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RESUMEN

Escherichia coli presenta mecanismos de resistencia hacia los antibidticos
significativamente altos y bastante desarrollados, representando un problema a nivel
mundial para la salud publica, una de sus vias de trasmision es en alimentos de origen
animal, destacando que la diseminacion se facilita por la escasa higiene y control
sanitario en los lugares de faenamiento. El objetivo de la presente investigacion fue
determinar la antibiorresistencia de cepas de Escherichia coli aisladas en carne de
pollo en la ciudad de Ambato, Provincia de Tungurahua. Se trabajo con un total de 31
cepas de E.coli sometidas a dos fases de investigacion, la primera para establecer la
Resistencia, Intermedia o Sensibilidad de las cepas al grupo de antibidticos:
Amikacina, Gentamicina, Amoxicilina+ 4cido clavulanico, Ceftriaxona,
Ciprofloxacina a través del método fenotipico Kirby Bauer (Disco-placa), los
resultados fueron sometidos a prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba
U de Mann Whitney, obteniendo una Resistencia CIP: 45% , CRO:25,8%, AMC: 9,8%
, CN y AK: 0%, siguiendo puntos de corte de CLSI 2023. En la segunda fase se
determind la CMI (Concentracion minima inhibitoria) de las cepas resultantes
sensibles en la fase 1 al grupo de antibidticos, los resultados se analizaron
descriptivamente a través de curvas estableciendo la CMI de AK: 18-20 pg/ml CN:
18-22 pg/ml CIP: 19-21 pg/ml CRO:18-22 ug/ml AMC: 28-33 ug/ml, siguiendo
puntos de corte de CLSI 2023. Los principales mecanismos de resistencia de
Escherichia coli a betalactdmicos son las betalactamasas, a los aminoglucosidos las
mutaciones en grupos aminos e hidroxilos y alteraciéon de sitios diana y en las
fluoroquinolonas se producen mutaciones cromosomicas en ADN girasa y
Topoisomerasa, todos estos métodos desarrollados por E.coli bloquean la accion de los
farmacos. En conclusion, se determind que E. coli muestra una marcada resistencia a
los antibidticos gracias a métodos de resistencia que presenta la bacteria a través de

enzimas y mutaciones.

Palabras Clave: FEscherichia coli, antibiorresistencia, CMI, Betalactamicos,

Aminoglucosidos y Fluoroquinolonas.



ABSTRACT

Escherichia coli presents significantly high and well-developed resistance
mechanisms towards antibiotics, representing a worldwide problem for public health,
one of its transmission routes is in food of animal origin, noting that the dissemination
is facilitated by poor hygiene and Sanitary control in slaughterhouses. The objective
of the present investigation was to determine the antibioresistance of Escherichia coli
strains isolated in chicken meat in the city of Ambato, Tungurahua Province. We
worked with a total of 31 E.coli strains subjected to two research phases, the first to
establish the Resistance, Intermediate or Sensitivity of the strains to the group of
antibiotics: Amikacin, Gentamicin, Amoxicillin + clavulanic acid, Ceftriaxone,
Ciprofloxacin through of the Kirby Bauer phenotypic method (Disc-plaque), the
results were subjected to the Kruskal Wallis test complemented with the Mann
Whitney U test, obtaining a CIP Resistance: 45%, CRO: 25.8%, AMC: 9.8%. , CN and
AK: 0%, following CLSI 2023 cut-off points. In the second phase, the MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) of the resulting strains sensitive to the group of antibiotics
in phase 1 was determined, the results were analyzed descriptively through of curves
establishing the MIC of AK: 18-20 pug/ml CN: 18-22 pg/ml CIP: 19-21 pg/ml CRO:18-
22 pg/ml AMC: 28-33 pg/ml, following points of CLSI 2023 cutoff. The main
resistance mechanisms of Escherichia coli to beta-lactams are beta-lactamases, to
aminoglycosides mutations in amino and hydroxyl groups and alteration of target sites
and in fluoroquinolones chromosomal mutations in DNA gyrase and topoisomerase
occur, all of these methods developed by E.coli block the action of drugs. In
conclusion, it was determined that E. coli shows a marked resistance to antibiotics

thanks to resistance methods that the bacteria presents through enzymes and mutations.

Keywords: Escherichia coli, antibioresistance, CMI, beta-lactams, aminoglycosides

and fluoroquinolones.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

La resistencia a antibioticos representa un problema para la salud publica que ha
incrementado exponencialmente en los ultimos afos, entre las bacterias con mayor
capacidad para mutar o crear mecanismos de antibiorresistencia se destaca Escherichia
coli, una gram negativa de amplia y fécil distribucion, que se encuentra como principal
contaminante en productos de consumo humano sobre todo carne de pollo,
desencadenado por la escasa higiene y medidas sanitarias de control. E.coli ha
mostrado un perfil de resistencia marcada a los antibidticos mas empleados en la
terapéutica de infecciones provocadas por esta e inclusive en farmacos relativamente

poco empleados.

El presente estudio busca establecer la resistencia a antibidticos que presenta diferentes
cepas de Escherichia coli aisladas en carne de pollo expendidas en la ciudad de
Ambato, provincia de Tungurahua, con la finalidad de aportar informacion importante
acerca de la capacidad de E.coli para inhibir los mecanismos de accion de los farmacos,
ademas, de determinar las dosis efectivas (CMI) para bloquear el crecimiento del
microorganismo. El trabajo investigativo representa un gran impacto y relevancia para
la salud publica al tener como unidad de analisis la carne de pollo, producto de
consumo humano. Evidenciando asi la necesidad de la investigacion al hacer un

enfoque en E.coli una las principales bacterias causantes de infecciones.

El trabajo investigativo se realiza en dos fases, primero a través del método fenotipico
Kirby Bauer que determinard las cepas Resistentes (R), Intermedias (I), Sensibles (S)
por medicion de halos siguiendo los puntos de corte descritos por CLSI, 2023 (The
Clinical & Laboratory Standards Institute). En la segunda fase en las cepas Sensibles

(S) se establecera la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) a través de densidad

3



Optica por interpretacion de curva de crecimiento en un espectrofotometro. Ademas,
se describird los mecanismos moleculares de resistencia de Escherichia coli por

analisis literario.

1.1. Antecedentes investigativos

Segun Lopez-Velandia (2021), en su estudid “Genes de resistencia a aislados de
Escherichia coli en pollos de engorda” se obtuvieron muestras a través de hisopado de
distintos organos de 200 pollos, obteniendo 35 cepas de E.coli las cuales fueron
sometidas a método de Kirby Bauer empleando los discos: ceftriaxona (CRO 30 pg)
cefotaxima (CTX 30 pg), Cefepima (FEP 30 pg), acido nalidixico (FEP 30 pg)
ciprofloxacina (CIP 1 npg), Norfloxacina (NOR 2 pg), piperacilina (PRL 30 pg),
aztreonam (ATM 30 pg) y amoxicilina/acido clavulanico (AMC 30 pg).

Los antibidticos mas sensibles dentro de la investigacion fue el acido nalidixico con
97% de eficacia, seguido de amoxicilina/acido clavulanico 97%, piperacilina y
aztreonam 91% y los antimicrobianos con menor eficacia fueron Ceftriaxona con 63%
y Cefotaxima 69%. Ademas, dentro del trabajo investigativo se determiné los genes
de resistencia que presentaron los aislados de E.coli como mecanismo de resistencia a
los betalactamicos: Gen blaCTXM fue de mayor impacto presente en un 86% de
cepas, gen AmpC 83%, Gen blaTEM 57% y Gen blaSHV 54% (Lopez-Velandia,
2021).

En la investigacion realizada por Carvajal et al. (2019) con el objetivo de determinar
la sensibilidad de cepas de E.coli en aislados de pollo a 18 farmacos frecuentemente
empleados en avicultura. Se obtuvieron 46 cepas de E.coli procedentes de bolsa de
Fabricio las cuales fueron sometidas al método de Kirby Bauer para determinar
resistencia o sensibilidad. Los antibioticos empleados en la investigacion fueron:
AMP30, FFC30, K30, SAM20, GM10, NOR10, C30, CIP5, AMC20/10, AML10,
STX25, CF30, CL30,CM30,FOX30,CTX30,CAZ30,CEP30.



Los perfiles de resistencia fueron descritos por familias farmacologicas de forma que
los aislados de E.coli mostraron una resistencia a betalactamico de 91%,
especificamente en las cefalosporinas se establecid que en las Cefalosporinas de lera
generacion 100%, 2da generacion 96%, 3era generacion 82%, 4ta generacion 84%.
Para los aminoglucésidos se determiné un 43%, quinolonas 54% y para las

sulfonamidas 70% (Carvajal et al., 2019).

Segiin Castro & Schettini (2020) en su investigacion sobre la resistencia de
Escherichia coli aisladas en heces de avicultores que presentan una gran exposicion a
la bacteria, generalmente por la escaza higiene que suele tenerse en los galpones. Para
la identificacion de E.coli se empleo las técnicas de coprocultivo en Agar MacConkey
y para determinar la susceptibilidad bacteriana se emple6 la técnica de Kirby Bauer
con los antibidticos: Tetraciclina, Fosfomicina, Imipenem, Meropenem, Amikacina,
Gentamicina, Nitrofurantoina, Amoxicilinat+ 4cido clavulanico, ciprofloxacina y

Ampicilina.

Los resultados descritos en cuanto a perfiles de resistencia fueron (Castro & Schettini,

2020):
Resistentes

¢ Gentamicina y meropenem (100%)
e Ampicilina (57,1%)
e Amoxicilina + 4cido clavulanico, ciprofloxacina y cefalexina (50%)

e Amikacina (33,3%)

Sensibles

e Fosfomicina (66,7%)

e Ceftriaxona (41,6%)

e Imipenem (100%)

e Trimetropin + sulfametoxazol (45,5%)

e Cefuroxima 41,6%



Segun Villacis-Jara, Granda y Irazabal (2019) en su estudio se trabajo con 148 cepas
de E.coli las cuales fueron sometidas a método Kirby Bauer para determinar
sensibilidad, donde se emple6: gentamicina (GN -10pg), cloranfenicol (CL - 30ug),
ceftriaxona (CRO - 30pg), eritromicina (E - 15pg) ampicilina (AM - 10pg),
amoxicilina (AM - 30ug), ampicilina — sulbactam (SAM - 30pg), amoxicilina — acido
clavulanico (Apg - 30pug), ciprofloxacina (CIP - 5ug), trimetoprim — sulfametoxazol

(STX - 25pg), meropenem (MEM - 10pug) y tetraciclina (TE - 30ug).

La interpretacion de la resistencia presente ante los antibioticos por parte de E.coli se
baso en las tablas de CLSI, de forma que se obtuvo GN 17,6%, CRO 27,7%, AM
54,4%, AMC 7,4%, CIP 52%, MEM 0%, E100%,AX 48,6%,SXT 56,8% Y T 74,3%
(Villacis-Jara, Granda & Irazabal, 2019).

En el estudio realizado por Vinueza-Burgos et al. (2019) para determinar la resistencia
de Escherichia coli a cefotaxima, se analizaron 176 aislamientos provenientes ciegos
de pollos de engorde en Ecuador. EI método empleado fue disco-placa (Kirby Bauer)
en agar TBX suplementado con 3mg/L de Cefotaxima. El andlisis de la lectura se

determiné siguiendo las tablas de la CLSI donde se especifica el tamafio de los halos.

Los resultados del estudio determinaron: 98,3% de los aislados de E.coli mostraron
multirresistencia a varios farmacos de uso comun, especificamente Trimetropim-
sulfametoxazol 69.1%, Ciprofloxacina 72.2%, Gentamicina 47.3%, Kanamicina 40%,
Estreptomicina 82,7%, Tetraciclina 86,4%, Ceftadizina 29.1% (Vinueza-Burgos et al.,
2019).

Se analiz6 también la Concentracion Minima Inhibitoria de algunos farmacos,
considerados como primera linea ante infecciones causadas por E.coli, siguiendo los
puntos de corte de la CLSI se determiné la CMI: TPZ >= 128 ng/ml, CIP >= 4 pg/ml,
AK >=2 pg/ml, AMP >= 32 pg/ml, CRO >= 16 pg/ml, GEN >= 16 pg/ml, ERT >=
0,5 pg/ml, COL >= 16 pg/ml (Vinueza-Burgos et al.2019).
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Los resultados arrojados de la investigacion realizada por Carvajal et al. (2021) en un
total de 176 cepas de Escherichia coli aisladas a partir de diferentes 6rganos en pollos
broiler, las cuales fueron sometidas a método de Kirby Bauer con la finalidad de poner
a prueba la efectividad de los siguientes antibidticos: Ampicilina 10 um,
amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pm, piperacilina 100 pm, piperacilina/
tazobactam 100/10 pm, cefalotina 30 um, cefuroxima 30 um, Cefoxitin 30 um,
cefotaxima 30 um, ceftazidima 30 um, ceftriaxona 30 um, Cefepime 30 pum, acido

nalidixico 30 um, Norfloxacina 10 pm y ciprofloxacino 5 pm.

Los resultados obtenidos se evaluaron segun los parametros recomendados por CLSI,
determinando una resistencia de Ampicilina 100%, Cefuroxima 98.8%, Amoxicilina +
acido clavuldnico 98.9%, Cefalotina 97.7%, Piperacilina+ tazobactam 97%,
Cefoxitina 96.6%, Cefotaxima 96,6%, Piperacilina 95,5%, Ceftazidima 93.2%,
Ceftriaxona 92%, Cefepime 83% (Carvajal et al., 2021).

