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RESUMEN

La mastitis bovina ultimamente es considerada como una de las enfermedades
infecto-contagiosa de gran perjuicio para la salud publica, debido a que se ha
estimado que puede ser el punto de partida para reservar agentes infecciosos de facil
diseminacion desde el animal hacia el ser humano o viceversa. El presente trabajo
investigativo estd enfocado en determinar in vitro la presencia de Betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) producidas por parte de Klebsiella spp., y
Escherichia coli, identificadas de casos de mastitis, mediante pruebas de
susceptibilidad antibacteriana (Kirby-bauer). Metddicamente el cumplimiento de
este objetivo se desarroll6 por aplicacion de métodos fenotipicos en la interaccion
antibacteriana en las pruebas de susceptibilidad, por lo cual se estudié el efecto
sinérgico de doble disco, aumento de 5 milimetros en la medida de las areas
inhibidas propiciado por el inhibidor de las betalactamasas y crecimiento en placa
con medio de cultivo més antibiotico, para su efecto se utiliz6 6 cepas de Klebsiella
y 6 cepas de Escherichia coli, las cuales fueron expuestos a los discos de
antibidticos de; amoxicilina mas acido clavulanico (AMC 30pug), cefpodoxima
(CPD 30ug), ceftazidima (CAZ 30ug), cefotaxima (CTX 30ug), ceftriaxona (CRO
30ug) y aztreonam (ATM 30pg), asi mismo, se utilizé los discos de CAZ y CTX
mas acido clavulénico (CLA), adicionalmente se expuso dichos microorganismos
a una concentracion de 1 mg de ceftriaxona por cada litro de medio de cultivo para
observar su crecimiento. Determinando que 2 cepas de E. coli fueron sensibles a
todos los farmacos en estudio, 2 cepas expresaron resistencias a las cefalosporinas
de tercera generacion y exhibieron un aumento en diametro del area de inhibicién
al ser expuestas al inhibidor de betalactamasas, no obstante, las 2 cepas restantes
expresaron resistencia total a los farmacos estudiados, en el caso de Klebsiella spp.,
manifestd que las 6 cepas fueron resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion, de las cuales solo 1 expreso un aumento en el diametro del &rea de
inhibicidn en respuesta al inhibidor. Finiquitando que mediante la caracterizacion
se pudo identificar una prevalencia total del 25%, observando que el 33.33%
Escherichia coli y el 16.67% Klebsiella spp., fueron productores de BLEE,
adicionalmente se determin0 que 7 cepas producen otro tipo de betalactamasas.

Palabras Claves: BLEE, Escherichia coli, Klebsiella, Kirby-bauer, Antibidtico.



SUMMARY

Bovine mastitis is lately considered as one of the infectious-contagious diseases of
great detriment to public health, because it has been estimated that it can be the
starting point for reserving infectious agents of easy dissemination from the animal
to the human being or vice versa. The present research work is focused on
determining in vitro the presence of extended spectrum beta-lactamases (BLEE)
produced by Klebsiella spp. and Escherichia coli, identified from cases of mastitis,
by means of antibacterial susceptibility tests (Kirby-bauer). Methodically the
fulfillment of this objective was developed by application of phenotypic methods
in the antibacterial interaction in the susceptibility tests, for which the synergistic
effect of double disc was studied, increase of 5 millimeters in the measurement of
the inhibited areas caused by the inhibitor of beta-lactamases and growth in plate
with culture medium plus antibiotic, for its effect 6 strains of Klebsiella and 6
strains of Escherichia coli were used, which were exposed to the antibiotic discs
of; amoxicillin plus clavulanic acid (AMC 30ug), cefpodoxime (CPD 30ug),
ceftazidime (CAZ 30ug), cefotaxime (CTX 30ug), ceftriaxone (CRO 30ug) and
aztreonam (ATM 30ug), as well, CAZ and CTX discs plus clavulanic acid (CLA)
were also used, and these microorganisms were exposed to a concentration of 1 mg
of ceftriaxone per liter of culture medium to observe their growth. It was determined
that 2 strains of E. coli were sensitive to all the drugs under study, 2 strains
expressed resistance to third generation cephalosporins and exhibited an increase
in the diameter of the inhibition area when exposed to the beta-lactamase inhibitor;
however, the remaining 2 strains expressed total resistance to the drugs studied, in
the case of Klebsiella spp, showed that the 6 strains were resistant to third
generation cephalosporins, of which only 1 expressed an increase in the diameter
of the inhibition area in response to the inhibitor. Finally, by means of the
characterization it was possible to identify a total prevalence of 25%, observing that
33.33% of Escherichia coli and 16.67% of Klebsiella spp. were BLEE producers;
additionally, it was determined that 7 strains produced other types of beta-

lactamases.

Key words: BLEE, Escherichia coli, Klebsiella, Kirby-bauer, Antibiotic



CAPITULO |
1.1. INTRODUCCION

Dentro de los componentes del bienestar animal de las vacas lecheras se encuentran
como pilares la salud y el ambiente, estos dos se encuentra en intima relacion el uno
con el otro, teniendo implicaciones potenciales para el desarrollo de patologias
infecciosas en primera instancia, primordialmente las patologias de mayor
relevancia en este estrato productivo giran en torno a la ubre de la vaca, en donde,

la mastitis es la principal involucrada (Bianchi et al., 2019).

Generalmente aquellos patdégenos ambientales Gram-negativos como Klebsiella
spp., y Escherichia coli son potenciales etiologias que ocasionan cuadros mastiticos
agudos e hiperagudos significativos asociados a ambientes con un manejo sanitario
deficiente, cada uno de estos agentes patdgenos poseen caracteristicas adaptativas
y factores de virulencia propios, en donde se destacan la produccion de sustancias
citotoxicas y enzimas que les confieren resistencia a los componentes

inmunoldgicos del animal y al antibiotico (Cruz et al., 2020).

La resistencia a los antimicrobianos se podria asociar a cuando los antibidticos
fueron descubiertos en 1928 por parte del médico humano Alexander Fleming,
quien descubrié la forma en que ciertos microbios eran inhibidos por la penicilina,
se sabe que esto es el punto de partida de las terapias con antibidticos para las
infecciones, la mastitis no es excluida de dicho enfoque terapéutico, ya que los
antibidticos son la primera linea farmacoldgica seleccionada, negativamente con el
paso del tiempo y la mala administracion de dichos agentes medicamentosos, 10s
indices de curacion han disminuido, esto por la adaptabilidad que tienen ciertos

patdgenos para generar mecanismos de resistencias (Kromker & Leimbach, 2017).

El desarrollo de mecanismos de resistencia se ha debido a la continua exposicion
de las bacterias a los antimicrobianos, uno de ellos es la produccion de enzimas
hidrolizantes como las BLEE por parte de Klebsiella spp. y E. coli, las cuales
pueden hidrolizar el anillo betalactamico presente en la estructura quimica de los
farmacos betalactamicos, este antecedente se observaba con mayor recurrencia en
ambientes hospitalarios por lo que se asumian eran nosocomiales (Campos et al.,
2022).



1.2. PROBLEMA

El ganado bovino es considerado como uno de los reservorios de mayor importancia
de patogenos multiresistentes, considerando que la susceptibilidad de la vaca
lechera en ciertos periodos de su etapa productiva es el punto critico para que estos
patdgenos colonicen determinados tejidos, en donde la ubre no se excluye de dicha
posibilidad. La toleracion de los patdgenos a la terapéutica antibidtica suministrada
se traduce en la aparicion de cuadros incurables de mastitis que generalmente

conllevan a la baja produccion y al descarte de animales con merito productivo.

En dependencia de la modulacion en la respuesta inflamatoria del sistema mamario
se puede observar cuadros mastiticos agudos e hiperagudos que perjudican a la
rentabilidad de la unidad productiva los cuales habitualmente estan producidos por
potenciales cepas bacterianas resistentes a los antibidticos, el perjuicio econémico
se encuentra distribuido en un 36% a pérdidas por descarte de leche con
medicamentos, descartes prematuros de animales con merito productivo, costos en
medicamentos ademas de honorarios profesionales lo que consecuentemente se
traduce en trabajos extra, el 64% restante a pérdidas en la disminucién de la
produccion lactea ocasionado por la fisiopatologia de la enfermedad lo que se

encuentra desvinculado a la resistencia antimicrobiana.

Un mecanismo de resistencia antibiotica identificado es la produccién de enzimas
hidrolizantes como las BLEE por parte de determinadas cepas bacterianas como la
Klebsiella spp. y Escherichia coli siendo estas sustancias bacterianas las
responsables de inhibir el mecanismo de accién de un antibidtico que generalmente
se identifica como Betalactamico evidenciando el aumento de a morbilidad y

mortalidad dentro de un hato lechero.

La escasa o0 nula disponibilidad de informacion sobre estudios epidemioldgicos de
la poblacion bacteriana causante de cuadros mastiticos y sus mecanismos de
resistencia a determinados farmacos es considerado un punto negativo en la salud
tanto animal como humana ya que existe un potencial riesgo zoonotico que
involucra a las bacterias resistentes o determinantes genéticos a partir de productos
de origen animal con limitada aplicacion de procesos de industrializacion e

inocuidad a través de la cadena alimentaria.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo General

Determinar in vitro la presencia de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
producidas por Escherichia coli y Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina

mediante la técnica de Kirby-bauer.
1.3.2. Objetivos especificos

o Identificar bioquimicamente aislados de Escherichia coli y Klebsiella spp.,

aislados de mastitis bovina.

o Determinar la sensibilidad y resistencias antimicrobiana de Escherichia coli
y Klebsiella spp., frente a cefpodoxima, ceftazidima, aztreonam, cefotaxima

y ceftriaxona.

o Caracterizar la produccién de betalactamasas de espectro extendido por
parte Escherichia coli y Klebsiella spp., aislados de mastitis bovina

mediante la técnica de difusion de disco.

o Estimar la tasa de prevalencia de los aislados productores de betalactamasas
de espectro extendido.



1.4. HIPOTESIS

HO: No existe produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
identificadas mediante pruebas fenotipicas de susceptibilidad por parte de

Klebsiella spp., y Escherichia coli responsables de mastitis.

HI: Existe produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
identificadas mediante pruebas fenotipicas de susceptibilidad por parte de

Klebsiella spp., y Escherichia coli responsables de mastitis.



CAPITULO Il
2. MARCO TEORICO
2.1. La mastitis

Histéricamente se sabe que las vacas han sido ordefiadas desde al menos 3100 afios
a.C. y desde entonces es probable que exista la mastitis bovina, ya que tenian poco
conocimiento sobre sus causas y tratamiento (Ruegg, 2017). La mastitis bovina es
la inflamacion del tejido glandular mamario de las vacas, causada por un invasion
y destruccion de los tejidos productores de leche por microorganismos patdgenos
(Mushtaq et al., 2018).

