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Resumen

Introduccion: La resistencia antimicrobiana constituye una amenaza para la salud publica, y las aguas residuales son una matriz comple-
mentaria para su vigilancia. Objetivo: Evaluar la frecuencia y distribucion temporal de blaypc, blaypy, blayy, y mer-1 en aguas residuales
de Santiago, Chile. Material y Métodos: Se analizaron 97 muestras semanales recolectadas entre julio de 2020 y julio de 2021 en las
plantas de tratamiento de aguas residuales de La Farfana y Mapocho-Trebal. Los genes se detectaron mediante RPC. Las frecuencias se
compararon mediante prueba exacta de Fisher y las tendencias temporales mediante Cochran-Armitage. Resultados: En La Farfana, blayp,
blaypy, blayy, y mer-1 se detectaron en 92%, 62%, 28% y 34%, respectivamente; en Mapocho-Trebal, en 96%, 70%, 34% y 49%. No hubo
diferencias significativas entre plantas. Solo blayp,,, mostré tendencia temporal creciente significativa en ambas plantas. Conclusion: Las
aguas residuales permiten complementar la vigilancia de genes de resistencia antimicrobiana en Chile.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana; vigilancia ambiental; aguas residuales; deteccion de carbapenemasas por RPC; mcr-1.
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Abstract

Background: Antimicrobial resistance is a threat to public health, and wastewater serves as a complementary matrix for its surveillance.
Aim: To assess the frequency and temporal distribution of blaypc, blaypy, blayyy, and mcr-1 in wastewater in Santiago, Chile. Materials
and Methods: 97 weekly samples collected from July 2020 to July 2021 at the La Farfana and Mapocho-Trebal wastewater treatment
facilities were analyzed. The genes were detected using PCR. Frequencies were compared using Fisher’s exact test, and temporal trends
were assessed using the Cochran-Armitage test. Results: In La Farfana, blaypc, blaypy, blay,y, and mer-1 were detected in 92%, 62%, 28%,
and 34% of cases, respectively; in Mapocho-Trebal, in 96%, 70%, 34%, and 49% of cases. There were no significant differences between
the facilities. Only blayp,, showed a significant upward trend over time in both plants. Conclusion: Wastewater can be used to supplement
the monitoring of antimicrobial resistance genes in Chile.

Keywords: antimicrobial resistance; environmental surveillance; wastewater; PCR detection of carbapenemases; mcr-1.
\ J

www.revinf.cl 406



Wi,
N

Introduccion

La resistencia antimicrobiana (RAM) constituye una de las
principales amenazas para la salud publica mundial, debido al
aumento sostenido de infecciones causadas por bacterias mul-
tirresistentes, asociadas a mayor mortalidad, hospitalizaciones
prolongadas y elevados costos sanitarios'. En este contexto,
organismos internacionales como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) han impulsado el fortalecimiento de los sistemas de
vigilancia epidemiologica, tradicionalmente basados en aislados
clinicos provenientes de establecimientos de salud®. Si bien esta
estrategia es fundamental, presenta limitaciones para estimar la
circulacion comunitaria de bacterias resistentes y de los genes
que confieren resistencia antimicrobiana®.La vigilancia basada en
aguas residuales ha emergido como una herramienta complemen-
taria para monitorear la RAM a nivel poblacional, ya que integra
aportes de individuos infectados y colonizados, tanto del ambito
comunitario como hospitalario®. Las aguas residuales urbanas
constituyen, ademas, un reservorio de bacterias resistentes, genes
de resistencia antimicrobiana, residuos de antimicrobianos y otros
determinantes asociados a presion antropogénica, por lo que su
analisis permite aproximarse a la dinamica de circulacion de la
RAM en entornos urbanos™®.

