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RESUMEN

El uso de antibiéticos como promotores de crecimiento, profilacticos y terapias empiricas es
comun en la produccion animal a pequefia escala en las zonas rurales de Ecuador. Estas
practicas promueven la evolucion de bacterias multirresistentes en animales. Las heces de
animales se diseminan al medio ambiente circundante y a los rios, mediante los cuales la
contaminacion llega a las personas a través de la cadena alimentaria. Sin embargo, las
caracteristicas de esta contaminacion en nuestra region siguen siendo en gran parte
desconocidas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la contaminacion por bacterias
multirresistentes en un rio rural, utilizando E. coli como indicador de contaminacion fecal y
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (3GC) como marcador de multirresistencia.

El rio Isinche se muestred en 4 puntos. Los recuentos totales de E. coli y E. coli resistentes a
3GC se calcularon mediante filtracion en TBX y TBX suplementados con ceftriaxona 3 ug /
ml. Se estudiaron mediante PCR los genes filogrupos, blactx-m (Grupos 1, 2, 8 y 9) y mcr-1.
La susceptibilidad a veintiln antibidticos pertenecientes a 10 familias se evalué mediante
Kirby-Bauer.

SP1, en el nacimiento del rio, estaba libre de E. coli resistente a 3GC. SP2, SP3 y SP4,
influenciados por la produccion animal, mostraron una alta contaminacion por E. coli resistente
a 3GC, hasta 8x10! E. coli resistente a 3GC/mL y una E. coli resistente a 3GC/ E. coli 50
susceptible. Se aislaron ciento cuatro E. coli resistentes a 3GC para su posterior analisis. Los
aislamientos pertenecian a los filogrupos D (67%), B2 (13%) y A (1%). Se detectaron genes de
resistencia blactx-m y mcr-1 en 96% y 6%, respectivamente blactx-m. Los grupos 1y 9 fueron
los més prevalentes (56% y 38). Este perfil de poblacion es concordante con las identificadas
en las infecciones de inicio comunitario. La poblacién demostrdé multirresistencia incluida la
resistencia a carbapenémicos y tigeciclina

Utilizando como modelo el rio Isinche, nuestro estudio proporciona una advertencia sobre el
alto potencial de los rios rurales para propagar la E. coli multirresistente. Por lo tanto, se
recomienda encarecidamente implementar regulaciones basadas en métodos de Ultima
generacion.

PALABRAS CLAVES: Resistencia antimicrobiana, Escherichia coli, diseminacién, rio
Isinche
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ABSTRACT

Antibiotics use as growth promoters, prophylactics, and empiric therapies is common in small-
scale animal production in Ecuador’s rural zones. These practices promote the evolution of
multidrug resistant bacteria (MDR) in animals. Animal’s feces disseminate MDR to the
surrounding environment and rivers, from the contamination reaches people through the food
chain. However, the characteristics of this pollution in our region remain largely unknown.
Therefore, the aim of this study was to evaluate MDR pollution in a rural river, using E. coli as
the fecal contamination indicator and third-generation cephalosporin- (3GC) resistance as the
MDR marker.

The Isinche River was sampled at 4 sampling points. Total E. coli and 3GC-resistant E. coli
counts were estimated using filtration on TBX and TBX supplemented with ceftriaxone
3ug/mL. Phylogroups, blactx-m (Groups 1,2,8 and 9) and mcr-1 genes were studied by PCR.
Susceptibility for twenty-one antibiotics belonging to 10 families was evaluated using Kirby-
Bauer.

SP1, at the born of the river, was free of 3GC-resistant E. coli. SP2, SP3 and SP4, influenced
by animal production, showed a high contamination by 3GC-resistant E. coli, up to 8x10* 3GC-
resistant E. coli/mL and one 3GC-resistant E. coli/50 susceptible E. coli. One hundred four
3GC-resistant E. coli were isolated for further analysis. The isolates belonged to phylogroups
D(67%), B2(13%) and A(1%). Resistance genes blacrx-m and mcr-1 were detected in 96% and
6%, respectively. blactx-m Groups 1 and 9 were the most prevalent (56% and 38%), and groups
2 and 8 were registered in 1% of the isolates. This population profile is concordant with
identified in community-onset infections.

Using as a model Isinche River, our study provides a warning about the high potential of the
rural rivers for spreading MDR E. coli. Therefore, implementing regulations based on state-of-
the-art methods is strongly recommended.

KEYWORDS: MDR, Isinche River, blactx-m, E. coli.
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2. JUSTIFICACION

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema de gran impacto en la Salud
Publica y este ha ido en incremento durante los ultimos afios debido al uso imprudente que se
le ha dado a los mismos, recalcando que el 70% de su uso es en animales sanos como
promotores de crecimiento y de manera preventiva.

En vista a tal problematica, se plante6 desarrollar la investigacion en el rio Isinche ya que este
recorre diferentes sitios de conglomeracion de personas, entre ellos el campus Salache de la
Universidad Técnica de Cotopaxi. EIl uso del agua de este rio durante su recorrido incluye
actividades antropogénicas, entre ellas la produccion agropecuaria. La existencia de estos
microorganismos resistentes se deberia a que, al liberarse los desechos en los rios sin ningin
tratamiento, estos aportan con gran cantidad de estos microorganismos y estos son diseminado
por toda su trayectoria. Ademas, la informacidn genética desarrollada para sobrevivir a los
antimicrobianos podria expandirse e incrementar la poblacion de bacterias resistentes con sus
alarmantes consecuencias a la poblacidn que vive en sus cercanias y usa el agua para el riego
de cultivos, y a la poblacion en general que consume estos productos.

3. BENEFICIARIOS

Directos:

Pobladores y animales de las cercanias del Rio Isinche desde Pujili hasta Salache Bajo

Indirectos:

Consumidores de los productos agropecuarios de la zona encontrada a las riveras del Rio
Isinche desde Puijili hasta Salache Bajo

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La gran capacidad para adaptarse de las bacterias y generar resistencia es uno de los mayores
problemas para la humanidad, se cree que incluso estas estuvieron en contacto con antibidticos
naturales antes del descubrimiento por parte del ser humano por lo que su resistencia se
considera como un mecanismo adaptativo natural adquirido durante su evolucion, por lo cual
el uso de antibidticos por el hombre podria poner en evidencia dicha resistencia, asi como
acelerar su aparicion o promoverla.

La resistencia se puede dar por el uso inadecuado de los antibidticos como emplearlos sin
prescripcion médica o el incumplimiento de la posologia descrita, pobre calidad de la medicina,
programas deficientes para la prevencién y control de la infeccion e incluso la prescripcion
innecesaria de estos.

Como consecuencia de esta resistencia es la reduccion de resultados favorables ante
enfermedades, desde las mas simples hasta complejas, por lo que se vuelve necesario utilizar
medicamentos de mayor generacién y alargar el tiempo de tratamiento, y, de igual manera
aumenta el riesgo de mortalidad.



Es por esto por lo que la resistencia antibidtica es considerada uno de los mayores problemas,
por lo cual es necesario un plan de accién global para combatirla, crear conciencia, optimizar
el uso de antibioticos y promover investigaciones para reducir la reproduccién de
microorganismos resistentes.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la ocurrencia de Escherichia Coli resistente a cefalosporina de tercera generacién
mediado por la familia génica blactx-m en el curso del rio Isinche, Latacunga.

Obijetivos especificos:

e Cuantificar Escherichia Coli y Escherichia Coli resistentes en la demografia del rio
Isinche.

e Determinar las variaciones alélicas blactx-.m en las bacterias Escherichia coli
resistentes.

e Establecer los patrones de resistencia de Escherichia Coli blaCTX-M grupo 1.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

Objetivos Actividad Resultado de la Medios de
actividad Verificacion
Cuantificar Muestreo y andlisis de | Cantidad de | Cuantificacion de
Escherichia Coli y|agua en 4 puntos|Escherichia Coli | Escherichia  coli
Escherichia  Coli|diferentes  del  rio|total: 7099.52 |total y Escherichia
resistentes en la|lsinche tomados en 4|Escherichia coli|coli resistentes a
demografia del rio|diferentes tomas cada 2 | resistente: 1044700 en | Cefotaxima en los
Isinche. horas. el rio Isinche. puntos de
muestreo.
Determinar las | Andlisis molecular de|Descripcion de las Perfiles genéticos
variaciones alélicas | bacterias  Escherichia | variantes génicas: de las 104 E. coli
blactxzm en  las|Coli resistente a bla|pn.CTX-M grupo 1, resistentes a
bacterias CTX-M grupo 9, grupo 8, cefotaxima
Escherichia  Coli grupo 2 aisladas del rio
resistentes. Isinche.
Establecer los | Antibiogramas de | Cuantificacién de las| Antibiogramasy
patrones de | resistencia antibiotica | bacterias que Perfil de
resistencia de | producida por el gen bla | contengan el gen bla| susceptibilidad de
Escherichia Coli bla CTX-M grupo 1 las E. Coli
CTX-M grupo 1. resistentes a
cefotaxima
aisladas del rio
Isinche.




7. FEUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1 Historia

En la actualidad, los antibi6ticos son considerados como uno de los descubrimientos mas
importantes en la medicina contemporanea, varios cientificos contribuyeron al descubrimiento
y desarrollo de los antibidticos en el siglo XX, en 1941 el microbi6logo estadounidense Selamn
Waksman propuso la utilizacion del término “antibidtico”. Sin embargo, muy probablemente
los antibidticos fueron utilizados inadvertidamente mucho antes de su descubrimiento oficial.

@)

Existen evidencias de la presencia de tetraciclinas en materiales provenientes de la civilizacion
egipcia, y, probablemente, la costumbre de utilizar tierra en la curacion de enfermedades por
parte de muchas tribus y civilizaciones antiguas guarde relacion con el hecho de que el suelo es
una de las principales fuentes de microorganismos productores de antibioticos. (2).

