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. INTRODUCCION

El conocimiento cada vez mas amplio de la transmisién de enfermedades a
través de los alimentos en este caso la carne molida de res contaminada con Escherichia
coli , ha determinado que en un namero de paises cada vez mayor, incluso el nuestro, se
considere la necesidad de someter estos productos y los distintos ambientes con los que
entran en contacto a ciertas pruebas o estudios encaminados a evaluar su inocuidad.
Es por ello, que el presente estudio abarca la determinacion de la resistencia a los
antibidticos de las cepas de Escherichia coli aisladas de carne molida de res procedentes
de mercados municipales de la ciudad capital de Guatemala, mediante la prueba de

difusion en disco.

Los agentes antimicrobianos se emplean extensamente en la medicina humana y
veterinaria para el tratamiento de enfermedades contagiosas y también para promover el
crecimiento en los animales. Sin estos medicamentos muchas enfermedades
infecciosas no se podrian tratar. En los dltimos afios la eficacia de la terapia
antimicrobiana humana ha sido retada por la aparicion de diferentes patdgenos
bacterianos resistentes, como Enterococos resistente a la vancomicina, Staphylococcus
aureus resistentes a la meticiclina y Mycobacterium tuberculosis multiresistentes.  El
impacto primario de la resistencia a los antimicrobianos es el fallo de la terapia empirica
de infecciones bacterianas. Esto puede llevar a un aumento en la morbilidad y la
mortalidad, y por lo tanto al sufrimiento prolongado de los pacientes infectados y al
aumento subsiguiente en costos por el sector de la salud puablica. La resistencia
antimicrobiana en bacterias comensales y otras no patogénicas pueden afectar también

la salud humana.
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Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos evaltan la capacidad de un
farmaco antibacteriano para inhibir in vitro el desarrollo bacteriano. Esta capacidad
puede determinarse por el método de dilucién o por el método de difusion. La técnica
actualmente utilizada para la determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos es
el producto de importantes esfuerzos internacionales desde hace méas de dos décadas

enfocados a normalizar el método.

Aungue el uso continuo de antibidticos, utiles en clinica, para alimentacion
animal incrementara la diseminacion de genes de resistencia, no esta claro que baste
solo con prohibir esta aplicacién para resolver el problema de la resistencia, el uso
continuo de antibidticos en veterinaria puede, por si mismo, mantener la microbiota

animal resistente.



1. HIPOTESIS

Las cepas de Escherichia coli aisladas de carne de res molida procedentes de mercados

municipales de la ciudad de Guatemala, presentan resistencia a los antibioticos.



1. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Contribuir al conocimiento de la resistencia a los antibidticos de las cepas de

Escherichia coli en carne fresca de bovino.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir los patrones de resistencia antibiotica de Escherichia coli

e Establecer los antibidticos a los cuales las cepas de Escherichia coli aisladas,

presentan resistencia y/o susceptibilidad.



REVISION DE LITERATURA

Las bacterias presentan dos tipos de estructuras genéticas que pueden conferir

resistencia: los cromosomas y los plasmidos. Ambos consisten en ADN de doble

filamento y ambos estan asociados en algun momento con la membrana celular

interior de la bacteria. Los plasmidos no son esenciales para la supervivencia pero

son portadores de determinantes genéticos que confieren resistencia contra

antibidticos, asi como virulencia, a las bacterias. Siempre hay solamente un

plasmido de su tipo en una celula (esto se denomina “incompetencia”). (1,14).

4.1.

Escherichia coli

4.1.1. MORFOLOGIA Y CARACTERES CULTURALES DE

Escherichia coli

E. coli es un bacilo grueso (1,5 x 4 micras) gramnegativo. La
mayoria de las cepas son moviles por poseer los flagelos peritricos
tipicos de las enterobacteriaceas. Algunas forman una capsula de
polisacaridos. La estructura celular de muchas se caracteriza por la
posesion de fimbrias y de pelos sexuales, asi como de plasmidos en el
citoplasma, los cuales son responsables de muchas actividades bioldgicas
(adhesion, fermentacion de azucares, produccion de colicina, hemolisina

y enterotoxina y resistencia a los antibidticos, metales pesados y luz

ultravioleta). El cultivo se realiza en los medios bacteriol6gicos usuales.

Los diferenciales empleados para el aislamiento permiten una rapida



identificacion de las cepas lactosa-positivas, por lo cual puede
considerarse rutinario, la mayoria de las veces, el reconocimiento de E.
coli en los casos de duda o de situaciones patoldgicas especiales, sobre
todo con implicaciones terapéuticas o epidemioldgicas (por ejemplo,
infecciones nosocomiales), es necesario ademas la diferenciacion
bioquimica. Para aislar la E. coli, son adecuados basicamente los medios
débilmente selectivos (por ejemplo, inhibicion de bacterias
grampositivas), como el agar-lactosa azul de bromotimol y el agar Endo

0 MacConkey. (8)

La formulacion del agar MacConkey corresponde
considerablemente con las recomendadas por la United States
Pharmacopoeia XXI (1985), European Pharmacopoeia Il y Deutsches
Arzneibuch. Corresponde ademas con las normas de ensayo, apartado 35

de la LMBG para el anélisis de alimentos.

La forma de actuacion del agar MacConkey es que las sales
biliares y el cristal violeta inhiben considerablemente la flora gram-
positiva. La lactosa, junto con el indicador de pH rojo neutro, sirven para

la comprobacion de la degradacién de dicho azlcar. (13)

4.1.2. CARACTERES DIFERENCIALES
Es posible la identificacion rutinaria rapida comprobando la
fermentacion de la lactosa y la produccion de indol con ausencia de

actividad frente al citrato y la urea.



La tipificacion seroldgica se basa en el reconocimiento de los

antigenos:

a) Antigeno O somaticos o de la pared celular (polisacaridos,
termoestables).

b)  Antigenos K de la capsula (polisacaricos &cidos).

c) Antigenos H de los flagelos (proteina, termolabil).

d) Antigenos de las fimbrias (proteina, termolébil, no se forma a
22°C). Antes se creia que eran parte del complejo antigénico K; de
ahi la denominacion actual de K 88 y K99.  (8)

4.1.3 FACTORES DE VIRULENCIA
La patogenicidad de E. coli se manifiesta mediante diversos

Factores de virulencia dependientes del estado patolégico. Hay que

diferenciar basicamente las cepas septicémicas y las enteropatdgenas.
Septicemia:

Los principales factores de virulencia son, por un lado, la
presencia de la capsula (resistencia a la fagocitosis), que hace posible la
invasion, y, por otro, la accion de la endotoxina por medio del lipoide A
del complejo lipopolisacarido. Estas cepas se presentan principalmente

en terneros y corderos y a veces también en lechones. (1, 8)

E. coli enterotoxica (ETEC) reciben este nombre las cepas de E.
coli que tienen la propiedad de colonizar en el intestino (factores de

adhesion) y de producir toxinas (enterotoxinas). Los plasmidos



determinan ambos caracteres y entre ellos existe una correlacion
patogénica. La coincidencia de ambos es necesaria para una accion

patdégena Optima. (1, 8)
a) Factores de adhesion (adhesinas):

Tréatese de estructuras proteicas (fimbrias) filamentosas muy finas
de la superficie de la célula bacteriana, que pueden unirse en gran parte
especificamente a los receptores celulares del intestino. De esta forma
hacen posible la colonizacion en el intestino delgado. Se diferencian de
las estructuras de fijacion comunes (tipo 1 de fimbrias) que poseen muy a

menudo también las cepas comensales de E. coli. (1,8)
b) Enterotoxinas:

Las enterotoxinas ejercen su accion directamente sobre el epitelio
intestinal merced a su influencia sobre la adenilciclasa. Ocasionan
graves trastornos en el transporte de electrélitos y agua, lo que conduce a

una hipersecrecion con grandes pérdidas acuosas. (1,8)
4.1.4 EPIDEMIOLOGIA Y PATOGENIA

Escherichia coli es un habitante natural del segmento posterior
del tracto intestinal (extremo del ileon, colon) del hombre y los animales

y representa aproximadamente el 1 % de la flora bacteriana del intestino.