Entre los determinantes de mayor relevancia epidemioldgica
se encuentran los genes que codifican para carbapenemasas, como
blaypc, blaypyy blayy, debido a su relacion con bacterias gramne-
gativas multirresistentes y a su frecuente localizacion en elementos
genéticos moviles™®. En Chile, KPC se ha consolidado como una
de las principales carbapenemasas detectadas en aislados clinicos,
mientras que NDM y VIM han adquirido creciente importancia
en los tltimos afios*!°. De manera complementaria, el gen mcr-1,
asociado a resistencia a colistina, representa una sefal de alerta por
su potencial impacto en terapias de ultima linea frente a infecciones
causadas por bacterias multirresistentes!!!2,

En América Latina, y particularmente en Chile, la informacion
sobre la circulacion comunitaria de genes de resistencia antimi-
crobiana mediante vigilancia de aguas residuales aun es limitada.
Este vacio resulta especialmente relevante considerando la alta
concentracion urbana, la presion asistencial observada durante
la pandemia por COVID-19 y el incremento en el uso de antimi-
crobianos descrito durante este periodo'>!*. En este contexto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia y distribucion
temporal de los genes blaypc, blaypy, blayy, y mer-1 durante la
pandemia de COVID-19 en aguas residuales urbanas provenientes
de dos plantas de tratamiento de la ciudad de Santiago de Chile,
como una aproximacion epidemioldgica a la vigilancia comunitaria
de la resistencia antimicrobiana.

Material y Métodos

Diseiio del estudio, origen y procesamiento de muestras de
aguas residuales

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo orientado a la
deteccion molecular de genes de resistencia antimicrobiana en
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aguas residuales urbanas de la ciudad de Santiago de Chile. Para
ello, se analizaron muestras almacenadas en el biorepositorio de
aguas residuales del Grupo de Resistencia Antimicrobiana en
Bacterias Patogenas y Ambientales de la Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso, correspondientes a dos plantas de trata-
miento de aguas servidas (PTAS), La Farfana y Mapocho-Trebal.
Las muestras fueron obtenidas mediante muestreo puntual semanal
entre el 15 de julio de 2020 y el 12 de julio de 2021 en La Farfana,
yentre el 21 de julio de 2020 y el 12 de julio de 2021 en Mapocho-
Trebal, totalizando 97 muestras. En cada ocasion se recolectd 1
L de aguas residuales, de los cuales 500 mL fueron procesados
mediante un protocolo de precipitacion previamente descrito, que
permitio concentrar la muestra hasta un volumen final aproximado
de 3 mL". Desde este concentrado, se utilizaron 300 pL para la
extraccion de ADN total y posterior analisis molecular.

Ambas PTAS difieren en la poblacion atendida y en las carac-
teristicas sociodemograficas de sus areas de cobertura. La planta
La Farfana, ubicada en el sector centro-poniente de Santiago,
atiende aproximadamente a 3.621.486 habitantes en una superficie
de 617,44 km? (densidad: 5.865 habitantes/km?) y se asocia a 207
establecimientos de salud. En contraste, la planta Mapocho-Trebal,
localizada en el sector sur de la ciudad, da cobertura a 2.654.773
habitantes distribuidos en 407,25 km? (densidad: 6.503 habitantes/
km?) y se vincula a 131 establecimientos de salud.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN total se realiz6 mediante un método de
lisis térmica utilizando resina Chelex® 100 (Bio-Rad, EE.UU.),
estrategia previamente aplicada en matrices ambientales acuaticas
complejas, incluyendo aguas superficiales y residuales, por su
utilidad para obtener ADN compatible con amplificacion molecular
y reducir el efecto de inhibidores de la reaccion de polimerasa en
cadena-RPC (del inglés: PCR)'.

Seleccion y evaluacion de partidores

Se efectudé una revision de la literatura cientifica con el
objetivo de identificar estudios que reportaran la deteccion de
los genes blaypc, blaypy, blayy, y mer-1 en matrices de aguas
residuales mediante RPC con el fin de evaluar el universo de
partidores utilizados. Se excluyeron aquellos partidores disefiados
exclusivamente para deteccion clinica, aun cuando hubiesen sido
utilizados posteriormente en estudios ambientales. Para cada gen,
se construyd una base de datos de alelos disponibles en NCBI,
incluyendo 113 alelos para blaypc, 58 para blaypy,, 84 para blay,,
y 37 para mcr-1. Estas bases fueron evaluadas utilizando la he-
rramienta Primer-BLAST, seleccionandose inicamente aquellos
pares de partidores que presentaron 100% de hibridacion con al
menos 90% de los alelos analizados. Los partidores finalmente
seleccionados y evaluados experimentalmente se detallan en las
Tablas suplementarias 1 y 2.