No obstante, fue hace aproximadamente 70 afios, que el descubrimiento de la penicilina, por
Alexander Fleming, supuso una revolucion total en el &mbito del tratamiento de enfermedades
infecciosas, lo cual conllevé a salvar millones de vidas. Ademas, con el pasar del tiempo dentro
del arsenal terapéutico se han ido incorporando alrededor de unos doscientos compuestos
antibioticos, esto provoco que se presuma que las bacterias patdgenas terminarian siendo
derrotadas de cualquier forma, pero, esto estd completamente alejado a la realidad en la que
estamos viviendo, debido a que muchos de estos antibi6ticos se han tornado inutiles para
cumplir su funcion, debido a que la resistencia bacteriana a varios de estos antibidticos cada
vez se va extendiendo mas y mas, dando como resultado que enfermedades como la meningitis
o la tuberculosis ya no se curen tan facilmente.(2)

Tras el descubrimiento de la penicilina por Fleming surgieron nuevos estudios encabezados por
Florey, Chain y Abraham lo que desencadeno posteriormente el descubrimiento real de la
resistencia bacteriana el cual fua dado a conocer por los mismos Abraham y Chain, naciendo
las conocidas hoy en dia como penicilinasas. (1)

En 1960 tras la produccion de penicilinasas sintéticas, se desarrolla la primera generacion de
cefalosporinas de primera generacion, desde el mismo afio hasta 1978 se desarroll6 la siguiente
generacion de cefalosporinas (3), fue en el afio 1963 que se aislaron las primeras betalactamasa,
la TEM-1de Ecoli, SHV-1y la PSE-1, las cuales se fueron diseminando gracias a los plasmidos
que eran capaces de transferir genes que otorgan resistencia a antibiéticos betalactamicos (4).

Para finales de 1977 e inicios de 1978 se produce la aparicion de cefalosporinasas, a partir de
este Gltimo afo a 1995 inicio la era de las cefamicinas, oxyimiocefalosporinas, monobactams,
carbapenems y de los inhibidores de betalactamasas (5), por otro lado en 1978, en Estados
Unidos, se aprobd el uso de cefoxitina, debido a que era una antibidtico resistente a los
plasmidos conocidos, posteriormente se utilizd un antibidtico betalactimico de tercera
generacion conocido como cefutoxime, siendo usado ampliamente en hospitales (6).

Surge el aztreonam, que actla en presencia de las betalactamasas producidas por bacilos
gramnegativos y actividad antipseudomoénica mas no contra bacterias grampositivas y



organismos anaerobicos (7), continuaron estudios con la molécula carbapenems, esta fue
mejorada y como resultado se obtuvo el imipenem el cual era inactivado Unicamente con unas
pocas bacterias productoras de metaloencimas (8).

Se observaron betalactamasas que mostraban afinidad por las cefalosporinas de tercera
generacion y monobacterias para 1983 se reporta la primera betalactamasa de espectro
extendido, denominada SHV-2 descubierta en Alemania, reportada en Francia y Estados
Unidos, por otro lado, en el afio1984, para evitar la hidrdlisis de la penicilina, se comenz6 a
utilizar acido clavulanico con el objetivo de inactivar el sitio de union de la betalactamasa
bacteriana. (5)

En 1985 se comenzo el uso de imipenem combinado con el fin de sobrellevar las resistencias
de betalactamasas, sin embargo, era inactivado por metaloenzimas, en el trascurso de ocho afos
se abrian identificado seis nuevos agentes betalactdmicos; de origen natural, cefamicinas,
carbapenems y clavams, de origen sintético, monobactam y dos semisintéticos,
oxyminobetalactamicos, sulfonas del &cido penicilanico. (9).

Se descubren los primeros derivamos de betalactamasas TEM con alta afinidad al &cido
clavulanico en 1991, asi mismo, se describen dos betalactamasas de espectro expandido, OXA-
11y OXA-14y para 1999 se observaron multirresistencia a diferentes antibiéticos en un mismo
individuo (5).

Desde el descubrimiento de la resistencia se han desarrollado diferentes investigaciones las
cuales creaban nuevos antibidticos, uno mas fuerte que otro, para poder contrarrestar a las
bacterias, logrando su objetivo, pero no por mucho tiempo, ya que, el mal uso de estos y las
diferentes capacidades para adaptarse de las bacterias, generaban resistencia tras resistencia,
dandonos como resultado superbacterias que son capaces de terminar con la vida.(9)

7.2 Consecuencias del uso inapropiado de antibi6ticos

Para instaurar una terapia antibidtica adecuada, es necesario considerar la efectividad, sin dejar
de lado ambitos importantes como:

— Dafo en el paciente por riesgo de toxicidad o alergia.

— Emergencia de gérmenes multirresistentes y superinfecciones.

— Incremento de costos. (10)
Con esto podemos darnos cuenta de que el uso inadecuado de los antibioticos puede acarrear
problemas serios en varios ambitos como el econdmico, bienestar del paciente, inutilidad del
antibidtico, adaptacion de las bacterias, entre otros. Que en consecuencia sobrecargan el sistema
de salud publica. (11)

7.3 Uso apropiado e inapropiado de los antibidticos
El mito de la eficacia absoluta de los antibidticos se ha expandido, desde el siglo pasado cada

vez con mayor énfasis, por lo tanto, se ha provocado sobre utilizacion de estos, dentro del
ambito ambulatorio como en el hospitalario.



7.4 Uso inapropiado extra e intra hospitalariamente

7.4.1 Extra

En el ambito extrahospitalario la administracion por via parental de los antibioticos se
vuelve inapropiada, debido a que existen razones técnicas que nos llevan a la ineficacia
en el tratamiento, esto por las dosis subterapéuticas que son dafiinas potencialmente, en
especial aquellos antibi6ticos donde las tasas séricas son poco previsibles y de manera
eventual son asociadas a la toxicidad. Al igual que el uso inapropiado de agentes orales
con una absorcién mediocre, mas que nada si existen alternativas con espectro idéntico
y absorcion més eficientes. (10)

7.4.2 Intra

Los factores que estan implicados en la utilizacion racional de los antimicrobianos en
los hospitales son muchos, entre estos hay que destacar la participacion del médico
prescriptor, la calidad de la administracion por parte de la enfermera, la expectativas y
necesidades del paciente, por otro lado también tenemos la influencia ejercida por la
promocion de la industria farmacéutica, el abastecimiento regular de los medicamentos
que depende exclusivamente de la logistica y el cumplimiento adecuado de la
normatividad de los organismos de regulacion, un claro ejemplo de esto es “el
cumplimiento del petitorio farmacoldgico y la prescripcion con Denominacién Comdn
Internacional (DCI)” (10) esto debido a que su costo es elevado, se desarrollan
resistencias y pueden ocasionar problemas peores que los que pretenden resolver (12).

7.5 Uso en animales

La mayoria de los animales criados para consumo reciben o estan expuestos a algun tipo de
antibidtico durante el curso de su vida. En muchos casos los animales reciben antibioticos, como
en el caso de los seres humanos, para el tratamiento de infecciones. Pero también estos farmacos
son utilizados para el tratamiento de los ambientes de desarrollo de distintos animalesy, durante
mucho tiempo, también se emplearon como factor de promocion del crecimiento (13).

Estos usos mencionados con anterioridad generan de manera principal una difusion de
concentraciones subterapéuticas, esto adicionado a la asociacién con los tiempos prolongados
de exposicidn, nos da como resultado un incremento constante del riesgo de provocar el
desarrollo de cepas resistentes, ademas que los antibidticos que son administrados en animales
tienen incluso mas posibilidades de volver a circular en el medio ambiente a través de las
deposiciones, junto con los germenes que hubieran sobrevivido al antibidtico en el tracto
intestinal(14), segun los estudios, en un porcentaje del 75 al 90% (14).

Ahorabien, la seleccidn de existencia constituye un gran problema que es reconocido de manera
global, gracias al uso de concentraciones suboptimas de antibidticos, que no tienen un fin
terapéutico, cabe considerar que en varios paises en la actualidad el uso de estos para los fines
ya tratados se encuentra prohibido. (15).

Por otro lado, existen riesgo de presencia de antibidticos en los alimentos, tales como:
problemas alérgicos, toxicos y asociados a las resistencias bacterianas. Los problemas alérgicos
son conocidos y afectan a la poblacion sensibilizada, sin embargo, si se encuentran en



concentraciones bajas de antibidticos, no afectan gravemente a este grupo de personas, pero
pueden desencadenar reacciones que a largo plazo pueden ser graves (16).

En tanto a los problemas toxicologicos, son muy dificiles de probar debido a las bajas
concentraciones residuales de los antibidticos, pero suelen identificarse de acuerdo al sitio de
afeccion de dicho antibidtico a algun 6rgano. (17). Finalmente la resistencia antibittica se
asocia a la presencia de residuos de antibi6ticos en alimentos humanos, pero, como menciona
(18).

“Las concentraciones residuales de antibidticos presentes en alimentos provenientes de
animales tratados, dificilmente sean capaces de seleccionar bacterias resistentes, dado que a tan
bajas concentraciones los antibioticos no pueden actuar sobre microorganismos resistentes ni
sensibles” lo cual nos explica que debido a la baja cantidad de antibioticos presentes en los
alimentos no tienen mayor efecto sobre quienes los consumimos, por lo que el riesgo de la salud
de los consumidores no esta en los residuos que se encuentran en los alimentos, si no, en que
pueden provocar fallos terapéuticos en los tratamientos veterinarios e incluso riesgo de
transferencia de bacterias resistentes de animales al hombre (19).

