianos se han convertido en
alternativas terapéuticas frente a infecciones provocadas por Enterobacterales y algunos

Bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) resistentes a C3G.

El primer representante de los carbapenémicos en ser aprobado para su uso clinico en
1985 fue IPM (Figura 5), usandose ampliamente hasta la actualidad. A diferencia de los
demas miembros de dicho grupo, este no posee R1, y debe administrase en compainiia
de cilastatina para evitar ser hidrolizado por la enzima renal dehidropeptidasa-1 (DHP-
1). En el caso de MEM (Figura 5), este posee un grupo metilo en R1 el cual lo protege
de ser degradado por DHP-1, por lo que no necesita de cilastatina. Seguidamente, posee
un espectro y eficacia similar a IPM, salvo que posee actividad sobre algunas cepas de

P. aeruginosa resistentes a IPM debido a impermeabilidad.
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Figura 4. Estructura quimica basica de un carbapenémico.

Fuente: modificado de Hauser (2019).

Por otro lado, ETP (Figura 5) al igual que IPM posee un grupo metilo en R1, por lo que
tampoco necesita de cilastatina. Sin embargo, posee un gran tamafio debido a su
caracteristico R2, lo que impide su acceso a BGNNF. No obstante, dicha limitacion
resulta atenuada gracias a poder ser dosificada una sola vez al dia. (Hauser, 2019;

Aguayo-Reyes & Mella Montecinos, 2023).
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Figura 5. Estructura quimica de imipenem, meropenem y ertapenem.

Fuente: modificado de Morales | (2003)
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1.5. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Estas enzimas poseen la capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, y
monobactamicos, pero no cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) ni tampoco
carbapenémicos. Se pueden inactivar con inhibidores como; sulbactam, tazobactam,
acido clavulanico y avibactam (Kon & Rai, 2016). De acuerdo con sus secuencias
aminoacidicas, en base a la clasificacion de B-lactamasas de Ambler, las BLEE se ubican
en el grupo molecular A, debido a que poseen residuos de serina en su sitio catalitico,
dentro de un total de 4 grupos (A, B, C, y D) (Figura 6).

B-Lactamases

Serine Metallo (Zn?*)

Distinctive active site

Molecular |
Class A

C B
Functional 2 1 2d 3
Si==: s=ness
Major functional
subgroups 2a, 2b, 2c 2be 2f 1 2d,2de 2df 3a
Known P, (Cp) P,Cp P, Cp, (P),Cp P, E P, Cb P, Cp,
substrates E,M Cb,M M E, Cb
Inhibitor Avibactam + + + + + +/- —
profile Clavulanic acid + + +/- - +/- +/- --
EDTA - - - - - - +
Representative enzymes TEM-1 CTX-M KPC AmpC OXA-1 OXA-48 NDM
or enzyme family SHV-1 ESBLs SME PDC OXA-10 OXA-181 VIM

Figura 6. Correlacion simplificada entre nomenclatura molecular y funcional
centrada en las B-lactamasas de mayor relevancia clinica.

Los sustratos encerrados entre paréntesis representan B-lactamicos hidrolizados
débilmente por aquel subgrupo de enzimas indicado. (+): inhibicion eficaz. (+/-):
inhibicion dependiente de la enzima especifica. (-): sin inhibicion. Cb: carbapenémicos.
Cp: cefalosporinas. E: cefalosporinas de espectro extendido. M: monobactamicos. P:
penicilinas.

Fuente: Obtenido de Bush (2023).
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Ademas, de acuerdo con sus especificidades de sustrato y perfiles de inhibicion, en base
a la clasificacion de B-lactamasas de Bush-Jacoby-Medeiros, las BLEE se encuentran
en el subgrupo funcional 2be, ubicado a su vez en el grupo funcional 2, de un total de 4
grupos (1, 2, 2d y 3) (Bush et al., 1995; Munita & Arias, 2016; Bush, 2018) (Figura 6).

Las BLEE se distribuyen principalmente en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
entre otras, donde la familia CTX-M (cefotaxime-hydrolyzing [-lactamase) es la mas
importante. De igual manera, algunas variantes dentro de las enzimas SHV (sulfhydryl
reagent variable) y TEM, también pueden hidrolizar C3G. Las enzimas CTX-M se
clasifican filogenéticamente en 5 grupos principales, CTX-M-1-like, CTX-M-2-like, CTX-
M-8-like, CTX-M-9-like, y CTX-M-25-like, siendo los grupos 1 y 9 los mas diversos,
compuestos de 125 y 75 variantes, respectivamente (Naas et al., 2017) (Figura 7).
Seguidamente, la variante CTX-M-15 del grupo 1, es la enzima prevalente a nivel
mundial, la que ademas ha sido asociada al clon internacional de alto riesgo E. coli
ST131, transportada en plasmidos de tipo IncF (El Salabi et al., 2013; Kon & Rai, 2016).
Finalmente, se han identificado diferentes secuencias de insercion (IS) corriente arriba
de los genes codificantes blactx-m, incluyendo ISEcp1, ISCR1, IS10 e IS26, mientras que
los elementos corriente abajo son menos conocidos (Canton et al., 2012). Por otra parte,
los genes blactx-m son frecuentemente transportados en plasmidos de tipo IncF, IncN, y
IncK (El Salabi et al., 2013; Mathers et al., 2015). El ambiente genético de blactx-m se
describe en la Figura 8.
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Group 2

CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
74/75/92/97/124/131

Group 1 CTX-M-5/76/77/95/124
CTX-M-1/3/10-12/15/22/23/2830/ 1 UA-1-6-7/8-12

32-34/36/42/52-55/57/58/60-62/ (K. ascorbata) Group 25

66/68/69/71/72/79/80/82/88/96/ CTX-M-25/26/39/
101/107-109/114/116/117/133 41/89/91/94/100 CTX-M-45
CTX-M-78 (K. georgiana)

CTX-M-3 (K. ascorbata)
CTX-M-37 (K. cryocrescens)

Group 8
CTX-M-132

CTX-M-8/40/63
KLUG-1 (K. georgiana) Group 9

CTX-M-9/13/14/16-19/21/24/

CTX-M-123

KLUC Group

CTX-M-64

KLUC-2-4 27/38/46-51/65/67/81/83-87/90/
93/98-99/102/104-106/110-113/
KLUC-1 121/122/126/134

(K. cryocrescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)

Figura 7. Arbol filogenético que muestra la similitud entre enzimas del linaje CTX-
My la agrupacion de miembros de diferentes grupos CTX-M.

Los miembros de los grupos principales estan sombreados en gris. Los triangulos
rellenos al final de algunas ramas indican la presencia de variantes alélicas menores
dentro del grupo correspondiente, y el tamafio de los triangulos refleja el numero de
variantes.

Fuente: Obtenido de D’Andrea et al. (2013).

1.6. Carbapenemasas.

Estas enzimas de acuerdo con la clasificacion de Ambler, se ubican en las clases
moleculares A, B y D. Las pertenecientes a la clase A y D corresponden a serino-f3-
lactamasas, debido a que poseen residuos de serina en su sitio catalitico. Mientras que
las pertenecientes a la clase B se denominan metalo-B-lactamasas, puesto que
necesitan de iones zinc como cofactores en su sitio catalitico para ser activas. Por otra
parte, de acuerdo con la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros, las carbapenemasas
se distribuyen en los subgrupos funcionales 2f (perteneciente al grupo 2), 2df (ubicado
en el grupo 2d) y 3a (ubicado en el grupo 3) (Bush et al., 1995; Munita & Arias, 2016;
Bush, 2018) (Figura 6).
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Figura 8. Representaciones graficas de los ambientes genéticos que albergan a los
genes blactx-m.

!

Fuente: Obtenido de Canton et al. (2012).

Las enzimas de la clase A de Ambler (subgrupo 2f de Bush-Jacoby-Medeiros), se
caracterizan por hidrolizar todos los B-lactamicos, a excepciéon de las cefamicinas.
Mientras que se inhiben con acido fenilborénico, acido clavulanico, tazobactam, y
avibactam. Las principales familias enzimaticas de este grupo son IMI (Imipenem-
hydrolyzing), SME (Serratia marcescens enzyme), NMC (nonmetallo-enzyme
carbapenemase), GES (Guiana extended-spectrum) y KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), siendo esta ultima, la mas frecuentemente informada a nivel global
(Bush, 2018). Por otro lado, algunas enzimas como SME, NMC, e IMI-1, son de
naturaleza cromosomica, mientras que KPC, GES e IMI-2 son de codificacion plasmidica
(Kon & Rai, 2016).
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La familia de enzimas KPC se encuentran principalmente en bacterias como K.
pneumoniae, E. coli, y Enterobacter spp. Se compone de 205 variantes (Naas et al.,
2017), de las cuales KPC-2 y 3 son las prevalentes, y que se han asociado a clones
internacionales de alto riesgo de K. pneumoniae, de los secuenciotipos ST11, ST340,
ST512 y ST258, y pertenecientes al complejo clonal CC258, donde el ST258 es el
prevalente (Mathers et al., 2015). Los genes codificantes blakec son generalmente
transportados en plasmidos IncFll, a su vez incorporados en transposones tipo Tn4401,
y flanqueados por secuencias de insercion ISKpn6 y ISKpn7. (El Salabi et al., 2013;
Mathers et al., 2015; Vera-Leiva et al., 2017). El ambiente genético de blakec se detalla
en la Figura 9

Tn4401a
ISKen7 ISKenG
- tnpR tnpA istA istB blaypc.» tnpA

Figura 9. Representacion grafica del ambiente genético que alberga a blakpc.2.

Fuente: Modificado de Reyes et al. (2021).
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Las enzimas de la clase B de Ambler (subgrupo 3a de Bush-Jacoby-Medeiros), hidrolizan
todos los B-lactamicos, a excepcidn de los monobactamicos. Mientras que se inhiben
con quelantes de zinc como EDTA, acido dipicolinico y acido mercaptopropionico. (Bush,
2018; Kon & Rai, 2016; Navarro et al., 2011). Las principales familias enzimaticas son
GIM (German imipenemase), SPM (Sao Paulo metallo-B-lactamase) IMP (Imipenemase),
VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase) y NDM (New Delhi Metallo-3-
lactamase), siendo IMP, VIM, y NDM, las mas frecuentemente informadas a nivel
internacional, compuestas de 101, 86, y 61 variantes, respectivamente (Naas et al., 2017)
y encontradas principalmente en Pseudomonas spp., A. baumannii, y en menor medida
en Enterobacterales. Por otra parte, los genes codificantes blavp, blavim y blanom son
frecuentemente trasportados en plasmidos de tipo IncA/C y IncN, y asociados a
integrones clase 1 y/o a transposones Tn402. (El Salabi et al., 2013; Kon & Rai, 2016;
Mathers et al., 2015). EI ambiente genético de blave, blavim y blanom se detalla en la
Figura 10.

Intl blapp.g aac(6
A ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||—

B Intll aacA7 ViIM-2 dhir aacC-A> < tniC
| | |
|

B A /- /- /‘\\ tat /-

AISAba125 blayom.1 bleys, trpF IS26

Figura 10. Representaciones graficas de los ambientes genéticos que albergan a
los genes codificantes de carbapenemasas de la clase B de Ambler.

A: Entorno genético de blavp-s. B: Entorno genético de blaviv-2. C: Entorno genético de
blanpm-1.

Fuente: Modificado de Lolans et al., (2005); Chounchani., (2013); Lee et al., (2016).
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Dentro de la clase D de Ambler (subgrupo 2df de Bush-Jacoby), algunas enzimas de tipo
oxacilinasas, como las familias OXA-23-like y OXA-48-like poseen actividad
carbapenemasa, las cuales sélo pueden inhibirse con avibactam. La familia OXA-23-like
hidroliza penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos, y se encuentra
en Acinetobacter spp. Dicha familia se compone de 48 variantes (Naas et al., 2017),
cuyos genes codificantes blaoxa-23-ike S€ €ncuentran asociados a secuencias de insercion
ISAba1, e incorporados en transposones Tn2006, Tn2007 y Tn2008. (Adams-Haduch et
al., 2008; Mugnier et al., 2010). Por otro lado, la familia OXA-48-like hidroliza
intensamente penicilinas, pero débilmente cefalosporinas, monobactamicos vy
carbapenémicos, y se encuentra principalmente en K. pneumoniae. Dicha familia posee
57 variantes, cuyos genes codificantes blaoxa-as-ike SON transportados en plasmidos
IncL/M e incorporados en transposones Tn7999. (Bakthavatchalam et al., 2016; Bush,
2018; Evans & Amyes, 2014; Kon & Rai, 2016; Poirel et al., 2012). El ambiente genético

de blaoxa-23-iike y blaoxa-4s-ike S€ detalla en la Figura 11.

ISAbal OXA-23 ATPase DEAD helicase Methyltransferase ISAbal
A ()¢ (v dammm - wm—)
| Tn2006 |
Tn1999

= -

IS1999  blaggas lysR 1IS1999

\\\

Figura 11. Representaciones graficas de los ambientes genéticos que albergan a
los genes codificantes de carbapenemasas de la clase D de Ambler.
A: Entorno genético de blaoxa-2s-ike. B: Entorno genético de blaoxa-4s-iike-

Fuente: Modificado de Lee et al., (2016); Vijayakumar et al., (2020).
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1.7. Epidemiologia de BLEE y carbapenemasas en Chile.

En 1987 se inform& el primer aislamiento de una cepa de K. pneumoniae productora de
SHV-5, correspondiente a una BLEE de tipo SHV. Luego en 1988 se informd una especie
similar productora de SHV-2 (igualmente correspondiente a una BLEE). Seguidamente,
Jacoby et al., (1988); Gutmann et al., (1989); Jacoby & Medeiros, (1991), informaron las
primeras variantes de BLEE de tipo TEM. Posteriormente, Mabilat & Courvalin, (1990);
Jacoby & Medeiros, (1991) pesquisaron 7 Enterobacterales productores de TEM-13
hasta TEM-19, originarios de Francia, Bélgica, Chile, Inglaterra y Alemania, sin identificar
el pais exacto del que provenia cada bacteria. En 2002, Bello et al., describieron una

nueva variante de SHV de espectro extendido denominada SHV-39.

Las variantes de SHV y TEM de espectro extendido predominaron entre los aislados de
Enterobacterales por un largo periodo, hasta la aparicion de la familia CTX-M, la cual
comenzo a prevalecer hasta convertirse en la principal BLEE, tanto en Chile como en el
resto del mundo. Es asi como Bello et al., (2005) informaron por primera vez el gen blactx-
M, presente en un 40,2 % de un total de 122 cepas productoras de BLEE, procedentes
de 10 hospitales chilenos y obtenidas entre los afios 1998 y 2004. Seguidamente,
Moreno et al., (2008) informaron 14 cepas de E. coli productoras de BLEE, aisladas de
heces de perros y gatos tratados con enrofloxacino en una clinica veterinaria. De las
cuales, 8 presentaron blactx-m-1-ike, Y 6 blactx-m-14 (variante de blactx-m-o-ike). A
continuacion, Garcia et al., (2011) informaron 38 Enterobacterales productores de BLEE
(26 E. coli, 9 K. pneumoniae y 3 Proteus mirabilis), aislados desde hemocultivos de
pacientes con bacteriemia entre los afios 2004 y 2007. De dichas bacterias, el 97%
presentaron blactx-m, con predominio de blactx-m-1-ike €n E. coli y blactx-m-2-ike €N P.

mirabilis.

Posteriormente, Benavides et al., (2021) estudiaron prevalencia de portacion fecal de E.
coli en 332 animales de ganado, 82 perros y 172 animales salvajes, obteniéndose 47
cepas de E. coli productoras de BLEE. Mientras que un analisis molecular posterior de
dichas bacterias identificd blactx-m-1-ike COMO el mas prevalente, seguido de los genes

blactx-m-2-ike, blactx-m-g-ike, blactx-m-s-ike, ¥ blactx-m-25-ike respectivamente.
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Por otra parte, Fuentes-Castillo et al., (2023) hallaron 2 cepas de E. coli poseedoras de
blactx-ms5Y blactx-m-1 (@ambas variantes de blactx-m-1-ike), pertenecientes a los secuencio
tipos ST295 y ST388 respectivamente, aisladas de deposiciones de aves salvajes, en la
isla Acuy encontrada en el Golfo Corcovado.

Galarce et al., (2023) informaron el hallazgo de blactx-m en 50 cepas de E. coli, de un
total de 224 aisladas a partir de deposiciones de 618 perros domésticos en la Region
Metropolitana. Mientras que Thomson et al., (2023) detectaron el mismo gen en una cepa
de Citrobacter sp., y en otra de K. pneumoniae, de un total de 22 Enterobacterales

aislados desde hisopados de utero de 21 yeguas en la Regién del Maule.

En la actualidad las carbapenemasas mas frecuentemente informadas corresponden a
variantes de las familias KPC, NDM y VIM (ISP, 2018). Mendes et al., (2004) detectaron
por primera vez la enzima VIM en una cepa de Pseudomonas fluorescens, aislada de un
hemocultivo en diciembre de 2002. Seguidamente un analisis molecular comprobd la
presencia del gen codificante blaviv-2. Cifuentes et al., (2012), informaron por primera vez
el gen blakpc detectado en una cepa de K. pneumoniae multirresistente, aislada de orina
e hisopado rectal de un paciente oncohematologico chileno, proveniente de ltalia.
Seguidamente Barria-Loaiza et al., (2016) identificaron 17 cepas de K. pneumoniae
productoras de KPC, obtenidas de variadas muestras clinicas procedentes de 8
hospitales. Consecuentemente el gen blakrc-2 fue detectado en 16 cepas, mientras que
en la restante se identific6 una variante nueva denominada blakpc-24, recientemente
descrita en una cepa de Aeromonas veronii aislada de aguas servidas (AS) de un

emisario hospitalario en China (Yang et al., 2022).

En 2019 se informaron por primera vez las carbapenemasas NDM y OXA-48-like cuyos
genes codificantes blanom-1y blaoxa-370 (variante de blaoxa-ss-ike) S€ encontraron en dos
cepas de K. pneumoniae aisladas de hisopado rectal. La primera cepa llamada UC0O358
(blaoxa-370"), se identific6 en un paciente con hospitalizaciones previas prolongadas
proveniente de Brasil, mientras que la otra denominada UCO361 (blanom-17) se detectd

en otro paciente sin historial de hospitalizaciones.
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Seguidamente, analisis realizados de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y
Multilocus sequence typing (MLST) de las cepas, comprobaron que se trataron de casos
importados, estableciendo a UCO358 y UCO361 en los ST16 y ST1588,
respectivamente. (Carrasco-Anabalén et al., 2019).

Por otra parte, Gaete et al., (2020); Costa et al., (2021) informaron la presencia de blakpc-
2y blavim2 en cepas de P. aeruginosa aisladas desde diferentes muestras clinicas entre
los afios 1998 y 2019. Al mismo tiempo Quezada-Aguiluz et al., (2020), describieron el
hallazgo de una cepa de Serratia marcescens co-productora de KPC-2 y SRT-2 , aislada
de un cultivo de punta de catéter, de un paciente hospitalizado en Santiago durante el
2014. Posteriormente, Wozniak et al., (2021) detectaron por primera vez la
carbapenemasa SPM-1 (Sao Paulo metallo--lactamase) en una cepa de P. aeruginosa
aislada de cultivo rectal, de un paciente con antecedentes de una angioplastia realizada
en Brasil entre 2004 y 2005.

A continuacion Opazo-Capurro et al., (2022), encontraron una cepa de P. aeruginosa
perteneciente al ST654, denominada P-469, co-productora de NDM-1 y VIM-80
(correspondiente a una variante nueva de la enzima VIM), aislada de lavado
broncoalveolar de un paciente hospitalizado con neumonia en Temuco. Seguidamente
Morales-Leon et al., (2023) comunicaron una cepa resistente a carbapenémicos e
hipervirulenta de K. pneumoniae denominada K-2157, portadora de blakec2 y de varios
genes involucrados en la sintesis de sideréforos y en la hiperproduccion de capsula,
perteneciente al serotipo capsular (SC) K1 y al ST23, la cual fue aislada el 2022 en el
Hospital de Urgencia Asistencia Publica, Santiago, desde aspirado traqueal de un
paciente con COVID-19. Finalmente, Galvez-Silva et al., (2024) informaron una segunda
cepa de la misma especie resistente a carbapenémicos e hipervirulenta, llamada VA585-
22, portadora de blakec2 y blaviv1, y de genes codificantes de aerobactin (iuc) y
salmochelin (iro) entre otros, perteneciente a los mismos SC y ST, la cual se obtuvo de
aspirado traqueal de un paciente herido por arma de fuego, posterior a hospitalizacion
prolongada en una UCI, con neumonia y ventilacion mecanica durante el mismo afo y

ciudad.
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1.8. Aguas servidas (AS)

De acuerdo con Vera et al., (2016), se le denomina aguas servidas (AS) en un sentido
amplio, al producto de la mezcla de residuos liquidos domésticos, aguas de infiltraciones
y precipitaciones, y residuos industriales liquidos (RILES). Por otra parte, los principales
componentes de las AS son material flotante, material coloidal y disuelto, y material
sedimentable. El material flotante esta formado por grasas y aceites de origen tanto
domeéstico como industrial, asi como también trozos de madera, plasticos, y trapos que
son arrojados al alcantarillado. En el caso del material coloidal y disuelto, este esta
constituido por solidos en suspension correspondientes a particulas de pequefio tamaiio,
de naturaleza y procedencia variable, agentes patogenos (bacterias, hongos, protozoos,
helmintos, y virus), y compuestos organicos e inorganicos con requerimientos de oxigeno
y nutrientes, facilmente biodegradables con potencial para ocasionar eutrofizacion de
masas de agua receptoras. Seguidamente, el material sedimentable esta formado por
arenas, gravas y particulas mas o menos grandes de origen mineral u organico.
Adicionalmente, existen otros contaminantes presentes como productos de cuidado
personal (jabones, champus), productos de limpieza doméstica (lavalozas u otros),
productos farmacéuticos, etc. (Figura 12) (Vidal & Araya, 2014). Por otro lado, las AS
poseen 4 fuentes principales de generacion denominadas de la siguiente manera; aguas
servidas industriales (ASI), aguas servidas agricolas o escorrentia agricola (ASA), aguas
servidas domesticas (ASD) y escorrentia de lluvia (ELL) (Figura 13) (Pratap et al., 2023).

Las ASI se originan de un amplio rango de industrias, como las textiles, las procesadoras
de alimentos, las quimicas (industria de pesticidas, industria farmacéutica, y
petroquimica, por ejemplo), fabricantes de automoviles, mineria, industria electronica, e
industria papelera, entre otras. Seguidamente, las ASA se originan de desechos
ganaderos (cerdos, vacunos, aves de corral, por ejemplo), de acuicultura (pescados y
mariscos), residuos de cultivos (fertilizantes, herbicidas y pesticidas), y de drenaje
(efluentes de mataderos, granjas lecheras). (El Bakraoui et al., 2023).
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Figura 12. Componentes de las AS.

Fuente: Obtenido de Vidal and Araya (2014).

Las ASD son las generadas de las actividades humanas cotidianas, es decir de una
poblacidén, y que contienen todos los elementos que se les han incorporado a través de
su utilizaciéon. Seguidamente, en funcion de la fuente de origen, las ASD se clasifican en
dos tipos diferentes; aguas servidas negras (ASN), y aguas servidas grises (ASG). Las
ASN a su vez, se dividen en dos subtipos: aguas servidas amarillas (ASA) y aguas
servidas cafés (ASC). Las primeras estan formadas unicamente por orina en agua de
descarga. Mientras que las segundas estan constituidas por materia fecal, residuos de
papel higiénico, junto a otros residuos eliminados a través del agua de descarga de

inodoro.
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Figura 13. Fuentes de generacion de AS y sus caracteristicas

Fuente: Modificado de Pratap et al. (2023).

Por otra parte, las ASG se constituyen por drenaje de bafio (incluyendo los originarios
de ducha y de lavamanos, abundantes en restos de jabones, y champus, con excepcion
del de inodoro), drenaje de lavaplatos de cocina (cargados con restos de comida y
lavalozas), y el drenaje de lavanderia abundante en detergentes. (Ahmed et al., 2021; El
Bakraoui et al., 2023).

Por el contrario, la ELL corresponde al agua de lluvias torrenciales, tormentas o
inundaciones que no es absorbida por los suelos, y que por consiguiente fluye por encima

de las calles o superficies abiertas.

23



La importancia de la ELL radica en que esta arrastra consigo desde calles, industrias,
construcciones y otros lugares, muchos contaminantes como plasticos, pesticidas,
herbicidas, aceites, productos quimicos, metales pesados y patdégenos, los cuales
acaban vertiéndose en masas de agua naturales cercanas, como estanques, rios,
arroyos y lagos, sin ningun tipo de tratamiento, perjudicando no solo a los organismos

acuaticos, sino también a todo el medio ambiente (Ahmed et al., 2021).

En definitiva, las AS poseen diferentes origenes, y una composicion muy diversa
incluyendo microorganismos, solidos suspendidos, metales pesados, compuestos
inorganicos, y organicos como proteinas, grasas, carbohidratos, fenoles, pesticidas,
detergentes y antibioticos, entre otros. Seguidamente, una vez formadas son vertidas a
los sistemas de alcantarillado, para ser dirigidas hacia las plantas de tratamiento de
aguas servidas (PTAS) (Excepto la ELL), en donde se denominan afluentes crudos (AC).
(Willey et al., 2017).

1.9. Tratamiento de AS.

1.9.1. Antecedentes.

En nuestro pais aproximadamente el 80% del agua potable producida se convierte en
AS, las cuales son trasladadas por medio de sistemas de alcantarillado, para luego ser
tratadas al interior de PTAS. En Chile se tiene registro de 301 PTAS operativas al afio
2021 (Figura 14), siendo el sistema de lodos activados, la principal tecnologia de
tratamiento utilizada a lo largo del territorio nacional con una representacion de un 57,8%
respecto del total de sistemas, seguido por las tecnologias de lagunas aireadas y
emisarios submarinos, con un 18,3% y 11,0%, respectivamente. Ademas, existen otras
tecnologias no convencionales instaladas en algunas PTAS como lombrifiltros vy
biofiltros. Sin embargo, estas solo representan un 1,3% y 0,3%, respectivamente del total
(Matus et al., 2023)
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Figura 14. Distribuciéon por zonas geograficas de las tecnologias de tratamiento de
AS disponibles en Chile.

PTAS: planta de tratamiento de aguas servidas, SBR: Reactores Bioldgicos
Secuenciales.

Fuente: Obtenido de Matus et al. (2023).
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1.9.2. Tratamiento preliminar.

En esta etapa se remueven solidos gruesos, arena, aceites y grasas, por medio de
procesos fisicos de cribado, trituracion, desarenado y sedimentacion. En Chile, el 64%
de las PTAS poseen un tratamiento preliminar, siendo el uso de rejas el mas comun. Las
plantas pequefias emplean un solo tamiz y de limpiado manual, mientras que las mas
grandes incorporan dos, o hasta tres tamafios de tamices, en compafiia de un sistema
automatico de extraccion de los solidos. Los tamices se conforman de barras metalicas
estrechas, largas y muy proximas entre si, que bloquean residuos solidos flotantes
voluminosos. Adicionalmente, algunas plantas incorporan un triturador para moler y
desmenuzar los residuos que pasan a través de los tamices. Por otra parte, la arena es
removida en un desarenador para evitar la abrasion de las tuberias de la planta. Mientras
que los aceites y las grasas, que pueden obstruir las tuberias de la misma, son removidas
mediante un desgrasador aparte, o bien directamente mediante un desarenador. Aunque
sblo el 23% de las PTAS chilenas cuentan con desgrasadores. (Figura 15) (Barafiao,
2005; Nathanson & Ambulkar, 2024).

1.9.3. Tratamiento primario.

El objetivo del tratamiento primario es la remocién de la materia organica suspendida.
Para ello, las principales tecnologias empleadas son la sedimentacién y la flotacion. En
Chile sdlo un 11% de las PTAS incorporan tratamiento primario, de las cuales el 90%
utiliza sedimentacion. Sin embargo, a pesar del bajo porcentaje global, todas las plantas
de gran tamafio incorporan esta etapa en su tratamiento. (Barafao, 2005).

Los sdélidos que pasan a través de los tamices, desarenadores, asi como también el
material triturado de la etapa de pre-tratamiento, se eliminan de las AS en tanques de
sedimentacion (también llamados clarificadores primarios), los que proporcionan dos
horas de tiempo de retencion para que se produzca una sedimentacion por gravedad. A
medida que las AS fluyen a través de ellos, los sdlidos se hunden gradualmente hasta el
fondo. Los sélidos sedimentados conocidos como lodos primarios (LP) se desplazan por
el fondo del tanque mediante rascadores mecanicos, para luego ser recogidos en una
tolva donde son bombeados para su eliminacion (Figura 15). (Nathanson & Ambulkar,
2024).
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1.9.4. Tratamiento secundario.

El objetivo del tratamiento secundario es la remocion de la materia organica disuelta
remanente de la etapa anterior, mediante procesos biolégicos en los que
microorganismos consumen impurezas organicas como alimento, transformandolas en
diéxido de carbono, agua y energia para su propio crecimiento y reproduccion. Las
principales tecnologias disponibles en nuestro pais son las de lagunas, sistemas de
medio fijo, lombrifiltros, emisarios submarinos, y lodos activados, donde esta ultima es la
mas empleada en Chile, siendo utilizada en el 61% de las PTAS en diferentes
variaciones: lodos activados convencionales, aeracion extendida, zanjas de oxidacion y
reactores batch secuenciales. Seguidamente, de dichas tecnologias de lodos, la mas
empleada es la aeracidon extendida (62%), seguido de los lodos activados
convencionales (20%), zanjas oxidativas (10%) y reactores secuenciales batch (8%).
(Baranao, 2005; Nathanson & Ambulkar, 2024).

El sistema de tratamiento de lodos activados se compone de un tanque de aireacion en
conjunto con un clarificador secundario. Las AS sedimentadas, mezcladas con lodos
frescos que recirculan desde el clarificador secundario, se introducen en el tanque de
aireacion. Posteriormente se inyecta aire comprimido en la mezcla a través de difusores
porosos en el fondo del tanque. De tal manera que el aire difundido proporciona oxigeno
y una rapida accidn de mezcla. También puede afadirse aire mediante agitacién con
mezcladores mecanicos en forma de hélice situados en la superficie del tanque. En
dichas condiciones prosperan microorganismos, creando una suspensién activa de
soélidos biolégicos constituida principalmente por bacterias llamada lodos activados. En
el tanque de aireacidén se dejan unas seis horas, para que los microorganismos tengan
tiempo suficiente para absorber el material organico disuelto en las AS. Posteriormente,
la mezcla pasa al clarificador secundario, donde los lodos activados se sedimentan por
gravedad. Seguidamente, el agua limpia se retira de la superficie del clarificador, y se
vierte como EF secundario. Los lodos se bombean desde una tolva situada en el fondo
del tanque, mientras que aproximadamente el 30% de estos se recirculan de vuelta al
tanque de aireacion, donde se mezclan con el EF primario. Por el contrario, El 70%

restante debe tratarse y eliminarse (Figuras 15 y 16). (Nathanson & Ambulkar, 2024).
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1.9.5. Desinfeccion.