Amplificacion por RPC

Con el fin de minimizar el efecto de inhibidores presentes en
las muestras ambientales, los extractos de ADN fueron diluidos
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en forma seriada a 1072 (1:100) y 1073 (1:1.000) previo a la
amplificacion. Esta estrategia ha sido ampliamente utilizada
para mejorar la eficiencia de la RPC en matrices ambientales
complejas'®?. Las reacciones de RPC se realizaron utilizando
GoTaq® Green Master Mix (Promega®, E.U.A.). Las condiciones
térmicas consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95°C
por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C
por 1 minuto, alineamiento a la temperatura especifica de cada
par de partidores (Tabla suplementaria 2) y extension a 72°C,
finalizando con una extension final a 72°C por 5 minutos.
Cada reaccion fue validada mediante la inclusion de controles
positivos y negativos en cada amplificacion. Los controles
positivos correspondieron a amplicones clonados de cada gen
blanco insertados en el vector pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen™,
E.U.A.), mientras que los controles negativos correspondieron
a controles sin templado. Las dos diluciones empleadas simul-
taneamente (1072 y 107%) actuaron como estrategia de control de
inhibicién, dado que los compuestos inhibitorios frecuentes en
aguas residuales tienden a reducir su efecto con el incremento
de la dilucion.

Secuenciacion y anadlisis de los productos amplificados

Con el objetivo de confirmar la especificidad de la amplifica-
cion, se seleccionaron aleatoriamente tres amplicones por cada gen
detectado, los cuales fueron enviados a secuenciacion (Macrogen
Inc. Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron alineadas
mediante Clustal Omega®' y su identidad fue confirmada utilizando
la herramienta BLAST del NCBI*.

Andlisis estadistico

Las variables consideradas para el analisis fueron: a) deteccion
individual de los genes blaypc, blaypy, blayy y mer-1, definida
como una variable dicotomica (positiva o negativa) para cada
muestra analizada y expresada mediante frecuencias absolutas y
porcentajes; b) planta de tratamiento de aguas residuales, corres-
pondiente a La Farfana o Mapocho-Trebal, utilizada como variable
categodrica para la comparacion espacial; y ¢) semana de muestreo,
considerada como variable temporal ordenada para evaluar ten-
dencias en la deteccion de cada gen durante el periodo de estudio.

La frecuencia de deteccion de cada gen se calculd como el
nimero de muestras positivas dividido por el total de muestras
analizadas en cada planta de tratamiento. Para cada gen, la
proporcion de muestras positivas se comparé entre La Farfana y
Mapocho-Trebal mediante la prueba exacta de Fisher, utilizando
una tabla de contingencia 2 x 2 definida por la planta de tratamiento
(La Farfana/Mapocho-Trebal) y el resultado de deteccion del gen
(positivo/negativo). Este analisis se realizo utilizando GraphPad
Prism 9. Para evaluar la existencia de una tendencia temporal en la
proporcion de muestras positivas para cada gen durante el periodo
de estudio, se aplico la prueba de tendencia de Cochran-Armitage
utilizando RStudio. Se considerd estadisticamente significativo
un valor de p <0,05.
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Comité de Etica

Este estudio no requirié evaluacion por un comité de ética o
bioética, ya que se basé exclusivamente en el analisis de muestras
ambientales de aguas residuales urbanas. No se incluyeron mues-
tras extraidas de humanos ni animales, no se realiz6 intervencion
sobre individuos y no se utilizaron datos personales, clinicos ni
informacion identificable.

Resultados

Seleccion y validacion de partidores para la deteccion de
genes de resistencia antimicrobiana

La evaluacion experimental de los partidores seleccionados
mediante revision bibliografica y analisis in silico mostr6 que, para
cada gen evaluado, solo un par permitié obtener amplificacion espe-
cifica y reproducible en muestras de aguas residuales. Para blayy,,
el par D3_F/D2 R generd un fragmento de 147 pb; para blaypy,,
D1_F/D4 R produjo un amplicon de 250 pb; para blaype, D1_F/
D2_R amplificé un producto de 798 pb; y para mcr-1, D3_F/D2_R
permitio obtener un fragmento especifico de 230 pb (Figura 1).

