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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivos identificar el tipo de resistencia a
antibioticos en seis especies bacterianas presentes en leche cruda de cabra
expedida en barrios del sur de Quito, para determinar si es un riesgo para la
salud publica el consumo de este producto, asi como identificar la especie de
las bacterias encontradas que posean resistencia a dos o mas antibioticos que
sean de importancia para la salud publica y por medio de una revision
sistematica identificar el tipo de resistencia intrinseca o adquirida que permita
determinar un impacto real en la salud del consumidor. La identificacion por
especie y el tipo de resistencia de cada bacteria se realiz6 utilizando el método
Vitek2, para realizar la revisibn sistematica se seleccionaron articulos
cientificos relevantes mediante el diagrama de flujo prisma en fuentes como
Pubmed y Science Direct. Se obtuvieron tres especies bacterianas:
Enterobacter Cloacae resistente a Ampicilina/ Sulbactam y Cefoxitina,
Enterococcus Hirae resistente a Clindamicina y Pantoea Agglomerans que no
presentd resistencia a ninguno de los antibiéticos con los que se realiz6 la
prueba, siendo sensible a todos los compuestos, las resistencias de las tres
bacterias fueron intrinseca, en cuanto a la revision sistematica se obtuvieron un
total de veintinueve articulos sobre Enterobacter Cloacae, once articulos sobre
Enterococcus Hirae y ocho articulos sobre Pantoea Agglomerans. En
conclusion las bacterias obtenidas en las muestras de leche de cabra no
representan un peligro real para la salud publica ya que la resistencia que
poseen a los antibidticos es intrinseca, mediante la revisién sistematica se
concluyo que estas bacterias pueden llegar a ser multirresistentes dependiendo
el tiempo de exposicion y el tipo de antibidtico o antimicrobiano que se
encuentre en contacto, estas pueden mutar sus genes y transmitir esa
informacion genética a la generacion siguiente lo cual si es preocupante para la

salud publica ya que seria mucho mas dificil controlar este tipo de infecciones.

Palabras clave: Resistencia intrinseca, resistencia adquirida, Identificacion,

género, especie,



ABSTRACT

The objective of this work is to identify the type of resistance to antibiotics in six
bacterial species present in raw goat milk issued in neighborhoods in the south
of Quito, to determine if the consumption of this product is a risk to public
health, as well as to identify the species of bacteria found to have resistance for

two or more antibiotics that are of importance to public health and through a
systematic review identify the type of intrinsic or acquired resistance that allows
to determine a real impact on consumer health. The identification by species
and the type of resistance of each bacteria was carried out using the Vitek2
method. To carry out the systematic review, relevant scientific articles were
selected through the prism flow diagram in sources such as Pubmed and
Science Direct. These resulted in three bacterial species: Enterobacter Cloacae
resistant to Ampicillin / Sulbactam and Cefoxitin, Enterococcus Hirae resistant
to Clindamycin and Pantoea Agglomerans that did not show resistance to any
of the antibiotics with which the test was performed, being sensitive to all
compounds, the resistances of the three bacteria were intrinsic, in terms of the
systematic review a total of twenty-nine articles on Enterobacter Cloacae,
eleven articles on Enterococcus Hirae and eight articles on Pantoea
Agglomerans were obtained. In conclusion, the bacteria obtained in goat milk
samples do not represent a real danger to public health since the resistance
they possess to antibiotics is intrinsic, through the systematic review it was
concluded that these bacteria can become multiresistant depending on the time
exposure and the type of antibiotic or antimicrobial in contact, they can mutate
their genes and transmit the genetic information to the next generation which is
worrisome to public health because it would be much more difficult to control

this kind of infection.

Key words: Intrinsic resistance, acquired resistance, ldentification, genus,

species,



INDICE

CAPITULO I: INTRODUCCION........ooovvmmvvrrrrrrosssssssossssssssssssssssssnnnns 1
1.1 INrOAUCCION. ..o 1
1.2 Problema. ... 1
1.3 ODBJELIVOS:. ..o 2

1.3.1 ODbjetivo generali........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 2
1.3.2  ODbjetivOS SPECITICOS: .....uuiiiiiiieeeiiiiiiiieeie e 2
1.4 HIPOLESIS: .....oviieeieeicee et 2

CAPITULO Il: MARCO TEORICO.........oovoovvvrvvrrorrirrssrrsssssssssssssnnnnnn 3
2.1 Resistencia bacteriana. ...........ccccocoeeveieiicciccece e 3
2.2 ReSISteNCIa iINtINSECA. .......cc.eoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4

2.2.1 Importancia de la resistencia intrinseca para la salud. ................... 5
2.3 Resistencia adquirida. ...........cccooeveviieiescieceeeee e 5
2.3.1 Genética de 1a reSIStENCIA. .........uuurrrriuririiiiiiiiiiiiiiii———.. 5
2.4 CoOmo gana la bacteria la resistencia a los antibioticos........... 6
2.4.1 Mecanismos de transferencia de resistencia. ..............cccceeeevvvvvnnnnn. 9
2.4.2 Mecanismos de resistencia a los antibioticos que actian sobre la
pared DACENIANA. ..........ouuueiiii e 9
2.5 Mecanismos de resistencia a betalactamicos. ....................... 10
2.6 Resistencia bacteriana en medicina veterinaria...................... 10
2.7 Resistencia bacteriana en salud publica................ccccooveiien 11
2.8 Meétodos de identificacion de resistencia bacteriana.............. 11
P2 < 25 N |V 1= (o To [ I8 Q1 1 ) A = = 1E = 11
2R TZ2 \Y 1= (oo [o I o (= 11 11 1S3 o] o LA 12
2.8.3 Meétodo de micro dilucidn en caldo: ............eevvverveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 12
Y22 < T S \Y 1= (o o [ 1A T= 1 o 1118 (o o o A 12

2.9 Geéneros bacterianos contaminantes de la leche de cabra. . 12



2.9.1 Generalidades del género Staphylococcus coagulasa negativo... 12

2.9.2 Generalidades del género StreptoCOCCUS SPP: wvvvvverrveeeeerreeenvnnnnnn 13
2.9.3 Generalidades de Enterobacter Cloacae:............cccuvvvvvveninnnnnnnnnns 13
2.9.4 Generalidades de EnteroCcoCCus hirae:...........ccccuevvvvmevvvninnnnnnnnnnnns 14
2.9.5 Generalidades de género Pantoea Spp: .......ccccevvvviiieeeeeeeeennnnnnnnn. 14
2.9.6 Generalidades de Pantoea agglomerans: ..........cccceeeveeeevevevinnnnnnn. 15

3. Método para realizar la revision sistematica: PRISMA............... 15
4. Factor de impacto por medio de la pagina Bioxbio: .................... 16
CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS. .......ccooovccim.. 17
3.1 Poblacion Yy MUESHIA: ..........cccoveivieiciieeeeceee e 17
3.2 Tipo de estudio y variables: ............cccocooeoeieicccieceeeeeeee 18
3.3 Materiales de [aboratorio: ...........ccocevverieieieieecee e 18
3.4 Metodos de 1aboratorio: ..........cccceveiieeieiccccecee e 18
3.4.1 Método sistema automatizado VIteK2: ..........cccccviiiiiiiiieenneennnnnns 18

3.5 Materiales para la revision sistematica: ............cccccoeceeeeveenenee. 19
3.6 Metodos de revision sistematica:.........cccocevvevveieeieree e 19
CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUCION........ccccooumunecnn. 20

4.1 Diagramas de flujo PRISMA para Enterobacter Cloacae,

4.3 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter
Cloacae en infecciones intrahospitalarias: ............cccccccoceveerinnne. 25
4.4 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter
Cloacae en alimentos:.............ooooveieieieeeeeeeeee e, 28
4.5 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter
Cloacae en el medio ambiente.............ccocoooeoeeeccccccceeeeee, 28

4.6 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus



[ (1 = AN [ 1= (0 RS 31
4.7 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus
Hirae en el medio ambiente: ... 32

4.8 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus

4.11 Articulos cientificos de resistencia de Pantoea

Agglomerans en enfermedades de tipo ocupacional e

infecciones intrahospitalarias:.............ccccooeviiiiecciccceeeee, 35
4.1.2 LiMIACIONES:......co ittt 36
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES ..., 37
5.1 CONCIUSIONES ..ot 37
5.2 RecomMeNdaCiONES: .........ccooiiiiiiieieee e 37

REFERENCIAS ... 38



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Flujograma prisma para Enterobacter Cloacae. .............ccccuvvevnennnns 21
Figura 2. Flujograma prisma para Enterococcus Hirae. ............cccccuvvvvinnnnnnnnns 22