Se elimina con las heces y contamina el medio externo, donde
puede conservar su vida por mucho tiempo en condiciones favorables.
Por eso este germen es un indicador del grado de contaminacion fecal de

los alimentos y el agua.



La colonizacion del intestino tiene lugar poco después del
nacimiento. Algunas cepas permanecen alli durante meses (cepas
resistentes), otras viven en él solo unos dias o pocas semanas (cepas
transitorias). La regulacion de la flora de E. coli obedece a interacciones
competitivas antagdnicas (bacteriocinas, entre otras) y a la inmunidad
local. La funcién principal de E. coli reside en la regulacion de los
procesos intestinales de descomposicién y en produccion de importantes

vitaminas (tiamina, acido folico, vitaminas C y K). (1,8)

4.2 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS
El concepto de resistencia a los antibidticos, es la capacidad

adquirida por un organismo para resistir los efectos de un antibi6tico ante
el cual es normalmente susceptible. En primer lugar debemos indicar
que los genes de resistencia se adquieren probablemente de los
productores de antibioticos, a través de un proceso de intercambio
genético. Con el fin de protegerse a si mismo de los antibioticos que
ellos producen, estos organismos han desarrollado mecanismos para
neutralizar o destruir sus propios antibidticos. La existencia de estos
genes significa que, bajo las condiciones adecuadas, es posible transferir
esta resistencia a otros organismos. Empezaremos por considerar
algunos de los mecanismos de resistencia a los antibioticos. Luego

veremos las consecuencias de la resistencia en situaciones practicas.

421 MECANISMOS DE RESISTENCIA
No todos los antibi6ticos actian frente a todos los

microorganismos.
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Algunos microorganismos son naturalmente resistentes a algunos
antibidticos. La resistencia a un antibiético puede ser una propiedad
inherente a un microorganismo, o puede adquirirla. EXisten varias
razones por las que los microorganismos pueden tener una resistencia a
un antibidtico, inherente. (1) EI organismo puede carecer de la
estructura diana sobre la que actta un antibidtico. Por ejemplo, algunas
bacterias como los micoplasmas, carecen de una pared celular tipica y
son resistentes a las penicilinas. (2) EIl organismo puede ser
impermeable al antibidtico. Por ejemplo, las bacterias Gram negativas
son impermeables a la penicilina G. (3) EIl organismo puede ser capaz
de alterar el antibiotico pasandolo a una forma inactiva. (4) El
organismo puede modificar la diana de un antibiético. (5) Por
intercambio genético, puede tener lugar la alteracion de una via
metabolica que bloquea el agente antimicrobiano. (6) El organismo
puede ser capaz de bombear hacia fuera el antibiético que va entrando en

la célula (eflujo). (12)

4.2.2. MECANISMO DE RESISTENCIA MEDIADOS POR

PLASMIDOS R

En el laboratorio, las células resistentes a los antibioticos se aislan
generalmente de cultivos que eran predominantemente sensibles a los
antibidticos. La resistencia de estos aislamientos, generalmente se debe
a mutaciones en los genes cromosomicos. Por otro lado, la mayoria de

las bacterias resistentes a los fa&rmacos, aisladas de pacientes, contienen
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los genes cromosdmicos surge a causa de una mutacion de la diana de

accion del antibidtico (por ejemplo, un ribosoma).

Por el contrario, la resistencia del plasmido R, en la mayoria de
los casos se debe a la presencia en los plasmidos R de genes que
codifican nuevas enzimas que inactivan el antibidtico o de genes que
codifican enzimas que o bien evitan la incorporacion del antibidtico o
bien lo bombean activamente hacia fuera. Por ejemplo, se conoce un
cierto numero de antibidticos con estructuras quimicas semejantes, que
contienen unidades aminoglicosidicas. Entre los antibidticos
aminoglicésidos estan la estreptomicina, la neomicina, la kanamicina y la
espectinomicina. Las cepas que llevan plasmidos R que confieren
resistencia, contiene enzimas que modifican quimicamente los
antibioticos, bien por fosforilizacion, acetilacion o adenilizacion. El
farmaco modificado carece entonces de actividad antibidtica. La
presencia de resistencia maltiple a los antibidticos se debe al hecho de
que un solo pldsmido contiene varios genes que codifican diferentes

enzimas que inactivan a diferentes antibidticos. (12)

4.2.3. ORIGEN DE LOS PLASMIDOS DE RESISTENCIA
Aunqgue no se dispone de una evidencia especifica acerca del
origen de pldsmidos R de resistencia maltiple a los antibidticos, hay una
serie de hechos que sugieren que los plasmidos del tipo plasmido R
existian antes de la era antibiotica. El creciente uso de los antibioticos
proporciond condiciones selectivas para la dispersion de los plasmidos R

con uno 0 mas genes de resistencia a los antibioticos. En efecto una
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cepa de Escherichia coli que fue congelada en 1946, contenia un
plasmido con genes que conferian resistencia a la tetraciclinay a la
estreptomicina, a pesar incluso de que ninguno de estos antibidticos
empezo0 a utilizarse en clinica hasta después de varios afios més tarde.
Ademas, se demostrd que algunas cepas que llevaban en el plasmido R,
genes de resistencia a las penicilinas semisintéticas, existian mucho antes
de que se sintetizaran estas penicilinas semisintéticas. Lo que tal vez
tiene aun mas significado ecoldgico, es que los plasmidos R que
confieren resistencia a los antibioticos, han sido detectados en algunas
bacterias no patégenas habitantes del suelo. En el suelo esta resistencia
puede conferir confianza selectiva porque los principales organismos
productores de antibio6ticos (Streptomyces y Penicillium) son también
organismos habitantes normales del suelo. Por tanto, parece ser que los
plasmidos no son un fenébmeno reciente sino que existian en la poblacion
natural microbiana, antes de la era antibidtica. Mas tarde, el uso
extendido de los antibi6ticos proporciond las condiciones selectivas para
una rapida dispersion de estos plasmidos R. Los plasmidos R, son por
tanto, un producto predecible de la seleccion natural e imponen limites
significativos a la utilizacion a largo plazo de cualquier antibiético como

agente terapéutico. (12)

4.2.4. DISEMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS

ANTIBIOTICOS

El uso extensivo e inadecuado de los antibi6ticos esta

conduciendo a un rapido desarrollo de resistencia a los antibioticos en los
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microorganismos patdgenos. EIl descubrimiento y el uso clinico de
muchos antibioticos conocidos ha ido paralelo a la emergencia de

bacterias que resisten su accion.

Las encuestas han demostrado que los antibi6ticos se utilizan con
una frecuencia mucho mayor de la necesaria. Como resultado, casi
todos los microorganismos patégenos han desarrollado resistencia a
algunos antibioticos desde que en la década de los afios 1950 se inici6 el
uso extensivo de los antibiéticos. La penicilinay las sulfas, los dos
primeros agentes quimioterapéuticos ampliamente utilizados, no tienen
actualmente un uso amplio porque muchos patégenos han adquirido
algun grado de resistencia frente a ellos. Incluso los organismos que
todavia son uniformemente sensibles a la penicilina, tales como
Streptococcus pyogenes (el microorganismo que causa la escarlatina y la
fiebre reumatica, ahora necesitan mucha més cantidad de penicilina para

un tratamiento efectivo que hace una década.