Frecuencia de deteccion de genes de resistencia
antimicrobiana en aguas residuales

El analisis de las muestras recolectadas mostré diferencias des-
criptivas en la frecuencia de deteccion de los genes de resistencia
antimicrobiana entre las dos plantas de tratamiento evaluadas
(Figura 2). En La Farfana, blay, fue el gen detectado con mayor
frecuencia, presente en 46 de 50 muestras (92%), seguido de
blaypy en 31 (62%), mer-1 en 17 (34%) y blay,y en 14 (28%).
En Mapocho-Trebal, blay, fue detectado en 45 de 47 muestras
(96%), seguido de blayny en 33 (70%), mcr-1 en 23 (49%) y
blay,, en 16 (34%). La comparacion de la proporcion de muestras
positivas entre ambas plantas mediante la prueba exacta de Fisher
no mostro diferencias estadisticamente significativas para ninguno
de los genes evaluados.

Distribucion temporal de los genes detectados

La distribucion temporal de las detecciones de los genes de
resistencia antimicrobiana a lo largo del periodo de estudio se pre-
senta en la Figura 3. La evaluacion mediante la prueba de tendencia
de Cochran-Armitage mostré una tendencia temporal creciente
estadisticamente significativa inicamente para blayp, en ambas
plantas de tratamiento (La Farfana: p < 0,001; Mapocho-Trebal:
p <0,001). En contraste, no se observaron tendencias temporales
estadisticamente significativas para blay, (La Farfana: p=0,219;
Mapocho-Trebal: p = 0,915), blay,, (La Farfana: p = 0,513;
Mapocho-Trebal: p = 0,734) ni mcr-1 (La Farfana: p = 0,450;
Mapocho-Trebal: p = 0,273).

Confirmacion por secuenciacion de los productos
amplificados

El analisis de las secuencias amplificadas revel6 una
identidad de 100% con las secuencias de referencia correspon-
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Figura 1. Productos de amplificaciéon por reaccion de polimerasa en cadena (RPC) de los genes de resistencia antimicrobiana detectados en muestras de aguas
residuales. Carriles 1-4: muestras de aguas servidas; carriles 5-8: controles positivos; carril M: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 1y 5: blay,,; carriles

2y 6: blayoy; carriles 3y 7: blag,; carriles 4y 8: mcr-1.
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Figura 2. Frecuencia de deteccion de los genes blay,,, blaypy, blagc y mcr-1 en muestras de aguas residuales de las plantas de tratamiento Mapocho-Trebal y La

Farfana. Los valores corresponden al porcentaje de semanas con deteccidn positiva respecto del total de semanas muestreadas en cada planta.
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Figura 3. Distribucién temporal semanal de la deteccién de genes de resistencia antimicrobiana en aguas residuales de las plantas La Farfana (A) y Mapocho-
Trebal (B) entre julio de 2020 y julio de 2021. Se muestra la presencia de blays, blayoy, blayy y mcr-1 a lo largo del periodo de estudio. Las barras representan el
numero de semanas con deteccion positiva para cada gen en relacion con el total del periodo de muestreo.

dientes, lo que confirmo la especificidad de los productos de
RPC para blaypc, blayn, blaypy y mer-1. Todas las secuencias
fueron depositadas en GenBank bajo los siguientes nimeros
de acceso: blayg,- (PV871614,PV871615y PV871616), blayy
(PV883387, PV883388 y PV883389), blaypy (PVI40331,
PV940332 y PV940333) y mcr-1 (PV833297, PV833298 y
PV833299).

Discusion

El principal hallazgo de este estudio fue la deteccion recurrente
de genes criticos de resistencia antimicrobiana en aguas residuales
urbanas de Santiago de Chile, particularmente genes asociados
a resistencia a carbapenémicos, como blaypc, blaypy Y blayyy.
Desde una perspectiva clinica y epidemioldgica, estos resultados
son relevantes porque las carbapenemasas constituyen uno de los
mecanismos de resistencia de mayor impacto en bacilos gramne-
gativos multirresistentes, limitando severamente las alternativas
terapéuticas disponibles. En Chile, KPC ha sido identificada
como la carbapenemasa predominante en aislados clinicos de
Enterobacterales desde su primera descripcion en 2012, consoli-
dandose como uno de los principales mecanismos de resistencia a
carbapenémicos a nivel hospitalario®!°. En concordancia con este
escenario, blay,c fue el gen detectado con mayor frecuencia en
ambas plantas de tratamiento, lo que constituye una sefial ambiental
relevante de presencia recurrente de este determinante genético
en aguas residuales urbanas.