Figura 3 Flujograma prisma para Pantoea agglomerans. .............cccccvvveennnnns 23



INDICE DE TABLAS

AR L oo 17
AR 2 e 24
A B e 30



1. CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1lIntroduccioén.
En el sur de la ciudad de Quito en varias calles de barrios populares se
expender leche de cabra famosa por sus propiedades curativas desde hace
varios afnos, esta leche es expendida al consumidor directamente de la ubre del
animal al vaso, por lo que no pasa por ningin proceso de pasteurizacion que
garantice al publico que ese alimento no afectara de alguna manera su salud
(Malaver, 2016). Uno de los problemas de salud publica que existen
actualmente es la resistencia generada por el consumo indiscriminado de
antibidticos debido a la automedicacion, asi como la administracion
indiscriminada de antibidticos por parte de veterinarios y productores en el
sector pecuario para tratar infecciones 0 como promotores de crecimiento, ya
que en los productos obtenidos de animales tratados terapéuticamente con
agentes antimicrobianos pueden contener trazas de estos y al ser consumidos
por los seres humanos se incorporan a su organismo a través de la cadena
alimentaria fomentando la aparicibn de microorganismos resistentes en los
consumidores (Grande, Falcon, & Géandara, 2000). Los antibidticos en
producciones animales se utilizan con fines terapéuticos/ profilacticos para
tratar patologias y prevenirlas, también se utilizan como promotores del
crecimiento ya que favorecen a la flora intestinal fomentando el rapido
desarrollo y la obtencién de los productos deseados (Grande, Falcon, Granda,
2000). Las bacterias, por medio de mutaciones genéticas y el paso de
generacion en generacion de la informacion a los genes son capaces de
generar métodos de resistencia a los efectos provocados por los antibidticos en
las bacterias, esto se da cuando las cepas infectantes sobreviven a la
administracion de antibiéticos y logran transmitir la capacidad de supervivencia
y resistir a este tipo de farmacos a la siguiente generacion para lo cual se

necesita una exposicion prolongada a antibioticos y agentes anti microbianos

1.2Problema.
Al no tener identificada la especie de las bacterias obtenidas de la leche de
cabra, no se conoce si en realidad la resistencia presente en ellas es adquirida

por el uso indiscriminado de antibibtico, 0 si es resistencia intrinseca de esa



especie bacteriana, por lo tanto, no se puede afirmar que el consumo de esta

leche perjudique al consumidor generando en él la resistencia a antibiéticos.

La resistencia intrinseca de las bacterias no es capaz de generar resistencia a
antibiéticos en los seres humanos por lo que realmente no podria afectar a la

salud publica.

1.30bjetivos:
1.3.1 Objetivo general:
e Identificar el tipo de resistencia a antibidticos en seis especies
bacterianas presentes en leche cruda de cabra expedida en barrios del
sur de Quito, para determinar si es un riesgo para la salud publica el

consumo de esta leche.

1.3.2 Objetivos especificos:
e Identificar por especie a las Bacterias encontradas en la leche de cabra,
gue presentan resistencia a dos o més tipos de antibiéticos.
e Identificar el tipo de resistencia que tienen las bacterias, intrinseca o
adquirida en base a una revisibn sistematica parcial que permita

determinar un impacto real en la salud del consumidor.

1.4Hipotesis:
e A qué farmacos son resistentes las bacterias aisladas de la leche de

cabra.



2. CAPITULO Ill: MARCO TEORICO

2.1 Resistencia bacteriana.

Desde la década de los afios ochenta, los médicos declararon ganada la
batalla contra las infecciones bacterianas gracias al uso de antimicrobianos, ya
que desde el descubrimiento de la penicilina se llegd a salvar millones de vidas,
pero actualmente se conoce que las infecciones bacterianas son la principal
causa de muertes a nivel mundial, esto esta ocurriendo gracias a la resistencia
que las bacterias han ido adquiriendo por el uso indiscriminado de
antimicrobianos principalmente, volviendo a los agentes infecciosos capaces de
sobrevivir a los antibiéticos y haciendo cada vez mas dificil la batalla contra

estos (Quizhpe Peralta, Encalada Torres, & Sacoto Molina, 2014).

Al poco tiempo de descubrir la penicilina la mayoria de Staphylococcus Aureus
eran sensibles a este nuevo compuesto, en la actualidad menos del 7% lo son,
de igual manera cuando se descubri6 e introdujo las cefalosporinas en el siglo
XX las cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae eran sensibles, en la

actualidad menos del 16% son sensibles (Alos, 2015).

Existen dos factores determinantes en la resistencia bacteriana, las
enfermedades emergentes y reemergentes, lo cual ha provocado la resistencia
de estos patégenos a los antibioticos, por lo cual ganarles a estas
enfermedades se ha vuelto més dificil en los uGltimos afios. El problema de la
resistencia bacteriana se agravado debido a la falta de inversion e interés por
parte de la industria farmacéutica a la investigacion en antibiéticos, teniendo los
mismos mecanismos de accion durante mucho tiempo, esto se debe a la baja
rentabilidad que tiene el investigar los mecanismos de accién de los
antibioticos, a diferencia de farmacos utilizados en enfermedades crénicas
como la diabetes que es mas rentable para las empresas farmacéuticas
(Errecalde, 2004).

La resistencia bacteriana se basa en la seleccion de cepas resistentes que
produzcan cierta cantidad de antibiotico, el antibidtico no induce resistencia, si

no que selecciona en presencia del antimicrobiano, y de estas sobreviviran



aquellas capaces de resistir a concentraciones de antibidtico presente
(Errecalde, 2004).

En una entrevista realizada al profesor Michael Guilligns bidlogo evolutivo de la
universidad de Macquarie en Sidney Australia, realizé una reflexion con vision
critica en la cual expres6 “Nuestra salud depende de las bacterias que habitan
dentro de nosotros y sobre nosotros, lo que tenemos que hacer es aprender a
llevarnos bien con los microorganismos y entender su biologia, su ecologia y su

evoluciéon” (Quishpe, Encalada, Sacoto, Rodas, Mufioz, Calvo, Lara, 2014).

Las bacterias tienen la capacidad de tomar genes del medio ambiente, tomar
fragmentos de ADN de su propia especie, de otras especies bacterianas, de
plantas, animales, virus, integrando estos pedazos de ADN a sus cromosomas,
y en el momento que se divide en dos bacterias exactamente iguales transmite

su informacion historica a la generacion siguiente (Alés, 2015).

La resistencia bacteriana constituye un problema multicausal, y se debe
impulsar mas la investigacion de esta, para de esta manera contar con fuentes
de informacién primaria constantes, y formar estrategias que ayuden a mitigar
el problema para la salud publica que representa la resistencia a los
antimicrobianos, tener guias de practica clinica, asi como realizar vigilancia

farmacoldgica (Errecalde, 2004).

Uno de los criterios propuestos por el doctor Edgar Mori es la utilizacion de
fuentes de informacién en publicaciones como de ensayos clinicos, casos de
estudio, metaandlisis y estudios de corte que haran factible los mas
reconocidos grados de informacion y de esta manera decidir el mejor
tratamiento utilizando antimicrobianos en un periodo adecuado para evitar
generar resistencia (Quishpe, Encalada, Sacoto, Rodas, Mufioz, Calvo, Lara,
2014).

2.2 Resistenciaintrinseca.
Tipo de resistencia presente en ciertas especies de bacterias hacia una familia
especifica de antibidticos, este tipo de resistencia existente desde hace

millones de afios, de muestras obtenidas en bacterias presentes en glaciares.



La resistencia antibidtica puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia
intrinseca es propia de cada familia o grupo bacteriano. Por ejemplo, todos los
gérmenes Gram negativos son resistentes a la vancomicina (Quizhpe Peralta et
al., 2014).

Las bacterias pueden poseer lo que se denomina una resistencia intrinseca, es
decir un mecanismo propio que permite resistir al efecto de un medicamento
como resultado de una caracteristica estructural o funcional propia del
microorganismo. En este sentido, se han realizado mdltiples estudios cientificos
para identificar los genes responsables de esta resistencia interna de la

bacteria.

2.2.1 Importancia de laresistencia intrinseca para la salud.

Gracias a conocer la resistencia intrinseca es posible definir nuevas
combinaciones de medicamentos capaces de inhibir los mecanismos
moleculares internos o favorecer la actividad de otros antibioticos, asi como
crear nuevos farmacos con un mayor efecto contra organismos intrinsecamente
resistentes, quiere decir que se puede crear tratamientos favorables contra
bacterias con antibiéticos que no posea resistencia intrinseca (Vignoli & Seija,
2000).

