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RESUMEN

Las enterobacterias son una de las causas principales de infecciones
intrahospitalarias y en la comunidad. Se han revisado un gran numero de casos de
resistencia a los carbapenémicos por parte de estos patdgenos, provocando un ambiente
alarmante. Actualmente, no hay suficiente evidencia acerca de resistencia por parte de
enterobacterias a estos antibidticos que sean aisladas de cuerpos de aguas en
Guatemala, lo cual es importante de estudiar ya que los rios y lagos son fuentes
importantes de recursos para la poblacion, ademas se sabe que son un conducto de
transferencia de bacterias patdgenas, lo cual genera enfermedades infecciosas para los
habitantes. Por lo tanto, en este estudio se evalu6 la presencia de resistencia bacteriana
de enterobacterias a Imipenem y Meropenem aisladas en las tres cuencas del Rio
Villalobos en Guatemala asi como generar informacion de utilidad para atender y
vigilar la resistencia de enterobacterias a carbapenémicos y asi poder tener un mejor

uso de antibidticos.

Se aislo e identificaron bacterias aisladas en los tres puntos de muestreo del Rio
Villalobos en donde la enterobacteria que se encontrd con mayor frecuencia en todos
los puntos fue Klebsiella pneumoniae con el 31.57%, presentando resistencia a ambos
antibidticos, pero con mayor inidce a Imipenem. El punto de muestreo con mayor
aislamiento de bacterias resistente fue la cuenca baja del Rio Villalobos, obteniendo un
mayor numero de bacterias aisladas e identificadas. Asimismo, La cuenca alta fue el
punto que obtuvo menos aislamientos de bacterias resistentes; sin embargo, ningiin
punto de muestreo tuvo diferencias estadisticas significativas, por lo que los tres puntos
tienen bacterias resistentes a los carbapenémicos No existe diferencia significativa
entre el crecimiento bacteriano en las placas de Imipenem y Meropenem en ninguna de
las cuencas del Rio de donde se obtuvieron las muestras. Esto indica que la resistencia
por parte de las coliformes y enterobacterias es para ambos antibioticos estudiados. No

se lograron aislar enterobacterias esperadas como como E. coli, Enterobacter u otras



especies las cuales se creian muy probables de encontrar en el rio por falta de

aislamiento e identificacion.

Considerando lo mencionado anteriormente, teniendo en cuenta las especies
aisladas del rio, la prevalencia de cepas de enterobacterias y de bacterias fermentadoras
productoras de carbapenemasas es alta en el medio ambiente, se manifiesta que las
aguas del Rio Villalobos son una fuente de propagacion de resistencia. Sin embargo, se
recomienda seguir el trabajo de investigacion con la caracterizacion de los genes de
resistencia de estas bacterias, identificandolos y asi poder tener un mejor detalle de la
resistencia que se presenta en el Rio Villalobos. Asimismo, también es importante
identificar si estas bacterias son clasificadas como multirresistentes tal y como lo
mencionan en la literatura. Por lo que se recomienda demostrar su resistencia a otras

clases de antimicrobianos para asi tener un minimo de tres clases.



I. INTRODUCCION

El descubrimiento de la penicilina y su uso generalizado en humanos a partir de la
década de los 40 fue revolucionario en la industria de la salud, haciendo posible el
tratamiento de infecciones bacterianas. A partir de esto, se fueron creando mas familias
de antibioticos, sin embargo, conforme iba creciendo su uso, las bacterias mostraban
respuestas de mecanismos de resistencia. La resistencia de las bacterias se ha vuelto
muy comun y esto tiene consecuencias que desafian la salud publica a nivel mundial,
causando altas tasas de morbilidad, y mortalidad.

El aislamiento de bacterias multirresistentes a antibidticos ha ido incrementando y
esto ha preocupado a muchos paises ya que conforme va avanzando su aumento, es mas
dificil tratar infecciones comunes con antibidticos. Asimismo, el fallo terapéutico
provoca que este tipo de bacterias puedan diseminarse en la comunidad y no solo en
ambientes hospitalarios.

El incremento en la resistencia bacteriana a antibidticos es consecuencia de una
serie de acontecimientos que incluyen: la baja disponibilidad de antibioticos efectivos,
la ineficiencia de medidas de prevencion o alternativas de tratamientos de antibioticos,

mal uso de antibioticos y falta de adherencia en los tratamientos.

Los carbapenémicos pertenecen al grupo de antibidticos mas utilizados para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistenes. Son unos de los -
lactdmicos mas potentes, que tienen eficacia, seguridad y amplio espectro, por lo que

son usados para infecciones y patologias avanzadas.

Debido a que la resistencia hacia otros antibidticos convencionales ha ido
aumentando, el uso clinico de los carbapenémicos también ha incrementado, llevando
a detectarse, cada vez mas frecuentemente, bacterias con resistencia a los mismos, lo
cual ha causado preocupacion hacia el tratamiento de infecciones principalmente
causadas por Pseudomonas aeruginosa multirresistente, y enterobacterias productoras

de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).



Cabe mencionar que en menos de veinte afos estas bacterias manifestaban que eran
susceptibles a los carbapenémicos (Shaikh, 2014). Uno de los mecanismos de
resistencia principales de las bacterias a los carbapenémicos son las enzimas
carbapenemasas: tipo A (KPC), tipo B (Metalo-B-lactamasas) y D (Oxacilinasas)
(Rodriguez, 2013). La deteccion de los productores de estas enzimas es un compromiso
importante para la salud publica ya que se ha presentado un gran incremento de

diseminacion, provocando que los carbapenémicos se vuelvan menos ttiles.

En 2011, se emiti6 una alerta epidemiolédgica de cepas de Klebsiella pneumoniae
en Guatemala, ya que se habia aislado la cepa multirresistente tipo Nueva Delhi
(NDM). El Laboratorio Nacional de Salud indic6 que existian dos cepas NDM

obtenidas de dos hospitales nacionales.

Ante el suceso de las cepas encontradas de Klebsiella pneumoniae tipo NDM, la
OPS destaca la importancia de la vigilancia y deteccion de los microorganismos

patdgenos asi como el mecanismo de resistencia que tienen (PAHO, 2011).

La industrializacion y las actividades humanas han convertido el medio ambiente
en colectores de materiales de desecho. Como resultado, muchos recursos hidricos se
han vuelto dafiinos y peligrosos para el hombre y otros sistemas vivos. La aparicion de
los organismos resistentes pueden ser resultado de la produccion de antibiodticos por la
practica veterinaria, médica, de agricultura y en animales de cultivo, lo cual es peligroso
ya que los reservorios de genes de resistencia pueden proporcionar una fuente de genes
transferibles para patogenos emergentes. Los cuerpos de agua al recibir todos los
desechos mencionados, se vuelven este tipo de reservorios (Belachew, et al., 2018).No
se ha efectuado estudios de dichos genes de resistencia a carbapenémicos en cuerpos
de agua en Guatemala. Este estudio se llevara a cabo en la cuenca del rio Villalobos ya
que es un rio tipo urbano que cuenta con alta densidad poblacional provocando cambios
de uso del suelo afectando el comportamiento hidrologico del rio. Existen catorce
municipios que desembocan en la cuenca, permitiendo descargas de aguas urbanas,
industriales y otros tipos de desechos, ocasionando deterioro de la calidad del rio, y a

la vez, causando danos a la salud de los habitantes (Alfaro, M. F. C).



II. MARCO CONCEPTUAL

A. Antecedentes del problema

La FDA en 2011, comunico que se uso el 80.5% del total de antibidticos consumidos en
los Estados unidos en animales de granja. Se sabe que los antibidticos son usados como
tratamiento de enfermedades, pero también como componente alimenticio para los animales,
asi servir como promotores del crecimiento del animal y poder mejorar el tamafio para
obtener mas carne y producir mas leche en el caso de los bovinos (Landers, Cohen, Wittum,

& Larson, 2012).

A finales del 2015 e inicios del 2016, en Guatemala, Las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos y Agua, (ETAs) se presentaron en zonas de alerta, dando un factor de riesgo al
consumir alimentos fuera del hogar. Cabe mencionar que nifios y nifas de 1-4 afios, fueron
el grupo de edad que se vio més afectado por la contaminacion de los alimentos, seguidos

por el grupo de bebés menores de un afio (Aldana, 2017).

En Guatemala, hasta julio de 2019, se podian adquirir los antibidticos sin receta médica,
y por consecuencia de esto, la aparicion y propagacion de la farmacorresistencia empeord. Si
no se toman acciones, muchas infecciones comunes y lesiones podran llegar a ser muy

peligrosas que hasta podria llevar a la muerte (Aldana, 2017).

El sistema Mundial de Vigilancia antimicrobiana de la OMS (GLASS) ha mostrado la
difusion de la resistencia a los medicamentos, antibidticos, en medio millon de personas
supuestas a infecciones por bacterias. Esto se efectud en 22 paises, incluyendo Guatemala.
Las bacterias resistentes notificadas con una mayor prevalencia fueron Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus pneumoniae.