Existe sin embargo informacién alentadora relativa a la
resistencia a los antibioticos algunos informes sugieren que si se detiene
el uso de un determinado antibidtico, la resistencia a este antibiotico ira
revirtiendo a lo largo del tiempo. Aungue algunos de estos informes
proceden de ambientes limitados como los hospitales, al menos uno de
los informes indica que este fendmeno esté ocurriendo a escala nacional.
Esta informacion implica que la resistencia es reversible y que la eficacia
de algunos antibidticos pueden restablecerse mediante una vigilancia a

largo plazo y un uso prudente. (12)
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425 COMO VENCER LA RESISTENCIA A LOS
ANTIBIOTICOS
Contando con la exposicion a una suficiente cantidad de
antibidticoy
durante el tiempo preciso, se puede desarrollar resistencia a cualquier
compuesto antimicrobiano. El uso racional de los medicamentos
existentes es un camino importante para prolongar su periodo de
aplicacion en clinica. Sin embargo, la solucion a largo plazo para el
problema de la resistencia microbiana a los antibi6ticos esta en el
desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos. Para encontrar
agentes nuevos se utilizan dos estrategias: se pueden crear analogos de
los compuestos existentes o bien se pueden desarrollar clases de

farmacos completamente nuevos.

La produccion de analogos nuevos de los compuestos
antimicrobianos existentes es generalmente sencilla y con frecuencia
productiva, debido en gran parte a que los compuestos nuevos, que son
estructuras miméticas de las anteriores, tienen un sitio de accion
predecible (muchos estudios con analogos de medicamentos se inician en
un ordenador donde se “crean” rapidamente nuevos compuestos e
incluso se ensaya su fijacion y su toxicidad, en el ambiente del
ordenador). En muchos casos, parametros como la solubilidad y la
afinidad pueden cambiarse al alterar la estructura quimica, sin alterar el
sitio de accion del compuesto. De hecho, el nuevo compuesto puede ser

mas potente que el compuesto original y, debido a que la resistencia se
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basa en el reconocimiento estructural, el nuevo compuesto puede no ser

reconocido por los factores de resistencia. (12)

EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
El desarrollo de bacterias resistentes a los agentes

antimicrobianos en

un grupo de animales o durante el tratamiento es un asunto de gran
preocupacion.  La resistencia exige que se descarte un enfoque
terapéutico con el cual se ha logrado éxito previamente, especialmente si
se dispone de otros farmacos antimicrobianos adecuados; ademas, con
frecuencia hay alarma desde un punto de vista epidemioldgico y de salud
publica. El uso de drogas antimicrobiales en humanos, animales o el
ambiente estan todos asociados con la seleccion de bacterias resistentes a
las drogas antibidticas. En adicion, las drogas antibiéticas generalmente
pertenecen a clases de drogas que estan relacionadas por una estructura
similar. Pueden desarrollarse una resistencia que somete la bacteria
resistente a una clase entera de drogas antimicrobiales y también puede

ocurrir un cruce de resistencia entre clases de drogas. (15)

Es conocimiento comun que los organismos comensales
resistentes a veces causan infecciones oportunistas, por ejemplo durante
cirugias, donde pacientes inmunocomprometidos son tratados con un
agente antimicrobiano, el conocimiento con respecto a la transferencia
de genes resistentes a los antimicrobianos en ambientes naturales como

matrices de alimento y el tracto digestivo es relativamente limitado y es
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dificil estimar el significado de este problema para la salud humana. Sin
embargo, la transferencia de genes resistentes entre géneros diferentes se

ha documentado en el tracto gastrointestinal de animales y humanos.

El uso de antimicrobianos para promover el crecimiento en los
animales producidos para el consumo humano representa un problemas
especial cuando incluye las clases de antimicrobianos que se usan o que
probablemente se ampliaran para el tratamiento de humanos o animales,
0 que se conocen para seleccionar la resistencia cruzada a los
antimicrobianos usados en la medicina humana. Ejemplos de la
resistencia cruzada entre diferentes clases de antimicrobianos que se
emplean tanto para la promocion del crecimiento como para el
tratamiento humano incluyen tilosina / eritromicina (macrdlidos),
virginiamicina / pristinamicina (estreptograminas) y avoparcina /

vancomicina ( glucopéptidos) y avilamicina / everninomicina. (2, 11)

SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y TRANSFERENCIA

DE LA RESISTENCIA.

La definicion clinica de un microorganismo resistente comparada
contra la de uno sensible se asocia con la habilidad de un medicamento
para ser efectivo en el tratamiento de una infeccion especifica. La
susceptibilidad de una bacteria a un antimicrobiano es una caracteristica
cuantitativa, generalmente expresada como la concentracion minima
inhibitoria (MIC), que denota la concentracion més baja del

antimicrobiano especifico que inhibe el crecimiento de las bacterias
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probadas bajo condiciones estandarizadas en el laboratorio. Diferentes
grupos de expertos han sugerido puntos limite para clasificar diferentes
bacterias patogénicas como resistentes o susceptibles. Estos puntos
limite ayudan a los médicos y a los veterinarios a elegir los
antimicrobianos. Muchos antimicrobianos se derivan de
microorganismos, y por lo tanto, resistencia a estos antimicrobianos es un
fendmeno que ocurre naturalmente. Los microorganismos que carecen
inicialmente de un sitio de acoplamiento para un medicamento
antimicrobiano se describe como naturalmente o intrinsecamente

resistente. (2)

Los microorganismos pueden adquirir resistencia antimicrobiana:
Cambios en el ADN (mutaciones) o adquisicion de ADN ajeno. La
naturaleza ha desarrollado sistemas diferentes para la transferencia de
genes entre bacterias (conjugacion, transformacion, transduccion y
transposicion) y estos mecanismos han comprobado ser efectivos en
promover genes de resistencia. De este modo, varias bacterias comparten
diferentes genes de resistencia. Los elementos genéticos moviles a
menudo llevan varios genes de resistencia, y por consiguiente, la toma de
un solo elemento genético maovil puede conferir resistencia contra varios
antimicrobianos al mismo tiempo. Las bacterias de resistencia maltiple
representan un problema especial debido a que el uso de un
antimicrobiano puede seleccionar varios genes de resistencia, un

fendmeno descrito como co-seleccidn de resistencia. (2)
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Las bacterias se proliferan por division y esto significa que
pueden heredar la resistencia de sus antepasados. En ambientes con
antibidticos, las bacterias resistentes se pueden difundir muy rdpidamente
a causa de su ventaja selectiva. Se acepta generalmente que todos los
antimicrobianos seleccionan bacterias que son resistentes, y ademas se ha
establecido que existe una asociacion, aunque compleja, entre el uso de
antimicrobianos y la incidencia de bacterias resistentes. Actualmente, el
uso prudente de antibioticos parece ser la herramienta principal para

preservar la eficacia de los antimicrobianos. (2)

ACTIVIDADES HASTA LA FECHA

Poco después de que los productores de ganado comenzaran a

usar antimicrobianos en animales producidos para el consumo, los
cientificos comenzaron a estudiar los posibles efectos del uso de
antibidticos a largo plazo. Lo siguiente es un repaso de los estudios e

informes clave hasta la fecha. (2)

1960, Comité Netherthrope

Se formé en el Reino Unido para considerar las posibles
implicaciones en la salud humana del uso de antibiéticos en dosis no
terapéuticas en animales destinados al consumo humano, y concluy6 que

no habia pruebas de peligro a la salud humana asociadas con su uso.