La resistencia de Escherichia Coli a los antibidticos es un fendmeno descrito hace mucho
tiempo, desde la crianza intensiva bajo presion quimioterapica, la cual es una formal ideal de
generar resistencia, dicho hecho fue demostrado por Smith en 1957, en cerdos tratados con
tetraciclinas en la dieta, ademas, fue en esta época donde se descubrié el uso de antibi6ticos
como promotores de crecimiento y esta actividad fue realizada en forma extensiva, dando como
resultado cepas resistentes de Eschericha Coli.(19)

Escherichia coli , Salmonella typhimurium , enterococos vancomicina , Campylobacter
quinolonas , son microorganismos que habrian desarrollado multirresistencia, por lo menos en
parte de explotaciones agropecuarias (20). Este hecho se debe sumar al conocimiento de la
enorme capacidad de intercambio genético existente en el intestino, y de la magnitud del
reservorio de resistencia representado por los microorganismos sapréfitos que lo pueblan, que,
como bien se sabe, bajo presion antibiotica se vuelven extremadamente peligrosos. (18)

Consecuentemente, esta resistencia viene generando gran preocupacion sobre la transferencia
de bacterias resistentes de animales al hombre, causando discusion sobre el uso de los
antibioticos a bajas dosis para la prevencion de enfermedades y el beneficio de estos en cuanto
se trata de produccién, asi mismo, se discute el tema sobre el origen de dicho fenémeno de
transferencia, ¢provienen del uso inadecuado en los animales o del hombre?, siendo ambas
partes culpables de este fendmeno. Por un lado, los seres humanos por el uso indebido e
inadecuado de los antibidticos y por otro lado, el uso de los antibidticos en explotaciones
agropecuarias como promotores de crecimiento, cuyos antibioticos utilizados tienen
mecanismo de accion similares a los que se usan en tratamientos humanos (19).

7.6 Tipos de resistencia.

7.6.1 Natural o intrinseca.
Es una propiedad especifica de las bacterias, cuya aparicion es anterior al uso de los
antibioticos. Existe en todas las bacterias de la misma especie, pero a diferentes familias



de antibidticos lo que les permite tener ventaja competitiva con respecto a otras cepas
de la misma bacteria (21).

7.6.2 Adquirida.

Generalmente, los cambios en la secuencia de bases de cromosomas se transmiten de
forma vertical de generacidn en generacion. Sin embargo, entre bacterias la transmision
de material genético se realiza horizontalmente a través de plasmidos u otro material
genético movible como integrones y transposones; esto ultimo no solo permite la
transmision a otras generaciones, sino también a otras especies bacterianas, produciendo
mutaciones que convierten a las bacterias en resistentes. De esta forma una bacteria
puede adquirir la resistencia a uno o varios antibioticos sin necesidad de haber estado
en contacto con estos. (22)

7.6.3 Las resistencias cromosomicas

Este tipo de resistencias presenta cambios estructurales, mismos que se producen por
mutaciones que son errores, que se producen en el proceso de replicacion del ADN.
Clasicamente, antes de conocerse los mecanismos que la producian, el desarrollo de
resistencias rapidas fue definido como resistencia tipo estreptomicina. En el caso de
resistencias mas lentas, se las conocia como resistencias tipo penicilina (23).

La mayoria de las veces, las mutaciones son escalonadas, lentas, como en el caso de las
quinolonas. Esto requiere una mutacién a nivel del gen que codifica la produccion de
una enzima (girasa de ADN) ayudando en el proceso de transcripcion de ADN. Sin
embargo, a veces, el desarrollo de resistencia a quinolonas es mas rapido, como en el
caso de las enterobacteriaceae en que una sola mutacion da lugar a un nivel bajo de
resistencia, requiriendo una segunda mutacion para adquirir un nivel elevado (23).

7.6.4 Las resistencias transferibles

Este tipo de resistencia tiene como caracteristica principal el obtener informacion
genética que codifica resistencia de otra bacteria en ADN extracromosomico que se
autoduplica en el interior de la bacteria, se cree que este material proviene de bacterias
resistentes naturalmente o que producen antibiético, ya sea por recombinacién de genes
0 un mecanismo picking up. El intercambio de material genético entre bacterias puede
incrementar enormemente la diseminacion de los microorganismos resistentes (24).

La primera descripcion de resistencia transferible fue hecha en Japdn en los afios 50.
Sin embargo, se ignoraba la magnitud e importancia que ese fendbmeno iba a tener en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas humanas y animales., Los genes que
codifican resistencia a antibi6ticos fluyen desde y hacia bacterias Gram positivas y
Gram negativas y bacterias que habitan nichos extremadamente diferentes (23).

El tracto gastrointestinal animal y humano ha sido considerado como el lugar de
eleccion de las transferencias de resistencias. Asi, el intestino de animales salvajes,
animales de compafiia, y, esencialmente peces, en especial considerando explotaciones
comerciales para produccion de éstos, representan lugares donde el fendmeno se
produce en gran escala.

La actividad microbiana se puede encontrar en el medio ambiente en circunstancias
especiales, y es ahi donde los intercambios de material genético se dan de una forma



mas extensa, al igual que en los cursos de agua que tienen relacion con el vertido de
desechos cloacales que no tiene un tratado de agua previo (23).

7.7 Mecanismos de resistencia.

El primer mecanismo de resistencia a las sulfas determinado que se conoci6 es la
hiperproduccion de PABA (&cido paraaminobenzoico). Ademés de la hiperproduccion
metabdlica, otros mecanismos incluyen la inactivacion enzimatica de los antibioticos, como es
el caso de las enzimas betalactamasas. Aqui la enzima elaborada por la bacteria inactiva a la
molécula de la droga volviéndola incapaz de actuar. Hay que tener presente que este mecanismo
es el Unico capaz de inactivar a la molécula de antimicrobiano (5).

La impermeabilidad de la membrana o pared celular esta dada por la expulsion de mecanismos
activos del antibi6tico mientras que la modificacion del sitio blanco del antibiotico en la bacteria
puede presentar en algunos casos una reduccion de la afinidad del receptor por la molécula de
antimicrobiano .(25)

7.8 Antibidticos de uso comUn

Las cefalosporinas se clasifican de acuerdo a su generacion, cada generacidén contiene
miembros que comparten actividad antibacteriana similar.

Tabla 1
Clasificacion y uso de las cefalosporinas

gran-positivos

mucho mas bajas

Generacion Primera Segunda Tercera Cuarta
Cefalexina Loracarbef CEfII.jﬂ:.lE
Oral Cefadroxilo Cefacler Cefdinir
Cefradin Cefuroxime axetil  Cefpodoxima proxetil
€ 2 Cefprozil Ceftibuten
i Cefamandol Cefoperazone
Farmacos Cofalotina Cefonicid Ceftazidime
. Cefoxitina Moxalactam .
Cefazolina . . Cefepime
Parenteral C - Ceforinida Cefotaxime .
efradina . o Cefpirone
Cefapiri Cefuroxime Ceftizoxime
apirina Cefotetan Cefmenoxime
Cefimetazole Cefiriaxone
Bacilos
aercbios
ori gran-
Bacterias asrobias L: m:g' ora de las negativos
gram-positivas y Bacilos gran- ne;:m_[;:im resistentes
alglmos.g:ra.m- negativos bacterias prérl:luctc:ras 2 .
negativos de betala . cefalospori
nas de
tercera
generacion
Profilaxis de i
intervenciones Prevenir v tratar Cu . Infecciones
L . - entercbacterias poco .
quirirgicas. infecciones habituales e inhiben a nosocomial
Usos prevenir cavsadas por las mis comunes 2 cavsadas
infecciones de bacterias gran- conc ciones por agentes
Microorganismos negativas resistente
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Cada una de las generaciones de cefalosporinas son usadas de acuerdo a su necesidad, es por esto que conforme
mas resistencia se genere, mas es la necesidad de nuevos antibiéticos con mayor espectro que el anterior para
erradicar al agente patdgeno.

7.8.1 Cefotaxima
Es antibiotico betalactamico de amplio espectro, semisintético de tercera generacion,

actla contra una variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas, incluyendo
algunos microorganismos resistentes a antibioticos como ampicilina, tetraciclina y
cloranfenicol. (26)

Este medicamento es utilizado en veterinaria para el tratamiento de infecciones
susceptibles a la accion de la cefotaxima en hueso, articulaciones, prostata, sistema
nervioso, aparato respiratorio, genitourinario, gastro-entérico, en el caso de bovinos esta
recomendado como tratamiento contra pasteurelosis y manhemiosis. En porcinos esta
indicado contra salmonelosis. (27)

Utilizado este producto no se puede consumir la leche hasta 96 horas después de su
ultima aplicacién y no debe ser administrado 5 dias antes del sacrificio de animales
destinados al consumo humano.

7.8.2 Ceftazidima

Antibiotico cefalosporina de amplio espectro, de tercera generacion. Su actividad frente
a microorganismos Gram positivos es hasta un 50 % inferior a cefotaxima, y es similar
frente a las enterobacterias Gram negativas. No obstante, su caracteristica mas destacada
es la buena actividad frente a Pseudomonas, lo que explica su denominacion de
cefalosporina antipseudomona. (28)

Este medicamento es de uso humano, y no es se adquiere sin prescripcién médica ya
que su uso es intrahospitalario.

7.8.3 Cefepime

Es un antibiotico betalactamico perteneciente a la cuarta generacion de cefalosporinas,
cuya formulacién le confiere mayor espectro y potencia, mejor penetracion celular y un
alto grado de resistencia a la hidrolisis de las B-lactamasas. Este medicamento es usado
en humanos, canidos y felinos para infecciones varias, mas no se suministra sin
prescripcion médica. (29)

7.8.4 Cefoxitin

Cefoxitin se usa en el tratamiento de muchos tipos de infecciones bacterianas,
incluyendo las infecciones severas o que ponen su vida en peligro, también se usa para
prevenir infeccidn en las personas que tienen ciertos tipos de cirugia, por lo tanto este
medicamento es de uso intrahospitalario y no es comun en uso veterinario porque
provoca efectos secundarios gastrointestinales.(30)

7.8.5 Aztreonam

El aztreonam es actualmente el Unico monobactamico disponible tiene actividad similar
a la ceftazidima contra, no es activo contra anaerobios, actda en forma sinergica con los
aminoglucoésidos (31). Este antibidtico no esta autorizado como medicamentos
veterinarios, no deben usarse en animales productores de alimentos y en animales
domesticos solo son administrados en circunstancias excepcionales (32)
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7.8.6 Imipenem

El imipenem es un antibiotico beta-lactamico derivado de la tienamicina y es el primer
miembro de la familia de los antibidticos carbapenem, el imipenem es una de las drogas
de mas amplio espectro conocido, utilizada intrahospitalariamente. Poco usada en el
campo veterinario. Se absorbe rapida y completamente a partir de los tejidos muscular
y subcutaneo. Ademas inhibe el crecimiento in vitro de algunas cepas de Escherichia
coli que habian mostrado resistencias a varios antimicrobianos.(33)