Los datos obtenidos para Guatemala por la OMS se muestran segun la bacteria encontrada

en los casos presentados con el antibidtico utilizado:



e F. coli: setiene 39.8% de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y 41%
resistencia a fluoroquinolonas con una muestra de 1607 colonias aisladas en
infeccion de tracto urinario en el 2010 con datos publicados en el 2013.

e K pneumoniae: se tiene 31% de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
con una muestra hospitalaria de 2884 colonias aisladas y 3% de resistencia en
carbapenems, especificamente Meropenem con 2884 colonias aisladas en
muestras hospitalarias en el 2010 con datos publicados en el 2013.

o S. aureus: 52% de resistencia a meticilina (MRSA) en 666 muestras comunitarias
con datos obtenidos en el 2010 y datos publicados en el 2013 (World Health
Organization, 2014).

En el 2010 se desarroll6 un estudio para determinar, por medio de la técnica de difusion
en disco (sinergismo de EDTA 0.5M y carbapenems), presencia de metaloenzimas como
mecanismo de resistencia en 95 aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp.
obtenidas del Laboratorio Nacional de Salud que provenian del Hospital Roosevelt. Se reviséd
el tipo de muestra y el tipo de servicio de donde se obtuvieron las muestras. Se determin6
que de los 95 aislamientos, 29 eran de Pseudomonas sp 'y 66 de Acinetobacter sp. Como
resultados, se obtuvieron que el 66% de las cepas de Pseudomonas sp. y el 33% de las cepas
de Acinetobacter sp. tenian presencia de metaloenzima. Las muestras en donde se
encontraron las metaloenzimas, fueron por su mayoria, en aspirado traqueal y secreciones.
Los servicios en donde se aislaron con mayor frecuencia y que mostraban presencia de la
metaloenzima, fueron en unidades de cuidados intensivos de pediatria y adultos (Espinoza,

2010).

En el 2011, Morales, et al., en el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala,
identificaron dos cepas de Klebsiella pneumoniae resistente a los carbapenems, las cuales
fueron referidas por hospitales, una de tipo MBL y la otra del tipo KPC en donde se determino
que estas cepas podian deseminarse e incluso que pudieran surgir otras especies con este

mecanismo de resistencia (Morales, Arbizl, Barrios & Valenzuela, 2011).



En el 2014 se realizo una investigacion en donde se determiné por medio de PCR de
punto final la presencia de carbapenemasas KPC y NDM en 54 aislamientos de Klebsiella
pneumoniae , obtenidas del Hospital General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.
Asimismo, se definio el tipo de muestra y servicio del hospital en donde fueron aisladas las
bacterias. Los carbapenémicos utilizados fueron Imipenem y/o Meropenem. Se encontrd que
el 91% de las muestras portaban el gen NDM. Ademas, las bacterias aisladas con mayor

frecuencia fueron el 37% en sangre y 14% en orina (Velasquez Porta, & Lau Bonilla, 2016).

En 2014 y 2015 Guerra-Carias desarrolld el estudio de caracterizacion de
carbapenemasas en enterobacterias de muestras de pacientes que acudieron al Hospital
General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala, en donde determiné que en el 2014 el
100% de las carbapenemasas fueron de tipo metalo-f-lactamasas (MBL); en 2015, el 76%
fueron MBL y el 24 % Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC). Asimismo, determind
que la enterobacteria productora de carbapenemasas con mayor frecuencia fue Klebsiella
pneumoniae con un 81 % en 2014 y 69 % en 2015. Los resultados que se muestran, prueban
que existe una constancia de carbapenemasas que inciden al llamado ante el riesgo que se

tiene en la salud de la poblacion guatemalteca (Carias, Acevedo, & Porta, 2020).

B. Justificacion

Los antibioticos se utilizan, en general, para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
las cuales se saben que son resultado de las infecciones por presencia y crecimiento de
agentes bacterianos patdgenos en un organismo. Asimismo, la mayoria de los antibioticos,
también son utilizados en animales de granja, con el fin de usarlos como componente
alimenticio para ellos mismos y asi servir como generadores del crecimiento del animal y

luego poder usarlo para el consumo humano.

Por otro lado, el mal uso de antibidticos ha llevado a administrar los medicamentos en
dosis inadecuadas, ya sea en cantidades excesivas, provocando toxicidad, o bajas dosis que
se vuelven inefectivas; asi como la administracion sin prescripcion de un médico, lo que lleva

a la seleccion de bacterias resistentes a dichos medicamentos. En la OMS se mostré que la



resistencia a los antimicrobianos, en general, es una seria amenaza para la salud, ya que hace
mas dificil el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas como tuberculosis o
enfermedades intestinales diarreicas y neumonias, las cuales son la causa de 10 millones de
muertes anualmente en el mundo. Se debe reconocer la resistencia a los antibioticos como
una amenaza para la salud de las personas, tanto en el &mbito farmacéutico como en el
alimenticio. La resistencia a los antibidticos puede afectar a cualquier persona y esto es por
consecuencia al mal uso de antibitdticos. Cada vez es mayor el nimero de infecciones, y los
tratamientos para estas, se vuelven mas dificiles de formular y de tratar debido a la pérdida
de eficacia de los antibioticos. En la actualidad se tienen muchos mecanismos de resistencia
que ponen en riesgo el tratamiento de las enfermedades infecciosas comunes que también

pueden ser transmitidas por medio de los alimentos: como salmonelosis.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos y por agua (ETAs) son consideradas
como un problema en la salud de las personas, ya que estas enfermedades son por la
contaminacion que hay en los alimentos y en el agua con la cual estos alimentos han sido
cultivados y cosechados. Dicha contaminacion se debe a microorganismos, parasitos, y

sustancias que se desechan y desembocan en los rios o lagos de las ciudades (Aldana, 2016).

Los carbapenémicos se consideran como uno de los medicamentos mas confiables para
el tratamiento de infecciones bacterianas y la aparicion y propagacion de resistencia a estos
antibioticos establece un substancial inconveniente de salud publica. Sin embargo, estos
antibioticos son utilizados como de tercera linea, intrahospitalarios, por su gran espectro de
actividad. Ultimamente, ha habido una gran cantidad de investigacién sobre la resistencia a
carbapenémicos, (Codjoe & Donkor, 2018). Sin embargo, no existen estudios de revision de
resistencia a los carbapenémicos en aguas cominmente utilizadas o como depositos
contaminantes de industrias, hospitales, municipalidades entre otros, en Guatemala. Es
importante concientizar al personal de salud y a la poblacion acerca de la resistencia
bacteriana a este grupo de antibidticos porque no son la primera opcidon que el médico deberia
tomar para el tratamiento de alguna infeccion no severa. Asimismo, Enterobacterias como
Klebsiella spp y Escherichia coli son de las principales bacterias patdogenas que causan

infecciones intrahospitalarias. Ultimamente ha aumentado la resistencia a carbapenémicos y



las infecciones producidas por estas bacterias han aumentado dando como resultado una falla

terapéutica que produce mas efectos adversos.

En la actualidad, muchas industrias, municipalidades, hospitales y otros establecimientos
vierten grandes volumenes de desechos al Rio Villalobos provocando contaminacion extrema
por lo que su calidad de agua se ve afectada. Los sistemas de rios y lagos son ecosistemas
que tienen reservorios de genes resistentes a antibioticos. Ademas, estos se convierten en
rutas de dispersion de patogenos resistentes, aumentando el riesgo de transmision a humanos

(Marathe et al., 2017).

La resistencia a los antimicrobianos es considerada una de las amenazas mas importantes
para la salud publica. El Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA) ha comprendido el papel del medio ambiente en la resistencia a los
antimicrobianos como el primero de seis problemas emergentes de interés ambiental

(PNUMA, 2017).

Los lagos y rios proporcionan importantes recursos hidricos para el ser humano.
Asimismo, estos cuerpos de agua son influenciados por actividades humanas. Los rios que
afluyen son conexiones a lagos, lo cual es importante ya que estos llevan materiales
contaminantes hacia los lagos y despliegan un control fundamental sobre la calidad de agua
de los lagos (Zhang et al., 2019). En los rios existen sedimentos y microorganismos exogenos
que son adsorbidos acumulativamente, como heces, y agentes antimicrobianos selectivos,
como antibidticos o biocidas. Al encontrarse en los rios, estos los transfieren a los lagos por
medio de flujos de aguas y pueden generar enfermedades infecciosas como ETAS y
contribuyen que los antibidticos sean ineficaces, dando un alto riesgo para la salud humana
(Marathe et al., 2017). Es por esto por lo que el monitoreo de estos microorganismos es
importante y vital para prevenir resultados indeseables en cuanto a la salud humana. Al
efectuar un estudio de este impacto, los datos obtenidos serdn utiles para el control y
prevencion de enfermedades infecciosas, asi como contribuird a disefar estrategias para
reducir la diseminacion de la resistencia a los antibidticos, principalmente los

carbapenémicos.