En las vacas lecheras ocurren infecciones intramamarias que también son conocidas
como mastitis, es una enfermedad originada por microorganismos bacterianos, los
cuales pueden ser patdgenos contagiosos o ambientales que dan inicio a
interacciones inflamatorias del epitelio secretor de leche, el curso de esta
enfermedad puede ser sintomatica o asintomatica, es conocido que la mastitis con
sintomas visibles como alteraciones fisicas de la leche y sintomas perceptibles en

la ubre y algunas veces de manera sistémica en el animal (Oliveira et al., 2022).

Se estima que alrededor de 140 especies de microorganismos desencadenan
mastitis, dentro de este pool de microorganismos existe un sinfin de fuentes
causantes, esta diversidad etioldgica dificulta el diagnostico ocasionando pérdidas
econdmicas, por lo tanto es necesario un abordaje meticuloso para la deteccién del

agente causal (Motaung et al., 2017).

Las bacterias que ocasionan mastitis sobreviven en diferentes nichos ambientales,
difiriendo unas de otras en su mecanismo de trasmision e infeccion y en la dificultad
con que pueden ser controladas, como los microorganismos contagiosos
(Mycoplasma spp., S. agalactiae, S. aureus) quienes en mayor medida colonizan
los pezones y acceden al ambiente interno de la ubre, debido a su capacidad de
contagio al pasar de vaca a vaca al momento del ordefio o poco después, los
microorganismos llamados “ambientales” (Pseudomonas, E. coli, Citrobacter,
Klebsiella, etc.), pueden situarse en los lugares de alojamiento de las vacas, y de

manera exacerbada donde existe un alto contenido de materia organica como heces,



humedad, lodo, restos de forrajes, etc., estos patdgenos suelen esperar el momento
de mayor susceptibilidad de la vaca para ocasionar la enfermedad y en dependencia
de este factor clinico, la patologia puede ser persistentes a lo largo del ciclo

productivo (Stempler et al., 2022).
2.1.1. Escherichia coli patogénica mamaria

Es una bacteria anaerobia facultativa es decir que puede sobrevivir en condiciones
atmosféricas con CO> relativamente mayor a las concentraciones de O, su forma
se asemeja a la de un bastdn, esta bacteria es movil y se observa mediante
microscopia como un Gram-negativo, generalmente es considerado como una
enterobacteria que habita en el intestino de los humanos y animales ademas de

ambientes contaminados (Vega et al., 2019).

Tabla 1.
Distribucion taxonémica de E. coli.

Reino Bacteria

Filo Proteobacterias

Clase Gammaproteobacterias
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie coli

Nombre cientifico Escherichia coli

Fuente: ITIS (Integrated taxonomic information system), (2023).

Existen numerosos grupos patdgenos donde basicamente se clasifican de acuerdo a
la identificacion antigénica, en la actualidad se ha logrado serotipificar a E. coli
segun su patogenicidad, definiendo la presencia de 176 caracteristicas inmunogenas
de tipo somatico presentes en la bacteria, incluyen la caracterizacion de 60
involucrados a su capsula, 112 a sus apéndices de locomocion o flagelos (Zhang et
al., 2018).



E. coli es el patdgeno més abundante en ambientes contaminados, se considera
como responsable o protagonista de provocar infecciones mamarias en los periodos
de mayor compromiso inmunitario de la vaca, en la actualidad se a clasificado a
estas bacterias como E. coli patogenica mamaria (MPEC), dentro de esta especie
bacteriana existe diversidad intraespecifica encontrandose un total de 8 grupos
filogenéticos identificados A, B1, B2, C, D, E, F y G, en donde la mayoria de
aislamientos de MPEC se encuentran asociados al filogrupo A o B1. Genéticamente
las E. coli patogénica mamaria MPEC se diferencian de las demas E. coli por una
amplia variedad de genes responsables de codificar uno o varios factores de
virulencia como toxinas, adhesinas, sider6foros, protactinas y lipopolisacéridos
(Lindstedt et al., 2018).

A nivel intramamario la E. coli patogénica mamaria la liberacion de citogquinas
proinflamatorias derivadas del acido araquidonico y ciclooxigenasas (COX1, COX-
2) esto efecto de la disrupcion de la membrana celular de las células epiteliales
cuando son incididas por ciertos factores de virulencia de la E. coli como sus
lipopolisacaridos, esta cascada de citoquinas inducen una respuesta defensiva de
caracter inmunitario por parte de los linfocitos T, y el receptor toll-like4 (TLR4) el
cual se encuentra en posicion transmembrana en las células presentadoras de
antigenos, este es el encargado de estimular la generacion de quimiocinas como la
interleucina 8 (IL-8 y RANTES), interleucina 6 y 1 beta (IL-6 e IL-1 B), las que

provocan una dafio en las células epiteliales mamarias (Zaatout , 2022).

La predisponencia del huésped, en este caso la vaca lechera, influye de manera
directa en la presentacion de signos clinico especificos que se presentan cuando E.
coli coloniza el ambiente intramamario, considerando que para esto debe ocurrir
situaciones primarias como compromiso inmunoldgico, disfuncién de los
polimorfonucleares, estrés metabolico y nutricional, etc., todo esto influye en
medida variable para propiciar que E. coli pueda transferirse de la leche al ambiente
intracelular de las células epiteliales, debido a factores de virulencia importantes
como la capacidad de adhesion e invasidn de dicha células para cronificar y persistir
la infeccion (Blum et al., 2020)



La capacidad fermentativa de la E. coli se ve favorecida por la presencia de la
lactosa presente en la secrecion lactea de las cisternas mamarias, esta se considera
la principal via de provision de energia para la bacteria y un punto contraproducente
para el control de mastitis por E. coli, cuando este patdgeno ha alcanzado un niumero
poblacional alto, algunas cepas pueden adherirse al epitelio de la glandula
aventajando ciertas reacciones citotoxica y desencadenando la liberacién de
sustancias defensivas lo que consecuentemente lleva a la fagocitosis del patdgeno,
sim embargo, E. coli patogénica mamaria cuando es lisada se liberan los
lipopolisacaridos (LPS) lo que activara a los macrd6fagos quienes tiene un receptor
de dicho antigeno, activando una cascada de sefializacion intracelular incluida la
liberacion de citosinas proinflamatorias como interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8 y
Factor de necrosis tumoral TNF- o) sabiendo que este ultimo induce el shock
endotdxico en los casos superagudos, estos eventos desencadenan el reclutamiento
de neutrofilos desde la circulacién propiciando otros eventos de opsonizacion
(Goulart & Mellata, 2022).

Figura 1.
Mastitis bovina causada por MPEC.
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La integridad del pezon y su esfinter son la piedra angular para la invasion de E.
coli hacia el interior de la glandula mamaria, en donde encuentra el microambiente
y los medios necesarios para diseminarse y adherirse al tejido secretor donde se

manifestaran sus factores de virulencia (Zaatout , 2022).
2.1.2. Klebsiella spp y su relacion con la mastitis

Son patdgenos importantes de caracteristicas oportunistas considerado como un
agente bacteriano de tipo ambiental, su morfologia caracteristica es similar a un
baston o barrillas de longitud variable, este microorganismo cuando es tefiido con
los colorantes de Gram, se identifica como Gramnegativo, la teoria menciona que
la casuistica de mastitis por Klebsiella se vincula de un 2% a 9% (Massé et al.,
2020).

Tabla 2.
Distribucién taxonémica de Klebsiella spp.

Reino Bacteria
Filo Proteobacterias
Clase Gammaproteobacterias
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Klebsiella
Especie granulomatis

oxytoca

pneumoniae

singaporensis
Nombre cientifico Klebsiella spp.,

Fuente: ITIS (Integrated taxonomic information system), (2023).

La mastitis ocasionada por Klebsiella spp., tienen caracteristicas patogénicas
enlongadas que generalmente produce cuadros mastiticos graves, reincidentes y de
larga duracién que provocan una considerable disminucién de leche en las vacas,

esto y otros factores influyen a la cronicidad del cuadro (Liu et al., 2022).



Este patdgeno posee numerosos factores de virulencia que caracterizan su
presentacion en los cuadros de mastitis que provoca, uno de los mas importantes es
la capacidad de invasién y adhesion intracelular de las células secretoras
productoras a tal punto de considerarse como un factor critico que le confiere a este
patdgeno la posibilidad de sobrepoblar la citoarquitectura intramamaria, ya que en
primera instancia la invasion intracelular le otorga proteccion de la fagocitosis y de
los mecanismo de defensa humoral y celular de la ubre, consecuentemente cuando
Klebsiella invade a las células epiteliales de manera intracelularmente, desencadena
la liberacion de mediadores proinflamatorios debido principalmente a que estas
células desempefian la ocupacion de custodios, tienden a sufrir apoptosis mediadas
los factores de virulencia de esta bacteria, esto se traduce a la migracion de
polimorfonucleares desde circulacion, incrementando la interaccién citotdxica en
los alveolos mamarios, resultando en un dafio celular permanente que

ocasionalmente se traduce en descarte de los animales (Cheng et al., 2020).

Klebsiella debe su patogenicidad a ciertos componentes genéticos que permiten la
expresion de determinados factores de virulencia como la K1, K2, megA
(componente genético asociado a la produccién de mucoviscosidad en los serotipos
K1), uGe (gen que codifica la expresion y produccion la iridina difosfato galactosa
4 epimerasa, responsable de la produccién y reduccion de la capsula y de los
lipopolisacéaridos lisos), Kfu (gen responsable de la capitacion de hierro) y el gen

rmpA (regulador de la produccion de mucoviscosidad) (Massé et al., 2020).
2.2.  Roll terapéutico de los antibioticos con la mastitis

En dependencia del microorganismo vinculado en el desarrollo de esta patologia se
puede presentar un sinndmero de condiciones que repercuten en el estado
fisiolégico de la vaca, siendo en algunos casos una enfermedad contagiosa que
resulta econdmicamente importante para la unidad productiva, estrictamente las
vacas que presentan disfuncion mamaria y mastitis deben ser tratados
adecuadamente para reducir el impacto de la enfermedad en su bienestar, existen
bacterias que dificultan su control ocasionando disminucién en los indices de
curacion, presencia de trazas medicamentosas en la leche, incremento de la

resistencia a los antimicrobianos, etc. (Kayitsinga et al., 2017).
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Las decisiones terapéuticas de esta patologia deben ser precisas y esta ajustadas a
los resultados del cultivo, identificacion bacteriana y antibiograma, en casos
cronicos donde se observan cambios fisicos y en la apariencia de la leche como en
la anatomia de la ubre con evidencia de signos inflamatorios (Dolor, Rubor, Calor,
tumefaccion y signo de Virchow), el enfoque terapéutico debe ser orientado a la
administracion sistémica de antibioticos, fluidoterapia y administracion de
antiinflamatorios no esteroidales y esteroidales en dependencia de las condiciones
fisioldgicas de la vaca. En aquellas mastitis ocasionadas por enterobacterias se
recomienda la administracion parenteral de fluoroquinolonas (Enrofloxacina,
danofloxacina, marbofloxacina) o cefalosporinas de tercera generacion (Ceftiofur)
(Poizat et al, 2017).