Antes de ser volcadas en ecosistemas superficiales y/o a infiltracion, los EF generados
son desinfectados para reducir las concentraciones de materia organica y de patdégenos.
Por otra parte, el 90% de las PTAS poseen una etapa de desinfeccion. Mientras que los
métodos empleados corresponden a los de cloracion (76% del total), y radiacion ultra
violeta (UV) (24% del total). Seguidamente, la mayoria de las PTAS utiliza cloracion en
base a hipoclorito (62%), en especial en aquellas que atienden a poblaciones menores
de 40.000 habitantes. Mientras que el 38% restante utiliza gas cloro, sobre todo las que
atienden a poblaciones mayores de 40.000 habitantes. Asi también, de aquellas plantas
que utilizan cloracién, el 26% incluye un proceso de decloracidn, correspondiente a la
remocioén de cloro residual antes de descargar el EF final al medio ambiente, para reducir
la toxicidad a los peces y a otros organismos acuaticos. Por el contrario, la tecnologia
UV se utiliza principalmente en plantas que atienden a poblaciones menores a 35.000
habitantes, y solo en aquellas que emplean sistemas de lodos activados o lombrifiltros.
(Figura 15). (Barafiao, 2005).
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Figura 15. Tratamiento de AS empleando sistema de lodos activados.

Fuente: Obtenido de Nathanson and Ambulkar (2024).
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Figura 16. Representacion de sistema de lodos activados.

Fuente: Obtenido de Nathanson and Ambulkar (2024).

1.9.6. Digestion y eliminacion de lodos.

Los lodos acumulados a través del tratamiento de AS se clasifican en primarios (LD-P) y
secundarios (LD-S). Los primarios se producen a partir de las etapas de precipitacion
quimica y sedimentacién. Mientras que los secundarios constituyen la biomasa residual
generada de los sistemas de lodos activados. Asi pues, antes de su eliminacion, los lodos
son digeridos para reducir la masa total de sdlidos, destruir patégenos, y facilitar la
deshidratacion de estos. La mayoria de las PTAS utilizan un sistema de digestion en
dos etapas, en la cual la materia organica es metabolizada por bacterias
anaerébicamente. En la primera etapa, los lodos son espesados hasta alcanzar un
contenido de sélidos secos (SD) de aproximadamente 5%. Para ello, se calientan y
mezclan en un tanque cerrado durante varios dias. Aqui, bacterias formadoras de acido
hidrolizan proteinas vy lipidos, produciendo moléculas mas pequefias solubles en agua,
las que luego fermentan en varios acidos grasos. Consecuentemente, los lodos fluyen
hasta un segundo tanque, donde otras bacterias convierten la materia disuelta en biogas,

CO2 y metano.
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Este ultimo se utiliza para calentar el primer tanque de digestion, mientras que el
remanente se emplea para proveer electricidad a la PTAS, o bien es incinerado sin otro
proceso de por medio.

Por otra parte, los lodos deshidratados pueden enterrarse en un vertedero sanitario, o
diseminarse sobre superficies agricolas para aprovechar su accion acondicionadora de
suelo y fertilizante. Sin embargo, no se esparcen sobre terrenos de cultivo de productos
para consumo humano. Mientras que cuando no pueden disponerse en un lugar
adecuado para su eliminacién, pueden incinerarse reduciéndolos a cenizas. (Nathanson
& Ambulkar, 2024).

1.10. PTAS del Gran Concepcion.

El Gran Concepcion ubicado en la region del Bio Bio, corresponde a un consorcio de 10
comunas de la Provincia de Concepcion, entre las que se incluyen Concepcion, Coronel,
Chiguayante, Hualpén, Hualqui, Lota, Penco, San Pedro de la Paz, Talcahuano y Tomé.
(http://sochil.udec.cl/index.php/2019/03/19/conoce-concepcion/). Por otro lado, dicho

consorcio se caracteriza por poseer una superficie de 222 km?, una poblacion total de
971.285 habitantes y wuna densidad poblacional de 4.383 habitantes/km?
(https://corporacionciudades.cl/wp-content/uploads/2019/04/ATLAS-CONCEPCION.pdf)

La PTAS del Gran Concepcidon se encarga del tratamiento de AS de las comunas de

Concepcion, Talcahuano, Hualpén y Chiguayante (http://www.siss.gob.cl/586/w3-article-
5139.html). El proceso inicia con un pre-tratamiento (screening) que se lleva a cabo
primeramente en un pozo de AF, en el cual se remueve la arena presente en el AF crudo
(AF-C), mediante el uso de una tenaza metdlica (Figura 17A). Luego el AF-C es
conducido a una camara de rejas, donde se retiran sdélidos macroscopicos.
Posteriormente el AF-C es elevado a través de una planta elevadora de aguas servidas
(PEAS) hacia un sistema de rejas finas (Figura 17B). En dicho sistema el AF-C pasa a
través de tamices rotatorios, quedando el material solido depositado al fondo de estos.
Dichos solidos son retirados por medio de un sistema de tornillo sinfin, generandose el
AF pre-tratado (AF-PT) (Figuras 17C y 17D) (SMA, 2019; SSS, 2019).
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Figura 17. Pre-tratamiento de AS.
A: Pozo de AF. B: Planta elevadora de AS. C: tamices rotatorios en sistema de rejas
finas en funcionamiento. D: acercamiento de la imagen C.

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

Luego viene una etapa de tratamiento primario, en el que el AF-PT ingresa al interior de
tanques de sedimentacion, denominados clarificador primario 1 y 2 (Figura 18), en los
que se incorporan agentes coagulantes (cloruro/sulfato férrico o sulfato de aluminio) que
permiten la concentracion de materia solida organica e inorganica disuelta en agregados
llamados flocs (floculos). Luego se afiaden agentes floculantes (polimeros de acrilamida)
que permiten la precipitacion del conjunto de flocs, separandose del material liquido
generandose un EF y un lodo (LD) primarios (EF-P y LD-P) (Oyarzo, 2007; SMA, 2019;
SSS, 2019).
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Figura 18. Tratamiento primario de AS.
A: sedimentadores primarios 1y 2. B: superficie de sedimentador primario 1.

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

Posteriormente, el EF-P prosigue a un tratamiento secundario, en el que se elimina la
materia organica remanente disuelta, mediante reacciones de degradacion oxidativa,
llevadas a cabo por microorganismos en un sistema de lodos activados. Para ello dicho
EF se envia a tres unidades llamadas camaras de distribucién secundaria (tanques de
aireacion) (Figura 19), donde se mezcla con lodos de recirculaciéon provenientes de tres
clarificadores secundarios, generandose un LD y un EF secundarios (LD-S y EF-S).
(SMA, 2019; SSS, 2019). Luego, ocurre una etapa de desinfeccion, en la cual el EF-S se
envia a un sector denominado camaras de contacto (Figura 20), que corresponden a
unidades de tipo canal, donde el agua transita a menor velocidad y se adiciona hipoclorito
de sodio gaseoso (6 ppm), con un tiempo de exposicion aproximado de 30 minutos para
destruir la vida microbiana, generandose un EF final (EF-F), el cual se vierte a masas de
agua receptoras, contribuyendo a la mantencién del ciclo urbano de ésta (SMA, 2019;
SSS, 2019).
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Figura 19. Tratamiento secundario de AS.
En la imagen se observa camara de distribucién secundaria (tanque de aireacion).

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

Los lodos producidos durante el proceso, compuestos principalmente de materia
organica insoluble, son reunidos en un digestor anaerobio (Figura 21), donde
permanecen durante 30 dias a 35°C, siendo agitados con un sistema de lanza, en donde
se producen reacciones catabdlicas por parte de bacterias y arqueas metandgenas,
generandose CO2, gas metano y lodos digeridos (LD-D). Estos ultimos son
transportados a estanques de acumulacién, y luego transferidos a un sector de prensado
de lodos (Figura 22). En dicho sector, los lodos son deshidratados por medio de tres

prensas de banda, donde se agrega polimero hasta alcanzar una humedad del 80%.
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Figura 20. Desinfeccion de AS tratadas.
En la imagen se observa sector de camaras de contacto para cloracion.

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

Seguidamente son cargados en un camion, transportados y depositados en un sector de
canchas de secado de lodos (Figura 23), donde uno corresponde a un galpén de
estructura cerrada, y otro a una losa de hormigdn al descubierto (esta solo se emplea
entre los meses de diciembre a marzo), poseyendo ambas una canaleta de contencion
de liquidos. Los lodos secos generados son finalmente dispuestos en un predio de la
Region del Bio Bio, mientras que el gas metano generado es incinerado mediante una
antorcha (Willey et al., 2017; Tortora et al., 2019; SMA, 2019; SSS, 2019; Madigan et al.,
2021)
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Figura 21. Digestor anaerobio para tratamiento de lodos.

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

Figura 22. Prensa de banda para deshidratacion de lodos digeridos

Fuente: Obtenido de SMA (2019).
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Figura 23. Canchas para secado de lodos.
A: galpdn cerrado. B: losa de hormigon al descubierto.

Fuente: Obtenido de SMA (2019).

1.11. Grupos bacterianos, antibiéticos (ATBs) y genes de resistencia antibiética
(GRAs) en AS.

Las bacterias mas frecuentes encontradas en AS pertenecen a los phyla Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, y Cloroflexi, mientras que los 6rdenes prevalentes son
Bacteroidales, Clostridiales, Burkholderiales y Enterobacterales (An et al., 2018; Nguyen
et al.,, 2021). Por otra parte, los miembros del phylum Firmicutes, y de la clase
Gammaproteobacteria son los mas importantes, puesto que en estos taxa se ubican las
especies mas frecuentes que transportan GRAs adquiridos, como E. coli, K. pneumoniae
y P. aeruginosa, por ejemplo (Berendonk et al., 2015). Por otra parte, los antibiéticos
detectados con mas frecuencia en AS son macrélidos, tetraciclinas, quinolonas,
sulfonamidas y trimetoprim, mientras que con menor frecuencia se detectan 3-lactamicos
y aminoglucdsidos (Kim & Aga, 2007; Zhang & Li, 2011; Liu et al., 2019; Pazda et al.,
2019; Abramova et al., 2020; Nguyen et al., 2021).
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La presencia de GRAs en AS varia ampliamente. Es asi como Manaia et al., (2016)
describieron la presencia de genes blactx-m, blaoxa, blasnv, blatem, mecA (confiere
resistencia a meticilina), sul1 y sul2 (confieren resistencia a sulfonamidas), tetA, tetC,
tetG, tetM, tetQ, tetW 'y tetX (confieren resistencia a tetraciclinas) y qnrA, qnrB, y qnrS
(confieren susceptibilidad disminuida a fluoroquinolonas y resistencia a acido nalidixico).

Posteriormente, Pazda et al., (2019) expusieron una amplia lista de genes, entre los que
destacan; blactx-m, blaoxa, blasnv, blatem, blavim, gnrA, qnrB'y qnrS, sul1, sul2 'y sul3, dfr
(confiere resistencia a trimetoprim), tetA, tetB, tetC, tetG, tetM, tetO, tetQ, tetR, tetW'y
tetX, erm (confiere resistencia a macrolidos, lincosamidas, y estreptogramina B), y mef
(confiere resistencia a macrolidos). Al mismo tiempo, Yin et al., (2019) describieron la
presencia de genes sul4, mcr-1 (confiere resistencia plasmidica a colistina), mecA,
blakec, blanowm, blaoxa-4s-ike, blami-1, blasve-1, blawvpe-1, y blavim-1. Mientras que Osinska et
al., (2020) detectaron genes intl1 (gen de integrasa clase 1), sul1, tetM, blaoxa-4s-ike Y
blaoxa-ss-ike, blatem, blactx-m-15 Y blactx-m-32 (ambas variantes de blactx-m-1-ike), blakec-3, ¥
mcr-1. Por lo tanto, en resumen, los genes que se detectan con mayor frecuencia en AS
codifican para resistencia a B-lactamicos, quinolonas, macrélidos, y tetraciclinas.
(Uluseker et al., 2021; Mitobedzka et al., 2022).

Por otra parte, el tratamiento de AS permite la eliminacion de grandes cantidades de
contaminantes de diversos tipos, generando un EF-F aparentemente libre de estos. Sin
embargo, pese a todas las etapas de tratamiento llevadas a cabo en las PTAS, éstas no
estan disefiadas especificamente para remover GRAs ni tampoco ATBs. En este sentido,
variados autores han informado la deteccion de trazas de ATBs en EF-F, cuyas
concentraciones aun siendo subinhibitorias, pueden ejercer presiones selectivas para la
seleccion de cepas resistentes desde el ambiente. Mientras que la presencia de especies
resistentes sobrevivientes a la etapa de desinfeccion en el EF-F, posibilitan la THG hacia
especies ambientales susceptibles, volviéndolas resistentes. (Silva et al., 2006; Ojer-
Usoz et al., 2014; Xu et al., 2015; Liu et al., 2018; Liu et al., 2019; Smyth et al., 2020
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Cabe mencionar también que Liu et al., (2018); Jin et al., (2020) encontraron que el
proceso de desinfeccion por cloracion, el cual es uno de los mas comunmente
empleados, facilita la THG por transformacién hacia cepas susceptibles. Por otro lado
Xu et al., (2015); Liu et al., (2019) hallaron que en la etapa de tratamiento secundario,
existe una gran carga microbiana, lo que sumado a la presencia de restos de ATBs

facilitaria igualmente eventos de THG.

1.12. Métodos de estudio de la RA en AS.

No hay métodos ni protocolos establecidos por parte de instituciones referentes como el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) o el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). No obstante, los trabajos de Berendonk
et al., (2015); Manaia et al., (2018); Nguyen et al., (2021) plantean que el estudio de la
RA en AS debe basarse en la deteccion de BRA y/o GRAs con capacidad de
transferencia hacia bacterias patdgenas o comensales humanas, y en la deteccion de
estresores, como concentraciones subinhibitorias de antibidticos, u otros compuestos

capaces de favorecer la emergencia y seleccion de BRA.

Ademas, Berendonk et al., (2015); Manaia et al., (2018); Tiwari et al., (2024) proponen
la determinacion de algunas especies bacterianas resistentes a antibacterianos y GRAs,
como marcadores para la evaluaciéon de la RA en AS. Entre las especies propuestas se
encuentran: E. coli, K. pneumoniae, C. freundii, Enterobacter spp., Aeromonas spp., P
aeruginosa, A. baumannii, S. aureus y Enterococcus spp., Mientras que entre los GRAs
estan intl/1 (gen de integrasa clase 1), sul1y sul2, blatem, blactx-v, blanowm-1, blavim, blakpc,
qnrS, aac-(6')-Ib-cr (confieren resistencia plasmidica a quinolonas), vanA (confiere
resistencia a vancomicina), mecA, ermB, ermF, tetM y aph (confiere resistencia a

aminoglucosidos).

Los métodos para estudiar RA en AS pueden clasificarse en dependientes, e
independientes de cultivo.
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Los primeros se basan en el aislamiento de las cepas bacterianas en agares
especializados, con y/o sin suplementos de agentes diferenciales, o selectivos, para
permitir el crecimiento de grupos especificos de bacterias, o para diferenciar distintas
poblaciones de éstas. Estos métodos permiten obtener recuento de bacterias viables,
identificacion de especies de importancia clinica, caracterizacion fenotipica de cepas,
incluyendo la determinacion de perfiles de susceptibilidad a antibidticos, y deteccion
fenotipica de mecanismos de resistencia. También posibilitan la deteccion molecular de
GRAs, de elementos genéticos moviles (EGMs), y la evaluacion de la capacidad de THG
entre cepas. Estos métodos en general son mas econdmicos, y no requieren de un
entrenamiento demasiado exhaustivo para su implementaciéon. Sin embargo, son de
lenta ejecucion, y no permiten la representacidon de toda la comunidad bacteriana en una
muestra, debido a la presencia de especies no cultivables, que corresponde a la mayoria
de las bacterias en ambientes naturales (Berendonk et al., 2015; Manaia et al., 2018).

Los métodos independientes de cultivo se basan en el analisis directo del ADN contenido
en una determinada muestra, dentro de los cuales se encuentran; la amplificacion por
PCR en tiempo real (QPCR), y la metagendmica. El primero consiste en una extraccion
de ADN, seguido de la amplificacion de un gen determinado empleando partidores
especificos, y sondas fluorescentes. A continuacion, la fluorescencia producida es
directamente proporcional a los amplicones obtenidos. Esta técnica permite; la
cuantificacion de GRAs ya sea de forma absoluta o relativa, el analisis simultaneo de
varios GRAs, y también la ejecucion de estudios por separado de ADN intracelular
(IADN), y extracelular (eADN), lo que propicia diferenciar entre GRAs intracelulares,
(portados por una bacteria), de los extracelulares encontrados de forma libre en una
determinada muestra. Esta tecnologia es muy sensible y especifica, No obstante,
factores como la calidad del ADN extraido, pueden influir en el rendimiento de la posterior
reaccion de amplificacion. Mientras que la presencia de inhibidores o interferentes en
muestras complejas, también pueden impactar en la precision de la cuantificacidon. Por
otra parte, el disefio de partidores suficientemente especificos puede ser desafiante,
sobre todo para usuarios con poca experiencia con esta técnica. (Dymond, 2013;
Thermo-Fisher-Scientific, 2014; Manaia et al., 2018).

39



En la metagendmica, se lleva a cabo una extraccion y purificacion de ADN a partir de
una muestra. Seguidamente el ADN es fragmentado y amplificado por PCR,
generandose un conjunto de fragmentos de ADN llamado biblioteca genémica. Luego
esta ultima es secuenciada, produciéndose grandes cantidades de secuencias de lectura
cortas, las que son ensambladas, y anotadas, mediante programas informaticos
especializados. Esta técnica permite el estudio del repertorio genético global de toda la
poblacion microbiana presente en una muestra, lo que posibilita la identificacion de la
mayoria de los organismos, asi como de todos sus genes. Por ende, también permite el
estudio del resistoma, y del moviloma bacterianos. Adicionalmente, posibilita el hallazgo
de nuevos GRAs, permitiendo el enriquecimiento de las bases de datos con esta
informacion. No obstante, la cantidad de muestra, y la calidad del ADN extraido pueden
afectar los resultados finales. Por otro lado, se requiere de equipamiento altamente
sofisticado, y una alta experticia en bioinformatica para la interpretacion de los
resultados. Ademas, este método no permite inferir acerca de los fenotipos de resistencia
de la o las especies en estudio (Zhang et al., 2016; Manaia et al., 2018; Madigan et al.,
2021).

En los ultimos afos se han sumado otras dos técnicas para el estudio de RA en AS.
Estas son la epicPCR (ePCR) (emulsion, paired isolation, and concatenation PCR), y la
digitalPCR (dPCR). La primera corresponde a una PCR de fusion, que permite vincular
una secuencia de interés a un fragmento del gen ARNr16S. En esta técnica se aislan
células individuales y se encapsulan en perlas de poliacrilamida, dentro de las cuales se
llevan a cabo reacciones de PCR para fusionar un GRA diana con el gen ARNr16S.
Como resultado, la PCR amplifica la sefial del GRA y su ARNr16S huésped asociado a
partir del metagenoma de la muestra. Esto permite llevar a cabo asignacion taxonémica
de las bacterias portadoras del GRA diana, y al emplearse acoplado a metagendmica,
maximiza la sensibilidad y especificidad en la deteccion de GRAs (Roman et al., 2021;
Lou et al., 2024).
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La dPCR es una técnica para cuantificacion absoluta de acidos nucleicos diana (como
GRAs por ejemplo u otros), basada en la distribucién de analitos molde en muchos micro-
reactores replicados a dilucion limite, con la mayoria de las reacciones conteniendo una
o cero moléculas. La dPCR comienza con la extraccion de ADN. Luego la reaccion
ensamblada se particiona en grandes sub-reacciones de PCR independientes. La
amplificacion se realiza hasta el punto final y la cuantificacién absoluta de las moléculas
blanco se calcula siguiendo el analisis estadistico de distribucion de Poisson. A diferencia
de la gPCR, la dPCR sobrepasa en sensibilidad y precision a la primera, y ademas no
requiere de estandares de referencia, ni controles enddgenos, ni curvas de calibracion.
(Cao et al., 2020; Maestre-Carballa et al., 2024).

1.13. RA en AS en Chile.

Si bien existen variados trabajos en la literatura, dedicados a la RA en AS, la gran
mayoria son internacionales, sobre todo europeos y asiaticos, de manera que existe una
carencia de informacion respecto de otras regiones como en América Latina, incluyendo

nuestro pais, en el cual solo se existen unos pocos estudios.

Silva et al., (2005) informaron 63 cepas de Enterococcus spp., aislados desde AS del
colector del Hospital de Antofagasta, y de las PTAS Cascal Norte y Cascal Sur, los cuales
mediante CMI por dilucion en agar, resultaron altamente resistentes a gentamicina (GEN)
y estreptomicina (STR), moderadamente resistentes a la ampicilina (AMP), cloranfenicol
(CHL), tetraciclina (TCY), y ciprofloxacino (CIP), y con una susceptibilidad intermedia a
vancomicina (VAN). Seguidamente, Silva et al., (2006) comunicaron coliformes fecales,
aislados desde muestras de AF y EF de una PTAS de Antofagasta recolectadas durante
cuatro periodos de tiempo. Los recuentos bacterianos obtenidos mostraron una elevada
proporcion de coliformes resistentes a antibidticos en las muestras de EF. Mientras que
dichas bacterias fueron eliminadas en diferentes proporciones por accion de tratamiento
de AS. Es asi como E. coli disminuyd, mientras que la proporcion de Klebsiella spp. se

incremento.
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Por otro lado, el porcentaje de aislados multirresistentes aumento al final del tratamiento.
Finalmente, del total de 248 coliformes aislados, las mayores frecuencias de resistencia
fueron a AMP, seguido de TCY, y sulfametoxazol-trimetoprim (SXT). Mientras que las

mas bajas fueron a kanamicina (KAN) y acido nalidixico (NAL).

Posteriormente, Bueno et al., (2020), trabajando con qPCR, informaron un incremento
estadisticamente significativo (p < 0,05) de 17 GRAs (aacA, aadA>5, blanps, blaoxa, blatewm,
dfr13, ermF, qacG, qnrS, strB, sul1, sul2, tet(A), tet(B), tet (Q), tet(W), tet(X)) (de un total
de 24 cuantificados) en muestras de sedimento marino, obtenidos desde masas de agua
receptoras de EF de tres PTAS en la regién de los Rios. Ademas, en esa misma
investigacion se informé una alta abundancia de genes blakrc, blatem, Y blasiv en 160
muestras de deposicion de aves silvestres circundantes a una de las PTAS. Asi, como
una mayor abundancia de blasnv en especies de aves migratorias en contraste con
especies residentes (p < 0,05). Finalmente, Leiva et al., (2024) comunicaron una
reduccion de entre 2 - 4 unidades logaritmicas de carga de BRA mediante método de
dilucién en agar (correspondientes a bacterias resistentes a ceftriaxona (CRO), a
amoxicilina (AMX) y a CIP), y de GRAs mediante gPCR (blatem blacTtx-m-32 (variante de
blactx-m-1-ike), gnrS, tetM, y sul1) en EF de 20 PTAS rurales en la Regién del Bio Bio,
durante 2 campafas de muestreos. Leiva et al.,, (2024) ademas informaron
disminuciones de entre 2 - 4 unidades logaritmicas, de los genes ARNr 16S e intl1 en

las mismas muestras de EF de las 20 PTAS citadas
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1.14. Hipoétesis y Objetivos.

En base la revision bibliografica presentada anteriormente, al contrario de lo que ocurre
a nivel internacional, en nuestro pais existe escasa informacién sobre RA en AS, y mas
aun acerca de los efectos de los tratamientos de AS efectuados por las PTAS en Chile
sobre las cargas de BRAs y de GRAs. Razon por la cual se eligio a la PTAS del Gran
Concepcidén, como modelo de estudio para aportar con mas informacion nacional
respecto de esta importante problematica. Asi también, considerando a los
Enterobacterales resistentes a C3G y/o carbapenémicos, y a las BLEE vy
carbapenemasas como grupos bacterianos y mecanismos de resistencia

respectivamente de prioridad critica, se propuso la siguiente hipétesis:

El tratamiento de las aguas servidas del Gran Concepcion disminuye
significativamente la carga de Enterobacterales resistentes a C3G y/o
carbapenémicos, asi como la carga de genes codificantes de BLEE y/o

carbapenemasas

Del mismo modo se plante6 adicionalmente la siguiente hipétesis nula:

El tratamiento de las aguas servidas del Gran Concepcion no tiene un efecto
significativo en Ila carga de Enterobacterales resistentes a C3G y/o

carbapenémicos, ni en la carga de genes codificantes de BLEE y/o

carbapenemasas
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Para evaluar dicha hipotesis se establecio el siguiente objetivo general:

Evaluar diferencias en las cargas de Enterobacterales resistentes a C3G ylo
carbapenémicos y en la carga de genes que codifican BLEE y/o carbapenemasas,
por accion del tratamiento de las AS del Gran Concepcién

Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar la carga de Enterobacterales resistentes a C3G y/o carbapenémicos, en

muestras de AS del Gran Concepcion.

2. |dentificar las principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de

Enterobacterales resistentes a C3G y/o carbapenémicos.

3. Determinar la presencia o ausencia de genes codificantes BLEE y/o carbapenemasas,

en muestras de AS del Gran Concepcion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestras de aguas servidas (AS).

2.1.1. Obtencién y almacenamiento de muestras.

Durante los meses de enero, abril y julio de 2022, se obtuvieron desde la planta de
tratamiento de aguas servidas del Gran Concepcion 8 muestras colectadas durante 24 h
en contenedores plasticos esterilizados. De éstas, 4 correspondieron a muestras de
afluente (AF) y 4 a muestras de efluente (EF). El volumen de cada una de las muestras
fue de 1 L para las muestras de AF y de 2 L para el EF. La fecha y hora de obtencién de
las muestras se presenta en la Tabla 2. Ademas, en el ANEXO 1 se detallan las
caracteristicas fisicoquimicas de cada una de las muestras.

Todas las muestras fueron suministradas por la Empresa ESSBIO, y se trasladaron al
Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos (LIAA), de la Facultad de
Ciencias Biologicas, en la Universidad de Concepcidn, para ser refrigeradas a 2 - 8°C, y
luego ser procesadas antes de 24 h de su recoleccion.

Tabla 2. Fechas y horas de obtencion de las muestras de AS.

N° de muestreo Tipo de muestra Fecha inicio Fechatermino Horainicio Horatermino

AF 10/01/2022 11/01/2022 10:30 09:30
1 EF 10/01/2022 11/01/2022 10:10 09:10
AF 17/01/2022 18/01/2022 11:05 10:05
2 EF 17/01/2022 18/01/2022 10:00 11:00
AF 19/04/2022 20/04/2022 11:05 10:05
° EF 19/04/2022 20/04/2022 10:05 09:05
AF 18/07/2022 19/07/2022 11:25 10:25
4 EF 18/07/2022 19/07/2022 10:35 09:35

AF: afluente, EF: efluente.
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2.1.2. Procesamiento de muestras para aislamiento bacteriano.

Para el aislamiento bacteriano partir de las muestras de EF se procedio6 a filtrar 500 ml
de cada una de las muestras, recolectadas durante el mes de enero, mediante filtros
Whatman® de 0,45 um empleando el equipo Oil-Free Vacuum Pump Rocker 300 (Rocker
Scientific). Para las muestras de EF obtenidas en los meses de abril y julio, se filtraron
1.000 ml en las mismas condiciones descritas anteriormente.

A continuacién, todos los filtrados obtenidos se procedieron a filtrar nuevamente en filtros
Millipore™ de 0,22 um. Posteriormente, cada uno de los filtros fueron introducidos en
tubos Falcon™ de 50 ml (un tubo para cada EF distinto), a los que se les incorporé 5 ml
de agua destilada estéril. Finalmente, los tubos Falcon™ se sometieron a agitacion en
agitadores tipo vortex durante 10 min, y se conservaron en refrigeracion a 4 - 8°C hasta
el momento de su utilizacion.

En el caso de las muestras de AF, el aislamiento bacteriano se realiz6 directamente

desde las muestras obtenidas de la planta de tratamiento.

2.2. Recuento bacteriano aerébico.

En las muestras de AF y EF, el recuento de bacterias viables se realizé mediante el
meétodo de diseminacion en superficie en agar (Cappuccino & Welsh, 2018). Para esto,
a partir de los filtrados obtenidos anteriormente desde las muestras de EF, se realizaron
diluciones seriadas en agua destilada estéril. Seguidamente, alicuotas de 0,1 ml de
muestra sin diluir y de cada una de las diluciones fueron sembradas en placas de agar
R2A, MacConkey (MCC), MacConkey suplementadas con CRO (4 ug/ml) (MCC+C), y
MacConkey suplementadas con MEM (2 ug/ml) (MCC+M). Por otra parte, para las
muestras de AF se procedié de la misma forma, pero directamente sin filtrar. Todas las
placas se incubaron en aerobiosis a 35°C por 18-24 h.

La mayor parte de los recuentos, se obtuvieron de tres replicas en los medios
correspondientes, salvo algunos obtenidos de menos de tres, durante el primer muestreo
de enero, lo cual fue debido a un insuficiente numero de placas disponibles, debido a un

error procedimental en su preparacion.
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Una vez finalizado el periodo de incubacién, se seleccionaron aquellas placas en las que
se desarrollaron entre 30 a 300 colonias (Silva et al., 2006; Moges et al., 2014;
Cappuccino & Welsch, 2018) para realizar los recuentos bacterianos y expresarlos en
unidades formadoras de colonia por unidad de volumen (UFC/ml).

Para evaluar los recuentos bacterianos, se construyé una matriz de datos (ANEXO 8) en

el software GraphPad Prism v10.3.0 (https://www.graphpad.com/), para luego aplicar las

pruebas ANOVA de dos vias, seguido de comparaciones multiples de Turkey.

2.3. Seleccién y almacenamiento de colonias bacterianas.

A partir de las placas de recuento bacteriano se seleccionaron entre 3 a 5 colonias por
cada morfotipo predominante. Las colonias seleccionadas se sembraron en placas de
agar Tripticasa de Soya (ATS) las que se incubaron en aerobiosis a 35°C por 18-24 h.
Posteriormente, desde las colonias bacterianas crecidas en las placas se procedio a
confeccionar el cepario (repositorio). Para ello las colonias bacterianas fueron
sembradas en tubos con 4 ml de caldo Tripticasa de Soya (CTS) e incubados en
aerobiosis a 35°C por 18-24 h. Con los cultivos liquidos se prepararon suspensiones con
glicerol (50% v/v), en criotubos (empleando 700 ul de cultivo junto con 350 ul de glicerol),
y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion posterior (Rabbia et al., 2016).