Las enterobacterias son una de las causas principales de infecciones intrahospitalarias y
en la comunidad. Se han revisado un gran numero de casos de resistencia a los
carbapenémicos por parte de estos patogenos, provocando un ambiente alarmante.
Actualmente, no hay suficiente evidencia acerca de resistencia por parte de enterobacterias a
estos antibidticos que sean aisladas de cuerpos de aguas en Guatemala, lo cual es importante
de estudiar, ya que los rios y lagos son fuentes importantes de recursos para la poblacion,
ademas se sabe que son un conducto de transferencia de bacterias patogenas, lo cual genera
enfermedades infecciosas para los habitantes. Por lo tanto, en este estudio se busca
proporcionar una evaluacion de resistencia de enterobacterias a los carbapenémicos
(Meropenem e Imipenem) en el Rio Villalobos, el cual es un cuerpo de agua utilizado
regularmente en Guatemala. Se efectuaron muestreos en distintos sitios, en agosto del 2021,
para tener puntos comparativos entre los mismos y saber qué area se ve mas afectada por la
contaminacion de desechos provenientes de los municipios que comprenden la cuenca, asi
poder evaluar si existe resistencia por parte de las bacterias aisladas a los carbapenémicos
estudiados y establecer si existe riesgo de infecciones que no se puedan tratar con eficacia 'y

seguridad.

C. Planteamiento del problema
(Las enterobacterias aisladas del Rio Villalobos en la Ciudad de Guatemala
presentan resistencia a los antibidticos carbapenémicos: Meropenem e Imipenem?
D. Alcance y limitantes del problema

1. Alcance:

e Criterios de inclusién: Se incluyeron todas las cepas de enterobacterias E. coli,

género Klebsiella, Enterobacter y coliformes productores de betalactamasa de
espectro extendido procedentes del muestreo del Rio Villalobos.

e Ciriterios de exclusion: Se excluyeron todas las cepas contaminadas, las que no se

lograeon aislar completamente o con alta pureza. Solo se trabajoé con

Enterobacterias especificas y fermentadoras de carbapenemasa; no otro tipo de



bacterias que se encuentren.

2. Limitantes:
e Control de variables a medir

e Lugares permitidos para muestrear en el rio



III. MARCO TEORICO

A. Antibioticos

1. Generalidades

Se considera un antibidtico como una sustancia producida por microorganismos o
una sustancia similar -producida parcialmente o totalmente por sintesis quimica- que
en bajas concentraciones inhibe el crecimiento de otros microorganimos ( Russell,
2004). La accion del antibiodtico contra el microorganismo es de naturaleza selectiva ya

que cada antibidtico se caracteriza por un espectro antimicrobiano especifico.

(Schofield, 2015).

Algunos antibioticos tienen altos potenciales quimioterapéuticos y esto les permite
usarse para diversas infecciones microbianas en animales y humanos. Muchas
enfermedades infecciosas que antes no se podian curar o eran mortales, ahora se tratan

de forma efectiva con antibioticos.

Los antibidticos actian impidiendo varios blancos moleculares dentro de las
bacterias y su superficie celular, inhibiendo el crecimiento o destruyéndolas. Dichos
blancos son, entre otros: las enzimas que sintetizan la pared bacteriana; el ribosoma
bacteriano ( en donde se bloquea la producciéon de nuevas proteinas); enzimas
requeridas para la sintesis de nucleotidos y la replicacion del ADN (Schofield, 2015;
Katzung, 2017)

2. Uso de antibioticos en humanos

Los antibidticos, por lo general, se han utilizado para el tratamiento de

enfermedades infecciosas. Las enfermedades infecciosas se conocen como
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enfermedades que son resultantes de la infeccion, presencia y crecimiento de agentes
biologicos patogenos presentes en un organismo huésped individual. Los patdgenos
infecciosos incluyen: virus, bacterias, hongos, protozoos, etc. Cabe mencionar que los
antibioticos pueden matar bacterias (bactericidas) o, anular el crecimiento
(bacteriostatico) al atacar componentes esenciales del metabolismo de las bacterias
(Schofield, 2015), y que no tienen efecto contra virus, hongos y protozoos, para los que

se requiere otro tipo de medicamentos.

La historia de los antibioticos abarca mas de 100 afos, en donde se han utilizado

con el fin de combatir las enfermedades infecciosas causadas por bacterias.

a. Mecanismos de accion de antibioticos:

e Antibidticos que atacan la biosintesis de la pared celular.

Los antibioticos f-lactamicos son el grupo de antibidticos mas utilizado, estos en
sus estructuras moleculares contienen un anillo de flactamico. Los [-lactamicos
incluyen penicilina, los grupos de cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos y
derivados de penicilina. La mayoria de S-lactamicos, inhiben la sintesis de la capa de
peptidoglucano de las paredes celulares de las bacterias, por medio de enlaces
irreversibles al sitio de accion de las proteinas de unién a la penicilina (PBP). Las
penicilinas, derivadas del Penicillium, son uno de los primeros antibidticos efectivos
contra cepas Gram-positivo de estreptococos y estafilococos, asi como algunas

bacterias Gram-negativo (Schofield, 2015; Katzung, 2017).

Los polipéptidos son una clase de antibioticos que contienen cadenas de
polipéptidos no proteicos. Inhiben la biosintesis de la pared celular bacteriana al
interferir con la desfosforilacion del pirofosfato de isoprenilo C55. Este antibiotico es
utilizado contra especies de Staphylococcus y S. pyogenes, por lo que se usan para el
tratamiento de infecciones de la piel y la prevencion de infecciones por heridas

(Schofield, 2015; Katzung, 2017).

11



Los glucopéptidos estan compuestos por péptidos no ribosémicos ciclicos o
policiclicos glicosilados. Estos antibioticos inhiben la sintesis de las paredes celulares
en microorganismos susceptibles al inhibir la sintesis de peptidoglicano (Katzung,

2017).

La fosfomicina es un antibiotico de amplio espectro, es bactericidas e inhibe la
biosintesis de la pared celular bacteriana al inhibir la enzima UDP-N-
acetilglucosamina-3-enolpiruviltransferasa. Es utilizado para infecciones del tracto
urinario solo si se utiliza como monofdrmaco y administrado oral. Si se usa en como
tratamiento combinado con tobramicina, trata infecciones pulmonares en pacientes con

fibrosis quistica (Schofield, 2015; Katzung, 2017).

La cicloserina, un antibidtico utilizado para el tratamiento de Mycobacterium
tuberculosis. Este inhibe la biosintesis de la pared celular en bacterias al inhibir la
enzima alanina racemasa y la D-alanina ligasa. Cabe mencionar que es considerado un

medicamento de segunda linea para la tuberculosis (Schofield, 2015; Katzung, 2017).

e Antibidticos que atacan la membrana celular bacterianas

La daptomicina es un producto de fermentaciéon de lipopéptidos ciclicos de
Streptomyces roseosporus. Su espectro de actividad es similar al de la vancomicina,
excepto que, su efecto bactericida es mas rapido in vitro. Asimismo, tiene actividad
contra cepas de enterococos y S. aureus resistentes a la vancomicina. El mecanismo de
accion no se comprende completamente, pero se sabe que se una a la membrana celular
por medio de una insercion dependiente de calcio en la cola lipidica. Esto da lugar a la
despolarizacion de la membrana celular con salida de potasio y por lo tanto se da una

muerte celular rdpida (Katzung, 2017).
La Bedaquilina, un medicamento nuevo contra la tuberculosis, inhibe una enzima

especifica de ATP de micobaterias, la cual necesitan para convertir la energia para su

reproduccion.
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Polimixos, derivados de Paenibacillus polymyxa, contienen un grupo ciclico de
péptido en su estructura. Este ha mostrado actividad antibacteriana cuando se une al
lipopolisacarido de la membrana externa de las bacterias; interrumpe las membranas
tanto externas como internas por la funcion de su estructura (cola hidréfoba). Estos
antibidticos han sido considerados para el tratamiento clinico de infecciones por

bacterias Gram- negativo (Schofield, 2015).

e Antibidticos que afectan la sintesis de proteinas

Los aminoglucosidos son antibidticos que tienen azicares modificados con un
grupo amino en sus estructuras. Kanamicina es un antibidtico de este grupo, es
bactericida. Su mecanismo se basa en la union de la subunidad 30 del ribosoma
bacteriano. Inhibe la sintesis de proteinas ya que interfiere en la uniéon del formil-
metionil. ARNt a la subunidad 30S. Es un antibiotico de amplio espectro y es utilizado
contra Gram-positivo y Gram-negativo. Es muy utilizado en infecciones quirtrgicas,
urinarias y respiratorias causada por los patdgenos mencionados anteriormente

(Katzung, 2017).

Cloranfenicol es un antibiotico aislado de Streptomyces venezuelae. Es un farmaco
utilizado contra Gram- positivo especificamente Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), también en Gram-negativo y anerobios, pero no contra
Enterobacter. Al principio se utilizaba como tratamiento de Tifus,, ocasionado por
Rickettsia typhi , pero ahora se utiliza mas para meningitis y abscesos cerebrales

causados por Staphylococcus (Katzung, 2017).

Eritromicina, un antibiotico macrélido, aislado de Saccharopolyspora erythraea,
inhibe el crecimiento de las bacterias, sin embargo no se ha logrado establecer bien su
mecanismo de accidén o no se ha comprendido bien. Se ha establecido que suprime la
sintesis de proteinas evitando que continlie con su proceso. Es por esto que es

conveniente para personas alérgicas a la penicilina. También ha sido utilizado como
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agente procinético debido a que puede inducir los trastornos gastrointestinales

(Katzung, 2017).