2.2.1. Antibacterianos p-talactdmicos

Los agentes medicamentosos sefialados como B-lactamicos deben su denominacién
debido a que en su disposicién quimica poseen la estructura o anillo betalactamico,
el cual diferencia a esta clasificacion de antibioticos, de otros, estos medicamentos
antibacterianos son unos de los mas utilizados dentro de las elecciones terapéuticas
debido a su reducido impacto téxico a nivel organico y su amplia distribucion en
una cantidad considerable de matrices biolégicas, estos antimicrobianos acttan
principalmente en los procesos finales de las sintesis de componentes
conformacionales de la pared celular bacteriana, por lo que se los considera como

bactericidas relativamente lentos (Hamon et al., 2021).
2.2.1.1. Farmacocinética y farmacodinamia

Los antibioticos p-lactdmicos son bactericidas en cierta medida ya que
exclusivamente ejercen efectos inhibitorios de componentes de la pared celular de
algunas bacterias susceptibles tnicamente en la fase exponencial de su crecimiento,
también se debe considerar que su eficacia esta dependiendo del tiempo de uso y
las dosis suministradas ya que la efectividad depende de la MIC y los mecanismos
de resistencia de las bacterias, que puede llevar a situaciones poco convenibles
como las consecuencias en la aparicion de reacciones inflamatorias exacerbadas

que podrian llevar a una endotoxemia (Hincapié, et al., 2021).
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Metabdlicamente estos antibidticos se mantienen estables y suelen resistir a los
procesos de degradacion digestiva y metabdlica a nivel del higado, sus moléculas
suelen mantener sus estructuras incluso hasta su eliminacién mediante excrecion
por via renal, por lo que es importante tomar en cuenta estas consideraciones

clinicas en pacientes que presenten comorbilidad renal (Roca et al., 2019).
2.2.1.2. Efecto antimicrobiano

La susceptibilidad de ciertos patdgenos tanto Gram positivos como Gram negativos
es la condicion permisiva para discurrir en su efectividad, considerando que estos
actlan de manera exclusiva sobre la sintesis de componentes estructurales de la
pared celular bacteriana, no se puede orientar su administracion en aquellos casos
que son causados por microorganismos que carecen de pared celular, asi como en
aquellos que presenten un ensamblaje complejo de dicha estructura bacteriana, o a
su vez, no es aconsejable incluirlos en terapias antimicrobianas de bacterias
multirresistentes o productoras de enzimas hidrolizantes como las betalactamasas,

carbapenemasas, etc. (Calles et al., 2022).
2.2.1.3. Efecto farmacolégico

Existe mucha similitud en el mecanismo de accion de los antibidticos clasificados
como B-lactamicos, y la referencia bibliografica menciona que actian de dos
maneras, una tiene relacion con la restriccion en la produccion de componentes
estructurales de la pared celular bacteriana, y la otra es que propicia la
autodestruccion del agente bacteriano vinculado, estos mecanismos de accion
anteceden el uno del otro, sin embargo, se debe estimar las diferencias individuales
entre los Gram positivos y Gram negativos, ya que estas diferencias
especificamente en la pared bacteriana provoca que los antibidticos p-lactamicos
actien de manera diferenciada, un claro ejemplo es la formacién de complejos
enzimaticos llamados penicillin binding protein “PBP” (proteinas ligadas a la
penicilina) que provocan el cambio en la estructura de la misma y la muerta de la
bacteria (Plumb, 2017)
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2.2.2. Distribucion de los antibidticos p-lactamicos
2.2.2.1. Penicilinas
Se pueden dividir segun su actividad antibacteriana en las siguientes clases:

. Penicilinas naturales: En esta agrupacion se encuentran las G las cuales
son le mayor representante de esta familia, las cuales han sido utilizadas
historicamente para el tratamiento de infecciones de distintas indoles, las
penicilinas G metabolicamente exhiben una duracién de sus concentraciones
plasmaticas media muy corta y requiere aplicaciones en intervalos de cada 4 horas,
se les puede afiadir moléculas procainica o benzatina y algunas penicilinas V que
son de administracion oral (Rosales & Granja, 2017).

. Penicilinas semi-sintéticas: Farmacoldgicamente también son conocidas
como aminopenicilinas, dentro de esta agrupacion se destaca la de mayor uso cuya
denominacion es “Ampicilina” en ciertos enfoques terapéuticos este antibidtico es
considerado como de amplio espectro, ya que puede inhibir el crecimiento tanto de
Gram positivos como de Gram negativos, dentro de esta clasificacion también se
reconoce a la amoxicilina la cual ha sido usada ampliamente para el control y
erradicacion de bacterias causantes de neumonias ventajosamente, este
antimicrobiano puede actuar sinérgicamente en conjunto con los antibi6ticos

clasificados como macrolidos (Plumb, 2017).

. Penicilinas tolerantes a las penicilinasas: Estos antimicrobianos nacieron
a partir de la identificacién de la produccion de las enzimas penicilinasas por parte
de los microorganismos, uno de los mas claros ejemplos es la Meticilina la cual ha
sido utilizada para controlar infecciones causadas por cocos nosocomiales
resistentes a otras penicilinas de uso comdn, sin embargo, la produccion otro tipo
de enzimas hidrolizantes como las betalactamasas, carbapenemasas o
metalocarbapenemasas, por parte del agente etioldgico vinculado es un factor
considerable que interviene en la disminucion del efecto antibacteriano por parte de

este grupo de medicamentos antibidticos (Plumb, 2017).
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2.2.2.2. Inhibidores de Betalactamasa

Con el descubrimiento de la capacidad que poseen ciertos microbios de producir
sustancias antibacterianas como el caso del Streptomyces clavulagerus el
responsable de producir y de haberse identificado al acido clavulanico, se ubico su
utilidad y la capacidad de asociarse con algunos betalactdmicos especialmente con
la amoxicilina con quien present6 un alto grado de afinidad, gracias a su similitud
en su estructura quimica permite a la molécula interactuar con la enzima
betalactamasa secretada por ciertas bacterias la misma que le confiere resistencia
contra los antibidticos, el acido clavulanico es un inhibidor que se une
covalentemente al sitio activo de un residuo de la betalactamasa. (Rosales & Granja,
2017).

Los componentes considerados como inhibidores de betalactamasas ha sido
asociados con ciertos antibioticos B-lactdmicos metabolicamente poseen una alta
eliminacion bilio-entérica y se plantea la posibilidad de que se pueda asociar con
algunos antibioticos de nueva generacion como el avibactam que es un inhibidor de
betalactamasa que no es similar estructuralmente a los betalactamicos, el cual

mejoraria efecto antibacteriano de algunas cefalosporinas (Calles et al., 2022).
2.2.2.3. Cefalosporinas

Clinicamente dentro de las opciones terapéuticas se podria inferir que las
cefalosporinas con cada uno de los farmacos que conforman cada una de sus
generaciones son la eleccién secundaria para el tratamiento de una infeccion
bacteriana, en la actualidad se han categorizado en 4 generaciones y segln se
reporta es compartido el mecanismo de accion entre generaciones, la diferencia
entre estas radica en su amplitud de espectro antibacteriano, y la reduccién en las
MIC conforme se trate con antibidticos de mas alta generacion (Rosales & Granja,
2017).

o Cefalosporinas de primera generacion: Los farmacos antibioticos que se
encuentra en este grupo o categoria han sido utilizados por su inherente actividad
contra cocos Grampositivos, considerando que contra Gramnegativos su espectro

es nulo, en esta categoria se destaca la Cefazolina y Cefadroxil (Plumb, 2017).
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o Cefalosporinas de segunda generacion:

En esta clasificacion son atribuidas ciertas diferencias que poseen los farmacos
antibioticos, se asume que en su ensamble quimico presentan adicionalmente un
radical metoxi unido al anillo B-lactamico lo que les permite diferenciarse de la
categoria anterior, estas diferencias les permiten ser en mayor medida resistentes a
las enzimas que hidrolizan a los farmacos B-lactamicos por lo que alternativamente
actian con mayor eficiencia en ciertos casos de resistencia antibidtica a las
penicilinas y cefalosporinas de primera incluyendo infecciones causadas por cocos
G+, los agentes destacables de esta categoria son la cefuroxima, cefoxitina etc,
(Plumb, 2017).

o Cefalosporinas de tercera generacion: se reconocen COmMoO
aminotiazolicos o también en cierta referencia bibliografica como
iminometoxicefalosporinas en relacion a su nomenclatura quimica, su efecto
antimicrobiano es mayor que el de las categorias que anteceden a esta, en esta
clasificacion se incluyen algunos antibioticos de administracion PO, las mas

destacables son la cefixima, ceftibuteno, cefpodoxima, etc.

o Cefalosporina de cuarta generacion: Al igual que los farmacos de la
tercera generacion estas poseen un espectro antimicrobiano mas completo, lo que
diferencia a los antibidticos incluidos en esta clasificacion es su capacidad
hidrofilica la cual aumenta la capacidad de difundirse a través de la pared celular
bacteriana, permitiendo que la inhibicidn de su sintesis sea mas rapida y eficiente
que los farmacos de las categorias anteriores, por estas determinantes son muy
utilizados en infecciones causadas por Gram- y en algunos productores de
betalactamasas (Plumb, 2017).

2.2.2.4. Monobactamicos

Son betalactamicos de nomenclatura perteneciente al monociclitol, estos
antimicrobianos han sido utilizados de manera ventajosa en aquellos que presentan
algun tipo de sensibilidad histaminico dependiente a farmacos como las penicilinas
y cefalosporinas, contraproducentemente no posee efecto antimicrobiano de cocos

G-, orientando su utilidad solamente a bacterias G+ (Rodriguez et al., 2022).

15



2.2.2.5. Carbapenémicos

A diferencia de los farmacos antes mencionados este tipo de antibi6ticos no poseen
el anillo B-lactdmico en su estructuracion quimica, estos antibioticos se caracterizan
por contener el anillo cabapenem, son poco utilizados pero se sabe que dentro del
grupo de farmacos B-lactdmicos los carbapenémicos poseen un mayor grado de
resistir a la hidrolisis enzimética por parte de las bacterias y su espectro es tanto
para G+ como para G-, los agentes mas destacables utilizados en medicina
veterinaria y humana se encuentran el imipenem, meropenem, doripenem,

ertapenem (Rojas et al., 2021).
2.3. Mecanismos de resistencias

Ciertos microorganismos patogenos en funcion a su necesidad de sobrevivir han
desarrollado la capacidad adaptativa en determinados escenarios adversos que
generalmente no son compatibles con su desarrollo y expresion patogénica, de tal
modo, se considera que la exposicidn repetitiva y de manera enlongada a los agentes
antibidticos a provocado que se generen mecanismos de tolerancia a los

componentes activos de los farmacos mencionados anteriormente.