2, 17)
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1970, Equipo Operativo de la Administracion de Farmacos vy Alimentos

de Estados Unidos (FDA)

El informe del grupo operativo, “El uso de Antibidticos en la

Alimentacién de Animales”. Concluyé que:

e EI uso de cantidades no terapéuticas de antimicrobianos
favorecio la seleccion y el desarrollo de bacterias resistentes

e Animales que reciben tratamiento antimicrobiano pueden servir
como depositos de patdgenos resistentes a antibidticos y
pueden causar enfermedades humanas.

e La preponderancia de bacterias con resistencia multiple en
animales ha aumentado debido al uso de antimicrobianos.

e Bacterias resistentes se encuentran en la carne y en sus
productos derivados.

e Ha habido un aumento en la preponderancia de bacterias
resistentes a los antimicrobianos en el hombre. (2,15)

1988, Resefia del Instituto de Medicina de Estados Unidos

En 1988, el Instituto de Medicina (IOM) repaso toda la
informacion disponibles acerca de la resistencia a los antibioticos. Se
convocé a un Comité de expertos para determinar los riesgos a la salud
humana asociados con la practica de proporcionar 6 administrar
penicilina y tetraciclinas, a niveles no terapéuticos, a los animales para
promover el crecimiento, la eficiencia de los alimentos y la prevencion

de enfermedades. En el informe, “Riesgos a la Salud Humana por el Uso
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No terapéutico de Penicilina o Tetraciclinas en el Alimento Animal”, el
Comité desarroll6 un modelo de analisis de riesgos empleando datos s6lo
en las infecciones de Salmonela que resultaron en muertes humanas. El
comité encontrd una cantidad considerable de pruebas indirectas
implicando el uso no terapéutico y terapéutico de antimicrobianos como
un posible peligro a la salud humana, pero no encontré datos que
demostraran que el uso no terapéutico de penicilina o tetraciclina causara
directamente que un humano muriera de salmonelosis. ElI Comité

recomendé enérgicamente estudios adicionales del asunto. (2, 17)

1995, Informe de la ASM

La Sociedad Americana de Microbiologia (ASM), que incluye a
miembros que se especializan en microbiologia médica y animal, publico
un informe en 1995 que citd graves inquietudes acerca del uso tanto
humano como animal de antibioticos y el aumento en la resistencia
antimicrobiana. El informe recomend6 un aumento significativo en la
vigilancia de la resistencia en EE.UU., mas educacion acerca del uso y
riegos de antimicrobianos, y mas investigacion basica disefiada para
desarrollar antimicrobianos en la medicina humana, pero indicé también
el gran uso en la produccion de alimentos, que se atribuy0 en parte a la
consolidacion de fincas a centros con nimeros grandes de animales
encerrados. El informe dejé claro que el problema de la resistencia a

antibioticos es global. (2,17)

1997, Reunidn de la OMS
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En 1997, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) celebr6 una
reunion de peritos en Berlin, Alemania, para revisar el asunto de si el uso
de antimicrobianos en animales conduce a la resistencia antimicrobiana
en humanos o no. Los peritos procuraron definir los problemas médicos
potenciales que podrian surgir del uso de antimicrobianos en animales
destinados al consumo humano y hacer recomendaciones para enfrentar
el asunto. El grupo de peritos hizo recomendaciones en contra del uso de
antimicrobianos para promover el crecimiento si esos antimicorbianos se
usan también en la medicina humana o pueden inducir la resistencia
cruzada a antimicrobianos usados para la terapia médica humana. El
grupo también recomend6 que se realicen investigaciones en promotores
de crecimiento que no sean antimicrobianos e inst6 que el riesgo a la
salud humana del uso de antimicrobianos en animales destinados al
consumo humano se evalle correctamente. El grupo pidi6é una mejor
vigilancia de la resistencia entre aislados de bacterias entéricas de
animales destinados al consumo humano y alimentos de origen animal.
Ademas, el grupo recomend6 manejar el riesgo al nivel del productor por

medio del uso prudente de antimicrobianos. (2,11)

1998, Estudio de la OIE

El papel del comercio internacional de animales, sus productores
derivados y sus alimentos en la velocidad de propagacion de resistencia a
antibioticos transferible y de los posibles métodos de control de

propagacion de factores de resistencia de agentes contagiosos.
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Los resultados de una investigacion anterior realizada por la OIE
acerca de las actividades y capacidades existentes en la deteccion y en el
control de la resistencia a antibioticos de los 50 paises europeos se
presentaron en 1998. Dichos resultados mostraron que se deben hacer
esfuerzos adicionales para desarrollar programas oficiales de vigilancia y
seguimiento de la resistencia antimicrobiana y para mejorar la
armonizacién de metodologias de laboratorio, que a su vez mejoraran la
fiabilidad y comparabilidad de datos de resistencia generados. El
estudio revel6 también que no siempre se usé un analisis de riesgos

cuando las medidas sanitarias se consideraron por paises. (2, 4,17)

1998, Reunidn de la OMS

La OMS celebrd una reunién en junio de 1998, esta vez en
Ginebra, Suiza, para tratar especificamente el uso de quinolonas en
animales destinados al consumo humano. Los participantes concordaron
que el uso de antimicrobianos causara que se desarrolle una resistencia y
que existe un peligro potencial a la salud humana de organismos
resistentes a Salmonella, E. coli, y Campylobacter transferidos a
humanos por medio del suministro de alimentos. Los peritos también
concluyeron que se necesita mas informacion para evaluar con exactitud
el riesgo asociado con el uso de estos productos en animales, pero apoy6
el uso de quinolonas para tratar animales enfermos cuando sea necesario.

(2,21)

1999, Informes del Comité de Expertos de Unién Europea
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El Comité Cientifico de Iniciativas de la Comision Europea
publico un informe sobre la resistencia antimicrobiana en mayo de 1999.
El Comité concluyé que se deben adoptar medidas inmediatamente para
reducir el uso general de antimicrobianos en una manera equilibrada en
todas las &reas. Se hicieron cuatro recomendaciones primarias: 1) los
antimicrobianos se deben usar prudentemente, 2) las infecciones se deben
prevenir y los organismos resistentes se deben contener, 3) se deben
emprender investigaciones acerca de nuevas modalidades de prevencion
y tratamiento de infecciones y 4) los efectos de la intervenciones se
deben controlar y evaluar. Basados en el trabajo en curso de este Comité
y en otra informacion disponible, los ministros de agricultura en la UE
votaron en diciembre de 1998 la prohibicion de cuatro antibi6ticos que se
usan extensamente a niveles no terapéuticos para promover el
crecimiento animal. La prohibicion de usar bacitracina de zins,
espiramicina, tilosina y virginiamicina en el alimento animal entrd en

vigencia para los quince estados miembros de UE el 1° de julio de 1999.

El Comité para Productores Medicinales Veterinarios (CVMP)
recomendd en su informe en julio de 1999 que se deben crear modelos
para evaluar los riesgos de resistencia a los antibidticos que ocurren en
animales y su potencial transferencia al hombre. EI CVMP recomendd
también una evaluacion, previa a la venta, del potencial de
antimicrobianos de causar el desarrollo de la resistencia, el desarrollo de
estrategias para mantener la eficacia de productos veterinarios mientras

se reduce el riesgo potencial a la salud publica y el desarrollo de politicas
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de uso prudente. Con base en este informe, el plan estratégico para

redactar pautas se adopt6 en el CVMP en enero de 2000. (2, 17)

1999, Conferencia Internacional de la OIE acerca de la Resistencia

Antimicrobiana.