Cetolidos: son derivados de la eritromicina. La telitromicina es el primer antibiotico
cetolido que ha sido utilizado clinicamente. Los cetolidos son efectivos contra las
bacterias resistentes a macrolidos ya que se unen en dos sitos al ribosoma de las

bacterias y modifican dichas estructuras que regulan la resistencia (Katzung, 2017).

Tetraciclinas: Son antibidticos de amplio espectro que inhiben la sintesis de
proteinas al unirse a la subunidad ribosomica 30s en la traduccion del ARNm. Por lo
general, son utilizadas para tratar infecciones urinarias o en los intestinos. También es
importante mencionar que son utilizadas para el tratamiento del acné y rosacea severa

o graves (Etebu, & Arikekpar, 2016; Katzung, 2017).

El 4cido fusidico es un antibidtico esteroideo de caracter lipofilico con fuerte
actividad contra Gram-positivocomo en Staphylococcus y Streptococcus. Inhibe la
transferencia de aminoéacidos de aminoacil-sSRNA a proteinas en los ribosomas.

También tiene actividad contra MRSA (Staphyvlococcus aureus resistente a meticilina).

Ha sido utilizado para tratar acmé y para mejorar los sintomas de este (Etebu, &

Arikekpar, 2016)

Las oxazolidinonas son antibioticos compuestos por 2-oxazolidona en su estructura.
Inhiben la sintesis de proteinas cuando interfieren en la uniéon de N-formilmetionil-

tRNA al ribosoma. Son utilizados contra muchos patégenos Gram-positivo incluyendo

Linezolida es el tnico disponible actualmente y es utilizado en infecciones cutaneas

complicadas, neumonia nosocomial y otros padecimientos (Etebu, & Arikekpar, 2016).

e Antibidticos dirigidos a los nucle6tidos

La rifampicina es un bactericida que funciona inhibiendo la ARN polimerasa

dependiente del ADN de la bacteria, dando una inhibicién de la sintesis del ARN
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dependiente de ADN bacteriano. Se utilizo para la tuberculosis, pero en combinacion
con el acido fusidico combate MRSA. Trata infecciones causadas por Neisseria

meningitidis, patdgenos transmitidos por garrapatas (Katzung, 2017).

Las quinilonas son antibidticos de amplio espectro. El acido nalidixico fue un
antibidtico de primera generacion. Se usaba para las infecciones urinarias. Entre este
grupo también se encuentran las fluroquinolonas, las cuales son utilizadas en la parte
clinica. Estas inhiben el crecimiento bacteriano al entrar en contacto con la ADN girasa
y ADN topoisomerasa IV en el ADN como un complejo farmaco-enzima-ADN. Estos

antibioticos se enfocan en las infecciones que son adquiridas en el area hospitalaria.

Fidaxomicina es un antibidtico macrociclico con espectro de accidon ancho, es
activo contra aerobios y anaerobios Gram-positivos, sin embargo, su actividad contra
Gram-negativos es estrecha. La fidaxomicina funciona inhibiendo la sintesis de
proteinas bacterianas al unirse a la subunidad sigma de ARN polimerasa. La
fidaxomicina ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de la colitis por C.

difficile en adultos (Katzung, 2017).

Los nitrofuranos son antibidticos con un anillo furano y un grupo nitro. Actiian
dafiando el ADN de la bacteria debido a que su forma reducida es muy reactiva. La
furozolidona se usa para tratar la diarrea y la enteritis bacteriana y prtozoarias. La
nitrofuntoina es usada para infecciones urinarias causadas por E. coli y otros

enteropatdgenos (Schofield, 2015).

Los nitromidazoles son derivados del imidazol; son de amplio espectro y tienen
actividad contra Gram- positivo y Gram-negativo. Cabe mencionar que tienen baja
incidencia de resistencia. Funcionan rompiendo la cadena de ADN para destruir a las

bacterias (Schofield, 2015).
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e Antibidticos que inhiben las vias metabdlicas

Sulfonamidas, las primeras tabletas antimicrobianas. Estas funcionan inhibiendo de
forma competitiva la enzima duhidropteroato sintetasa (DHPS), enzima implicada en
la sintesis de folato. Son utilizadas para cancroide, gangrena gaseosa, artritis
linfogranuloma, enfermedades infecciosas causadas por Streptococcus, y meningococo,

entre otros.

La trimetoprima, inhibe selectivamente el 4cido dihidrofélico reductasa bacteriano,
e cual convierte el acido dihidrofolico en acido tetrahidrofo6lico, lo que conduce a la
sintesis de purinas y finalmente a ADN. La trimetoprima en combinacién con una
sulfonamida bloquea los pasos secuenciales en la sintesis de folato, lo que resulta en
una aumentar la actividad de ambos medicamentos. La combinaciéon a menudo es
bactericida, en comparacion con la actividad bacteriostatica de una sulfonamida sola.
La combinaciéon de trimetoprim-sulfametoxazol es el fdrmaco de eleccion para
infecciones como la neumonia por Preumocystis jirovecii, toxoplasmosis, nocardiosis

y, en ocasiones, otras infecciones bacterianas (Katzung, 2017).

Los nitrofuranos son antibidticos con un anillo furano y un grupo nitro. Actiian
dafiando el ADN de la bacteria debido a que su forma reducida es muy reactiva. La
furozolidona se usa para tratar la diarrea y la enteritis bacteriana y protozoarias. La
nitrofuntoina es usada para infecciones urinarias causadas por E. coli y otros

enterogenos (Katzung, 2017).

Los nitromidazoles son derivados del imidazol; son de amplio espectro y tienen
actividad contra Gram- positivo y Gram-negativo. Cabe mencionar que tienen baja
incidencia de resistencia. Funcionan rompiendo la cadena de ADN para destruir a las

bacterias (Katzung, 2017).
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3. Betalactamicos

Los betalactaimicos han sido los antibidticos mas comunes para el tratamiento de

infecciones bacterianas.

Todos los B-lactamicos tienen una estructura basica con un anillo de tiazolidina
unido a un anillo B-lactama y un grupo amino secundario (RNH-). Los sustituyentes R
pueden unirse al grupo amino. La integridad de los anillos A+B son los que le dan la
actividad biologica y al hidrolizar el anillo B-lactdmico,, se produce acido penicildico

que no tiene actividad antibacteriana (Letourneau, 2017; Shaikh, Fatima, Shakil, 2015).

Am|dase—\"'l' H H s
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Lactamase
Substituted 6-aminopenicillanic acid

Figura No. 1. Estructura quimica de la penicilina, mostrando el anillo B-lactdmico

(Katzung, 2017).

Esta familia de antibidticos se ha determinado como la causa principal de resistencia
a los antibidticos por parte de bacterias Gram-negativo . Debido a que hay muchas
cepas bacterianas y han sido expuestos a los antibidticos B-lactdmicos, ha provocado
que haya una mutacion de las B-lactamasas en las bacterias, expandiendo la actividad
incluso contra los nuevos antibidticos B-lactamicos. Las B-lactamasas son enzimas
producidas por las bacterias Gram-positivo y Gram- negativo como un mecanismo de
defensa contra estos antibidticos. Estas enzimas cuando son de espectro extendido se

conocen como BLEE (Katzung, 2017; Carroll, Butel, & Morse, 2015).

La diferencia entre la susceptibilidad de las bacterias Gram-positivo y Gram-

negativo a los betalactamicos es principalmente por las diferencias estructurales que
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estas dos poseen, la cantidad de peptidoglucano , los receptores lipidicos, enzimas

autoliticas, que determinan la penetracion o unioén-actividad de los antibidticos.

La resistencia ante estos antibioticos es determinada por la produccion de f-
lactamasas que presentan las bacterias. Estas enzimas abren el anillo B-lactamico
eliminando la actividad antimicrobiana. Algunas B- lactamasas estan mediadas por
plasmidos, las cuales se producen constitutivamente y pueden moverse de una especie

a otra.

a. Mecanismo de accion de los f-lactamicos

Los antibidticos [-lactamicos actian inhibiendo el crecimiento bacteriano
interfiriendo con la transpeptidacion de la sintesis de la pared celular de las bacterias.
Cabe mencionar que esta inhibicion solo es una de las tantas actividades que realizan

estos medicamentos, sin embargo, es la mejor estudiada y entendida.

La pared celular estd conformada por una capa externa rigida que rodea una
membrana citoplasmatica. Esto permite mantener la célula interferida y evita la ruptura

o lisis celular debido a la presion osmotica.
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Figura No. 2. Pared celular de Gram-negativo y Gram-positivo

(Bruslind, 2020).

El antibidtico se une a los receptores celulares o proteinas de unién a penicilina

(PBP), las cuales eliminan la alanina terminal del péptido en la pared celular en el
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proceso cuando forma un enlace cruzado con un péptido que se encuentre cerca. Esto
hace que se bloquee la sintesis del peptidoglucano y esto provoca la eliminacion del

inhibidor de enzimas autoliticas de la pared celular.