Segiin Amancha et al. (2023) los resultados obtenidos en su investigacion donde se
recolectaron 383 muestras de carne de pollo procedentes de mataderos de todo el
Ecuador, aislandose un total de 148 cepas de Escherichia coli las cuales fueron
sometidas a método de Kirby Bauer para determinar antibiorresistencia ante 10
antimicrobianos de importancia critica y 3 antibioticos fundamentales en terapéuticas

por E.coli.

Siguiendo las recomendaciones de CLSI se determinaron los siguientes porcentajes de
resistencia: Eritromicina 73%, Tetraciclina 71%, Trimetropin + sulfametoxazol 57%,
Ampicilina 50%, Ciprofloxacina 39%, Amoxicilina 47%, Gentamicina 12%,
Amoxicilina+ acido clavulanico 5%, Ampicilinat+Sulbactam 3%, Meropenem 0%,

(Amancha et al., 2023).

Brito (2019) en su investigacion con la finalidad de determinar la resistencia
microbiana de Escherichia coli, trabajo con 6 cepas de E.coli certificadas, las cuales

fueron aisladas a partir de muestras cérnicas. El método empleado fue Kirby Bauer



donde empleo los antibioticos: Cloranfenicol, Tetraciclina, Gentamicina, Ampicilina y
Trimetropim/Sulfametoxazol para cada antibidtico se realizaron 3 réplicas para mayor

confiabilidad de resultados.

Una vez medido los halos de inhibicion se tom6 como referencia los puntos de corte
determinados por la CLSI para concluir como resistente (R), intermedio (I) o sensible
(S) la reaccion de la bacteria al antibidtico. Concluyendo que para cloranfenicol todas
las cepas fueron sensibles, para Tetraciclina dos cepas sensibles, una intermedia y una
resistente, Gentamicina y Trimetropin/Sulfametoxazol todas las cepas sensibles,

Ampicilina tres cepas sensibles y una intermedia (Brito, 2019).

Velasquez (2023) con la finalidad de determinar la antibiorresistencia de Escherichia
coli en muestras aisladas de carne de pollos de engorde, trabajo con informes técnicos
presentados por Labvetsur S.A desde enero 2010 - diciembre 2019, donde se realizaron

cultivos y antibiogramas positivos para E.coli siendo un total de 4452.

Para la realizacion de los antibiogramas se emple6 el método Kirby Bauer donde se
probaron distintos antibidticos pertenecientes a las familias: Aminoglucosidos,
Aminopenicilinas, Fluoroquinolonas, Betalactamicos, Cefalosporinas, Macrolidos,
tetraciclinas, lincosamidas y algunas combinaciones entre familias como: Macrolidos

+Fluoroquinolonas, lincosamidas + aminoglucosidos (Velasquez, 2023).

Los resultados obtenidos se tabularon seglin los criterios de corte de la CLSI.
(Velasquez, 2023), decidid reportarlos en familias de antibioticos dado el tamafo de

las muestras, entre sus resultados mas significativos se describe:

¢ Aminoglucosidos S= 4,85%, I=1,3%, R=5,23%

e Betalactamicos S=0%, 1=0,02%, R=0,45%

e Cefalosporinas S=0,62%, I= 0,36%, R=1,5%

¢ Fluoroquinolonas S=4,22%, 1=3,28%, R=14,78%

e Polimixinas + Sulfonamidas S= 3,35%, 1=0,20%, R=0,83%
e Tetraciclinas+ Macroélidos S=1,42%, 1=0,18%, R=1,19%
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e Betalactamicos+ Aminoglucésidos S=0,02%, I=0%, R=0,25%

Segun Reyes-Baque et al. (2021) el objetivo de su investigacion fue determinar la
resistencia de Escherichia coli ante los antimicrobianos usados de forma habitual en
la avicultura. Se trabajé con un total de 83 muestras las cuales fueron confirmadas

como E.coli.

Para la realizacion del antibiograma se emple6 el método de Kirby Bauer y para la
interpretacion de resultados se siguid la tabla descrita por la CLSI para determinar
como Resistente, Intermedia o Sensible, segun el crecimiento de los halos, sin
embargo, no se consideré como importante la descripcion de las cepas intermedias

(Reyes-Baque et al., 2021).

Resistentes
e (efalexina 50%, Gentamicina 100%, Ampicilina 57,1%, Amikacina 33%,
Amoxicilina+ acido clavulanico 50%, Ciprofloxacina 50%
Sensibles
e Fosfomicina 66,7%, Ceftriaxona 41,6%, Nitrofurantoina 83,3%, Cefotaxima

100%, Trimetropim + Sulfametoxazol 45,5%

1.2. Categorias fundamentales

1.2.1. Resistencia a Antibioticos

La antibiorresistencia es una problema creciente para la salud publica a nivel mundial

desencadenada principalmente por el uso inadecuado de los antibioticos (Giono-



Cerezo et al., 2020). La resistencia a antibioticos es la capacidad de una bacteria para
desarrollar mecanismos de evasion o resistencia ante la accion de un farmaco (Brito,
2019). Esto se produce por la aptitud del microorganismo para mutar a nivel
cromosdmico, ademas, se destaca la capacidad de transferir el material genético
alterado a otras bacterias ya sea de forma vertical (generacion en generacion) u

horizontal a través de plasmidos o integrones (Egas, 2018).

Una de las bacterias que ha presentado una antibiorresistencia creciente en los ultimos
afos es Escherichia coli, representando un problema para la salud publica a nivel
mundial, los principales mecanismos de resistencia de E.coli y otras bacterias son

(Mosquito et al., 2020):

e Expulsion del antibidtico: El microorganismo presenta la capacidad de
expulsar al antibiotico desde el interior cellar, gracias a la formacion de una
bomba de flujo que arroja el antimicrobiano sin causar dafios a la célula
bacteriana (Mosquito et al., 2020).

e Enzimas hidroliticas: Se trata de la capacidad de las bacterias para producir
una gran cantidad de enzimas que modifican o inhiben la accion antibiotica,
por ejemplo, Escherichia coli, es una productora de penicilinasa que inhibe la
actividad de la penicilina y otros betalactamicos (Mosquito et al., 2020).

e Alteracion de los receptores: Se trata de una mutacion en la que se modifican
los receptores del microorganismo, inhibiendo la union receptor-antibiotico de

forma que se bloquea la accion del farmaco (Mosquito et al., 2020).

Escherichia coli ha aumentado su resistencia a los antibidticos, debido al uso de
farmacos en animales de produccion con fines profilacticos o como promotores del
crecimiento, donde generalmente se emplean dosis mas bajas de las recomendadas por
periodos prolongados, provocando que la bacteria tenga la facilidad de producir
mutaciones o nuevos genes para evadir o inhibir la accion de los farmacos (Castro &

Schettini, 2020).
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1.2.2. Métodos para determinacion de Antibiorresistencia

El método de Kirby Bauer (disco-placa) se trata de un andlisis fenotipico donde a
través del crecimiento de halos bacterianos se determinara la resistencia o sensibilidad

de un antibidtico ante determinada bacteria (March-Rosselld, 2019).

El fundamento de este método se basa en la colocacidon del disco con concentracion de
antibiotico en una placa Miiller Hilton inoculada con la bacteria que al hacer contacto
con la superficie se difunde en el agar y posterior 18-24 h se establecen halos de
inhibicién alrededor del disco que segun el tamafio de estos se interpretara como

sensible(S), intermedio (1), resistente (R) (Yang et al., 2019).

El método de dilucion ya sea por micro o macro dilucion tiene el objetivo de
determinar la concentracidon minima inhibitoria de un farmaco, es decir, la
concentracion mas baja expresa en pg/ml de un antibidtico para bloquear el

crecimiento bacteriano (March-Rosselld, 2019).

Se fundamenta en una bateria de diferentes concentraciones de un farmaco diluido en
caldo cerebro corazén para posteriormente colocar la bacteria diluida en relacion 1:1
en cada tubo con antibidtico y se procede a esperar de 18-24h donde se podra
evidenciar el crecimiento bacteriano hasta cierto punto donde este se inhibird y por
ende se determina que el farmaco bloqueo el crecimiento de forma que esta es la CMI

(March-Rossello, 2019).
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1.2.3. Caracteristicas generales de Escherichia coli

Figura 1. Morfologia de Escherichia coli

Fuente: (Bello,2023)

E.coli es una enterobacteria gram negativa, anaerobia facultativa y con morfologia de
“baston” de 0.5 micras de ancho por 1.0 - 3.0 micras de largo. Se mantiene estable en
temperaturas entre 35-43°C y su crecimiento se limita a 7°C (Jang et al., 2019). Es un
bacilo poco exigente en cuanto a nutricion, presenta flagelos peritricos que le permiten

movilizarse. Bioquimicamente es oxidasa negativo y catalasa positivo (Brito, 2019).

Sobrevive en pH bajos, aptitud que se relaciona con la capacidad de E.coli para
atravesar la barrera acida del estdbmago y establecerse en el tracto gastrointestinal de
animales de sangre caliente. En individuos sanos E.coli forma parte de la microbiota
intestinal participando en la absorcion de nutrientes, sin embargo, algunas cepas son
patogenas al adquirir factores de virulencia afectando tanto animales como al ser

humano (Brito, 2019).
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1.2.4. Clasificacion taxonomica de E.coli

Tabla 1. Taxonomia de Escherichia coli

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie E.coli

Fuente: (Velasquez, 2023)

1.2.5. Caracteristicas coloniales de E.coli

Las colonias de Escherichia coli se aislan en medios de cultivos selectivos como Agar
MacConkey donde E.coli se presenta con colonias de color rosado oscuro, con
morfologia circular de entre 2-4 mm de didmetro. En el Agar Eosina Azul de Metileno

(EMB) las colonias son de color negro, opacas y brillantes (Jang et al., 2019).

1.2.6. Modo de transmision

Escherichia coli puede encontrarse en las avicolas por un deficiente control sanitario
de la granja, se puede diseminar con facilidad en el agua de bebida, por una escasa
higiene en la maquinaria, o por el poco control con otros animales del lugar,
provocando que la diseminacion de la bacteria sea facil (Brito, 2019). Ademas, la
produccion intensiva en granjas, el transporte inadecuado de las aves, jalas con
limpieza ineficiente son factores que ayudan a la diseminacion de la bacteria (Jang et

al., 2019).
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Otro punto de contaminacion y diseminacion de E.coli es en el proceso de faenamiento
de las aves, principalmente en la fase de evisceracion, por lo que cerca del 75% de
infecciones en humanos se produce por el consumo de carne de pollo mal cocida. En
cuanto a la carne de bovino y porcino existen muchos mas reglamentos y controles
sanitarios que reducen los niveles de contaminacion y peligro para la salud publica,
siendo asi, la carne de pollo uno de los principales vehiculos para Escherichia coli

(Brito, 2019).

La diseminacién de Escherichia coli en el ambiente es relativamente sencilla, por el
contacto directo con animales o de forma indirecta a través de alimento, agua y
residuos de campos agricolas o granjas (Brito, 2019). Se debe destacar que varios de
los antimicrobianos que se emplea en los animales son muy similares a los de medicina
humana, por lo que es comun que se desarrolle la resistencia cruzada, es decir,
bacterias resistentes a firmacos veterinarios lo sean también a antimicrobianos de uso

humano (Castro & Schettini, 2020).

1.2.7. Mecanismo moleculares de resistencia de Escherichia coli

1.2.7.1. Hidrdlisis enzimatica: Es el mecanismo de resistencia ante los antibidticos
betalactamicos, Escherichia coli produce betalactamasas con la capacidad de
hidrolizar los enlaces amidas del nucleo de los betalactamicos, provocando la
inactivacion del antibiotico (Mosquito et al., 2020). Las betalactamasas tienen la
capacidad de producir mutaciones en genes estructurales a nivel cromosémico y
plasmidico haciendo resistente a E.coli incluso a farmacos derivados de betalactamicos

(Bernardez, 2019).

Los macroélidos también se ven afectados por la hidrolisis enzimatica, debido a la
capacidad de la bacteria para formar esterasas que van a provocar la hidrolisis del
anillo lactona del antibiotico, inhibiendo la accion del antibidtico de forma

inmediata(Mosquito et al., 2020).
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1.2.7.2. Mutacion enzimatica de antibidticos: Escherichia coli desarrollo resistencia
a los aminoglucésidos, a través de la produccion de enzimas modificadoras codificadas
a nivel de los plasmidos, al alterar a los aminoglucdsidos este tiene la incapacidad de
bloquear la sintesis de proteinas ya que el farmaco no puede unirse a los ribosomas, de
forma que interfiere con el mecanismo de accion de antimicrobiano y por ende la

inactiva totalmente (Mosquito et al., 2020).

Las principales enzimas modificadores se alojan en los transposones; fragmentos de
ADN con la capacidad de movilizarse en el genoma o entre plasmidos, lo que facilita

aun mas la resistencia (Bernardez, 2019).

1.2.7.3. Modificaciones en el sitio blanco: Escherichia coli puede provocar
mutaciones en las proteinas formadoras de la pared cellar, alterando asi la afinidad de
los betalactamicos de forma que estos no puedan inhibir la formacion de la pared
celular bacteriana. Tiene la capacidad de alterar la secuencia de ARN de las
subunidades 30S y 50S, haciendo imposible la union de los macrolidos y
aminoglucésidos a los ribosomas y, por ende, inhiben su accién (Mosquito et al.,

2020).