7.8.7 Tetraciclina

Las tetraciclinas son antimicrobianos de amplio espectro, con actividad contra una gran
gama de bacterias gram-positivas y gram-negativas, fueron propuestos por primera vez
a mediados de los afios cincuenta, cuando se descubri6 que medicamentos como
la penicilina procaina y la tetraciclina, usados en pequefias dosis (terapéuticas) en
la alimentacién, tienen la capacidad de incrementar el peso de aves, cerdos y
bovinos de corte en una proporcion cercana al 5 %. (34)

7.8.8 Tigeciclina

La tigeciclina es eficaz en uso humano y veterinario contra muchas bacterias resistentes,
incluso aquellas con resistencia a las tetraciclinas. Sin embargo, el aumento progresivo
de resistencia bacteriana a tetraciclina de primera y segunda generacién ha limitado el
uso de este antibidtico. (35)

7.8.9 Doxiciclina

La doxiciclina es un antibiotico de tetraciclina de amplio espectro muy utilizado en
medicina veterinaria. Sin embargo, no es usada en animales de consumo o produccion
de leche por el ato tiempo de retiro del mismo. El espectro antimicrobiano de la
doxiciclina permite su uso en diversas enfermedades de los animales domesticos. (36)

7.8.9 Ciprofloxacina

Es el farmaco méas activo de este grupo contra los microorganismos gramnegativos
aerobios, sobre todo en P. aeruginosa. Por el desarrollo de microorganismos resistentes
a las fluoquirononas se ha visto la probabilidad de retirar estos antibidticos de la
aplicacion veterinaria ya que dicha resistencia puede transmitirse a los humanos que
consumen los animales tratados con estos medicamentos. (37)

7.8.10 Acido Nalidixico

A través de los afios, el acido nalidixico ha sido modificado con el objetivo de obtener
un espectro mas amplio de cobertura antimicrobiana, dando origen a las primeras
fluoroquinolonas, su espectro ataca principalmente enterobacterias Bacilos
gramnegativos: E. coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp. (38)

7.8.11 Norfloxacina

Quinolona fluorinada muy activa contra diversas bacterias aerobias grampositivas y
gramnegativas, Util en especial en el tratamiento de las infecciones de vias urinarias.
Segun su concentracidn, su efecto puede ser bacteriostatico o bactericida. Actla a nivel
intracelular e inhibe la subunidad A de la DNA girasa, enzima esencial para el
enrollamiento y superenrollamiento del DNA bacteriano, accién que impide su
duplicacion y favorece su rompimiento.(39). La norfloxacina se absorbe rapido, pero de
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manera incompleta después de administracion oral. Su biodisponibilidad es cercana a
70%. Este medicamento ha sido retirado de las casas farmacéuticas .(40)

7.8.12 Levofloxacina

La levofloxacina es el isdmero L de la ofloxacina, una fluoroquinolona antibacteriana,
utilizada en el tratamiento de infecciones producidas por gérmenes sensibles. La
levofloxacina muestra un efecto post-antibiotico: después de una exposicion a este
antibiotico, los gérmenes no pueden reiniciar su crecimiento durante unas 4 horas,
aungue los niveles del antibidtico sean indetectables. En caninos se utilizan en
patologias a nivel cutdneo como urinario, con alta eficacia (41)

7.8.13 Gentamicina

Es un antibidtico aminoglucésido de amplio espectro. Actla sobre bacterias
gramnegativas aerobias, incluyendo enterobacteriaceas, Pseudomonas y Haemophilus.
Actla también sobre estafiloco-cos (Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis) incluyendo cepas productoras de penicilinasa, tiene actividad muy limitada
sobre estreptococos. Carece de actividad sobre bacterias anaerobias. En veterinaria es
comunmente usado en colibacilosis neonatal en lechones, mientras que en canidos y
felinos se usa para infecciones genitourinarias, infecciones del tracto respiratorio,
infecciones de piel y tejidos blandos, gastroenteritis bacterianas, bacteriemias y
septicemias. (42)

7.8.14 Netilmicina

La netilmicina es un antibidtico aminoglucosido semisintético derivado de la
sisomicina, utilizado por via parenteral en el tratamiento de infecciones producidas por
gérmenes sensibles. Este antibiético no es muy comin en el mercado y en su remplazo
se administra gentamicina. Los estudios clinicos han demostrado que netilmicina es
eficaz en bacteriemia, septicemia (incluyendo sepsis neonatal). Infecciones graves de
las vias respiratorias, renales y genitourinarias. (43)

7.8.15 Amikacina

La amikacina se ha utilizado con éxito para tratar infecciones que de otro modo serian
resistentes a los aminoglucosidos y es el aminoglucésido semisintético mas utilizado.
Su farmacocinética es similar a la de la gentamicina y tobramicina. Sin embargo, a pesar
de los primeros resultados prometedores en el tratamiento de varias afecciones como
infeccion del tracto urinario, endocarditis, infecciones por Klebsiella pneumoniae y
Mycobacterium. (44)

7.8.16 Nitrofurantoina

Es un farmaco de primera linea para el tratamiento de infecciones del tracto urinario no
complicadas, de las cuales E. coli es la causa principal. EI farmaco tiene multiples
mecanismos de accion que no se conocen bien, pero que implican dafios en el ADN y
los ribosomas. Es usada para el tratamiento o profilaxis de infecciones urinarias bajas
no complicadas como cistitis.(45)

7.8.17 Fosfomicina

La fosfomicina es una nueva clase de medicamentos antibacterianos, con una estructura
quimica no relacionada con la de otros antibidticos conocidos. Es un farmaco bactericida
que interrumpe la sintesis de la pared celular mediante la inhibicion de la
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fosfoenolpiruvato sintetasa, y por lo tanto interfiere con la produccién de
peptidoglucano.(46)

En el campo veterinario este medicamento ha sido probado en varios estudios con
resultados favorables, se puede mencionar la eficacia del tratamiento de colibacilosis en
pollos Broiler como menciona Puyuelo, R. (47)

7.8.18 Cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibi6tico que es principalmente bacteriostatico. Se une a la
subunidad 50S del ribosoma e inhibe asi la sintesis de proteinas bacterianas. Debido a
su toxicidad sobre la médula 6sea, la disponibilidad de antibidticos alternativos y la
aparicion de resistencias, el cloranfenicol no es un farmaco de eleccion. (48)

En veterinaria es poco usada debido al residuo que deja en carne y leche si no se cumple
el tiempo de retiro recomendado.

7.8.19 Sulfametoxazol/Trimetoprima

Se distribuye ampliamente en tejidos y liquidos, incluyendo el pleural, peritoneal,
sinovial y ocular. Atraviesa facilmente la barrera placentaria. La union a proteinas es
variable, menor en pacientes con disfuncion renal severa. (40)

Este medicamento en veterinaria esté indicado para el tratamiento de infecciones de vias
respiratorias, tracto urinario, gastrointestinal, piel y enteritis por coccidias en todas las
especies.

7.8.20 Azitromicina

La azitromicina es un antimicrobiano de la familia de los macrélidos cuya actividadl
bacteriostatica consiste en inhibir la sintesis proteica de las bacterias, al unirse al
ribosoma de estas. EI mayor problema de los macrélidos es su elevada capacidad para
inducir el desarrollo de resistencia adquirida en patégenos Gram positivos y Gram
negativos. Las tasas de resistencia estdn en relacion con el alto consumo de este
antibiotico.(49)

7.9 GENETICA (blactx-m)

Las betalactamasas son enzimas producidas por bacterias capaces de inactivar los antibioticos
de la familia betalactdmicos, se han descrito mas de 190 enzimas de tipo betalactamasas, estas
son las principales causas de resistencia bacteriana a antibiéticos.

Existen diversos mecanismos de resistencia de las betalactamasas, y estas ocurren por dos tipos
de mutaciones: cromosémicos o por elementos extracromosomicos. (50).

“En el tipo cromosomica, la resistencia ocurre por mutaciones en los genes de la bacteria, que
controlan las funciones y estructuras sobre las que acttan los distintos antibiéticos, modificando
la susceptibilidad de la bacteria a ellos.” (51)

En el tipo cromosémica, la resistencia ocurre por mutaciones en los genes de la bacteria, en esta
modificacion, actua sobre la secuencia de bases del &cido nucleico de la bacteria, haciendo que
esta transmita dicha resistencia a su decendencia. Se encuentra mayormente en bacterias Gram
negativas, siendo resistentes a penicilinas y cefalosporinas, esta modificacion se debe a la gran
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cantidad de tiempo en que la bacteria se encuentra expuesta con el antibiético, donde se
seleccionan mutaciones especificas cromosomicas las cuales codifican proteinas,
permitiéndoles su expresion en alto nivel (52).

El otro mecanismo de resistencia ocurre por elementos extracromosémicos, , que tienen la
capacidad de transferirse de una bacteria a otra, de igual o diferente género y especie.

Se manifiestan por tres procesos: conjugacion, transformacion y transduccion. La conjugacion
es el paso de un plasmido o de un transposon, de una bacteria a otra, involucro el contacto de
ADN de célula a célula; La transformacion incluye incorporacion directa en el cromosoma
bacteriano de ADN presente en el medio (e.g. factor de resistencia RTF); Y la transduccion en
donde el ADN de un bacteriéfago se incorpora al ADN bacteriano. (53)

7.9.1 Betalactamasas de espectro extendido BLEE

Como se escribié anteriormente, las betalactamasas son la causa principal de la
resistencia a los antibidticos y con el uso de los antibioticos se han ido desarrollando
nuevas variantes de betalactamasas hasta 1983, donde se describid por primera vez las
conocidas como betalactamasas de espectro extendido (BLEE), con capacidad de
inactivar a cefalosporinas de tercera generacion, la cual resultd de la mutacion de la
SHV-1 y fue nombrada SHV-2, posteriormente, en Francia, se aislaron cepas de
Klebsiella pneumoniae, con una mutacion de las TEM-2 y la denominaron TEM-3. Para
finales de los afios 90 la mayoria de las betalactamasas de espectro extendido
pertenecian a estas dos familias, las cuales pueden transferirse a otras baterias por
conjugacion, lo que explica su rapida dispersion. (54).