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) celebr6 una
conferencia internacional en marzo de 1999 sobre la resistencia
antimicrobiana para promover el intercambio entre las partes interesadas
y el personal directo en los campos de medicina humanay animal. La
conferencia enfatizé la necesidad de seguir los procedimientos de los
analisis de riesgos y aplicar los principios cientificos al manejar la
resistencia antimicrobiana. Se plantea una segunda conferencia en
octubre de 2001 para revisar el progreso logrado en la comprension del
desarrollo de la resistencia antimicrobiana en humanos y en animales, los
problemas encontrados en ambas medicinas, humana y veterinaria, y las
medidas tomadas por autoridades reguladoras y otros para la contencién

de la resistencia antimicrobiana. (2, 17)

1999, Informe del Comité Conjunto Consultivo de Expertos Técnicos

sobre la Resistencia a los Antibiéticos (JETACAR)

En 1998, los Ministros de Servicios de Salud y Familias y de
Industrias y Energia Primarias de Australia designaron y encomendaron
al JETACAR a examinar el asunto de la resistencia antimicrobiana desde

un punto de vista cientifico. EI Comité se componia de peritos en salud
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publica, medicina humana y veterinaria, biologia molecular e industrias
primarias. EI comité reviso la evidencia cientifica de la relacion entre el
uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano, la
aparicion y la seleccion de bacterias resistentes a antibi6ticos y su
propagacion a humanos, e hizo recomendaciones para la administracién
futura apropiada del uso de antibiéticos en animales destinados al
consumo humano. Se invitd a las partes interesadas clave a proporcionar
aportes en forma de datos cientificos durante las deliberaciones del
Comité, y también al informe en borrador, que se publicé en marzo de
1999. El informe final se publicé en septiembre de 1999. EI JETACAR
concluyé que existe un peligro a la seguridad de los alimentos y a la
salud humana por el uso de antibi6ticos en animales destinados al
consumo humano, lo cual se debe comparar contra el valor de los
antibidticos a la medicina veterinaria, a la productividad de los alimentos

y al bienestar animal.

La respuesta del Gobierno de la Confederacion al informe del
JETACAR se public6 en agosto de 2000 por los Departamentos
australianos de Salud y Cuidados de la Vejez y de Agricultura, Pescay
Silvicultura. En su respuesta, el Gobierno de la Confederacion reconoce
la amenaza de organismos resistentes a antibioticos a la salud humana y
apoya enteramente la intencion de las recomendaciones del JETACAR.
LA respuesta del Gobierno enfatiza la necesidad de un enfoque
coordinado y equilibrado para el mejor manejo del uso de antibidticos en
humanos y en animales destinados al consumo humano. El gobierno de

la Confederacion concord6 en establecer dos grupos para llevar a cabo el
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plan, un Grupo Asesor de Expertos en Antibi6ticos bajo los auspicios del
Consejo de Salud Nacional e Investigacion Médica y un grupo de
Ejecucion Interdepartamental del JETACAR para supervisar y coordinar

la respuesta continua del Gobierno al JETACAR. (2)

2000, Principios Globales de la OMS para la Contencién de la

Resistencia Antimicrobiana en Animales Destinados al Consumo

Humano

La OMS realiz6 una consulta experta en junio de 2000 con la
participacion de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura 'y la Alimentacion y la Oficina Internacional de Epizootias
para desarrollar los principios globales para contener la resistencia
antimicrobiana en animales destinados al consumo humano. El propdsito
de la consulta de expertos y el desarrollo de principios globales es
aminorar el impacto negativo en la salud publica del uso de agentes
antimicrobianos en animales destinados al consumo humano, mientras al
mismo tiempo se asegura de su uso seguro y efectivo en la medicina
veterinaria. Los principios proveen un marco de recomendaciones para
reducir el abuso y el uso inadecuado de antimicrobianos en animales
destinados al consumo humano para la proteccién de la salud humana.
Los principios forman parte de una estrategia global exhaustiva de la
OMS para contener la resistencia antimicrobiana. Los principios
fortalecen y aprueban recomendaciones anteriores de la OMS tales como

la necesidad de acabar con el uso de promotores de crecimiento
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antimicrobianos en espera de la evaluaciones exhaustivas sobre la
seguridad de la salud humana y la necesidad de establecer sistemas de

vigilancia en el consumo de antimicrobianos. (2, 11)

2000, Grupo de Expertos de la OIE sobre la Resistencia Antimicrobiana

A peticion del Comité Internacional de la OIE, en Enero del 2000
se establecio un Grupo de Peritos de la OIE sobre Resistencia
Antimicrobiana. Con la participacién de la FAO y de la OMS, el Grupo
de Peritos de la OIE elabord las siguientes cinco pautas sobre la

resistencia antimicrobiana:

Metodologia de la evaluacién de riesgos para el impacto potencial en la  salud
publica de bacterias resistentes a antimicrobianos de origen animal,

Empleo prudente y responsable de los agentes antimicrobianos en la medicina
veterinaria;

Control de las cantidades de antimicrobianos utilizados en la cria de animales;

Armonizacion de los programas nacionales de control y vigilancia de la resistencia
antimicrobiana en animales y en sus alimentos derivados;

Estandarizacion y armonizacion de las metodologias de laboratorio empleadas para
la deteccion y cuantificacion de la resistencia antimicrobiana. (2,17)

46. FUNDAMENTOS PARA LA INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS DE

SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS POR EL METODO DE

DIFUSION

Para cada antimicrobiano se establecen “concentraciones criticas” o
“puntos de corte” que permiten separar a los microorganismos infectados en tres

categorias, sensibles, resistentes o de sensibilidad intermedia, segun si la
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concentracion requerida para la inhibicion del desarrollo de cada uno de ellos

(CIM) es inferior 0 no a dichas concentraciones. (5)

Sensible: Un microorganismo se considera “sensible” a un antibidtico
cuando se puede esperar que una infeccion causada por el microorganismo

responda al tratamiento con dicho farmaco a la dosis recomendada.

Resistente: este término indica que no es probable que la infeccion
causada por el microorganismo responda al antibiético en cuestion, cualesquiera

que sean la dosis y la localizacion de la infeccion.

La categoria sensibilidad intermedia se aplica a dos situaciones. Por
un lado, se incluye en ella las cepas con sensibilidad disminuida a un antibiético
que puede utilizarse con éxito, para el tratamiento en dosis mas altas, por ser
poco tdxico o porque se concentra en el foco de infeccion (por ejemplo,

antibioticos beta-lactdmicos o quinolonas en la orina). (5)

En esta categoria se incluyen asimismo las cepas de “sensibilidad
intermedia” a antibidticos que, por ser mas tdxicos, no puede usarse en dosis
mas altas. En este caso, la categoria intermedia sirve como una zona de
transicion entre las cepas sensibles y las resistentes y previene pequefios
factores técnicos que pueden llevar a resultados de sensibilidad erroneas.
Muchas veces un resultado intermedio requiere la definicién de la sensibilidad

mediante el uso de un método cuantitativo como la CIM. (5)

La decision definitiva sobre el uso de un determinado antibidtico y sobre
la dosificacion del mismo no sélo depende de los resultados de la pruebas de
sensibilidad sino también de la interpretacion de éstas por el equipo de salud.