La resistencia a las quinolonas se desencadena por mutaciones a nivel cromosémico,
alterando la secuencia cromosomal de la bacteria de forma que el firmaco no es capaz
de reconocer el sitio de accion. En cuanto a las tetraciclinas se conoce que las
mutaciones impiden que el antibidtico actiie sobre la subunidad 7S a nivel ribosomal,

de forma que el farmaco no logra actuar (Mosquito et al., 2020).
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la antibiorresistencia de cepas de Escherichia coli aisladas en carne de

pollo en la ciudad de Ambato, provincia Tungurahua.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los farmacos en las

cepas de Escherichia coli resultantes como sensibles.

e Describir los tipos de mecanismos moleculares de resistencia de Escherichia

coli ante los antibioéticos.

1.4. Hipétesis

HO: Las cepas de Escherichia coli aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato,
Provincia de Tungurahua no muestran resistencia a los antibidticos empleados en la

investigacion.

H1: Las cepas de Escherichia coli aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato,
Provincia de Tungurahua muestran resistencia a los antibidticos empleados en la

investigacion.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del experimento

El presente estudio tuvo lugar en el Laboratorio de Biologia Molecular ubicado en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en
la provincia de Tungurahua, canton Cevallos como una extension de 19,000 km?,

altitud de 2.882 msnm, latitud 1°22708.7” y longitud 78° 36°23.8”.

2.2. Caracteristicas del lugar

Tabla 2. Caracteristicas del Canton Cevallos

Parametro Valor

Clima Ecuatorial Meso

Térmico Seco
Temperatura °C 13-16
Humedad relativa, % 60-75
Velocidad del viento, m/s 2.1-8.9

Precipitacion, mm 200-500

Fuente: (GAD Cevallos, 2011)
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2.3. Equipos y Materiales

Tabla 3. Materiales

Materiales de Laboratorio

e C(Cajas Petri

e QGradillas

e Tubos de ensayo

e Cucharas de medicion

e Varilla de agitacion

e Vasos de precipitacion

e Papel de Aluminio

e Micropipetas

e Puntas de micropipetas

e (Quantes de latex

Asas de siembra

Palillos de simbra

Mascarilla

Cofia

Zapatones

Mandil

Mecheros bunsen

Cintas testigo

Cubetas para espectrofotdometro

Hisopos Estériles

e Imanes
e Pinzas
Reactivos
e Agua destilada e Agar Tripticasa de Soya
e Agar Miiller Hilton e Medio liquido Luria Bertani
e Medio liquido Cerebro-Corazon e Discos de Antibioticos
e Alcohol
Equipos

e Balanza Analitica FC 2000

(2000 g; 0,01 g)
e Autoclave
e Incubadora

e Espectrofotdmetro

Agitador magnético con plancha
de calentamiento

Nevera

Baio Maria

Vortex

Insumos de Oficina

e Computadora

e Esferos

Cémara fotografica

Cuaderno de apuntes
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e C(Cinta adhesiva e Rotulador

e Impresora

2.4. Factores de Estudio

Tabla 4. Discos de Antibidticos

Farmaco Simbologia Descripcion

Amikacina AK 30 pg Aminoglucosido de espectro extendido.
Inhibe la sintesis proteica al unirse a la
subunidad 30s en los ribosomas de la
bacteria.
Ceftriaxona CRO 30 pg Cefalosporina de tercera generacion.
Inhibe la formacion de la pared
bacteriana.
Ciprofloxacina CIP5 ug  Fluoroquinolona, inhibe la replicacion del
ADN bacteriano, al no permitir en
superenrollamiento del ADN girasa.
Amoxicilina + Acido AMC 30 pg Betalactdmico mas inhibidor de
clavuldnico betalactamasas. Inhibir la formacion de la
pared bacteriana y no se ve afectada por
las enzimas creadas por las bacterias.
Gentamicina CN 120 pg Aminoglucosido, impide la sintesis
proteica tras su union a la subunidad 30s

del ribosoma bacteriano.

(Lopardo, 2019)
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2.5. Analisis estadistico

2.5.1. Tamafo de la muestra

Se trabajé con un total de 31 muestras identificadas molecularmente de Escherichia
coli, que se encuentran en conservacion en el Laboratorio de Biologia Molecular
ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de

Ambato.

2.5.2. Disefio experimental

La presente investigacion sera conducida en 2 fases.

Fase 1: Se determino la sensibilidad de las cepas de Escherichia coli a los diferentes
farmacos propuestos, la variable a considerar sera la respuesta de Sensibilidad (S) o

Resistencia (R) frente a los antimicrobianos evaluados.

Los datos de esta fase al ser variables cualitativas no presentaron una distribucioén
normal ni homogeneidad, por lo que el analisis estadistico se realizd con pruebas no
paramétricas aplicando la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U
de Mann Whitney, empleando el programa SPSS 26.0 utilizando un nivel de

significacion del 95%.

Fase 2: Las cepas determinadas como sensibles a los diferentes antibidticos resultantes
de la fase 1, fueron evaluados para la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) con diferentes concentraciones de acuerdo con el firmaco siguiendo

las directrices establecidas por la (CLSI, 2023), Clinical & Laboratory Standards
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Institute. Esta evaluacion se realizard midiendo densidad Optica en el

espectrofotometro (# de bacterias/ml).

Los datos de la fase dos, se tabularon en Microsoft Excel 2016 y se analizé por
estadistica descriptiva, de forma que los resultados se describieron a través de tablas y

graficos.

2.6. Metodologia

Las 31 cepas de Escherichia coli molecularmente identificadas anteriormente con las
que se trabajé se encuentran conservadas en eppendorfs, etiquetadas y guardadas en
gradillas para crioviales y envueltas en papel aluminio a una temperatura adecuada de
-20°C en el Laboratorio de Biologia Molecular ubicado en la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato para su posterior procesamiento.

2.6.1. FASE 1. Refrescamiento de cepas de Escherichia coli en TS

2.6.1.1. Preparacion del Agar Tripticasa de Soya (TM MEDIA)

El Agar Tripticasa de Soya se trata de un medio no selectivo, que promueve el
desarrollo y aislamiento varios microorganismos ya sean aerobios, anaerobios
facultativos o estrictos. En su composiciéon cuenta con sangre lo cual ayuda al
crecimiento de microorganismos exigentes, sus principales compuestos son la peptona
de soya (estimulante del crecimiento), cloruro de sodio (equilibrio del balance

osmotico) (Britanialab, 2021).

1. Para comenzar se esterilizd los materiales de laboratorio necesarios para la

preparacion en el autoclave a 120°C.
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2. Pesar 38 g del producto en la balanza analitica.

3. Se coloca los 38 g del producto en 1000ml de agua destilada previamente
esterilizados en un vaso de precipitacion.

4. Se homogeniza la mezcla en el agitador magnético por 10 minutos.

5. Se sube la temperatura del agitador magnético cada 10 minutos partiendo desde
150°C hasta que la mezcla llegue al punto de ebullicion.

6. Se trasvasa el agar TS a un frasco de vidrio de borosilicato para llevar al
autoclave por 20 minutos a 120°C.

7. Una vez que sale del autoclave, se coloco el contenido en diferentes placas
Petri previamente esterilizadas.

8. Se deja que se solidifique el agar por 24h, para proceder a sembrar.

9. Nota: El agar se prepara con anterioridad para no retrasar los avanzas de la

investigacion. (TM media, 2022)

2.6.1.2. Siembra de cepas de Escherichia coli

1. Se saca los eppendorfs con las bacterias para ambientarlas cerca de un mechero
en un cuarto estéril.

2. Con la ayuda de un palillo para siembra se recolecta la bacteria dentro del
eppendorf cerca de un mechero para evitar contaminacion (Anexo 3).

3. Se coloca la bacteria recolecta en las placas Petri con Agar Tripticasa de soya
previamente rotuladas con el nimero de la cepa y nombre de la bacteria (E.coli)

4. Se espera que la gota se seque entre 3-4h y se procede a estriar con la ayuda de
una asa (Anexo 3).

5. Se incuba por 24h a 37°C
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2.6.2. Siembra de colonias en Caldo Cerebro-Corazon

2.6.2.1. Preparacion de Caldo Cerebro-Corazon (TM MEDIA)

Caldo Cerebro Corazén es un medio liquido ricamente nutritivo que estimula el
crecimiento de microorganismos poco y muy exigentes. Sus principales componentes
de la infusion de cerebro de ternera, corazoén de bovino y peptona aportan carbono,
nitrogeno, aminoacidos, péptidos y vitaminas para el desarrollo de los

microorganismos (Britanialab, 2021).

1. Para comenzar se esterilizd los materiales de laboratorio necesarios para la
preparacion en el autoclave a 120°C.

2. Pesar 37 g del producto en la balanza analitica

3. Se coloca los 37 g del producto en 1000ml de agua destilada previamente
esterilizados en un vaso de precipitacion.

4. Se homogeniza la mezcla en el agitador magnético por 10 minutos.

5. Se sube la temperatura del agitador magnético cada 10 minutos partiendo desde
150°C hasta que la mezcla llegue al punto de ebullicion.

6. Se trasvasa el caldo cerebro-corazon a un frasco de vidrio de borosilicato para
llevar al autoclave por 20 minutos a 120°C.

7. Una vez que sale del auto clave se coloca en bafio maria a 55°C por 30 min.

8. Se trasvasa el contenido en tubos de ensayo, previamente esterilizados,
etiquetados (nombre de la cepa, #réplica, 3 por cada cepa) y con su tapon

correspondiente de igual forma previamente esterilizados.

(TM media, 2022)
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2.6.2.2. Siembra de colonias de E.coli en Caldo Cerebro Corazon

1. Una vez que han pasado las 24h de incubacion de las cepas de E.coli
previamente sembradas en Agar TS, con la ayuda de una asa de siembra se
recolecta entre 5-6 colonias aisladas directo de la placa Petri cerca del mechero.

2. Se coloca las cepas recolectadas dentro de los tubos de ensayo (3 por cada
cepa) con caldo cerebro corazon.

3. Se incuba por 3 horas a 37°C.

2.6.3. Siembra de E.coli en Miiller Hinton para antibiorresistencia

2.6.3.1 Preparacion de Agar Miiller Hinton (TM MEDIA)

El Agar Miiller Hinton es el medio mas utilizado para la realizacion de los métodos de
sensibilidad a antimicrobianos y el recomendado por la CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Es un medio no selectivo que estimula el desarrollo de varios
microrganismos incluso aquellos que son exigentes, en su composicion cuenta con
infusioén de carne, peptona acida de caseina, almidon, sangre ovina que permite una

buena reproductividad lote a lote en las pruebas de sensibilidad (Britanialab, 2021).

1. Para comenzar se esterilizd los materiales de laboratorio necesarios para la
preparacion en el autoclave a 120°C.

2. Pesar 38 g del producto en la balanza analitica

3. Se coloca los 38 g del producto en 1000ml de agua destilada previamente
esterilizados en un vaso de precipitacion.

4. Se homogeniza la mezcla en el agitador magnético por 10 minutos.

5. Se sube la temperatura del agitador magnético cada 10 minutos partiendo desde

150°C hasta que la mezcla llegue al punto de ebullicion.

24



Se trasvasa el Agar Miiller Hinton a un frasco de vidrio de borosilicato para
llevar al autoclave por 20 minutos a 120°C.

Una vez que sale del auto clave se trasvasa el contenido a diferentes cajas Petri
previamente esterilizadas.

Se deja que se solidifique el Agar por 24h para proceder a sembrar.

Nota: El agar se prepara con anterioridad para no retrasar los avanzas de la

investigacion.

(TM media, 2022)

2.6.3.2. Siembra de E.coli en agar MH

1.

De las cepas inoculadas anteriormente en Caldo Cerebro Corazon con la ayuda
de un hisopo (previamente esterilizado), se toma una muestra de la bacteria
(escurrir el hisopo en los bordes del tubo, no se debe sobrecargar la muestra).

Se procede a estriar con el mismo hisopo inoculado con E.coli en las placas
con MH previamente etiquetadas con el nombre de la cepa en 3 placas, es decir,

se trabaja con tres réplicas por cepa para asegurar resultados.

3. Se deja reposar las placas ya estriadas durante 15 minutos.

(TM media, 2022)

2.6.3.3. Colocacion de discos de antibioticos

1.

Pasado los 15 minutos de reposo de las placas con MH y E.coli estriadas, se
procede a colocar los discos de antibidticos en la placa original y las dos
replicas (3 réplicas por cepa previamente preparadas).

El disco blanco se coloca en el centro con la ayuda de una pinza previamente
esterilizada y los otros 5 disco con antibidticos propuestos (AK,AMC,CN,CIP,
CRO) deben ser colocados a una distancia razonable (Entre discos un

aproximado de 2cm) (Anexo 3).
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3. Se incuban las placas durante 24h a 37°C para su posterior lectura.

2.6.4. Lectura de resultados

(TM media, 2022)

1. La lectura de los halos se hace siguiendo las directrices de la CLSI 2023.

Tabla 5. Halos de antibiorresistencia (mm)

Siglas Antibidtico Sensible  Intermedio Resistente

AMC Amoxicilina + 4cido >=18 14-17 <=13
clavulanico 20/10ug

CRO  Ceftriaxona 30 pg >=23 20-22 <=19

CN Gentamicina 10 pg >=16 13-15 <=12

AK  Amikacina 30 pg >=17 15-16 <=14

CIP Ciprofloxacina 5 ug >=21 16-20 <=15

Fuente: (Manual CLSI, 2023)

2. Las lecturas deben hacerse sobre una superficie oscura (cartulina negra), con

una buena luz o con ayuda de una linterna, con una regla para determinar tamafo

de los halos (mm) (Anexo 3).

3. De los resultados obtenidos, se saco una media de las réplicas de cada cepa y

todos se debe tener tabulado en Excel (Anexo 1).