Los enlaces cruzados son los responsables de la rigidez de la pared celular, entonces
al eliminar este aminodacido, destruye la pared. Cabe mencionar que los betalactamicos
matan a las células bacterianas cuando crecen de forma activa y sintetizan la pared
celular. Ademas, los diferentes receptores tienen distintas capacidades para el farmaco,

cada uno puede medir un efecto diferente. (Shaikh, Fatima, Shakil, 2015).
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Figura No. 3. Mecanismo de accion de los betalactamicos
(Suarez, & Gudiol, 2009).

b. Carbapenémicos

Son antibioticos del tipo B-lactdmicos, utilizados ampliamente en la clinica debido

a su gran eficacia y seguridad. Sin embargo, muchas especies bacterianas han

19



conseguido resistencia, provocando inquietud en las infecciones asociadas por

Pseudomonas y enterobacterias BLEE.

Los carbapenémicos son el tipo de B-lactdmicos mas potentes, por lo cual se utilizan
en infecciones asociadas a la atencion de la salud con pacientes mas criticos (Carroll,

Butel, & Morse, 2015).

Los carbapenémicos tienen una actividad antibacteriana de amplio espectro ante
Gram-positivo y Gram-negativo, incluyendo anaerobios. Se encuentran relacionados a
los B-lactdmicos por su estructura, ya que contienen un carbapenem acoplado a un
anillo los B-lactdmico que da proteccion contra la mayoria de las B-lactamasas como
la la metalo-B-lactamasa (MBL) asi como las B-lactamasas de espectro extendido -
BLEE- (Katzung, 2017; Carroll, Butel, & Morse, 2015). Difieren de las penicilinas por
un cambio de un carbono a azufre y por la saturacion de los enlaces y las cadenas

laterales.

Estos antimicrobianos bactericidas de B-lactamasas, tienen eficacia comprobada en
infecciones graves causadas por las bacterias que producen B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). También son usados para el tratamiento empirico neumonia
nosocomial, infecciones urinarias complicadas, infecciones intrabdominales
complicadas, infecciones de la piel complicadas, y meningitis, entre otros (Carroll,

Butel, & Morse, 2015).
Dentro de esta familia se encuentran Doripenem, ertapenem, Imipenem,

Meropenem, ertapenem, panipenem y biapenen. Estos han sido usados como alternativa

por la resistencia a los antibioticos cefalosporinicos.
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(Katzung, 2017).

Su mecanismo de accidn funciona inhibiendo la sintesis de la pared celular durante
la transpeptidacion. Se unen a residuos de serina de las peptidasas de la parte externa
de la membrana citoplasmatica en las PBP (penicillin binding protein, proteinas que
fijan penicilinas). Asimismo, impiden la sintesis de peptidoglucano, provocando que
esta se ponga débil y que tenga autolisis destruyéndose por la presion osmética en las
bacterias Gram-negativo. Es por esto que se prefieren los carbapenémicos como
tratamientos para infecciones invasivas. Ademads, son ampliamente efectivos contra
bacterias como Pseudomonas aeruginosa y Acinobacter baumannii (Martinez, et al.,

2010; Katzung, 2017).

Imipenem fue el primer farmaco de esta clase. Es un farmaco de amplio espectro.
Tiene actividad contra la mayoria de bacterias Gram-negativo morfolégicamente de
bacilos, Gram-positivas, y bacterias anaerobias. Es inactivado por las
deshidropeptidasas en los tubulos renales, por lo que no se encuentra en altas
concentraciones urinarias. Ademads, se administra en conjunto con un Cilastatina, un
inhibidor de la deshidropeptidasa renal para no tener afecciones renales (Katzung,

2017).

Doripenem y Meropenem son similares al Imipenem, pero tienen mejor actividad

contra aerobios Gram-negativo y menor actividad contra Gram-positivo. No se
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degradan por la deshidropeptidasa renal, por lo que no necesitad de un inhibidor. Sin
embargo, el Imipenem/Cilastatina y Meropenem han sido estudiados en ensayos
comparativos en donde indican que su eficacia en el tratamiento es efectivo en
infecciones como intrabdominales complicadas, de piel, neumonias, infecciones de

tracto urinario y neutropenia febril (Fuentes-Martinez, 2017).

Sin embargo, el doripenem es altamente estable frente a la hidrolisis de las -
lactamasa, pero tiene concentraciones inhibitorias minimas mas bajas respecto a los dos
anteriores para Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa. Doripenem es
menos susceptible y mas lento en la hidrdlisis de carbapebemasas. Por otro lado, el
ertapenem es eficaz contra P. aeruginosa y es un poco limitado en comparacion con

Meropenem e Imipenem (Fuentes-Martinez, 2017).

Los carbapenémicos logran penetrar los tejidos y los fluidos corporales. Todos son
eliminados por los rifiones. Es importante mencionar que la dosis debe reducirse en los
pacientes con insuficiencia renal. La dosis de Imipenem es de 0,25 a 0,5g por via
intravenosa 6-8 horas. La dosis habitual de Meropenem en adultos es de 0,5-1g I'V cada
8 horas. Imipenem, Meropenem y doripenem tienen una vida media de una hora y
ertapenem tiene una vida media de 4h aproximadamente (Katzung, 2017). Imipenem
tiene efectos secundarios, incluyendo gastrointestinales dependientes de la dosis,

nauseas, vomitos, diarrea, erupciones cutaneas, entre otros.

En la actualidad, se wusan diferentes carbapénemicos como agentes
antipseudomonales. El eratapenem, Imipenem, y Meropenem se absorben poco por via
oral, por lo que son administrados via parenteral. Cabe mencionar que los
carbapenémicos tienen efectos en el metabolismo hepatico provocando hepatotoxicidad
con ictericia. Los pacientes alérgicos a penicilinas también pueden ser alérgicos a los

carbapenémicos, pero la incidencia de reactividad es menor al 1% (Katzung, 2017).
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4. Usos de antibioticos en industria agropecuaria

La importancia del uso de antibidticos en agropecuarios y agricolas ha causado
propagacion de resistencia a los antibioticos, ya que son una gran parte del aumento de
cepas resistentes. Mucho de esto no se encuentra en medicamentos veterinarios, sino
en la forma de aplicacion subterapéutica para el crecimiento de los animales y poder
vender la carne y para prevencion de enfermedades en los cultivos. Los antibidticos se
han asociado con una alta frecuencia de resistencia bacteriana en la microbiota
intestinal de pollos, cerdos y otros animales que son usados como productores de

alimentos para humanos (Chang, Wang, Regev-Yochay, Lipsitch, & Hanage, 2015).

Se indica que la poblacién se encuentra en riesgo de exposicion a nuevos
microorganismos patdgenos resistentes que provienen de animales, ya sea por contacto

directo, por ingestion de alimentos animales o por el agua contaminada.
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Figura No. 5. Ilustracion esquematica de posibles vinculos entre el uso de antibidticos en la
agricultura y las enfermedades humanas

(Chang, etal., 2015).

La mayoria de los antibidticos que se conocen son utilizados en animales de granja,
para el consumo humano. La FDA en 2011, comunic6 que se usaron el 80.5% del total

de antibidticos consumidos en los Estados unidos en estos animales.
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Se sabe que los antibidticos son usados como tratamiento de enfermedades, pero
también como componente alimenticio para los animales, asi servir como promotores

del crecimiento del animal (Chang, et al., 2015).

Asimismo, en la medicina veterinaria, las diferentes propiedades fisicoquimicas de
los antibioticos veterinarios afectan su capacidad de absorberse a los suelos o los
sedimentos y asi determinan su movilidad en los sistemas, ya sea suelo o agua. La
capacidad de absorcion de estos antibidticos a los suelos dependen del pH y puede
reducirse en la presencia de materia orgénica, lo que puede aumentar la movilidad y
disminuir su capacidad de biodegradarse. Con frecuencia se han encontrado
antibidticos veterinarios en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales, asi como en las plantas de tratamiento de agua potable (Tasho, & Cho, 2016;

Mo, et al., 2017).

Abuso y uso incorrecto de los antibioticos

El mal uso de antibidticos se refiere al administrar los medicamentos en dosis
inadecuadas, ya sea en cantidades excesivas provocando toxicidad, o, bajas dosis que
son inefectivas; la administracion sin prescripcion de un médico o profesional de la

salud autorizado; uso como antivirales.

La automedicacion con antibidticos es un problema a nivel mundial, con gran
impacto y que va aumentando cada vez més. Esta problematica varia en cada pais, en
consecuencia, de la venta libre de estos medicamentos, lo cual lleva a un consumo sin
un diagnoéstico previo y por consecuente, un mal uso de los mismos (Grigoryan, et la.,
2006). Este tipo de automedicacion es una de las causas principales de aumento de
resistencia antimicrobiana. El mal uso de antibidticos reduce el nlimero de antibioticos
efectivos y es alarmante ya que en los ltimos 25 afios no se han desarrollado nuevos

antibiodticos para tratar las infecciones bacterianas (OMS, 2014).
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En Estados Unidos, el uso de los antibidticos es excesivo. Se sabe que
aproximadamente el 80% de las ventas son para uso en la agricultura animal y el 70%
de estos son clases importantes de uso humano. El uso extensivo no terapéutico de los
antibioticos en animales causa resistencia a los antibidticos en humanos. Ademas, las
bacterias resistentes se transmiten a través del contacto directo con los animales, por

ejemplo, por el consumo de la carne poco cocinada de estos animales (Martin,

Thottathil, & Newman, 2015).