También habra que tener en cuenta otros factores como la importancia
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patogénica del microorganismo, los efectos secundarios y las propiedades
farmacocinéticas del medicamento, su difusién en las diferentes regiones del

cuerpo y el estado inmunitario del huésped. (5,15)
4.6.1. ldentificaciéon bacteriana:
Para evaluar en forma cuantitativa la actividad de un antibi6tico se debe

enfrentar el microorganismo problema a una serie de diluciones de la droga en
estudio. La concentracién méas baja del antimicrobiano que impide el crecimiento
bacteriano después de una noche de incubacion se considera como la “concentracion

inhibitoria minima” o CIM del farmaco.

La interpretacion de las pruebas de sensibilidad no puede estar disociada de la
identificacion bacteriana. Por ejemplo, una CIM de penicilina mayor a 1 ug/ml es
indicativa de resistencia si el microorganismo en estudio es un neumococo, mientras
que un enterococo, con CIMs hasta 16 veces superior, es considerado sensible a la

misma droga.

Por el contrario, la resistencia intrinseca puede ser extremadamente Util para
corregir o confirmar la identificacion bacteriana. Por otra razon, frecuentemente se
ensayan in vitro ciertos antimicrobianos que no son terapéuticamente Gtiles pero
contribuyen con el control de calidad de la identificacion bacteriana. Los resultados

obtenidos con estos antibidticos nunca deben ser informados al médico. (6)
4.6.2. Frecuencia de las pruebas:
Cada vez que se introduce un nuevo lote de discos de antimicrobianos a

la rutina, este se debe ensayar con las cepas patron de control de calidad apropiadas.
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Las cepas patrén de control de calidad se deben probar semanalmente y cada vez que
se cambie cualquier reactivo que intervenga en la realizacion de las pruebas de
sensibilidad; los discos de antibidtico a ensayar deben ser los mismos que se utilizan
de rutina para los aislamientos clinicos. Cuando un ensayo de como resultado halos
de inhibicién que estén fuera del rango aceptable, se deben tomar medidas
correctivas. Si la desviacion se puede atribuir a un error obvio, como por ejemplo
discos o cepas de control anémalos, contaminacion de la cepa control o atmdsfera de

incubacidn incorrecta, se debe repetir la prueba de control de calidad.

Si dicha desviacion no se puede atribuir a un error obvio, se debe continuar con
los controles de calidad diariamente hasta detectar la fuente de error y documentar la

solucidn del problema. (6)

4.7. FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Entre los diversos factores que pueden afectar la actividad antimicrobiana en
vitro, deben considerarse los siguientes, ya que influyen significativamente en el

resultado de las pruebas. (5,6,9)
4.7.1 pH del medio:
Algunos medicamentos son mas activos a pH acido (por ejemplo,

Nitrofurantoina); otros a pH alcalino (por ejemplo, aminoglucésidos, sulfonamidas).

(6.9)
4.7.2. Componentes del medio:

El sulfonato de polianetol sodico y otros detergentes anidnicos inhiben a
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Los aminoglucosidos notoriamente. PABA en extractos tisulares antagoniza a las
sulfonamidas. Las proteinas séricas fijan a las penicilinas en grado variable, yendo

desde 40% para la meticilina hasta 98% para la dicloxacilina. (6,9)
4.7.3. Estabilidad de los medicamentos:

A la temperatura de la incubadora varios agentes antimicrobianos pierden su
actividad. La clorotetraciclina se inactiva rapidamente y la penicilina mas
lentamente, mientras que los aminoglucdésidos y el cloranfenicol son bastante

estables por largos periodos. (6,9)
4.7.4. Tamafo del indculo:
En general, cuanto mas grande sea el in6culo bacteriano, mas baja sera la

“sensibilidad” aparente del microorganismo. Las grandes poblaciones bacterianas se
inhiben en forma menos réapida y completa que las pequefias; ademas, es mucho mas

probable que una mutante resistente surja en las grandes poblaciones. (5,9)
4.7.5. Duracion de la incubacion:

En muchos casos los microorganismos no mueren cuando se exponen un
tiempo corto a los agentes antimicrobianos, sino que solamente se inhibe su
multiplicacién. Cuanto mas tiempo se prolonga la incubacién, mayor es la
oportunidad que tiene de presentarse las mutantes resistentes o0 mayor es la
oportunidad de los miembros menos sensibles de la poblacion bacteriana de empezar

a multiplicarse tan pronto como el medicamento se descompone. (5,9)
4.7.6. Actividad metabdlica de los microorganismos:

En general, los microorganismos que crecen rapida y activamente son mas

sensibles a la accion de los medicamentos que aquellos que se encuentran en la fase
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de reposo. Las bacterias “persistentes” son aquellas metab6licamente inactivas, las
cuales sobreviven a exposicion largas a los medicamentos, pero cuya descendencia
es completamente susceptible al mismo medicamento. Una forma especializada de
microorganismos “persistentes” pueden ser las forma L de las bacterias. Bajo el
tratamiento con ciertos medicamentos que inhiben la formacién de la pared celular,
las formas deficientes en la misma pueden desarrollarse en algunos tejidos que
poseen propiedades osméticas adecuadas (por ejemplo, médula de rifion). Estos
protoplastos pueden persistir en los tejidos mientras se administra el medicamento (
por ejemplo, penicilina) y posteriormente regresar a las formas bacterianas intactas,

dando lugar a recaidas de la enfermedad. (5,9)

4.8. MEDIOS DE CULTIVO

4.8.1. Agar MacConkey

El medio de cultivo corresponde en gran medida a la European
Pharmacopoeia Il, ademas de las prescripciones analiticas apartado 35 de la

LMBG para la investigacion de alimentos.
Forma de Actuacion

Este caldo contiene lactosa, cuya degradacion a acido y formacion de gas
sefialan, por definicion la presencia de E. coli. El gas formado es recogido en tubos
(campanas) de DURHAM, comprobandose el &cido formado mediante el viraje a
amarillo del indicador Purpura de bromocresol. La bilis de buey favorece el

crecimiento de algunas bacterias intestinales e inhibe a los microorganismos no

intestinales.
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Disolver 50 g/litro, esterilizar en autoclave (15 min. a 121°C) y verter en

placas.
PH: 7,1 +-0,1.

Los medios de cultivo preparados son claros y de color rojo parduzco.

Control de calidad del medio de cultivo

Cepas de ensayo Crecimiento Viraje a amarillo Formacion de gas
Escherichia coli ATCC Bueno + +
25922

Escherichia coli ATCC Bueno + +
11775

Escherichia coli ATCC Bueno + +
8739

Enterobacter cloacae Bueno + +
ATCC 13883

Klebsiella pneumoniae Bueno + +
ATCC 14273

Proteus mirabilis ATCC Bueno - -
14273

Pseudomonas Moderado - -
aeruginosa ATCC

27853

Staphylococcus aureus Moderado - -

25923

(13)
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4.8.2 Preparacion del Agar Mueller-Hinton:

Disolver 34 g/litro, esterilizar con cuidado en autoclave (10 minutos a
115°C). Luego verter en placas.

PH: 7,4 +-0,2.

Las placas con medio de cultivo sin la sangre son claras y de color parduzco
opalescente.

De los medios disponibles se considera el agar Mueller-Hinton el mejor
para

las pruebas de sensibilidad de rutina dado que:

a) Muestran buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de
sensibilidad

b)  Contiene bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprim y
tetraciclina.

c) Es adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias
patdgenas. (5)

Para el ensayo de la sensibilidad, o para ensayos de resistencia de agentes

patégenos médicamente importantes frente a antibioticos y sulfamidas, segun

Mueller y Hinton (1941).

Estos medios de cultivo corresponden a las exigencias de la OMS (1961,1977) y

a la Norma DIN 58940.