2.4. Identificacion bacteriana.

2.4.1. Observacion de caracteristicas microbiolégicas e identificacion fenotipica.

Los aislados almacenados a -80°C se cultivaron en placas de agar Mueller Hinton (MH)
en aerobiosis a 35°C por 18 - 24 h. A las colonias bacterianas obtenidas se les realizd
tincion de Gram para estudiar su afinidad tintorial, morfologia y agrupacion. En aquellas
cepas en las que la Tincion de Gram no fue concluyente, se les efectud la prueba de
filancia (Procop et al., 2018). Para el control de calidad de dichos procedimientos, se
emplearon las cepas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923. Ademas, para
analizar su capacidad de metabolizar azucares, los aislados se sembraron en agar triple

azucar hierro (TSl), y se incubaron en aerobiosis a 35°C por 18 - 24 h.
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Luego se sometieron a prueba de oxidasa para establecer su pertenencia al Orden
Enterobacterales. Para el control de calidad de dichas pruebas, se utilizaron las cepas
E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Los aislados fermentadores oxidasa negativos, se identificaron mediante pruebas
bioquimicas convencionales (Tille, 2017; Berrios & llabaca, 2018), empleando una
herramienta de identificacion online alojada en la web:
https://www.microrao.com/identify.htm. Para el control de calidad de esta etapa se utilizé
la cepa E. coli ATCC 25922.

2.4.2. Identificacion molecular de los aislados.

2.4.2.1. Extraccion de ADN genémico (ADNg).

Los aislados que no pudieron ser identificados mediante las pruebas fenotipicas, se
sometieron a secuenciacion del gen ribosomal ARNr16S (Tindall et al., 2010; Chun et al.,
2010; Johnson et al., 2019). Para ello, se realiz6 extraccion de ADNg de los aislados
utilizando la matriz comercial InstaGene (Bio-Rad), siguiendo el protocolo del fabricante
con modificaciones descrito en el ANEXO 2. Los extractos de ADNg obtenidos se

conservaron a -20°C hasta su posterior utilizacion.

2.4.2.2. PCR convencional.

Se realizé PCR convencional en el equipo MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Applied
Biosystems) utilizando una mezcla de reaccion de 25 pl por cada aislado, compuesta de
12,5 yl de GoTaq G2 Green Master Mix (Promega), 9,5 ul de agua libre de nucleasas,
0,25 pl (25 uM) de partidor PO, 0,25 pl (25 uM) de partidor P6 y 2,5 pl de ADNg. Como
control positivo se empled la cepa E. coli ATCC 25922, y como negativo agua libre de
nucleasas (ALN). Los amplicones generados se conservaron a -20°C hasta su utilizacion
posterior. Las caracteristicas de los partidores empleados se encuentran en el ANEXO

3 y las condiciones de amplificacion en el ANEXO 4.
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2.4.2 3. Electroforesis en gel de agarosa.

Para la visualizacién de los productos de PCR se preparé un gel de 100 ml de agarosa
al 2% empleando buffer TAE 0,5 x, al que se le adiciondé 3 ul de Maestrosafe Nucleic
Acid Prestained (MaestroGen). Una vez solidificado el gel, se cargaron en cada uno de
los pocillos 5 yl de cada producto de PCR, 5 ul de cada control de calidad (E. coli ATCC
25922 (control positivo) y agua libre de nucleasas (ALN) (control negativo) y 5 pl de
AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen). La electroforesis se corrié a 100
V durante 90 min utilizando buffer TAE 0,5 x, y el gel fue visualizado empleando el equipo
UVITEC UVIDOC Gel Imager Transilluminator system (UVITEC Cambridge).

2.4.2.4. Secuenciacion tipo Sanger.

Los productos de PCR se enviaron a Macrogen (Korea), para su secuenciacioén por el
meétodo de Sanger. Los cromatogramas producidos se analizaron con el software BioEdit
v7.2.5 (Alzohairy, 2011), y se obtuvo el reverso complementario de cada secuencia
reverse. Las secuencias forward y reverse se alinearon en la herramienta MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/), y las secuencias consenso generadas se subieron a la

plataforma blastn, para confirmar la secuenciacion
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& PAGE TYPE=BlastSearch
&LINK LOC=blasthome).

Posteriormente, dichas secuencias se subieron a la base de datos SILVA (Quast et al.,
2013; Yilmaz et al., 2014), y se descargaron todas las secuencias correspondientes a las
especies mas probables para cada aislado en estudio, las que luego se convirtieron de
ARN a ADN mediante el software BioEdit v7.2.5 (Alzohairy, 2011). Cada grupo de
secuencias obtenidas de SILVA (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014), en compainiia
de cada secuencia de cada aislado, se subieron a la plataforma NGPhylogeny (Dereeper
et al., 2008; Lemoine et al., 2019). Seguidamente se efectuaron alineamientos multiples
con la herramienta Clustal Omega v1.2.4 (Sievers et al., 2011), los que luego se filtraron
con la herramienta BMGE v1.12 (Criscuolo & Gribaldo, 2010).
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Los archivos de salida en formato PHYLIP se subieron a la plataforma Galaxy Australia

(https://useqalaxy.org.au/), en la cual se ejecutaron analisis filogenéticos mediante

meétodo de maxima verosimilitud con el software IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020). Para
evaluar el soporte de los nodos se utilizaron las pruebas SH-aLRT, aBayes (Anisimova
etal., 2011), y UFBoot (Hoang et al., 2017) empleando 1000 réplicas. Se utilizaron como
grupos externos secuencias de referencia apropiadas para cada aislado en estudio.

Los cladogramas resultantes se visualizaron con la herramienta iTOL v6.8.1 (Letunic &
Bork, 2021).

Los aislados que no pudieron identificarse mediante secuenciacion del gen ARNr16S, se
enviaron al Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional Guillermo Grant
Benavente, Concepcion, para someterlos a MALDI-TOF en el equipo VITEK®EMS
(bioMérieux). Mientras que aquellos que resultaron ser productores de carbapenemasas,
se sometieron adicionalmente a secuenciacion genomica completa (SGC) (ver secciones
29y 3.7).

2.5. Susceptibilidad antibiética de Enterobacterales aislados de AS.

A los Enterobacterales identificados se les realizaron pruebas de susceptibilidad a
antibioticos mediante método de difusion en agar, de acuerdo con el documento
Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard
13th ed. CLSI document M02 (CLSI, 2018, 2022). Para ello se emplearon los antibidticos:
cefoxitina (FOX) (30 ug), ceftriaxona (CRO) (30 pg), ceftazidima (CAZ) (30 ug),
cefotaxima (CTX) (30 pg), cefepima (FEP) (30 pg), imipenem (IPM) (10 pg), ertapenem
(ETP) (10 pg), meropenem (MEM) (10 pg), gentamicina (GEN) (10 pg), amikacina (AMK)
(30 ug), ciprofloxacino (CIP) (5 pg), levofloxacino (LVX) (5 ug), cloranfenicol (CHL) (30
Mg), tetraciclina (TCY) (30 pg), sulfonamida (SUL) (300 pg), y trimetoprim (TRI) (5 pg).
Para el control de calidad se empled la cepa E. coli ATCC 25922.
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Posteriormente, se establecieron los perfiles de resistencia considerando los halos de
inhibicion de acuerdo con el documento Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing. 33rd ed. CLSI supplement M100 (CLSI, 2023). El indice de
resistencia multiple a antibiéticos (MAR) fue calculado para cada cepa, respectivamente
(Krumperman, 1983; Odjadjare et al., 2012).

2.6. Deteccidon fenotipica de BLEE y/o carbapenemasas en Enterobacterales
aislados de AS.

2.6.1. Deteccion de BLEE mediante sinergia por combinacién de discos.

La deteccion de BLEE se realizO mediante sinergia por combinacién de discos, de
acuerdo con el documento CLSI (2023), con modificaciones obtenidas de Calvo et al.
(2011) y del documento Guidelines for detection of Resistance Mechanisms version 2.0

(https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Resistance mechanis

ms/EUCAST _detection_of resistance_mechanisms_170711.pdf) del European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), para detectar BLEE en
presencia y ausencia de enzimas AmpC.

Para ello se emplearon placas de agar Mueller Hinton (MH) con y sin suplementacion de
cloxacilina (CLX) (250 pg/ml) y se utilizaron sensidiscos de CTX (30 pg), CAZ (30 ug),
cefotaxima-acido clavulanico (CTX-C) (30/10 ug), y ceftazidima-acido clavulanico (CAZ-
C) (30/10 pg). Como control se emplearon las cepas Klebsiella pneumoniae UCO168
(BLEE™) y Enterobacter cloacae UCO186 (BLEE"™ y AmpC™).
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2.6.2. Deteccion de carbapenemasas.

2.6.2.1. Prueba de Blue Carba.

Todos los Enterobacterales se sometieron a la prueba Blue Carba, siguiendo el protocolo
del Laboratorio Nacional de Referencia en Antimicrobianos, INEI-ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran” (http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2014/10/BLUE-
CARBA-IN-HOME-Version-2.pdf.). Se utilizaron como controles las cepas de K
pneumoniae UCO338 (KPC*), K. pneumoniae UCO361 (NDM*), K. pneumoniae UC322
(OXA-48-like™) y E. coli ATCC 25922 (no productora de carbapenemasas).

2.6.2.2. Inmunoensayo NG-Test® CARBA-5.

Las cepas que resultaron positivas a la deteccion de carbapenemasas mediante Blue
Carba, se sometieron a la prueba de inmunoensayo NG-Test® CARBA-5, (NG Biotech),
para identificar las enzimas portadas por las cepas, de entre las que detecta dicho
inmunoensayo (NDM, KPC, IMP, VIM, y OXA-48-like), siguiendo el protocolo del
fabricante. Para el control de calidad se emplearon las cepas E. coli UCO327 (KPC") y
E. coli ATCC 25922 (no productora de carbapenemasas).

2.7. Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI) a Imipenem (IPM) en
Enterobacterales productores de carbapenemasas.

A las cepas que resultaron ser productoras de carbapenemasas se les determiné la CMI

a IPM utilizando tiras epsilométricas Liofilchem®, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se empled como control la cepa E. coli ATCC25922.
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2.8. Deteccion e identificacion de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas

en Enterobacterales aislados de AS.

Para la pesquisa de genes de BLEE y/o carbapenemasas se procediéo como se indica en
los puntos 2.7.1 y 2.7.2. A los aislados productores de carbapenemasas, ademas se les
realizo secuenciacion gendmica completa (SGC) para confirmar su identificacion a nivel
de especie, identificar las variantes de sus genes de carbapenemasas, identificar otros
GRAs, y efectuar otros analisis bioinformaticos. Se consideré el mismo procedimiento en
caso de detectar alguna cepa portadora de algun gen codificante de BLEE de alto interés.

(ver secciones 2.9y 3.7).

2.8.1. Extraccion de ADNg.
El ADNg fue extraido de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 2.4.2.1.

2.8.2. PCR convencional.

Para investigar la presencia de genes codificantes de B-lactamasas de diferentes familias
(blasnv, blatem, blactx-Mm-1-ike, blactx-m-z-ike, blactx-m-s-ike, blactx-m-o-ike, blanom, blavim,
blakec, y blaoxa-as-ike) S€ realizé PCR convencional en los equipos MiniAmp™ Plus
Thermal Cyclery Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems). Para ello
se prepararon mezclas de reaccion de 10 ul, compuestas de 5 ul de GoTaq G2 Green
Master Mix (Promega), 3,8 pl de ALN, 0,1 pl (25 pM) de partidor forward, 0,1 ul (25 pM)
de partidor reverse, y 1 ul de ADNg. Como controles positivos se emplearon las cepas;
K. pneumoniae UCO168 (blasnv*y blatem*), E. coli UCO327 (blactx-m-1-ike* Y blakec*), K.
pneumoniae UCO217 (blactx-m-2-ike™), E. coli UCO298 (blactx-m-s-ike*), E. coli UCO250
(blactx-m-9-ike™), A. baumannii UCO323 (blanom™), P. aeruginosa UCO236 (blaviv*), y K.
pneumoniae UCO322 (blaoxa-4s-ike”). Como controles negativos se empled la cepa S.
aureus ATCC 25923 (no codificante de B-lactamasas) y ALN. Los productos de PCR
fueron visualizados de acuerdo con el protocolo descrito en 2.4.2.3. Los amplicones
generados se conservaron a -20°C hasta su utilizacion posterior. Las caracteristicas de
los partidores utilizados para cada gen se encuentran en el ANEXO 3 y las condiciones

de amplificacién en el ANEXO 4.
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2.8.3. Digestion enzimatica de blashv.

2.8.3.1. PCR convencional.

Con el objeto de determinar si el gen blasnvy amplificados en algunas cepas codificaba
para una enzima BLEE de la familia SHV, los productos de PCR obtenidos se sometieron
a digestidn enzimatica con la enzima de restriccion Nhel (Thermo Fischer Scientific)
siguiendo el protocolo descrito por Nuesch-Inderbinen et al., (1996). Para ello, se realizo
PCR convencional, empleando una mezcla de reaccion de 25 ul por cepa, compuesta de
12,5 yl de KAPA Taq ReadyMix (Kapa Biosystems), 9,5 pl de agua libre de nucleasas,
0,25 pl (25 uM) del partidor Nuesch-F, 0,25 ul 25 (uM) del partidor Nuesch-R 'y 2,5 ul de
ADNg. Las caracteristicas de los partidores utilizados se presentan en el ANEXO 3 y las
condiciones de amplificacion en el ANEXO 4. Los productos de PCR fueron visualizados
de acuerdo con el protocolo descrito en 2.4.2.3. Como controles positivos se emplearon
las cepas K. pneumoniae UCO168 (blasnv* [variante de amplio espectro]) y K
pneumoniae UCO182 (blasnv-3* [variante de espectro extendido]), mientras que como
controles negativos se empled la cepa S. aureus ATCC 25923 (no codificante de [3-
lactamasas) y ALN. Los amplicones generados se conservaron a -20°C hasta su

utilizacién posterior.

2.8.3.2. Ensayo de digestion enzimatica.

Este experimento se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante de la enzima
Nhel (Thermo Fischer Scientific) con las modificaciones descritas a continuacion. Para
ello se emplearon los productos de PCR obtenidos anteriormente, los que se
descongelaron a 4°C.
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El ensayo se efectué empleando 4 tubos Eppendorf de 1,5 ml. Dos para la cepa a
investigar (uno con la enzima, y el otro sin la enzima), y los otros dos para el control
positivo (K. pneumoniae UCO168 (blasnv* [variante de amplio espectro]) y negativo (K.
pneumoniae UCO182 (blasnv-3* [variante de espectro extendido]), respectivamente.

A continuacion, en 3 tubos Eppendorf se incorporaron los siguientes compuestos (en
iguales cantidades por cada tubo); 3 pl de amplicon, 2 uyl de bufer Tango 10x
(ThermoFisher), 14 ul de agua libre de nucleasas, y 1 pyl de Nhel (10 U/uL)
(ThermoFisher). Mientras que en el cuarto tubo se afiadieron los mismos compuestos,
excepto por la enzima, la cual se reemplazé por ALN. Luego todos los tubos se incubaron

a 37°C por 18 - 20 h en bafo termorregulado

Después de finalizada la incubacion, se afiadié a todos los tubos 2,5 ul de bufer de carga
(BC). Seguidamente, la digestion fue revelada mediante electroforesis en gel de agarosa
2% utilizando buffer TAE 0,5 x, a la que se le incorpord 1,2 pl de Maestrosafe Nucleic
Acid Prestained (MaestroGen). Se cargaron 18 ul de los productos sometidos a digestion
enzimatica y 5 pl AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen). La
electroforesis se corrid a 100 V en buffer TAE 0,5 x durante 50 min. El gel fue revelado
empleando el equipo UVITEC UVIDOC Gel Imager Transilluminator system (UVITEC
Cambridge).

2.8.4. Secuenciacion tipo Sanger.

Con el objeto de determinar la variante del gen blasnv digeridos previamente, asi como
también, determinar si el gen blatem amplificados en algunas cepas correspondia a BLEE
de la familia TEM. Se realizé PCR convencional para amplificar dichos genes de acuerdo
con lo estipulado en la seccion 2.7.2. Seguidamente, los amplicones generados se
visualizaron de acuerdo con el protocolo descrito en el apartado 2.4.2.3. Por otra parte,
los productos de PCR se enviaron a Macrogen (Chile), para su secuenciacion por el

meétodo de Sanger.
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Los cromatogramas producidos se analizaron con el software BioEdit v7.2.5 (Alzohairy,
2011), y se obtuvo el reverso complementario de cada secuencia reverse. Las

secuencias forward y reverse se alinearon en la herramienta MultAlin
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(http://multalin.toulouse.inra.fr/). Seguidamente, las secuencias consenso generadas se

subieron a la plataforma blastn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& PAGE TYPE=BlastSearch

&LINK LOC=blasthome) para confirmar la secuenciacion.

Posteriormente, dichas secuencias se introdujeron en las herramientas Expasy

(https://web.expasy.org/translate/), EMBOSS Transeq

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/st/emboss _transeq), o] blastx
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?LINK LOC=blasthome&PAGE TYPE=BlastSea

rch&PROGRAM=Dblastx) para traducirlas a secuencias aminoacidicas (SAs), y estas

ultimas se subieron a la base de datos BLDB (Naas et al., 2017). Se descargaron todas
las secuencias correspondientes a las variantes mas probables, para cada gen de [3-
lactamasa en estudio. Cada grupo de secuencias en compafiia de cada secuencia de
cada gen respectivo, se subieron a la plataforma NGPhylogeny (Dereeper et al., 2008;
Lemoine et al., 2019). Ademas, se efectuaron alineamientos multiples con la herramienta
Clustal Omega v1.2.4 (Sievers et al., 2011), los que luego se filtraron con la herramienta
BMGE v1.12 (Criscuolo & Gribaldo, 2010).

Los archivos de salida en formato PHYLIP se emplearon para efectuar analisis

filogenéticos, como se detalla en la seccion 2.4.2.4.

2.9. Secuenciacion genémica completa (SGC) y analisis in silico de cepas
M1/A/C/29, M2/A/C/34, M3/A/M/3, y M4/AIC/32.

Se efectué SGC en las cepas M1/A/C/29, M2/A/C/34, M3/A/M/3, y M4/A/C/32, cuya
nomenclatura se estipula en Tabla 6. Para la cepa M1/A/C/29, se extrajo su ADNg
mediante la matriz comercial InstaGene™ (BioRad) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después, dicho ADNg fue enviado a SeqCenter, USA, en donde fue purificado
con el kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, la concentracion de ADNg final obtenido fue determinada mediante
Qubit.
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Se prepararon bibliotecas gendomicas empleando el kit /llumina DNA Prep basado en
tagmentacion y PCR, junto con indices duales unicos (IDU) de 10 pb de IDT
personalizados, con un tamano de insercion objetivo de 280 pb. No se realizaron pasos
adicionales de fragmentacion de ADN o seleccién de tamano. Las bibliotecas se
sometieron a SGC en la plataforma de secuenciacion NovaSeq X Plus (lllumina), en una
o mas corridas multiplexadas en celdas de flujo compartidas, produciendo lecturas
emparejadas de 2x151 pb. La demultiplexacion, control de calidad, y recorte de
adaptadores de las lecturas obtenidas, se ejecutaron con BCL convert v4.2.4 (lllumina).
Seguidamente, las lecturas crudas filtradas se ensamblaron en contigs utilizando Skesa
v1.1.0 (Souvorov et al., 2018), las estadisticas de secuenciacion se analizaron con Quast
v5.2.5 (Mikheenko et al., 2018), mientras que la anotacion se efectu6 con Bakta v1.9.2
(Schwengers et al., 2021).

En el caso de las cepas M2/A/C/34, M3/A/M/3, y M4/A/C/32, su ADNg se extrajo
utilizando el kit DNeasy UltraClean Microbial (Qiagen). La pureza de las muestras de
ADNg se evalué mediante espectrofotometria NanoQuant, y la concentracion se
determind utilizando el ensayo Qubit® 3.0 dsDNA BR. Se prepararon bibliotecas
genomicas a partir de 400 ng de ADNGg utilizando el kit /llumina DNA Prep Kity los indices
Nextera DNA CD (lllumina), siguiendo el protocolo del fabricante. La cuantificacion de las
bibliotecas se realizé con Qubit 3.0, y la integridad de las bibliotecas se verificé mediante
electroforesis capilar utilizando el equipo Qsep-7100 (Bioptic Inc.). Posteriormente, las
bibliotecas se sometieron a SGC en la plataforma de secuenciacidon NextSeq 500
(Illumina) con el kit NextSeq 500/550 High Output v2.5 de 150 ciclos (lecturas pareadas,
longitud de lectura 2 x 75 pb). Tras la secuenciacion, las lecturas se demultiplexaron
utilizando la aplicacion BaseSpace (lllumina). La evaluacion de calidad de las lecturas se
realizé con el software FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y las lecturas de baja

calidad y adaptadores se filtraron utilizando Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) con
una etapa de llluminaClip.
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Para el analisis genomico, las lecturas crudas filtradas se ensamblaron en contigs
utilizando Unicycler v0.5.1 (Wick et al., 2016), y las estadisticas de secuenciacion se
obtuvieron mediante Quast v5.2.5 (Mikheenko et al., 2018). Las anotaciones de genes

se realizaron a través de Bakta v1.9.2 (Schwengers et al., 2021).

La identificacion a nivel de especie de los aislados, se ejecuto utilizando la herramienta
Ribosomal Multi Locus Sequence Typing (rMLST) (Jolley et al., 2012) y JSpeciesWS
(Richter et al.,, 2015) con busqueda de tetracorrelacion (TCS). Posteriormente, se
recuperaron genomas de referencia correspondientes a las especies bacterianas con los
z-scores mas altos de GenBank (Benson et al., 2013), y se determinaron los porcentajes
de identidad nucleotidica promedio utilizando el algoritmo BLAST+ (ANIb%). Finalmente,
se analizaron cada grupo de genomas utilizando la herramienta Genome-to-Genome
Distance Calculator 3.0 (GGDC) (Meier-Kolthoff et al., 2013, 2021) para determinar los
porcentajes de hibridacion de ADN-ADN in silico (DDH%). Los genomas de referencia

utilizados se enumeran en la Tabla 12.

Los GRAs se identificaron utilizando Abricate v1.0.1 (Seemann, 2016) disponible en la
plataforma Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/), utilizando las bases de datos
ResFinder v4.4.2 (Bortolaia et al., 2020) y NCBI Bacterial Antimicrobial Resistance
Reference Gene Database. Los STs de los aislados se determinaron utilizando la

herramienta MLST v2.0.9 (Larsen et al., 2012), y se identificaron EGMs asociados con
GRAs utilizando la herramienta Mobile Element Finder v1.0.3 (Johansson et al., 2020) y
PlasmidFinder v2.1 (Carattoli et al., 2014). También se detectaron integrones utilizando
IntegronFinder v2.0.3 (Néron et al., 2022).

Para los dos genomas pertenecientes al género Klebsiella, se efectu6é un analisis
adicional utilizando cgMLST (Hennart et al., 2022), Kleborate v2.3.2 (Lam et al., 2021)
y Kaptive v2.0.7 (Wyres et al., 2016), disponibles en el servidor PathogenWatch
(https://pathogen.watch/).
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Los genomas restantes (2/4), pertenecientes a los géneros Escherichia 'y Citrobacter, se
sometieron a un analisis adicional para pesquisa de genes de virulencia, en Ecoli_VF y
VFDB respectivamente (Liu et al., 2021), a través de Abricate v1.0.1 (Seemann, 2016).

Para estudiar el linaje de las cepas, se obtuvieron genomas de cepas chilenas de los
geéneros Klebsiella y Citrobacter con los mismos STs desde las bases de datos Bacterial
and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) (Olson et al.,, 2023) vy
PathogenWatch (Argimon et al., 2021a, 2021b). Los genomas fueron anotados utilizando
Bakta v1.5.0 (Schwengers et al., 2021), seguido del alineamiento de core-genomes
utilizando Roary v3.13.0 (Page et al., 2015) y filtrado por SNP-sites (Page et al., 2016).
Se construyeron arboles filogenomicos utilizando el método de maxima verosimilitud
(ML) con IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020), empleando 1000 réplicas de bootstrapping,
los cuales fueron visualizados utilizando /TOL v6.8.2 (Letunic and Bork, 2006, 2024).

2.10. Deteccidon e identificaciobn de genes codificantes de BLEE yl/o

carbapenemasas directamente desde muestras de AS.

2.10.1. Procesamiento de muestras para obtencién directa de ADNg desde AS.

A partir de cada muestra de AF y de EF obtenida en cada muestreo, se filtraron
voliumenes de 150 ml empleando filtros Millipore™ de 0,22 ym mediante equipo Oil-Free
Vacuum Pump Rocker 300 (Rocker Scientific). Los filtros utilizados se depositaron
individualmente en placas de Petri plasticas, individualizadas por tipo de muestra de agua
y por periodo de muestreo, y se almacenaron a -20°C hasta el momento de su utilizacion
(Claudia Torres, comunicacion personal 2022).

2.10.2. Extraccion de ADNg.

La extraccion de ADNg se realizé a partir de los filtros Millipore obtenidos en 2.8.1.
mediante el kit comercial FastDNA™SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) siguiendo las
instrucciones del fabricante con modificaciones, las cuales se encuentran detalladas en
el ANEXO 5.
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El ADNg obtenido se cuantificé en el equipo Epoch™ Microplate Spectrophotometer
(BioTek), y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacién. Las concentraciones de ADNg
cuantificadas se encuentran en el ANEXO 6. (Claudia Torres, comunicacion personal
2022).

2.10.3. PCR convencional.

Primariamente, se efectu6 deteccion de genes codificantes de BLEE vy/o
carbapenemasas, mediante PCR convencional como se indica en la seccion 2.7.2,
considerando mezclas de reaccion de 10 yl por cada gen a estudiar, y a su vez por cada
muestra de AS. Seguidamente, los productos de PCR se visualizaron de acuerdo con el
protocolo descrito en el apartado 2.4.2.3.

2.10.4. Secuenciacion tipo Sanger.

Una segunda reaccién de PCR convencional se efectuo en el equipo MiniAmp™ Plus
Thermal Cycler (Applied Biosystems) para amplificar los genes; blatem, blacTx-m-1-ike,
blakpc, blaviv, y blaoxa-as-ike. Para ello se prepararon mezclas de reaccion de 25 pl por
cada gen a estudiar, y a su vez por cada muestra de AS, compuestas de 12,5 ul de KAPA
Taq ReadyMix (Kapa Biosystems), 9,5 ul de agua libre de nucleasas, 0,25 yl (25 uM) de
partidor forward, 0,25 ul (25 yM) de partidor reverse, y 2,5 yl de ADNg de AS. Las
caracteristicas de los partidores utilizados para cada gen se encuentran en el ANEXO 3
y las condiciones de amplificacién en el ANEXO 4.

Posteriormente, los productos de PCR fueron visualizados de acuerdo con el protocolo
descrito en el apartado 2.4.2.3., y los amplicones generados se conservaron a -20°C
hasta su utilizacién posterior. Como controles positivos se emplearon las cepas K.
pneumoniae UCO168 (blatem®), E. coli UCO327 (blactx-m-1-ike* Y blakec*), P. aeruginosa
UCO236 (blaviv®) y K. pneumoniae UCO322 (blaoxa-ss-ike”). Como controles negativos se
empled la cepa S. aureus ATCC 25923 (no codificante de B-lactamasas) y ALN.
Finalmente, los productos de PCR se secuenciaron por el método de Sanger, como se
indica en la seccion 2.7.4, y los archivos de salida en formato PHYLIP se utilizaron para

ejecutar analisis filogenéticos, como se detalla en la seccion 2.4.2.4.

61



3. RESULTADOS

3.1. Recuentos bacterianos.

Los recuentos bacterianos totales (RBT) obtenidos en todas las muestras de AF no
presentaron diferencias significativas entre ellos (valores de P de comparaciones de
Turkey > 0,05) (Figura 24 y ANEXO 9), con variaciones de 9,9x10° a 2,4x108 UFC/ml
(Tabla 3).

Del mismo modo, tampoco se registraron diferencias significativas entre los RBT de
todas las muestras de EF (valores de P de comparaciones de Turkey > 0,05) (Figura 24
y ANEXO 9), con variaciones de 1,2x10° a 6,7x10° UFC/ml (Tabla 3). Por el contrario,
se hallaron diferencias significativas entre los RBT de AF y EF de cada muestreo (valores
de P de comparaciones de Turkey < 0,0001) (ANEXO 9), con reducciones de entre 5 y
6 logaritmos (Figura 24), y variaciones de entre 1,2x10° a 2,4x108 UFC/ml (Tabla 3).

En el caso de los recuentos de Bacilos Gram negativos (RBGN), recuentos de Bacilos
Gram negativos en agar MCC suplementado con CRO (4 pyg/ml) (RBGN-C), y recuentos
de Bacilos Gram negativos en agar MCC suplementado con MEM (2 pg/ml) (RBGN-M),
no se evidenciaron diferencias significativas entre todas las muestras de AF (valores de
P de comparaciones de Turkey > 0,05) (ANEXO 9), registrandose un logaritmo de
diferencia en RBGN y RBGN-C (Figura 24), con variaciones de 4,7x10*a 5x10% UFC/ml
en RBGN, y de 8,1x10%a 3,4x10* UFC/ml en RBGN-C (Tabla 3). Asi como dos logaritmos
de diferencia en RBGN-M (Figura 24), con oscilaciones de entre 4,5x10" a 2,6x103
UFC/ml (Tabla 3). Del mismo modo, tampoco se evidenciaron diferencias significativas
en los RBGN, RBGN-C, y RBGN-M entre todas las muestras de EF (valores de P de
comparaciones de Turkey > 0,05) (Figura 24 y ANEXO 9).

Los resultados de la prueba ANOVA de dos vias, indicaron valores de P < 0,0444 y P <
0,0001 para los factores de fila y de columna respectivamente (ANEXO 8), los cuales
son estadisticamente significativos (ambos valores de P fueron < 0,05). Los resultados
en detalle de las comparaciones multiples de Turkey obtenidas, se encuentran en el
ANEXO 9.
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Tabla 3. Recuentos bacterianos (UFC/ml) obtenidos en muestras de AF y de EF, de la
PTAS del Gran Concepcion.

N° Periodo
Muestra RBT* RBGN** RBGN-C* RBGN-M*
muestreo 2022

10 - 11 AF 9,9x10° 8,6x10* 3,4x10* 2,6x10°
de Enero EF 6,7x10° 6,2x10° 1,8x10° <1,2x10°®)

17-18 AF 2.,4x10° 1x10° 8,1x10° 7,1x10?
de Enero EF 5x10° <1,2x10°®  <1.2x10%®) <1 2x10°®

19 - 20 AF 1,4x10° 4,7x10* 3,3x10* 1,4x10°
de Abril EF 1.2x10%@  <1,2x10°%®  <1.2x10%0)  <1,2x10°®)

18-19 AF 1,3x10° 5x10° 2,4x10% 4,5x10"
de Julio EF 1,4x10° <1,2x10°® <1 2x10°®  <1,2x10°®

*: Recuento bacteriano total en agar R2A, **: Recuento de bacilos Gram negativos en
agar MacConkey, #: Recuento de bacilos Gram negativos en agar MacConkey
suplementado con ceftriaxona (4 ug/ml), #: Recuento de bacilos Gram negativos en agar
MacConkey suplementado con meropenem (2 pg/ml), AF: afluente, EF: efluente, (a):
recuento minimo obtenido, (b): placas de cultivo en las que no se obtuvieron recuentos,
por lo que se asume que los valores son menores al minimo indicado en (a).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 24. Representacion en escala logaritmica de recuentos bacterianos
(UFC/ml) obtenidos en muestras de AF y de EF, de la PTAS del Gran Concepcion.
AF: afluente, EF: efluente, E: enero, A: abril, J: julio, RBT: Recuento bacteriano total en
agar R2A, RBGN: Recuento de bacilos Gram negativos en agar MacConkey, RBGN-C:
Recuento de bacilos Gram negativos en agar MacConkey suplementado con ceftriaxona
(4 pg/ml), RBGN-M: Recuento de bacilos Gram negativos en agar MacConkey
suplementado con meropenem (2 pg/ml).