2.3 Resistencia adquirida.

Resistencia de tipo variable adquirida por una cepa de una especie bacteriana,
este tipo de resistencia es la responsable de los fracasos terapéuticos ,por
ejemplo existen diversas cepas de e. colie y resistentes a la ampicilina y

penicilina (Vignoli & Seija, 2000).

2.3.1 Genética de laresistencia.

Las cepas bacterianas son capaces de adquirir resistencia a antibidticos
mediante mutacion o transferencia de material genético de especies
bacterianas relacionadas, estos genes de resistencia pueden estar codificados

en los pldsmidos, y como se mencioné anteriormente estan involucrados en



fallas terapéuticas, teniendo implicaciones epidemiolégicas (Nestor Oscar
Stanchi & Gentilini Elida, 2010).

2.3.1.1 Mutaciones.

Son cambios en la secuencia de bases de ADN, los cuales son heredables,
pueden ser cambios espontdneos o inducidos como: sustituciones,
supresiones, inserciones y reordenamiento de bases (Nestor Oscar Stanchi &
Gentilini Elida, 2010).

e Mutaciones por delecién o insercion: este tipo de mutacion esta dada por
mecanismos de transposicién, pueden alterar el nUmero de pares de
bases e introducir alteraciones importantes en el genoma, si se cambia
una purina por otra adenina por guanina o una pirimidina por otra timina
por citosina se habla de una mutacion por transicion, si la mutacion Inter
convierten una purina por una pirimidina se habla de una mutacion por
transversion (Nestor Oscar Stanchi & Gentilini Elida, 2010).

e Mutaciones espontaneas: la probabilidad de este tipo de mutaciones es
muy baja, se puede producir por errores de replicacion o sustitucion
como consecuencia del apareamiento errbneo entre bases
complementarias durante la replicacion (Nestor Oscar Stanchi & Gentilini
Elida, 2010).

e Mutaciones inducidas: se dan por influencia de agentes fisicos o
guimicos. como radiacion ultravioleta, rayos X, calor, agentes alquilantes
como sulfonato de etileno y nitroso guanidina (Nestor Oscar Stanchi &
Gentilini Elida, 2010).

2.4 Cbmo gana la bacteria la resistencia a los antibidticos.

Actualmente la resistencia a los antibioticos se ha perfeccionado por la forma
de transmision de la resistencia de una bacteria a otra, debido a que existen
pacientes con enfermedades crbénicas y requieren continuamente
antimicrobianos, mayor cantidad de pacientes inmunosuprimidos, viajes y con
ello exportacion de enfermedades a distintas partes del mundo, y la higiene
hospitalaria muy pobre, estos factores han aumentado la prevalencia e

incidencia de pacientes con resistencia a antibidticos y de medio ambientes



favorables para la mutacion y aumento de la resistencia en estos

microorganismos (Nestor Oscar Stanchi & Gentilini Elida, 2010).

Las bacterias han evolucionado por presiones selectivas provocadas por los
antibiéticos, lo que significa que tras un tratamiento con antibidticos se eliminan
aguellas bacterias susceptibles, y aquellas resistentes naturalmente comienzan
a replicarse creando bacterias con resistencia al antibiotico con el que fue
realizado el tratamiento previo, con lo cual el paciente requerira un farmaco
mas potente y con ello existe el riesgo de generar una resistencia mas fuerte.

(Quishpe, Encalada, Sacoto, Rodas, Mufioz, Calvo, Lara, 2014).

Existen genes de reservorio en el medio ambiente de los genes de resistencia
a bacterias que infectan a los humanos y animales, gran cantidad de bacterias
son capaces de usar antibiéticos como Unica fuente de carbono lo que quiere
decir que existe un gran reservorio de genes de resistencia a antibiéticos, las
mutaciones y el intercambio de genes son la principal causa de generar
resistencia en las bacterias, esto también depende del tipo de antibidtico al que
se encuentre expuesta. Existen bacterias hipermutadoras las cuales tienen un
sistema de reparacion de ADN deficiente, los genes de resistencia
denominados resistomas pueden pasar por mecanismos de transferencia
genética como conjugacion, transformacion y transduccidn a bacterias
comensales patogenas de seres humanos a animales (Nestor Oscar Stanchi &
Gentilini Elida, 2010).

Clones virulentos responsables de infecciones mas fuertes suelen ser mas
transmisibles por lo que probablemente se encuentren mas tiempo expuestos a

antibidticos de diversos tipos generando resistencia a ellos (Algs, 2015).

¢ Resistencia Cromosémica: da lugar a cambios estructurales los cuales
son graduales, se da por mutaciones que son errores en el momento de
la replicacion del ADN, generando cambios profundos en el nivel de

resistencia, se requiere una mutacién a nivel del gen que codifica la



produccion de la enzima girasa de ADN que ayuda en el proceso de
transcripcion de ADN, existen bacterias que en una primera mutacion
generan una resistencia baja a antibioticos por lo que necesita de una
segunda mutacion para generar una resistencia mas alta como es caso
del Campylobacter (Errecalde, 2004).

¢ Resistencias Transferibles: La bacteria obtiene informacion genética que
fue codificada de una bacteria anterior resistente, el material genético
pudo provenir de microorganismos resistentes naturalmente o de
bacterias productoras de antibiéticos por medio de mecanismos de
“piking up” y recombinacion de genes, es muy frecuente la transferencia
horizontal entre diferentes géneros bacterianos, el aparato
gastrointestinal de animales y del ser humano ha sido considerado como
lugar de eleccién de transferencia de genes de resistencia para las
bacterias, de igual manera el medio ambiente se presta para la
replicacion bacteriana y transferencia de resistencia a antibioticos,
principalmente en zonas de descargas de materia fecal donde animales
0 personas puedan eliminar antibiéticos por medio de las heces
(Errecalde,2004).

Existen factores considerados en la diseminacion exitosa de clones resistentes

en humanos y animales como:

e Capacidad bacteriana de sobrevivir y competir con otros clones en el
mismo nicho.

e Capacidad de adaptarse a diversos medios ambientes incluyendo
factores fisicos y quimicos.

e Capacidad de infectar a diversas especies animales, incluyendo el ser
humanao.

e Habilidad para superar el sistema inmunoldgico del hospedador.

e Mal manejo de explotaciones animales como el traslado de estos y el
manejo de desechos.

e Antibidticos utilizados de manera inadecuada, no se utilizan con un

correcto fin.
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24.2

Mecanismos de transferencia de resistencia.

Plasmidos: Porciones circulares de ADN extra cromosomico codificado
para la resistencia de un antibiético especifico, codifican caracteristicas
que mejoran la supervivencia bacteriana, caracteristica que puede ser
transferida entre bacterias de diferente género, tienen capacidad de
autorreplicarse.

Transposones: Cadenas cortas de ADN que saltan de cromosoma a
plasmido en uno u otro sentido, entre pladsmidos o bacteriéfagos, se
integran facilmente a cadenas de ADN diferentes a el original, estos
deben mantenerse dentro de una estructura replicable para poder
replicarse, existe una peligrosa probabilidad de que puedan codificar
resistencia a diversas drogas dentro de un plasmido, y por transferencia
puede generar bacterias multirresistentes a diversos antibidticos.
Integrones y casetes genéticos: Poseen mecanismo similar a los
transposones, se combinan en un sitio especifico y codifican resistencia
para un solo tipo de antibiético, el denominado casete es un elemento

que incluye un gen y un sitio recombinante

Mecanismos de resistencia a los antibidticos que actuan sobre la

pared bacteriana.

La pared bacteriana tiene como principal funcién proteger a la bacteria del

cambio de un ambiente a otro permitiendo a la bacteria sobrevivir a varias

condiciones de osmolaridad, esta funcidon es gracias al peptidoglicano que

envuelve a la bacteria ofreciendo rigidez y estabilidad, la composicion de la

pared bacteriana de peptidoglicano brinda proteccion a la bacteria en el cambio

de presiones osmoticas y a su vez de la accion de antibioticos (Vignoli & Seija,

2000).