2.6.5. Fase 2. Determinar CMI de cepas Sensibles (S) a los antibidticos.

Todas las cepas determinadas como Sensibles (S) en la Fase uno pasan a la Fase dos

para establecer la Concentracion Minima Inhibitoria de cada cepa a los antibidticos

propuestos (AK,CN, CRO, AMC, CIP), es decir, la dosis mas baja en pg/ml que logré

inhibir el crecimiento de la bacteria (Britanialab, 2021).
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2.6.5.1. Refrescar y sembrar las cepas de E.coli en TS

1. Se sigue el mismo procedimiento ya descrito en la primera fase, tanto para la
preparacion de Agar Tripticasa de Soya como los pasos a seguir para la correcta

siembra y estriacion de las cepas de E.coli determinada como Sensible (S).

(TM media, 2022)

2.6.5.2. Siembra de colonias en Luria Bertani (LB)

2.6.5.2.1 Preparacion de Luria Bertani (LB) (TM MEDIA)

El agar Luria Bertani es un medio liquido empleado ampliamente para cepas de
Escherichia coli, sus principales componentes como la peptona de caseina y el extracto
de levadura brindan el ambiente adecuado para la estimulacion en el crecimiento del
microorganismo, ademas que, el cloruro de sodio ayuda a mantener el equilibrio

osmotico (Britanialab, 2021).

1. Para comenzar se esterilizd los materiales de laboratorio necesarios para la
preparacion en el autoclave a 120°C.

2. Pesar 25 g del producto en la balanza analitica

3. Se coloca los 25 g del producto en 1000ml de agua destilada previamente
esterilizados en un vaso de precipitacion.

4. Se homogeniza la mezcla en el agitador magnético por 10 minutos.

5. Se sube la temperatura del agitador magnético cada 10 minutos partiendo desde
150°C hasta que la mezcla llegue al punto de ebullicion.

6. Se trasvasa el caldo LB a un frasco de vidrio de borosilicato para llevar al
autoclave por 20 minutos a 120°C.

7. Una vez que sale del auto clave se coloca en bafio maria a 55°C por 30 min.
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8. Se trasvasa el contenido en tubos de ensayo, previamente esterilizados,
etiquetados (nombre de la cepa, #réplica, 3 por cada cepa) y con su tapoén
correspondiente de igual forma previamente esterilizados (Anexo 6).

(TM media, 2022)
2.6.5.2.2. Siembra de colonias en LB

1. De las cepas previamente refrescadas en TS e incubadas por 24h, se toma con
la ayuda de una asa de siembra de 5-6 colonias aisladas de E.coli.

2. Se homogeniza la muestra en el Vortex hasta lograr la mezcla total de la
bacteria en LB.

3. Setoma 1000 pL con la ayuda de una micropipeta y se coloca el liquido en una
cubeta para espectrofotometro.

4. Se procede a medir la densidad optica de la muestra en el espectrofotdmetro
previamente calibrado a 600nm. Se debe lograr una concentracion de 0.500 A.

5. En el caso de sobrepasar los 0.500 A se debe colocar méas LB en la muestra y
volver a homogenizar en el Vortex.

6. En el caso de tener una concentracion menor a 0,500 A se debe recoger mas
colonias de la placa para sembrar en el tubo con LB y volver a homogenizar en
el Vortex hasta lograr la concentracion requerida.

7. Antes de realizar la preparacion con todas las cepas fue necesario realizar una

prueba con varias concentraciones de antibioticos para determinar las que se

van a emplear.

2.6.5.3 Preparacion de diluciones de antibioticos en diferentes concentraciones.

1.

Se parte de las concentraciones de cada farmaco determinadas por la CLSI
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Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria (png /ml)
Siglas Antibidtico Sensible Intermedio Resistente
AMC Amoxicilina + 4cido <=8/4 18/8 >=32/16
clavulanico 20/10 pg

CRO  Ceftriaxona 30 ng <=1 2 >=4
CN Gentamicina 10 pg <=2 4 >=8
AK  Amikacina 30 pg <=4 8 >=16
CIP  Ciprofloxacina 5 pg <=1 2 >=4

Fuente: (Manual CLSI, 2023)

2. A partir de la dosis establecida por la CLSI las pruebas se realizaron con dosis
por debajo y encima de lo propuesto para determinar 5 dosis representativas
que demuestren la curva de inhibicion de los farmacos hasta llegar a la CMI.

De forma que se establecieron las siguientes baterias de concentraciones:

Tabla 7. Bateria de concentraciones de prueba para CMI.

Antibiético Concentraciones (ug /ml)
Amikacina 2ug /ml, 4pg /ml, 6ug /ml, 12pg /ml,
(AK) 14pg /ml, 16pg/ml, 18pug/ml, 20 ug /ml.
Ciprofloxacina 0,5 pg /ml, 1 pg /ml, 3ug /ml, Sug/ml,
(CIP) 7ug/ml, 9ug/ml, 11ug/ml, 13pg/ml,
15ug/ml, 17ug//ml, 19ug/ml, 21ug/ml.
Gentamicina 2pg/ml, 4pg/ml, 6ug/ml, 8pug/ml,
(CN) 10pg/ml, 12ug/ml, 14pg/ml, 16ug/ml,
18ug/ml, 20pg/ml.
Ceftriaxona 0,5ug/ml, 1pug/ml, 3pug/ml, Sug/ml,
(CRO) 7ug/ml, 8ug/ml, 12ug/ml, 14ug/ml,
16pug/ml, 18ug/ml, 20pg/ml, 22ug/ml.
Amoxicilina + 4cido clavulanico 3pg/ml, 6pg/ml, 8ug/ml, 10pg/ml,
(AMC) 13ug/ml, 16ug/ml, 19ug/ml, 22ug/ml,

25pug/ml, 28ug/ml, 30pg/ml, 33ug/ml.
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3. Dado que es necesario tener las concentraciones en microlitros para poder

agregarlas a los tubos con 8 ml de LB, se realizan reglas de 3 de cada antibiotico

segun su concentracion:

Tabla 8. Concentraciones de Prueba en pL.

Antibidtico Regla de 3 Concentraciones (uL)
Amikacina Concentracion: 200mg-20ml 1.6uL, 3.2uL, 4.8ul,9,6uL
(AK) 200.000 pg - 20.000pL 11.2puL,12.8ul,14.4pl,16ul
l6pg (8ml LBx2pg)- X
Ciprofloxacina Concentracion:200mg-20ml 0.5uL, 0.8uL, 2.4uL, 4uL,
(CIP) 200.000 pg - 20.000pL 5.6uL, 7.2uL, 8.8uL,
4ug (8ml LBx0,5ug)- X 10.4uL, 12uL, 13,6uLl,
15.2puL, 16.8uL
Gentamicina Concentracion: 80 mg-2ml 0.5uL, 0.8uL, 1.2uL, 1.6uL,
(CN) 80.000 pg - 2000uL 2ul, 2.4pL, 2.8uL, 3.2uL,
lopg (8ml LBx2pg)- X 3.6uL, 4ul, 4.4uL.
Ceftriaxona Concentracion: 1g-100ml 0,5uL, 0,8uL, 2,4uL, 4uLl,
(CRO) 1.000.000pg - 100.000puL 5.6uL, 6.4uL, 9.6uL,

Amoxicilina +
acido
clavulanico

(AMC)

4ug (8mILBx0,5ug)- X

Concentracion: 1000mg-20ml
1000000 -  20.000 pL
24pg(8mlLBx3pg) - X

11.2pL, 12.8ul, 14.4pul,
l6pL, 17.6puL.
0.5pL, 1pL, 1.3pL, 1.6uL,
2.08uL, 2.6puL, 3.04uL,
3.5uL, 4ul, 4.5uL, 4.8uL,
5.3ul

4. Una vez determinadas las concentraciones en pL, se prepard una bateria con

cada concentracion de antibidtico agregando los pL determinados en cada tubo

con 8 ml de LB y se homogeniza la muestra en el Vortex (Anexo 6).

5. De cada tubo con LB+Antibidtico se toma 100pL con ayuda de una pipeta y se

coloca en cada tubo de LB previamente rotulado (nombre de la cepa y niimero
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de réplica, 3 por cada cepa y concentracion de antibidtico). Se homogeniza la
muestra en el Vortex.

Se agrega 100uL con ayuda de la micropipeta de la bacteria ya estandarizada a
0.500 A en el espectrofotometro en cada tubo con las diferentes
concentraciones del antibidtico. Se homogeniza la muestra en el Vortex.

Se prepara un tubo de LB+ 100uL de bacteria para control positivo y un tubo
de LB+100ML de antibidtico para control negativo y se homogenizan las

muestras en el Vortex.

8. Se incuban todas las muestras durante 24h para su posterior lectura.

2.6.5.4 Lectura de resultados

Pasa las 24 h de incubacion se procede a realizar la lectura en el
espectrofotometro calibrado a 600nm (Anexo 6).

Con la ayuda de una micropipeta de toma 1000uL de LB para hacer control
blanco y se mide en el espectrofotdmetro resultando en 0.000A.

Se inicia la lectura de forma ordena por cada cepa, replica (Original, R1,R2) y
concentracion.

Se homogeniza la muestra en el Vortex, y con ayuda de la micropipeta se toma
1000ul de muestra para colocarla en una cubeta de espectrofotometro y
proceder a medir (Anexo 6).

Se debe iniciar por el Control Bacteria y luego seguir con la Original, R1 y R2.

Se tabulan todos los resultados y se saca una media de las réplicas (Anexo 4).

2.6.5.5. Determinacion de concentraciones definitivas.

1.

De las pruebas realizadas, se toman 5 concentraciones donde se logre observar

claramente la curva de inhibicion del antibiotico.
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Tabla 9. Bateria de Diluciones para CMI

Farmaco Concentraciones

Amikacina (AK) 12pg/ml, 14 ng/ml, 16 pg/ml, 18
pug/ml,20 pg/ml.

Ciprofloxacina (CIP) 13 pg/mlL 15 pg/ml, 17 pg/ml, 19
pg/ml,21 pg/ml.

Gentamicina (CN) 14 pg/ml, 16 pg/ml, 18 pg/ml,20
pg/ml,22 pg/ml

Ceftriaxona (CRO) I pg/mlL>5 pg/ml, 14 pg/ml, 18
pg/ml,22 pg/ml.

Amoxicilina + dcido clavuldnico 6 ng/ml 10 pg/ml,22 pg/ml,28
(AMC) pg/ml,33 pg/ml

2. Con las concentraciones a emplear ya determinadas se realiz6 el mismo
procedimiento ya especificado en los puntos anteriores con cada cepa
determinada como Sensible (S) a cada antibidtico.

3. Rotular cada tubo con el nombre de la cepa, el numero de repeticion (O, R1,R2)
con cada concentracion. Por cada concentracidon 3 repeticiones para asegurar
los resultados.

4. Se tabul6 todos los datos y sacar medias de las repeticiones, para evidenciar

curvas de inhibicion.
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2.7. Variables respuesta

2.7.1. Cualitativa

e Resistencia a Antibioticos por método Kirby Bauer

Se considera a las diferentes cepas de Escherichia coli como Sensibles (S),
Intermedia (I) o Resistente (R), segiin el tamafio de los halos (mm), siguiendo las

directrices de la CLSI.

2.7.2. Cuantitativa

e Concentracion Minima Inhibitoria

Se considera como CMI a la dosis del farmaco mas bajo expresada en ug/ml capaz de
inhibir el crecimiento de Escherichia coli. Se establece por la absorbancia (luz

trasmitida a través del cultivo), con una longitud de onda de 600 nandémetros.

2.8. Procesamiento de la Informacion

Los datos recolectados en el presente estudio se registraron en una base de datos en

Microsoft Excel ® 2016.
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CAPITULO 111

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo, se describe los resultados obtenidos en las distintas fases del estudio.
En primera instancia los resultados de las mediciones de los halos de inhibicion,
determinando las cepas Sensibles, Intermedia o Resistentes a los antibioticos,
basandonos en el método fenotipico de Kirby Bauer, tomando como directriz a los
puntos de corte establecidos segin la CLSI 2023 (The Clinical & Laboratory Standards
Institute).

3.1 Prueba de sensibilidad a antibidticos (Antibiorresistencia)

De las 31 cepas de Escherichia coli, 15 que corresponde al 58,1% fueron
multirresistente, principalmente a ciprofloxacina 45,2%, seguido de ceftriaxona con
una resistencia del 25,8%, amoxicilina mas acido clavulanico con 9,8%, mientras que

tanto amikacina como gentamicina muestran una resistencia del 0% (Figura 2).
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45,2

25,8

9,8

Ccip CRO AMC AK CN

Figura 2. Porcentaje de antibiorresistencia de aislados de E.coli

CIP= Ciprofloxacina, CRO= Ceftriaxona, AMC= Amoxicilina

acido clavulanico, AK= Amikacina, CN= Gentamicina.

Es importante destacar la resistencia intermedia que presentaron la mayoria de las
cepas, esto quiere decir que los antibidticos tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano siempre y cuando se empleen las dosis maximas
recomendadas. Amoxicilina + acido clavulanico presento la resistencia intermedia mas
alta 41,2%, seguida de amikacina 25,8%, gentamicina 16%, ceftriaxona 9,7% vy

finalmente ciprofloxacina con una resistencia intermedia de 3,3% (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de antibiorresistencia intermedia de aislados de E.coli

CIP= Ciprofloxacina, CRO= Ceftriaxona, AMC= Amoxicilina

acido clavulanico, AK= Amikacina, CN= Gentamicina.