Fuente: Elaboracién propia
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3.2. Identificacion de bacterias procedentes de AS

3.2.1. Aislamiento de Bacilos Gram negativos (BGN).

En total se obtuvieron 205 aislados de BGN, de los cuales, 175 provinieron de AF, y 30
de EF. Posteriormente, al separar dichos aislados segun la capacidad de fermentacion
de azucares y el tipo de muestra, se encontré que desde AF se recuperaron 97 Bacilos
Gram negativos fermentadores (BGN-F), y 78 Bacilos Gram negativos no fermentadores
(BGN-NF). Seguidamente, desde EF se aislaron 2 BGN-F y 28 BGN-NF.

Por otra parte, en los BGN-F, tanto de AF como EF, al determinar su capacidad de
producir la enzima citocromo oxidasa y el tipo de muestra, se encontr6 desde AF 49
Bacilos Gram negativos fermentadores oxidasa positiva (BGN-F-Ox[+]) y 48 Bacilos
Gram negativos fermentadores oxidasa negativa (BGN-F-Ox[-]). Para el EF, los dos
aislados recuperados correspondieron a BGN-F-Ox[-], no detectandose BGN-F-Ox[+].

La distribucion de los 50 aislados de BGN-F-Ox[-], y de los 49 aislados BGN-F-Ox[+],

considerando el tipo de muestra y el medio de cultivo de aislamiento, se presentan en

las Figuras 25 y 26 respectivamente.
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Figura 25. Distribuciéon de BGN-F-Ox[-] obtenidos de muestras de AF y EF.

MCC: agar MacConkey, MCC+CRO: agar MacConkey suplementado con ceftriaxona
(CRO) (4 p/ml), MCC+MEM: agar MacConkey suplementado con meropenem (MEM) (2
pu/ml), R2A: Agar 2A de Reasoner. Nota: Sobre las barras de colores se indican los
numeros de aislados obtenidos desde cada medio de cultivo representado en el eje x.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 26. Distribucion de BGN-F-Ox[+] obtenidos de muestras de AF y EF.

MCC: agar MacConkey, MCC+CRO: agar MacConkey suplementado con ceftriaxona
(CRO) (4 p/ml), MCC+MEM: agar MacConkey suplementado con meropenem (MEM) (2
pu/ml), R2A: Agar 2A de Reasoner. Nota: Sobre las barras de colores se indican los
numeros de aislados obtenidos desde cada medio de cultivo representado en el eje x.

Fuente: Elaboracién propia
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3.2.2. Identificacion de BGN-F-Ox[-].

De los 50 Bacilos BGN-F-Ox[-] recuperados, 48 de AF y 2 de EF, 29 se identificaron con
pruebas bioquimicas convencionales, 14 mediante secuenciacion del gen ARNr16S, 4
mediante SGC, y 3 mediante MALDI-TOF en el equipo VITEK®MS (bioMérieux).

En las Figuras 27A y 27B se detalla la amplificacion del gen ARNr16S efectuada en los
14 aislados antes mencionados. Ademas, a 4/14 (M1/A/C/27, M2/A/MCC/41,
M2/A/IMCC/42, y M3/A/IMCC/51), fue necesario efectuarles analisis filogenéticos
(Figuras 28 a 31) para establecer su identidad. Mientras que a 10/14 no fue necesario,
debido a que la indagacion en la base de datos SILVA (Quast et al., 2013; Yilmaz et al.,
2014) resulté en una sola especie mas probable para cada aislado.

Por otra parte, en la seccidn 3.7 se detalla el proceso de SGC para la identificacion de
los aislados M1/A/C/29, M2/A/C/34, M3/A/M/3, M4/A/C/32. Mientras que M1/A/MCC/39,
M3/E/MCC/FW, y M4/E/IMCC/FW se identificaron mediante MALDI-TOF

Todos los aislados fueron identificados como miembros del orden Enterobacterales,

mientras que las especies mas frecuente detectadas fueron E. coli, K. pneumoniae

complex y K. oxytoca complex (Tablas 4, 5A, y 5B).
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Figura 27A. Amplificacion del gen de ARNr16S en cepas de Enterobacterales
aisladas de AS.

carriles 1y 9: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
ATCC 25922, carril 3: ALN, carril 4: M1/A/C/27, carril 5: M1/A/MCC/39, carril 6:
M2/A/C/29, carril 7: M2/A/C/30, carril 8: M2/A/C/36, carril 10: M2/A/MCC/39, carril 11:
M2/A/MCC/41, carril 12: M2/A/MCC/42, carril 13: M3/A/C/42" carril 14: M3/A/MCC/51,
carril 15: M3/E/MCC/FW, carril 16: M3/E/R2A/2", pb: pares de bases, (1): aislados
descartados por tratarse de Gram positivos correspondientes a Bacillus spp. Nota: en
negrita se indica el tamafio molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 27B. Amplificacion del gen de ARNr16S en cepas de Enterobacterales
aisladas de AS (Continuacion).

carriles 1y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
ATCC 25922, carril 3: ALN, carril 4: M4/A/C/17, carril 5: M4/A/C/20, carril 6:
M4/A/C/21, carril 8: M4/A/C/27, carril 9: M4/A/C/41, carril 10: M4/A/MCC/49, carril 11:
M4/E/MCC/FW, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular del
gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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KF561860 1 Klebsiella sp E6 4
KC584759 1 Klebsiella sp RPWB1 1
MT572941 1 Klebsiella michiganensis W14
KF625183 1 Klebsiella oxytoca
KF625188 1 Klebsiella oxytoca
NR 104934 1 Yokenella regensburgei CIP 105435
HF558367 1 Yokenella regensburgei
AMPJ01000049 1 Klebsiella michiganensis
CP026269 1 Klebsiella oxytoca
CP008788 1 Klebsiella oxytoca KONIH1

M1/AICI27

KC155255 1 Klebsiella oxytoca

CP029770 1 Klebsiella michiganensis
}._‘—NR 041749 1 Klebsiella oxytoca ATCC 13182

AMPJ01000090 1 Klebsiella michiganensis
CP026715 1 Klebsiella oxytoca
AMPJ01000096 1 Klebsiella michiganensis
ICP020657 1 Klebsiella sp M5al
AB004754 1 Klebsiella oxytoca
LCP008841 1 Klebsiella michiganensis

CP004887 1 Klebsiella michiganensis HKOPL1
CP003683 1 Klebsiella michiganensis E718
CP003218 1 Klebsiella michiganensis KCTC 1686
_'CP0231 85 1 Klebsiella michiganensis

CP022348 1 Klebsiella michiganensis

CP026275 1 Klebsiella oxytoca

CP017450 1 Klebsiella sp LTGPAF 6F
NR 102794 2 Enterobacter cloacae ATCC 13047
_{—KM253043 1 Klebsiella sp DT 106

KP322611 1 Klebsiella sp iihr3

NR 036794 1 Klebsiella pneumoniae DSM 30104
MF682268 1 Klebsiella oxytoca

CP014280 1 Enterobacter cloacae
AB680619 1 Klebsiella pneumoniae
—NR 044799 1 Raoultella ornithinolytica CIP 103364
—
0,01

Rangos de bootstrap de los nodos
Color  UFBooty SH-aLRT aBayes

L] 60 - 70 0,60 - 0,70
{ 71-80 0,71-0,80
[ | > 80 > 0,80

UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 28. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud en base al gen
ARNr16S del aislado M1/A/C/27.

Nota 1: en azul el aislado en estudio, y la especie mas proxima filogenéticamente, en
rojo especies de referencia, y en violeta el grupo externo. Nota 2: en colores se destacan
los nodos con valores de bootstrap = 60 UFBooty SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota
3: se emplearon 36 secuencias ARNr16S para el analisis filogenético, y junto a cada una
se indica el numero de acceso a GenBank correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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AB004750 1 Klebsiella aerogenes
IAB680425 1 Klebsiella aerogenes
J251468 1 Klebsiella aerogenes
CP002824 1 Klebsiella aerogenes KCTC 2190
P024880 1 Klebsiella aerogenes
MGS557815 1 Klebsiella aerogenes
KU951448 1 Enterobacter sp ChroAq 9
AB680213 1 Klebsiella aerogenes
—CP026722 1 Klebsiella aerogenes
_{*KYO1 0317 1 Kluyvera cryocrescens
FO203355 1 Klebsiella aerogenes EA1509E
KX618376 1 Klebsiella sp
EU302847 1 Kluyvera sp DAP22
rl FR773881 1 Klebsiella aerogenes
KF625191 1 Klebsiella aerogenes
KX456370 1 Kluyvera sp
—JQ807991 1 Enterobacter sp MSG6
f—_————Mm2/Aa/MCCla1
IAF310217 1 Kluyvera intermedia
NR 028802 1 Kluyvera intermedia 256
AB004747 1 Kluyvera intermedia
AB681871 1 Kluyvera intermedia
B681808 1 Kluyvera ascorbata
NR 028677 1 Kluyvera ascorbata ATCC 33433
IAF310218 1 Kluyvera cryocrescens
NR 028803 1 Kluyvera cryocrescens 12993
AB681809 1 Kluyvera cryocrescens
——KR029408 1 Kluyvera sp
1ICP018810 1 Citrobacter freundii
= CP020448 1 Citrobacter braakii
CP026045 1 Citrobacter freundii
CP024675 1 Citrobacter werkmanii
CP029727 1 Citrobacter sp CRE 46
‘CP022151 1 Citrobacter freundii
CP024819 1 Citrobacter freundii
CP011612 1 Citrobacter freundii
P011657 1 Citrobacter freundii
CP027849 1 Citrobacter freundii
CP026231 1 Citrobacter freundii complex sp CFNIH4
NR 028894 1 Citrobacter freundii ATCC 8090
NR 024862 1 Citrobacter werkmanii CDC 0876 58
P022049 1 Citrobacter braakii
NR 028687 1 Citrobacter braakii 167
AB680429 1 Citrobacter freundii
HCP°24677 1 Citrobacter freundii
I.CP032184 1 Citrobacter freundii
CP024672 1 Citrobacter freundii
—AM933758 1 Kluyvera ascorbata
—NR 037085 1 Raoultella terrigena 84

P
0,01
Rangos de bootstrap de los hodos
Color UFBooty SH-aLRT aBayes
[ ] 71-80 0,71 -0,80
[ > 80 > 0,80

UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 29. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud en base al gen
ARNr16S del aislado M2/A/MCC/41.

Nota 1: en azul se indica el aislado en estudio, y la especie mas proxima
filogenéticamente, en rojo se indican especies de referencia, y en violeta el grupo
externo. Nota 2: en colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 UFBoot
y SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 48 secuencias ARNr16S para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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EU302845 1 Pantoea sp DAP20
I—CP011863 1 Enterobacter asburiae
P0O17087 1 Enterobacter sp HK169
-CP012162 1 Enterobacter

NR 146667 2 Enterobacter mori YIM Hb 3

CP017184 1 Enter rogger
CP010512 1 Enterobacter cloacae

P026975 1 Enter sp

CP014993 1 Enterobacter asburiae
]NR 044977 1 Enterobacter cancerogenus LMG 2693

NR 042154 1 Enterobacter honnaechel 0992 77
N l | EP0121S7 1 Enterob hor gerwaltii
P014280 1 Enterobacter cloacae

NR 028993 1 Enterobacter kobei CIP 105566

NR 145647 1 Enterobacter asburiae JM 458
1 KC853217 1 Enterobacter sp W66
KF747680 1 Enterobacter mori
KJ184929 1 Enterobacter sp XBBRY2
T KF383271 1 Enterobacter ludwigii
——CP012999 1 Enterobacter sp E20
CP021851 1 Enterobacter cloacae
CP017181 1 Enterobacter kobei
FJ859683 1 Enterobacter ludwigii
P018785 1 Enterobacter cloacae

1 Enten 1 P101

xylata
P027618 1 Enterobacter cloacae complex sp FDA CDC AR 0132
CP011798 1 Enterobacter cloacae
P028950 1 Enterobacter cloacae complex sp FDA CDC AR 0164
P002886 1 Enterobacter cloacae EcCWSU1
INR 042349 1 Enterobacter Iudwlgn strain EN 119

KF668468 1 Enterobacter ludwigii
KM817287 1 Enterobacter ludwigii
r—JQ308612 1 Enterobacter ludwigii
Q 1 1 Enterobacter ludwigii

HQ242722 1 Leclercia adecarboxylata

M2/AMMCCI42
I CKJ184928 1 Enterobacter sp XBBSY5

———KJ184930 1 Enterobacter sp XBGSD

CP025225 1 Enterobacter cancerogenus
~—AJ276393 1 Leclercia adecarbo:

xylata
—AB273740 1 Leclercia adecarboxylata
CP026387 1 Leclercia sp LSNIH3
NR 104933 1 Leclercia adecarboxylata strain CIP 82 92
B681872 1 Leclercia adecarboxylata

1 Leclercia adecarboxylm
P0O17990 1 Enter sp ECNIH7
CP0O30007 1 Enter hor hei sub gf: i
LG069062 1 Enterobacter ludwigl
RJCO 23 1 Enterc sp UCD UG FMILLET
B680341 1 Enterobacter
21386 1 Enterobacter roggenkampii AKP B1

sp

DBM2
NR 044799 1 Raoultella ornithinolytica CIP 103364

>
0,01
Rangos de bootstrap de los nodos

Color UFBooty SH-aLRT aBayes

[ 60 - 70 0,60 - 0,70

[ ] 71 -80 0,71 -0,80

O > 80 > 0,80
UFBoot: Ultrafast Bootstlap SH-aLRT: appmxlmafs likelihood ratio
lest (aLRD wtth Je) (SH) correct/an

like w u..‘ n of approxil ratio

test (aLRT)

Figura 30. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud en base al gen
ARNTr16S del aislado M2/A/MCC/42.

Nota 1: en azul se indica el aislado en estudio, y la especie mas proxima
filogenéticamente, en rojo especies de referencia, y en violeta el grupo externo. Nota 2:
en colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 UFBooty SH-aLRT o 2
0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 62 secuencias ARNr16S para el analisis
filogenético, y junto a cada una se indica el nimero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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—JQ308591 1 Enterobacter ludwigii

— ——EU302845 1 Pantoea sp DAP20

—M3/A/MCC/51

KC920586 1 Enterobacter sp 09 M1
LT978460 1 Enterobacter cloacae

JQ308612 1 Enterobacter ludwigii

KM817287 1 Enterobacter ludwigii

IAJ853891 1 Enterobacter ludwigii

INR 042349 1 Enterobacter ludwigii EN 119

CP011798 1 Enterobacter cloacae

1CP002886 1 Enterobacter cloacae EcWSU1

‘A8680427 1 Enterobacter cloacae

CP028950 1 Enterobacter cloacae complex sp FDA CDC AR 0164
CP027618 1 Enterobacter cloacae complex sp FDA CDC AR 0132

AB004691 1 Pantoea agglomerans
nterobacter cloacae ATCC 13047

I_NR 1027942 E
KC582299 1 Enterobacter cloacae

CP006580 1 Enterobacter cloacae P101
-CP017280 1 Enterobacter ludwigii
LCP018785 1 Enterobacter cloacae
CP009850 1 Enterobacter cloacae
"ICP003737 1 Enterobacter cloacae subsp cloacae ENHKUO01
_I-CP032897 1 Enterobacter kobei
CP015227 1 Enterobacter sp ODBO01
NR 028993 1 Enterobacter kobei CIP 105566

‘-C[|:017181 1 Enterobacter kobei

NR 104933 1 Leclercia adecarboxylata CIP 82 92

GQ856082 1 Leclercia adecarboxylata

CP013990 1 Leclercia adecarboxylata
CP021851 1 Enterobacter cloacae
_]NR 044977 1 Enterobacter cancerogenus LMG 2693

NR 041978 1 Pantoea agglomerans DSM 3493
|—CP025225 1 Enterobacter cancerogenus

NR 102493 2 Klebsiella aerogenes KCTC 2190

«—>
0,01

Rangos de bootstrap de los nodos
Color  UFBooty SH-aLRT aBayes

[ | 60 - 70 0,60 - 0,70
1 71-80 0,71-0,80
[ | > 80 > 0,80

UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio

test (aLRT)

Figura 31. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud en base al gen
ARNr16S del aislado M3/A/MCC/51.

Nota 1: en azul se indica el aislado en estudio, y las especies mas proximas
filogenéticamente, en rojo especies de referencia y en v el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 UFBooty SH-aLRT o= 0,6
para aBayes. Nota 3: se emplearon 33 secuencias ARNr16S para el analisis filogenético,
y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Distribucion de Enterobacterales de las familias Enterobacteriaceae vy
Morganellaceae identificados en AS.

Especie N° de cepas

Citrobacter freundii complex 1
Citrobacter freundii sensu stricto(") 1
Enterobacter sp. 3
Enterobacter cloacae complex 1
Enterobacter asburiae?) 2
Enterobacter roggenkampiit®) 1
Escherichia coli 16
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca complex 6
Klebsiella pasteurii) 1
Klebsiella pneumoniae complex 12
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae") 1
Proteus vulgaris 2
Serratia marcescens 1

Total 50

(1): cepas identificadas mediante SGC (Ademas hubo una E. coli identificada con SGC)
(2): cepas identificadas mediante MALDI-TOF. Nota 1: en negrita se indican las especies
mas frecuentemente aisladas. Nota 2: K. pneumoniae subsp. pneumoniae forma parte
de K. pneumoniae complex, C. freundii s.str. forma parte de C. freundii complex, E.
asburiae y E. roggenkampii forman parte de E. cloacae complex, y K. pasteurii forma
parte de K. oxytoca complex.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5A. Distribucion por muestreo de Enterobacterales de las familias
Enterobacteriaceae y Morganellaceae aislados desde AS.

MCC 38 M1/A/MCC/38 Escherichia coli

MCC M1/A/MCC/39 Enterobater roggenkampii

NM TM Origen NA CA Identificacion
1 A MCC+C 18 M1/A/C/18 Klebsiella pneumoniae complex.
1 MCC+C 23 M1/A/C/23 Klebsiella pneumoniae complex.
1 MCC+C 26 M1/A/C/26 Klebsiella pneumoniae complex.
1 MCC+C 27 M1/A/IC/27 Klebsiella oxytoca complex.
1 MCC+C 8 M1/A/C/28 Klebsiella oxytoca complex.
1 MCC+C M1/A/C/29 Escherichia coli.
1 MCC+M M1/A/MCC/37 Klebsiella pneumoniae complex.
1
1

1 40 M1/A/MCC/40 Klebsiella pneumoniae complex.
2 MCC+C 25 M2/A/C/25 Serratia marcescens.

2 MCC+C 29 M2/A/C/29 Escherichia coli

2 MCC+C 30 M2/A/C/30 Escherichia coli

2 MCC+C M2/A/C/35 Escherichia coli

2 MCC+C 36 M2/A/C/36 Escherichia coli

2 MCC 39 M2/A/MCC/39 Escherichia coli

2 MCC 40 M2/A/MCC/40 Citrobacter freundii complex.

2 MCC 41 M2/A/MCC/41 Enterobacter sp.

2 MCC 42 M2/A/MCC/42 Enterobacter sp.

2 M2/A/MCC/43 Klebsiella pneumoniae complex.

3 MCC+M M3/A/M/3 Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumonlae

pdpdbd T PP dbgd = bbb = g = BB

3 MCC+M 4 M3/A/M/4 Klebsiella pneumoniae complex.
3 MCC+C 20 M3/A/C/20 Klebsiella pneumoniae complex.
3 MCC+C 21 M3/A/C/21 Klebsiella pneumoniae complex.

NM: numero de muestreo, TM: tipo de muestra, NA: nimero de aislamiento, CA: codigo
de aislamiento, A: afluente, E: efluente, MCC: agar MacConkey, MCC+C: agar
MacConkey suplementado con ceftriaxona (4 pg/ml), MCC+M: agar MacConkey
suplementado con meropenem (2 ug/ml), FW: filtro Whatman, Nota 1: en celeste se
indican aislados identificados mediante MALDI-TOF, en amarillo se indican aislados
identificados mediante secuenciacion tipo Sanger del gen ARNr16S, y en verde aislados
identificados mediante SGC, Nota 2: las bacterias sin color fueron identificadas con
pruebas bioquimicas convencionales.

Fuente: Elaboracion propia.



Tabla 5B. Distribucion por muestreo de Enterobacterales de las familias
Enterobacteriaceae y Morganellaceae aislados desde AS (Continuacion).

Z
=

TM  Origen NA CA Identificacion
MCC+C 22 M3/A/C/22 Klebsiella pneumoniae complex.
MCC+C 23 M3/A/C/23 Klebsiella pneumoniae complex.
MCC 43  M3/A/IMCC/43  Klebsiella aerogenes
MCC 44  M3/A/IMCC/44  Klebsiella aecrogenes
MCC 45  M3/A/IMCC/45  Klebsiella oxytoca complex.
MCC 46 M3/A/MCC/46  Enterobacter cloacae complex.
MCC 47  M3/A/IMCC/47  Klebsiella oxytoca complex.
MCC 48 M3/A/MCC/48  Klebsiella oxytoca complex.
MCC 49  M3/A/MCC/49  Klebsiella oxytoca complex.
MCC 50 MB3/A/MCC/50  Proteus vulgaris.
MCC 51 M3/A/MCC/51  Enterobacter sp.
MCC 52  MB3/A/IMCC/52  Proteus vulgaris
MCC FW  MB3/E/IMCC/FW  Enterobater asburiae
MCC+C 17 M4/A/C/17 Klebsiella pneumoniae complex.
MCC+C 18 M4/A/C/18 Escherichia coli
MCC+C 19 M4/A/C/19 Escherichia coli
MCC+C 20 M4/A/C/20 Escherichia coli
MCC+C 21 M4/A/C/21 Escherichia coli
MCC+C 26 M4/A/C/26 Escherichia coli
MCC+C 27 M4/AIC/27 Escherichia coli
MCC+C 29 M4/A/C/29 Escherichia coli
MCC+C 32 M4/A/C/32 Citrobacter freundii sensu stricto
MCC+C 41 M4/A/C/41 Escherichia coli
MCC 49 M4/A/MCC/49  Escherichia coli

MCC FW M4/E/MCC/FW  Enterobater asburiae

AAESAASDNDBRDDADEWWWW W W W W W W W w
| > >hd > > > > > >R > > > P

1SN

NM: numero de muestreo, TM: tipo de muestra, NA: nimero de aislamiento, CA: codigo
de aislamiento, A: afluente, E: efluente, MCC: agar MacConkey, MCC+C: agar
MacConkey suplementado con ceftriaxona (4 pg/ml), MCC+M: agar MacConkey
suplementado con meropenem (2 ug/ml), FW: filtro Whatman, Nota 1: en celeste se
indican aislados identificados mediante MALDI-TOF, y en amarillo se indican aislados
identificados mediante secuenciacion tipo Sanger del gen ARNr16S. Nota 2: las
bacterias sin color fueron identificadas con pruebas bioquimicas convencionales.

Fuente: Elaboracion propia.



3.3. Susceptibilidad a antibiéticos de cepas de Enterobacterales aisladas de AS.

3.3.1. Prevalencia de Enterobacterales resistentes a antibioticos.

A partir de los resultados de los antibiogramas realizados a los 48 Enterobacterales
aisladas de AF, se observo que en el caso de los B-lactamicos, los mayores numeros de
cepas resistentes, fueron 30 frente a CTX, y 28 frente a CRO (Figura 32A). Mientras
que, en el caso de los compuestos no B-lactamicos, los mayores numeros de cepas
resistentes fueron 18 frente a CIP, y 16 frente a SUL (Figura 32B). Por el contrario, en
EF solo se encontré resistencia a FOX, CRO y CTX (Figura 33).
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Figura 32A. Distribucion de cepas de Enterobacterales resistentes a antibacterianos B-
lactamicos aisladas de AF.

FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepima, IPM:
imipenem, ETP: ertapenem, MEM: meropenem, MCC: agar MacConkey, MCC+CRO: agar
MacConkey suplementado con CRO (4 y/ml), MCC+MEM: agar MacConkey suplementado con MEM
(2 p/ml). Nota 1: Sobre las barras rojas se indican los niumeros totales de cepas que son resistentes
a los respectivos antibacterianos representados en el eje x. Nota 2: Sobre las barras moradas, verdes,
y celestes se indican los numeros de cepas que son resistentes a los antibidticos declarados en el
eje x, disgregados de acuerdo con los medios de cultivo originarios indicados en el mismo eje.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 32B. Distribucion de cepas de Enterobacterales resistentes a antibacterianos no -
lactamicos aisladas de AF.

GEN: gentamicina, AMK: amikacina, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, CHL: cloranfenicol,
TCY: tetraciclina, SUL: sulfonamida, TRI: trimetoprim, MCC: agar MacConkey, MCC+CRO: agar
MacConkey suplementado con CRO (4 y/ml), MCC+MEM: agar MacConkey suplementado con MEM
(2 p/ml). Nota 1: Sobre las barras rojas se indican los numeros totales de cepas que son resistentes
a los respectivos antibacterianos representados en el eje x. Nota 2: Sobre las barras moradas, verdes,
y celestes se indican los numeros de cepas que son resistentes a los antibidticos declarados en el
eje x, disgregados de acuerdo con los medios de cultivo originarios indicados en el mismo eje.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 33. Distribucion de cepas de Enterobacterales resistentes a antibacterianos aisladas de EF.
FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepima, IPM: imipenem,
ETP: ertapenem, MEM: meropenem, GEN: gentamicina, AMK: amikacina, CIP: ciprofloxacino, LVX:
levofloxacino, CHL.: cloranfenicol, TCY: tetraciclina, SUL: sulfonamida, TRI: trimetoprim. Nota: Sobre las
barras de colores se indican los numeros de aislados resistentes a los antibidticos declarados en el eje x.

Fuente: Elaboracién propia.
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3.3.2. Perfiles de resistencia antibiética e indice de multirresistencia (MAR) a los
antibiéticos.

En AF se registraron 7 cepas con indices MAR > 0,5, correspondientes a; K. pneumoniae
complex M3/A/C/23 (0,56), E. coli M4/A/C/19 (0,56) (resistentes a 9 antibioticos), E. coli
M2/A/C/36 (0,63), K. pneumoniae complex M4/A/C/17 (0,63), y C. freundii s.str.
M4/A/C/32 (0,63) (resistentes a 10 antibioticos), K. pneumoniae complex M3/A/M/4 (0,75)
(resistente a 12 antibidticos), y K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3 (0,81)
resistente a 13 antibidticos). Por otra parte, cabe mencionar que se detectaron 8 cepas
que, de acuerdo con Jiménez-Pearson et al. (2019), pueden ser clasificadas como MDR,

(Tablas 6A y 6B). Los perfiles de resistencia en EF se encuentran en |la Tabla 7.

Los perfiles de resistencia de las cepas de AF mencionadas anteriormente, pese a ser
los mas diversos en cuanto a los tipos de antibidticos para los cuales fueron resistentes,
no se repitieron en otras cepas. Por otra parte, los perfiles “CRO-CTX”, “CRO-CTX-FEP?,
y “FOX”, fueron los prevalentes, encontrandose en 5y 3 cepas, respectivamente. (Tablas
6A, 6B, y 8).
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Tabla 6A. Perfiles de resistencia a antibiéticos de cepas de Enterobacterales aisladas

de AF de AS.

Cepa Antibiotipo NAR TP MAR
K. pneumoniae complex M1/A/C/18 FOX-CIP 2 NA 0,13
K. pneumoniae complex M1/A/C/23 FOX-CRO-CAZ-CTX-CIP 5 NA 0,31
K. pneumoniae complex M1/A/C/26 CRO-CTX-GEN-SUL 4 NA 0,25
K. oxytoca complex M1/A/C/27 CRO-CTX-CIP-SUL 4 NA 0,25
K. oxytoca complex M1/A/C/28 FOX-CRO-CTX-CIP-SUL 5 NA 0,31
E. coli M1/A/C/29 CRO-CTX-FEP 3 NA 0,19
K. pneumoniae complex
M1/A/MCC/37 STA 0 NA 0
E. coli M1/A/MCC/38 TCY-SUL-TRI 3 NA 0,19
E. roggenkampii M1/A/MCC/39 FOX-CTX 2 NA 0,13
K. pneumoniae complex
M1/A/MCC/40 STA 0 NA 0
S. marcescens M2/A/C/25 FOX-CRO-CAZ-CTX-IPM 5 NA 0,31
E. coli M2/A/C/29 CRO-CTX-TCY 3 NA 0,19
E. coli M2/A/C/30 CRO-CTX-FEP 3 NA 0,19
K. pasteurii M2/A/C/34 CRO-CAZ-CTX-MEM-CIP 5 MDR 0,31
E. coli M2/A/C/35 CRO-CTX-TCY-SUL 4 NA 0,25

. FOX-CRO-CAZ-CTX-CIP-LVX-CHL-
E. coli M2/A/C/36 TCY-SUL-TRI 10 MDR 0,63
E. coli M2/A/MCC/39 STA 0 NA 0
C. freundii complex M2/A/MCC/40 FOX 1 NA 0,06
Enterobacter sp. M2/A/IMCC/41 STA 0 NA 0
Enterobacter sp. M2/A/IMCC/42 FOX-CTX 2 NA 0,13
K. pneumoniae complex
M2/A/MCC/43 STA 0 NA 0
K. pneumoniae subsp. pneumoniae FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-IPM-ETP- 13 MDR 081
M3/A/M/3 MEM-GEN-CIP-LVX-CHL-TRI ’
, FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-ETP-GEN-

K. pneumoniae complex M3/A/M/4 CIP-LVX-CHL-SUL-TRI 12 MDR 0,75
K. pneumoniae complex M3/A/C/20 CRO-CTX-CIP 3 NA 0,19
K. pneumoniae complex M3/A/C/21 CRO-CTX 2 NA 0,13

NAR: numero de antibidticos a los que una cepa es resistente, MAR: indice de resistencia
antibiotica multiple, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP:
cefepima, IPM: imipenem, ETP: ertapenem, MEM: meropenem, GEN: gentamicina, AMK:
amikacina, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, CHL: cloranfenicol, TCY: tetraciclina, SUL:
sulfonamida, TRI: trimetoprim, STA: susceptible a todos los antibidticos. TP: tipo de perfil de
resistencia antibiotica, NA: no aplica, MDR: perfil de multirresistencia. Nota 1: se consider6 la
resistencia simultanea a SUL y TRI como equivalente a resistencia a sulfametoxazol-trimetoprim
(SXT) en la clasificacion del tipo de TP de acuerdo con Jiménez-Pearson et al. (2019). Nota 2:
en negrita se destacan las cepas con perfiles MDR y/o con MAR > 0,5.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6B. Perfiles de resistencia a antibiéticos de cepas de Enterobacterales aisladas

de AF de AS (continuacion).