Los principales mecanismos de resistencia son 4, y un agente patdgeno bacteriano
puede expresar uno o varios, se considera que el primero es el cambio en el sitio
donde actGian los antibioticos, el segundo es mediante la expresion de enzimas
hidrolizantes (Betalactamasas) y acetilantes, el tercero es mediante modificacion de
la permeabilidad de la pared celular bacteriana y por ultimo mediante la expulsién
del antibiético con participacion de bombas de E-flujo, cada uno de estos
componentes pueden aparecer de manera nativa entre generaciones de
microorganismos resistentes u obtenida mediante el intercambio de informacion
genética (genes de resistencia) entre microorganismos emparentados o de especies

diferentes.

Inclusivamente ciertas enterobacterias han desarrollado mecanismos que les
permiten desvincularse de la accion de un antibiético mediante la funcionalidad
activa mediada por determinados genes un claro ejemplo son los genes 0gxAB y

gepA que les confiere resistencia a los aminoglucdésidos (Cheng et al., 2020).
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2.4.  Produccion de betalactamasas

La produccion de enzimas hidrolizantes es una caracteristica inherente de ciertos
microorganismos, un de ellos son las enterobacterias o bacilos Gram-negativos
poseen la capacidad de resistir a la accion de los betalactamico mediante la
produccion de betalactamasas, los niveles de resistencia dependen de la cantidad de
betalactamasa producida por parte de la enterobacteria (Castanheira et al., 2021).

Variaciones 0 mutaciones en componentes o determinantes genéticos de ciertas
bacterias, como en los microorganismos entéricos, pueden inferir en la expresion
de que la bacteria causante de alguna patologia inicie con la produccion de
betalactamasas, estos vambios pueden ser de origen cromosémico o

extracromosomico (Sawa et al., 2020)

Las mutaciones cromosomicas: se debe a modificaciones en los genes de la bacteria,
los cuales controlan las funciones y estructuras sobre las cuales actlan los
antibidticos generando alteraciones en la sensibilidad de la bacteria,
primordialmente ocurre una modificacion en la secuencia de bases y componentes
nucleicos, los cuales serdn reordenados y haciendo a las bacterias expresar

resistencia antibioticos (Sawa et al., 2020).

Los elementos extracromsOmicos de una microorganismo patégeno son
considerados como transportadores de informacion, en estos elementos hallamos a
los plasmidos y los trasposones, que poseen la habilidad de trasladar informacion
genética, que sera el punto de partida para su codificacién y ensamblado, pudiendo
ocurrir en bacterias de igual o diferente género y especie, este proceso
microbiologico es definido mediante la participacion de tres eventos consecutivos
y determinantes; Primero ocurren los procesos de conjugacion de un plasmido que
contiene informacion genética acaparada, la misma que sera transferida a otra
bacteria, en donde ocurre el segundo paso que es la transcripcion y transformacion
para su posterior reajuste en la bacteria receptora, estos procesos biologicos llevan
al tercer y ultimo punto que es en donde el ADN donador se incorpora al ADN del
microbio receptor, este proceso permite que se desencadenen funciones de

expresion de los nuevos genes (Sawa et al., 2020).
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2.4.1. Categorizacion de las betalactamasas

Determinados microorganismos producen ciertas enzimas con mecanismos
hidrolizantes, un ejemplo son las betalactamasas, las cuales son procedentes de
microorganismos con patrones adaptativos las cuales les han permitido excluirse
del efecto de los betalactdmicos y su capacidad inhibitoria de componentes de la
pared celular, los principales microorganismos productores de estas enzimas son
las enterobacterias o bacilos, lo que se han estudiado y se ha reportado el hallazgo

de cuatro patotipos de betalactamasas;

o BLEE

Grupo 2 ber, 2be y 2de

. SHV, OXA, CTX-My TEM

o Grupo 2 br.

. FOX, MIR, LAT, CMY

o Carbapenemasas

o Grupo 3, 2f y 2df

(Bush & Bradford , 2020)

2.4.2. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son un determinado tipo de
enzimas producidas por patdgenos entéricos Gram negativos, su determinacion se
ha asociado a la capacidad de estas sustancias de hidrolizar y neutralizar el efecto
de antibidticos como las penicilinas, aminopenicilinas, cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion (exceptuando a la cefoxitina), ademas de
monobactamicos, este tipo de sustancia no interfiere con el mecanismo de accion
de los carbapenémicos, ni de los inhibidores de las betalactamasas como el acido

clavulanico, el tazobactam y sulbactam. (Taniguchi et al., 2021).

La manera en que ciertas enterobacterias producen BLEE se debe principalmente a
que han recibido plasmados y genes mediante transferencia directa de
microorganismos productores o a partir de cepas nodrizas resistentes, la recepcion

en casi todos los casos ah sido a partir de elementos de movilidad de la bacteria,

18



estas BLEE se clasifican de distintos modos, pero de manera estandarizada se
pueden clasificar en A, B, C y D de acuerdo con Ambler, Bush y Jacoby en
dependencia del grupo las enzimas producidas cuando la bacteria es expuesta a un
sustrato farmacologico que generalmente son betalactamicos (Goulart & Mellata,
2022).

Tabla 3.
Clasificacion de las betalactamasas de espectro extendido.
Bushy o Inhibicién
Ambler Antibiotico por A. Clase
Jacoby L
clavulanico
A 2be Cefalosporinas + PER, SHV,
de amplio VEB, CTX-
espectro, M, TEM
monobactdmicos
D 2de Cefalosporinas +/- OXA
de amplio
espectro,
A 2ber Cefalosporinas - Complejo
de amplio mutante
espectro, TEM: (CMT)

monobactamicos

Fuente: Matta et al. (2022)

2.5.  Pruebas fenotipicas para la deteccion

La observacion y el registro del comportamiento de la bacteria sometida a pruebas
de susceptibilidad con la utilizacion de antibidticos betalactamicos puede definir si
la bacteria es productora de BLEE, esto se realiza con la medicién de sus
resistencias a las cefalosporinas y monobactamicos mediante la técnica de difusion

de disco a una concentracion definida, (Matta et al., 2022).

En los manuales M100 edicion 33y VET 01S edicion 6 del Clinical & Laboratory
Standards Institute CLSI (2023), recomiendan que para definir si una enterobacteria
es productora de BLEE se debe realizar pruebas de susceptibilidad optando con la
aplicabilidad de la técnica de Kirby-Bauer mediante difusion de discos de
antibidticos de Cefpodoxima 10 ug, Ceftazidima 30 pg, Aztreonam 30 pg,
Cefotaxima 30 pg, Ceftriaxona 30 pg, en donde se mediréa el area de inhibicién del
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crecimiento efecto de los antibiéticos y seran comparado con los puntos de cortes

establecidos en los mismos reportes (CLSI, 2022).

También recomienda usar pruebas de crecimiento mediante las pruebas de control
que basicamente se fundamentan en utilizar medios solidos que contengan una
concentracion de un antibidtico betalactdmico de 1mg/L de medio de cultivo

preparado en donde seran sembradas las cepas en estudio (CLSI, 2022).

Tabla 4.
Puntos de corte para los antibiéticos usados para determinacion de BLEE.

Antibidtico Medida del halo de inhibicion (mm)
cefpodoxima <17 mm

ceftazidima <22 mm

aztreonam <27 mm

cefotaxima <27 mm

ceftriaxona <25mm

Fuente: CLSI, (2022).

Los criterios de identificacion fenotipica se basan en observar el efecto sinérgico es
con la interaccion de Ceftazidima o Cefotaxima solas y en combinacion con el &cido
clavulanico, al observar un aumento en el diametro del halo de > 5 mm, se atribuye
la presencia de la produccion de BLEE, ademas se debe observar la interaccion
sinérgica de los antibiodticos en estudio con un disco de amoxicilina méas acido

clavulanico, segun en el documento M100 (CLSI, 2022).
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CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Ubicacidn y caracteristicas de la investigacion

. Localizacion del experimento

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia  Gabriel Ignacio Veintimilla

Sector Laguacoto, Via Guaranda — San Simon
Km1%
o Situacion geografica y edafoclimatica

GEOREFERENCIA Y SITUACION CLIMATICA

Altitud 2607.00 metros
Latitud 1°36'22"S
Longitud 79°00'02" W
Temp maxima 19.5°C

Temp minima 10.0°C

Temp media 15.0°C

Precipitacién media anual 1622 mm?3

Humedad relativa (%0) 71%

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (2021).

° Zona de vida

Guaranda se sistematiza y clasifica como una zona de formacion Bosque Himedo
Montano Bajo de acuerdo a su patrdn altitudinal segun el Dr. L. Holdridge y su
clasificacion (Holdridge, 1971).
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3.2. Metodologia
3.2.1. Material Experimental.

o Aislados de Klebsiella spp.

. Aislados de Escherichia coli
. Medio de cultivo Mueller-Hinton
. Medio de cultivo Eosine Methilene Blue

o Ampolla de Ceftriaxona (Vitalis, Arg)

o Cefpodoxima (OXOID, Lot. 3304707, RU).

o Ceftazidima (BDBBL, Lot. 3304707, USA).

° Aztreonam (BDBBL, Lot. 2244457, USA)

o Cefotaxima (BDBBL, Lot. 2090467, USA)

o Ceftriaxona (BDBBI, Lot. 2277466, USA)

o Amoxicilina més acido clavulanico (OXOID, Lot.3595342, R U)
o Ceftazidima mas acido clavulanico (BDBBL, Lot. 210433, USA)
o Cefotaxime mas acido clavulanico (BDBBL, Lot. 2210415, USA)
. Antibidtico de Cefoxitin (OXOID, Lot. 3458723, Reino Unido)
3.2.2. Factores en estudio

Factor A

o al: Aislados de Escherichia coli

o a2: Aislados de Klebsiella spp.

Factor B

. b0: Disco de inhibicion de Amoxicilina mas acido clavulanico

o b1: Disco de inhibicion de Cefpodoxima 10 ug

o b2 Disco de inhibicion de Ceftazidima 30 ug
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o b3 Disco de inhibicién de Aztreonam 30 ug

o b4 Disco de inhibicion de Cefotaxima 30 g

o b5 Disco de inhibicion de Ceftriaxona 30 g

3.2.3. Tratamientos

Tabla 5.

Descripcion del aplicativo de los tratamientos

TRATAMIENTO

DESCRIPCION

1

10

11

12

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicion de
Amoxicilina mas &cido clavulanico

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicién de
Cefpodoxima 10 g

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicion de
Ceftazidima 30 pg

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicion de
Aztreonam 30 g

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicién de
Cefotaxima 30 ug

Aislados de Escherichia coli + Disco de inhibicion de
Ceftriaxona 30 pg

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Amoxicilina més acido clavulanico

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Cefpodoxima 10 g

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Ceftazidima 30 ug

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Aztreonam 30 g

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Cefotaxima 30 ug

Aislados de Klebsiella spp., + Disco de inhibicion de
Ceftriaxona 30 pg

Experimental: Rogel (2023).
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3.2.4. Tipo de disefio experimental o estadistico.