En la tabla 10 se describen desde las cepas mas sensibles hasta las mas resistentes de
Escherichia coli con las que se trabajé en el estudio, de forma que las cepas mas
sensibles son aquellos donde la media de la escala se acercan mas a 3 mientras que las
mas resistentes se acercan mas hacia el 1. Estadisticamente varias de las cepas no
muestran diferencia por lo que se puede describir que las cepas 04P3R1DIE1, EC12
16S, 152-a, EMG2, I1 16S, PD7, PL-AGW6, NIVEDI C53, 182-a son las mas
sensibles a los 5 antibioticos empleados (AK,CIP,CRO,CN,AMC) mientras que las
cepas mas resistentes son las 56 y 02P2R1D2E3, destacando que la cepa 56 es la que

muestra una resistencia mucho mas marcada a todos los antibidticos empleados.

Para la realizacion de esta estadistica, se emplearon los datos recolectados en la
primera Fase del trabajo investigativo, donde a través del método Kirby Bauer se
realizaron medias del tamafio de los halos de las 3 réplicas de cada cepa, basandose en
los puntos de corte segiin la CLSI 2023 (The Clinical & Laboratory Standards
Institute). AK ( S:>=17, 1:15-16, R:<=14), CIP ( S: >=21, I: 16-20, R:<=15), CN ( S:
>=16, |: 13-15, R:<=12),CRO( S: >=23, I: 20-22, R:<=19), AMC ( S: >=18, I: 14-17,
R:<=13).
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Tabla 10. Sensibilidad in vitro de cepas de Escherichia coli aisladas de carne de pollo
frente a cinco antibidticos (Amikacina, Ciprofloxacina, Ceftriaxona, Gentamicina,

Amoxicilina + Acido clavulanico)

Cepas de Escherichia Sensibilidad in vitro Media de la escala
coli Rangos promedios 1 R€- 3S
04P3R1D1E1 315,5a 3
EC12 16S 315,5a 3
152-a 315,5a 3
EMG2 315,5a 3
I1 16S 315,5a 3
PD7 315,5a 3
PL-AGW6 315,5a 3
NIVEDI C53 315,5a 3
182-a 315,5a 3
LP5-1 276,8 ab 2,8
SFSA62 16S 276,8 ab 2,8
147-b rosa 260,3 abc 2,6
Gut01 260,3 abc 2,6
EC12 260,3 abc 2,6
CUMB SAM - 54 238,1 abed 2,6
EGE 4460185-59 221,6 abcde 2,4
UTI1958 16S 221,6 abede 2,4
DSM 30083 199.4 bede 24
EC204A1 199,4 bede 2,4
AF1 182,9 cde 2,2
54 182,9 cde 2,2
84SDN19 182,9 cde 2,2
43-a 166,4 cde 2
CVM N56338 166,4 cde 2
OP18 166,4 cde 2
211 166,4 cde 2
PRO3 166,4 cde 2
ASBY05 166,4 cde 2
SA120 160,7 de 2,2
02P2R1D2E3 1499 ef 1.8
56 11,2 1.6
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Cepas de Escherichia coli que en una misma columna compartan letras, no difieren
estadisticamente segun la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U

de Mann Whitney para p<0,05

Al

04P3R1D1E1 EC1216S SA120  02P2R1D2E3
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Figura 4. Media de cepas de E.coli més sensibles y resistentes a los 5 antibioticos

AK ( S:>=17, I:15-16, R:<=14), CIP ( S: >=21, I: 16-20, R:<=15),
CN ( S: >=16, I: 13-15, R:i<=12),CRO( S: >=23, I: 20-22, R:<=19),
AMC ( S: >=18, I: 14-17, R:i<=13).

En la figura 4, se profundiza mas en los resultados dado que estadisticamente la
diferencia entre estas no es significativa, sin embargo, al ejemplificarlo en un gréfico
de barras se puede observar claramente el contraste entre las cepas mas sensibles en
comparacion a aquellas mas resistentes e incluso entre esta, se observan diferencias
significativas. Los resultados obtenidos en la primera fase de la investigacion se ven
sustentados por el estudio realizado por Carvajal et al. (2019) que trabajo con 46 cepas
de Escherichia coli frente a 18 antibioticos, obteniendo resultados de 91% resistentes
a betalactamicos, cefalosporinas lera generacion 100%, 2da generacion 96%, 3era
generacion 82%, cuarta generacion 84%, aminoglucosidos 43% y fluoroquinolonas

64%, coincidiendo con la presten investigacion donde los aminoglucésidos fueron los
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mas efectivos para inhibir el crecimiento de Escherichia coli, mientras que se observo
una marcada resistencia a betalactdmicos pero se establecié un perfil de resistencia
mas marcado en las fluoroquinolonas, al contrario que en la investigacién de Carvajal

et al. (2019) quien determin6 como los fArmacos menos efectivos a los betalactdmicos.

En el caso de la investigacion se empled una cefalosporina de tercera generacion
(Ceftriaxona) y amoxicilina + 4acido clavuldnico a diferencia de Carvajal et al. (2019)
donde no se emplearon inhibidores de betalactamasas, lo que se considera un factor
fundamental en la diferencia de resultados, puesto que E.coli inhibe a esta familia de
antibidticos por betalactamasas con gran prevalencia en los estudios, en el caso de
ceftriaxona se observa que en los resultados de Carvajal et al. (2019) se obtiene el
menor porcentaje de resistencia en las cefalosporinas de tercera generacion al igual

que en este estudio.

Vinueza-Burgos et al. (2019) concuerda con los resultados descritos en la fase uno
donde los aminoglucosidos son la familia antibiotica de mayor eficacia, sobre los
betalactamicos a pesar de analizar farmacos con inhibidores de betalactamasas y por
ultimo se encuentran las fluoroquinolonas con una marcada resistencia por parte de
Escherichia coli. En su estudio se trabajo con 176 aislados de E.coli donde se mostro
una resistencia a betalactdimicos de 64,3%, aminoglucdsidos 47,3% y ciprofloxacina
del 72,2%. En el trabajo investigativo de Velasquez (2023) también se describe un
resistencia a ciprofloxacina (65,3%) mucho mas marcada en comparacion a los otros
antibioticos del estudio, mientras que los aminoglucésidos presentaron apenas 4,5%

de resistencia.

En ambos estudios al igual que en este trabajo investigativo los aminoglucdsidos se
determinan como los farmacos mas eficaces y esto se relaciona principalmente a su
mecanismo de accion y que E.coli presenta menos mecanismos de evasion o inhibicion
en comparacion a las fluoroquinolas y los betalactamicos que al ser mucho mas
empleados en la terapéutica diaria e incluso de forma empirica desarrollan mayor

predisposicion a la resistencia, también se destaca que los aminoglucdsidos son
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empleados con mayor seguridad y cautela principalmente por sus efectos secundarios
(ototoxicidad y nefrotoxicidad) lo que hace que se empleen mucho menos como
farmacos profilacticos o en dosis inadecuadas, reduciendo el desarrollo de resistencia

a su accion.

En la tabla 11 se realiza un analisis estadistico donde se determind el farmaco mas
eficaz para inhibir el crecimiento a las cepas de Escherichia coli estudiadas en el
presente trabajo investigativo y el farmaco menos efectivo ante las cepas de E.coli, de
forma que se establece como el antibiotico mas efectivo es Gentamicina con una media
de escala de 2.84 de efectividad, estadisticamente se considera igual de eficiente a
Amikacina con un media 2,74 al encontrarse mas cercanas (mientras la media se
encuentre mas cercana al 3 mas sensible es) y el antibidtico con la menor capacidad
de inhibir a las cepas de Escherichia coli es Ciprofloxacina con una media de 2,06 que
estadisticamente difiere completamente con el resto de antibidticos empleados en la

investigacion.

Tabla 11. Efectividad de cinco antibioticos (Amikacina, Ciprofloxacina, Gentamicina,
Ceftriaxona Amoxicilina + Acido clavuldnico) mediante ensayo de sensibilidad in

vitro de cepas de Escherichia coli aisladas de carne de pollo.

Antibidtico Sensibilidad in vitro Media de la escala
Rangos promedios

Amikacina 265,18 a 2,74
Ciprofloxacina 183,89 ¢ 2,06
Gentamicina 284,05 a 2,84
Ceftriaxona 225,02 b 2,39

Amoxicilina + Acido

clavulanico 206,87 b 2,39

Antibioticos que en una misma columna compartan letras, no difieren estadisticamente
seglin la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney
para p<0,05.
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En la figura 5 se establece de forma mas clara el porcentaje total de cepas que se
determinaron como sensibles al grupo de antibidticos dentro de la investigacion
(AK,CN,CIP,AMC,CRO) de forma que se determina que el 84% (26/31) de cepas son
sensibles a Gentamicina mientras que, el firmaco menos efectivo fue Ciprofloxacina

con 48,4 (15/31).
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Figura S. Porcentaje y nimero de cepas sensibles a CN,AK,CIP

Mendieta et al. (2021) en su estudio determind que el farmaco mas efectivo para tratar
infecciones con Escherichia coli fue Gentamicina con una efectividad de 79,31% sobre
los otros antibidticos puestos a prueba, se analizé también la efectividad de amikacina
con 70,68% que forma parte de los aminoglucdsidos al igual que gentamicina, mientras
que las fluoroquinolas analizadas en la investigacién como ciprofloxacina mostraron
una eficacia significativamente baja del 32%; Mendieta et al. (2021) justifica estos
resultados ya que las fluoroquinolonas son la primera en los tratamientos de
infecciones bacterianas principalmente de forma empirica, lo que provoca que la
bacteria tenga la posibilidad de crear métodos de evasion a los mecanismos de accion

del farmaco y dada la facilidad de trasmitir esta resistencia a otras cepas de E.coli,
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tiene total sentido que los mecanismos de resistencia estén dejando obsoletas a las

fluoroquinolonas.

La mayor efectividad de Gentamicina sobre Amikacina a pesar de ser antibidticos de
la misma familia (aminoglucésidos) se relaciona con el mecanismo de accidén, ambos
antibidticos van a inhibir la sintesis de proteinas a nivel ribosomal (Bello, 2023), sin
embargo, Gentamicina actia inhibiendo la sintesis desde el inicio de forma que al
unirse al grupo amino bacteriano no permite que se inicie con el proceso bloqueandolo
desde el principio, ademas que, presenta un efecto postantibidtico mas prolongado en
comparacion a Amikacina que actia inhibiendo la sintesis proteica inhibiendo la fase
de traduccion de igual forma uniendo al grupo amino e hidroxilo, provocando una
traduccion erronea y bloqueando la sintesis, sin embarga actiia sobre un proceso ya
iniciado lo que puede provocar que los mecanismos de resistencia bacteriano pueden
actuar inhibiendo la accién farmacologica de amikacina, ademas, el efecto post
antibidtico de amikacina es casi nulo (Lopardo, 2019) , lo que respalda a Gentamicina

como el mas efectivo en esta y otras investigaciones.

Estos resultados son similares a los descritos en el presente trabajo investigativo al
igual que en el estudio realizado por Medina (2021) que sustenta los resultados en su
investigacion ya que obtuvo una sensibilidad en los aminoglucdsidos del 53% mientras
que las quinolonas y fluoroquinolonas se establecieron por debajo del 20%, en el caso
de la presente investigacion se obtuvo una sensibilidad gentamicina del 84% y en el
otro extremo ciprofloxacina con 48,4%, coincidiendo con los autores ya descritos en
que la resistencia a ciprofloxacina de provoca por el uso indiscriminado del farmaco,
de forma empirica o profiléctica, sin respetar las dosis adecuadas y debido a su amplio
espectro empledndose como primera linea en la mayoria de infecciones por lo que tiene
logica que las bacterias entre las que se destaca E.coli tengan la posibilidad de mejorar
cada vez més sus mecanismos de resistencia haciendo cada vez mas corta la lista de

antibioticos efectivos contra el microorganismo.
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En el caso de los aminoglucoésidos que todas las investigaciones concuerdan en que
son los mas efectivos, incluso en el estudio de Rojas et al. (2019) donde Gentamicina
mostro una eficacia del 82% y Amikacina del 100% sobre los otros grupos de
antibioticos estudiados. Se considera que el éxito de los aminoglucdsidos se debe a
que no son empleados como primera linea de accion ante infecciones, principalmente
debido a sus efectos nefrotoxicos y ototoxicos por lo que se limita su uso, y
generalmente se emplean con un antibiograma de respaldo y a dosis adecuadas por lo
que es légico que Escherichia coli no tenga bien desarrollado sus mecanismo de

resistencia.

En cuanto a las diferencias en la eficacia entre amikacina y gentamicina a pesar de ser
de la misma familia de antibidtico, Sanchez (2021) describe que la principal enzima
que actta contra Gentamicina es ANT (nucleotidiltransferasa) mientras que la enzima
encargada de inhibir la accion de Amikacina es ACC (N-acetiltransferasas), por lo que
los resultados pueden variar entre estos farmacos en distintas investigaciones ya que
depende de la enzima que la cepa bacteriana presente para determinar la menor o
mayor resistencia a cada farmaco, sin embargo, en todas las investigaciones citadas y
en el estudio presente se determina que los aminoglucosidos siguen estando por encima
de la media en cuanto a su eficiencia para inhibir los mecanismo de resistencia de

E.coliy lograr ejercer su accion farmacoldgica.