Noventa muestras de leche de cabra, de las cuales quince dieron positivas a

trazas de antibidticos a betalactamicos y una a tetraciclinas (Lopez, E. Quito &
Tiras, 2018).
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2.5 Mecanismos de resistencia a betalactamicos.

e Trastornos de la permeabilidad: Mecanismo que no promueve altos
niveles de resistencia, mecanismo que corresponde a la disminucion de
porinas, es importante en conjuncion con distintos tipos de
betalactamasas.

e Alteracion del sitio blanco: La informacion genética se encuentra
codificada en el genoma bacteriano, sin embargo elementos que regulan
la expresion de esos genes se pueden codificar en plasmidos, se puede
producir una betalactamasa PBP que presente menor afinidad por los
antibiodticos, un gen que codifigue PBP distinta a la original, por ejemplo:
S. Aureus meticilino resistente en la cual la expresiéon del gen mecA
produce una PBP alterna PBP2’ menos a fin a la totalidad de
betalactamicos, quiere decir que el gen mecA genera resistencia a la
totalidad de betalactdmicos, este proceso es mediado por pladsmidos, los
cuales generan genes parche constituidos por informacion preexistente
e informacion adquirida generando resistencia a antibiéticos como la
penicilina (Vignoli & Seija, 2000).

e Hidrolisis Enzimética: Es la inactivacion de los betalactamicos como
consecuencias de la accion de enzimas, es el mecanismo principal de
resistencia a betalactamicos, enzimas que destruyen por hidrolisis

penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes (Vignoli & Seija, 2000).

2.6  Resistencia bacteriana en medicina veterinaria.

Asi como en la medicina humana, en la medicina veterinaria se utilizan
antimicrobianos para el tratamiento de enfermedades infecciosas, también
existen otras maneras de uso de este tipo de farmacos como metafilaxia que
implica a cierto grupo de especies animales para evitar el brote de una
enfermedad, otra forma de utilizarlos es la profilaxis para prevenir el brote de
una enfermedad sea en un grupo de animales o en un individuo, y la utilizacion
de farmacos en dosis sub terapéuticas con la finalidad de promover el
crecimiento. Cuando se utiliza correctamente los antibiéticos en medicina
veterinaria no tienen por qué presentar resistencia a antibiéticos, por el

contrario estas resistencias aparecen cuando las concentraciones de
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antibiéticos utilizadas no son las adecuadas y se abusa del uso de estos, de
igual manera cuando el manejo de los desechos que contienen alta cantidad de
antibiotico no son manejadas correctamente y llegan al medio ambiente, o peor
aun son distribuidas para el consumo humano en los productos de origen
animal como es el caso de la leche lo cual genera un gran problema para la
salud publica (Errecalde, 2004).

2.7 Resistencia bacteriana en salud publica.

La resistencia a los antibidticos en la salud humana se da principalmente por
prescripciones incorrectas, ya que muchas veces por sintomatologia
respiratoria 0 gastrointestinal se prescribe antibiéticos sin ser realmente
necesario, de esta manera generando la resistencia, de igual manera en
diversos centros hospitalarios del mundo se ha observado que existen
bacterias en el medio ambiente con capacidad multirresistente convirtiéndolas
en microorganismos muy peligrosos para la salud, existe un baja probabilidad
gue la resistencia a antimicrobianos sea adquirida por el consumo de productos
de origen animal para las personas que habitan grandes metropolis, por el
contrario las personas que habitan zonas rurales son las que tienen mayor
probabilidad de adquirir este tipo de resistencias ya que consumen productos
sin un tipo de procesamiento o pasteurizacion que garantice su calidad
(Errecalde, 2004).

2.8 Métodos de identificacion de resistencia bacteriana.

2.8.1 Método Kirby- Bauer:

Método mas sencillo y rapido que se encuentra en el mercado, consta de
discos que contienen una concentracién predeterminada que permita una
correlacion mas o menos precisa en disco con concentracion minima inhibitoria
de dicho antibidtico, estos discos deben mantenerse secos y a una temperatura
de -20 grados centigrados, para su utilizacion se debe esperar que alcancen la
temperatura ambiente, y de esta manera garantizar los resultados del
antibiograma, es necesario utilizar cepas de control universal que tienen un
patron de sensibilidad conocido frente a antimicrobianos, para cada tipo de

bacteria gram positiva 0 gram negativa se deben utilizar discos especificos y en
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ellos probar antibiéticos que se conozca que no exista resistencia (Bernal R. &
Guzman, 1984).

2.8.2 Método de difusion:

Método utilizado para determinar la sensibilidad frente a antibiéticos, se utiliza
una base de agar Mueller-Hinton en la parte mas externa del disco, este agar
proporciona el medio adecuado para el crecimiento de la cepa bacteriana, en el
centro del disco se coloca el antibidtico del cual se desea conocer si existe
resistencia dependiendo si crece o no la cepa bacteriana (Fernandez, Garcia,
Séenz, Valdezate, 2010).

2.8.3 Meétodo de micro dilucion en caldo:

Este método se realiza cuando no se puede predecir a partir de su
identificacion, de esta manera medir la actividad de un antimicrobiano frente a
un cultivo bacteriano, se realiza en placas con caldo o agar en el cual se
agregan antibiéticos en distintas concentraciones, en este se inocula la bacteria
que se desea estudiar a 35 grados centigrados y determinar la concentracion
inhibitoria minima (Malbran, 2012).

2.8.4 Meétodo Agar dilucion:

Prueba que sirve para para determinar la concentracion inhibitoria minima de
antibiético después del crecimiento de la cepa bacteriana deseada, se realiza
utilizando un plato de micropozos realizando de 8 a 10 diluciones en caldo, a
estas se les inocula la bacteria, se realiza en tubos de vidrio con agar Mueller-

Hinton utilizando concentraciones decrecientes del antibiotico (Malbran, 2012).

29 Géneros bacterianos contaminantes de la leche de cabra.

2.9.1 Generalidades del género Staphylococcus coagulasa negativo.

Coco Gram positivo que habitan la piel y mucosas sanas del ser humano,
siento la especie Staphylococcus epidermis causante de infecciones de piel
intra hospitalaria siento el personal médico y en ocasiones pacientes los mas
afectados, esta especie bacteriana se caracteriza por tener un 90% de
resistencia a la meticilina, este género bacteriano también suele ser

comensales inofensivos por lo que no afecta la vida del ser humano , otras
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especies de este género pueden llegar a ser muy patdégenas y peligrosas por la
resistencia a antibiéticos que han ido adquiriendo a través de los afos.

2.9.2 Generalidades del género Streptococcus spp:

Bacterias esféricas gram positivas que forman cadenas durante su
multiplicacion, catalasa negativa, pueden producir hemdlisis de eritrocitos,
suelen ser parte de la microbiota normal del ser humano y animales, también
suele estar presente en el medio ambiente, esta bacteria es causante de
graves enfermedades en seres humanos por su sensibilizacion a ellos y por la
resistencia a los antibiéticos que pueden llegar a presentar haciendo su

tratamiento mas dificil (Rodriguez, 2001).

Bacterias anaerobias facultativas, tienen capacidad de reducir los nitratos a
nitritos, no licuan el alginato, su crecimiento no es favorecido por la presencia
de NaCl, moviles ya que poseen flagelos peritricos, no forman esporas (Puerta-
Garcia & Mateos-Rodriguez, 2010).

2.9.3 Generalidades de Enterobacter Cloacae:

Bacteria que se suele encontrar en la naturaleza, bacilo gram negativo, oxidasa
negativa, catalasa positiva, puede ser patdégena, produce infecciones
intrahospitalarias, es  multirresistente a  antibiéticos  principalmente
betalactamicos, esta bacteria se encuentra en la microbiota normal del aparato
digestivo de los seres humano y animales, causa infecciones en pacientes
inmunocomprometidos tanto de aparato gastrointestinal como en aparato
urinario o incluso en heridas post quirdrgicas (Puerta-Garcia & Mateos-
Rodriguez, 2010).

2.9.3.1 Metodos de identificacion de género y especie.
La identificacion se realiza mediante una prueba bioquimica individual

utilizando el reactivo de Nessler que consiste:

e Disolver 0,5 g de yoduro de potasio en 5 ml de agua destilada sin
amoniaco.
e Se agrega una solucion fria de cloruro de mercurio y agitar hasta formar

un precipitado.
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e Se agrega 40 ml de NaOH 9 N.

e Diluir con 100 ml de agua destilada.

e Luego de 24 horas de debe formar un precipitado en el fondo, se debe
proteger de la luz en un envase ambar.

e Se detecta la produccion de NH3 y la destruccion de L-arginina.

e Se coloca una porcién de cultivo en L- arginina y agua destilada libre de
amoniaco.

e Se coloca una gota del reactivo Nessler.

e Un color castafo se interpreta que la degradacion de la arginina ocurrio
por el sistema arginina di hidrolasa

e Arginina positiva indica que el cultivo bacteriano es de Enterobacter
Cloacae (Mac Faddin, Rondinone, & Giovanniello, 2003).