El desarrollo estadistico se Ilevd acabo aplicando el siguiente disefio experimental;

. DBCA

Patrén matematico; Y1J = u + Ti + bj + Eij

Donde:

Y IJ = Deduccidn sobre el parametro a medir (variable)

u = intervalo, efecto del promedio

Ti = intervalo, resultado del tratamiento |

Bj = intervalo, resultado de la repeticién J

Eij= Rubrica al azar del error experimental de la Yi,j

e Duncan con 5%, para estimar la comparacion de los promedios

Tabla 6.
Particularidades numéricas de la investigacion

Tratamientos Clinicos 12

Numero de Rep 12

Proporcion de la unidad experimental 100 gr

Cepas bacterianas totales 12

Totalidad de ensayos 144
Tabla 7.

Fuentes de estudio del ADEVA

Fuentes de variacion Grados de libertad
Total 35
Tratamientos 5
Bloques 5
Error del disefio 25
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3.2.5. Manejo del experimento
. Revitalizacion de aislados bacterianos

De la bateria de microorganismos que se encuentran bajo criopreservacion en el
Laboratorio General de la Facultad en el area de Microbiologia, se consideraron los
crioviales de los géneros bacterianos que fueron seleccionados para la
experimentacion, constatando que estos microorganismos ya poseen un historial de
resistencia a los antimicrobianos de experimentos desarrollados, el procedimiento
inicia con el acondicionamiento de la temperatura del vial, considerando que esta
debe llegar de los 2° C hasta la temperatura ambiente en primeras instancias por un
tiempo de 60 minutos lo cual sera necesario para luego activar la vias nutricionales

de la bacteria mediante incubacion durante 60 minutos.

Una vez que se cubrid el proceso del ajuste de la temperatura se procedi6 a tomar
una proporciéon de mil microlitros (ul) del vial que contiene la bacteria, esta
microcuota se inoculd en tubos de tapa rosca de 10 mililitros (mL) que contienen
caldo de cultivo bacteriologico se sellaron con parafilm y se incub6 a 37° C por 24

horas.

Los medios de cultivo considerados para las siembras iniciales en la reanimacion
fueron el medio MacConkey y el medio EMB (Eosin Methylene Blue), en los cuales
se coloc6 1000 pL del contenido del tubo previamente incubado con la cepa
bacteriana en experimentacion, se sellé con parafilm y se introdujo a incubacién por

un tiempo de 24 a 48 horas con una regulacion térmica de 37 grados centigrados.
. Identificacion bioguimica
Los componentes de identificacion se fundamentaron en las siguientes pruebas;

. Indol: Establece si el microorganismo conserva la produccién enzimatica de
la Triptofanasa, que es encargada de hidrolizar el triptéfano en indol y alanina, se
consigue manifestar estas bioenzimas con el reactivo de Kovac's en el cultivo

liquido.

. Rojo metilo: Con esta prueba se revela la fermentacién acido mixta
mediante el acaparamiento de &cidos internamente en el cultivo, evaluandose

mediante la medicion con un guia de pH cuya diferenciacion en el cambio de
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coloracion indica si la bacteria genera acidos a partir de su metabolismo

fermentativo.

. Voges proskauer: Pone en manifiesto si el microorganismo ejecuta la
fermentacion butanodiolica, en el procedimiento se uso alfa naftol 6% e hidroxido
de potasio (KOH) que permitieron observar la caracterizacion de la acetoina como

un precursor de butanodiol.

. Citrato: se utilizé para descubrir los microorganismos que poseen la
facultad de valerse del citrato como Unica fuente calorica para su desarrollo, en su

aplicacion se requiere el medio Citrato de Simon’s.

Los perfiles Triple Sugar Iron (TSI) aplicados con el fin de caracterizar a los
microbios entéricos G- este ensayo se fundamenta en observar los patrones

fermentivos;

. Fermentacion de Sacarosa

. Fermentacion de lactosa

. Fermentacion de dextrosa

. Produccion de acido sulfhidrico
. Produccidn de gas

. Antibiogramas

Se realiz6 utilizando los lineamientos del método de Kirby-Bauer, en medio estable
solido con una densidad de bacterias 1x108 UFC/mL (0.5 McFarland) esta
suspensién de bacterias se sembrd con la ayuda de un hisopo estéril de manera
continua en el medio de crecimiento bacteriano, el cual tras inocularse se colocaron
los discos de antibi6ticos segun lo detalla el CLSI, con una separacion minima de 2
cm entre disco para su posterior cierre y sellado e incubacion a 37 grados

centigrados.

Las pruebas de antibiograma permitieron identificar patrones de produccion de
betalactamasa de espectro extendido, para ello se contempld las siguientes pruebas;

o Pruebas de susceptibilidad
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. Pruebas de crecimiento
o Pruebas del efecto sinérgico
. Pruebas del aumento del halo de inhibicion

Utilizando los siguientes discos de antibidticos con su respectiva concentracion;
Ceftazidima 30 pg, Cefpodoxima 10 pg Aztreonam 30 pg, Ceftriaxona 30 ug,
Cefotaxima 30 pg, adicionalmente con discos de Amoxicilina mas &cido
clavulanico, Cefotaxima méas &cido clavulanico y Ceftazidima més &cido

clavulénico.
3.2.6. Métodos de evaluacion y datos a tomar

o Perfiles de identificacion: Este pardmetro es de caracteristica
independiente, para su efecto se tomaron en cuenta los resultados de las pruebas de
Indol, Rojo Metilo, VVoges Proskauer, y utilizacion del Citrato y TSI (Triple Sugar
Iron) para la exhibicion de sus patrones nutricionales y metabolicos, ademaés de sus
caracteristicas fermentativas, en este caso para Escherichia coli (I+; RM+; VP-; C-)
(TSI: Glu+; Sac-Lac+; Gas+; H2S-) y Klebsiella spp. (I-/+; RM-variable; VP+; C+)
(TSI: Glu+; Sac-Lac+; Gas variable; H2S-)

o Sensibilidad y resistencia: Es una herramienta facultativa que tiene ciertos
microorganismos de soportar (resistencia) o reaccionar (sensibilidad) al mecanismo
de accion de un farmaco en cuestion a una concentracion determinada, es una
variable de tipo independiente y se mide en base a las medidas de las zonas de
inhibicion del crecimiento en donde fueron comparados con los puntos de corte
establecido en por el (CLSI, 2023) en el documento M100.

o Produccion de BLEE: Es un método de evaluacion con caracteristicas
independiente, para su efecto se tomaron en cuenta varios criterios de analisis,
iniciando con la observacion del efecto sinérgico de los antibidticos en estudio
(Cefpodoxima 10 ug, Ceftazidima 30 ug, Aztreonam 30 pg, Cefotaxima 30 pug,
Ceftriaxona 30 pg), con el disco de amoxicilina mas éacido clavulanico,
adicionalmente se considerara la prueba de crecimiento en medid de cultivo solido
al cual durante su formulacion se le afadié ceftriaxona a razén de 1 mg/L,

continuando el registro y medicion del aumento del area de inhibicién, el cual fue
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propiciado por el &cido clavuldnico que provoca la inhibicion de las enzimas
Betalactamasas, para su efecto se utilizaron los discos de; Ceftazidima mas acido
clavulanico, Cefotaxima méas é&cido clavulanico, considerando que las
recomendaciones del CLSI (2023) mencionan que, un aumento de > 5 mm en el
didmetro de la zona para cualquier agente antimicrobiano probado en combinacion
con clavulanato frente al didmetro de la zona del agente cuando se prueba solo, es

un indicativo de la produccion de betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

o Estimacién de la prevalencia de las BLEE: La ocurrencia de E. coli y
Klebsiella spp productoras de BLEE previamente aisladas de muestras clinicas de
leche positiva a mastitis bovina y mediante la obtencion de datos de las medidas de
los halos de inhibicion de la interaccién con Cefpodoxima 10 ug, Ceftazidima 30
Mg, Aztreonam 30 pg, Cefotaxima 30 pg,Ceftriaxona 30 pg y en pruebas de
sinergia con Amoxicilina mas acido clavulanico se determiné mediante el calculo
de la tasa de prevalencia (TP). Este indicé el nimero de aislados que producen
BLEE existentes en el nimero de aislados totales en estudio, su desarrollo se llevo
a cabo mediante la siguiente ecuacion donde se determind el resultado en porcentaje
(Cuenca et al., 2021).

Total de casos en una poblaciéon y en un momento dado
TP= — x100
Total de la poblacion en ese lugar y momento dado

3.2.7. Andlisis de datos

Las medidas de las zonas de inhibicion resultantes de la actividad antimicrobiana
se tabularon y analizaron estadisticamente mediante el SAS 9.4 para observar el
efecto de los betalactdmicos y monobactdmicos sobre las cepas bajo

experimentacion.
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1.1. Perfiles de identificacion de las bacterias en estudio causantes de

mastitis bovina

Tabla 8.
Perfiles de identificacion de las bacterias en estudio
Gé N Identificacion IMVIiC Identificacion TSI
ehero M0 RM VP cit Glu Sac-Lac Gas HoS
1 + + - - + + + -
2 + + - - + + + -
E coli 3 N ¥ ) ) ¥ N N )
4 + + - - + + + -
5 + + - - + + + -
6 + + - - + + + -
1 + - + + + + + -
2 + + + + + + -
Klebsiella 3 + - + + + + + -
spp. 4 + - + + + + + -
5 + - + + + + + -
6 + - + + + + + -

Nota. I: indol, RM; rojo metilo, VP; voges proskauer, Cit; citrato, Glu; glucosa, Sac-Lac; Sacarosa
y Lactosa, H.S; acido sulfhidrico.

Como resultado de las pruebas de identificacion bioquimica aplicadas a cada una
de las cepas seleccionadas del conjunto de microorgranismos que se encuentra en
la seccion de microbiologia del laboratorio general de la facultad, se logré
evidenciar que la totalidad de los microorganismos seleccionados para el estudio,
pertenecian a los géneros Klebsiella spp y E. coli mediante aplicacion del consenso
establecido en los perfiles metabdlicos IMVIC y TSI.

Las cepas reidentificadas usada en la experimentacion fueron asiladas e
identificadas en el estudio de pregrado de Mazén & Mazon (2022), de vacas con
casos de mastitis clinica y subclinica en el noroccidente de la provincia de
Pichincha. Recalcando que las bacterias Klebsiella y E. coli y mostraron los mismos
perfiles de identificacion reportados por los autores citados.
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4.1.2. Susceptibilidad y resistencia de los patdgenos

4.1.2.1. ADEVA del efecto de los betalactamicos en estudio versus Escherichia

coli obtenida de mastitis bovina

Tabla 9.
ADEVA del impacto de los betalactamicos sobre cepas de E. coli.