7.10 CTX-M

En 1989 en varios paises entre ellos Alemania, Argentina y Francia, se describe las primeras
cTx-M, Un grupo de BLEE aisladas de enterobacterias, que no tenian relacion alguna con las
BLEE descritas hasta ese momento, filogenéticamente diferentes a las TEM y SHV. Actualidad
se han descrito alrededor de 65 tipos de ctx-m. (5).

Las cuales constituyen una familia de betalactamasas de espectro extendido mediada por
plasmidos, hidrolizan cefotaxima, se han encontrado, principalmente, en salmonella entérica
serovar, Typhimurium y Esherichia coli y en otras especias de Enterobacteriaceae. Incluyen
enzimas de tipo ctx-m-1, cTx-M-2 & cTx-M-10 aSi como las enzimas Toho 1y 2, estos tipos no estan
muy relacionadas con las betalactamasas TEM o SHV debido a que muestran solo un 40% de
identidad con estas enzimas, se sugiere que este tipo de enzimas surgié de la AmpC (Adenosin
monofosfato ciclico) de Kluyvera ascorbata ya que existe un alto grado de homologia entre
ambas. (55)

Se cree que la actividad de espectro extendido de las betalactamasas de tipo crx-m Vviene
mediado por el residuo de la serina en posicion 237, la cual se encuentra presente en todas las
enzimas ctx-m, Se han aislado varias cepas en el mundo, mayormente en Europa, de Eschericha
coli y Salmonella, asi también cepas de Salmonella entérica serovar Typhimurium tanto en
Europa oriental como en América del Sur (56).
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7.11 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA EN LAS CEFALOSPORINAS

Las cefalosporinas tienen sensibilidad variable a las betalactamasas, las de primera generacion
son susceptibles a las betalactamasa de Staphylococcus aureus, las de tercera generacion son
susceptibles a las betalactamasas producidas por bacterias gram-negativas que por las de
primera generacion, la mayoria de resistencia de cefalosporinas es debido a la destruccién de
las mismas por hidrélisis del anillo betalactamico, pero, en las cefalosporinas de tercera
generacion se produce una hidrolisis por induccion cromosomal de betalactamasas tipo I, este
fenémeno ha ido en aumento con el tratamiento de infecciones con cefalosporinas de segunda
y tercera generacién e Imipenem, dando como resultado el incremento de la resistencia hacia
estos antibioticos. En cuanto a las de cuarta generacion, esta son pobres inductoras de
betalactamasa del tipo | por lo que son menos susceptibles a esta hidrolisis (5).

La resistencia se da por varias razones, una de ellas es la incapacidad del antibiotico para ejercer
su accion por cambios en las proteinas de union, en consecuencia se disminuye la afinidad de
unirse el antibiotico a estas proteinas, por tanto, si llega a unirse a una sola enzima esta puede
generar una mutacién y por consiguiente la resistencia.(57)

8. VALIDACION DE LA HIPOTESIS

De acuerdo a los resultados de la investigacion validamos a la hipotesis alternativa porque la
cantidad de Escherichia coli existente a cefalosporina de tercera generacion tuvo una proporcion
mayor y preocupante de acuerdo avanzaba los puntos y focos de contaminacion de las aguas

H1; Existe una cantidad de Escherichia coli existente a cefalosporina de tercera generacion en
mayor proporcion que la cantidad de Escherichia coli.

9. METODOLOGIA
Método

Inductiva, ya que a partir de varias aproximaciones de andlisis de las colonias aisladas de las
muestras del rio llegamos a concluir que el rio Isinche presenta una alta contaminacion con
bacterias multi-resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, asi como a la mayoria de
antibidticos usados en clinica de humanos y animales.

Técnica
De observacion

9.1 Instrumentos

Autoclave, Modelo 25X-1 Serie 021042, UL

Balanza electronica, Modelo EHA351

Céamara de flujo.

Incubadora Mini Fridge

Refrigeradora Haier

Ultracongeladora -20°C Modelo FCC15A6HQW, Serie, Marca Electrolux
Termociclador Applied Biosystems Modelo 2720. Serial 27256121312
Termobloque Labnet. Modelo AccuBlock. Serial s92420168
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Transiluminador Espectroline. TR365A, serie 936924

Fuente de poder Bio-Rad. Modelo Power Pac 300, Serie 282BR18394
Céamara electroforesis Labnet. Modelo EasyGel, Serie. S2656
Centrifuga jouan. Modelo winchester. Serie. 00550119

Vortex LB Scientific. Modelo TM-1000. Serie 0407179

9.2 Trabajo de campo

1. El muestreo tuvo lugar en el rio Isinche el 26 de diciembre del 2020.
2. Las muestras fueron recolectadas en 4 puntos diferentes a lo largo del rio:

Punto 1: Origen del rio, este lugar se encuentra ubicado en el cantdn Pujili. En un lugar
alejado de la poblacion, en medio de las montafias a bajas temperaturas. Se puede
encontrar aves y conejos silvestres en el sector. (Anexo 5)

Punto 2: Antes de Campus CEASA de la Universidad Técnica de Cotopaxi, lugar con
pequefia poblacion cercana al rio, donde podemos encontrar animales de produccién y
animales domésticos. (Anexo 5)

Punto 3: Después de Campus CEASA antes del paso por las avicolas, en este punto
encontramos, pequefios canales que se unen al rio con afluentes provenientes de la
universidad y de otras viviendas con animales de produccion. (Anexo 5)

Punto 4: Previa a la union con el Rio Cutuchi, este punto se encuentra ubicado después
del paso por varias avicolas, donde probablemente exista eliminacién de desechos al rio,
ademas de ganado y poblacion. (Anexo 5)

3. Se realizaron 3 repeticiones en cada punto de 125ml cada dos horas aprox. del centro
del rio, ya que en las orillas puede existir mayor cantidad de bacterias estancadas por la
corriente, a la vez se midio temperatura, pH, caudal, uso de suelo y coordenadas. (Anexo
4)

4. Las muestras fueron 12 en total y se conservaron en incubadora Mini Fridge a 9°C
durante 24 horas.

9.3 Trabajo de Laboratorio

9.3.1 Cuantificacion
5. Se prepar6 el medio de cultivo selectivo para Escherichia Coli, Tryptone Bile

Glucoronic Agar (TBX Agar). Segun las recomendaciones del fabricante.
6. Repartimos en dos porciones iguales de 250ml cada uno y colocamos 10pl llegando a
una concentracion de 4ug/ml. (Anexo 5)
7. Colocamos el agar en las placas Petri, 12 con Ceftriaxona y 12 sin antibi6tico mas 2 de
control, dandonos un total de 26 placas y dejamos reposar hasta que se solidifique.
8. Las muestras obtenidas se diluyeron de la siguiente forma:
Punto 1: 102-104,
Punto 2: 102-104,
Punto 3: 102-10*.
Punto 4: 103-10°.
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11.
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Posterior a este proceso, se selecciond las bacterias mayores a un didmetro de 0.45um
mediante un filtro nanopore, siguiendo las recomendaciones del fabricante. (Millipore
Corporation Bedford, MA 01730).

El filtro se colocd inmediatamente sobre las placas con el medio de cultivo selectivo.
Colocamos el nanopore en las placas respectivas y dejamos cultivar durante 18h a una
temperatura de 35 + 2 °C. (Anexo 5)

Realizamos en conteo de UFC/mL de cada placa para estimar la dinamica de la carga
bacteriana a través de los puntos antes mencionados en el transcurso del rio.

Para la purificacion de las colonias preparamos el agar mencionado con anterioridad al
cual adicionamos 6l de Ceftriaxona repartido en 6 placas con 20 divisiones cada una
etiquetadas por nimero de punto, dilucién y colonia.

Realizamos 40 repiques de colonias por punto seleccionadas de las 3 repeticiones por
su morfologia y color. (Anexo 5)

Estas son sembradas en diferentes placas con el mismo agar y concentracion de
Ceftriaxona.

9.3.2 Antibiogramas

16.

17.

Tabla 2

Se realizd una suspension de cada una de las 104 colonias de un cultivo puro, en 10
mililitros (mL) de suero fisiologico estéril, a una concentracion de 0,5 Mac Farland.

Posteriormente se sembr6 homogéneamente esta suspension en cajas Petri con agar
Mueller Hinton. Se dispuso sobre el agar, discos de inhibicion con:
Antibidticos usados
Familia Antibidticos Abreviatura
Amikacina AK
Aminoglucésidos Gentamicina CN
Netilmicina NET
Acido nalidixico NA
Ciprofloxacina CIpP
Quinolonas
Levofloxacina LEV
Norfloxacina NOR
Aztreonam ATM
Cefoxitin FOX
Cefepime FEP
Beta-lactamicos
Cefotaxima CTX
Ceftazidima CAZ
Imipenem IMP

Tetraciclinas Doxiciclina DO



Tetraciclina TE
Fosfonatos Fosfomicina FF
Macrolidos Azitromicina AZM
Anfenicoles Cloranfenicol C
Nitrofuranos Nitrofurantoina F
f\orll;:\(?onistas del Sulfametoxazol/trimetropin STX
Glicilciclinas Tigeciclinas TGC

18. Se incubd a 37°C por 24 horas.
19. Finalmente, la susceptibilidad de los antibidticos se midio a través de los siguientes

Tabla 3

parametros:

Parametros de susceptibilidad

>S SDD | R
1 Aztreonam 30pg | 21 - 18-20n 17
2 Acido nalidixico 30ug | 19 - 14-18 13
3 Amikacin opg |17 - 15-16" 14
4 Azithromycin 15pg | 13 - - 12
5 Cefotaxima 30ug | 26 - 23-25n 22
6 Ceftazidime 30ug | 21 - 18-20n 17
7 Cefepime 30ug | 25 19-24 - 18
8 Cefoxitin 30ug | 18 - 15-17~ 14
9 Ciprofloxacin Sug | 26 - 22-25" 21
10 Chloramphenicol 30ug | 18 - 13-17 12
11 Doxycycline 30ug | 14 - 11-13 10
12 Fosfomicina 200pg | 16 - 13-15 12
13 Gentamicina 10pg | 15 - 13-14n 12
14 Imipenem Ilpg | 23 - 20-22 19
15 Levofloxacin Sug | 21 - 17-20n 16
16 Netilmicin 30ug | 15 - 13-14n 12
17 Nitrofurantoin 300ug | 17 - 15-16 14
18 Norfloxacin 10ug | 17 - 13-16 12

Sulphamethoxazole/

19 l'zrimethoprim sug | 16 i 1-15 10
20 Tigecycline 15pg
21 Tetracycline 30pug | 15 - 12-14 11

18

Clinical and Laboratory Standards Institute. (2020). CLSI M100 30th Edition. Journal of Services Marketing (Vol.