En 2019, entrd en vigor una nueva Normativa para la regulaciéon de medicamentos
que requieran prescripcion médica como lo son los antimicrobianos y esteroides
oftalmicos: Acuerdo 145-2019 y modificado posteriormente a través del acuerdo 181-

2019 (Arguello, 2019).

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Alimentacion, Universidad del Valle y Universidad de San Carlos de
Guatemala han creado una Red Nacional de Vigilancia y Control de la Resistencia
Antimicrobiana de Guatemala (REDRAM). Sin embargo, entes de la aprobacion de la
normativa mencionada, la FAO present6 estadisticas de las ventas de antibidticos en
las diferentes formas que se distribuyen en el pais:

e Entre el 0.2-0.4 de antibidticos se utilizan en la agricultura.

e Un 75-90% de los antibidticos usados en animales es excretado sin metabolizar al
ambiente y transportado principalmente por el agua.

e En 2010, el uso de antimicrobianos en ganaderia fue de 63,151 toneladas. Se

estimo que se iba a tener un incremento del 67% para el 2020, es decir, a 105,596

toneladas

(Arguello, 2019).

La resistencia a los antibidticos es un tema que ha causado preocupacion a nivel
mundial. Los antibioticos son los medicamentos mas vendidos en los paises en vias de

desarrollo. El uso excesivo de antibidticos para cualquier afeccion, aunque no sea por
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infecciones, ha incrementado este problema. También a esto se le atribuye que los
medicamentos alternos para las infecciones se elaboran de forma lenta; ya que se debe
tomar en cuenta aspectos econdmicos, conocimientos de los medicamentos y la

demanda mundial.

Es transcendental darle la importancia de implementar las medidas y regulaciones
para sostener la eficacia de los antibidticos e impedir el desarrollo de la resistencia.
Para esto se debe fomentar el uso adecuado en los sectores publicos y privados (OMS,

2014).

Se puede ver como la salud publica es afectada por el mal uso de antibidticos, al no
ser generalmente efectivos en las infecciones bacterianas. Es por esto por lo que se debe
evitar el tratamiento innecesario o se debe monitorear la adherencia al tratamiento para
llevar un control de la resistencia y asi poder controlar y reducir este grave problema.
La importancia de las recetas de antibioticos como parte de un programa de
administracion de los antimicrobianos, tener mejores regulaciones, deben ser

fundamentales.

Asimismo, el uso inadecuado y excesivo de estos medicamentos en los animales se
debe regular también, ya que es un factor que contribuye al aumento de los costos para
el tratamiento de las infecciones resistentes a los antibidticos en humanos. (Agarwal,

Yewale, & Dharmapalan, 2015).

En India, y en paises en de desarrollo, no todos los antibidticos necesitan receta, es
decir que no hay una imposicién de tener una receta valida para poder comprarlos.
Debido a este constituyente, se realizaron investigaciones que muestran varios patrones
de exencion y uso inadecuado de antibidticos. Un factor importante de mencionar es la
automedicacion, ya que es uno de los principales fundamentos del mal uso de
antibioticos. Y esto se debe a que las pautas de prescripcion de antibidticos no son

controlados (Ghaieth, Elhag, SHussien, & Konozy, 2015).
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En 2010, se realiz6 un estudio con estudiantes de segundo afio de la facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de Guatemala en donde se evidencid
que el 95% de los estudiantes se automedicaba con antibidticos. Indicaban que el 86%

de mujeres y 80% de hombres cumplian el tiempo del tratamiento (Arango-Azurdia,

2010).

En 2013, se realiz6 un estudio en dos distintas farmacias que atienden a
comunidades socioecondmicas diferentes. Se encontrd que en ambos grupos hubo 78%
de automedicacion, predominando mujeres (70%) de 20-29 afios. El antibidtico con
mayor incidencia de automedicacion fue amoxicilina (Ramay, Lambour & Cerdn,

2015).

B. Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae es un grupo de bacilos Gram-negativo que se
encuentran en los intestinos de animales y de humanos. En esta familia se encuentran
alrededor de 30 géneros y mas de 130 especies, en donde se encuentran los géneros

Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, entre otros (Carroll, Butel,

& Morse, 2015).

Las enterobacterias son microorganismos que tienen forma de baston, que, por lo
general miden 1-3 um de largo y 0.5 um de diametro. Su temperatura de crecimiento

optima es de 22°C y 37°C (Hernandez-Sanchez, 2020).

Entre sus principales caracteristicas se encuentran que son microorganismos
aerobios no formadores de esporas, pueden crecer como anaerobios facultativos, tienen
la capacidad de reducir nitratos a nitritos, fermentar la glucosa a acidos. La mayoria de

estas bacterias son mdviles (con flagelos peritricos) (Farmer J. , 1995).

Son componentes de gran importancia en la microbiota intestinal normal, sin

embargo, no son comunes como comensales en otras partes del cuerpo. Algunas
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especies son causa frecuente de infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS).
Las Enterobacterias son causa del 50 % de casos de septicemia, mas del 70 % de
infecciones del tracto urinario, provocan cistitis y en casos graves dan a lugar
pielonefritis. Aproximadamente, constituyen un 66 % de cepas aisladas a partir de

materia fecal de pacientes con gastroenteritis (Lopardo, 2016) .

Estas bacterias tienen una estructura antigena compleja y son productoras de toxinas
y de otros factores de virulencia. Las Enterobacteriaceae son los bacilos Gram-negativo
mas comun que se encuentran en laboratorios clinicos junto con Staphylococcus y
Streptococcus, y se encuentran entre las bacterias mds comunes que causan

enfermedades (Hernandez-Sanchez, 2020).

Morfolégicamente son cortos, pero es muy variable. Sus capsulas son grandes y
regulares en Klebsiella, y un poco menos en Enterobacter, son poco frecuentes en las

otras especies.
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Enterobacteriaceae.
Segtin la taxonomia de estos bacilos, de acuerdo con la base de datos de taxonomia
de Internet de la Biblioteca Nacional de Medicina, clinicamente relevantes solo se

comprenden 20 a 25 especies (Carroll, Butel, & Morse, 2015).

La pared celular estd compuesta por un polimero reticulado de porinas y

peptidoglicanos, B-lactamasas polisacaridos y péptidos. El polisacarido contiene
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aminos, azucares, N-acetilglucosamina y acido N- acetilmurdmico. Este péptido
termina en d-alanil-d-alanina. Se encuentra rodeada por una segunda membrana
lipidica, membrana externa (OM). El espacio que se encuentra entre la OM y la
membrana citoplasmatica es el periplasma. La OM es la pared protectora extra que
tienen este tipo de bacterias y esto impide que algunas sustancias puedan entrar. Las
porinas de esta membrana permiten la entrada de varias moléculas incluyendo los
farmacos. (Matar, 2017; Carroll, Butel, & Morse, 2015: Kapoor, Saigal, & Elongavan,
2017; Willey, Woolverton, & Sherwood, 2019)
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Figura No. 7. Estructura tipica de una bacteria Gram-negativa

(Woolverton, 2019).

29



1. Clasificacion

e Escherichia: en este género se encuentra Escherichia coli. Su morfologia se
caracteriza por un brillo en medios diferenciales como en el agar EMB. Tiene forma
de varilla. Es movil ya que posee flagelos peritricos, pero algunas cepas no son
movibles. E. coli Es el principal habitante anaerobio facultativo del intestino grueso
y es unico entre los microorganismos que integran la microbiota normal del tracto

gastrointestinal (Carroll, Butel, & Morse, 2015; Hernandez-Sénchez, 2020).

e Klebsiella, Enterobacter, Serratia: las especies de Klebsiella muestran un
crecimiento mucoide, tienen grandes capsulas de polisacarido y la mayoria de
especies no son movibles. Generalmente dan positivos para pruebas de lisina
descarboxilasa y citrato. En este género se encuentra Klebsiella pneumoniae, la cual
se encuentra presente en las superficies mucosas de mamiferos; en los seres humanos
coloniza la nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Las especies de Enterobacter dan
resultados positivos a motilidad. Enterobacter aerogenes tiene pequefias capsulas.
En las especies de Serratia, producen DNAasa, lipasa y gelatinasa (Carroll, Butel,

& Morse, 2015; Hernandez-Sanchez, 2020).

e Proteus — Morganella — Providencia: Se caracterizan por ser moviles, crecen en
medio de cianuro de potasio (KCN) y fermentan xilosa. Las especies de Proteus
tienen motilidad activa porque poseen flagellos peritricosos. Las especies Proteus y
Morganella morganii son ureasa positivas, y las especies de Providencia

generalmente son ureasa negativas (Carroll, Butel, & Morse, 2015).
o Citrobacterias: Estas bacterias son bacilos que se pueden presentar solas o en pares.
Generalmente dan positivas al citrato y se pueden diferenciar de Salmonella porque

no se descarboxilan en lisina (Carroll, Butel, & Morse, 2015).

e Shigella: Este género no suele ser movil y no fermentan lactosa, pero si pueden

fermentar otro tipos de carbohidratos produciendo acido, pero no gas. Este grupo
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posee cuatro especies y se encuentran muy relacionadas con E. coli. Cabe mencionar
que muchas especies comparten antigenos comunes entre si y con otras bacterias

entéricas (Carroll, Butel, & Morse, 2015).

e Salmonella: Las especies de Salmonella también son bacilos moviles que fermentan
glucosa y manosa sin tener una produccion de gas. No logran fermentar lactosa ni
sacarosa. La mayoria de especies de Sa/monella producen H»S, a diferencia de las
Citrobacterias. Son consideras como patdégenos graves para humanos o animales
cuando los ingieren. Antes existia un género llamado Arizona,pero ahora se incluyen

como subespecies en este grupo (Carroll, Butel, & Morse, 2015).