F.V GL SC CM V-F Pr
Tratamientos 5 522.56 104.51 74.41 <.0001**
Repeticiones 5 89.89 17.978 12.80 <.0001**
Error 25 35.11 1.404 Coeficiente de

Variacion: 5.41%
Total 35 647.56

Por medio del ensayo estadistico del ANOVA, en los valores calculados de la
probabilidad de F, corroboramos la presencia de diferencias estadisticas altamente
significativas, evidenciando que los betalactamicos utilizados en el antibiograma
inhibieron de manera diferenciada a cada una de las E. coli, considerando que el
estadistico determind un CV del 5.41% lo que asigna fiabilidad y veracidad a los

resultados obtenidos.

Tabla 10.
Promedios de las zonas de inhibicion de los betalactamicos frente a E. coli.

TRATAMIENTOS PROMEDIO AGRUPACION
5 (CTX 30pg) 26.00 A
6 (CRO 30ug) 25.33 A B
4 (ATM 30ug) 24.16 B
3 (CAZ 30pg) 22.33 C
2 (CPD 10pg) 17.00 D
1 (AMC 30pg) 16.50 D

Nota. Medias cubiertas por la misma letra no son significativamente diferentes AMC: amoxicilina
+ acido clavulanico; CPD: cefpodoxima; CAZ: ceftazidima; ATM: aztreonam; CTX: cefotaxima;
CRO: ceftriaxona.
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El hallazgo mediante la prueba de Duncan al 5% sobre las medidas de las regiones
inhibitorias, exhibid que el tratamiento 5 comprendido por el efecto de cefotaxima
de 30pg quien reportd 26 mm de didmetro en la region inhibitoria, categorizandose
como el mayor promedio numérico identificado, sin embargo se recalca que segun
esta prueba dicho tratamiento es estadisticamente semejante al tratamiento 6 el
mismo que obtuvo un promedio de 25.33 mm de didmetro en la region inhibitoria
determinados por ceftriaxona, a su vez dicho tratamiento exhibié igualdad
estadistica con el tratamiento 4, quien ostenté una medida de 24.16 mm en la regién
inhibitoria determinado por efecto del aztreonam de 30pg. Al considerar el valor
de 22.33 mm de zona de inhibicion determinado por ceftazidima de 30ug podemos
inferir que el tratamiento 3 ostent6 diferencias estadisticas en comparacion a los
antes mencionados, adicionalmente los tratamientos que expresaron los menores
promedios en las regiones inhibitorias fueron el tratamiento 2 y el tratamiento 1
quienes obtuvieron una medida de 17 y 16.50 mm individualmente, los cuales se

categorizaron segun Duncan como valores paralelos.

Figura 2.

Promedios de las regiones inhibitorias de los betalactamicos usados con respecto
a E. coli obtenidas de mastitis bovina.

PROMEDIOS DE LA SUSCEPTIBILIDAD

T6 (CRO 30ug) | 25,33 ]

T5 (CTX 30ug) | 26
T4 (ATM 30pg) 24,16 i
T3 (CAZ 30ug) 22,33
T2 (CPD 10ug) | 17 ;
T1 (AMC 30pg) 16,5 !
10 15 20 25 30
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En el reporte investigativo de Muleme et al. (2023) quienes caracterizaron
fenotipicamente la produccion de BLEE por parte de E. coli aisladas de humanos,
animales y del medio ambiente, de un total de 100 bacterias obtenidas, 9 cepas se
obtuvieron de vacas en lactancia, la cuales fueron resistentes a las cefalosporinas
de tercera generacion manifestando discrepancias estadisticas significativas en los
antibiogramas ya que lograron medidas por debajo de los puntos de corte
establecidos por el CLSI para ser categorizadas como sensibles. En relacion a lo
obtenido en nuestros ensayos se asumen como datos muy similares ya que

mostraron diferentes medidas en los halos de inhibicién en el antibiograma.

4.1.2.1.1. Categorizacion interpretativa de la susceptibilidad de Escherichia

coli expuesta a los betalactamicos investigados

Tabla 11.

Medidas de los criterios categoricos de los antibidticos usados en las pruebas de
susceptibilidad de E. coli

Amoxicilina més acido clavulanico (AMC 30ug)

Criterio categorico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
EUCAST (AMC 30ug) >15 - <14
CLSI >18 17-14 <13
Cefopodoxima (CPD 10ug)
Criterio categoérico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI > 18 - <17
Ceftazidime (CAZ 30ug)
Criterio categoérico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >23 - <22
Aztreonam (ATM 30ug)
Criterio categorico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >28 - <27
Cefotaxima (CTX 30ug)
Criterio categorico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >28 - <27
Ceftriaxona (CRO 30ug)
Criterio categorico Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI > 26 - <25
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Tabla 12.
Resultados de las pruebas de susceptibilidad de E. coli

Amoxicilina +

acido Cefpodoxima Ceftazidina  Aztreonam Cefotaxima Ceftriaxona
Escr;%rliichia Coficacion clavulanico
30pg Criterio ;118 Criterio ﬁg Criterio 38 Criterio 38 Criterio 30pg Criterio
1 AROO01AI 18 S 20 S 24 S 28 S 28 S 26 S
2 ARO013PI 17 I 17 R 22 R 23 R 24 R 24 R
3 DO002PI 17 I 17 R 22 R 23 R 26 R 25 R
4 DO03PI 15 I 13 R 22 R 21 R 24 R 25 R
5 EAO006PI 14 I 15 R 21 R 22 R 26 R 25 R
6 AR004PD 18 S 20 S 23 S 28 S 28 S 27 S

Nota. S; sensible, R: resistente, I: intermediamente resistente.



Tabla 13.
indice de susceptibilidad de E. coli con respecto los betalactamicos estudiados

Amoxicilina mas acido clavulanico (AMC 30ug)

Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
EUCAST 83.33 - 16.67
CLSI 33.34 66.68 -
Cefpodoxima (CPD 30ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
CLSI 33.34 - 66.67
Ceftazidima (CAZ 30uQ)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
CLSI 33.33 - 66.67
Aztreonam (ATM 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
CLSI 33.33 - 66.67
Cefotaxima (CTX 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
CLSI 33.33 - 66.67
Ceftriaxona (CRO 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R.  Resistente
CLSI 33.33 - 66.67

Las Escherichia coli presentaron distintos niveles de susceptibilidad en cada uno
de los betalactamicos utilizados, evidenciando que al ser expuestos a amoxicilina
mas acido clavulanico de 30 pug (AMC 30ug) el 83.33% de las cepas investigadas
fueron sensibles y el 16.67% se manifestaron como resistentes de acuerdo a la guia
del EUCAS (2023), mientras que referenciandose con la guia del documento M100
del CLSI (2023), se observé un 33.34% de sensibilidad y un 66.68% de resistencias

intermedia.

Adicionalmente, se observo que en todas las cefalosporinas de tercera generacion
utilizadas para la caracterizacion fenotipica de la produccion de BLEE, el 33.34 %
de las E. coli se manifestaron como sensibles mientras que el 66.67% fueron
resistentes a la cefpodoxima de 10ug (CPD 10ug), ceftazidima de 30ug (CAZ
30ug), cefotaxima de 30ug (CTX 30ug) y ceftriaxona de 30pg (CRO 30ug)
equitativamente, determinandose los mismos niveles de sensibilidad y resistencia
con el Aztreonam de 30ug (ATM 30ug), siendo este el Unico monobactamico

utilizado en las pruebas de susceptibilidad.
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Figura 3.

indice de susceptibilidad antimicrobiana de E. coli con respecto a los
betalactamicos estudiados.
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En el reporte investigativo de Gelalcha et al. (2022) sobre la prevalencia de
Escherichia coli productora de BLEE y su resistencia a los antimicrobianos en
granjas lecheras, demostré que de un total de 14 Escherichia coli obtenidas de leche
del tanque de recoleccidn, tan solo 5 (35.7%) fueron resistentes a la cefotaxima
(CTX), considerando que en el estudio gendmico exhibieron genes que al
expresarse les confiere resistencia a la cefotaxima y ceftiofur, este tipo de bacterias
pueden ser altamente trasmisibles a los humanos directamente o indirectamente a

través de los productos lacteos no procesados.

Por otra parte Widodo et al. (2023) quienes investigaron las caracteristicas de
resistencia a los antimicrobianos y la produccion de BLEE por parte de E. coli en
varias granjas lecheras de Indonesia, lograron determinar que de un total de 124
bacterias 87 se caracterizaron como E. coli, las mismas que fueron obtenidas de
leche de vaca, en su reporte identificaron que 9 patégenos manifestaron resistencia
fenotipica, favorablemente al estudiar de manera molecular a estos microbios
reconfirmaron que solo el 22.22% (n=2) producian BLEE, las cuales mostraron
tolerancia al aztreonan (ATM 30ug), v a las cefalosporinas de tercera generacion,
los investigadores resaltaron que este tipo E. coli pueden ser una amenaza para la

salud publica.

En relacion a lo obtenido en nuestros ensayos, podemos discutir que son datos cuya
variabilidad esta sujeta al lugar de produccion, por lo cual concordamos que son un

amenaza potencial para la salud publica.
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4.1.2.2. ADEVA del efecto de los betalactamicos en estudio versus Klebsiella
spp., obtenidas de mastitis bovina

Tabla 14.
ADEVA del impacto de los betalactamicos en cepas de Klebsiella spp.

F.V GL SC CM VF PT
Tratamientos 5 347.9166667 69.5833333 15.14 <.0001**
Repeticiones 5 63.9166667 12.7833333 2.78 0.0394*
Error 25 114.9166667 4.5966667 Coeficiente de

ficientede
Total 35 526.7500000 Variacion: 10.95%

Por medio del ensayo estadistico del ANOVA con los valores calculados de la
probabilidad de F, corroboramos la presencia de diferencias estadisticas altamente
significativas, evidenciando que los betalactdmicos utilizados en el antibiograma
inhibieron de manera diferenciada a cada una de las Klebsiella, considerando que
el estadistico determin6 un CV del 10.95% lo que asigna fiabilidad y veracidad a

los resultados obtenidos.

Tabla 15.

Promedios de las zonas de inhibicion de los betalactdmicos frente a Klebsiella spp.,
obtenida de mastitis bovina.

TRATAMIENTO PROMEDIO AGRUPACION
5 (CTX 30ug) 24.50 A
4 (ATM 30uQ) 22.33 A
3 (CAZ 30u9) 19.67 B
6 (CRO 30pg) 19.00 B
1 (AMC 30uQ) 16.33 C
2 (CPD 10pg) 15.67 C

Nota. Medias cubiertas por la misma letra no son significativamente diferentes AMC: amoxicilina
+ acido clavulanico; CPD: cefpodoxima; CAZ: ceftazidima; ATM: aztreonam; CTX: cefotaxima;
CRO: ceftriaxona.

El hallazgo mediante la prueba de Duncan al 5% sobre las medidas de las regiones
inhibitorias, exhibio que el tratamiento 5 comprendido por el efecto de cefotaxima

de 30ug reporté 24.50 mm de didmetro en la regién inhibitoria, categorizandose
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como el mayor promedio numérico identificado, sin embargo se recalca que segun
esta prueba comparativa dicho tratamiento es estadisticamente semejante al
tratamiento 4, el mismo que obtuvo un promedio de 22.33 mm de diametro de la

region inhibitoria determinados por aztreonan.