Cepa Antibiotipo NAR TP MAR
K. pneumoniae complex M3/A/C/22 CRO-CAZ-CTX-FEP-SUL-TRI 6 NA 0,38
. FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-CIP-
K. pneumoniae complex M3/A/C/23 LVX-SUL-TRI 9 MDR 0,56
K. aerogenes M3/A/MCC/43 FOX-CRO-CAZ-CTX 4 NA 0,25
K. aerogenes M3/A/MCC/44 FOX 1 NA 0,06
K. oxytoca complex M3/A/MCC/45 STA 0 NA 0
E. cloacae complex M3/A/MCC/46 FOX 1 NA 0,06
K. oxytoca complex M3/A/MCC/47 CIP 1 NA 0,06
K. oxytoca complex M3/A/MCC/48 SUL 1 NA 0,06
K. oxytoca complex M3/A/MCC/49 CIP-SUL 2 NA 0,13
P. vulgaris M3/A/MCC/50 IPM-MEM-CIP-SUL 4 NA 0,25
Enterobacter sp. M3/A/MCC/51 FOX-CIP 2 NA 0,13
P. vulgaris M3/A/MCC/52 STA 0 NA 0
. FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-ETP-
K. pneumoniae complex M4/A/C/17 CIP-LVX-CHL-SUL 10 NA 0,63
E. coli M4/A/C/18 CRO-CTX 2 NA 0,13
. CRO-CAZ-CTX-FEP-CIP-LVX-
E. coli M4/A/C/19 TCY-SUL-TRI 9 MDR 0,56
E. coli M4/A/C/20 CRO-CTX-CIP-LVX-TCY-SUL-TRI 7 MDR 0,44
E. coli M4/AIC/21 CRO-CTX 2 NA 0,13
E. coli M4/A/C/26 CRO-CTX 2 NA 0,13
E. coli M4/AIC/27 CRO-CTX 2 NA 0,13
E. coli M4/A/C/29 CRO-CTX-FEP 3 NA 0,19
.. FOX-CRO-CTX-IPM-ETP-AMK-
C. freundii s.str. M4/A/C/32 GEN-TCY-SUL-TRI 10 MDR 0,63
E. coli M4/A/C/41 CRO-CTX-CIP-LVX-TCY 5 NA 0,31
E. coli M4/A/MCC/49 STA 0 NA 0

NAR: numero de antibidticos a los que una cepa es resistente, MAR: indice de resistencia
antibiotica multiple, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP:
cefepima, IPM: imipenem, ETP: ertapenem, MEM: meropenem, GEN: gentamicina, AMK:
amikacina, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, CHL: cloranfenicol, TCY: tetraciclina, SUL:
sulfonamida, TRI: trimetoprim, STA: susceptible a todos los antibidticos. TP: tipo de perfil de
resistencia antibiotica, NA: no aplica, MDR: perfil de multirresistencia. Nota 1: se consider6 la
resistencia simultanea a SUL y TRI como equivalente a resistencia a sulfametoxazol-trimetoprim
(SXT) en la clasificacion del tipo de TP de acuerdo con Jiménez-Pearson et al. (2019). Nota 2:
en negrita se destacan las cepas con perfiles MDR y/o con MAR > 0,5.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 7. Perfiles de resistencia a antibiéticos de cepas de Enterobacterales aisladas de
EF de AS.

Cepa Antibiotipo NAR TP MAR
E. asburiae M3/E/MCC/FW FOX 1 NA 0,06
E. asburiae M4/E/MCC/FW FOX-CRO-CTX 3 NA 0,19

NAR: numero de antibiéticos a los que una cepa es resistente, MAR: indice de
resistencia antibidtica multiple, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, TP:
tipo de perfil de resistencia antibiotica, NA: no aplica.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 8. Prevalencia de perfiles de resistencia a antibidticos de cepas de
Enterobacterales aisladas de AF de AS.

Antibiotipo NAR NC CP
FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-IPM-ETP-MEM-GEN-CIP- K. pneumoniae subsp. pneumoniae
LVX-CHL-TRI M3/A/M/3

FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-ETP-GEN-CIP-LVX-CHL-
SUL-TRI
FOX-CRO-CAZ-CTX-CIP-LVX-CHL-TCY-SUL-TRI
FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-ETP-CIP-LVX-CHL-SUL
FOX-CRO-CTX-IPM-ETP-GEN-AMK-TCY-SUL-TRI

K. pneumoniae complex M3/A/M/4

E. coli M2/A/C/36
K. pneumoniae complex M4/A/C/17
C. freundii s.str. M4/A/C/32

1
1
1
FOX-CRO-CAZ-CTX-FEP-CIP-LVX-SUL-TRI 9 1 K. pneumoniae complex M3/A/C/23
CRO-CAZ-CTX-FEP-CIP-LVX-TCY-SUL-TRI 9 1 E. coli M4/A/C/19
CRO-CTX-CIP-LVX-TCY-SUL-TRI 7 1 E. coli M4/A/C/20
CRO-CAZ-CTX-FEP-SUL-TRI 6 1 K. pneumoniae complex M3/A/C/22
FOX-CRO-CAZ-CTX-CIP 5 1 K. pneumoniae complex M1/A/C/23
FOX-CRO-CTX-CIP-SUL 5 1 K. oxytoca complex M1/A/C/28
FOX-CRO-CAZ-CTX-IPM 5 1 S. marcescens M2/A/C/25
CRO-CAZ-CTX-MEM-CIP 5 1 K. pasteurii M2/A/C/34
CRO-CTX-GEN-SUL 4 1 K. pneumoniae complex M1/A/C/26
CRO-CTX-CIP-SUL 4 1 K. oxytoca complex M1/A/C/27
CRO-CTX-TCY-SUL 4 1 E. coli M2/A/C/35
FOX-CRO-CAZ-CTX 4 1 K. aerogenes M3/A/IMCC/43
IPM-MEM-CIP-SUL 4 1 P. vulgaris M3/A/IMCC/50
E. coli M1/A/C/29
CRO-CTX-FEP 3 3  E. coliM2/A/C/30
E. coli M4/A/C/29
TCY-SUL-TRI 3 1 E. coli M1/A/MCC/38
CRO-CTX-TCY 3 1 E. coli M2/A/C/29
CRO-CTX-CIP 3 1 K. pneumoniae complex M3/A/C/20
K. pneumoniae complex M1/A/C/18
FOX-CIP 22 Enterobacter sp. M3/AMCC/51
FOX-CTX 2 2  E. roggenkampii M1/A/IMCC/39

Enterobacter sp. M2/A/MCC/42
K. pneumoniae complex M3/A/C/21
E. coli M4/A/C/18
CRO-CTX 2 5  E. coli M4/A/C/21
E. coli M4/A/C/26
E. coli M4/A/C/27

CIP-SUL 2 1 K. oxytoca complex M3/A/MCC/49
C. freundii complex M2/A/MCC/40
FOX 1 3 K. aerogenes M3/A/MCC/44
E. cloacae complex M3/A/MCC/46
CIP 1 1 K. oxytoca complex M3/A/MCC/47
SUL 1 1 K. oxytoca complex M3/A/MCC/48

NAR: n° de antibiéticos a los que una cepa es resistente, NC: n° de bacterias que presentan un
antibiotipo, CP: cepas portadoras de un antibiotipo, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ:
ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepima, IPM: imipenem, ETP: ertapenem, MEM:
meropenem, GEN: gentamicina, AMK: amikacina, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, CHL:
cloranfenicol, TCY: tetraciclina, SUL: sulfonamida, TRI: trimetoprim, Nota: en amarillo se indican
los perfiles de resistencia prevalentes entre las cepas y en rojo los mas extensos.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.4. Deteccién fenotipica de BLEE y/o carbapenemasas en cepas de
Enterobacterales aisladas de AS.

3.4.1. Deteccién de BLEE.

De 48 cepas recuperadas de AF, 23 fueron positivas para BLEE, y de estas ultimas, se
encontraron 4 coproduciendo BLEE y AmpC. (Tablas 9A y 9B). En EF sdlo se recupero
una cepa productora de BLEE (Tabla 10). En la Figura 34 se presentan los controles de
calidad empleados.

Figura 34. Controles de calidad usados para deteccién fenotipica de BLEE y AmpC.
A: K. pneumoniae UCO168 (BLEE") sin cloxacilina (CLX), B: K. pneumoniae UCO168
(BLEE™) con de CLX, C: E. cloacae UCO186 (BLEE* y AmpC*) sin CLX, D: E. cloacae
UCO186 (BLEE" y AmpC*) con CLX.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 9A. Deteccion de BLEE y AmpC en cepas de Enterobacterales aisladas de AF.

Cepa BLEE BLEE y AmpC
K. pneumoniae complex M1/A/C/18 - -
K. pneumoniae complex M1/A/C/23 +
K. pneumoniae complex M1/A/C/26
K. oxytoca complex M1/A/C/27
K. oxytoca complex M1/A/C/28
E. coli M1/A/C/29
K. pneumoniae complex
M1/A/MCC/37
E. coli M1/A/IMCC/38 - -
E. roggenkampii M1/A/MCC/39 - -
K. pneumoniae complex
M1/A/MCC/40
S. marcescens M2/A/C/25 -
E. coli M2/AIC/29 + -
E. coli M2/A/C/30 +
K. pasteurii M2/A/C/34 - -
E. coli M2/A/C/35 + -
E.
E.
C.

+ + + + +
+ +

coli M2/A/C/36 - -
coli M2/A/MCC/39 - -
freundii complex M2/A/MCC/40 - -
Enterobacter sp. M2/A/MCC/41 - -
Enterobacter sp. M2/A/MCC/42 - -
K. pneumoniae complex
M2/A/IMCC/43
K. pneumoniae subsp. pneumoniae
M3/A/M/3
K. pneumoniae complex M3/A/M/4 +
K. pneumoniae complex M3/A/C/20 +
K. pneumoniae complex M3/A/C/21 + -
K. pneumoniae complex M3/A/C/22 +
K. pneumoniae complex M3/A/C/23 +
K. aerogenes M3/A/MCC/43 - -
K. aerogenes M3/A/IMCC/44 - -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/45 - -
E. cloacae complex M3/A/MCC/46 - -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/47 - -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/48 - -

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 9B. Deteccion de BLEE y AmpC en cepas de Enterobacterales aisladas de AF.

(continuacion).

Cepa

BLEE BLEEy AmpC

K. oxytoca complex M3/A/MCC/49

P. vulgaris M3/A/MCC/50

Enterobacter sp. M3/A/MCC/51

P. vulgaris M3/A/MCC/52

K. pneumoniae complex M4/A/C/17

. coli M4/A/C/18

. coli M4/A/C/19

. coli M4/A/C/20

. coli M4/A/C/21

. coli M4/A/C/26

. coli M4/AIC/27

. coli M4/A/C/29

. freundii s.str. M4/A/C/32
. coli M4/A/C/41

. coli M4/A/MCC/49

mmommMmMmmMmmMmm

+ + + + + + + + + +

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 10. Deteccion de BLEE y AmpC en cepas de Enterobacterales aisladas de EF.

Cepa BLEE BLEE y AmpC
E. asburiae M3/E/MCC/FW - -
E. asburiae M4/E/MCC/FW + -
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3.4.2. Deteccion de carbapenemasas.

Al realizar la prueba colorimétrica Blue Carba a las 48 cepas procedentes de AF, 3 de
éstas resultaron ser productoras de carbapenemasas, correspondiendo a K. pasteurii
M2/A/C/34, K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3 y C. freundii s.str. M4/A/C/32.
Por otro lado, cabe destacar que de las de 4 cepas halladas resistentes a IPM, hubieron
2, correspondientes a S. marcescens M2/A/C/25, y P. vulgaris M3/A/MCC/50 ( esta ultima
también resistente a MEM), las cuales resultaron no productoras de carbapenemasas.
En la Figura 35 se muestran las reacciones colorimétricas al realizar el test a las cepas
en estudio, y a las cepas empleadas como controles de calidad. En el caso de las cepas
obtenidas desde el EF, no se detectd produccion de carbapenemasas.

En la Figura 36 se indican los resultados obtenidos al realizar la prueba NG-Test®
CARBA-5 a las 3 cepas productoras de carbapenemasa detectadas anteriormente. Se
puede visualizar que en todas cepas se detectd la enzima tipo KPC coincidiendo con la
banda obtenida en la cepa de E. coli UCO327 (KPC™) utilizada como control positivo.
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Figura 35. Deteccion de carbapenemasas mediante Blue Carba en cepas de
Enterobacterales aisladas de AF.

A: K. pasteurii M2/A/C/34, B: K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3 C: C. freundii
s.str. M4/A/C/32, D: K. pneumoniae UCO368 (KPC*), E: K. pneumoniae UCO361
(NDM*), F: K. pneumoniae UCO322 (OXA-48-like*), G: E. coli ATCC 25922 (no
productora de carbapenemasas).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 36. ldentificacion de carbapenemasas mediante NG-Test® CARBA-5 en

cepas de Enterobacterales aisladas de AF.
A: K. pasteurii M2/A/C/34, B: K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3 C: C. freundii

s.str. D: E. coli UCO327 (KPCY).

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5. Determinacioén de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de Imipenem (IPM)

sobre cepas de Enterobacterales productores de carbapenemasas.

Los valores de MIC para IPM fueron 4 pg/ml, = 32 ug/ml y 4 pg/ml para K. pasteurii
M2/A/C/34, K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, y C. freundii s.str. M4/A/C/32
respectivamente (Figura 37).

Figura 37. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a IPM en
cepas de Enterobacterales productoras de carbapenemasas.

A: K. pasteurii M2/A/C/34, B: K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M3, C: C. freundii
s.str M4/A/C/32, D: E. coli ATCC25922 (cepa no productora de carbapenemasas).

Fuente: Elaboracion propia.
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3.6. Deteccion e identificacion de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas

en cepas de Enterobacterales aisladas de AS.

3.6.1. Deteccién molecular de blasny de espectro extendido.

La investigacién de blasny, determind que dicho gen se encontré en 7 cepas, todas
procedentes de AF del total de 50 cepas ensayadas. En las Figuras 38A y 38B puede
visualizarse que las cepas de los carriles 5-9 (Figura 38A) y los carriles 5-6 (Figura 38B),
presentan el producto de amplificacion de 309 pb, coincidente con el de la cepa control
(carril 2). Posteriormente, al someter a estos productos de amplificacion a digestion
enzimatica con Nhel, se encontré que solo en una de las 7 cepas, la cepa K. pneumoniae
complex M1/A/C/23, se visualizé los dos productos obtenidos de la digestion enzimatica
de 863 y 214 bp, al igual que la cepa control que porta el gen blasnv-3* (carril 2, Figura
39), que corresponde a una variante de espectro extendido. Sin embargo, la SGC de la
cepa K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3 permitié detectar las variantes blasny-

11Y blasnv-67, siendo esta ultima una BLEE. (Tabla 12).

Figura 38A. Deteccion molecular de blasiv en cepas de Enterobacterales aisladas
de AS.

carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K. pneumoniae
UCO168 (blashv®), carril 3: S. aureus ATCC25923 (blashv), carril 4: ALN, carril 5: K.
pneumoniae complex M1/A/C/23, carril 6: K. pneumoniae complex M3/A/M/4, carril 7:
K. pneumoniae complex M3/A/C/22, carril 8: K. pneumoniae complex M3/A/C/23, carril
9: K. pneumoniae complex M4/A/C/17, pb: pares de bases. Nota: en negrita se indica el
tamafio molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 38B. Deteccidon molecular de blasuv en cepas de Enterobacterales aisladas
de AS. (Continuacion).

carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K. pneumoniae
UCO168 (blashv®), carril 3: S. aureus ATCC25923 (blashv), carril 4; ALN, carril 5: K.
pneumoniae M2/A/MCC/43, carril 6: K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, pb:
pares de bases. Nota: en negrita se indica el tamafio molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 39. Digestion enzimatica con Nhel de cepa K. pneumoniae complex
M1/A/C/23.

Carriles 1 y 5: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen). carril 2: K.
pneumoniae UCO182 (blasnv-3* digerida), carril 3: K. pneumoniae UCO168 (blasnv*),
carril 4: K. pneumoniae complex M1/A/C/23 (digerida), carril 6: K. pneumoniae UCO182
(blasnv-3* sin digerir), pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular
del gen en estudio y los fragmentos generados de la digestion.

Fuente: Elaboracion propia.
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La secuenciacion tipo Sanger confirmd la deteccion molecular de blasyv en K.
pneumoniae complex M1/A/C/23. No obstante, la obtencidn de la secuencia
aminoacidica (SA) de dicha cepa en la base de datos BLDB (Naas et al., 2017), produjo
porcentajes de identidad insatisfactorios para efectuar filogenia. Por ende, no pudo ser

establecida la variante enzimatica.

3.6.2. Deteccidén molecular de blatem de espectro extendido.
La investigacion de blarem determin6 que dicho gen se encontré en 8 cepas en un total
de 50, siendo todas procedentes de AF de igual manera que con blasnv. (Figura 40). La

secuenciacion tipo Sanger confirmo la deteccion molecular de dicho gen.

Los analisis filogenéticos, efectuados en IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020), concluyeron
que la SA de las betalactamasas tipo TEM de las cepas E. coli M2/A/C/29 y E. coli
M4/A/C/19 son filogenéticamente proximas a TEM-82 (3-lactamasa de amplio espectro
(BLEA)) y TEM-49 (B-lactamasa de espectro extendido (BLEE). Mientras que la filogenia
de la secuencia tipo TEM de la cepa E. coli M4/A/C/26 no establecio relacion con ninguna

variante. En las Figuras 41, 42, y 43 se indican las filogenias respectivas.
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Figura 40. Deteccion molecular de blatem en cepas de Enterobacterales aisladas de
AS.

Carriles 1 y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K.
pneumoniae UCO168 (blatem®), carril 3: S. aureus ATCC25923 (blatem’), carril 4: ALN,
carril 5: E. coli M2/A/C/29, carril 6: E. coli M2/A/C/35, carril 8: K. pneumoniae complex
M3/A/M/4, carril 9: K. pneumoniae complex M4/A/C/17, carril 10: E. coli M4/A/C/19,
carril 11: E. coli M4/A/C/26, carril 12: C. freundii s.str. M4/A/C/32, pb: pares de bases,
Nota: en negrita se indica el tamafio molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, la obtencion de la SA de las cepas E. coli M2/A/C/35, K. pneumoniae
complex M3/A/M/4, y K. pneumoniae complex M4/A/C/17 en la base de datos BLDB
(Naas et al., 2017), produjo porcentajes de identidad insuficientes para efectuar hipétesis
filogenéticas. Por ende, no pudo ser establecida la variante enzimatica en dichas cepas.

Para C. freundii s.str M4/A/C/32, la SGC permitié la deteccion de los genes blatem-1 ¥y
blaoxa9, ambos codificantes de BLEA, y del gen blacwy-ss, codificante de una
betalactamasa tipo AmpC plasmidial. Seguidamente, K. pneumoniae subsp. pneumoniae
M3/A/M/3 fue la octava cepa positiva para blatem, en la que mediante SGC se detectaron
los genes blatem-1Y blaoxa-1, ambos codificantes de BLEA. (Tabla 12).
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 41. Andlisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
TEM producida por la cepa E. coli M2/A/C/29.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo la secuencia de la
variante mas filogenéticamente proxima, y en violeta el grupo externo. Nota 2: en colores
se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y SH-
aLRT o= 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 67 secuencias tipo TEM para el analisis
filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 42. Andlisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
TEM producida por la cepa E. coli M4/A/C/19.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo la secuencia de la
variante mas filogenéticamente proxima, y en violeta el grupo externo. Nota 2: en colores
se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y SH-
aLRT o =z 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 101 secuencias tipo TEM para el

analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 43. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
TEM producida por la cepa E. coli M4/A/C/26.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, y en violeta el grupo externo.
Nota 2: en colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas
UFBooty SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 101 secuencias tipo TEM

para el analisis filogen
correspondiente.

ético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

Fuente: Elaboracion propia.

96



3.6.3. Deteccion molecular de grupos de blactx-m.

Las reacciones de PCR realizadas para el estudio de los grupos que conforman a la
familia blactx-m, revelaron que, en 18 de las 50 cepas investigadas, se visualizd un
producto de amplificacion de 863 bp, similar al obtenido en la cepa control (carril 2 de las
Figuras 44A, 44B y 44C), lo que indica presencia del gen blactx-v-1-ike. TOdas las cepas
que presentaron este gen se aislaron desde AF. Adicionalmente, la SGC de la cepa K.
pasteurii M2/A/C/34 permitio identificar la variante blactx-m-177, incluyendo a un segundo
gen codificante de BLEE, el gen blaoxy-s-1 (Tabla 12).

Por otra parte, sélo una cepa procedente de AF fue portadora del gen blactx-m-2-like Y
correspondio a la cepa K. pneumoniae complex M4/A/C/17. Esta cepa presentd un producto
de PCR de 901 bp, al igual al observado en la cepa control K. pneumoniae UCO217 portadora
del gen blactxm2iike® (Figura 45), y una situacion idéntica ocurrid con blactx-m-s-ike
(Figura 46).

En el caso de blactx-m-9-ike, S€ detectaron 3 cepas positivas del total de 50 estudiadas,
donde dos provinieron de AF y una de EF. (Figura 47).
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Figura 44A. Detecciéon molecular de blactx-m-11ike €n cepas de Enterobacterales
aisladas de AS.

Carriles 1y 9: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blactx-m-1-ike”) carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-v-1-ike’), carril 4: ALN,
carril 5: K. pneumoniae complex M1/A/C/26, carril 6: K. oxytoca complex M1/A/C/27,
carril 7: K. oxytoca complex M1/A/C/28, carril 8: E. coli M2/A/C/29, carril 10: E. coli
M2/A/C/30, carril 11: E. coli M2/A/C/35, carril 12: K. pneumoniae complex M3/A/M/4,
carril 13: K. pneumoniae complex M3/A/C/20, carril 14: K. pneumoniae complex
M3/A/C/21, carril 15: K. pneumoniae complex M3/A/C/22, carril 16: K. pneumoniae
complex M3/A/C/23 pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular
del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 44B. Deteccion molecular de blactx-u-1-ike €n cepas de Enterobacterales
aisladas de AS (Continuacion).

carriles 1y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blactx-m-1-ike™), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-1-ike”), carril 4: ALN,
carril 5: E. coli M4/A/C/18, carril 6: E. coli M4/A/C/19, carril 8: E. coli M4/A/C/21, carril
9: E. coli M4/AIC/26, carril 10: E. coli M4/A/C/27, carril 11: E. coli M4/A/C/29, pb: pares
de bases, Nota: en negrita se indica el tamafo molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 44C. Deteccion molecular de blactx-u-1-ike €N cepas de Enterobacterales
aisladas de AS (Continuacion).

carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blactx-m-1-ike™), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-1-ike”), carril 4: ALN,
carril 5: K. pasteuriiM2/A/C/34, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio
molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 45. Deteccién molecular de blactx.m-21ike €n cepas de Enterobacterales

aisladas de AS.

Carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K
pneumoniae UCO217 (blactx-m-2-ike*), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-2-iike’),
carril 4: ALN, carril 5: K. pneumoniae complex M4/A/C/17, pb: pares de bases, Nota:
en negrita se indica el tamafio molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 46. Detecciéon molecular de blactx-.m-s.ike €n cepas de Enterobacterales

aisladas de AS.
Carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli

UCO298 (blacTx-m-s-iike*), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-s-ike’), carril 4: ALN,
carril 5: E. coli M1/A/C/29, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamano
molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 47. Deteccion molecular de blactx-ms-ike €n cepas de Enterobacterales
aisladas de AS.

Carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO250 (blactx-m-g-ike*), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-o-ike’), carril 4: ALN,
carril 5: E. coli M4/A/C/20, carril 6; E. coli M4/A/C/41, carril 7; E. asburiae
M4/E/MCC/FW, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular del
gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

3.6.4. Deteccién molecular de blakpc, blanowm, blaviv, y blaoxa-4s-like-

La busqueda de genes codificantes de carbapenemasas, resultdé en el hallazgo de 3
cepas portadoras de blakec del total de 50 investigadas, todas procedentes de AF
(Figura 48). Consecuentemente, la SGC de las 3 cepas K. pasteurii M2/A/C/34,

K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, y C. freundii s.str. M4/A/C/32, permiti6 la

identificacion de la variante blakec-2 en todas ellas. (Tabla 12).

No se encontraron cepas que portaran los otros genes de carbapenemasas investigados

tales como: blanowm, blaviv, Y blaoxa-4s-ike-
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Figura 48. Deteccion molecular de blakec en cepas de Enterobacterales aisladas de
AS.

Carril 1: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blakec™), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blakpc’), carril 4: ALN, carril 5: K.
pasteurii M2/A/C/34, carril 6: K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, carril 7: C.
freundii s.str. M4/A/C/32, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamarfo
molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

3.7. Secuenciacion genomica completa (SGC) y analisis in silico de cepas
M1/A/C/29, M2/A/C/34, M3/A/M/3, y M4/AIC/32.

La identificacion de especies utilizando datos de SGC, revelé que los aislados
investigados correspondieron a Escherichia coli M1/A/C/29, Klebsiella pasteurii
M2/A/C/34, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, y Citrobacter freundii
sensu stricto M4/A/C/32, lo que fue respaldado por los resultados de rMLST, ANIb y DDH
(Tabla 11). El analisis de GRAs en la cepa E. coli M1/A/C/29, identifico los genes blacTx-
M-8 Y blaec.ike (€ste ultimo gen demostrd 98% de identidad con blaec-15). Mientras que en
las otras tres bacterias se identifico el gen blakpc-2, junto con multiples genes codificantes
de B-lactamasas (cuatro en M3/A/M/3, tres en M4/A/C/32 y dos en M2/A/C/34). Es
notable que la cepa M2/A/C/34 portaba el gen codificante de BLEE blactx-m-177, mientras
que en M4/A/C/32, se detecto el gen de B-lactamasa plasmidial AmpC, blacwv-4s (Tabla
12).
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Mientras que, de igual forma, se identificaron genes codificantes de enzimas
modificadoras de aminoglicésidos (EMAs) en las cepas M2/A/C/34, M3/AIM/3, y
M4/A/C/32 (Tabla 12). El resistoma de dichas bacterias, se correlaciond con los
respectivos resultados de su indice MAR, donde M4/A/C/32 demostro el valor de MAR
mas alto y el resistoma mas extenso, seguido por M3/A/M/3, y M2/A/C/34 (Tabla 12). Es
interesante el hecho de haber hallado en M3/A/M/3, el gen de resistencia a fosfomicina
fosA, debido a que tal antibiético se esta reintroduciendo en la practica clinica.

El analisis de MLST, determind que E. coli M1/A/C/29, K. pasteurii M2/A/C/32, K.
pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, y C. freundii s.str M4/A/C/32 pertenecen a
los ST540, ST470, ST273 y ST214, respectivamente (Tabla 12). Ademas, el analisis de
EGMs revel6 la presencia de 3 plasmidos en M1/A/C/29, M2/A/C/34, y M4/A/C/32,
mientras que en M3/A/M/3 se detectaron 2 plasmidos. (Tabla 12). Por otra parte, tanto
en M2/A/C/34 como en M3/A/M/3 se detectd el integron clase 1 (Intl1). Después, en
M2/A/C/34 se detectd un gen de yersiniabactina (ybf), mientras que la indagacion de
SCs, revel6 la presencia de k-loci desconocidos relacionados con KL29 y KL74 en
M2/A/C/34 y K. M3/A/M/3, respectivamente. (Tabla 12).

No fue posible determinar los SCs de E. coli M1/A/C/29, y C. freundii s.str M4/A/C/32
utilizando la base de datos Kaptive, ya que esta especificamente disefiada para el género
Klebsiella. Sin embargo, la busqueda en Ecoli_VF,y VFDB para M1/A/C/29, y M4/A/C/32
respectivamente, identifico 12 genes de factores de virulencia en la primera cepa y 8 en
la segunda. Entre los genes hallados, se encuentran varios ecp-like, involucrados en la
sintesis de pili, cusC, el cual forma parte del complejo de genes cusCFBA, codificante de
una bomba de expulsién de cobre y plata, fimH, codificante de una proteina de sintesis
de fimbrias tipo 1, chuX, codificante de una proteina de uniéon al grupo hemo, fliG,
codificante de una proteina de cambio del motor flagelar, y varios genes csg-like
involucrados en la sintesis de fimbrias tipo curli. (Tabla 12).
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Tabla 11. Identificacion gendmica bacteriana de cepas M1/A/C/29, M2/A/C/34,
M3/A/M/3, y M4/A/C/32.

Aislados Cepas de referencia %ANIb %DDH
M1/A/C/29 Escherichia coli (GCA_000005845.2) 98,69 91,80
(GCA_041079325.1) Escherichia coli (GCA_000008865.2) 97,51 81,30
Klebsiella pasteurii (GCA_018139045.1) 99,27 97,90
M2/A/C/34 Klebsiella grimontii (GCA_902164675.1) 9597 70,60
(GCA_042159875.1) Klebsiella michiganensis (GCA_015139575.1) 93,75 57,60
Klebsiella oxytoca (GCA_003812925.1) 91,15 47,10
K. pneumoniae subsp. pneumoniae
(GCA_000240185.2) 98,58 93,90
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis
(GCA_000163455.1) 97,96 92,00
K. pneumoniae subsp. ozaenae 97.94 9310

(GCA_001598715.1)

M3/A/M/3 Klebsiella variicola (GCA_009648975.1) 94,24 60,80
(GCA_042159955.1) K. variicola subsp. variicola (GCA_020525545.1) 94,24 58,60
K. variicola subsp. tropica (GCA_026802135.1) 93,85 60,90

Klebsiella quasipneumoniae (GCA_016415705.1) 93,54 57,50

K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae

(GCA_020525925.1) 9348 57,10

K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae
(GCA_003181175.1) 9364 57,50
Citrobacter freundii (GCA_003812345.1) 98,51 92,10
M4/A/C/32 Citrobacter portucalensis (GCA_008693605.1) 94,44 60,50
(GCA_042159915.1) Citrobacter braakii (GCA_009648935.1) 92,44 50,60
Citrobacter youngae (GCA_030294585.1) 90,61 47,00

%ANIb: porcentaje de identidad nucleotidica promedio usando algoritmo BLASTH+,
%DDH: porcentaje de hibridacién ADN-ADN in silico, Nota: en amarillo se destacan las
especies de referencia con los valores de %ANIb y %DDH mas altos, y junto a cada
especie se indica el numero de acceso de GenBank correspondiente. Ademas, las cuatro
cepas tuvieron porcentajes de identidad de 100% en rMLST frente a las especies
resaltadas en amarillo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 12. Caracteristicas gendmicas de cepas M1/A/C/29, M2/A/C/34, M3/AIM/3, y

M4/A/C/32.
Cepa GRAs ST Plasmidos In GFVs SC
csgB
csgC
csgD
csgF
fimH
blactx-w-s IncHI2 fimF
E. coli M1/A/C/29 540 Col8282 NE : -
blaccie Incl1-I(Alpha) imG
cusC
ecpA
ecpB
ecpC
ecpD
IncFIB(K
K. pasteurii b/aCTX-M-W_; b/aoxT-4- |CncPé ) KL29
M2/A/C/34 1;bIaKpIc.2, aac(6')- 470 IncEll Intl1 ybt U)
b-cr, (PECLA)
K. pneumoniae blasny-11; blatem-1a;
IncFIB
subsp. blaoxa-1; blakec.2; . KL74
. \ 273 (pQil) Intl1 -
pneumoniae aac(3)-1la; aac(6')- IncFIB(K) (S)]
M3/A/M/3 Ib-cr; fosA;
chuX
blacwmy-as; blaoxa-; ompA
blatem-1a; blakpc-2; IncA fliG
C. freundii s.str.  aadA1; aph(3")-Ib; 214 IncP6 NE csgB i
M4/A/C/32 aph(6)-1d; aac(6')- pKPC- csgD
Ib; aac(3)-la; sat2; CAV1321 csgE
sult; tet(B); dfrA1 csgF
csgG

GRAs: genes de resistencia antibidtica, ST: Sequencio tipo, In: integron, GFVs: genes
de factores de virulencia, SC: serotipo capsular (k-locus), NE: no encontrado. Las
variantes blakpec de las cepas en estudio estan resaltadas en rojo. La busqueda de SC
no esta disponible para E. coli y C. freundii en la base de datos Kaptive. "(U)" significa
que los SCs de las cepas son desconocidos, aunque similares a los indicados.