2.9.4 Generalidades de Enterococcus hirae:

Bacteria que indica la eficiencia de la inocuidad de los alimentos procesados ya
que tiene la capacidad de sobrevivir a los mismos, es indicativo de presencia
de material fecal en fuentes de agua, es una bacteria gram positiva presente en
el aparato digestivo del ser humano y animales, también se las pueden
encontrar en el aparato genitourinario, se han reportado diversas patologias
que pueden ser causadas por este microorganismo como endocarditis,
bacteriemias de tracto urinario, son causantes del 10% de enfermedades
adquiridas en hospitales, esta bacteria tiene la capacidad de sobrevivir a la
presencia de acidos biliares y detergentes por lo que una inadecuada
desinfeccidn principalmente en casas de salud seria la causa de infecciones en
pacientes de este microorganismo por instrumental contaminado o por personal
infectado con esta bacteria, su peligro también radica en la resistencia que ha
logrado generar esta bacteria a cefalosporinas y penicilinas (Pérez, Martinez, &
Zhurbenko, 2010).

2.9.5 Generalidades de género Pantoea spp:
Se han descrito tres especies del género Pantoea las cuales se han encontrado

en el organismo del ser humano, animales, y en el medio ambiente como en
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plantas, el agua y el suelo. Las principales patologias descritas por este género
bacteriano se han dado principalmente por infecciones hospitalarias como
artritis, sinovitis, osteomielitis e incluso peritonitis, también se han descrito
infecciones por este género en tejido blando por heridas penetrantes con
objetos cortopunzantes presentes en la naturaleza como en el suelo o agua
contaminadas, son bacilos gram negativos, catalasa positivo, oxidasa negativo,
fermentan glucosa con produccion de gas, Voger Proskauer positivo, indol

negativo, producen SH2 (Lopardo, 2011).

2.9.6 Generalidades de Pantoea agglomerans:

Bacilo gram negativo, Enterobacteria aislada del medio ambiente, también se
ha encontrado en desechos fecales de seres humanos y animales, es causante
de infecciones hospitalarias principalmente en wunidades neonatales
provocando artritis séptica, meningitis neonatal, etc. tiene la capacidad de
crecer en medios ricos en glucosa por lo que puede ingresar por via
intravenosa por medio de sueros (Sanchez, Gutiérrez, Padilla, & Suarez,
2015).

2.9.6.1 Métodos de identificacién de género y especie:

Bacteria dificil de identificar con métodos comerciales o bioquimicos, pruebas
negativas de lisina, arginina, ornitina, y coloracion amarillenta puede llevar a
pensar que se trata de una P. Agglomerans. Todas las P. Agglomerans
presentan resistencia a fosfomicina y las otras son sensibles, por lo que la
prueba realizada por el método de difusion ayuda con una identificacion mas
acertada, también se puede realizar la identificacion por medio de métodos
moleculares realizando un analisis secuencial de los genes gyrB, rpoB, ataD,
infB (Lopardo, 2010).

3. Método para realizar la revision sistemética: PRISMA

Se trata de una serie de elementos que ayudan a la elaboracidon de revisiones
sistematicas y metaanalisis, pretendiendo ayudar a los autores a elaborarlos,
PRISMA ayuda a la valoracién critica de revisiones sistematicas, pero no

evalla la calidad de estas (Hutton, Catala-Lopez, & Moher, 2016)
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PRISMA esta compuesto por de una lista de verificacion que consta de 27
elementos y de un diagrama de flujo compuesto por 4 niveles para el descarte
de articulos cientificos, este documento se encuentra en cambios continuos a

medida que aparecen nuevos datos (Hutton et al., 2016).
4. Factor de impacto por medio de la pagina Bioxbio:

El factor de impacto es la medida del nimero de veces que se cita un articulo
publicado en una revista y de esta manera evaluar la importancia relativa de
cada una de estas citas por los articulos que publica (“factor-de-impacto-de-

revistas-cientificas @ www.uchile.cl,” n.d.).

El factor de impacto se calcula considerando los articulos publicados en los
ultimos dos afos dividiendo el total de citas recibidas por dichos articulos y por
el total de articulos publicados, si el resultado es menor a 1 el factor de impacto
es muy bajo por lo que los articulos publicados en esa revista pierden

relevancia (“factor-de-impacto-de-revistas-cientificas @ www.uchile.cl,” n.d.)
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3. CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

La estudiante Estefany Lépez identifico siete géneros bacterianos de un total
de 90 muestras tomadas de distintas zonas del sur de Quito en donde se
expende la leche de cabra directamente al consumidor, de igual manera logré
identificar trazas de varios grupos de antibidticos que no dafiaban las bacterias
presentes en la leche de cabra ya que presentaban resistencia a estos
compuestos antimicrobianos, los cuales podian llegar a ser perjudiciales para el
consumo de las personas, en el estudio realizado previamente se analizaron
noventa muestras de leche de cabra, de las cuales quince dieron positivas a
trazas de antibiéticos a betalactamicos y una a tetraciclinas.

Para realizar el presente estudio se realiz6 la recoleccion de los cultivos
bacterianos obtenidos en el estudio anterior para realizar la identificacién de la
especie de estas bacterias y de esta manera lograr determinar si la resistencia
que presentaron a las trazas de antibidticos era intrinseca o adquirida, para

esto fue necesario enviar las muestras a un laboratorio especializado.

3.1 Poblaciéon y muestra:
Tabla 1

Poblacién de bacterias identificadas para la elaboracién de este estudio.

CODIGO|GENERO ESPECIE

E67 Pantoea spp Pantoea (Entero.) agglomerans
E70 Pantoea spp Pantoea (Entero.) agglomerans
E74 Staphylococcus coagulasa negativo|Enterobacter cloacae

E76 Staphylococcus coagulasa negativo|Enterobacter cloacae

E78 Streptococcus spp. Enterooccus hirae

E84 Streptococcus spp. Enterococcus hirae
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3.2 Tipo de estudio y variables:

e Estudio descriptivo
e Variables: las bacterias identificadas presentan resistencia intrinseca o

adquirida para el desarrollo del presente estudio.

3.3 Materiales de laboratorio:

e Bacterias anterior mente aisladas: Enterobacterias, Staphylococcus,
Pantoea.

34 Métodos de laboratorio:

3.4.1 Método sistema automatizado Vitek2:

Sistema de identificacion y determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana,
utilizado principalmente en bacterias aisladas de agua y alimentos, este
sistema tiene la capacidad de identificar la especie bacteriana, asi como la
sensibilidad en un periodo corto de tiempo de 2 a 7 horas, a diferencia de los
métodos tradicionales que toman un periodo de 12 a 24 horas (Romeu et al.,
2010) La identificacibn se basa en la inoculacion de una suspension de
microorganismos en tarjetas con determinados paneles de reacciones
bioquimicas (Romeu et al., 2010). La sensibilidad antimicrobiana se identifica
de una forma similar con tarjetas que contienen diluciones estandarizadas de

distintos antibi6ticos (Romeu et al., 2010).

3.4.1.1 Procedimiento del sistema automatizado Vitek2:

e Se toma una porcion de cultivo fresco que se suspende en 1.8 ml de
suero estéril para obtener una concentracion correspondiente a 1 en la
escala de Mac Farland para lo cual se utilizd un nefelometro.

e Se hidratan los pozos con 100 ul de la suspension de microorganismo,
incubandolos a 37 grados centigrados.

e Se prueba la sensibilidad o resistencia con distintos antibibticos
deseados (Romeu et al., 2010).



19

3.5 Materiales para la revision sistemética:
Articulos cientificos y fuentes bibliogréficas elegidos por medio del sistema
PRISMA, para realizar una revision sistematica de la resistencia de cada

bacteria identificada su especie, utilizando palabras clave.

3.6 Métodos de revision sistemética:

e Mediante el uso de fuentes documentales como PubMed o Science
direct, y el uso de palabras clave para buscar articulos cientificos
relevantes para este estudio.

e Se eliminaran aquellos articulos duplicados entre ambas fuentes
documentales, aquellos que no sean de libre acceso, aquellos que
tengan una antigliedad mayor a cinco afos, y los articulos provenientes
de revistas con bajo factor de impacto lo cual se comprobara en la
pagina Bioxbio.

e Por cada bacteria a estudiar se espera tener un promedio de 20 a 25

articulos cientificos relevantes para realizar una adecuada discusion.
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4. CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUCION

Los resultados obtenidos en el estudio realizado anteriormente por la
estudiante Estefany Lépez se obtuvieron de un total de 90 recolectadas en un
periodo de cuatro semanas en el sur de Quito, las cuales fueron analizadas en
el laboratorio de bacteriologia de la facultad de medicina veterinaria y zootecnia
de la universidad central del Ecuador, mediante tiras reactivas, se determiné
que 15 de las muestras dieron positivo a betalactamicos, y una de ellas a

tetraciclinas.