A su vez los tratamientos 3 y 6 exhibieron semejanzas estadisticas comprendidos
por ceftazidima y ceftriaxona correspondientemente, sin embargo, numéricamente
el tratamiento 3 expres6 un mayor promedio con 19.67 mm, siguiéndole el
tratamiento 6 el cual obtuvo un promedio de 19 mm en la region inhibitoria del

antibiograma.

Finalmente los tratamientos 1 y 2 expresaron igualdad estadistica los cuales estan
comprendidos por amoxicilina mas é&cido clavulanico y cefopodoxima
respectivamente, discurriendo que, numéricamente el tratamiento 1 obtuvo el
mayor promedio con 16.33 mm, con relacion al tratamiento 2 que obtuvo un

promedio con 15.67 mm en la zona de inhibicion.

Figura 4.

Promedios del impacto inhibitorio de los betalactamicos usados frente a Klebsiella
spp., aislada de mastitis bovina.
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En el estudio investigativo de Demirci et al. (2023) estudiaron molecularmente los
genes asociados a la produccion de BLEE en Klebsiella spp., a partir de
aislamientos de leche cruda de vacas, lograron aislar y caracterizar un total de 4
Klebsiella spp., de las cuales identificaron que 2 patdgenos (50%) expresaron genes
de resistencia definidos en varios loci a los cuales se les atribuye los patrones de
resistencia mediados por BLEE, teniendo en cuenta que en las pruebas de
susceptibilidad estos patdgenos obtuvieron medidas de las regiones inhibitorias por
debajo de los criterios interpretativos para ceftriaxona, mientras que para
ceftazidima y cefotaxima tan solo un microbio fue resistente, consiguiendo medidas
< 27 mm en diametro del area de inhibitoria. lo que hace referencia a un mayor

grado de resistencia que en la actual experimentacion.

4.1.2.2.1. Categorizacion interpretativa de la susceptibilidad de Klebsiella
spp., expuesta a los betalactamicos investigados.

Tabla 16.

Medidas de los criterios categéricos de los antibioticos usados en las pruebas
susceptibilidad de Klebsiella spp.

Amoxicilina més acido clavulanico (AMC 30ug)
PUNTO DE CORTE Sensible Intermediamente R.  Resistente

EUCAST (AMC 30ug) > 15 - <14
CLSI >18 17-14 <13
Cefopodoxima (CPD 10ug)
PUNTO DE CORTE Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >18 - <17
Ceftazidima (CAZ 30ug)
PUNTO DE CORTE Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >123 - <22
Aztreonam (ATM 30pg)
PUNTO DE CORTE Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >28 - <27
Cefotaxima (CTX 30ug)
PUNTO DE CORTE Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >28 - <27
Ceftriaxona (CRO 30pQ)
PUNTO DE CORTE Sensible  Intermediamente R.  Resistente
CLSI >26 - <25
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Tabla 17.

Resultados de las pruebas de susceptibilidad de Klebsiella spp.

Amoxicilina +

. acido Cefpodoxima Ceftazidina Aztreonam Cefotaxima Ceftriaxona
Klebsiella - -
Cadigo clavulanico
spp.
30 Categoria 10 Categoria 30 Categoria 30 Categoria 30 Categoria 30 Categoria
1 EAQO07PI 16 | 17 R 18 R 19 R 23 R 20 R
2 ARO15P1 18 S 17 R 22 R 23 R 25 R 18 R
3 AEO013PI 15 | 16 R 17 R 23 R 26 R 18 R
4 AEQ08PI 17 I 15 R 22 R 24 R 27 R 27 S
5 ARO16AD 16 | 14 R 17 R 21 R 22 R 17 R
6 ARO014PD 16 I 15 R 22 R 24 R 24 R 14 R

Nota. S; sensible, I: intermediamente resistente, R: resistente.
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Tabla 18.

indice de susceptibilidad de Klebsiella spp. con respecto los betalactamicos
estudiados

Amoxicilina mas acido clavulanico (AMC 30ug)

Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
EUCAST 100% 0%
CLSI 16.67% 83.33% -
Cefpodoxima (CPD 30ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
CLSI 0% - 100%
Ceftazidima (CAZ 30uQ)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
CLSI 0% - 100%
Aztreonam (ATM 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
CLSI 0% - 100%
Cefotaxima (CTX 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
CLSI 0% - 100%
Ceftriaxona (CRO 30 ug)
Criterio categorico Sensible Intermediamente R. Resistente
CLSI 16.67% - 83.33%

Las Klebsiella spp., presentaron distintos niveles de susceptibilidad en cada uno de
los betalactamicos utilizados, evidenciando que al ser expuestos a amoxicilina mas
acido clavulanico de 30 pg (AMC 30ug) el 100% de las cepas investigadas fueron
sensibles de acuerdo con el manual del EUCAS (2023), mientras que
referenciandose con manual M100 del CLSI (2023), se observd un 16.67% de

sensibilidad y un 83.33% de resistencias intermedia.

Adicionalmente, se observo que en todas las cefalosporinas de tercera generacion
manejadas en el estudio de la caracterizacion fenotipica de la produccion de BLEE,
el 100 % de las Klebsiella spp se mostraron como resistentes a cefpodoxima de
10pug (CPD 10ug), ceftazidima de 30pug (CAZ 30ug), cefotaxima de 30ug (CTX
30ug) y aztreonam de 30ug (ATM 30ug) respectivamente, sin embargo a
ceftriaxona de 30ug (CRO 30ug) la bacteria mencionada ostentd un 16.67% de
sensibilidad y un 83.33% de resistencia.
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Figura 5.

indice de susceptibilidad antimicrobiana de Klebsiella spp con respecto a los
betalactamicos estudiados.
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En el manuscrito de Nobrega et al. (2021) sobre la caracterizacién fenotipica y
molecular de betalactamasas de espectro extendido producidas por Klebsiella spp.,
en vacas lecheras, de un total de 1547 muestra de leche recolectada para cultivo
bacterianos se lograron discernir un total de 28 Klebsiella pneumoniae con una
prevalencia estimada de 0.60 casos por cada 100 vacas muestreadas, de las cuales
2 muestras que procedian de casos clinicos de mastitis y 1 de leche del tanque
reservorio fueron positivas a BLEE ya que se mostraron como resistentes a los
farmacos utilizados entre ellos cefalosporinas de 3 generacién. referente a los
resultados obtenidos en nuestro ensayo son datos similares ya que se observd

similar conducta tolerante a las cefalosporinas utilizadas por parte de Klebsiella sp.

En lo reportado por Enferad & Mahdavi (2020) sobre los niveles de resistencia a
los antibidticos y frecuencia de algunos genes asociados a la produccion de
betalactamasa en Klebisella pneumoniae aisladas de muestras de leche cruda en
Iran, los antibiogramas exhibieron que 4 aislados lo que representaba el 5% de la
poblacién en estudio fueron tolerantes a todos los antibiéticos probados incluyendo
los betalactdmicos que recomienda el CLSI para caracterizar enterobacterias
productoras de BLEE. considerando que son datos similares a los obtenidos en
nuestros ensayos, debido que las Klebsiella spp en estudio exhibieron resistencia
total a los betalactdmicos utilizados, sin embargo, solo una Klebisella spp. expreso

sensibilidad al inhibidor de betalactamasa (acido clavulanico).
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4.1.3. Perfil de produccidon de betalactamasas de espectro extendido por parte Escherichia coli y Klebsiella spp., obtenidas de mastitis

bovina
Tabla 19.
Caracterizacion de betalactamasas de E. coli y Klebsiella spp.
BACTERIA CODIGO SINERGIA SUSCEPTIBILIDAD Ali'\é'f/l'\"\} © CREE,\(I:;,TL%'\L\TO SUS(C:EE(T);?I%"\'DAD BET AT_':(?T[;\EM ASA
ARO001AI - S v - S No clasifica
ARO013PI - R - v R OoTB
Escherichia  D002PI - R - v R OTB
coli D003PI v R v v S BLEE
EAO0GPI v R v v S BLEE
AR004PD - S v - S No clasifica
EAO007PI - R - v R OoTB
ARO015PI v R v v S BLEE
Klebsiella ~ AEO13PI - R - v R OoTB
SPp. AEO08PI - R - v R OoTB
ARO016AD - R - v R OoTB
ARO014PD - R - v R oTB

Nota. V/; si se observo el efecto, -; no se observo el efecto, S; sensibles, R; resistente, OTB; otro tipo de betalactamasa.
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Mediante la interaccion farmacoldgica para la caracterizacion de cepas productoras
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) por medio de parametros
fenotipicos designados en los manuales del CLSI (2023), se identifico dos cepas de
E. coli y una de Klebsiella spp. BLEE ya que exhibieron tolerancia a las
cefalosporinas de tercera generacion empleadas, monobactamicos y penicilinas,
conjuntamente en la prueba de sinergia se logré identificar disturbios en los halos
mediante proximidad farmacoldgica, también al utilizar ceftazidima (CAZ 30ug) y
cefotaxima (CTX 30ug) solas y en comparfiia con el acido clavulanico como
inhibidor de las betalactamasas se distinguié un aumento > 5mm en las regiones

inhibidas por efecto del agente inhibidor.

De la misma manera se cultivé una poblacion bacteriana de 1x108 en agar M. Hinton
al cual se le agrego una concentracion de 1 mg/L de ceftriaxona para la evaluacion
de crecimiento en placa con medio con antibidtico, encontrando que los
microorganismos caracterizados como E coli y Klebsiella spp., clasificadas como
productoras de BLEE se desarrollaron en dicho medio exhibiendo su capacidad de

tolerancia antibidtica favoreciendo dicho hallazgo para su caracterizacion.

Los estirpe de microorganismos en estudio que no lograron ser catalogadas como
productoras de BLEE, no completaban los parametros de evaluacién antes citados,
ya que se evidencio que en las pruebas de susceptibilidad, el mecanismo de accion
de los inhibidores de betalactamasa no desencadenaron variaciones por aumento en
el diametro de las zonas inhibitorias en el antibiograma con ceftazidima (CAZ
30ug) y cefotaxima (CTX 30pug) solas y en combinacion con el acido clavulanico,
en funcidn a estos hallazgos se categorizaron como productoras de betalactamasas
de otro tipo o como cepas productoras de BLEE falsos positivos, y se plantea la
hipétesis de que que pueden coexistir la produccién de BLEE y ademas de otro tipo
como las AmpC, expresando resistencia a todos los betalactamicos incluyendo a los

inhibidores como menciona Martinez (2009).

Del total de microbios reconocidos como E. coli dos se mostraron como sensibles
a los B-lactamicos utilizados, dicha categorizacion intervino directamente para
clasificarse como no productoras de BLEE debido a la no existencia de sustancias

que les confiera tolerancia a los medicamentos mencionados.
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Figura 6.