Fuente: Elaboracion propia.
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En la filogenia de K. pasteurii M2/A/C/34, se analizaron un total de 40 taxa, incluyendo
dicha cepa junto con 38 genomas de la misma especie, provenientes de diferentes areas
geograficas, y un genoma de Klebsiella grimontii como grupo externo. El analisis revelo
que M2/A/C/34 esta estrechamente relacionado con las cepas KO-14-71 y GD0485,
ambas recuperadas en China y Pakistan en 2014, y 2018, respectivamente, sin ST
asignado, obtenidas de esputo humano, y desagle de fregadero, respectivamente.
(Figura 49). Ademas, se evidencié que la mayoria de los genomas de K. pasteurii, no
estan asignados a STs especificos, aunque los ST416 y ST351 fueron los mas
frecuentes. La mayoria de los genomas de K. pasteurii provinieron de aislados
recolectados en Reino Unido, Estados Unidos y China, predominantemente entre 2017
y 2018, a partir de muestras humanas. Es destacable que la mayoria de los genomas de
K. pasteurii, no portan genes de carbapenemasas. Sin embargo, entre los aislados
positivos para tales enzimas, blaxkpc fue el mas prevalente (Figura 49). Adicionalmente,
se evidencio una proporcion significativa de genomas portadores de genes de virulencia
ybt, asociados particularmente con los SCs KL55 y KL124 (Figura 49).

En la filogenia de K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, se estudiaron un
conjunto de 140 taxa, incluyendo dicha bacteria junto a 138 genomas de la misma
especie (ST273) recolectados globalmente, y un genoma de Klebsiella quasivariicola
como grupo externo. El analisis revel6 que M3/A/M/3 se encuentra estrechamente
relacionado con la cepa RBL-17-103-2, obtenido de sangre humana en Alemania en
2020. (Figura 50). La mayoria de los genomas del ST273 analizados, provienen de
aislados recolectados en Singapur, China, Filipinas, Colombia, Australia y Estados
Unidos, principalmente entre 2014 y 2021, obtenidos de muestras humanas. Los cuales
se destacaron por albergar diversos genes de carbapenemasas, siendo blakpc, blanom Yy
blaoxa-ss-ike l0s mas frecuentemente identificados. Ademas, los genes ybt fueron los
genes de virulencia, mas comunmente encontrados entre las cepas del ST273 (Figura
50). En cuanto a los SCs, los mas predominantes entre las cepas integrantes de la
filogenia, fueron KL74 y KL15, siendo M3/A/M/3 principalmente asociado con KL74
(Figura 50). No fue posible construir una filogenia para C. freundii s.str. M4/A/C/32

debido a la falta de genomas de ST214 en las bases de datos disponibles.
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Serotipo capsular
Factores de virulencia
Carbapenemasas
Origen

Origen Serotipo Capsular Pais Rangos coloreados Hospedero
[] Ducha ] K116 [ ] china W st351 o
[l Hisopado rectal [ K169 [] Reino Unido [Ji] sT416 3
[l sangre W Kuie1 I Pakistan [ | sT300 g
[7] Nodulos de raiz de haba [] Kkuss B Austraia  [[] ST311 g
[ Lavado Beoncoalveolar B K26 M Euva [ sT402
[ Tracto respiratorio B KL124 [ Egipto Il sT193
Bl Heces [ kL70 Il Japon [ s1270
[] Aspirado de drenaje de lavabo [Jl] KL66 B Nigeria [] sT470
] cuttivo KL27 Il cColombia [l ST505
I suelo [] wies Il Polonia I st229
B orina ] KkLto7 [] cnile [] ST desconocido AHM8C132-2
[ Esputo - KL29 Suiza Afio 15Km1:’.52I
[ Tracto urinario [] kez Carbapenemasas  [JJ] 2014
[l Efluente de PTAS W K47 Il «rc [ 2018
[] Drenaje de ducha Hospedero [] nOoM W 2013
Bl Afluente de PTAS W Vegetal ] vm [] 2023 A
Il Drenje de lavabo Il Ambiental = wme Il 2017
[[] Desconacido [] Humano Il VP + NDM Il 2012

Factores de virulencia - Canino \:’ Negativo D 2022

B ot ] Desconocido [ 2020

[] Negativo Il 2016

B 2015
B 2019

Figura 49. Arbol filogenémico de maxima verosimilitud que muestra la relacion entre K. pasteurii M2/A/C/34 y otras 38 cepas
de la misma especie recolectadas alrededor del mundo.

La filogenia fue inferida en IQ-TREE v2.1.2 a partir de core-genomes alineados por Roary v3.13.0 y filtrados por SNP-sites v2.5.1. Los
valores de SH-aLRT, aBayes y UFboot estan indicados en colores en las ramas, basados en 1000 réplicas. Las ramas naranjas,
amarillas y verdes representan valores entre [70 - 80], [81 - 90] y = 91 para SH-aLRT y UFBoot respectivamente, y [0,7 - 0,8], [0,81 -
0,9] y = 0,91 para aBayes respectivamente. Los rangos coloreados representan los STs de las cepas. EUA: Estados Unidos de
América. La cepa M2/A/C/34 esta etiquetada en azul e identificada con una estrella azul y las cepas filogenéticamente cercanas estan
en rojo. El arbol fue anotado y visualizado en ITOL v6.8.2 y Klebsiella grimontii 4928STDY7071328, etiquetada en morado, fue utilizada
como grupo externo. Las longitudes de las ramas no estan a escala.

Fuente: Elaboracion propia.
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Serotipo capsular|
Factores de virulencia

Pais Rangos coloreados Origen Afo Carbapenemasas
[ Australia |:| cgST19217 [ Liquido cefalorraquideo [] 2017
[] eua Bl cosT27130 [] sangre [] 2021
[] Alemania - cgST28085 [] Tracto respiratorio W 2015

Francia Absceso 2020
u [] cosT27937 = L]
Il china Il orina [] 2013

) [ cgsT24009

[ Hungria I cutivo [] 2018
I Colombia [ cosT19640 [l Unidad de cuidados intensivos [l 2019
Wl Fiipinas [ cgsT11161 Il Hisopado rectal [ 2016
[] indonesia  [Hl] cosST23985 I Heces W 2014
[ Vietnam [ cosT11160 [ Esputo I 2022

Singapur cgST31728 Pulmon 2004

]
[ camboya W cosT13617 B Herida Il 201
[ ] Bangladesh Bl cosT11775 [l Aspirado traqueal Il 2007
. e 6, 50!
[] cnile Bl cosTzs263 7] secrecién nasal I 2012 Kodag sDUﬂ‘“’”ss%
9’
[] Reino Unido [l Hisopado de garganta [ 2010 Kpns3, 1 ngggg;seas
110,
[ cosT11162 ™ 3 C12:
I Noruega ] Ensalada ~ 2014CRE_287 DHQP1301748
) Il cosT14551 , ) ) st
M ndia [ Unidad de cuidados Intermedios
; cgST18420

Ml Brezi - 9 - Pus Serotipo capsular
] oman - cgST30780 [ Afluente de PTAS I KL74
M Portugal [ cgsT19259 [[] Punta de arenaje lumbar gy i 135
[ Tailandia - cgST29347 [ origen inespecifico [] KLso
[] Espana I:l cgST desconocido [7] Desconocido W «ui07
[ Finlandia Carbap. Hospedero W kuis
I suiza W <Pc B Humano W kL1177
I scn [ ] NOM I Vegetal [ k1o
[ Birmania 0 vm W Ae W k35
[[T] Paises Bajos Bl oxAds-ike W Polo W Kuia
Factores de virulencia [ \(pc 4 viv [] Felino [ k4
ot I P+ NDM I Bovino
M i [7] Negativo 7] Aguas servidas
[ Negativo [] Desconocido

Figura 50. Arbol filogenémico de maxima verosimilitud que muestra la relacién entre K. pneumoniae subsp. pneumoniae
M3/A/M/3 ST273 y otras 138 cepas de la misma especie y STs recolectadas alrededor del mundo.

La filogenia fue inferida en /IQ-TREE v2.1.2 a partir de core-genomes alineados por Roary v3.13.0 y filtrados por SNP-sites v2.5.1. Los
valores de SH-aLRT, aBayes y UFboot estan indicados en colores en las ramas, basados en 1000 réplicas. Las ramas naranjas,
amarillas y verdes representan valores entre [70 - 80], [81 - 90] y = 91 para SH-aLRT y UFBoot respectivamente, y [0,7 - 0,8], [0,81 -
0,9] y = 0,91 para aBayes respectivamente. Los rangos coloreados representan los core-genomes sequence types (cgSTs) mas
frecuentes de las cepas. SCN: San Cristobal y Nieves. EUA: Estados Unidos de América. La cepa M3/A/M/3 esta etiquetada en azul
e identificada con una estrella azul y la cepa filogenéticamente cercana esta en rojo. El arbol fue anotado y visualizado en ITOL v6.8.2
y Klebsiella quasivariicola 08A119, etiquetada en morado, fue utilizada como grupo externo. Las longitudes de las ramas no estan a
escala.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.8. Prevalencia de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas.

De las 48 cepas investigadas de AF, 23 resultaron portadoras de genes codificantes de
BLEE, y 3 de genes codificantes de carbapenemasas. Mientras que, de las 2 cepas
investigadas de EF, una resulto portadora de un gen de BLEE, y ninguna present6 genes
de carbapenemasas. Finalmente, se evidencio que el gen blactx-m-1-ike fue el prevalente

entre los 50 Enterobacterales estudiados. (Tablas 13A, 13B, y Figura 51).

-
o N

N° de cepas

3

3
| [ [ . 0 0 0

blagy blarey™  blagrxatike blactxmzike blactxmsice blactxmoie blaoxy-sike blaypc blaypu blayy blaoxa.ss.ike
Genes de resistencia antibiotica (GRAs)

o N A~ O ©

Figura 51. Prevalencia de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas en
cepas de Enterobacterales aisladas de AS.
(1): variantes de espectro extendido de blasnv y blatewm.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 13A. Presencia de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas en cepas de
Enterobacterales aisladas de AS.

blactxm4-  blactxm-2-  blactxm-s-  blactx-m-e-
like like like like

Cepa blaswv  blatem blakprc

K. pneumoniae

complex M1/A/C/18

K. pneumoniae +0
complex M1/A/C/23
K. pneumoniae
complex M1/A/C/26
K. oxytoca complex
M1/AIC/27

K. oxytoca complex
M1/A/C/28

E. coli M1/A/C/29 - - - - + - -
K. pneumoniae

complex - - - - - - -
M1/A/MCC/37

E. coli M1/A/MCC/38 - - - - - - -
E. roggenkampii

M1/A/MCC/39

K. pneumoniae

complex - - - - - - -
M1/A/MCC/40

S. marcescens

M2/A/C/25

E. coli M2/A/C/29 - + + - - - -
E. coli M2/A/C/30 - - + - - - -
K. pasteurii
M2/A/C/34
E. coli M2/A/C/35 - + + - - - -
E. coli M2/A/C/36 - - - - - - -
E. coli M2/A/MCC/39 - - - - - - -
C. freundii complex.

M2/A/MCC/40

Enterobacter sp.

M2/A/MCC/41

Enterobacter sp.

M2/A/MCC/42

K. pneumoniae

complex + - - - - - -
M2/A/MCC/43

K. pneumoniae

subsp. pneumoniae - + - - - . +
M3/A/M/3

K. pneumoniae
complex M3/A/M/4
K. pneumoniae
complex M3/A/C/20
K. pneumoniae
complex M3/A/C/21
(1): blasnv y blatem de espectro extendido.

- + - - - -

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 13B. Presencia de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas en cepas de
Enterobacterales aisladas de AS (continuacion).

blactxm4-  blactxm-2-  blactxm-s-  blactx-m-e-
like like like like

Cepa blaswv  blatem blakprc

K. pneumoniae
complex M3/A/C/22
K. pneumoniae
complex M3/A/C/23
K. aerogenes
M3/A/MCC/43
K. aerogenes
M3/A/MCC/44
K. oxytoca complex
M3/A/MCC/45
E. cloacae complex
M3/A/MCC/46
K. oxytoca complex
M3/A/MCC/47
K. oxytoca complex
M3/A/MCC/48
K. oxytoca complex
M3/A/MCC/49
P. vulgaris
M3/A/MCC/50
Enterobacter sp.
M3/A/MCC/51
P. vulgaris
M3/A/MCC/52
K. pneumoniae
complex M4/A/C/17
. coli M4/A/C/18 - -
. coli M4/A/C/19 - +1)
. coli M4/A/C/20 - -
. coli M4/A/C/21 - -
. coli M4/A/C/26 - +
. coli M4/A/C/27 - -
. coli M4/A/C/29 - -
C. freundii s.str.
M4/A/C/32
E. coli M4/A/C/41 - - - - - + R
E. coli M4/A/MCC/49
E. asburiae
M3/E/MCC/FW
E. asburiae
M4/E/MCC/FW

(1): blasnv y blatem de espectro extendido.

+ - + - - - -

+ - + - - - -

+ +

mmmmmmm

+ + + +
1
1
1
]

- - - - - + -

Fuente: Elaboracién propia.

111



3.9. Asociacion entre deteccion fenotipica y molecular de BLEE vy/o
carbapenemasas en cepas de Enterobacterales aisladas de AS.

Se observd una alta concordancia entre la deteccion fenotipica de BLEE, y las pruebas
moleculares para la deteccidn los respectivos genes codificantes en casi la totalidad de
las cepas estudiadas, salvo algunas excepciones. (Tablas 14A y 14B).

La cepa K. pasteurii M2/A/C/34 presentd una prueba fenotipica negativa para BLEE,
pese a ser portadora del gen blactx-w-177 (variante de blactx-m-1-ike) (Tabla 14A). Mientras
que C. freundii s.str. M4/A/C/32 presentd una prueba fenotipica positiva para BLEE y
AmpC, no portando genes codificantes para BLEE, pero si de AmpC (blacwmv-4s.[variante
de blacmy-2-ike]) (Tabla 14B).
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Tabla 14A. Deteccién fenotipica de BLEE y/o carbapenemasas v/s deteccion molecular
de sus genes codificantes en cepas de Enterobacterales aisladas de AS.

Blue NG-Test®

Cepa DF-BLEE Carba CARBA-5 GRAs
K. pneumoniae complex M1/A/C/18 - - NA -
K. pneumoniae complex M1/A/C/23 + - NA blasin™
K. pneumoniae complex M1/A/C/26 + - NA blactx-m-1-iike
K. oxytoca complex M1/A/C/27 + - NA blacTx-m-1-iike
K. oxytoca complex M1/A/C/28 + - NA blacTx-m-1-iike
E. coli M1/A/C/29 + - NA blacTx-v-s-iike
K. pneumoniae complex M1/A/MCC/37 - - NA -
E. coli M1/A/MCC/38 - - NA -
E. roggenkampii M1/A/MCC/39 - - NA -
K. pneumoniae complex M1/A/MCC/40 - - NA -
S. marcescens M2/A/C/25 - - NA -
E. coli M2/A/C/29 + - NA blacTtx-m-1-ike
E. coli M2/A/C/30 + - NA bIaCTX-M-1-Iil(<§)
.. blactx-m-177
K. pasteurii M2/A/C/34 - + KPC blakee.o)
E. coli M2/A/C/35 + - NA blacTtx-m-1-ike
E. coli M2/AIC/36 - - NA -
E. coli M2/A/MCC/39 - - NA -
C. freundii complex. M2/A/MCC/40 - - NA -
Enterobacter sp. M2/A/MCC/41 - - NA -
Enterobacter sp. M2/A/MCC/42 - - NA -
K. pneumoniae complex M2/A/MCC/43 - - NA -
blastv-11?®)
K. pneumoniae subsp. pneumoniae ] . KPC blarem-1?®)
M3/A/M/3 blaoxa1®®
blakpc-2®
K. pneumoniae complex M3/A/M/4 + - NA blactx-m-1-iike
K. pneumoniae complex M3/A/C/20 + - NA blactx-m-1-iike
K. pneumoniae complex M3/A/C/21 + - NA blactx-m-1-iike

(1): blasnv y blatem de espectro extendido, (2): blashv, blatem, y blaoxa de espectro amplio,
(3): genes identificados mediante SGC. DF-BLEE: deteccion fenotipica BLEE, NA: no
aplica, GRAs: genes de resistencia antibidtica.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 14B. Deteccidn fenotipica de BLEE y/o carbapenemasas v/s deteccion molecular
de sus genes codificantes en cepas de Enterobacterales aisladas de AS. (Continuacion).

Blue NG-Test®

Cepa DF-BLEE Carba CARBA-5 GRAs
K. pneumoniae complex M3/A/C/22 + - NA blactx-m-1-ike
K. pneumoniae complex M3/A/C/23 + - NA blactx-m-1-iike
K. aerogenes M3/A/IMCC/43 - - NA -
K. aerogenes M3/A/IMCC/44 - - NA -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/45 - - NA -
E. cloacae complex M3/A/MCC/46 - - NA -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/47 - - NA -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/48 - - NA -
K. oxytoca complex M3/A/MCC/49 - - NA -
P. vulgaris M3/A/MCC/50 - - NA -
Enterobacter sp. M3/A/MCC/51 - - NA -
P. vulgaris M3/A/MCC/52 - - NA -
K. pneumoniae complex M4/A/C/17 + - NA blactx-m-2-iike
E. coli M4/A/C/18 + - NA bIaCTX-M-11-Iike
E. coli M4/AIC/19 + i NA blaren'"
blactx-m-1-ike
E. coli M4/A/C/20 + - NA blactx-m-g-iike
E. coli M4/A/C/21 + - NA blactx-m-1-ike
E. coli M4/A/C/26 + - NA blactx-m-1-ike
E. coli M4/AIC/27 + - NA blactx-m-1-ike
E. coli M4/A/C/29 + - NA blactx-m-1-ike
blacwy-4g>™
.. blaoxa-o?®
C. freundii s.str. M4/A/C/32 + + KPC bla 2)4)
TEM-1
blakpc2™
E. coli M4/A/C/41 + - NA blactx-m-g-iike
E. coli M4/A/MCC/49 - - NA -
E. asburiae M3/E/MCC/FW - - NA -
E. asburiae M4/E/MCC/FW + - NA blactx-wm-9-iike

(1): blasnv y blatem de espectro extendido, (2): blashv, blatem, y blaoxa de espectro amplio,
(3): AmpC, (4): genes identificados mediante SGC. DF-BLEE: deteccion fenotipica
BLEE, NA: no aplica, GRAs: genes de resistencia antibiotica.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.10. Deteccion directa e identificacion de genes codificantes BLEE y/o

carbapenemasas en muestras de AS.

3.10.1. Deteccion molecular de blasnv de espectro extendido.

La investigacion del gen blasnv en las ocho muestras de AS determind que dicho gen se
encontré presente en todas ellas, observandose el producto de amplificacion de 309 pb.
Ademas, se pudo observar una mayor intensidad en las bandas de los amplicones de AF
(carriles 5, 8, 10 y 12) en comparacion con las de EF (carriles 6, 9, 11, y 13) (Figura 52).

No fue posible realizar digestion enzimatica para establecer la presencia de variantes de
espectro extendido, asi como tampoco secuenciacién, debido a insuficiente enzima Nhel
disponible, y a escasos volumenes remanentes del proceso de extraccion de ADN directo
de las muestras de AS, los que fueron empleados en su mayoria para la pesquisa de
otros GRAs de mayor prioridad, lo cual se detalla a lo largo de la extension del presente
apartado 3.10.

Figura 52. Detecciéon molecular de blasiv en muestras de AS.

Carriles 1 y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K.
pneumoniae UCO168 (blasnv®), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blasnv’), carril 4: ALN,
carril 5: 1A, carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11: 3E, carril 12:
4A, carril 13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular
del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.10.2. Deteccion molecular de blatem de espectro extendido.
La investigacion del blatem determind que dicho gen se amplificéd en todas las muestras
de AS (Figura 53), y la secuenciacion tipo Sanger confirmé la detecciéon molecular de

dicho gen en todas las muestras.

El analisis filogenético efectuado en IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020), de la SA de la
muestra 2A, establecié una relacion proxima con las variantes TEM-97, TEM-98, TEM-
99 y TEM-239, pero no resolvié la mas probable (Figura 54), mientras que el analisis
filogenético de la SA de la muestra 2E demostrd una relacion filogenéticamente proxima
con la variante de TEM-217 (Figura 55). Todas las variantes de TEM antes mencionadas
no poseen un espectro hidrolitico establecido de acuerdo con las bases de datos BLDB
(Naas et al, 2017), CARD (Alcock et al, 2023), y NDARO

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/).

Figura 53. Detecciéon molecular de blatem en muestras de AS.

Carriles 1 y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K.
pneumoniae UCO168 (blasnv®), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blasnv’), carril 4: ALN,
carril 5: 1A, carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11: 3E, carril 12:
4A, carril 13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular
del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 54. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
TEM detectada en la muestra de AS 2A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 98 secuencias tipo TEM para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 55. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
TEM detectada en la muestra de AS 2E.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo la secuencia de la
variante mas filogenéticamente préxima, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 101 secuencias tipo TEM para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

correspondiente.
Fuente: Elaboracion propia.
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Por otro lado, la investigacion de las SAs de las muestras 1A, 1E, 3Ay 3E, 4A, y 4E en
BLDB (Naas et al., 2017), produjo porcentajes de identidad insuficientes para ejecutar
hipotesis filogenéticas. Por ende, no pudo ser establecida la variante enzimatica en

dichas muestras.

3.10.3. Deteccion molecular de grupos de blacTtx-m.

Las reacciones de PCR realizadas para la deteccidn de los grupos que conforman a la
familia blactx-m, revelaron la presencia del blactx-m-1-ike €n todas las muestras de AS
(Figura 56). Por el contrario, la pesquisa de genes resultdé negativa para blactx-m-2-ike,

blactx-m-s-ike, Y blacTx-m-g-like-

Figura 56. Deteccion molecular de blactx-m-1-ike €n muestras de AS.

Carriles 1y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blactx-m-1-ike*), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blactx-m-1-ike’), carril 4: ALN,
carril 5: 1A, carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11: 3E, carril 12:
4A, carril 13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular
del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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La secuenciacion tipo Sanger confirmé la deteccion molecular de blactx-m-1-ike €N las
muestras ensayadas (3E y 4A). Por otro lado, el analisis filogenético realizado en /Q-
TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020), de la SA de la muestra 3E, establecidé una relacion
préxima con las variantes CTX-M-1, CTX-M-36, CTX-M-61, CTX-M-122 y CTX-M-138,
pero no definid la mas probable (Figura 57). Una situacion similar ocurrio con el analisis
filogenético de la SA de la muestra 4A, en la que se establecidé una relacidn proxima con
las variantes CTX-M-22, CTX-M-29, CTX-M-30 y CTX-M-36, pero de igual manera no se

resolvio la mas probable (Figura 58).

3.10.4. Deteccion molecular de blakpc.
La investigacion sobre blakec resultd en el hallazgo de dicho gen en todas las muestras
de AS. (Figura 59). Por otro lado, la secuenciacion tipo Sanger confirmo la deteccion

molecular de dicho gen en las muestras ensayadas (3E y 4A).

El analisis filogenético realizado en IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020) de la SA de la
muestra 3A, establecio una relacion filogenéticamente proxima con la variante KPC-20
(Figura 60). Por otro lado, el analisis filogenético de la SA de la muestra 3E no reveld

relacion con ninguna variante analizada (Figura 61).
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Figura 57. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
CTX-M-1-like detectada en la muestra de AS 3E.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o 2 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 39 secuencias tipo CTX-M para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 58. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de B-lactamasa tipo
CTX-M-1-like detectada en la muestra de AS 4A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o =2 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 101 secuencias tipo CTX-M para
el analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 59. Deteccion molecular de blakpc en muestras de AS.

Carriles 1y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: E. coli
UCO327 (blakpc®), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blakec’), carril 4: ALN, carril 5: 1A,
carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11: 3E, carril 12: 4A, carril
13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular del gen en
estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

3.10.5. Deteccion molecular de blanpw.
La deteccion de blanom resultd negativa en todas las muestras de AS.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,

aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 60. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo KPC detectada en la muestra de AS 3A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo la secuencia de la
variante mas filogenéticamente proxima, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o =2 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 123 secuencias tipo KPC para el

analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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UFBoot: Ultrafast Bootstrap, SH-aLRT: approximate likelihood ratio
test (aLRT) with nonparametric Shimodaira-Hasegawa (SH) correction,
aBayes: Bayesian-like transformation of approximate likelihood ratio
test (aLRT)

Figura 61. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo KPC detectada en la muestra de AS 3E.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, y en morado el grupo
externo. Nota 2: en colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para
las pruebas UFBoot y SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 165
secuencias tipo KPC para el analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero
de acceso a GenBank correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.10.6. Deteccion molecular de blaviw.

En todas las muestras de AF, la reaccion de PCR convencional resulté positiva para
blavim, mientras que en las muestras de EF resultd negativa (Figura 62). La
secuenciacion tipo Sanger confirmé la deteccion molecular de dicho gen en las muestras
ensayadas (2A y 3A, y 4A), al ingresar sus secuencias nucleotidicas (SNs) consenso en
la herramienta blastn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blasth&PAGE _TYPE=BlastSearch
&LINK LOC=blasthome).

La traduccibn de la SN de 2A en la herramienta EMBOSS Transeq

(https://www.ebi.ac.uk/[dispatcher/st/emboss_transeq), junto a un analisis posterior en la

base de datos BLDB (Naas et al., 2017), y flogenia molecular de la SA correspondiente,
reveldo una relacion filogenéticamente estrecha con las variantes VIM-51 y VIM-65
(Figura 63).

Por otro lado, la traduccion de las SNs de 3A y 4A en la herramienta blastx
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?LINK _LOC=blasthome&PAGE_TYPE=BlastSea
rch& PROGRAM=blastx), seguido de analisis realizados en la base de datos BLDB (Naas

etal., 2017), y filogenia molecular de las SAs correspondientes, expusieron asociaciones

filogenéticamente préximas con las variantes VIM-46 y VIM-86, en las muestras 3A y 4A
respectivamente (Figuras 64 y 65).
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Figura 62. Deteccion molecular de blavim en muestras de AS.

Carriles 1 y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: P.
aeruginosa UC0O236 (blavin®), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blaviv), carril 4: ALN,
carril 5: 1A, carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11: 3E, carril 12:
4A, carril 13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio molecular

del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 63. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa

tipo VIM detectada en la muestra de AS 2A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 89 secuencias tipo VIM para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

correspondiente.

Fuente: Elaboracién propia
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test (aLRT)

Figura 64. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo VIM detectada en la muestra de AS 3A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente préximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 90 secuencias tipo VIM para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

correspondiente.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 65. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo VIM detectada en la muestra de AS 4A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 90 secuencias tipo VIM para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.10.7. Deteccion molecular de blaoxa-as-iike-

La deteccion del gen blaoxa-as-ike resultd positivo en las ocho muestras de AS. (Figura
66). Se observa en las muestras 1A (carril 5), 1E (carril 6), 2A (carril 8), 3A (carril 10), 3E
(carril 11), 4A (carril 12), y 4E (carril 13), un producto de amplificacion de 483 pb,
coincidente con el obtenido en la cepa control K. pneumoniae UCO322 (blaoxa-4g-iike*)
(carril 2). No obstante, en la muestra 2E (carril 9), se detectaron dos amplicones
adicionales al de 483 pb, siendo uno de 500 pb, y otro de 350 pb aproximadamente. Por
otro lado, la secuenciacion tipo Sanger confirmo la deteccion molecular de dicho gen en
las muestras ensayadas (3E y 4A).

El analisis filogenético efectuado en IQ-TREE v2.1.2 (Minh et al., 2020), de la SA de la
muestra 3E, establecié una relacion préxima con las variantes OXA-244, y OXA-1213,
pero no definid la mas probable (Figura 67), mientras que el analisis filogenético de la
SA de la muestra 4A, revel6 una relacidon filogenéticamente estrecha con la variante
OXA-505. (Figura 68)
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Figura 66. Deteccion molecular de blaoxa-ss-ike €N muestras de AS.

Carriles 1 y 7: AccuRuler 100 bp Plus DNA RTU Ladder (MaestroGen), carril 2: K.
pneumoniae UCO322 (blaoxa-ss-ike®), carril 3: S. aureus ATCC 25923 (blaoxa-ss-iike’),
carril 4: ALN, carril 5: 1A, carril 6: 1E, carril 8: 2A, carril 9: 2E, carril 10: 3A, carril 11:
3E, carril 12: 4A, carril 13: 4E, pb: pares de bases, Nota: en negrita se indica el tamafio
molecular del gen en estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 67. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo OXA-48-like detectada en la muestra de AS 3E.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo las secuencias de
las variantes mas filogenéticamente proximas, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 37 secuencias OXA-48 para el
analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank
correspondiente.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 68. Analisis filogenético mediante maxima verosimilitud de carbapenemasa
tipo OXA-48-like detectada en la muestra de AS 4A.

Nota 1: en azul se indica la secuencia de la cepa en estudio, en rojo la secuencia de la
variante mas filogenéticamente préxima, y en morado el grupo externo. Nota 2: en
colores se destacan los nodos con valores de bootstrap = 60 para las pruebas UFBoot y
SH-aLRT o = 0,6 para aBayes. Nota 3: se emplearon 43 secuencias tipo OXA-48 para
el analisis filogenético, y junto a cada una se indica el numero de acceso a GenBank

correspondiente.
Fuente: Elaboracion propia.
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3.10.8. Prevalencia de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas.

En la Tabla 15 se presenta un resumen de todos los genes codificantes de BLEE y/o
carbapenemasas detectados en las muestras de aguas servidas del Gran Concepcion.
Puede observarse que de los 8 GRAs pesquisados se detectaron 4, y fueron los

siguientes blactx-m-1-ike, blakpc, blaviv, y blaoxa-ss-iike.