El agar MUELLER-HINTON se utiliza para la realizacion del ensayo de
difusion en placas, en tanto que el caldo MUELLER-HINTON se ha previsto para la
determinacion de la “Minima Concentracién Inhibidora” en el ensayo de diluciones

seriadas. (13)
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La composicion de estos medios de cultivo garantiza, por una parte,

condiciones favorables de crecimiento y por otra parte, cuenta con la ausencia, muy

considerable, de antagonistas de las sulfamidas.

Para mejorar de forma considerable el crecimiento de microorganismos

exigentes, puede afadirse sangre al Agar MUELLER-HINTON.

embargo, segin JENKIND y col. (1985), conducir a resultados erréneos en el

ensayo de Enterococos frente a aminoglicdsidos. (13)

4.8.4. Composicion (g/litro) del Agar Mueller-Hinton:

Esto puede sin

Infusion de carne 2,0; hidrolizado de caseina 17,5; almidén 1,5; Agar-

agar

13,0. (13)

4.8.5. Control de calidad del Agar Mueller-Hinton

Diametro del halo de inhibicién en mm segiin la OMS

Cepas de ensayo

Discos de ensayo Esch. coli Staph. aureus ATCC | Pseud. aerugin. | Enteroc. faecalis
ATCC 25922 25923 ATCC 27853 ATCC 33186

Ampicilina 10 pg 15-20 24-35 - -

Tetraciclina 30 pg 18-25 19-27 - -

Gentamicina 10 pg 19-26 19-27 16-21 -

Polimixina B 300 Ul 12-16 7-13 - -

Sulfametoxazol 1,25 pg

+ Trimetoprim 23,75 9432 9432 i 16-23

P9

(13)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.1. Recursos Humanos

5.1.2.

5.1.3.

Técnicos de Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
Medicina y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Estudiante investigador

Asesores del estudio

Recursos Bioldgicos

100 muestras de carne molida de res. 10 g./muestra
Recursos de Laboratorio

Refrigeradora

Incubadora

Balanza

Autoclave

Mechero de Bunsen

Asa para siembras bacterioldgicas

Nefelometro McFarland

Tijeras estériles

Pinzas estériles

Probetas calibradas

Pipetas calibradas

Tubos de ensayo

Cajas de petri descartables
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Regla graduada en milimetros

Cepa control de E. coli ATCC 25922

Agar MacConkey

Agar Mueller Hinton

Discos de sensibilidad Antimicrobial

Antibioticos (Ampicilina, Amikacina, Sulfisoxasol, Gentamicina,
Cloranfenicol, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Tetraciclina, Acido
Nalidixico, Estreptomicina, Kanamicina,
Trimetoprim/sulfametoxasol)

Agua destilada

Solucion salina peptonada

Hielera

Marcador permanente

Hisopos estériles

Bolsas plésticas estériles de 100 ml

Cuchillo estéril

Recursos fisicos

Equipo de oficina (computadora, papel bond, diskettes, etc.)
Vehiculo

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Fichas de campo
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5.1.5 Centros de Referencia
e Departamento de Microbiologia ( Universidad de San
Carlos de Guatemala Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia)
e Biblioteca de OPS/OMS (Organizacion Panamericana de
la Salud / Organizacion Mundial de la Salud)
e COGUANOR, Ministerio de Economia
Metodologia
5.2.1. Disefio de Estudio

Se realizd un muestreo por conveniencia de las carnicerias
de carne de res de los mercados municipales de la ciudad capital
de Guatemala, el estudiante investigador recolectd las muestras
hasta alcanzar un total de 100 muestras durante 1 mes.

En cada carniceria de los mercados municipales de la
ciudad capital de Guatemala, se compr6 cuatro onzas de carne
molida de res, debidamente identificada y se trasladd en hielera
al laboratorio para su posterior procesamiento.

5.2.2. Recoleccion de la muestra

Dos veces por semana durante 4 semanas se visitaron los
mercados municipales de la ciudad capital de Guatemala, se
obtuvo una muestra de carne molida de cuatro onzas de todas las

carnicerias de estos mercados hasta alcanzar 100 muestras,
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dichas muestras se guardaron en bolsas plasticas identificadas y
numeradas, se trasladaron en hielera al Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
para su posterior procesamiento.
Procesamiento de la muestra en el laboratorio
5.2.3.1. Procesamiento para el aislamiento de E. coli.

Se pesaron 10 gramos de cada muestra en forma estéril y
se coloco en tubos con caldo nutritivo; se homogeniz6. Luego se
colocaron estos tubos debidamente identificados con las muestras
en incubacion a 37°C durante media hora hasta que se sedimentd,
ya se tenian preparadas las placas con agar McConkey se
identificaron con fecha y numero de la muestra recolectada, luego
con una pipeta estéril se tomd aproximadamente una gota y se
coloco en las placas con agar McConkey .

Se sembraron las placas por el procedimiento de estria.
Incubacion: 18-24 horas a 37°C.

Las colonias de Escherichia coli fueron grandes, rojas,

halo turbio y lactosa positiva.

De las colonias con las caracteristicas anteriores se
tomaron una muestra para realizar la identificacion bioquimica
sembrando los medios de cultivo: SIM, MRVP y Simmons
Citrato.

Para identificar las muestras se elabor6 una boleta para el

efecto. (Anexo 1)



5.2.4. Procedimiento para la realizacion del test de Difusion en
Disco.
5.2.4.1. Preparacion del Inoculo

Meétodo de desarrollo previo:
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Se seleccionaron 4 6 5 colonias bien aisladas de igual

morfologia de la placa de cultivo. Se prepar6 una suspension en 4

6 5 ml de un caldo apropiado ( por ejemplo: B.H.l.) tocando la

parte superior de cada colonia.

Incubar a 37°C hasta que este alcance o exceda la turbidez

del estandar (2-6 hr).

Luego se ajustd la turbidez del in6culo con solucion salina

0 caldo hasta el tubo 0,5 de la escala de Mc. Farland, por

comparacion visual con el estandar. Para ello, se observaron los

tubos contra un fondo blanco con una linea negra como contraste.

5.2.4.2. Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos después de ajustado el indculo se

sembraron las placas de Mueller Hinton con un hisopo estéril. Se

presiond el hisopo contra las paredes del tubo a fin de escurrir el

exceso del indculo.

Se inocularon la superficie seca del medio Mueller Hinton

por hisopado en tres direcciones para asegurar una completa

distribucién del inéculo. Las zonas de inhibicién fueron

uniformemente circulares y el desarrollo confluente o casi

confluente.
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5.2.4.3  Aplicacion de los discos de antibioticos en las placas
inoculadas

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar
inoculada con pinza estéril aplicando una ligera presion a una
distancia no menor a 24 mm desde un centro al otro. Debido a
que algunas drogas se difunden casi instantdneamente, un disco
no debe ser removido una vez que se tomoO contacto con la
superficie del agar. Se colocaron 12 discos por placa de 150 mm.

Luego se incubaron las placas invertidas a 37°C dentro de
los 15 minutos posteriores a que los discos fueron aplicados, las
placas no fueron incubadas en concentraciones incrementadas de
CO; porque alteraria significativamente el tamafio de las zonas

inhibitorias para algunos agentes antibioticos.
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5.3 INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para establecer los limites de los halos de inhibicion, la
lectura se efectud segun el estandar de inhibicion de cada disco
utilizado. Para esta interpretacion nos guiamos por la siguiente
tabla. Dependiendo de la medida del halo, los resultados se
interpretaron como sigue:
e Sensible (S)
e Intermedia (1)

e Resistente (R)

Los resultados obtenidos se anotaron en la boleta

elaborada para el efecto.  (Anexo 2.)