Para el presen estudio se tomaron en cuenta seis bacterias identificadas el
género mas no la especie, las cuales mostraban resistencia a farmacos
betalactamicos y tetraciclinas de las cuales se identificd la especie, sensibilidad
y resistencia a antibioticos mediante el sistema automatizado Vitek2, dando
como resultado dos Enterococcus Hirae, dos Enterobacter Cloacae y dos

Pantoea Agglomerans.
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4.1 Diagramas de flujo PRISMA para Enterobacter Cloacae, Enterococcus
Hirae, Pantoea Agglomerans:
PRISMA 2009 Flow Diagram

ENTEROBACTER CLOACAE:

Articulos cientificos encontrados en
Pubmed, con terminologia.
{n=1509)

Articulos cientificos encontrados en
Science Direct,
(n=2)
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(n=1509)
g
f: |
4 Registries seleccionados Registros excluldos por afo
(n=185) [T,  depubicacidn, acceso
— resuingido
(n=1324)
() 3
Articulos de texto completos Articulos de texto excuidos
g evaluados para elegibiidsd,  ——_ o revistas con bajo Impacto.
g (n=90) (n =66)
w
4
) Estudios incluidos en
sintesis cualitativa
) [n=29)
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Figura 1. Flujograma prisma para Enterobacter Cloacae.

Adaptado de: diagrama de flujo PRISMA 20009.
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ENTEROCOCCUS HIRAE:
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é Articulos cientificos encontrados en Articulos cientificos encontrados en
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s Registros después de eliminar duplicados
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Registros excluidos por afo de

Registros seleccionados.
| publicacidn, acceso restringido
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Articulos de texto excluidos
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Figura 2. Flujograma prisma para Enterococcus Hirae.

Adaptado de diagrama de flujo PRISMA 2009.
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PANTOEA AGGLOMERANS:
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Figura 3 Flujograma prisma para Pantoea agglomerans.

Adaptado dediagrama de flujo PRISMA 2009.
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Tabla 2

Resultados del tipo de resistencia en la bacteria Enterobacter cloacae.

BACTERIA ANTIBIOTICO TIPO DE
RESISTENCIA

ENTEROBACTER | Ampicilina/ R
CLOACAE Sulbactam

Fiperacilina/ 5
Tazobactam

3

Cefoxitina
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefepima
Doripenem
Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Amicacina
Gentamicina

Ciprofloxacino

[ BV B s R T T B 2 T ¥ B ¥ B ¢ N )

Tigeciclina

Colistina S

5= Sensible R= Resistente
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En el presente estudio realizado en leche de cabra, considerada como un
alimento con propiedades curativas se encontré bacterias de género y especie
Enterobacter Cloacae, al realizar la prueba de resistencia a antibidticos se
determind que de 15 antibiéticos se mostré sensibilidad a 13 de ellos, y
resistencia a 2. El tipo de resistencia era intrinseca por lo que en teoria no

representa un riesgo para la salud publica.
4.2 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter Cloacae en
explotaciones animales:

En un estudio realizado en la facultad de ciencias médicas de la universidad de
Balaman del Libano, se tomaron muestras de heces fecales de granjas
avicolas, obteniendo 981 hisopos con muestras fecales provenientes de 49
granjas, de las cuales se identific6 de mayor a menor proporcién: E. Coli,
Klebsiella Pneumoniae, Proteus Mirabilis, y Enterobacter Cloacae
betalactamasa tipo TEM, lo que indica que presentan resistencia a antibiéticos
betalactamicos (Dandachi et al., 2018). De igual manera en un estudio
realizado en Argelia en aves de corral de engorde y ponedoras se encontraron
especies de enterobacterias resistentes a quinolonas siendo este un farmaco
de uso recurrente como profilactico en este tipo de granjas (Benameur et al.,
2018).

4.3 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter Cloacae en
infecciones intrahospitalarias:

En el hospital universitario de la ciudad de Sao Paulo se identificaron bacterias
del género Enterobacter ya que estos son los responsables de las infecciones
intra hospitalarias con resistencia a los tratamientos antibidticos con
betalactamicos y metales pesados, segun (Knapp, 2018) el género
Enterobacter con el paso de los aflos ha generado resistencia a ciertos metales
utilizados para tratar infecciones superficiales, esto gracias a mutaciones dadas
por su prolongada exposicién a los mismos dentro de los hospitales como el
nitrato de plata (Knapp et al.,, 2018). Se ha descrito que la bacteria

Enterobacter Cloacae posee capacidad de multi resistencia a varios
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compuestos antimicrobianos como betalactamicos, cefalosporinas, imipenem,
fluoroquinonas, lo que se asemeja con el presente estudio, segun (Mishra,
2018) se esta experimentando con un compuesto nuevo con la capacidad de
eliminar esta bacteria multirresistente se trata de nanoparticulas de plata con
cubierta de polisacéarido, pero como se leyo en el articulo (Knapp, 2018) estas
bacterias si pueden generar resistencia a metales como la plata, asi que se
debe esperar resultados nuevos y verificar la eficacia de este compuesto y que
Nno se genere una resistencia superior a la que ya posee (Mishra, Kumar, Majhi,
Goswami, & Goswami, 2018). En otro estudio realizado en la ciudad de
Shandong en la republica de China en tres hospitales la bacteria Enterobacter
Cloacae ha adquirido resistencia al carbapenem por tratamientos incompletos y
su exposicion a lo largo de los afios, tomando muestras de infecciones
urogenitales, quemaduras, infecciones respiratorias, etc. se encontré que la
causante de estas infecciones fue la bacteria Enterobacter Cloacae y
Kleibsiella Pneumoniae multirresistentes a betalactdmicos y carbapenem
siendo este Ultimo el antibidtico utilizado para cepas resistentes a
betalactdmicos, teniendo un grave problema para la salud puablica ya que se ha
vuelto mucho mas dificil controlar las infecciones causadas por esta bacteria
aumentando la recurrencia de infecciones (Pang, Jia, Zhao, & Zhang, 2018). Al
igual que en un centro de quemaduras en Estados Unidos se aislo
Enterobacter Cloacae y Kleibsiella Pneumoniae resistentes a carbapenemes lo
cual resulté en una gran contaminacion a los pacientes hospitalizados llevando
a la muerte a un gran numero de ellos, controlar estas bacterias en el centro de
guemados llevd cuatro afios tomando medidas estrictas de limpieza y
desinfeccidn, incluso llegando a prescindir de parte del personal (Kanamori et
al., 2016). Se ha generado un tratamiento alternativo a base de colistina para
tratar infecciones provocadas por Enterobacter Cloacae , pero ha surgido un
cepa multirresistente a la colistina volviendo mas dificil los tratamientos para
dichas infecciones (Napier, Band, Burd, & Weiss, 2014). En un estudio
realizado en un hospital universitario en Shangai, China el Enterobacter
Cloacae es considerado un patégeno importante ya que causa infecciones del

torrente sanguineo, y por su capacidad a ser multirresistente a cefotaxima,



27

ceftazidima, aztreonam, piperacilina, tetraciclina, y trimetoprima-
sulfametoxazol, por lo que se requirié una vigilancia activa, prevencion y control
de este agente patogeno (Wang et al., 2017). En la ciudad de Curitiba en el sur
de Brasil en la unidad de trasplantes hepéticos se logré aislar Enterobacter
Cloacae de hemocultivos, la cual de igual manera presentd resistencia a
cefepina, ertapenem, imipenem, meropenem, lo que ha causado infecciones en
pacientes que han recibido un trasplante (Correa Fehlberg et al., 2014) De igual
manera en Lisboa -Portugal se aisld esta bacteria de una paciente con
problemas renales e infecciones recurrentes, al realizar las pruebas de
sensibilidad se determiné resistencia para penicilinas, ertapenem, meropenem
y gentamicina (Manageiro, Ferreira, Pinto, & Canica, 2014). En otro estudio
realizado en Estados Unidos en pacientes de la administracién de salud de los
veteranos de guerra entre los afios 2006 y 2015 donde se analizé la tendencia
de Enterobacter Cloacae con multi resistencias a antibidéticos como
betalactamicos y carbapenem (Wilson BM, ElI Chakhtoura NG, Patel S, Saade
E, Donskey CJ, Bonomo RA, 2017). En un estudio realizado entre el afio 2008
al 2012 en pacientes con infeccion por Enterobacter Cloacae se probo el uso
de cefepina como alternativa terapéutica resultado ineficaz en ciertas cepas en
las que se tuvo que utilizar carbapenem lo que indica que en enterobacterias
gue presentan multiresistencia este farmaco no es el adecuado y se tendra que
utilizar uno mas potente como es el carbapenem (Lee et al., 2015). En otro
estudio se han descrito infecciones intra hospitalarias en Europa en Francia, es
una bacteria versatil con capacidad de responder al estrés medio ambiental
gue esté sometida (Davin-Regli & Pagés, 2015). Esta bacteria genera para el
mundo un problema importante para la salud publica debido a las resistencias e
infecciones recurrentes principalmente en hospitales y el medio ambiente
contaminando alimentos como ocurrié en pacientes de la unidad médica de
Bhubaneswar, India en pacientes que presentaron infecciones de tracto urinario
por Enterobacter Cloacae complicando el tratamiento (Mishra et al., 2018). La
contaminacion en ambientes hospitalarios por esta bacteria cada dia es mas
preocupante, en un hospital en la India esta bacteria logré migrar al area de

cuidados neonatales infectando a los recién nacidos, se comprobdé que
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Enterobacter Cloacae presentd resistencia a carbapenemas (Ahmad, Khalid,
2018).