Tabla 15. Resumen de genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas detectados en
muestras de AS del Gran Concepcion.

N° de muestra
GRAs 1 2 3 4
AF EF AF EF AF EF AF EF
blacTx-m-1-like + + + + + + + +

blacTx-m-2-like - - - - - - - -

blacTx-m-g-like - - - - - - - -

blacTx-m-9-like - - - - - - - -

blakec + + + + + + + +
blanpm - - - - - - - -
blavim + - + - + - + -
blaoxa-4s-ike + + + + + + + +

GRAs: genes de resistencia antibiotica, AF: afluente, EF: efluente, Nota: no se detecto
blasnv ni blatem de espectro extendido en las muestras de aguas servidas.

Fuente: Elaboracién propia
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4. DISCUSION.

En cuanto a los RBT, los resultados obtenidos indicaron disminuciones significativas
(valores de P de comparaciones de Turkey < 0,0001), de todos los recuentos de EF en
comparacion con AF, en todos los periodos de muestreo, con reducciones de entre 5 a
6 logaritmos. Ademas, hubo reducciones en variados valores logaritmicos de los RBGN,
RBGN-C, y de RBGN-M tanto en AF como EF en todos los muestreos. Mientras que la
prueba ANOVA de dos vias resultd estadisticamente significativa (P < 0,05). Por lo tanto,
estos resultados demuestran la efectividad del tratamiento de la PTAS del Gran

Concepcidén en la remocion de bacterias.

Los hallazgos obtenidos son consistentes con lo publicado por Silva et al. (2006), quienes
demostraron reducciones >99% (p < 0,05) en recuentos de coliformes totales, y de
coliformes resistentes a ampicilina (AMP), en muestras de EF en comparacién con AF,
obtenidas entre septiembre de 2001 y julio de 2002 desde una PTAS de Antofagasta. De
manera similar Zhang et al. (2015), demostraron disminuciones de 75 - 99% (p < 0,01),
y 96 - 99% (p < 0,01), en recuentos de heterotrofos totales, y de coliformes totales
respectivamente, en muestras de EF v/s AF, colectadas desde 3 PTAS diferentes entre

marzo y julio de 2012, localizadas en Wuxi, provincia de Jiangsu, China.

En contraste, Hamed et al. (2016) evaluaron recuentos bacterianos totales (RBT),
recuentos de Enterobacteriaceae totales (RET), recuentos de coliformes totales (RCT),
y recuentos de Salmonella 'y Shigella (RSST), en muestras de AF y EF obtenidas entre
abril de 2011 y enero de 2012 desde una PTAS ubicada en Zagazig, Egipto. Desde lo
cual, informaron reducciones en EF en comparacion con AF, de 20 - 74% en RBT en
todo el periodo de muestreo, de 85% en RET en todo el periodo, (excepto junio y
diciembre de 2011 registrandose una reduccion de 29 - 37%), y de 11 - 83% en RCT y
RSST.
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Adicionalmente, Bonetta et al. (2023) detectaron reducciones moderadas en recuentos
de heterotrofos totales desde 7 hasta 4 - 5 logUFC/ml, y en recuentos de bacterias
resistentes a AMP desde 5,7 - 6,4, hasta 2,1 - 4,5 logUFC/ml, entre muestras de AF y
EF, obtenidas entre marzo de 2019 y enero de 2020, desde 3 PTAS ubicadas al noroeste
de ltalia. En concordancia a lo anterior, de acuerdo con Cirja et al., (2008); Vidal & Araya,
(2014) existen factores implicados en la capacidad de las PTAS para la erradicacion de
contaminantes incluyendo a bacterias, los cuales pueden explicar las diferencias
presentadas en las reducciones de los recuentos bacterianos. Entre dichos factores
estan; el tiempo de retenciéon de lodos (TRL), definido como el tiempo promedio de
residencia de los microorganismos al interior de la PTAS, el pH y la temperatura durante
el tratamiento, los constituyentes del AS, y el tiempo de contacto y concentracién del
agente fisico o quimico empleado durante la desinfeccion.

Seguidamente, valores de TRL de 8 dias o mas, se relacionan con una mayor eficacia
en la remocion bacteriana. También se ha registrado que las PTAS en paises con
temperaturas entre 15 - 20°C, consiguen mayores remociones bacterianas, que las
PTAS en paises con temperaturas < 10°C. En el caso del pH, se ha visto que, a diferentes
valores de este, se incrementa la remocion de contaminantes mediante adsorcion a los
lodos, por lo que su control a lo largo del tratamiento seria importante de manejar. Por
otra parte, en la etapa de desinfeccion, la presencia de sdélidos suspendidos y otros
elementos organicos pueden proteger a los microorganismos, ocasionando que se
deban incrementar la concentraciones y tiempos de exposicion al agente desinfectante

para lograr destruir la vida microbiana. (Cirja et al., 2008; Vidal & Araya, 2014).

De los 205 BGN aislados, 175 fueron de AF, y 30 de EF, lo que se correlaciona con los
recuentos obtenidos, al haber recuperado menos bacterias en EF en comparacion con
AF. Ademas, lo anterior evidencia que, aunque se detectaron reducciones de entre 5y 6
logaritmos, en los RBT de AF versus EF en todos los muestreos, de igual manera estan
sobreviviendo bacterias a la etapa de desinfeccion con cloro empleada por la PTAS.
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Es asi como Shekhawat et al. (2020), exploraron dicho fenébmeno, realizando estudios
de sobrevivencia bacteriana y recrecimiento bacteriano (después de 24 h de incubacién),
en bacterias Gram negativas recuperadas de EF de una PTAS ubicada en Jaipur, India.
Los resultados indicaron que, aunque las dosis letales de cloro de los aislamientos
variaron de 0,5 - 1,25 mg/L", las dosis para provocar la inhibicion completa del
recrecimiento bacteriano fueron mas elevadas (0,75 - 1,75 mg/L™"). Seguidamente, las
especies que presentaron las mayores dosis tanto letales y de inhibicion de recrecimiento
fueron C. freundii, Klebsiella sp., y Stenotrophomonas maltophilia. Adicionalmente, en
ensayos de cinética de recrecimiento, aplicados a dichas bacterias, se observé un
maximo de recrecimiento después de 6 horas de exposicidén a cloro. (Shekhawat et al.,
2020)

Esta capacidad de sobrevivencia al cloro se puede atribuir a respuestas adaptativas de
las bacterias frente a dicho compuesto, entre las cuales se encuentran; la activacion de
chaperonas (Hsp33, RidA, Cnox y poliP), y reguladores transcripcionales (HypT, RcIR y
NemR), como respuesta inmediata al estrés producido por el cloro. Ademas, se ha visto
un incremento en la produccion de biopeliculas, e induccion de un estado viable no
cultivable (dormancia). Adicionalmente, se ha evidenciado que el cloro puede promover
la RA, por medio de la sobrexpresion de bombas de expulsion (poS, marA, ygfA, relE), e
induccion de THG. Donde esto ultimo es provocado por la generacion intracelular de
radicales libres, que incrementan la permeabilidad, y disminuyen la expresion de genes
regulatorios globales, estimulando la transferencia conjugativa de plasmidos. (Sultana et
al., 2020; da Cruz Nizer et al., 2020).

De los 50 Enterobacterales aislados, las especies mas frecuentemente detectadas
fueron E. coli (16/50), K. pneumoniae complex (12/50), y K. oxytoca complex (6/50),
siendo casi la totalidad (48/50). Por otro lado, aunque se aislaron abundantes BGN-NF y
BGN-F-Ox[+], estos se excluyeron de esta tesis, debido a que se escapaban del objetivo
principal de pesquisa de Enterobacterales.
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Varios autores han pesquisado Enterobacterales, como también BGN-NF y BGN-F-Ox[+]
en AS, como, por ejemplo; Silva et al. (2006), quienes aislaron 248 coliformes desde
muestras de AF y EF, siendo E. coli, K. pneumoniae, Klebsiella spp., las especies mas
frecuentes. Luego. Zhang et al. (2015) aislaron 188 aislados, de los cuales identificaron
los géneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Providencia,
Serratia, Aeromonas y Pseudomonas entre otros, en muestras de AF y EF.
Seguidamente, Muller et al. (2018) aislaron 659 bacterias, de las cuales E. coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., y Acinetobacter baumannii-calcoaceticus complex, fueron las
especies mas frecuentemente detectadas en muestras de AF y EF, colectadas durante
septiembre de 2016 y julio de 2017, desde dos PTAS localizadas en Alemania, siendo
una de emplazamiento urbano, y la otra rural. Adicionalmente, Sekizuka et al. (2022)
recuperaron 404 aislados, de los cuales E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., y Aeromonas spp., resultaron ser las especies
mas frecuentemente aisladas en muestras de EF, obtenidas entre agosto de 2017 y
febrero de 2019, desde 8 PTAS a lo largo del rio Tama, y alrededor de la bahia de Tokio,
en Japon.

Respecto de la susceptibilidad antibidtica, resaltdé el hecho de haber encontrado 7/50
cepas con indices MAR > 0,5, siendo resistentes de 9 a 13 antibidticos de los 16
ensayados. Mientras que 8/50 presentaron perfiles MDR de acuerdo con Jiménez-
Pearson et al. (2019). Por otro lado, al observar los perfiles de resistencia, se aprecio
que las cepas M4/A/C/18, M4/A/C/21, M4/A/C/26, M4/A/C/27, presentaron resistencia a
CRO y CTX, por lo que al ser todas E. coli, y pertenecer al muestreo N°4, es altamente
sospechoso de que correspondan a clones, lo cual podria descifrase al someter a dichas
cepas a técnicas de epidemiologia molecular como ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive
intergenic consensus polymerase chain reaction), PFGE, MLST, o bien secuenciando su
genoma completo (Gebreyes et al., 2020; Tummler, 2020).

Entre otros resultados similares, se encuentran lo informado por Zhang et al. (2015),
quienes hallaron 46 cepas de Aeromonas spp. en AF, y 14 en EF con indices MAR de
0,75 y 0,63 respectivamente, asi como también 2 cepas de Providencia spp. en AF y, 4
en EF con MAR de 0,58 y 0,51 respectivamente.
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Paralelamente en AF encontraron 2 cepas de Citrobacter spp., 6 de Enterobacter spp.,
1 de Escherichia sp., 2 de Klebsiella spp., y 5 de Proteus spp., con MAR que oscilaron
entre 0,62 y 0,78. Mientras que, en EF, ademas identificaron 4 de cepas de
Pseudomonas spp., y 1 de Serratia sp. con indices de 0,73 y 0,69, respectivamente. Por
otra parte, Muller et al. (2018), comunicaron el aislamiento de 4 cepas de P. aeruginosa
obtenidos de EF, con perfiles XDR de acuerdo con Magiorakos et al. (2012), resistentes
a 9/10 antibacterianos ensayados. Posteriormente, Araujo et al. (2021) informaron 34
cepas de Enterobacterales aislados de muestras de AF, obtenidas entre junio y
septiembre de 2020, desde una PTAS ubicada al norte de Portugal. Las bacterias
aisladas en este estudio pertenecieron a los géneros Lelliottia, Leclercia, Citrobacter, y
Enterobacter, las cuales se destacaron por presentar resistencia a entre 11 a 14
antibidticos de 18 ensayados. Asi también, Mutuku et al. (2022) informaron 26
Enterobacterales recuperados de muestras de AF, de lodos activados (LA), y de lodos
digeridos (LD), colectados durante 2019 y 2020, desde una PTAS localizada en la ciudad
de Pécs, al suroeste de Hungria. De estos aislamientos, 9 de AF, 12 de LA, y 5 de LD,
presentaron indices MAR de 0,59; 0,51 y 0,56, respectivamente. Mientras que 4/9 de AF,
8/12 de LA, y 2/5 de LD, tenian perfiles MDR de acuerdo con Rabbani et al. (2017).

En relacion con la deteccion de BLEE, 24/50 de las cepas resultaron positivas a la
deteccion fenotipica de dicho mecanismo de resistencia (23/48 de AF y 1/2 de EF). No
obstante, de entre los aislamientos positivos, la cepa C. freundii s.str. M4/A/C/32, no
resultdé portadora genes codificantes de BLEE. Mientras que la cepa K. pasteurii
M2/A/C/34, resultdé negativa a la deteccion fenotipica de BLEE, pese a portar el gen
codificante blactx-m-177. (se efectuaron 2 réplicas de la prueba fenotipica de BLEE en
ambas bacterias). De acuerdo con Poulou et al., (2014) y Perera et al., (2023), resultados
falsos positivos y negativos, pueden ser debido a la coportacion de multiples genes
codificantes de [B-lactamasas como BLEEs, AmpCs plasmidicas, AmpCs cromosomicas
desreprimidas, y/o carbapenemasas, por lo que la presencia de blakpc-2 en las dos cepas,
asi como de blacwmy-4s, asi como de otro gen no detectado mediante SGC en M4/A/C/32,

podria explicar las ambiguedades encontradas.
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Acerca de la deteccion molecular de blatem de espectro extendido, 1/8 cepas resultd
positivas. Luego, en el caso de E. coli M4/A/C/26, su filogenia no permitié esclarecer la
identidad de TEM, sugiriendo la posibilidad de tratarse una variante nueva. Mientras que
en el caso de las cepas E. coli M2/A/C/35, K. pneumoniae complex M3/A/M/4, y K.
pneumoniae complex M4/A/C/17, tampoco fue posible determinar la identidad de sus
variantes de TEM. De modo que para estas 4 bacterias seria necesario efectuarles PCR
convencional, empleando partidores que provean un amplicon de tamafio mas préximo
al del gen en estudio (1000 pb aproximadamente), seguido de secuenciacion tipo Sanger,
y filogenia molecular, o bien de ser posible secuenciar su genoma completo. (Tajbakhsh
et al., 2016; Hasan Ejaz et al., 2021).

La familia blactx-m-s-ike S€ €ncuentra integrada por las variantes blactx-m-s, blactx-m-40, ¥
blactx-m-e3 (Naas et al., 2017), de las cuales, la primera fue detectada por primera vez en
Chile, en 3 cepas de E. coli aisladas de hisopado cloacal de buhos salvajes, originarios
de las ciudades de Concepcion, Yungay, y San Fabian (Fuentes-Castillo et al., 2019). En
concordancia con aquello, la SGC de la cepa E. coli M1/A/C/29 revelo la presencia de
blactx-m-8, por lo que este corresponderia al segundo hallazgo de esta variante en Chile,

asi como el primero en AS.

La SGC de M1/A/C/29 también determind la portacion del gen blaec.ike, de codificaciéon
cromosomica, conformado por cerca de 2281 variantes, siendo la mayoria de espectro
reducido, y algunas como; blaec-7, blaec-s, blaec-9, blagc-10, blaec-11, y blagc-12, de espectro
extendido (Schmidt et al., 2023). Ademas, el analisis gendmico efectuado, demostré un
98% de identidad con la variante blaec.15s de espectro extendido, cuyo porcentaje fue
ratificado, al ejecutar un alineamiento mediante MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html), entre las proteinas EC-like de
M1/A/C/29, y EC-15 del National Center for Biotechnology (NCBI), observandose una
diferencia de 6 aminoacidos entre ambas proteinas. Por lo que este, corresponderia al

primer registro chileno de tal familia de B-lactamasas, asi como también de una posible
variante nueva. Por otra parte, M1/A/C/29 resulté pertenecer al ST540, el cual se
encuentra registrado en 145 genomas de E. coli de diversos paises del mundo (Olson et
al., 2022), no habiendo ninguna otra descripcion de Chile.
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Esto sugiere que tal cepa o bien un ancestro de esta, probablemente fue traida desde el
extranjero, por lo que seria necesario efectuar una filogenia, junto a dichos 145 genomas,
para poner a prueba tal hipétesis. Ademas, M1/A/C/29 se destacd por presentar un
amplio viruloma, compuesto de 12 genes, en contraste con los unicos 2 GRAs
encontrados. Finalmente, M1/A/C/29 presentd los plasmidos IncHI2, Incl1-I(Alpha), y
Col8282, los cuales se hallan distribuidos ampliamente en especies del orden
Enterobacterales (Mandal & Paul, 2019). Siendo IncHI2 destacable por su capacidad de
transportar no solo GRAs de diferentes familias, sino también genes de resistencia a
metales pesados, y a desinfectantes (Algarni et al., 2024). Seguidamente, Incl1-I(Alpha)
se asocia principalmente a genes codificantes de BLEE (Hurtado et al., 2022; De Koster
et al., 2023). Mientras que Col8282, perteneciente a la familia Col-like, ha incrementado
su reporte progresivamente como transportadores de GRAs, postulandose como
elementos versatiles de captura de genes (Cerdeira et al., 2019).

Respecto de hallazgos de similar naturaleza, se encuentran el trabajo de Alouache et al.
(2014), quienes obtuvieron muestras de AF y EF, en 3 dias diferentes de marzo de 2010,
desde una PTAS ubicada en Boumerdes, Algeria. Logrando aislar 21 Enterobacterales
portadores de la familia blactx-m, siendo 14 originarias de AF (5 E. coli, y 9 de K.
pneumoniae), y 7 de EF (1 E. coliy 6 K. pneumoniae). Mientras que blactx-v-3y blacTtx-m-
15 fueron las variantes encontradas, siendo esta ultima la predominante (15/21). Luego
Cornejova et al. (2015), recolectaron muestras de AF y EF, en 2011 - 2013
predominantemente entre abril y noviembre, desde una PTAS localizada en Slovakia.
Ellos aislaron 9 cepas de E. coli portadoras de blactx-m-1-ike, habiendo ademas, 1/9 co-
portando blacTx-m-2-ike. Consecutivamente, Conte et al. (2017), comunicaron que 19
cepas de Enterobacterales (12 E. coliy 7 K. pneumoniae), eran portadoras de genes
blactx-m, recuperados de muestras de AF, del tanque de aireacion, y de EF, desde una
PTAS ubicada en Curitiba, Brasil, en periodos de escasas precipitaciones, entre octubre
de 2012 y julio de 2013. Mientras que blactx-m-s-ike fue el gen mas frecuentemente
detectado (12/19 cepas), seguido de blactx-m-s-ike (4/19 cepas), blactx-m-2-ike (2/19), y
blactx-m-1-ike (1/19), respectivamente.
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Posteriormente, Jiang et al. (2019), secuenciaron el genoma completo de 18 cepas de
E. coli portadoras de genes blactx-m, recuperadas de muestras de lodos activados en
abril de 2017, desde el tanque de aireacion de una PTAS localizada en Taizhou, China,
identificando las variantes, blacTx-m-15, blactx-m-14, blactx-m-27, ¥ blactx-ms5,.en 11,9, 4,y 1
cepas, respectivamente. Finalmente, Soni et al. (2024) recuperaron 3 cepas portadoras
de la familia blactx-m, desde muestras de AF (2/3), y de la salida del biorreactor (1/3), de
una PTAS emplazada en Lucknow, India, en marzo de 2022.

En el caso del escrutinio de carbapenemasas, las cepas K. pasteurii M2/A/IC/34, K.
pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3, y C. freundii s.str. M4/A/C/32, resultaron
positivas para KPC, detectandose mediante SGC el gen codificante blakpc-2 en todas
ellas. Las tres cepas resultaron no susceptibles (resistentes o intermedias) a la mayoria
de los antibioticos B-lactamicos probados, a excepcion de M4/A/C/32 y M2/A/C/34, que
fueron susceptibles a CAZ y FOX, respectivamente. Tal discrepancia podria ser producto
de cambios aminoacidicos en la KPC sintetizada por M4/A/C/32 y M2/A/C/34, reduciendo
su actividad hidrolitica especifica frente a CAZ y FOX (Mehta et al., 2015; Parwana et al.,
2024; Sanz et al., 2024). Las tres cepas presentaron perfiles MDR de acuerdo con
Jiménez-Pearson et al. (2019). La cepa M3/A/M/3 destacé por demostrar los valores mas
altos de MAR (0,81) y MIC frente a IPM (= 32 ug/ml), debido posiblemente a la superior
actividad hidrolitica de la KPC producida por M3/A/M/3 frente a IPM, en comparacion con
las KPC producidas por las otras dos cepas (Yoon et al., 2020).

La SGC también identifico otros genes codificantes de 3-lactamasas, incluyendo un gen
de BLEE enla cepa M2/A/C/34, y otro de betalactamasa AmpC plasmidica en M4/A/C/32.
Por otro lado, aunque se encontraron genes codificantes de enzimas modificantes de
aminoglucésidos (EMAs) en las tres cepas, M2/A/C/34 presentd susceptibilidad a GEN y
AMK. Dicha ambiguedad puede ser explicada debido a la presencia del gen aac(6’)-1b-
cr, que confiere susceptibilidad disminuida a quinolonas en diferentes niveles, (Shin et
al., 2009; Elgorriaga-Islas., et al 2012), y a AMK, tobramicina, kanamicina, pero no a GEN
(Vaziri et al., 2011; Bodendoerfer et al., 2020).
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No obstante, de acuerdo con Kim et al., (2009); (2011), la resistencia fenotipica a
kanamicina no siempre se expresa, debido a cambios aminoacidicos en la enzima, que

afectan su capacidad acetilante frente a tal antibidtico.

El analisis de MLST determind que las cepas K. pasteurii M2/A/C/32, K. pneumoniae
subsp. pneumoniae M3/A/M/3 'y C. freundii s.str M4/A/C/32 pertenecen a los STs ST470,
ST273 y ST214, respectivamente, los cuales no habian sido detectados en Chile hasta
ahora. Ademas, este estudio representa el primer registro en Chile de la especie K.
pasteurii. El ST273 se encuentra distribuido mundialmente, tal como se observo en el
analisis filogenémico de M3/A/M/3. Por otro lado, el ST470 se ha detectado unicamente
en una cepa de K. pasteurii aislada en 2014 desde bovino en Japén (Jolley et al., 2018).
Mientras que el ST214, ha sido encontrado en dos cepas de Citrobacter sp. aislados en
China, de origen humano y alimentario, en los afios 2015 y 2017, respectivamente (Jolley
et al., 2018).

Los plasmidos mas frecuentemente encontrados en las tres bacterias pertenecieron a
los grupos IncFIB e IncP, caracterizados por su amplio rango de hospedero, que abarca
diversas varias especies de Enterobacterales, e incluso bacilos no fermentadores como
P. aeruginosa (Mandal & Paul, 2019). Asi también, de entre los plasmidos detectados,
IncFIB(K), encontrado en K. pasteurii M2/A/C/32 y en K. pneumoniae subsp. pneumoniae
M3/A/M/3, se ha asociado a los genes blactx-m-1, blactx-m-15, Y blaoxa-e (Boettger et al.,
2023; Furlan et al., 2023; Russo et al., 2024). Adicionalmente, IncFIB(pQil) detectado en
M3/A/M/3, se ha relacionado a los genes blakpc-2, blanom-1Y blactx-m-15 (Su et al., 2020;
Takei et al., 2022; Zeng et al., 2022). Por otra parte, el grupo IncP6 fue identificado en
las cepas M2/A/C/32 y M4/A/C/32, el cual se ha relacionado a blakpc-2 principalmente (Li
et al., 2023; Wang et al., 2023; Abril et al., 2024; Vifes et al., 2024). Adicionalmente, C.
freundii s.str M4/A/C/32 destaco por presentar el mayor resistoma y viruloma de entre las
tres cepas. Esto resulta particularmente interesante, ya que las cepas de Citrobacter spp.
suelen ser informadas solo ocasionalmente como patégenos nosocomiales, con baja
virulencia y generalmente susceptibles a carbapenémicos, aminoglucésidos y
tetraciclinas, en contraste con lo observado en las cepas M4/A/C/32, aislada en esta tesis
(Zhao et al., 2021)
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El analisis filogenomico de K. pasteurii M2/A/C/34, reveld que esta comparte un
antepasado comun con las cepas KO-14-71 y GD0485, debido a la formacién de un clado
principal entre las tres bacterias. Mientras que, desde dicho clado, se formo6 un segundo
grupo monofilético entre estas cepas bacterianas, excluyendo a M2/A/C/34. Por tal
motivo, se infiere que posiblemente KO-14-71 y GD0485 sean clones; sin embargo, no
se puede afirmar lo mismo al considerar las tres bacterias. Asi pues, es posible que en
un momento entre el 2014 (afio de aislamiento de KO-14-71), y 2022 (afio de aislamiento
de M2/A/C/34), el antepasado comun de las tres cepas bacterianas, o bien una bacteria
descendiente, haya sido transportada hasta Chile, permitiendo la emergencia de
M2/A/C/34. Por otra parte, la filogenia de K. pneumoniae subsp. pneumoniae M3/A/M/3,
determind que esta comparte un ancestro comun con la cepa RBL-17-103-2,
estableciéndose un grupo monofilético, por lo que se infiere que ambas posiblemente
sean clones. De manera que, en un momento entre el 2020 y 2022, la cepa RBL-17-103-
2 fue trasladada desde Alemania hasta Chile, adquiriendo en este ultimo pais el gen
blakpc-2, mediante THG desde una bacteria autdctona portadora de dicho GRA. Puesto
que originalmente la cepa alemana no presentaba tal GRA, ni tampoco otros genes
codificantes de carbapenemasas (Adler et al., 2016; Conlan et al., 2019; Rada et al.,
2020).

Respecto de registros similares de blakpc, asi como de otros genes codificantes de
carbapenemasas en AS, esta el trabajo de Mesquita et al. (2021), quienes identificaron
genomicamente una cepa de K. oxytoca portadora de blakpc-3, de un total de 161
Enterobacterales recuperados entre 2016 y 2019, desde AS de 2 PTAS ubicadas en
Portugal. También, Shin et al. (2021), de igual manera, identificaron gendmicamente una
cepa de E. coli portadora de blanpm-s, de un total de 50 aislados obtenidos desde AF de
una PTAS emplazada en Seul, Corea. Después, Tiwari et al. (2022), reportaron 59
bacilos Gram negativos productores de carbapenemasas (BGNPC) en muestras de AS,
obtenidas entre octubre de 2011 y agosto de 2012 de una PTAS en Finlandia, de los
cuales 51/59, 6/59, y 2/59 fueron portadores de blaces.ike (GuUiana extended-spectrum

carbapenemase), blakpc-ike, Y blaviv-ike, respectivamente.
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Posteriormente, Aristizabal-Hoyos et al. (2023), aislaron 116 cepas portadoras de genes
codificantes de carbapenemasas, desde AS de una PTAS localizada en Colombia, entre
noviembre de 2018 y abril de 2019. Mientras que de 54 aislados de AF, 52 fueron
portadores de blakpc.ike, ¥ 2 de blaviv-ike. Por otro lado, de 56 bacterias de EF, 52 fueron
portadores de blakrc.ike al igual que en AF, 3 coportadoras de blakpc.ike + blavivike, y Una
de blanpm-ike. Recientemente, Puljko et al. (2024) secuenciaron gendmicamente 13 cepas
de en Enterobacterales productores de carbapenemasas, aislados de EF de una PTAS
emplazada en Zagreb, Croacia, detectandose las variantes blakpc-2, blaoxa-as, blanowm-1,
blavim-1, y blame-13, en 7/13, 1/13, 4/13, 1/13, y 1/13, respectivamente. Finalmente,
Nasser-Ali et al. (2024), informan 252 BGNPC desde muestras de AS, obtenidas entre
abril de 2020 y febrero de 2022 de una PTAS en Espanfa, de los cuales 55 BGNPC,
fueron secuenciadas genémicamente (SGC), lograndose identificar las variantes blakpc-
2, blages-s, blaces-s, blaviv-2, blamp-11, blamp-28, blaoxa-24, blaoxa-as, blaoxa-ss, Yy blaoxa-217,
en 34/55, 7/55, 1/55, 5/55, 1/55, 3/55, 2/55, 5/55, 1/55, 1/55 cepas, respectivamente.

En cuanto a la deteccion de genes codificantes de BLEE y carbapenemasas
directamente desde las muestras de AS, se encontro el gen blasnv en todas las muestras
analizadas. Sin embargo, no fue posible determinar si estas variantes correspondian a
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Una situacién similar se observo con el
gen blaTtem. Por otra parte, entre los grupos de blactx-w analizados, unicamente blactx-m-
11ike fue pesquisado en todas las muestras. Sin embargo, los analisis filogenéticos de
CTX-M-1-like en 3E y 4A, no lograron identificar las variantes mas probables. En este
sentido, para esclarecer las ambigliedades halladas, seria necesario emplear PCR
convencional, utilizando partidores que generen un amplicén de tamafio mas cercano al
de los genes blactx-m-1-ike, blasnv, y blatem (1000 pb aproximadamente), seguido de
secuenciacion tipo Sanger, y analisis filogenético molecular, Alternativamente, se podria
optar por la secuenciacidon del metagenoma de cada muestra de aguas servidas
(Tajbakhsh et al., 2016; Davis et al., 2023).
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Los hallazgos de blasnv y blatem son concordantes con lo informado por Makowska et al.
(2020), quienes estimaron abundancias relativas de dichos genes en muestras de AF,
del tanque de aireacion, y de EF, obtenidas entre marzo de 2015 y enero de 2017, de
una PTAS ubicada en Koziegtowy, Polonia. Ademas, se aprecido mayores abundancias
relativas de blasnv en EF, en contraste con las otras muestras, junto con abundancias
similares de blatem en todas las muestras. En el caso de los genes blacTx-minvestigados,
la deteccion de blactx-m-1-ike fue consistente con lo informado por varios autores, pero
contrastante respecto de los demas grupos de blactx-m-ike iNdagados. Asi, Schages et al.
(2020) determinaron abundancias absolutas de varios genes codificantes de beta-
lactamasas, en muestras de AF, lodos activados, y EF, obtenidas entre mayo de 2018 y
abril de 2019, de una PTAS emplazada en el distrito de Kleve, Alemania. Entre los genes
evaluados, se encontraron blactx-m-1-ike, Y blactx-m-o-ike, Presentando el primero una
distribuciéon de abundancia en el orden AF > LA > EF. Por su parte, blacTx-m-9-ike Mostro
una mayor abundancia en AF en comparacién con EF, mientras que no fue detectado en
LA. De manera similar, Dropa et al. (2024), investigaron varios genes codificantes de
betalactamasas en muestras de AF, EF secundario y EF final, recolectadas entre agosto
de 2017 y julio de 2018, en una PTAS ubicada en Sao Paulo, Brasil. Entre los genes
evaluados, blactx-m-1-ike, blactx-m-2-iike, blactx-m-s-ike, Y blactx-m-o-ike, fueron detectado con
diferentes frecuencias en todas las muestras, excepto blacTx-m-sike, que no fue

identificado en EF final, pero si en AF, y EF secundario.