30th).

Los datos obtenidos de la susceptibilidad de las cepas de Escherichia coli resistentes a
Cefalosporinas de tercera generacion (C3G), se utilizaron para calcular el ARI (indice
de resistencia a antibidticos), mediante la ecuacion descrita por Mohanta & Goel (2014),
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y el MARI (indice de resistencia a multiples antibidticos) como se describe previamente
por Blasco et al. (2008), con el fin de determinar la distribucion de fenotipos de
resistencia en la poblacion.

9.3.3 Analisis blacTtx-m

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Se coloco en 104 eppendorf 300ul de TE buffer (LN TRIS, 05M EDPA, pH 8,0) por
cada uno, adicionalmente en la misma cantidad de eppendorf se colocé 500ul de Caldo
de soja triptica (TSB), Becton, Dickinson and Company Sparks, MD 21152 USA. Los
cuales fueron preparados siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se identificé con un cddigo a cada una de las colonias, al igual que los eppendorf con
cada uno de los medios. (Anexo 5)

Se realizé un raspado en cada colonia con un asa estéril, la misma que fue introducida
en los tubos eppendorf que contenian el medio TE, posteriormente la misma asa fue
introducida en los tubos eppendorf que contenian el caldo TSB.

Una vez terminado el procedimiento antes mencionado en los 104 tubos eppendorf con
caldo TSB se los llevaron a incubar 24h y finalmente adicionamos 500ul de glicerol
para su almacenamiento como ADN de respaldo.

Terminados los 104 tubos eppendorf con medio TE los llevamos a termobloque durante
10min a una temperatura de 90°C, posteriormente los llevamos a centrifugar durante
3min a 12400 rpm, finalmente se extrajo 150ul del sobrenadante (ADN) los cuales
fueron depositados en nuevos eppendorf etiquetados de cada una de las colonias.
(Anexo 5)

Seleccionamos el PCR Master Mix Hot Start Taq (GOLDBIO) 12,5ul (2x), iniciador
derecho 1pl (10mM), iniciador izquierdo 1ul (10mM) (Eurofins Genomics 8785689)
ADN 3.5 pl (~200nmol) y agua libre de nucleasa hasta completar 25 pl.

Colocamos los eppendorf PCR en el termociclador segun los protocolos
correspondientes a cada familia génica blactx-m

Tabla 4
Protocolos PCR de identificacion de la familia génica blacTx-m

27.

bla CTX-M1 CTX-M9 CTX-M2 CTX-M8

°C Tiempo °oC Tiempo °C Tiempo °C  Tiempo

Desnaturalizacion gjoc smin  94°C  Bmin  94°C  5min  94°C  5min

inicial

SEGMENTADO

Desnaturalizacion 94°C  30seg  94°C  30seg 94°C 30seg 94°C  30seg

Annealing 60°C 30seg 55°C 30seg 55°C 30seg 55°C 30seg

Extension 72°C 30seg 72°C 30seg 72°C 30seg 72°C 30seg

Extension Final 72°C 7min 72°C 7min 72°C  7min 72°C  7min

CICLOS 35 35 35 35

E d CCCATGGTTAAA TGGTGACAAAGA  ATGACT CAG TGA TGA GAC
owar AAATCACTGC GAG TGC AAC G AGC ATT CG ATC GCG TTA AG

R CAGCGCTTTTGC TCACAGCCCTTC TGGGTTACGATT  TAACCGTCG
everse CGT CTAAG GGC GAT TTC GCC GC GTG ACGATT TT

Se preparo el gel de agarosa con 80ml de TBE 5x y 1.5mg de Agarosa, el cual se coloco
en la camara de solidificacion con un peine que enmarca los espacios donde
posteriormente introduciremos el resultado PCR (5ul) y Sybr gold (1ul). (Figura 15).
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28. Una vez completado este proceso colocamos el gel en la camara de electroforesis a
150V-400mAh durante 45 minutos.

29. Transcurrido los 45 minutos Ilevamos el gel al Transiluminador, para observar las
bandas de acuerdo con el peso molecular del gen. (Figura 16)

9.3.4 Filogrupos
30. Para la determinacion de los filogrupos se utilizaron 104 tubos eppendorf etiquetados,

seleccionamos el PCR Master Mix Hot Start Taq (GOLDBIO) 12,5ul (2x), Chu R 0.5ul
(10mM), Chu F 0.5ul (10mM), Yja F 0.5ul (10mM), Yja R 0.5ul (10mM), Tsp F 0.5ul
(10mM), Tsp R 0.5ul (Eurofins Genomics 8785689), ADN 3.5 ul (~200nmol) y agua
libre de nucleasa 61, de acuerdo a lo descrito por Clermont, 2002 (58).

31. Colocamos los eppendorf PCR en el termociclador segun el protocolo para filogrupo

32. Se preparo el gel de agarosa con 80ml de TBE 5%, 2mg de Agarosa y 8 ul de Sybr el
cual se coloco en la camara de solidificacion con un peine que enmarca los espacios
donde posteriormente introduciremos el resultado PCR (5pl).

33. Una vez completado este proceso colocamos el gel en la camara de electroforesis a
150V-400mAh durante 35 minutos.

34. Transcurrido los 35 minutos llevamos el gel al transiluminador, para observar las bandas
de acuerdo con el leader.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los retos mas importantes que enfrenta
la salud puablica en este siglo. Las predicciones indican que, de mantener la tendencia en el
manejo de antibidticos, hacia el afio 2050, las bacterias resistentes a los antibidticos cobraran
mas vidas que el cancer y diabetes juntos. Ademas de las pérdidas humanas, la resistencia
bacteriana conlleva una alta carga econdémica para los sistemas de salud, cercana a los 100 000
000 millones de dolares hasta el afio 2050 (14). Cifra 1000 veces superior al producto interno
bruto del Ecuador.

La contaminacion por este tipo de bacterias ha sido reportada ampliamente en grandes ciudades
del pais, e.g. Quito, en donde no solo ha alcanzado parques publicos (59), alimentos preparados
(60), vegetales que se expenden en los mercados de la ciudad (61). Sino que ya forman parte
de la flora comensal (bacterias que se encuentran en el intestino de las personas) de los
habitantes de Quito (62).

No obstante, es necesario analizar la resistencia a los antimicrobianos de una forma holistica,
es decir, considerando las interacciones entre los componentes involucrados, a saber: humanos,
animales y ambiente. En este contexto, dado que actualmente se utilizan mas antibio6ticos en
animales sanos que en personas enfermas (14), la produccién animal podria ser la piedra angular
del origen de la resistencia a los antimicrobianos. En efecto, se han reportado bacterias
multirresistentes en explotaciones pecuarias de la region (63,64). Consecuentemente se
considerd determinar la prevalencia de Escherichia coli resistentes a Cefalosporinas de tercera
generacion (C3G), por ser el organismo modelo de enterobacterias, en el rio Isinche (Tabla 5),
como piloto de en una zona rural, mayoritariamente agropecuaria, tomando de 4 puntos
diferentes (Figura 1).



Tabla 5.

Cuantificacion de Escherichia coli total y Escherichia coli resistentes a Cefotaxima en los

puntos de muestreo.
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SP1 SP2 SP3 SP4
Media pH 7 7 7 7
Temperatura media (°C) 13.9 14.8 15,1 141
Caudal medio (m?/s) 1.65 1,09 0,54 0,62
Altitud (msnm) 3046 2714 2697 2667
E. coli total/200ml 052 1833 1933 3333
E. coli resistente a CTX/100m| 0 33 35 80
z?;ilo E. coli resistente a CTX/ E. coli 0 1/55 1/55 1/41
E. coli resistente a CTX/s 0 359700 189000 496000

En el primer punto de muestreo (SP1), origen del rio Isinche, no se encontrd Escherichia coli
resistente a cefalosporina de tercera generacion. Ademas, se determind una concentracion baja
de Escherichia coli total. Puesto que las actividades antropogénicas son limitadas en esta
locacién. Sim embargo, rio abajo en el SP2, antes del paso por el campus Salache de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, se evidencio un incremento exponencial de Escherichia coli
resistente a C3G, principalmente a causa de las actividades relacionadas con el curso del rio.
Asimismo, en el SP3, después del campus Salache, la cantidad de bacterias resistentes se
mantiene (Figura 2), no obstante, el caudal es menor que en el P2. Por causa del uso del agua

del rio en actividades agropecuarias.

Figura 1.
Uso de suelo y puntos de muestreo
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En el Ecuador, las personas involucradas en actividades agropecuarias representan un
porcentaje considerable de la poblacidn, especificamente se ha determinado que la zona 3,
conformada por las provincias de Cotopaxi, Chimborazo, Pastaza y Tungurahua, consta con un
77% de potencial agropecuario (65), de este porcentaje, la mayoria de las explotaciones
registradas la constituyen pequefios y medianos productores. (66). Quienes aplican modelos
tradicionales de subsistencia en sus explotaciones, es decir, emplean las técnicas necesarias con
el fin de obtener réditos econdmicos. Una de ellas es la aplicacion a sus animales de antibioticos,
altamente disponibles en el medio, sin prescripcién y seguimiento veterinario (67). Incluso, en
este ambito, la mayoria de los veterinarios administra antibioticos a sus pacientes, sin las
pruebas necesarias que permitan seleccionar el antibiotico apropiado.