3.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Los resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria seran descritos para cada
farmaco, estableciendo las dosis mas bajas para inhibir el crecimiento de las bacterias
por parte de los farmacos en estudio: Amikacina, Gentamicina, Amoxicilina + 4cido
clavulanico, Ceftriaxona, Ciprofloxacina. El método empleado se realizd por
diluciones seriadas con diferentes concentraciones de los farmacos partiendo desde los
puntos de corte establecidos segun la CLSI 2023 (The Clinical & Laboratory Standards

Institute).
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De las 31 cepas de Escherichia coli con las que se trabajé en la fase uno de la presente
investigacion, se establecieron las cepas resultantes como Sensibles (S), 26 cepas
fueron sensibles a gentamicina, 23 a amikacina, 20 a ceftriaxona, 16 a amoxicilina +
acido clavulanico y 15 a ciprofloxacina (Figura 6) con las cuales se trabajé en la
segunda fase con la finalidad de determinar las CMI de cada cepa y establecer un

andlisis descriptivo de las curvas de crecimiento.

1% Sensibilidad

# CFPAS

AK CiP CN CRO AMC

Figura 6. Porcentaje y nimero de cepas sensibles a los 5 antibioticos
AK= Amikacina, CIP=Ciprofloxacina, CN=Gentamicina,
CRO=Ceftriaxona, AMC=Amoxicilina+ acido clavulanico

Para la determinacion de CMI de los distintos fAirmacos empleados en el trabajo
investigativo, en primera instancia se realizaron pruebas con una amplia bateria de
concentraciones de cada farmaco para determinar las concentraciones en las que se iba
a trabajar con cada antibidtico tomando como referencia los puntos de corte de la CLSI
2023 ((The Clinical & Laboratory Standards Institute). El punto de esta fase del estudio
era determinar la curva de inhibicidon que presentaban los farmacos para actuar sobre
las distintas cepas de Escherichia coli 'y determinar la dosis efectiva en la que se logra

la inhibicién del crecimiento bacteriano.

El método empleado para determinar las curvas de inhibicion fue la medicion a través

de densidad optica con la ayuda del espectrofotometro con una longitud de onda de
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600nm, donde se midi6 la absorbancia de cada concentraciéon y sus repeticiones
(O,R1,R2) del antibidtico hasta llegar a la media més cercana a 0.000A determinando
asi la CMI, a través de una media de cada concentracion, un factor fenotipico
importante fue la turbidez de cada concentracion de forma que mientras menor era la

turbidez mayor fue la eficacia de la concentracion estudiada (Anexo 6).
3.2.1. CMI de Amikacina (AK)

Segtin CLSI (2023), la CMI de AK es 4pg/ml.

e Concentraciones probadas: 2 pg/ml, 4 pg/ml,6 pg/ml,12 pg/ml 14 pg/ml, 16
png/ml, 18 pug/ml,20 pg/ml. (Figura 7).

CB  2ug/ml 4ug/ml 6ug/ml 12 14 16 18 20
ug/ml  ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

O-—~MEDIA

Figura 7. Curva de Inhibicion de prueba para AK

e Una vez realizada la primera prueba con una bateria extensa de concentraciones del
farmaco se decidio trabajar con: 12 pg/ml, 14 pg/ml, 16 pg/ml, 18 pg/ml,20 pg/ml,

con las 23 cepas de E.coli sensibles al farmaco (resultado arrojado de la fasel).
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Se determind resultados a través de una media de las 3 réplicas de cada

concentracion.

En la figura 8 se describe la cepa con mayor sensibilidad (DSM 30083) mostrando una
absorbancia de 0.002 A, logrando la CMI en 20ug/ml, también se observa una gran
inhibicion y disminucion significativa de la turbidez a una dosis de 18 pg/ml. Mientras
que la cepa EC12 se muestra como la menor sensibilidad de forma que en la CMI de
20 pug/ml se establecidé una absorbancia de 0,008 A. Se destaca que inclusive entre
cepas sometidas a un mismo farmaco y a una misma concentracion se presenta
diferencias significativas en las medias, demostrando el comportamiento cambiante de

Escherichia coli.

&

CB 12 ug/ml 14 ug/ml 16 ug/ml 18 ug/ml 20 ug/ml

O--N41 mas Resistente  =====N30 mads Sensible

Figura 8. Curva de inhibicion mas y menos sensible a AK
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3.2.2 CMI de Gentamicina (CN)

Segtin CLSI (2023) la CMI de CN es 2pg/ml

e Concentraciones probadas: 2pg/ml, 4pg/ml, 6pug/ml, 8ug/ml, 10pug/ml,
12pg/ml, 14pg/ml, 16pg/ml, 18ug/ml, 20pg/ml (Figura 9).
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Figura 9. Curva de inhibicién de prueba para CN

e Una vez realizada la primera prueba con una bateria extensa de concentraciones del
farmaco se decidi6 trabajar con: 14pg/ml, 16pg/ml, 18ug/ml, 20ug/ml, 22pg/ml
con las 26 cepas de E.coli sensibles al farmaco (resultado arrojado de la fasel).
Se determiné resultados a través de una media de las 3 réplicas de cada

concentracion.

En la figura 10 se muestra las curvas decrecientes mas significativas para Gentamicina,
de forma que la cepa EC204A1 muestra una menor sensibilidad al farmaco logrando
la absorbancia mds baja en 0.002 A con una curva significativa entre cada
concentracion, mientras que la cepa con mayor sensibilidad es 02P2R1D2E3 logrando
una absorbancia de 0,000 A, estos resultados se lograron en las dosis mds altas
empleadas en el trabajo investigativo, es decir, CMI= 22ug/ml. Sin embargo, hay que
destacar que en dosis de 20 pg/ml ya se observd absorbancias bajas con una media de
0,003 A considerando que se logra una dptima inhibicion del crecimiento bacteriano

(Anexo 5).
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Gentamicina es el farmaco que muestra curvas mas pequefias de inhibicion, logrando
desde las dosis mas bajas un bloqueo significante en el crecimiento bacteriano, este
resultado se correlaciona con los arrojado en la FASE1 donde CN fue el farmaco de

mayor accion contra las cepas de Escherichia coli.
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Figura 10. Curva de Inhibiciéon mas y menos sensible a CN

Los aminoglucosidos presentan un espectro de accion hacia gram positivos y gram
negativos, principalmente actiian contra enterobacterias, son antibidticos bactericidas
dependiendo de la concentracion del farmaco. Los aminoglucosidos también son
capaces de hacer sinergia con otras familias como los betalactamicos aumentando su

eficacia contra bacterias (Lopardo, 2019).

La eficacia de los aminoglucosidos para inhibir el crecimiento de Escherichia coli se
basa en la inhibicidn de la sintesis proteica a través de la union con el ARNr 16S de la
subunidad 30S, cada miembro de la familia presenta un sitio blanco de union diferente
pero todos modifican y provocan alteraciones en la traduccion de forma que se produce
una mala lectura y la sintesis proteica es erronea, esto hace que los mismos
aminoacidos bacterianos dafien la membrana celular, ribosomas e incluso

aminoglucosidos como Gentamicina actlia inhibiendo el inicio de la sintesis proteica
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de forma que no permite la traduccion, por ende es mas facil la accion del farmaco y

se logra un efecto postantibiotico mas prolongado (Lopardo, 2019).

Los aminoglucosidos alteran la fase de traduccion, al formar complejos irreversibles
entre los grupos amino ¢ hidroxilos, estos facilita la union del farmaco al sitio diana
de codificacion en los ribosomas, especificamente en ARNm de la subunidad 308, esto
desencadena un inadecuado trasporte del ARNm comun, traduciendo proteinas no

funcionales y promoviendo la lisis de la bacteria (Estrada et al., 2022).

Estrada et al. (2022) en su estudio analizo la eficacia de los aminoglucosidos sobre
cepas de Escherichia coli y determind la CMI (concentracion minima inhibitoria)
sobre los aislados, en sus resultados determiné que existe diferencias en las CMI entre
las diferentes cepas, sin embargo, establecio que el 70% de cepas fueron inhibidas en
20 pg/ml-22 pg/ml bajo la accion de Amikacina mientras que en el caso de
Gentamicina y Tobramicina se determin6 una CMI en el 95% de aislados de 18-20
ug/ml. Estos resultados se sustentan con los resultados obtenidos en el presente trabajo
investigativo donde la CMI se logra entre 18-22 pg/ml, de igual forma se observo
diferencias significativas entre las cepas del estudio y se determina que la razén de
esto es que cada cepa presenta una curva exponencial de crecimiento diferente, ademas
que pueden presentar diferentes mecanismo de resistencia al mismo antibiotico,

pudiendo ser mas o menos efectivos.

Segun la CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute) (2023), las CMI
establecidas para amikacina y gentamicina son 4 pg/ml y 2 pg/ml respectivamente,
dosis extremadamente bajas en comparacion a las descritas por Estrada et al. (2022) y
en la presente trabajo investigativo, esto puede deberse a distintas causas entre las que
se destaca el comportamiento cambiante de E.coli, la alta tasa de crecimiento en la
resistencia a nivel mundial de las bacterias principalmente por el uso de los farmacos
de forma indiscriminada y sin control. A pesar de estas diferencias significativas entre
las investigaciones se determind a los aminoglucosidos con una eficacia relativamente

alta ya que, a pesar del empleo de dosis altas, son estos farmacos los que lograron
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inhibir a un mayor porcentajes de aislados de E.coli, en esta investigacion se bloqueo

el crecimiento del 74-84% , (Estrada et al., (2022) determin6 una sensibilidad del 70-

95% de las cepas estudiadas.

Estos resultados también se ven sustentados por Bullon & Vasquez (2021) que al

realizaron un analisis investigativo en mas de 237 Tesis realizadas en el periodo de

2010-2020 determinaron que la principal bacteria de estudio fue Escherichia coli

(96,2%), se describen varias familias de antibidticos que se pusieron a prueba, pero se

destaca que se encontrd una mayor eficacia por parte de los aminoglucosidos del 72-

94%, niveles de eficacia que concuerdan con Estrada et al. (2022) y el presente trabajo,

donde los aminoglucdsidos siempre han mostrado una eficacia por encima del 70%.

3.2.3. CMI de Ciprofloxacina (CIP)

Segtn CLSI (2023) la CMI de CIP es 1 pg/ml

Concentraciones probadas: 0,5ug/ml, Ipg/ml, 3ug/ml, Sug/ml, 7pg/ml,
Oug/ml, 11pg/ml, 13pg/ml, 15ug/ml, 17ug/ml, 19pg/ml, 21pg/ml (Figura 11).
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Figura 11. Curva de Inhibicioén de prueba para CIP
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e Una vez realizada la primera prueba con una bateria extensa de concentraciones del
farmaco se decidio trabajar con: 13pug/ml, 15ug/ml, 17pg/ml, 19pg/ml, 21pg/ml
con las 16 cepas de E.coli sensibles al farmaco (resultado arrojado de la fasel).
Se determind resultados a través de una media de las 3 réplicas de cada

concentracion.

En la figura 12 se muestra las curvas mas significativas dentro del estudio de
ciprofloxacina, de forma que la cepa con mayor sensibilidad es la 04P3R1DIEI
mostrando una curva decreciente bastante baja llegando a la CMI a 21 pg/ml con una
absorbancia de 0,001 A. En cuanto la cepa que mostrd una menor sensibilidad fue 152-
a en la cual se muestra una curva mucho mas resistente llegando a la dosis maxima de

21 pg/ml con una absorbancia de 0,012 A.

Se destaca que la mayoria de las cepas de E.coli determinadas como sensibles a CIP
muestran curvas decrecientes no tan pronunciadas de forma que la absorbancia entre
concentraciones varia muy poco, logrando su inhibicion en las dosis mas altas
establecidas con una media de absorbancia mas baja en 0,009 A, esto de correlaciona
con los resultados de la FASE1 donde ciprofloxacina fue el antibiotico menos efectivo

contra los aislados de Escherichia coli estudiados en la investigacion.
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Figura 12. Curva de Inhibiciéon mas y menos sensible a CIP
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Ciprofloxacina es una fluoroquinolona con un espectro de accién bastante amplio
empleada incluso en infecciones muy complicadas, el mecanismo de accion por la que
ciprofloxacina puede inhibir a Escherichia coli es a través del bloqueo de las enzimas
Topoisomerasas las cuales son esenciales en la replicacion, trascripcion y reparacion
de ADN bacteriano. Las topoisomerasas inhibidas por ciprofloxacina son ADN girasa
y topoisomerasa [V que en condiciones normales participan en el desenrollamiento del
ADN indispensable para la division celular de forma que, al encontrarse bloqueadas,
no se logra completar el proceso y se promueve la lisis bacteriana (Calvo & Martinez,

2019).

Ciprofloxacina presenta la capacidad de atravesar la membrana bacteriana a través de
las porinas o por difusion simple y se conoce que este fArmaco presenta una mayor
accion sobre la Topoisomerasa IV y algo que debe destacarse es que la inactivacion de
bacterias gram negativas como E.coli se da principalmente gracias a la inhibicién de
la enzima ADN girasa mientras que son los gram positivos quienes se ven mas

afectados ante la inhibicion de la Topoisomerasa IV (Lopardo, 2019).

El hecho de que Ciprofloxacina inhiba principalmente las Topoisomerasa IV se puede
relacionar con la necesidad de emplear dosis altas para logar la inhibicion en el
crecimiento de E.coli, como se describe en el presente trabajo la CMI entre 19-21
pug/ml, resultados que difieren considerablemente con CLSI (2023), donde se
determina que la CMI 1 ug/ml. Los resultados de la presente investigacion también se
sustentan en que debido al conocido espectro de accion de Ciprofloxacina es
ampliamente empleada de forma empirica permitiendo que las bacteria creen
resistencias marcadas al farmaco por ende es necesario emplear dosis cada vez mas

altas para lograr la inhibicion en el crecimiento de las distintas cepas.