Rev Chilena Infectol 2026; 43 (5): 406-414

La deteccion de blaypy y blay,, también resulta relevante,
dado que estas metalo-B-lactamasas se asocian a fenotipos de
multirresistencia y a una creciente preocupacion epidemiologica.
Aunque su frecuencia clinica en Chile ha sido histéricamente
menor que la de KPC, reportes recientes han descrito un aumento
progresivo de NDM y VIM en aislados hospitalarios durante
la ultima década'®. En este estudio, la prueba de tendencia de
Cochran-Armitage mostro un incremento temporal significativo
Unicamente para blayp,, en ambas plantas de tratamiento, lo que
sugiere una mayor frecuencia de deteccion hacia el final del
periodo analizado. Este hallazgo es concordante con lo descrito
por Allel y cols., quienes reportaron en un hospital terciario de
Santiago un aumento significativo de Enterobacterales produc-
tores de carbapenemasas después del inicio de la pandemia, con
una expansion particularmente marcada de aislados portadores
de blaypy'*. Asimismo, Acufa y cols., en un analisis multicén-
trico de 59 UCIs chilenas entre 2015 y 2024, mostraron que la
incidencia de bacterias multirresistentes continta siendo elevada
en nuestro pais y se asocia al uso de carbapenémicos y quino-
lonas?. No obstante, dado que el presente estudio no incluyd
cuantificacidn, aislamiento bacteriano ni correlacion directa con
datos clinicos territoriales, la tendencia observada para blaypy
debe interpretarse como una sefial ambiental compatible con
la epidemiologia clinica reciente, pero no como evidencia de
asociacion causal directa.

La deteccion del gen mcr-1, asociado a resistencia a colistina,
representa otro hallazgo de interés sanitario. Colistina contintia
siendo considerada una alternativa terapéutica de ultima linea para
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infecciones causadas por bacterias multirresistentes, particular-
mente cuando existe resistencia concomitante a carbapenémicos'’.
En este estudio, mcr-1 fue detectado de manera recurrente en am-
bas plantas, alcanzando su mayor frecuencia en Mapocho-Trebal.
Si bien estos resultados no permiten inferir abundancia relativa
ni identificar los hospederos bacterianos del gen, su presencia en
aguas residuales urbanas constituye una sefal de alerta desde la
perspectiva de salud publica, debido al potencial impacto de la
resistencia a colistina sobre la efectividad futura de terapias de
rescate'?.

Desde el punto de vista espacial, las frecuencias de deteccion
fueron numéricamente mayores en Mapocho-Trebal que en La
Farfana para todos los genes evaluados. Sin embargo, la compa-
racion mediante prueba exacta de Fisher no mostrd diferencias
estadisticamente significativas entre plantas. Por lo tanto, las
diferencias porcentuales observadas deben interpretarse como
variaciones descriptivas y no como diferencias estadisticamente
demostradas entre ambas areas de cobertura. Este resultado sugiere
que, durante el periodo estudiado, ambas plantas reflejaron una pre-
sencia comparable de genes criticos de resistencia antimicrobiana
en las zonas urbanas evaluadas. Aun asi, no es posible descartar
qué factores demograficos, urbanisticos, sanitarios o asociados
al uso diferencial de antimicrobianos en los centros de salud que
tributan a las plantas puedan influir en la distribucion ambiental
de estos determinantes, como ha sido sugerido previamente para
ambientes urbanos®*.