4.4 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter Cloacae en
alimentos:

En un estudio realizado en mariscos importados desde el continente asiatico
hacia Canada se logr6é aislar bacterias del género Enterobacter con multi
resistencia a antibioticos incluso a carbapenem, como ya se discutié en los
articulos anteriores este es un antibiético mucho mas fuerte y de altimo recurso
utilizado para bacterias que presentan multi resistencia como en el caso del
género Enterobacter, lo que indica que por medio de alimentos se esta
poniendo en riesgo a la salud publica por la importacion y exportacion de

agentes patdgenos resistentes a antibioticos (Janecko et al., 2016).
4.5 Articulos cientificos de resistencia del Enterobacter Cloacae en el
medio ambiente

Enterobacter Cloacae encuentra en el medio ambiente y en él también puede
generar resistencias como es el caso de las fabricas de bioetanol a partir de
puré de maiz en Estados Unidos de donde fue aislada esta bacteria, la
maquinaria utilizada para la produccién de bioetanol se ha visto infectada con
esta bacteria que compite con las levaduras por los azlcares y nutrientes
disponibles dando como resultado a una proliferacion bacteriana y bioetanol
contaminado, por lo que se utilizan antibiéticos profilacticos en la maquinaria
utilizada como ampicilina, eritromicina y streptogramina, esto ha resultado muy
perjudicial ya que ha generado multi resistencias en Enterobacter Cloacae a
antibioticos betalactamicos, macrélidos y streptogramina asi como a niveles
elevados de bioetanol, alterando de manera significativa la produccion de este
biocombustible, se debe tomar en cuenta la capacidad de las bacterias para
adquirir resistencia a los antibidticos en el medio ambiente y el impacto

econdémico que esto genera (Murphree, Li, Heist, & Moe, 2014).

En otro estudio se encontré hetero resistencia cruzada a la colistina en esta

bacteria que se relaciona con resistencia cruzada a lisozima, lo que siguiere
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que existe resistencia a la colistina en ciertos grupos de bacterias que
presentan resistencia a la lisozima por lo que en tratamiento con colistina no es
la mejor opcion en el caso de enterobacterias que presentan resistencia a
antibioticos (Napier et al., 2014). En otro estudio se sugiere que la Unica
alternativa de tratamiento contra Enterobacter Cloacae es la combinacion de
varios tipos de antibiéticos més polimixina B que es Unico compuesto al cual la
bacteria no ha presentado resistencia (Cai et al., 2016). La resistencia de esta
bacteria se debe a la capacidad de la misma para mutar adaptandose a los
desafios que el medio le propicia (Xu et al., 2017). El peligro mas grande que
existe es que Enterobacter Cloacae sea productora de carbapenemasa, ya que
este es el antibidtico de ultima opcidn para el control de cepas multirresistentes,
lo que conlleva al fracaso de terapias antibidticas y a la basqueda de nuevos
compuestos para el control de las mismas (Sidjabat et al., 2015). Cuando
Enterobacter Cloacae producen carbapenemasas se vuelve muy resistente a
los carbapenémicos dificultando el tratamiento para esta infeccion (Blanco et
al., 2013). En la universidad de Ning Xia- China se aislaron bacterias de este
género y especie, por medio del método vitek2 se determiné que eran
productoras de carbapenemasas (Shi, Zhao, Li, & Jia, 2017). En la republica de
China se han encontrado mutaciones que han dado resistencia a mas grupos
de antibidticos (Yang et al., 2014). Por lo que tiene la capacidad de mostrar
resistencia a carbapenem, imipenem, meropenem, ertapenem (Meunier et al.,
2017). La proteina FosA confiere resistencia a patdgenos gram negativos a
través de la modificacion del antibiético mediada por glutatién, lo que se intent6
en un estudio es revertir la resistencia a la fosfomicina lo que podria en un
futuro ayudar a controlar infecciones causadas por esta bacteria (Multidrug-
resistant, 2017) La resistencia a antibiéticos de ha dado por mutaciones de una
manera intensificada y continua logrando transferir esa resistencia a mas
especies de enterobacterias (Bourouis, Ben Moussa, & Belhadj, 2015). La
transferencia de los genes que otorgan resistencia a betalactamicos es

horizontal a través de plasmidos (Yang et al., 2014).



Tabla 3

Resultados del tipo de resistencia en la bacteria Enterococcus Hirae.

BACTERIA ANTIBIOTICO TIPO DE
RESISTENCIA

ENTEROCOCCUS | Bencilpenicilina S
HIRAE

Ampicilina S

Gentamicinade S
nivel alto

Estreptomicina S
de nivel alto

Ciprofloxacino
Levofloxacino
Moxifloxacino
Eritromicina

Clindamicina

Quinupristina/
Dalfopristina

Linezolid

Mw a uw wuw wun W

Vancomicina

Tetraciclina

m w v w

Tigeciclina

Nirofurantoina S

NOTA: S= Sensible R= Resistente
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Enterococos Hirae fue otro género y especie identificados en las muestras
obtenidas en la leche de cabra, la cual presentaba resistencia intrinseca a

clindamicina y sensibilidad a la mayoria de los antibioticos.
4.6 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus Hirae en
alimentos:

El género Enterococcus es parte de las bacterias comensales de los fluidos
lacteos de diversas especies de mamiferos incluyendo al ser humano , de las
especies de Enterococcus de varias especies de mamiferos se encontré
resistencia a tigeciclina, linezolid y vancomicina (Jiménez et al., 2013). De igual
manera como existen especies de enterococos patdgenos y resistentes a
antibiéticos también otras especies y cepas son utilizadas como probiéticos
para humanos, animales y cultivos iniciadores en la industria lactea, en Serbia
se tomo6 muestras de productos lacteos y se logré aislar Enterococcus Fecalis,
Hirae, entre otros los cuales son patdgenos resistentes a ciprofloxacino, lo que
apunta a la utilizacion desmedida de antibiéticos y el impacto que esto tiene en
la microbiota de los productos lacteos (Popovic et al., 2018). En un estudio
realizado por la facultad de medicina de Mae Fah Luang Chaing Ria en
Tailandia se tomaron muestras de un plato tipico muy consumido en este pais
como el cerdo fermentado para el aislamiento e identificacion de bacterias del
género Enterococcus donde se encontr6 Enterococcus Fecalis e Hirae siendo
esta especie la portadora del gen resistente a macrolidos , de igual manera se
evalué la resistencia bacteriana que estas habian adquirido a antibi6ticos
clinicamente importantes como ciprofloxacina, eritromicina, tetraciclina,
gentamicina, vancomicina y teicoplamina poniendo en riesgo la salud de sus
consumidores (Chotinantakul, Chansiw, & Okada, 2018). En un estudio
realizado de la misma manera en alimentos, especificamente en tomates
distribuidos a nivel del atlantico medio en los Estados Unidos se tomaron
diversos tomates comprados al menoreo en los cuales se encontré diversas
especies de Enterococcus aunque era dificil determinar en qué punto
adquirieron los tomates estas bacterias desde su cosecha hasta llegar al

consumidor final, estas bacterias presentaron resistencia a diversos antibioticos
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como rifampicina, quinupristina, ciprofloxacino y levofloxacino, siendo el
consumo de tomates crudos de mayor riesgo para los consumidores (Micallef
et al., 2013). Se han descrito casos de pielonefritis relacionada a Enterococcus
Hirae , aunque esta bacteria se encuentra presente en salchichas y quesos
fermentados es preocupante las infecciones que se estan causando al igual la
resistencia a antibidticos que esta bacteria ha adquirido con el pasar de los
afios (Chan et al., 2012). En un estudio realizado con muestras de carne de
cerdo obtenidas al menoreo en las que se aislé la cepa Enterococcus Hirae
R17 la cual resultd resistente a diversos antibioticas como bacitracina,
ciprofloxacino, daptomicina, eritromicina y tetraciclina dificultando las opciones
para un tratamiento antibiotico, de igual manera la resistencia de esta sepa a
metales y biocidas lo que permitiria la supervivencia de esta cepa en presencia
de desinfectantes y conservantes de alimentos enlatados poniendo en grave
riesgo al consumidor (Peng et al., 2017).