Nufiez et al. (2022) en su investigacion determind una CMI para Ciprofloxacina de 16-
28 pg/ml a través de una media entre las diferentes cepas que fueron estudiadas, sin
embargo también se determind que la cepa 2 de Escherichia coli fue inhibida a una
concentracion de 1.4 pg/ml, en este caso Nuiez et al. (2022) determina que esto se

debe a que no todas las cepas van a mostrar el mismo comportamiento o los mismos
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mecanismos de resistencia ante los antibidticos de forma que existiran aislados de
E.coli en los que los mecanismos de resistencia estén mucho mas desarrollados y por
ende se necesitara dosis mas altas para llegar a la CMI y de igual forma se presentaran
cepas mucho mas sensibles a las diferentes familias de antibioticos logrando la CMI a

dosis mucho mas bajas.

En la investigacion de (Vaz, 2022) se lograron CMI para ciprofloxacina en una media
de 1.8 pg/ml,- 6,8 pg/ml, valores que se encuentran mas cerca de los especificados por
CLSI (2023) y con una diferencia significativa de los resultados de la presente
investigacion y también los de Nufiez et al. (2022), determinando asi el
comportamiento cambiante de Escherichia coli y la capacidad de que existan

mecanismo de resistencia mas o menos marcados entre diferentes cepas bacterianas.

3.2.4. CMI de Ceftriaxona (CRO)

Segtn CLSI (2023) la CMI de CRO es 1 pg/ml

e (Concentraciones probadas: 0,5ug/ml, Ipg/ml, 3ug/ml, Spug/ml, 7pg/ml,
8ug/ml, 12pg/ml, 14pg/ml, 16pg/ml, 18ug/ml, 20pg/ml, 22pg/ml (Figura 13).
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Figura 13. Curva de Inhibicion de prueba para CRO
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e Una vez realizada la primera prueba con una bateria extensa de concentraciones del
farmaco se decidi6 trabajar con: 1pug/ml, Spg/ml, 14pg/ml, 18ug/ml, 22pg/ml con
las 20 cepas de E.coli sensibles al farmaco (resultado arrojado de la fasel). Se
determind resultados a través de una media de las 3 réplicas de cada

concentracion.

En la figura 14 se interrelaciona las cepas con las curvas mas significativas dentro del
estudio, de forma que la cepa EMG2 se muestra como la menos sensible a la accion
del antibidtico mostrando una curva representativa con diferencias entre las
concentraciones logrando una inhibicion o CMI a 22pg/ml con una absorbancia de
0,002 A. Mientras que, en el caso de la cepa EC12 la cual muestra mayor sensibilidad
al farmaco se observo una absorbancia de 0,001 A a los 22pug/ml describiendo asi la
CMLI, sin embargo, se observa que a dosis de 18 pg/ml se establecid una media de
absorbancia de 0,007 A del total de cepas, que se considera una 6ptima inhibicién de

la bacteria por parte de la CRO.
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Figura 14. Curva de Inhibiciéon mas y menos sensible a CRO
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3.2.5 CMI de Amoxicilina + acido clavulanico (AMC)

Segtin CLSI (2023) la CMI de AMC es 8/4 pg/ml.

e Concentraciones probadas: 3pg/ml, 6ug/ml, 8ug/ml, 10ug/ml, 13ug/ml,
lopg/ml, 19 pg/ml, 22pg/ml, 25ug/ml, 28ug/ml, 30pg/ml, 33ug/ml (Figura
15).

Figura 15. Curva de Inhibicion de prueba para AMC

e Una vez realizada la primera prueba con una bateria extensa de concentraciones del
farmaco se decidi6 trabajar con: 6pg/ml, 10pg/ml, 22pg/ml, 28ug/ml, 33pg/ml
con las 15 cepas de E.coli sensibles al farmaco (resultado arrojado de la fasel).
Se determind resultados a través de una media de las 3 réplicas de cada

concentracion.

En la figura 16 se describe a la curva de inhibicion de la cepa 04P3R1DI1E1 que se

considera la mas significativa en cuando a menor sensibilidad mostrada hacia el
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farmaco, de forma que la CMI se logra a la dosis mas alta del estudio en 33 pg/ml con
una absorbancia de 0,007 A. También se describe la curva de la cepa EC12 que fue la
mas sensible de todas al antibiotico con una absorbancia de 0,001 A, siendo la CMI a
la dosis mas alta del estudio, sin embargo, a la dosis de 28 pg/ml con una absorbancia

de 0,009 A que se considera inhibicién considerable.

@3
@

0,266

.
0,034 e o

CB 6 ug/ml 10 ug/ml 22 ug/ml 28 ug/ml 33 ug/ml

©O--N12 mas Resistente N41 mas Sensible

Figura 16. Curva de Inhibicion mas y menos sensible a AMC

Amoxicilina + 4cido clavulanico y Ceftriaxona presenta un espectro de accion contra
gram positivas y gram negativas, pero Ceftriaxona tiene un espectro mas amplio en
comparacion con amoxicilina que solo actiia sobre algunos gram negativos donde
destaca E.coli, ademas, Amoxicilina se encuentra en union con acido clavulanico que
es un inhibidor de betalactamasas que es el principal mecanismo de resistencia de

E.coli ala accion de los Betalactdmicos (Calvo & Martinez, 2019).

Los betalactamicos tienen la capacidad de eliminar a Escherichia coli al inhibir la
formacion de la pared celular bacteriana que en E.coli es delgada y se encuentra
protegida por una membrana a base de lipidos y proteinas, de forma que los
betalactamicos van a actuar uniéndose a las PBP (proteinas fijadoras de penicilina) con
capacidad de estimular a las transpeptidasas, transglucosilasa y carboxipeptidasa,
ademads provocan la formacion de un complejo irreversible entre los peptidoglucanos
de forma que no permiten su accioén en la formacion de la pared bacteriana dejando
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desprotegida a la bacteria y desencadenando su lisis por alteraciones en la presion

oncotica (Lopardo, 2019).

Los betalactamicos pueden bloquear el crecimiento de E.coli inhibiendo a diferentes
PBP, por lo que se puede encontrar niveles de eficacia que difieren significativamente
entre farmacos de la misma familia, al bloquear los PBP1 se altera la morfologia de la
bacteria provocando su lisis, los PBP2 hacen a las bacterias ovoides que se destruyen
facilmente, las PBP3 al inhibirse no logran actuar en la division celular, de forma que
no se produce y las bacterias son destruidas por la accion de los betalactamicos, estos
farmacos también actian a través de autolisinas que provocan la destruccion de los
peptidoglicanos provocando un desequilibrio general en la hidrélisis y por ende la

muerte de la bacteria (Lopardo, 2019).

Gonzales (2022) en su estudio determino las dosis efectivas para inhibir el crecimiento
de Escherichia coli, de diferentes farmacos entre ellos Ceftriaxona y Amoxicilina +
acido clavulédnico. En el caso de la Ceftriaxona se determin6d que en las cepas con las
que se trabajé se necesitaba dosis altas del farmaco para llegar a la CMI, se logra la
inhibicidn en una media de 12- 18 pg/ml mientras que Amoxicilina +acido clavulanico
logro inhibir el crecimiento de E.coli en dosis de 22-30 18 ug/ml. Estos parametros se
consideran relativamente similares a los determinados en la presente investigacion
donde CRO mostré una CMI en 18-22 pg/ml y AMC en 28-33 ug/ml, concordando

también con los datos establecidos por (Rodriguez et al., 2019)

En su investigacion Rodriguez et al. (2019), determind que el 94% de las cepas de
Escherichia coli estudiados se inhibian en dosis 8 veces superiores a las descritas por
la CLSI (2019) en los betalactamicos, esto se relaciona con una mayor actividad que
ha incrementado de forma exponencial de las betalactamasas haciendo cada vez mas
resistentes a las bacterias. En el caso de la presente investigacion se siguieron los
puntos de corte de la CLSI (2023) donde AMC= 8/4 w/ml y CRO= 1 p/ml, pero de
igual forma que en las investigaciones de Rodriguez (2019) y (Gonzales, 2022) se

necesitaron dosis mucho més altas a las establecidas para llegar a la CMI y de igual
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forma se coincide con Rodriguez (2019) que remite esta resistencia a la mayor accion
de las betalactamasas, y dado que los betalactamicos suelen ser los antibioticos de
eleccion en la mayoria de las infecciones principalmente de forma empirica es normal
que los mecanismo de resistencia hayan mejorado y desarrollado mejores métodos

para evadir la accion de los betalactamicos.

3.3. Mecanismos moleculares de resistencia de Escherichia coli a AK, CIP, CN,

CRO, AMC.

Se describe los mecanismos moleculares de resistencia de las Cepas mas resistente a
todos los antibiodticos, de forma que se establecerd las distintas formas de evasion de
la cepa de Escherichia coli para inhibir, bloquear o alterar los mecanismo de accion de

los antimicrobianos empleados en el trabajo investigativo.

Los principales mecanismos moleculares que Escherichia coli ha desarrollado para
inhibir la accidén de los antibidticos son: Inhibicion enzimatica, Modificaciones en el
sitio de accién y cambios en pared celular, a través de la modificacion en la

permeabilidad (Figura 16) (Bello, 2023).

I. Inhibicién o reduccion
de la entrada del @ Antibidtico
antibidtico 1l. Bombas
de extrusion

IV. Enzimas
que inactivan
y degradan
antibidticos

SARARLARL ALK LIRS

";}4’@ * a /-- V. Enzimas que

— = modifican

I1l. Mutacién o
alteracién en el sitio
diana del antibistico

antibiéticos

(Bello, 2023)

Figura 17. Mecanismo de resistencia bacterianos.
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De las 31 cepas de Escherichia coli con las que se trabajo en la presente investigacion
las cepas que mayor resistencia presentaron a los 5 tipos de antibidticos: Amikacina,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Ceftriaxona y Amoxicilina+ acido clavulénico, fueron
las Cepas 56 y 02P2RID2E3 destacando principalmente la cepa 56 que
estadisticamente mostré una diferencia considerable con el resto de las cepas

concluyéndola como la cepa maés resistentes del total de aislados bacterianos (Tabla
12).

Tabla 12. Resultados Fasel(Antibiorresistencia) de Cepa 56 y 02P2R1D2E3

Discos 56 Resultado 02P2R1D2E3 Resultado

AK 16 I 17 S
CIP 12 R 10 R
CN 19 S 20 S
CRO 19 R 14 R
AMC 13 R 8 R

Tomando como punto de referencia los puntos de cortes determinados por la CLSI
(2023) donde se indican los tamafos de los halos de inhibicion en mm, se determino
que la cepa 56 muestra una resistencia marcada a Ciprofloxacina, Ceftriaxona y
Amoxicilina+ acido clavulanico, ademas de una resistencia intermedia a amikacina,
de forma que la tnica forma en la que actua este aminoglucosido es empleando las

dosis mas altas establecidas.

En el caso de la cepa 02P2RID2E3 se presentd una resistencia marcada a
Ciprofloxacina, Ceftriaxona y Amoxicilina + 4cido clavuldnico de forma que los
mecanismo de inhibicion no permiten que el mecanismo de accion de los

antimicrobianos no se ejerza.
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3.3.1 Mecanismos de resistencia de E.coli a Betalactamicas.

Los betalactamicos empleados en el presente estudio fueron Amoxicilina + acido
clavulanico perteneciente a la familia de las Aminopenicilinas en combinacién con un
inhibidor de las betalactamasas, principal mecanismo de resistencia de E.coli y

Ceftriaxona una cefalosporina de tercera generacion.

El principal mecanismo molecular de inhibicion de Escherichia coli ante los
betalactamicos se da por hidrdlisis enzimatica en los enlaces amidas a nivel del nticleo
betalactamico, de forma que el farmaco es incapaz de bloquear el entrecruzamiento de
péptidos indispensables para la formacion de la pared celular, al no lograr evitar la
sintesis de la pared se confiere proteccion anatomofisiologica para la bacteria
(Tamayo- Contreras et al., 2021). Esto ocurre tanto para penicilinas como
cefalosporinas, al inhibir el antibiodtico se deriva en acidos sin accion farmacoldgica.
Estas enzimas se denominan betalactamasas y en E.coli se codifican a nivel de los
cromosomas y plasmidos, existen varias betalactamasas, pero la mas comun en gram

negativas es la TEM-1 (Quifnones et al., 2020).

Tamayo-Contreras et al., (2021) sustenta lo descrito en su investigacion determinando
que la principal resistencia contra los betalactimicos se debe a la presencia de
Betalactamasas. En su estudio se aislaron 162 cepas de E.coli de las cuales 52 cepas
sintetizaban BLEE (Betalactamasas de espectro extendido) y todas estas cepas
resultaron resistentes a los betalactdmicos como Ampicilina, Amoxicilina + acido
clavuldnico que mostraron una resistencia de 71% mientras que en cefalosporinas de
segunda y tercera generacion la resistencia fue del 26-33%. Esto difiere de la presente
investigacion donde amoxicilina + acido clavulanico presento una resistencia de 9,8%
por debajo de ceftriaxona con 25,8%, se considera que esto se produce por la ausencia
de un inhibidor de betalactamasas que en el caso de amoxicilina confiere mayor

eficacia en el farmaco.
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Los resultados del presente trabajo investigativo, se apoyo con los resultados de la
investigacion realizada por Quifionez et al. (2020) donde se determin6 una resistencia
a betalactamicos del 61,3-89,1% , encontrandose una menor resistencia en aquellos
que presentaban inhibidores de betalactamasas como: ampicilina + sulbactam,
piperacilina+ tazobactam y amoxicilina + &cido clavuldnico. La betalactamasa de
mayor hallazgo en el estudio de Quifionez et al. (2020) BLEE (43,7%) y TEM-1 (45%)
concordando con lo descrito en la investigacion donde TEM-1 es una de las enzimas
mas presentes en aislados de E.coli que le confieren la habilidad de inhibir en su

totalidad la accion de los betalactamicos.