C. Resistencia bacteriana

1. Problematica global

La resistencia antimicrobiana es el resultado de la capacidad de un microorganismo
que resiste al efecto de un antibiotico, que a su vez provoca resistencia. Es decir que la
informacion genética de las bacterias se transfiere a la nueva genética por medio de
transferencia horizontal al intercambiar los plasmidos (Rios-Mondragén, 2012). Cabe
mencionar que las bacterias pueden ser resistentes intrinsecamente a mas agentes
antimicrobianos, en donde su resistencia se pueda lograr por mutaciones o adaptaciones

metabolicas al antibiotico o farmaco (Becerra, 2009).

En las tltimas décadas, las bacterias han alcanzado gran importancia con respecto
a agentes causantes de infecciones que son relacionadas con la atenciéon de la salud
(IAAS). Se han desarrollado fenotipos de resistencia amplios en relacion con los

antimicrobianos, lo cual prevalece mundialmente (Villegas, 2008).

El impacto de infecciones resistentes se estima en $20 mil millones en excesos de

costos médicos al afio y 8 millones de dias extra de hospitalizacion; mas de 1.600
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millones de euros y 2.5 millones de dias extra de hospitalizacién en la Union Europea

(Dadgostar, 2019).

Uno de los constituyentes que afecta la resistencia a los antibidticos es la evolucion
y diseminacién de los factores de resistencia dentro de las bacterias. Los humanos han
acelerado la evolucion de la resistencia bacteriana por medio de prescripcion excesiva
de antibidticos recetados por médicos, por sintomas que en muchos casos no son
causados por bacterias o no son infecciones que se deberian tratar con estos
medicamentos. Asimismo, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
estim6 que el 50% de antibidticos aun se recetan innecesariamente en EEUU. Sin
embargo, se han implementado otras estrategias para evitar la aceleracion de la
resistencia, tales como reducciones del uso de antibidticos, uso de ciclos entre las
familias de antibidticos, terapias combinadas y evitar el uso de antibidticos de amplio

espectro, al menos que sea muy necesario (Dadgostar, 2019).

Otro factor influyente es el desconocimiento de las personas acerca de los
antibioticos y esto ha llevado al consumo excesivo de los mismo. En Europa, 2009, el
20% de personas que usaban antibidtico indicaban que era para la influenza, la cual es
una enfermedad viral y no bacteriana. Esto muestra que el mal uso de antibidticos es
por parte de las regulaciones que dejan obtener antibidticos sin necesidad de receta

médica (Dadgostar, 2019).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y el Foro Econémico Mundial,
la resistencia a antibidticos es una de mas problematicas mas grandes a nivel de salud
publica. Esto se debe a que impide la capacidad de controlar las infecciones existentes,
ademas de que aumenta la mortalidad y morbilidad. La transmision de las bacterias
infecciosas de un individio a otro, provoca aumento en los costos de la salud por lo que

perjudica a la economia también (Cifuentes, 2014).
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2. Resistencia antibiotica en enterobacterias

La resistencia que presentan las Enterobacteriaceae a los antibidticos son
principalmente de B-lactimicos y esto estd sujeto por la transferencia de genes
individuales que codifican a enzimas modificadoras de farmacos eficientes. De esta
forma, la resistencia a los antibidticos se encuentra en organismos como Escherichia
coli y Klebsiella pmeumoniae. Los mecanismos de resistencia que se ven implicados
son por resistencia natural como la impermeabilidad de la membrana externa, el flujo
de salida del farmaco y cambios estructurales y moleculares de enzimas o proteinas

(Iredell, Brown & Tagg, 2016).

En estos ultimos diez afios, se ha tenido un aumento impresionante a nivel mundial
de la carga de resistencia antimicrobiana entre las Gram-negativo y también se ha
reportado variabilidad entre diferentes paises. El CDC report6 que, en Estados Unidos
en el 2013, particularmente en infecciones asociadas a los cuidados de a salud, las
enzimas ESBL se expresaron en el 23% de los casos en K. pneumoniae y 14% en E.
coli provocando gastos econdémicos altos. También se ha reportado que para P.
aeruginosa fue un 13% de los casos y para A. baumanii un 63% (CDC, 2013; World
Health Organization, 2014).

Segtin la OMS, existe resistencia global por parte de BLEE en muchas penicilinas
y cefalosporinas. Ademds mencionan que se producen con mecanismos de resistencia
a otros antibidticos. La prevalencia de resistencia de BLEE en E. coli y K. pneumoniae
se encuentra relacionada con factores de disponibilidad, manejo de desechos, de agua,

asistencia sanitaria, entre otros (OMS, 2014).

Por esto mismo, se informan que el 60% de E. coli y K. pneumoniae son resistentes
a antibioticos P-lactamicos hospitalarios, como las cefalosporinas de tercera
generacion. Cabe mencionar que el uso de antibidticos B-lactdmicos y aminoglucésidos

se ha extendido durante mucho tiempo y se ha controlado la resistencia con
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carbapenémicoss como Meropenem y doripenem y con fluoroquinolonas como
ciprofloxacina y levofloxacina. Lastimosamente la resistencia a las fluoroquinolonas
ahora también est4 presente en la mitad de los aislados clinicos de E. coli de muchos

lugares del mundo (Vasoo, Barreto & Tosh, 2015).

3. Mecanismos de resistencia de enterobacterias

Las bacterias Gram-negativo tienen muchos mecanismos de resistencia y estos
mecanismos pueden llevar al fallo terapéutico de los antibidticos. Se pueden resumir

en cuatro categorias.

Figura No. 8. Principales mecanismos de resistencia a los antibidticos. 1.Enzimas
modificadoras. 2. Bombas de salida. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas unidoras de
penicilina.

(Andrés Opazo , 2009)
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a. Modificacion enzimdtica del antibidtico.

Las bacterias contienen enzimas que crean cambios estructurales del antibidtico
provocando que su funcion sea bloqueada. Las p-lactamasas son las enzimas que se
encuentran en mayor cantidad. Estas son proteinas que hidrolizan el anillo de B-
lactamico de los antibioticos de esta familia. Ademas, las bacterias también contienen
enzimas modificadoras de aminoglucésidos capaces de modificar los antibidticos por

medio de reacciones de acetilacion y fosforilacion (Livermore, 2000).

La mayoria de enterobacterias contienen una [-lactamasa cromosdmica que es
expresada de forma basal y puede ser aumentada como bomba de expulsion activa, esto
decreta una resistencia intrinseca (Navarro, 2010). Asimismo, se han encontrado -
lactamasas de tipo AMPC en las Gram-negativo que hidrolizan a cefalosporinas de

espectro reducido, de tercera generacion e inhibidores de -lactamasas (Jacoby , 2010).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), que han sido reportadas en
multiples especies de bacterias Gram- negativo: Klebsiella spp. y Escherichia coli son
las mas wusuales de encontrar. Estas enzimas confieren resistencia a las
oximinocefalosporinas, penicilinas y las cefalosporinas de espectro reducido. Las
BLEE son inhibidas el 4cido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam; esto las
diferencia de las de tipo AmpC. La mayoria de BLEE se han originado por mutaciones
espontaneas de B-lactamasas de espectro reducido, por cambios en los aminoécidos en

su sitio activo; permitiendo aumentar su hidrolisis (Livermore M. , 2000; Corp, 2019).

Las BLEE son mediadas por plasmidos lo cual atribuye la capacidad de
diseminacion entre diferentes especies. Es decir que el mismo plasmido que porta los
genes de BLEE, se transmiten y se encuentran en los genes que codifican resistencia

para otros antibioticos como aminoglucoésidos, tetraciclinas y
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trimetoprim/sulfametoxazo. Esto contribuye a que haya resistencia en muchas familias

de antibidticos (Martinez-Martinez, 2007).

b. Bombas de salida

En este mecanismo de resistencia, sucede cuando se toma el antibiotico del espacio
periplasmico y lo expulsan hacia la salida o exterior de la membrana, con esto evitan
que llegue a su sitio de accion. Las bacterias lo realizan por medio de hidrolisis de ATP
0 con un mecanismo contra transporte idnico como un sustrato de energia. Cabe
mencionar que se debe tener una baja concentracion de sustancias toxicas dentro de la
célula. (Vila, 2007). Estas bombas son proteinas de membrana que tienen la capacidad
de exportar los antibidticos de la célula y pueden mantener pequeiias concentraciones
intracelulares. Cuando los antibiéticos ingresan a la célula, los mecanismos de flujo de
salida los bombean antes de que lleguen a su objetivo a la misma velocidad de la que

entraron.