4.7 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus Hirae en el medio
ambiente:

Bacterias del género Enterococcus se han encontrado en aguas residuales
procedentes de hospitales las cuales se dirigen a fuentes de agua
medioambientales, siendo estas resistentes a gran cantidad de antibi6ticos
debido a su procedencia como tetraciclinas y macroélidos lo que conlleva a una
gran contaminacion medio ambiental de patégenos multirresistentes a
antibioticos (Sadowy & Luczkiewicz, 2014). Segun Maxime, 2016 el género
Enterococcus por diversas mutaciones presenta mayor resistencia a los

antibioticos betalactamicos (Maréchal et al., 2016).
4.8 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus Hirae en
contaminacion intrahospitalaria:

En un estudio realizado en aislados clinicos en Chennai- India se aisl6 diversas
especies del género Enterococcus las cuales presentaron resistencia a
antibidticos aminoglucésidos debido a genes obtenidos por mutaciones los
cuales se pueden diseminar a mas bacterias de este género (Padmasini,
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Padmaraj, & Ramesh, 2014). En un caso reportado en Estados Unidos, un
paciente lleg6é a una casa de salud con pielonefritis en estado de shock séptico
por lo que fue necesario ubicarlo en la unidad de cuidados intensivos donde
inicialmente se le aplico tratamiento antibiotico con cefalosporinas y amikacina,
también se logré aislar bacterias del género Enterococcus Fecalis e Hirae las
cuales presentaron resistencia a cefalosporinas por lo que fue necesario
cambiar la terapia antibiotica a ampicilina ya que a este antibiético presentaron
sensibilidad, afortunadamente el paciente se recuperé de la infeccion con
ayuda de la terapia antibittica reformulada y una cirugia (Brulé, Corvec, Villers,
Guitton, & Bretonniére, 2013).

4.9 Articulos cientificos de resistencia del Enterococcus Hirae en
especies animales:

En un estudio realizado en el Altiplano chileno en camélidos que no han tenido
contacto con seres humanos, mediante hisopados fecales se logré determinar
la presencia de Enterococcus entre ellos la especie Hirae, pero
afortunadamente no presentaron resistencia a antibiéticos, lo que podria
cambiar si estos animales llegaran a encontrarse en ambientes habitados por

seres humanos (Guerrero-Olmos et al., 2014).
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Tabla 4

Resultados del tipo de resistencia en la bacteria Pantoea Agglomerans

BACTERIA ANTIBIOTICO TIPO DE
RESISTENCIA

PANTOEA Ampicilina/ S
AGGLOMERANS | Sulbactam

Piperacilina/
Tazobactam

6]

Cefoxitina
Ceftazidima
Cefepima
Doripenem
Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Amicacina
Gentamicina
Ciprofloxacino

Tigeciclina

0w u u unu unu n unu un un nunu

Colistina

5= Sensible R= Resistente]

Se identifico la especie Pantoea Agglomerans la cual no presento resistencia a
ninguno de los antibiéticos con los que se realizo la prueba de sensibilidad, por

lo cual en el presente estudio no representa un peligro para la salud publica.
4.10 Articulos cientificos de resistencia de Pantoea Agglomerans en el
medio ambiente:

Esta bacteria es considerada del “mal y del bien” ya que posee un polisacarido
de bajo peso molecular descrito como inmuno potenciador, se utiliza para el

tratamiento de enfermedades humanas, animales y vegetales, ya que tiene la
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capacidad del producir antibiéticos como: herbicolina, pantocinas, microcina,
aglomerinas, andrimid, fenazina, etc. Ayuda al mantenimiento de la
homeostasis y activacion de macrofagos, aunque se conoce que puede causar
patologias como alergias o inmuno toxicidad (Dutkiewicz, Mackiewicz,
Lemieszek, Golec, & Milanowski, 2016). Esta bacteria es eficaz para la
proteccion de cultivos contra hongos como el Botrytis Cinérea causante del

moho gris (Trotel-Aziz, Couderchet, Biagianti, & Aziz, 2008).
4.11 Articulos cientificos de resistencia de Pantoea Agglomerans en
enfermedades de tipo ocupacional e infecciones intrahospitalarias:

No es comun que esta bacteria produzca enfermedades en humanos, los casos
registrados han sido por enfermedades de tipo ocupacional aunque también se
han presentado infecciones causadas por Pantoea Agglomerans en nifilos con
un promedio de 8 afios de edad, En un estudio realizado en Ankara, Turquia el
21% de los casos de pacientes con neumonia presentd resistencia a
carbapenémicos por lo que el tratamiento antibiético fue ineficaz y mortal para
varios de los casos (Buyikcam et al., 2017). En un caso de estudio en la India
de un paciente que present6 una herida infectada en una de sus extremidades
se logr6 aislar esta bacteria la cual fue resistente a diversos antibidticos
incluyendo carbapenemes, posterior mente el paciente presenté septicemia
(Khajuria, Praharaj, Kumar, & Grover, 2014). En un estudio realizado en un
centro de referencia universitario en Miami Florida se analizaron casos de
endolftalmitis causada por Pantoea Agglomerans y se realizaron pruebas de
resistencia, en los resultados se observd que la bacteria presento sensibilidad a
ceftazidima, gentamicina, imipenem y fluoroquinolonas, resistentes a la
ampicilina por lo que el tratamiento tuvo que ser modificado (Venincasa,
Kuriyan, Flynn, Sridhar, & Miller, 2015). En un estudio realizado en Africa,
Nigeria de muestras obtenidas por infecciones hospitalarias se determiné la
presencia de genes de resistencia de la bacteria Pantoea Agglomerans a
ampicilina, cefepina, cefoxitina, gentamicina, tobramicina, levofloxacina,
ciprofloxacina, tetraciclina y sulfmetoxazol/ trimetropin (Aibinu et al., 2012). La

Pantoea dispersa puede causar sepsis en neonatos, en un estudio realizado en
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la India se encontré esta especie bacteriana infectando el area de neonatologia
en la cual 7 de 8 neonatos sucumbieron a la enfermedad, esta puede ser tratar
con su deteccidbn temprana con un tratamiento antibiético apropiado
(Mahapatra et al., 2014).

4.1.2 Limitaciones:

e Se tuvo que realizar solicitudes para la obtencion de los cultivos
bacterianos aislados previamente por Estefania Lopez lo que llevé un
periodo de dos semanas.

e Los costos de la identificacion de especie y sensibilidad a antibiéticos
tuvieron un consto de 350% en el laboratorio Zurita & Zurita.

e Para las bacterias Enterococcus Hirae y Pantoea Agglomerans no se
encontré gran cantidad de articulos cientificos para este estudio.

e Varios de los articulos cientificos relevantes para este estudio no fueron

de acceso libre y se tenia que realizar un pago virtual para obtenerlos.
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se identifico la especie de seis géneros bacterianos anteriormente aislados
dando como resultado dos Enterobacter Cloacae, dos Enterococcus Hirae y
dos Pantoea Agglomerans.

Mediante la prueba de sensibilidad Vitek2 se determind que la resistencia
gue presentd a ciertos antibiéticos fue intrinseca y por lo tanto no afecta a la
salud del consumidor.

Mediante una revision sistematica se determin6 que la resistencia
bacteriana presente en las bacterias utilizadas en este estudio era
intrinseca por lo cual no afectan significativamente a la salud publica, asi
mismo se logré determinar que estas bacterias pueden llegar a tener
resistencia adquirida al exponerse a antibidéticos o0 sustancias

antimicrobianas volviéndose muy peligrosas para la salud publica.

Recomendaciones:

e Se recomienda realizar este estudio en leche de burra, ya que en
algunas provincias de la sierra ecuatoriana es un producto de expendio
informal y se cree que posee propiedades curativas.

e Se recomienda realizar un andlisis comparativo de trazas de antibiéticos
entre leche de varias especies de mamiferos como cabra, vaca, oveja,
cerdo y humana, y asi determinar cual de estas afectaria mas a la salud
publica.

e Se recomienda realizar un estudio similar en leche de cabra, pero en
otros sectores de la ciudad de Quito como en el centro y norte.

e En caso de identificar bacterias con multi resistencia a antibiéticos, se
recomienda identificar los genes de resistencia por medio de PCR, y asi

conocer las mutaciones que ha tenido.
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