3.3.2 Mecanismos de resistencia de E.coli a Aminoglucosidos

Los aminoglucésidos estudiados en esta investigacion fueron: Gentamicina y
Amikacina ambos con accion bactericida, indicados para infecciones provocadas por
gram negativas. Gentamicina suele ser el farmaco mas empleado de esta familia, por
su efectividad, sin embargo, Amikacina se emplea en infecciones mas graves e incluso

cuando existe resistencia a Gentamicina (Lopardo, 2019).

Los aminoglucosidos necesitan unirse al ARNr 16S de la subunidad 30S a nivel de
ribosomas para cumplir con su actividad bactericida e interferir con la sintesis proteica,
sin embargo, Escherichia coli ha desarrollado resistencia a los aminoglucdsidos
principalmente por la formacion de enzimas modificadoras codificadas a nivel de los
plasmidos (Monterroso et al., 2019). Estas enzimas provocan mutaciones en los grupos
aminas (r N-acetiltransferasas) y en los grupos hidroxilo (O-fosfotransferasas (APH),
reduciendo la afinidad del fairmaco y su capacidad para unirse a los ribosomas (sitio

de accion) (Sanchez, 2021).

E.coli también inhibe la accion de los aminoglucosidos al alterar el transporte del
antibiotico al punto diana debido a una sobre expresion de los transportadores

provocado por mutaciones en los genes reguladores desencadenando altas

61



concentraciones del farmaco y la resistencia menos frecuente presente en E.coli es una
modificacion general de los ribosomas de forma que el farmaco no puede reconocer el

sitio de accion y por ende no cumple su accion farmacoldgica (Lopardo, 2019).

Monterroso et al. (2019) en un total de 36 aislados de Escherichia coli establecid la
resistencia de los aminoglucosidos: Gentamicina, Tobramicina, Amikacina y
Kanamicina, estableciendo una resistencia del 17-42%, relativamente baja en
comparacion con otras familias de antibioticos presentes en el estudio, pero se destaca
que el principal mecanismo de resistencia ante E.coli fue la presencia de enzimas
modificadoras de forma que de los 36 aislados, el 39% (14/36) se identifico N-
acetiltransferasas en 10 de los 36 aislados resistentes a aminoglucésidos, O-
fosfotransferasas estuvo presente en 4/36, coincidiendo con las enzimas ya descritas
en este trabajo investigativo, concluyendo que la efectividad de los antibidticos
aminoglucésidos disminuye significativamente por la presencia de AME (enzimas
modificadoras de aminoglucosidos), que respalddndonos en el estudio de (Monterroso,

et al., 2019) Escherichia coli presenta una alta facilidad para su sintesis.

Sanchez (2021) también coincide con lo descrito en la investigacion, dado que en su
estudio determina que el principal método de evasion de las enterobacterias hacia los
aminoglucésidos se basa en la sintesis de EMA, principalmente ACC (N-
acetiltransferasas) y ANT (nucleotidiltransferasa), esta ultima es la mas comun
identificada en la resistencia hacia gentamicina y tobramicina, mientras que Amikacina
se ve afectada en mayor proporcion por ACC. De total de 44 aislados de E.coli el 91%
mostrd resistencia a aminoglucésidos por presencia de ACC, esto se puede relacionar
con los resultados obtenidos en esta investigacion donde amikacina mostrd una menor
eficacia en comparacion con gentamicina, dado que la EMA més comin que se
identifica en Escherichia coli es ACC que se caracteriza por evadir la accion de la

Amikacina.

Otro método de resistencia que describe Sanchez (2021) son las bombas de expulsion

MexXY-OprM que, por mutaciones en los canales, no permiten el ingreso del fArmaco
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o lo expulsan antes de llegar a su sitio de accidn, sustentando lo descrito en el presente
trabajo investigativo al describir este método de evasion por parte de E.coli a la accion
farmacoldgica de los antibidticos como uno de los mecanismos mas comunes que

E.coli presenta contra los aminoglucésidos.

3.3.3 Mecanismos de resistencia de E.coli a fluoroquinolonas.

Ciprofloxacina fue la fluoroquinolona de eleccion para el presente estudio, presenta
un espectro de accion amplio de forma que actGla contra gram positivas, gram
negativas, aerobicas y anaerobicas, presenta efecto bactericida por lo que es uno de los

farmacos de esta familia mas empleados en distintas infecciones (Lopardo, 2019).

La forma en la que Escherichia coli inhibe la accion de ciprofloxacina que se basa en
la formacidn de un complejo con las topoisomerasas irreversible, enzima encarga del
desenrollamiento del ADN bacteriano, de forma que se inhibe a la topoisomerasa
bloqueando la transcripcion y replicacion provocando la lisis de las bacterias. E.coli
evade el mecanismo de accion a través de mutaciones a nivel cromosdémico
provocando modificaciones en ADN girasa y topoisomerasa IV, de forma que
Ciprofloxacina no es capaz de unirse a las enzimas para formar el complejo y pierde

su accion farmacologica (Guaman, 2020).

E.coli presenta la capacidad de sintetizar genes a nivel de pldsmidos entre los que
destaca gnr que protege a las enzimas ADN girasa y Topoisomerasa bloqueando la
accion de las quinolonas y fluoroquinolonas. Existe resistencia cruzada con los
aminoglucésidos a través de la enzima ACC (N-acetiltransferasas) que provoca la
acetilacion del nitrégeno en posicion 7 de la ciprofloxacina y en menor proporcion se
describe la resistencia por bombas de expulsion como QepA y OgqxAB (Séanchez,

2021).
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Sanchez (2021) coincide en que el principal mecanismo de resistencia de Escherichia
coli ante las fluoroquinolonas se basa en la mutacion de las enzimas a nivel de las
subunidades girasa, las mas comunes son gyrA/gyrB y topoisomerasa IV,
principalmente parC/parE, de este grupo de enzimas las que se aislan con mayor
frecuencia siendo las principales causantes de resistencia marcada son gyrA y parC. En
su estudio se determind una resistencia a fluoroquinolonas del 50% y de las 44 cepas
aisladas en el estudio se establecid que el 91% presentaba resistencia por ACC, es
decir, resistencia cruzada para los aminoglucosidos y en cuento a la identificacion de
qnrA, qnrB y qnrS principales protectores de las enzimas para bloquear la accion de
ciprofloxacina, se encontr6 que en el total de cepas (n=44) el resultado fue negativo

para los tres genes, determinando una baja prevalencia.

Guaman (2020) en un total de 25 cepas de Escherichia coli se obtuvo una resistencia
a ciprofloxacina de 47,7% que fue una de las mas altas en comparacion con otros
antibidticos del estudio, esto se puede sustentar con los resultados de la presente
investigacion donde ciprofloxacina resulto el farmaco menos eficiente contra E.coli.
También se realizé el analisis para determinar la presencia de genes gyrA, gyrB, parC
y parE y se obtuvo que solo 4 cepas resistentes a ciprofloxacina presentaban el gen
gyrA, coincidiendo con Sanchez (2021) en que existe una baja prevalencia de estos

genes.

Concordando con lo descrito por los autores se determina que el principal mecanismo
de resistencia de E.coli a ciprofloxacina y otras fluoroquinolonas se basa en las
mutaciones a nivel de las enzimas ADN girasa y topoisomerasas en lugar de la
produccion de genes plasmidicos con la capacidad de proteger a las enzimas. De forma
que a través de las mutaciones en las topoisomerasas no se permite que el farmaco
actue logrando el desenrollamiento del paquete de ADN bacteriano para la replicacion
y transcripcion. Guaman (2020) sustenta a Sanchez (2021) y se concuerda con esta
investigacion en que la resistencia a fluoroquinolonas ha aumentado exponencialmente
debido al uso inadecuado de los farmacos, guiado principalmente por el amplio

espectro de accion que presenta de forma que se emplea en varios procesos infecciones
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sin reconocer agentes causales o en dosis inadecuados provocando asi un mayor

desarrollo en la resistencia por parte de la bacteria.

3.4. Verificacion de Hipotesis

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion se cumple con la
hipdtesis alternativa porque las cepas de Escherichia coli aisladas en carne de pollo en
la ciudad de Ambato, Provincia de Tungurahua muestran resistencia a los antibidticos
(Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina y Amoxicilina + &cido

clavulanico) empleados en la investigacion.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Las cepas de Escherichia coli aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato
provincia de Tungurahua, mostraron una resistencia marcada a las
fluoroquinolonas, seguida de resistencia a betalactamicos y en menor
proporcion a los aminoglucosidos, siendo estos los mas efectivos para combatir

a E.coli.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los diferentes farmacos
empleados en la investigacion, se establecio por encima de las dosis propuestas
por la CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute), debido al rapido
desarrollo y mejoras de los mecanismo de resistencia de E.coli, principalmente

por el uso inadecuado de antibidticos a nivel mundial.

Escherichia coli presenta diferentes mecanismos moleculares de resistencia
para una misma familia de antibioticos, incluso ha desarrollado mecanismo
especificos para determinados antibidticos, logrando evadir en algunos casos

de forma sencilla a la farmacodinamia de los antibidticos.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda una investigacion sobre los genes de resistencia presentes en
las cepas estudiadas ya que se consideran de suman importancia en la

capacidad de E.coli para establecer la resistencia a los antibidticos.

Se recomienda emplear antibidticos Unicamente cuando sean necesarios,
tomando en cuenta mecanismo de accion y espectro de estos. Ademas, de ser
posible acompafiado de un antibiograma que determine la sensibilidad de
patogeno al antimicrobiano para evitar que la resistencia bacteriana siga

creciendo.

Establecer programas higiénicos sanitarios en el faenamiento de aves, para

evitar la contaminacion bacteriana con potencial patégeno para las personas.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabulacién resultados Fase 1 (Antibiorresistencia)

A B C D E F G
MEDICION HALOS #1
CEPA DISCO | ORIGINAL mm Rl mm
N34 AK 17 17
CIP 8 8
N 15 15
CRO 9 9
AMC 18 17
N35 AK 25 24
CIP 24 26
N 30 32
CRO 13 13
AMC 25 25
N36 AK 18 14
CIP 9 8
N 21 18
CRO 34 31
AMC 2 20
N12 AK 17 18
CIP 21 22
CN 20 21

Anexo 2. Calculo estadistico, tabla de Excel Fase 1 (Antibiorresistencia)

[=T = R I I L

A C D E F G H

Cepa Antibidtico | Réplicas |Sensibilidad

N34 1 1 3
1 2 3
1 3 3
1 1 1 Sensibilidad
1 2 2 1 Resistente 1
1 3 1 Intermedio
1 1 2 Sensible 3
1 2 2
1 3 2
1 1 1 1
1 2 1 2
1 3 1 3
1 1 3 4
1 2 3
1 3 3 5

io 1 =SUBTOTALES(1;E3E16)
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Anexo 3. Fotografias de actividades realizadas durante la investigacion (Fase 1)

R

]
T

Refrescamiento de cepas de E.coli

Estriacion en Agar Tripticasa de Soya (TS)
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\

Lectura de Halos de inhibicion
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Anexo 4. Tabulacion de Resultados Fase 2 (CMI)

AMIKACINA
CEPAS
N34 N2 N34 CB== 0.295 | Original Rl R2 MEDIA
N35 N3 12 ug 0.190 0.191 0.190 0.190
Ni12 N29 14 ug 0.157 0.156 0.156 0.156
N37 N34 l6ug 0.118 0.117 0.117 0.117
N41 N45 18ug 0.060 0.061 0.060 0.060
N45 N40 20ug 0.012 0.009 0.009 0.010
N43 N17 N35 CB==0.187 |Original Rl B2
N38 N32 12 ug 0.166 0.166 0.166 0.166
N4 N41 14 ug 0.120 0.121 0.121 0,121
NE N39 l6ug 0.088 0.088 0.087 0,088
N10 N30 18ug 0,032 0.032 0.032 0,032
N26 20ug 0.009 0.009 0.009 0.009
N12 CB==>0.242 |Original R1 R2
12 ug 0.160 0.160 0.160 0.160
14 ug 0.112 0.111 0.112 0,112
16ug 0.065 0.065 0.066 0,065
18ug 0.012 0.012 0.012 0,012
20ug 0.006 0.005 0.005 0,005

Anexo 5. Determinacion cepas mas y menos sensibles a los antibidticos (CN)

RESISTENTE

SENSIELE

GENTAMICINA

N38§ CB==0343 |Original Rl R2 MEDIA
14 ug 0,130 0.131 0.131 0,131
16 ug 0,053 0,053 0,054 0,053
18 ug 0,023 0,022 0,022 0,022
20 ug 0,014 0.013 0.014 0,014
12 ug 0,003 0.002 0.002 0,002
N9 CB=>0.198 |Original Rl R2 MEDIA
14 ug 0.064 0,064 0,063 0,064
16 ug 0,043 0,042 0,042 0,042
18 ug 0,021 0.020 0.020 0,020
20ug 0,006 0.006 0.006 0,006
12 ug 0,000 0.000 0.001 0,000
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Anexo 6. Fotografias de actividades realizadas durante la investigacion (Fase 2)

Colocacidn de bacteria en Luria Bertani

Colocacidn de antibidtico en Luria Bertani
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Crecimiento bacteriano post 24h de incubacion (CN)
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Lectura de curvas de inhibicion
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