CUADRO PARA LA INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

OBTENIDOS EN LOS ANTIBIOGRAMAS
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ANTIBIOTICO |RESISTENTE |INTERMEDIO | SENSIBLE
Haloenmm |Haloenmm |Halo  en
mm
Ampicilina <13 14-16 > 17
Amikacina <14 15-16 > 17
Sulfisoxasol <12 13-16 > 17
Gentamicina <12 13-14 >15
Cloranfenicol <12 13-17 > 18
Ceftriaxona <13 14-20 >21
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Tetraciclina <14 15-18 >19
Acido <13 14-18 > 19
Nalidixico
Estreptomicina <11 12-14 > 15
Kanamicina <13 14-17 >18
Trimetoprim/ <10 11-15 > 16

Sulfametoxasol
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5.4 ANALISIS DE DATOS
Se realiz6 una estimacién porcentual del grado de

resistencia a las cepas de Escherichia coli a los diferentes

antibioticos en prueba.



45

RESULTADOS Y DISCUSION
De las muestras procesadas en el 100% de las mismas creci6 Escherichia
coli con otras bacterias.  Unicamente en 17 muestras crecio solo E. coli por lo

que fueron éstas las muestras en las que se realizo el antibiograma, encontrando

los siguientes resultados.

ANTIBIOTICO RESISTENTE | INTERMEDIO| SENSIBLE

(%) (%) (%)
Ampicilina 23 12 65
Amikacina 0 0 100
Sulfisoxasol 6 6 88
Gentamicina 0 0 100
Cloranfenicol 0 6 94
Ceftriaxona 0 0 100
Ciprofloxacina 0 0 100
Tetraciclina 0 35 65
Acido Nalidixico 0 6 94
Estreptomicina 6 18 76
Kanamicina 0 0 100
Trimetoprim/ 0 0 100
Sulfametoxasol

El antibidtico que presentd alto porcentaje de resistencia fue la
Ampicilina con un 23%, también otros antibiéticos que presentaron un 6% de
resistencia fue Sulfisoxasol y Estreptomicina. Lo0s que presentaron menos
porcentaje de resistencia o sea los mas sensibles fueron; Amikacina,
Gentamicina, Ceftriaxona, Kanamicina,

Ciprofloxacina, Trimetoprim/

sulfametoxasol con un 100% de sensibilidad. Por tal razén estos 6 antibiéticos
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que presentaron 100% de sensibilidad son los méas recomendados en casos de

infecciones por Escherichia coli en bovinos, porque no presentardn ninguna

resistencia en el organismo a dichos antibidticos. Los resultados fueron muy
satisfactorios ya que las cepas de E. coli presentes en la carne de bovino no
mostraron en su mayoria resistencia a los antibioticos lo cual nos permite utilizar
eficientemente varios antibioticos en el tratamiento de las infecciones por E coli.

Para la interpretacion de resultados se elaboré una grafica para el efecto.

(Anexo 3)
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CONCLUSIONES

El 100% de las muestras presentd contaminacion con Escherichia coli.

De los doce antibi6ticos estudiados, en las cepas de Escherichia coli aisladas,
presentaron resistencia solo la Ampicilina un 23% al Sulfisoxasol y
Estreptomicina un 6% de resistencia.

El 100% de sensibilidad solo se obtuvo en Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona,
Ciprofloxacina, Kanamicina, Trimetoprim/Sulfametoxasol.
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VIill. RECOMENDACIONES

No usar continuamente antibidticos en veterinaria, porque pueden mantener la
microbiota animal resistente.

Es recomendable en casos de infecciones por Escherichia coli en los animales,
usar antibidticos que se han sometido a estudios de antibiogramas por ejemplo
los estudiados en este trabajo que presentaron 100 % de sensibilidad
(Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, = Kanamicina,
Trimetoprim/Sulfametoxasol)

No utilizar Ampicilina en caso de infecciones por Escherichia coli, porque han
presentado un 23% de resistencia en este estudio.

Se recomienda realizar otros estudios en carne de bovino utilizando otros
microorganismos contaminantes de la misma.

. Llevar a cabo programas de buenas practicas de manufactura en todo el proceso
de la carne de bovino.
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RESUMEN
El presente estudio de la resistencia a los antibioticos de las cepas de

Escherichia coli aisladas de carne molida de res procedentes de mercados

municipales de la ciudad capital de Guatemala se efectud de la siguiente manera.

En primer lugar se recolectaron las 100 muestras de carne molida de res,
comprando 4 onzas en cada carniceria de los mercados visitados de los cuales
fueron: mercado reformita con un total de 5 carnicerias, mercado la florida con 7
carnicerias, mercado rooselvet zona 11 con 8 carnicerias, mercado la palmita
zona 5 con 13 carnicerias, mercado la villa zona 10 con 5 carnicerias, mercado
colon con 10 carnicerias, mercado el guarda con 15 carnicerias, mercado
central con 10 carnicerias, mercado la terminal con 15 carnicerias, mercado la
parroquia con 12 carnicerias. Todas estas muestras fueron llevadas en hielera
debidamente identificadas al laboratorio de microbiologia de la facultad de
medicina veterinaria y zootecnia, para su procesamiento.

Los antibiogramas se realizaron solo a 17 de los 100 cultivos de E. coli
que crecieron sin otros contaminantes o sea que no presentaron en esas placas el
crecimiento de otro microorganismo para evitar alteracion de resultados. Los
resultados se interpretaron en porcentajes, siendo la Ampicilina la Unica que

presentd resistencia con un 23%, seguida de Sulfisoxasol y Estreptomicina un

6%.
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XI. ANEXOS



ANEXO 1.

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA FACULTAD DE
MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS DE LAS
CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE CARNE MOLIDA DE RES
PROCEDENTES DE MERCADOS MUNICIPALES DE LA CIUDAD CAPITAL DE
GUATEMALA, MEDIANTE EL METODO DE DIFUSION EN DISCO

IDENTIFICACION DE MUESTRAS

FECHA Hora No.

TIPO DE

MUESTRA

PROCEDENCIA

TIPO DE

ANALISIS

RESULTADOS FECHA

Firma Responsable



ANEXO 2.

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS DE LAS CEPAS DE
Escherichia coli AISLADAS DE CARNE MOLIDA DE RES PROCEDENTES DE
MERCADOS MUNICIPALES DE LA CIUDAD CAPITAL DE GUATEMALA, MEDIANTE
LA PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO.

HOJA DE RESULTADOS

Sensibilidad por el Método de difusion en disco
No. Procedencia Fecha

INSTRUCCIONES: Medir los halos de inhibicién (HI) para cada antibiético.

En el caso de cepa control E. coli ATCC 25922, registrar los mm. Si el valor esta
dentro del rango establecido por la NCCLS anotar “OK”; de lo contrario, anotar
la diferencia en mm. Para las cepas prueba, registrar los Hl en mmy en la
columna “Cat” (categoria) anotar la interpretacion, escribiendo S (Sensible), |
(Intermedia) 6 R (Resistente) segun sea el caso.

Antibidtico E. coli AT CC Cepa No.
25922*
mm Rango mm Cat.
Ampicilina
Amikacina
Sulfisoxasol
Gentamicina

Cloranfenicol

Cefriaxona

Ciprofloxacina

Tetraciclina
Acido
Nalidixico

Estreptomicina

Kanamicina

Trimetoprim/

Sulfametoxasol

* Cepa control elaborada en el departamento de microbiologia de la facultad de
medicina veterinaria y zootecnia.



ANEXO 3.

COMPORTAMIENTO DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS DE LAS
CEPAS DE Escherichia coli
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