Los hallazgos de este estudio se insertan en un contexto
internacional en el que las aguas residuales han sido progresi-
vamente reconocidas como una matriz Gtil para complementar la
vigilancia de la resistencia antimicrobiana. Estudios realizados
en aguas residuales municipales, hospitalarias y agropecuarias
han reportado la presencia de genes de carbapenemasas, mcr-1'y
otros determinantes de resistencia critica en diversos escenarios
ambientales?’32. En particular, se ha descrito la deteccion de car-
bapenemasas clinicamente relevantes en bacterias gramnegativas
recuperadas desde aguas residuales en Finlandia®, asi como
variantes de blaypy en aguas residuales hospitalarias en China®.
También se ha reportado la presencia de genes de alto riesgo,
como blaypy y mer-1, en residuos de origen animal®®, y genes
de resistencia emergentes, tanto en aguas residuales municipales
como hospitalarias®'*2. En conjunto, estos antecedentes respaldan
que las aguas residuales pueden integrar sefiales provenientes
de la comunidad, hospitales, actividades productivas y otros
reservorios ambientales, lo que refuerza su utilidad bajo un
enfoque One Health.

Las detecciones fueron recurrentes durante gran parte del
periodo analizado, observandose con menor frecuencia al inicio
y hacia el final del muestreo. Este intervalo se superpone con
un periodo de alta presion asistencial asociada a COVID-19 en
Chile**, durante el cual diversos estudios documentaron un
aumento en el uso empirico de antimicrobianos para el manejo
de infecciones bacterianas secundarias'*!*¥53¢  Este contexto
podria haber favorecido la seleccion y diseminacion de bacterias
resistentes o de sus determinantes genéticos. Sin embargo, esta
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interpretacion debe considerarse con cautela, ya que el presente
estudio no evalud consumo de antimicrobianos, carga hospitalaria
especifica por area de cobertura ni correlacion directa con reportes
clinicos de resistencia antimicrobiana. Por ello, la coincidencia
temporal observada plantea una hipdtesis epidemiologica que
debera ser evaluada en estudios posteriores.

Entre las fortalezas del estudio destaca el analisis semanal de
muestras provenientes de dos plantas de tratamiento que cubren
una proporcion importante de la poblacion urbana de Santiago, lo
que permite una aproximacion inicial a la deteccion comunitaria
de genes de resistencia antimicrobiana de alta relevancia clinica.
Asimismo, aunque la validacion de partidores no constituye
el eje clinico principal del trabajo, representa una fortaleza
metodoldgica necesaria para sustentar la interpretacion de los
resultados. La complejidad de las aguas residuales, caracterizada
por alta diversidad de ADN ambiental y presencia de compuestos
inhibitorios, puede afectar la especificidad de la amplificacion®”.
Por ello, la validacion experimental de los partidores en la
matriz de estudio fue fundamental, especialmente considerando
que algunos disenos con adecuada cobertura alélica in silico
no generaron amplificaciones especificas, concordando con lo
descrito por Gorecki y cols.*.

Las principales limitaciones del estudio derivan de su enfoque
cualitativo. La RPC convencional permite determinar presencia o
ausencia de genes de resistencia, pero no cuantificar su abundancia
relativa. En consecuencia, no es posible estimar carga genética,
comparar abundancias entre plantas ni evaluar cambios cuanti-
tativos a lo largo del tiempo. Ademas, la ausencia de cultivos
bacterianos y de caracterizacion de especies portadoras impide
asociar los genes detectados con microorganismos especificos,
clones circulantes o perfiles fenotipicos de resistencia. También
debe considerarse el potencial sesgo asociado al muestreo puntual
semanal, ya que este disefio puede no capturar completamente las
variaciones diarias o intradiarias propias de los sistemas de aguas
residuales. Finalmente, no se evalud la correlacion entre los genes
detectados y reportes clinicos de resistencia antimicrobiana a nivel
geografico o regional, aspecto que seria clave para estimar con
mayor precision la utilidad de esta estrategia como herramienta
de vigilancia territorial.

En conjunto, los resultados de este estudio refuerzan el valor de
las aguas residuales como matriz complementaria para la vigilancia
comunitaria de genes criticos de resistencia antimicrobiana en
Chile. La deteccion recurrente de blaypc, blaxpy, blayy y mer-1
refleja la interconexion entre el ambito comunitario, hospitalario
y ambiental, y subraya la necesidad de integrar enfoques One
Health en las estrategias nacionales de vigilancia de la resistencia
antimicrobiana. Futuros estudios deberian incorporar metodolo-
gias cuantitativas, como qPCR o metagenomica, estrategias de
muestreo compuesto, aislamiento bacteriano y analisis integrados
con datos clinicos, consumo de antimicrobianos ¢ informacion
territorial. Esta integracion permitiria fortalecer la interpretacion
epidemioldgica de la vigilancia ambiental y explorar su potencial
aplicacion como sistema complementario de alerta temprana en
salud publica.