Caracterizacion fenotipica de BLEE en E. coli y Klebsiella spp., causante de
mastitis.
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El-Mohandes et al. (2022), investigacion cientifica referida al estudio del
fenotipado y genotipado de E. coli productoras de B-lactamasas de espectro
extendido de casos mastiticos en granjas lecheras de Egipto, comprobé que de 207
muestras se logré reconocer a E. coli en un 80.48% de casos clinicos, encontrando
79 cepas (38.2%) como productora de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
mediante pruebas fenotipicas de difusién de disco. Referente a nuestro hallazgo se
puede determinar que son datos muy semejantes, sin embargo, hay que considerar
que dicho valor esta en dependencia del nivel de produccién lechera e

intensificacion productiva.

4.1.4. Indice de prevalencia de las enterobacterias productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) responsables de mastitis.

Tabla 20.
Prevalencia de los patdgenos productores de BLEE.

BACTERIA BLEE PREVALENCIA
Escherichia coli 2 33.33%
Klebsiella 1 16.67%

Total 3 25%
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Mediante la caracterizacion fenotipica de las cepas productoras de betalactamasas
de espectro extendido por medio del método difusion de disco se pudo determinar
que las Escherichia coli en estudio expresaron un 33.33% de prevalencia para
BLEE y Klebsiella spp., un 16.67% de prevalencia, adicionalmente se considero un

25% de prevalencia total para la presente investigacion.

En la investigacion de Gelalcha & Kerro (2022) sobre una recopilacion de
investigaciones sobre enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro
extendido realizadas en granjas de ganado lechero de EE.UU e implicaciones para
la salud publica, determinan que Escherichia coli productora de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) de caracteristicas CTX se puede encontrar desde un
20.5% en granjas lecheras de Tennesse, también en otras investigaciones citadas
en dicho articulo menciona que en 28 granjas lecheras ubicadas en Washington las
E. coli BLEE se identifico en un 50%, adicionalmente mencionan que Klebsiella
pneumoniae productora de BLEE presente una prevalencia del 2.8% en cuatro
granjas de Nueva York y un 6.6% para muestras positivas a mastitis clinicas de

granjas de California.

Adicionalmente la investigacién antes mencionada concluye que estas cepas
bacterianas productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se
encuentran en tendencia creciente en el ganado lechero, lo que podria representar
un riego importante para la salud publica, debido a que algunas de estas bacterias
son zoonoticas y pueden trasmitirse a los humanos a través de diversas rutas,
ademas, los genes que le propician resistencias antimicrobiana puede transferirse a
otros géneros bacterianos de diferentes huésped (humanos) conduciendo a la
transmision de resistencia provocando el aumento de la mortalidad por falla de la

terapéutica.

Comparativamente la prevalencia de Escherichia coli y Klebsiella spp., productoras
de BLEE es muy variado y esta en dependencia de multiples factores,
estableciéndose desde un 2% hasta un 50% de granja a granja y de pais a pais la
expresion de genes productores de BLEE, sin embargo, los autores citados en esta
investigacion mencionan el riesgo que representa el aumento de cepas productoras

de BLEE, ya que puede repercutir en la salud puablica humana por medio de leche
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contaminada de este tipo de bacteria, por ello, se establece como una interrogante
la trasmision antropozoondtica originada por los operarios y personal de las granjas
lecheras hacia las vacas productores de leche, ya que en el Ecuador en la actualidad
las cefalosporinas de 3 generacion no son utilizadas para el tratamiento de mastitis
pero si en terapias antibidticas en medicina humana.
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4.2. COMPROBACION DE HIPOTESIS

Los anélisis realizados permitieron inferir que existio una prevalencia total del 25%
(3/12) de enterobacterias productoras de BLEE causantes de mastitis, nuestros
hallazgos investigativos se basaron en la expresion dicho mecanismo de resistencia
por parte de 2 cepas Escherichia coli y 1 de Klebsiella spp., de manera que se
rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alterna la misma que expresa;
existe produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) identificadas
mediante pruebas fenotipicas de susceptibilidad por parte de Escherichia coli y

Klebsiella spp., aisladas de mastitis bovina.
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5.1

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Metodoldgicamente mediante pruebas de reconocimiento fenotipicas y
bioquimicas se puede determinar que los 12 aislados en estudio cumplian
con las caracteristicas metabodlicas de identificacion, observando que 6
microorganismos pertenecian al género Escherichia coli y los 6 restantes
pertenecian al género Klebsiella spp., los cuales se consideraron como

Optimos para la experimentacion.

Mediante los resultados de las pruebas de susceptibilidad farmacoldgica
obtenidos y relacionados con las medidas categéricas de los manuales del
CLSI (2023) y el EUCATS (2023), se infirié que 2 bacterias reconocidas
como E. coli fueron sensibles a todos los antibi6ticos analizados, mientras
que los 4 microorganismos restante se exhibieron como resistentes, a si
mismo a nivel del género Klebsiella spp., los 6 aislados expresaron

resistencia total a todos los farmacos en estudio.

Mediante el cumplimiento de los pardmetros de caracterizacion fenotipica
se pudo determinar que 3 aislados expresaron produccion BLEE, ademas se
presencié que 7 aislados manifestaron la produccion de otro tipo de
betalactamasas, debido a su comportamiento en la interaccion con los
antibidticos estudiados, encontrando la coexistencia de dos 0 mas tipos de
betalactamasas que impidieron que las de tipo BLEE se manifiesten

apropiadamente.

Las PB-lactamasas se encontraron prevalecientes en una indice del 25%,
evidenciando que el 33.33% (2/6) E. coli se categorizaron
interpretativamente como productoras de Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), asi mismo el 16.67% (1/6) de las Klebsiella spp.,

estudiadas manifestaron dicho mecanismo de resistencia.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Realizar un estudio genético molecular para determinar la presencia de los
genes que le otorgan la produccién de las BLEE en los microorganismos
investigados que les permite ser resistentes a la mayoria de p-lactamico y

monobactamicos.

Caracterizar fenotipicamente y molecularmente la presencia y produccion
de las betalactamasas de tipo AmpC en Klebiellay E coli en cuadros clinicos

de infecciones intramamarias.

Determinar mediante PCR el grado de mutacién del cromosoma o la
presencia del plasmido responsable de resistir al mecanismo de accién de
los inhibidores de betalactamasas.

Analizar las divergencias genéticas que presentaron las E coli sensibles y

productoras de BLEE a todos los antibioticos que se experimentaron.

Ensayar diferentes pruebas de susceptibilidad y resistencias de las bacterias
en estudio a los carbapenémicos y cefalosporinas de cuarta generacion méas
utilizados en las terapéuticas antibioticas veterinarias con la finalidad de

encontrar la produccién de carbapenemasas.
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ANEXOS



Anexo 1.

Mapa de ubicacion de la investigacion

Fuente: Google maps (2023).



Anexo 2.
Base de datos

Tra 1(AMC) 2(CPD) 3(CAZ) 4(ATM) 5(CTX) 6(CRO) CAZ+ACc. CTX+ACc. Fox30
Codigo

Escherichia coli AROO01AI 18 20 24 28 28 26 30 33 20
ARO13PI 17 17 22 23 24 24 23 24 15
DO002PI 17 17 22 23 26 25 22 26 14
DOO03PI 15 13 22 21 24 25 27 29 19
EAO06PI 14 15 21 22 26 25 21 24 20
ARO0O04PD 18 20 23 28 28 27 28 33 25

Klebsiella EAO007PI 16 17 18 19 23 20 19 19 16
ARO15PI 18 17 22 23 25 18 27 31 18
AEOQ13PI 15 16 17 23 26 18 19 21 17
AEQ08PI 17 15 22 24 27 27 21 24 16
ARO16AD 16 14 17 21 22 17 17 24 14

ARO014PD 16 15 22 24 24 14 23 24 12




Anexo 3.
Fotografias de la investigacion
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Anexo 4.

Glosario de términos.

o ANTIBIOGRAMA: El antibiograma es la prueba microbioldgica que se
realiza para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una
bacteria a un grupo deantibidticos. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas
en el laboratorio de microbiologia para estudiar la actividad de los antimicrobianos

frente a los microorganismos responsables de las infecciones.

o ANTIBIOTICO: También denominados antibacterianos, son unas
moléculas que bloquean el crecimiento de ciertas bacterias y se prescriben

habitualmente para tratar infecciones bacterianas y ciertos parasitos.

o BACTERIA: Las bacterias son microorganismos procariotas que
presentan un tamafiode unos pocos micrometros (por lo general entre 0,5 y 5 um
de longitud) y diversas formas, incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras

(bacilos), sacacorchos (vibrios)y hélices (espirilos).

o B-LACTAMICO: Clase de antibiético que inhibe la sintesis de

peptidoglicano para la pared de la célula bacteriana.

o COLIFORME: Término impreciso que se refiere a bacterias facultativas

gramnegativas que por lo general residen en los intestinos.

o CONJUGACION: Proceso que transfiere DNA de una célula bacteriana

a otra.

. ENDOTOXINA Fraccion lipopolisacarida toxica de la membrana externa

de las células bacterianas gramnegativas.

o ENTEROBACTINA Sideroforo tipo fenolato producido por E. coli y

algunas otras especies entéricas de bacterias.

o FAGOLISOSOMA: La vacuola digestiva formada por la fusion de los

lisosomas celulares con la vacuola fagocitica.

o FARMACO DE ESPECTRO AMPLIO: Que inhibe una amplia variedad

de bacterias gramnegativas y grampositivas.



o FASE DE LATENCIA: Periodo durante el ciclo de cultivo en el que no se

detecta crecimiento alguno.

o FASE ESTACIONARIA: Periodo en el ciclo de cultivo en el que se

detiene el crecimiento.

o FENOTIPO: Propiedades expresadas por el genoma completo en

condiciones particulares.

o GEN: Secuencia de DNA que codifica para un polipéptido o molécula de
RNA.
o GENERO: Grupo bien definido de especies que se distingue claramente de

otros microorganismos.

o IN VITRO: Que sucede dentro de un laboratorio bajo condiciones

ambientales controladas

o INMUNIDAD ADQUIRIDA: Inmunidad que se desarrolla después de la

exposicion a agentes infecciosos o por medio de infusion de anticuerpos.

o LACTOFERRINA: Proteina fijadora de hierro presente en la leche, otras

secreciones y en los granulos de los neutréfilos.

o MEMBRANA EXTERNA: Segunda membrana externa del

peptidoglucano que Unicamente se encuentra en bacterias gramnegativas.

o MUTACION: Mutacion de reemplazo en un codén que cambia la

transcripcion del MRNA a un aminoacido distinto.

o PERIODO DE INCUBACION: Tiempo entre la exposicion a un

organismo y la aparicion de los primeros sintomas.

o SEPTICEMIA: Término clinico que indica evidencia de enfermedad

sistemica asociada con la presencia de organismos en la sangre

o TOXINA ESTABLE (ST): Un péptido pequefio que se une a un receptor
de glucoproteina y es estable ante el calentamiento.