Esto explicaria las altas prevalencias de Escherichia coli resistentes a Cefalosporinas de tercera
generacion, encontradas en los puntos 2, 3 'y 4 de muestreo del rio Isinche, alrededor de treinta
millones por minuto, son transportadas rio abajo. Las E. coli resistentes son eliminadas por las
heces animales y humanas al ambiente y alcanzan los rios, este resultado alerta sobre un grave
riesgo para la salud de los pobladores que se encuentran de alguna manera vinculados a sus
aguas. Cabe recalcar que los afectados no son solo las personas que viven a sus orillas, sino que
la contaminacion se extiende a quienes consumen productos cultivados con sus aguas, animales
de abasto que hayan sido criados bajo su influencia y se ha demostrado que a través de la
manipulacion de alimentos se transmite entre personas. Por este motivo, es un tema que
compromete a toda la poblacion. Al ingerir estos alimentos, damos entrada a bacterias
potenciales causantes de infecciones dificiles de tratar a nuestro cuerpo, donde estas se
establecen y se quedan camufladas como parte de nuestras bacterias comensales.

Figura 2.

Frecuencia de presentacion de Escherichia coli y Escherichia coli resistente a C3G, en los
puntos de muestreo del rio Isinche. (La concentracion de bacterias esta expresada en base
logaritmica de la cantidad de unidades formadoras de colonias.)

—s— E.Coli

E.Coli Blee

I

1 1.5 2 2.5 3.5 4

w

punto

Hacia el final del rio, en el P4, es notorio el aumento de bacterias resistentes, dado el incremento
en la densidad de explotaciones agropecuarias del sector (Figura 2).

Ademas, la resistencia a C3G es un indicador de multirresistencia. Es decir que las bacterias
resistentes a C3G en general son resistentes a otras familias de antibidticos, el perfil de
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susceptibilidad de las colonias aisladas del rio Isinche (Figura 3y 4) demostrd resistencia frente
a 19 de los 21 antibidticos testeados y 8 de las 10 familias de antibidticos. Andlogamente, el
promedio del indice de resistencia antibidtica (ARI) entre los puntos de muestreo SP2, SP3 y
SP4 fue 0.47 y el rango fluctu6 entre 0.24 a 0.86, sumando evidencia sobre la contaminacion
por antibioticos del rio Salache, dado que es superior a 0.2 (Mohanta y Goel 2014; Titilawo et
al. 2015). Por término medio el nivel de contaminacidn en los tres puntos es similar, indicando
homogeneidad en la contaminacion antibidtica a lo largo del rio. Asimismo, el indice de
multirresistencia antibidtica (MARI) fue igual a 1, dado que todas las colonias aisladas de E
coli resistentes a C3G demostraron resistencia a al menos un antibi6tico. Esto podria ser un
alarmante indicador de alto riesgo de contaminacion del agua y evidencia de la resistencia
generalizada a los antimicrobianos al medio ambiente del agua del rio Isinche.

Estos indicadores confirman el estatus de multirresistencia de las Escherichia coli que se
encuentran en el rio, las opciones terapéuticas mas usadas en casos de infecciones extra-
intestinales por Escherichia coli, como la tan conocida gentamicina, quinolonas, como la
ciprofoxacina o la tetraciclina, ya no son efectivas contra las bacterias que contaminan el rio
Isinche, dejando Unicamente tres opciones terapéuticas amikacina, carbapenémicos y
tigeciclina, las tltimas lineas de defensa dentro del arsenal terapéutico, las cuales no se pueden
aplicar en todos los casos, dado que estos farmacos son de alto costo y de uso restringido, dando
como resultado bacterias con capacidad de producir infecciones sin opciones terapéuticas.

Figura 3.
Perfil de susceptibilidad de las E. Coli resistentes a cefotaxima aisladas del rio Isinche.
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Nota: Las barras indican los intervalos de confianza al 95%. Los valores de 0 indican sensibilidad, mientras que
1 representa resistencia. AK, amikacina; ATM, aztreonam; AZM, azitromicina ; C, cloranfenicol ; CAZ,
ceftazidima ; CIP, ciprofloxacina ; CTX, cefotaxima ; DO, doxiciclina ; F, nitrofurantoina ; FEP, cefepime ; FF,
fosfomicina ; FOX, cefoxitina; IMP, imipenem ; LEV, levofloxacina; NAX, acido nalidixico; NET, netilmicina ;
NOR,norfloxacina ; SXT, trimetoprim / sulfametoxazol ; TE, tetraciclina ; TGC, tigeciclina.

El problema radica en que en muchos casos se tratan a los animales con los mismos antibidticos
que se emplean para tratar infecciones en humanos. Por ejemplo, los antibidticos de la familia
de las tetraciclinas, quinolonas, betalactdmicos y antibioticos clave para la medicina humana
como la fosfomicina y colistina se usan en grandes cantidades en animales de ceba (68), del
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mismo modo que las cefalosporinas de tercera generacion se emplean frecuentemente en vacas
lactantes, ya que no tienen tiempo de retiro en leche (69). Limitando su uso clinico en humanos,
es preciso sefialar que Escherichia coli es la causa de la mayor parte de infecciones adquiridas
en la comunidad, especialmente infecciones del tracto urinario (ITU), infecciones para las
cuales, en casos graves se emplea C3G (70). En consecuencia, se ponen en riesgo la vida de las
personas vulnerables como nifios, ancianos, personas con enfermedades como diabetes o cancer
y a cualquier persona que sufra un accidente.

Figura 4.
Perfil de multirresistencia de las E. Coli resistentes a cefotaxima aisladas del rio Isinche.
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Nota: Las barras indican los intervalos de confianza al 95%. Los valores de 0 indican sensibilidad, mientras que
1 representa resistencia. AK, amikacina; ATM, aztreonam; AZM, azitromicina; C, cloranfenicol ; CAZ,
ceftazidima ; CIP, ciprofloxacina ; CTX, cefotaxima ; DO, doxiciclina ; F, nitrofurantoina ; FEP, cefepime ; FF,

fosfomicina ; FOX, cefoxitina; IMP, imipenem ; LEV, levofloxacina; NAX, acido nalidixico; NET, netilmicina ;
NOR,norfloxacina ; SXT, trimetoprim / sulfametoxazol ; TE, tetraciclina ; TGC, tigeciclina.

Sin embargo, no toda la resistencia puede atribuirse a esta actividad econdémica, también es
posible una fuerte influencia de la automedicacién y la falta de adhesion a los tratamientos por
parte de la poblacion. El problema se agrava cuando la comunidad usa de manera inadecuada
los antibioticos en la ciudad (71). Automedicarse 0 no tomar las dosis completas que indico el
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médico, hace que nuestros comensales adquieran resistencia a estos antibidticos. Ademas,
cuando una persona portadora de bacterias multirresistentes entra al hospital, recibe terapia con
antibioticos de ultima linea y en muchos casos sus bacterias comensales desarrollan resistencia
a estos. En estos momentos, en los hospitales hay un incremento de pacientes que acuden con
infecciones dificiles de tratar que han sido adquiridas en la comunidad. Finalmente, las bacterias
que hemos vuelto mas resistentes en la ciudad llegan al rio y el ciclo de contaminacién se
reinicia.

En efecto, los datos genéticos muestran que el 96% de las E. coli resistentes a cefotaxima
contienen genes blactx-m (tabla 6), los cuales dominan sobre otros mecanismos de resistencia
a C3G. De manera analoga, se ha reportado una mayor prevalencia del gen blactx-m en muestras
de E. coli resistente a C3G en granjas avicolas del Ecuador (63).

Tabla 6.
Pztr)fiallei genéticos de las 104 E. coli resistentes a cefotaxima aisladas del rio Isinche.
blacTx-m Filogrupo
1 9 2 8 A B2 D
58 39° 1° 1° 10 13 81°

0.56+0.05 0.38+0.05 0.01+0.01 0.01+0.01 | 0.1+0.03 0.13+0.03 0.77+0.04

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p-value<0.05)

Ademas, dentro del grupo blacTx-m, 10s mecanismos de resistencia mediados por el gen blacx-
m-1 fueron los mas prevalentes. ElI gen blactx-m-1 €s uno de los genes que codifican BLEE
reportados con mas frecuencia en animales, entre ellos: ganado vacuno, porcino, caballos y aves
(72,73). Por lo tanto, la alta prevalencia podria estar explicado por la naturaleza del sector, dado
que el uso del suelo alrededor del suelo es mayoritariamente agropecuario. Por otro lado, el
blacTx-m-9, Se ha reportado en humanos (74). En general, estos genes son identificados también
con frecuencia en las bacterias causantes de infecciones en los hospitales del pais, lo que sugiere
que los elementos genéticos moéviles median en la propagacion de blactx-m, por lo cual es se
puede sugerir que la contaminacion ambiental ya ha llegado a la poblacién y causa infecciones
que requieren tratamiento en los centros de salud del pais. Ciertamente, los filogrupos de las E.
coli resistentes a C3G, aisladas del rio Isinche, lo corroboran. La mayoria de las E. Coli
pertenecen al grupo de las extraintestinales (filogrupo D y B2). Y el 10% pertenece a las
intestinales, especificamente al filogrupo A. La determinacion del filogrupo se bas6 en la
presencia/ausencia de los genes chuA, yjaA y TspE4 (58). Conviene enfatizar, la relacion de
los filogrupos con ciertas enfermedades consideradas complejas, e.g. filogrupo B2 con
meningitis neonatal en el humano (75). En sintesis, la capacidad de estos genes para movilizarse
y compartirse entre bacterias potencia el problema al facilitar su diseminarse a otras especies
bacteriana que también pueden amenazar la salud publica