Se detectd blakec en todas las muestras, mientras que la filogenia de la proteina
detectada en la muestra 3A, establecié una relacion proxima con la variante KPC-20,
informada previamente por Moghnia et al. (2021) en dos cepas de E. coli, aisladas de
hisopado rectal de manipuladores de alimentos en Kuwait, y también por Zouaoui et al.
(2023), en una cepa de K. pneumoniae, aislada de catéter de un paciente ingresado en
una UCI, del hospital de Ben Arous en Tunicia. Por el contrario, la filogenia de la proteina
identificada en la muestra 3E no permitio inferir con certeza la variante mas probable, lo

que sugiere que podria tratarse de una nueva variante.
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La deteccion de blakpc en todas las muestras de AS, es consistente con lo reportado por
Yang et al. (2016), quienes determinaron abundancias relativas de varios genes
codificantes de carbapenemasas en muestras de AS y de lodos, de varias etapas de
tratamiento, de una PTAS ubicada en Tianjin, China, encontrandose blakrc en todas las
muestras. Ademas Dropa et al. (2024), encontraron el mencionado gen en todas las
muestras de AF, EF secundario, y EF final, al igual que los diferentes genes blactx-m, con
excepcion de blacTx-m-s-ike. Seguidamente, se destacé la deteccion de blavivm en todas las
muestras de AF, pero no en EF, lo cual contrasta con lo reportado por Yang et al. (2016),
quienes no detectaron blaviv en ninguna muestra de AS ni tampoco desde lodos. Por el
contrario, Srathongneam et al. (2024), evaluaron las abundancias relativas de genes de
resistencia a varias clases de antibacterianos, incluyendo B-lactamicos, en muestras de
AF y EF, recolectadas durante 2022, provenientes de tres PTAS localizadas en Bangkok,

Tailandia, y detectaron blaviv en todas las muestras analizadas.

Posteriormente, en cuanto a blaoxa-4s-ike, €Ste gen fue detectado en todas las muestras,
lo que contrasta con lo reportado por Yang et al. (2016), quienes, al igual que con blaym,
tampoco detectaron blaoxa-as-ike. PoOr su parte, Dropa et al. (2024) identificaron este gen
en AF y EF secundario, pero no en EF final, de manera similar a lo observado con blactx-
v-s-ike. Adicionalmente, es destacable la aparicion de mas de una banda de ADN en la
muestra 2E, lo cual podria deberse a la presencia de mas de una variante blaoxa-as-iike,
de las cerca de 60 identificadas hasta fecha, asi como a la portacién de mas de una
variante de Tn7999, de las nueve descritas hasta el momento, siendo Tn7999.2,
Tn1999.1, e invTn1999.2 las mas frecuentes (Naas et al., 2017b; Sattler et al., 2022). A
continuacion, en relacion con blanowm, este gen no fue detectado en ninguna muestra de
AS, lo cual discrepa con lo informado por Srathongneam et al. (2024), quienes de manera
similar a lo descrito para blaviv, encontraron blanom en todas las muestras de AF y EF de
las tres PTAS mencionadas. Ademas, Dropa et al. (2024), detectaron blanom en AF, pero
no en EF secundario ni en EF final, a diferencia de lo informado por los autores para

blaoxa-as-ike Y blacTx-M-g-like-
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Los hallazgos de blactx-w-1-ike, ¥ blakpc en las muestras de AS fueron concordantes ya
que estos genes se detectaron en 21/50 y 3/50 Enterobacterales respectivamente. Por
otro lado, la ausencia de blanom en AS también fue consistente, dado que dicho gen no
se identificé en ninguno de los Enterobacterales estudiados.

Por otra parte, la deteccion negativa de blactx-m-2-iike, blactx-m-s-iike, Y blactx-m-g-ike €N AS,
resultd discrepante, ya que estos genes fueron identificados en 5/50 Enterobacterales.
Esta discrepancia podria explicarse por la baja carga genética de dichos genes en las
muestras de AS, asi como por la insuficiente sensibilidad de la PCR convencional para
detectarlos, lo que hace necesario efectuar el uso de qPCR o metagendémica para
esclarecer esta anomalia. (Davis et al., 2023; Knight et al., 2024). Posteriormente, se
observo una situacion diferente con blaviv, y blaoxa-as-iike: €l primero solo se detectd en
las muestras de AF, mientras que el segundo estuvo presente en todas las muestras de
AS. Sin embargo, ninguno de los dos genes se encontréo en los Enterobacterales
investigados. Esta discrepancia podria explicarse por la posible presencia de dichos
genes en el grupo de 155 aislados excluidos de esta tesis, conformado por BGN-NF y
BGN-F-Ox[+]. Por ello, seria necesario indagar blaviv, y blaoxa4sike con PCR
convencional en estas bacterias, para resolver tal discrepancia. Esta hipotesis se
respalda en el estudio de Deki¢ Rozman et al. (2024), quienes identificaron blaviv y
blaoxa-ss-ike €n bacilos Gram negativos de los géneros Acinetobacter, Pseudomonas,
Shewanella y Aeromonas, aislados de muestras de AS recolectadas de dos PTAS en

Zagreb y Varazdin, Croacia, durante 3 dias consecutivos en septiembre de 2021.

La presente tesis presenta importantes limitaciones metodoldgicas, como se detalla a
continuacion;. Las muestras de AS analizadas se obtuvieron con interrupciones
temporales y en periodos de tiempo acotados, siendo ideal haberlas recolectado en
meses sucesivos, para asi mantener una continuidad y reproducibilidad en la pesquisa
de bacterias y de GRAs (Harnisz et al., 2020; Majlander et al., 2021; Bonetta et al., 2023).
Ademas, se estudiaron unicamente AS. Mientras que la inclusion de muestras de lodos
habria maximizado la informacion resultante respecto del funcionamiento de la PTAS
(Zhang et al., 2022; J. Wang et al., 2023; Yin et al., 2024).
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El método de dilucion en agar empleado para el aislamiento bacteriano, unicamente
permite la pesquisa de un 2 - 3% de bacterias cultivables dentro de una muestra, siendo
requerida la implementacion de metagendmica para la deteccion de bacterias no
cultivables (Kang et al., 2022; Ma et al., 2022; Raju et al., 2024). Las pruebas bioquimicas
de identificacién empleadas a 29/50 cepas de Enterobacterales son poco especificas,
siendo necesaria la utilizacion de métodos alternos como, secuenciacion del gen
ARNr16S, secuenciacion Multilocus, MALDI-TOF, o SGC para establecer con mayor
precision la identidad de las bacterias (Sloan et al., 2017; Hayashi Sant’/Anna et al., 2019;
Ferone et al., 2020). Los antibiogramas aplicados a las cepas analizadas, solo evaluan
su susceptibilidad de manera cualitativa, siendo necesaria la aplicacibn de métodos
alternos, como epsilometria 0 microdilucion en caldo para obtener valores cuantitativos
de CMI (Khan et al., 2019; Benkova et al., 2020). Por otra parte, existe la posibilidad de
la existencia de otros genes codificantes de BLEE y/o carbapenemasas presentes en las
cepas y/o en las AS, distintos a los indagados, por lo que seria necesario un nuevo
tamizaje empleando partidores para otros genes, como, por ejemplo; blacTx-m-25-like,
blap, blaces, blasue, blacim, blaspm, 0 bien aplicar secuenciacién gendémica en las cepas
y/o en las muestras de AS. (Bush & Bradford, 2020; Garcia-Betancur et al., 2021).

En un principio se habia considerado la cuantificacién de blactx-m-1-ike, ¥ de blakrc
mediante gPCR en las muestras de AS. Sin embargo, varios factores llevaron a excluir
esta actividad de la tesis: el tiempo invertido en multiples intentos infructuosos por
establecer curvas estandar para cada gen, el alto costo de la Taq polimerasa, los
escasos volumenes de ADNg obtenidos de las muestras y la extension del trabajo mas
alla de la duracién formal del programa de Magister.

Respecto de otras PTAS de Chile, las altas reducciones halladas de los RBT (5 - 6
logaritmos), RBGN, RBGN-C, y de RBGN-M en AF versus EF, constituyen hallazgos
extrapolables a las altas disminuciones de recuentos de coliformes totales (>99%)
informadas por Silva et al., (2006), y a las altas reducciones de recuentos de BRA (2 - 4
logaritmos) informadas por Leiva et al., (2024), quienes también encontraron blatewm,
blactx-m-1-ike, Y Sul1 en muestras de EF.
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Es asi como la pesquisa de dichos genes también es extrapolable a los estudios
genéticos aplicados en esta tesis, pues blatewm, Y blacTx-m-1-ike S€ hallaron tanto en cepas
de Enterobacterales como en las muestras de AS de AF y EF, mientras que sull1 fue

encontrado en 1/50 cepas.

Aunque los resultados de esta tesis son alentadores, y parcialmente extrapolables a
estudios chilenos similares, se requiere llevar a cabo muestreos a una mayor cantidad
de PTAS, asi como en diferentes regiones de Chile, empleando métodos como los
aplicados en este trabajo u otros alternos, para consolidar una vision mas global a nivel
de Pais, sobre la resistencia a antibioticos en AS, recabando abundantes evidencias que
propicien la creacion de mejores politicas publicas, para enfrentar dicha problematica.
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1)

2)

3)

5. CONCLUSIONES.

Los recuentos bacterianos totales (RBT) disminuyeron significativamente entre 5y 6
logaritmos en todos los muestreos de aguas servidas (AS). Asimismo, los recuentos
de bacilos Gram negativos (RBGN), bacilos Gram negativos en agar MCC
suplementado con ceftriaxona (4 pg/ml) (RBGN-C) y bacilos Gram negativos en agar
MCC suplementado con meropenem (2 upg/ml) (RBGN-M) también mostraron
reducciones variables en todos los muestreos. Estos resultados evidencian la
eficacia del tratamiento en la PTAS del Gran Concepcidén para la remocion de
bacterias, aunque no asi para la eliminacion de genes codificantes de -lactamasas
de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas presentes en las AS.

Los Enterobacterales representaron solo el 27% de los 205 bacilos Gram negativos
totales aislados. Por lo tanto, los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGN-
NF) y los bacilos Gram negativos fermentadores oxidasa negativos (BGN-F-Ox[-]),
que no fueron trabajados en esta tesis, podrian desempenfar un papel mas relevante

en la persistencia y diseminacion de genes de resistencia antibiotica (GRAs) en AS.

La resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en las cepas de
Enterobacterales estuvo mediada por BLEE, siendo el gen blactx-w-1-ike, € mas
frecuentemente detectado. Ademas, tres cepas de Enterobacterales resultaron
portadoras del gen codificante de carbapenemasas blakpc-2. Por lo tanto, la deteccidn
de estos mecanismos de resistencia, frente a dos de las familias de antibacterianos
mas utilizados, constituye un importante antecedente epidemiologico, que denota la

conexidn existente entre bacterias de las interfaces humana y acuatica.
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4)

o)

La identificacion de los genes blactx-m-1-ike, blakec, Yy blaoxa-asike €n todas las
muestras de AS, asi como la deteccion de blaviv exclusivamente en muestras de
afluente (AF), representa un importante antecedente de contaminacion genética en
estos cuerpos de agua. Esto sugiere que dichos genes podrian estar siendo
transportados por los BGN-NF y BGN-F-Ox[-] que fueron excluidos de este estudio.

La hipdtesis planteada se acepta parcialmente. Se confirmé que el tratamiento de la
PTAS del Gran Concepcion es efectivo en la reduccion de la carga bacteriana. Sin
embargo, no fue posible determinar su impacto sobre la carga de genes codificantes
de BLEE y carbapenemasas, limitandose este estudio unicamente a la deteccion de
dichos genes. No obstante, los resultados obtenidos demuestran que las AS actuan
como reservorios y potenciales vehiculos de diseminacion de GRAs de alto impacto

en la salud publica.
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1)

2)

3)

6. PROYECCIONES.

Identificar los BGN-NF y BGN-F-Ox[-] que fueron excluidos de esta tesis, para luego
efectuarles antibiograma, junto con deteccion fenotipica y genotipica de BLEE y
carbapenemasas, y de ser posible secuenciar genomicamente los aislados mas

interesantes

Implementar gPCR en las muestras de AS, para cuantificar la carga de genes
codificantes de BLEE y carbapenemasas. En su defecto, aplicar metagendmica, para
caracterizar la diversidad microbiana, el metarresistoma (conjunto de genes de
resistencia) y el metamoviloma (conjunto de elementos genéticos méviles asociados

a la resistencia) presentes en las AS.

Utilizar RT-gPCR para evaluar la expresion de genes codificantes de BLEE y
carbapenemasas en muestras de AS. Alternativamente, implementar
metatrascriptomica, lo que permitiria analizar la expresion global de genes de
resistencia antibidtica (GRAs) y comprender en detalle la actividad de estos genes

en el ecosistema analizado.
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ANEXO 1. Caracteristicas fisicoquimicas de muestras de AS.

N°M
M AF EF AF EF
TI 22,3 23,3 13,3 12,4
TF 21,6 19,3 11,5 10,1
TP 17,3 16 8,2 6,5

pH-I 7.1 6,7 7,6 6,9

pH-F 7 6,6 7,6 7.1

pH-P 6,9 6,6 7,6 7
cl 1496 1268,8 1506,9 1462,9
CF 784,8 64,3 1527,6 1462
CP 1223,5 1207,4 1259 1196,6

VT 105.709.608 104.319.180 95.615.784 93.232.908 97.234.812 101.798.640 108.779.868 103.383.000

N°M: numero de muestreo, M: muestra, AF: afluente, EF: efluente, Tl: temperatura inicial en °C, TF: temperatura final en Celsius (°C),
TP: temperatura promedio en °C, pH-I: pH inicial, pH-F: pH final, pH-P: pH promedio, Cl: caudal inicial en L/s, CF: caudal final en L/s,

CP: caudal promedio en L/S, VT: volumen total en L.

Fuente: ESSBIO, comunicacién personal.
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ANEXO 2. Protocolo de extraccion de ADNg desde bacterias.

Cada bacteria se sembro en agar Tripticasa de soya (TSA) y se incubo en aerobiosis a
35°C por 18 - 24 horas. Posteriormente se procedid del modo que se detalla a

continuacion;

1) Con puntas de pipetas estériles se obtuvieron algunas colonias de cada bacteria, las
que se sumergieron en tubos Eppendorf de 1,5 upl cargados con 200 ul de agua
destilada estéril.

2) Los tubos se centrifugaron a 12.000 RPM durante 2 minutos, y se desecharon los
sobrenadantes.

3) A los precipitados remanentes se les incorporo 200 uyl de matriz comercial InstaGene
(Bio-Rad), y se incubaron en bafo termorregulado a 56°C durante 30 minutos.

4) Los tubos se agitaron en agitador tipo vortex durante 20 segundos, y se incubaron en

termobloque a 95°C durante 10 minutos.

5) Los tubos se agitaron en agitador tipo vortex durante 20 segundos, y se centrifugaron
a 12.000 RPM durante 2 minutos.

6) Los sobrenadantes obtenidos correspondientes a los extractos de ADNg, se
traspasaron a nuevos tubos Eppendorf y se almacenaron a -20°C hasta su posterior

utilizacioén.

Fuente: Modificacion de protocolo InstaGene Matrix, Bio-Rad Laboratories.
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ANEXO 3. Partidores utilizados en PCR convencional.

AB Partidor Secuencia (5°-3’) Tm Ta Referencia
PO GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 55 .
ARNr16s P6 CTACGGCTACCTTGTTACG 54 1500 (Weisburg et al., 1991)
SHV3-F CTGGGAAACGCAACTGAATG 54 ,
o SHV3-R GGGGTATCCCGCAGATAAAT 53 909 (Sanchez et al., 2006)
asHv NueschF GCCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 59 . (Nitesch-Inderbinen et al., 1997)
NueschR TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 67 5
TEM-321 TGGGTGCACGAGTGGGTTAC 59
blarew TEM-846 TTATCCGCCTCCATCCAGTC 56 220 (Tenover et al,, 1994)
CTX-M-1-F GGTTAAAAAATCACTGCGTC 50 :
Placrxwrie " cTx-M-1-R ACCGTTGGTGACGATTTTAG 53 o0 (Alvarez et al., 2018)
CTX-M-2-F TTAATGATGACTCAGAGCATTC 50 » .
blacrxwzie " cTx-M-2-R GATACCTCGCTCCATTTATTG 51 20 (Amini & Konkori, 2020)
bl | CTX-M-8-F TGAATACTTCAGCCACACG 52 goa (Marcano et al., 2011)
aorxantike CTX-M-8-R TAGAATTAATAACCGTCGGT 48 N
bl | CTX-M-9-F CGCTTTATGCGCAGACGA 56 o0 Esta tosis
dopcmsdke T CTX-M-9-R TTACAGCCCTTCGGCGAT 56
VIM-S CCGATGGTGTTTGGTCGCAT 58 ,
blavm VIM-AS GAATGCGCAGCACCAGGAT 58 -9 (Pérez | etal., 2008)
bl NDM-Full-F ATGGAATTGCCCAATATTATGCAC 54 o . (Ejaz ot al., 2021)
anow NDM-Full-R TCAGCGCAGCTTGTCGGC 61 J 5
bl | CREmMOXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 54,0 (Poirel et al., 2011)
doxn4slke  CREMOXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 54 "
KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT 56
blaxkec KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCE 54 893 (Schechner et al., 2009)

AB: ADN blanco, Tm: temperatura de melting, Ta: tamafio del amplicon en pares de bases, Nota: todos los partidores se diluyeron en
proporcion 1:4 con agua libre de nucleasas y de dichas diluciones se practicaron las reacciones de PCR correspondientes.

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 4. Condiciones de amplificacién utilizadas en PCR convencional.

Partidor Desnaturalizacién Etapas de amplificacion Extension
inicial Desnaturalizacién Alineamiento Extension N° de ciclos final

ARNr16S 95°C x 10 min. 95°C x 1 min. 52°C x 30 s. 72°C x 1 min. 30 72°C x 3 min.
SHvV(" 95°C x 5 min. 95°Cx1min30s 60°Cx1min30s 72°C x 2 min. 25 72°C x 10 min.

SHV® 94°C x 5 min 95°C x 1 min 63°Cx1min30s 72°C x 2 min 30 72 x 7 min
TEM 95°C x 5 min. 95°Cx1min30s 64°Cx1min30s 72°C x 2 min. 25 72°C x 10 min.
CTX-M-1-like 94°C x 5 min. 94°C x 25 s. 52°C x40 s. 72°C x 50 s. 30 72°C x 6 min.
CTX-M-2-like 94°C x 5 min. 94°C x 25 s. 52°C x40 s. 72°C x 50 s. 30 72°C x 6 min.
CTX-M-8-like 94°C x 5 min. 94°C x 1 min. 50°C x 1 min 72°C x 1 min 30 72°C x 5 min
CTX-M-9-like 94°C x 10 min 94°C x 1 min 55°C x 1 min 72°C x 3 min 35 72°C x 10 min.
KPC 95°C x 15 min 94°C x 1 min 62°C x 1 min 72°C x 1 min 38 72°C x 10 min
NDM 94°C x 10 min 94°C x 1 min 55°C x 30 s 72°C x 45 s. 35 72°C x 2 min
Vit 95°C x 5 min. 95°C x 1 min. 58°C x 1 min 72°C x 1 min 30 72°C x 7 min
OXA-48-like 94°C x 10 min 94°C x 30 s. 52°C x40 s 72°C x 50 s. 36 72°C x 5 min

(1): Programa para amplificar blasnv con partidores SHV3, (2): Programa para amplificar blasnv con partidores Nuesch.

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO 5. Protocolo de extraccion de ADNg desde muestras de AS.

Se cortaron los filtros Millipore en placas de Petri estériles individualizadas por cada muestra

con ayuda de una pinza y bisturi estériles.

Se agregaron los filtros cortados en tubos de lisis con perlas de vidrio (empleando tubos

distintos por cada muestra).

A todos los tubos se les incorporé 978ul de sodium phosphate buffer seguido de 122ul de

MT buffer, y posteriormente se agitaron en vortex.

Los tubos se homogenizaron en equipo FastPrep™ (MP Biomedicals) a una velocidad de

6,0 m/s durante 3 minutos.

Los tubos se centrifugaron a 13.400 RPM por 15 minutos.

Los sobrenadantes generados se transfirieron a tubos de 2,0 ml (utilizando tubos distintos
por cada muestra), y a continuacion se les afiadié 250ul de PPs (protein precipitation

solution).

Los tubos se agitaron 10 veces manualmente por inversion, y se centrifugaron a 13.400 RPM

por 5 minutos.

Los nuevos sobrenadantes producidos se volvieron a traspasar a tubos de 2,0 ml

individualizados por cada muestra.

Se re-suspendio el reactivo binding matrix hasta que quedara visiblemente homogéneo, y se

agrego 1 ml a cada tubo con su sobrenadante respectivo.

Los tubos se agitaron manualmente por inversion durante 2 minutos, para permitir la union
al ADNg.

Los tubos se dejaron reposar por 3 minutos en un rack, para permitir el asentamiento de la

matriz de silica en el fondo de estos.
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Se descartaron cuidadosamente 500 uyl de cada sobrenadante de cada tubo, para no

remover la silica desde el fondo de estos.

Suavemente se re-suspendieron las mezclas de cada tubo, para permitir que el reactivo
binding matrix se uniera al sobrenadante remanente, y se trasfirieron 600 yl de cada mezcla

a spin filters (columnas) (insertos en tubos nuevos) individualizados por cada muestra.

Los tubos se centrifugaron a 13.400 RPM por 1 minuto, y se eliminaron los filtrados
generados en cada tubo colector. Esta etapa se repitio hasta traspasar completamente las
mezclas de cada tubo con la matriz de unidn (binding matrix), reutilizando los tubos

colectores.

A cada columna en su tubo respectivo se le incorporé 500ul del reactivo SEWS-M y
gentilmente se re-suspendio usando pipeta. Luego se centrifugaron a 13.400 RPM por 1

minuto, y se vaciaron los tubos colectores, reutilizandolos.

Se centrifugaron las columnas junto con sus tubos colectores respectivos a 13.400 RPM por
2 minutos (sin agregar nada). Posteriormente, se descartaron los tubos colectores y se

cambiaron por otros nuevos (tubos de 2 ml).

Las columnas (spin filters) se dejaron secar por 5 minutos a temperatura ambiente, y luego
se les afadié 70ul de DES buffer. (la productividad y resultado final aumentan al incubar a
55°C en bafo termorregulado durante 5 minutos).

Se centrifugaron las columnas con sus tubos colectores a 13.400 RPM por 1 minuto, para

eluir el ADNg en los tubos colectores respectivos.

Los extractos de ADNg obtenidos se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

Fuente: Inserto comercial FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) con modificaciones de

Claudia Torres, 2022.
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ANEXO 6. Concentraciones de ADNg en muestras de AS.

N° de Fechade Tipode .
Cédigo Concentracion
muestreo muestreo muestra
Afluente 1A 236,1 ng/pl
1 11/01/2022
Efluente 1E 66,6 ng/ pl
Afluente 2A 308,3 ng/ul
2 18/01/2022
Efluente 2E 46,2 ng/pl
Afluente 3A 178,5 ng/pl
3 21/04/2022
Efluente 3E 42,7 ng/pl
Afluente 4A 315,9 ng/ul
4 19/07/2022
Efluente 4E 41,3 ng/pl

Fuente: Claudia Torres, comunicacion personal 2022.
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ANEXO 7. Cepas control utilizadas en esta tesis.

Nombre Caracteristicas Funcion

Control positivo para deteccion molecular de blatem y blasnv
Control positivo para deteccién fenotipica de BLEE

Control negativo para ensayo de digestion con Nhel

K. pneumoniae UCO182 blashv-3* Control positivo para ensayo de digestion con Nhel

Control positivo para deteccion molecular de blakec y blacTx-m-1-ike

blatem* blashv*

K. ' 1
pneumoniae UCO168 blactea

E. coli UCO327 blagreuts” blakre.2" Control positivo para deteccion de KPC por NG-Test® CARBA-5.
K. pneumoniae UCO217 blactx-m-2* Control positivo para deteccién molecular de blacTx-m-2-iike
E. coli UC0O298 blactx-m-s* Control positivo para deteccién molecular de blacTx-m-s-iike
E. coli UC0O250 blactx-m-14* Control positivo para deteccién molecular de blacTx-m-9-iike
A. baumannii UCO323 blanom-1* Control positivo para deteccion molecular de blanom
P. aeruginosa UCO236 blavim-2* Control positivo para deteccién molecular de blavim
. . Control positivo para deteccion molecular de blaoxa-as-ike
K. pneumoniae UCO322 bigoxa-ts Control positivo para detecciéon de carbapenemasas clase D por Blue Carba
E. cloacae UCO186 blaAmp'C: Control de coproduccion de BLEE y AmpC
blactx-m
K. pneumoniae UCQO361 blanom-1* Control positivo para detecciéon de carbapenemasas clase B por Blue Carba
K. pneumoniae UCO338 blakpc-2* Control positivo para deteccién de carbapenemasas clase A por Blue Carba
Control para antibiograma.
Control negativo para prueba de oxidasa
Control negativo para deteccion fenotipica de BLEE
E. coli ATCC25922 Cepas de referencia de Control negativo para detecc?én de carbapenemasas por Blue Carba
la coleccion “American Control negativo para deteccion de carbapenemasas por NG-Test® CARBA-5.
Type Culture Collection Control positivo para deteccion de fermentacion de azucares en agar TSI
(ATCC)” no productoras Control para pruebas bioquimicas convencionales
de B-lactamasas Control positivo para deteccién molecular de ARNr16S
S. aureus ATCC25923 Control negativo en ensayos de PCR convencional
P. aeruginosa Control positivo para prueba de oxidasa
ATCC27853 Control negativo para para deteccion de fermentacion de azucares en agar TSI

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO 8. Matriz de recuentos bacterianos generada en GraphPad Prism para calculo de ANOVA de dos vias y de

comparaciones multiples de Turkey.

N° + PM

RBT (AF)

RBGN (AF)

RBGN-C (AF)

Recuentos bacterianos

RBGN-M (AF)

RBT (EF)

RBGN (EF)

RBGN-C (EF)

RBGN-M (EF)

R1

R2

R3

R1 R2 R3

R1

R2

R3

R1

R2 R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

N°1 (10 - 11 E)

8,0,E+05

1,2,E+06

0,0,E+00

7,0,E+04|5,0,E+041,4,E+05

0,0,E+00

3,4,E+04

0,0,E+00

2,2,E403

2,6,E+03 | 3,0,E+03

6,4,E+00

7,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

6,2,E+00

1,9,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

N°2 (17 - 18 E)

2,0,E+06

2,6,E+06

2,7,E+08|

5,8,E+04|1,2,E+05(1,4,E+05

6,4,E+03

6,8,E+03

1,1,E+04

3,8,E+02

8,3,E+02 | 9,3,E+02

3,5,E+00

5,8,E+00

5,5,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

N°3 (19 - 20 A)

1,2,E+06

1,3,E+06

1,7,E+06

0,0,E+00|3,8,E+04|5,6,E+04

0,0,E+00

0,0,E+00

3,3,E+04

4,6,E+02

1,5,E+03 | 2,1,E+03

1,1,E+00

1,2,E+00

1,2,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

N°4 (18 - 19 J)

1,9,E+06

8,7,E+05

1,2,E+06]

6,0,E+05|4,5,E+05|4,5,E+05

2,0,E+04

2,5E+04

2,5,E+04

0,0,E+00

5,0,E+01 | 4,0,E+01

1,3,E+00

1,4,E+00

1,5,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

0,0,E+00

N°+PM: Numero y periodo de muestreo, RBT (AF): Recuento bacteriano total en afluente, RBGN (AF): Recuento
bacteriano de Bacilos Gram negativos en afluente, RBGN-C (AF): Recuento de bacilos Gram negativos en agar MacConkey
suplementado con ceftriaxona (4 pug/ml) en afluente, RBGN-M (AF): Recuento de bacilos Gram negativos en agar
MacConkey suplementado con meropenem (2 pg/ml) en afluente, RBT (EF): Recuento bacteriano total en efluente, RBGN
(EF): Recuento bacteriano de Bacilos Gram negativos en efluente, RBGN-C (EF): Recuento de bacilos Gram negativos en
agar MacConkey suplementado con ceftriaxona (4 ug/ml) en efluente, RBGN-M (EF): Recuento de bacilos Gram negativos
en agar MacConkey suplementado con meropenem (2 pg/ml) en efluente, R1: replica 1, R2: replica 2, R3: replica 3, E:
enero de 2022, A: abril de 2022, J: julio de 2022.
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ANEXO 9.
Prism.

Resultados de comparaciones multiples de Tukey realizadas en GraphPad

Comparaciones Valorde P | SE
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) <0,0001 f
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) <0,0001 f
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) >0,9999 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) <0,0001 f
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) <0,0001 f
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) <0,0001 i
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) 0,9998 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) 0,9993 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) 0,9992 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) 0,9992 ns
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N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) 0,9992 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) 0,9992 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,5502 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9996 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,9996 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,9996 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,9996 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,9996 ns
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N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9932 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9326 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°1 (10 - 11 E)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,483 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9973 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,999 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,999 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,999 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,999 ns
N°1 (10 - 11 E):-RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9869 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):-RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (AF) | >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9004 ns
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N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,4767 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9971 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9988 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9861 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,8969 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,4767 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9971 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9988 ns
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N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9861 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,8969 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,4767 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9971 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9988 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9861 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,8969 ns

194




N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) 0,9972 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) 0,4767 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9971 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9988 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,9989 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,5594 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9861 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (AF) | >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,8969 ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°1 (10 - 11 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) 0,9972 ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) <0,0001 | **
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N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) <0,0001 | ****
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) 0,9998 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) 0,9993 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) 0,9992 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) 0,9992 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) 0,9992 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) 0,9992 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) 0,9287 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) 0,8954 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) 0,8918 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) 0,8918 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) 0,8918 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) 0,8918 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | ****
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) 0,9926 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) 0,9858 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) 0,9849 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) 0,9849 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) 0,9849 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) 0,9849 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
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N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):-RBGN-M (AF) vs. N°2 (17 - 18 E)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) >0,9999 | ns
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N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | ****
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
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N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) <0,0001 | =
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):-RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (AF) | >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) 0,9966 ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°2 (17 - 18 E):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) <0,0001 | **
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N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) 0,9998 ns
N°3 (19 - 20 A)RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) 0,9993 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) 0,9992 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) 0,9992 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) 0,9992 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) 0,9992 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9994 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (AF) vs. N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (EF) | >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9984 ns
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N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9982 ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9982 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | =
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9982 ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-C (EF) vs. N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) <0,0001 | **
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) 0,9982 ns
N°3 (19 - 20 A)RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) >0,9999 | ns
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N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs.
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs.

18 - 19 J))RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs. 18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs. 18 - 19 J):)RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°3 (19 - 20 A):RBGN-M (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns

( N4 (
( N4 (
( N4 (
( N4 (

N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) <0,0001 | =
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) <0,0001 | =
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) <0,0001 | **
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) <0,0001 | =
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) <0,0001 | =
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) <0,0001 | **
N°4 (18 - 19 J):RBT (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) <0,0001 | ****
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (AF) 0,9998 ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) 0,9993 ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) 0,9992 ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) 0,9992 ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) 0,9992 ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) 0,9992 ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (AF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J))RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-C (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):)RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J))RBGN-M (AF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):RBT (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-M (EF) >0,9999 | ns
N°4 (18 - 19 J):RBGN (EF) vs. N°4 (18 - 19 J):RBGN-C (EF) >0,9999 | ns

SE: significancia estadistica; ns: valor de P no significativo > 0,05; ****: valor de P
altamente significativo < 0,0001.

Fuente: Elaboracion propia.
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