www.revinf.cl 411



N

Conclusion

Este estudio demuestra que las aguas residuales urbanas
constituyen una matriz Gtil para complementar la vigilancia de la
RAM en centros urbanos como Santiago de Chile. La deteccion
recurrente de blaypc, blaypy, blayy y mer-1 en las plantas La
Farfana y Mapocho-Trebal evidencia la presencia de determi-
nantes genéticos de alta relevancia clinica asociados a resistencia
a carbapenémicos y colistina en el sistema de aguas residuales
urbano. Si bien estos resultados no permiten estimar carga génica,
identificar especies bacterianas portadoras ni establecer una co-
rrelacion directa con la epidemiologia clinica territorial, aportan

I
M
%
IS
— O

Articulo de Investigacion

una sefial ambiental relevante para orientar futuras estrategias de
vigilancia integrada. La ausencia de diferencias significativas entre
plantas y la tendencia temporal creciente observada para blaypy,
refuerzan el valor de esta aproximacion como complemento de la
vigilancia clinica tradicional y apoyan su desarrollo futuro bajo
una perspectiva One Health.
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muestras de aguas residuales utilizadas en este estudio y por su
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Material suplementario

Tabla suplementaria 1: Partidores previamente descritos para la deteccion de los genes bla,,,, blayoy, mcr-1y bla,c en matrices de aguas residuales.

Gen Nombre del cebador Direccion del cebador Secuencia (5'— 3')

blaVim blavViM D1 _F Forward TGTCCGTGATGGTGATGAGT
blaviM_D2 R Reverse CTTYTCAATCTCCGCGAGAAG
blaviM D3 F Forward GTTTGGTYGCATATCGCAAC
blaviM_D4 R Reverse AATGCGCAGCACCAGGATAG

blaNDM blaNDM D1 F Forward ATGGAATTGCCCAATATTATGC
blaNDM D4 R Reverse CGCCATCCCTGACGATCAAA
blaNDM D3 F Forward CTGAGCACCGCATTAGCCG

mcr-1 mcr-1 D1 F Forward TGTTCTTGTGGCGAGTGTTG
mcr-1 D2 R Reverse CGCGCCCATGATTAATAGCA
mcr-1 D3 F Forward CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1_D4 R Reverse CTTGGTCGGTCTGTAGGG
mcr-1 D5 F Forward ACGCCATCTGCAACACCAA
mcr-1_D6 R Reverse GCCAACGAGCATACCGACAT
mcr-1 D7 _F Forward GTCGGTATGCTCGTTGGCTTAG
mcr-1_D8 R Reverse CATAGGCATTGCTGTGCGTCTG
mcr-1_D9 R Reverse ATCATCGGTGGCAAGCAAGG

blakPC blakPC D1 F Forward CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
blakPC D2 R Reverse CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

Se indican el gen blanco, el nombre asignado a cada cebador y la secuencia nucleotidica (5'—3").
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Tabla suplementaria 2. Combinaciones de partidores evaluadas para la amplificacion de genes de resistencia antimicrobiana
mediante RPC* convencional.

Gen Cebadores Tamano del amplicon Temperatura de alineamiento Tiempo de elongacion reaccion de
Forward Reverse (bp) O e )

blavViM D3 F D4 R 386 56 30

D1 F D2 R 85 56 30

D3 F D2 R 147 56 30

D1 F D4 R 324 56 30
blaNDM D1 F D4 R 250 60 20

D3 F D4 R 214 60 20
mcr-1 D1 F D2 R 217 56 30

D3 F D4 R 309 58 30

D5 F D6 R 59 60 30

D7_F D8 R 271 60 30

D1 F D4 R 296 58 30

D1 F D6 R 1069 58 60

D1 F D9 R 1273 58 70

D3 F D2 R 230 58 20

D7 F D9 R 222 60 20
blakPC D1 F D2 R 798 55 45

Se detallan los pares de partidores utilizados para cada gen, el tamano esperado del producto de amplificacion, la temperatura de alineamiento y el tiempo de extension

empleados en cada reaccién. * RPC: reaccion de polimerasa en cadena
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