Naturalmente, el agua constituye el eje fundamental de la produccion de nuestros alimentos,
por lo tanto, al estar contaminada, con este tipo de bacterias multirresistentes se convierte en el
principal vehiculo para la diseminacion a la comunidad y el ambiente. EI manejo apropiado del
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agua en todo su ciclo impactaria positivamente en la salud de la poblacién, animal, y del
ambiente, a la vez que contribuiria a reducir la carga econdémica sobre el sistema de salud social.
Sin lugar a duda, la poblacién mundial demanda cada vez mas alimentos nutritivos, actualmente
la fuente principal de proteina de la dieta, al menos en paises en vias de desarrollo, es la
produccion animal. Sin embargo, la produccion animal, en este contexto, afronta varios retos,
entre los principales incrementar la eficiencia de sus procesos, considerando el bienestar animal
y el cuidado del medio ambiente. Ciertamente, hemos llegado a un punto de no retorno con las
exigencias sobre la produccion animal, lo cual representa un reto para las personas
involucradas, dadas las correlaciones negativas entre las exigencias, e.g. en las producciones
extensivas se beneficia el bienestar animal, pero se compromete la eficiencia y se contamina
mas el ambiente. No obstante, en paises de primer mundo se estd controlando la diseminacion
de la resistencia antimicrobiana en las explotaciones pecuarias (76). La realidad en el Ecuador
es diferente, por varios factores, entre ellos la idiosincrasia y la inequitativa economia de nuestra
sociedad. Sin embargo, se ha dado los primeros pasos, por ejemplo el control en el empleo de
la colistina en produccién animal desde el 2019 (77). Es necesario que la poblacion entienda
la gravedad del problema, con el fin de que se ejecuten normativas que limiten la diseminacién
de bacterias resistentes, basadas en evidencia cientifica. Por ejemplo, la eliminacion de residuos
organicos de explotaciones pecuarias sobre los cuerpos de agua debe ser prohibida, es decir,
que los residuos organicos deben ser tratados mediante procesos que promuevan la eliminacion
de bacterias resistentes, como el compostaje o la biodigestion (78). En consecuencia, es
necesario implementar procesos cientificos con el fin de satisfacer las necesidades de la
poblacion, tener un mejor trato hacia los animales, y preservar los recursos del planeta.

11. IMPACTOS SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS:
11.1 Impacto Ambiental:

La contaminacion de las aguas por la eliminacion de desechos es un problema grave que
se viene manejando a nivel mundial, ya que esta contaminacion influye directamente en
la salud del hombre, asi como también en la flora y fauna del ecosistema, siendo
necesario la aplicacién de politicas publicas de los gobiernos sectoriales para que
garanticen el cuidado y la calidad de este ambiente como patrimonio de la humanidad.
(79)

En el ambito veterinario los antibidticos son utilizados para el tratamiento y prevencion
de diferentes enfermedades, sin embargo, en muchas ocasiones es usado también como
promotores de crecimiento, al llamado de la OMS, de la Organizacién Mundial de la
Sanidad Animal (OIE) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), muchos paises han tomado medidas para evitar esta forma de
uso. Los antibidticos que se utilizan en la salud humana y animal a través de las excretas
pueden alcanzar diferentes ambientes (suelos, aguas, plantas, seres vivos) alterando la
funcién y estructura de las comunidades bacterianas que en ellos habitan, al facilitar la
seleccion, desarrollo y diseminacion de la resistencia. (80)
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11.2 Impacto Social:

La accion del hombre ha desencadenado una emergencia ambiental de caracter
internacional que se ve evidenciada con los cambios climaticos, la extincion de ciertas
especies, la deforestacion, la pérdida de la biodiversidad, la contaminacion del agua,
suelo y aire; por estos motivos actualmente el mundo tiende a considerar al medio
ambiente como un bien juridico para proteger los derechos de la naturaleza y la propia
existencia humana. (79)
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12. CONCLUSIONES

La actividad antropogénica es mayoritariamente agropecuaria a pequefa escala en las
zonas de influencia del rio Isinche, el cual presenta una alta contaminacion por E. coli
resistente a C3G, incluso mas alta que la reportada en el rio Machéangara de la ciudad
de Quito.

Existe una alta prevalencia de genes de resistencia blactx.m en los aislados las colonias
de E. coli resistentes a C3G del rio Isinche, dichas cepas en su mayoria pertenecen a los
filogrupos D y B2. Estos perfiles identificados mas los genes de resistencia son
concordantes con las identificadas en las infecciones clinicas de inicio comunitario.
Los aislados demuestran una contaminacion microbioldgica de alto riesgo en el rio,
dado que se identifico resistencia a la mayoria de antibidticos testeados, los cuales son
empleados en el tratamiento de enfermedades clinicas en humanos y animales.
Limitando el arsenal terapéutico a las Ultimas lineas de defensa, como los
carbapenémicos, antibidticos costosos y de uso intrahospitalario, lo cual plantea una
advertencia sobre el alto potencial de los rios rurales para propagar la E. coli
multirresistente.

13. RECOMENDACIONES

Ciertamente, no se vislumbra en la poblacion en general una preocupacion por la
resistencia a los antimicrobianos. De hecho, incluso el personal médico asume que los
antibioticos seran efectivos indefinidamente.

Es fundamental concientizar a la poblacion de esta problematica, e implementar
regulaciones basadas en fundamentacion cientifica, con el fin de precautelar la salud
publica.
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Apellido Paterno Apellido Materno Nombres
Lugar y fecha de Nacimiento: Quito, 16 de febrero de 1996
Edad: 23 afios Género: Femenino
Nacionalidad: Ecuatoriana Tiempo de Residencia en el Ecuador
(Extranjeros):
Direccion Domiciliaria: Pichincha Mejia Cutuglagua

Provincia Canton Parroquia

Cantén Mejia, Barrio Tambo N1 Lote 115.

Direccion

Teléfono(s): 02 3066506 0993484992

Convencionales Celular o Mévil

Correo electronico: melanie.bungacho2484@utc.ecCédula de Identidad o Pasaporte: 172511248-4

Tipo de sangre: ORH+ Estado Civil: Soltera

Personas con discapacidad: N° de carné del CONADIS: NO POSEE

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario son
verdaderos y no he ocultado ningln acto o hecho, por lo que asumo cualquier responsabilidad.

Melanie Lizeth Bungacho Michilena.
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Anexo N°3: Hoja de vida estudiante 2

1.- DATOS PERSONALES:

Nombre: Quezada Suarez Priscila Arianna
Apellido Paterno Apellido Materno Nombres
Lugar y fecha de Nacimiento: Quito, 03 de octubre de 1997
Edad: 23 afios Género: Femenino
Nacionalidad: Ecuatoriana Tiempo de Residencia en el Ecuador
(Extranjeros):
Direccion Domiciliaria: Pichincha Quito Turubamba

Provincia Canton Parroquia

Canton Quito, Barrio La Bretafia, Conjunto Girasoles del Sur N°2.
Direccion
Teléfono(s): 02 2699497 0984387504

Convencionales Celular o Mévil

Correo electronico: priscila.quezada6768@utc.educédula de Identidad o Pasaporte: 172220676-8

Tipo de sangre: ORH- Estado Civil: Soltera

Personas con discapacidad: N° de carné del CONADIS: NO POSEE

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario son
verdaderos y no he ocultado ningln acto o hecho, por lo que asumo cualquier responsabilidad.

Priscila Arianna Quezada Suarez.



Anexo N°4: Tablas de conteo de colonias
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Tabla 7. Datos del conteo de unidades formadoras de colonias TBX por cada mililitro.

TBX
Muestra Dilucion R1
Punto 1 1 56
Punto 2 10 23
Punto 3 10 16
Punto 4 10°® 1

R2
48
15
28

R3
53
17
14
0

UFC/mL
0,52
1833,3
1933,3
3333,3

Tabla 8. Datos del conteo de unidades formadoras de colonias TBX+Ceftriaxona (CRO) por

cada mililitro.
TBX+CRO
Muestra Dilucion R1 R2 R3 UFC/mL
Punto 1 1 0 0 0 0
Punto 2 10 32 38 29 33,0
Punto 3 10 33 24 48 35,0
Punto 4 103 7 6 11 80,0

Anexo N° 5: Metodologia

Figura b.
Rio Isinche puntos de muestreo.
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Nota: se puede evidenciar la densidad de galpones de aves del sector, asi como la cantidad de
terrenos de uso agricola. Fuente: Google Earth Pro-2021

Figura 6.
Recoleccién de muestras Punto 1

Figura N° 7
Recoleccién de muestras Punto 2




Figura N° 8
Recoleccién de muestras Punto 3

Figura N° 9
Recoleccién de muestras Punto 4
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Figura N° 10
Procedimiento de Recoleccion de muestras
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Figura N°11
Preparacion de medio de cultivo sin y con antibiotico




Figura N°12
Procedimiento de filtracion

Figura N°13
Repique de colonias
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Figura N° 14
Etiquetado de eppendorf para colonias.

Figura N°15
Proceso de extraccion de ADN

Figura N°16
Preparacion de muestras para electroforesis
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Figura N°17
Resultado PCR en transiluminador
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Anexo N° 6: Aval de Traduccion

@ Universidad
Técnica de
Cotoped CENTRO DE IDIOMAS

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Mdioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que: La tradoccion del proyecto de mvestigacion  al
Idioma Inghés presentado por las sedoritas Egresadas de la Carrern de MEDICINA
VETERINARIA de la FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS
NATURALES: BUNGACHO MICHILENA MELANIE LIZETH y QUEZADA SUAREZ
PRISCILA ARIANNA, cuyo titulo versa “OCURRENCIA Y CARACTERIZACION DE
Escherichia coli RESISTENTE A CEFALOSPORINA DE TERCERA GENERACION
MEDIADO POR LA FAMILIA GENICA blaCTX-M EN EL RIO ISINCHE
LATACUNGA", ko realzaron bajo mi supervisidn y cumple con una correcta estructura

gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a ka verdad y awtonizo a kas peticionanias hacer uso del
presente certificado de la manera ética que estimaren conveniente.

Latacunga, marzo ded 2021

Atentamente,
[/

;- .'"] ,r'//

o |

LIC. MARIA FERNANDA AGUAIZA 1ZA
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
020345849.9

1803027935 Firmado
ndlgitaimente
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