Cabe mencionar que las bombas de salida pueden ser especificas para un farmaco,
generalmente codificadas en plasmidos, por lo tanto, se pueden transmitir. También

pueden ser inespecificas y se expresan en el cromosoma bacteriano (Depardieu, 2007).

c. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa.

Las bacterias son capaces de generar cambios en la bicapa lipidica, alterando su
permeabilidad al realizar cambios en las porinas. Al tener alteraciones en su
conformacion, hacen que la membrana externa obstruya el paso de los antibidticos al
espacio periplasmico (Vila, 2007). Estas moléculas tienen la capacidad de retardar el
acceso de los antibioticos al interior de la bacteria. Es por esto que los antibidticos 8-
lactamicos deben penetrar a través de estos canales. Al perder una porina por alguna
mutacion, la Concentracion Minima Inhibitoria para el antibidtico aumenta

(Hernandez-Séanchez, 2020).
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d. Alteraciones del sitio de accion.

Las bacterias tienen la capacidad de alterar el sitio de accion del antibidtico que se
une a la bacteria, para asi interrumpir la funcion de este. Sin embargo, este mecanismo
es usado principalmente por Gram-positivas, las cuales alteran la estructura en los sitios
de accion de los B-lactamicos a nivel de las proteinas unidoras de penicilinas (Cavaco,
2008).

La alteracion del sitio de unién se define como una pérdida de afinidad y es por esto
que el antibidtico no puede hacer su efecto terapéutico. Si se modifica un aminoacido,
se da un blanco diferente y esto causa una disminucion en la afinidad de unién (Cavaco,

2008).

e. Carbapenemasas

Las carbapenemasas tienen la capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos
como a otros B- lactamicos (Fresnadillo Martinez, 2010).

Estas enzimas se encuentran divididas en subgrupos: serin carbapenemasas que
pertenecen a la clase molecular A o D de Ambler y metalo-B-lactamasas (MBLs) que
corresponden a la clase B de Ambler. Estos grupos se diferencian en su mecanismo de

hidrolisis, el modo de transferencia y la accion de los inhibidores (Le, 2010).

e Carbapenemasas clase A

Las serin carbapenemasas clase A tienen la capacidad de hidrolizar diferente
antibidticos como penicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
monobactamicos y carbapenémicos. Su hidrolisis depende del sustrato en el que actan:
SME-3 y KPC-2, los cuales hidrolizan mejor el Imipenem que el Doripenem (Bush,
2010).
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Cabe mencionar que es la carbapenemasa expresada por K. pneumoniae productora
de KPCy estd descrita como una carbapenemasa mundialmente expresada. Algunos
de los factores de riesgo que se consideran para que esta enzima sea expresada son
largas estancias hospitalarias en cuidados intensivos, inmunosupresion y la utilizacion
de un rango amplio de antibidticos. En Guatemala se ha reportado K. pneumoniae

productora de NDM-1y KPC-2 (Garza, 2014; Chinchilla & Morales 2012).

Las serin carbapenemasas pueden dividirse fenotipicamente en seis diferentes
grupos que estan formados por miembros de las enzimas: SME, IMI/NMC-A, KPC y
GES/IBC (Leavitt, 2009).

e Carbapenemasasa clase B

Las metalo-B-lactamasas (MBLs), son el grupo mas relevante de carbapenemasas.
Hidrolizan todos los B- lactimicos exceptuando a los monobactamicos (Jacoby, 2010)
Estas enzimas son codificadas por cromosomas o por medio de plasmidos (Shaikh,

2014).

Los genes MBLs pueden distinguirse en ocho grupos; sin embargo las mas
importantes son VIM, IMP y SPM-1 las cuales han sido detectadas en cepas de P.
aeruginosa, miembros de la familia Enterobacteriaceae y 4. baumanni (Kitchel, 2010;

Bush, 2010).

e Carbapenemasas clase D

Las Carbapenemasas tipo D u oxacilinasas son las mas comunes de la resistencia a
carbapenénicos en bacterias como A. baumannii. Se denominan asi porque son un
grupo, que, tienen la facilidad de hidrolizar la oxacilina, ademés pueden inactivar
efectivamente aminopenicilinas, meticilina y algunas cefalosporinas de primera

generacion. Entre este tipo de carbapenemasas existen 4 grupos caracteristicos: OXA-
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23, OXA-27 y OXA-49 que se pueden propagar por medio de transferencia de
plasmidos (Pogue, 2013; Bush, 2010).

4. Resistencia a carbapenémicos

Durante los ultimos diez afios, se ha tenido un aumento en la incidencia y
prevalencia de bacterias Gram-negativo resistentes a los carbapenémicos. Los
carbapenémicos son considerados como un grupo potente con eficacia comprobada
como tratamiento en infecciones bacterianas graves, e incluso, para infecciones
causadas por cepas resistentes. Sin embargo, por el incremento increible de
Enterobacteriaceae Resistentes a Carbapenems (CRE), es un motivo de preocupacion.
Asimismo, las cepas productoras de carbapeno son resistentes a los carbapenémicos.

(Iovleva, A., & Doi, 2017).

Los antibioticos Imipenem y Meropenem son potentes contra los Gram-negativos.
La resistencia en las enterobacterias es rara pero puede estar mediada por tres
mecanismos: hiperproduccion de cefalosporina combinada con la reduccién de la
permeabilidad de farmaco por OM, disminucion de la afinidad de PBP que constituyen
la diana para estos antibioticos y, la hidrélisis de carbapenem- B-lactamasas. Pueden
ser metalo-B- lactamasas mediadas por plasmidos IMP y VIM o enzimas codificadas

inhibidas por el clavulanato (Petty, et al., 2018; Labarca et al., 2014).

En la actualidad, existen tres grupos de carbapenemasas que son consideradas
como las principales de importancia epidemiolédgica y clinica: KPC, NDM y OXA-48.
La primera es la mas producida por CRE, sin embargo, ha habido Enterobacteriaceae
productoras de NDM en hospitales. Las cepas que producen OXA-48 son un poco mas

extranas de encontrar.

KPC esté codificado por un plasmido que se puede transferir. La enzima es capaz

de hidrolizar oxiiminocefalosporinas y carbapenems eficientemente.
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Table 1
Characteristics of major acquired carbapenemases in Enterobacteriaceae
KPC NDM OXA-48
Molecular class A B D
Common species K pneumoniae K pneumoniae K pneumoniae
E coli
Regions/countries United States South Asia (India, Mediterranean
with high burden Brazil Pakistan, (Turkey, Algeria,
Italy Bangladesh, Nepal) Lebanon, Libya,
Greece Tunisia, Morocco)
Israel Gulf (Saudi Arabia)
China
Spectrum of resistance  All -lactams All B-lactams Penicillins and
including including carbapenems
carbapenems carbapenems but
except aztreonam
Inhibited by classic Minimally No No
B-lactamase
inhibitors
Inhibited by Yes No Yes
avibactam

Figura No. 9. caracteristicas de las principales carbapemenasas adquiridas en

Enterobacteriaceae

(Alina Iovleva,Mda & Doi, 2017).

En Europa, se ha observado un gran aumento de aislamientos de K. pneumoniae
resistente a carbapenémicos desde 2012-2015, principalmente en Croacia, Portugal,
Rumania y Espana (European Center of Disease Preventin and Control, 2013; OMS,

2017).

Las Enterobacterias productoras de KPC son la causa mds comun de resistencia a
carbapenémicos en Estados Unidos (VaN Duin& Doi, 2017). Ademéas KPC y NDM

son las carbapenemasas mas comunes en Latinoamérica (Logan & Weinstein, 2017).
En Guatemala se ha encontrado presencia de carbapenemasas en pacientes,

especificamente tipo MBL-NDM. Asimismo, se ha evidenciado aislamiento de

carbapenemasas del tipo KPC (Garrido Ortega, 2014).
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D. Cepas multirresistentes

Las bacterias resistentes a multiples farmacos (MDR) son reconocidas como un
gran problema para la salud publica. En los ultimos afios, las MDR se han
cuadruplicado en todo el mundo. La resistencia a los antimicrobianos es una gran
amenaza para los pacientes, ya que puede aumentar la morbilidad y mortalidad, ademas
que alarga la estancia del paciente en el hospital causando dafios de salud, pero también
econdmicos. Existen varios problemas de peligro que presentan el aumento de las
MDR. Existen muchos pacientes infectados por bacterias MDR y tienden a ser peores
en comparacion a otros pacientes infectados por organismos mas susceptibles. La
prevalencia de las bacterias MDR estan relacionadas con el uso de antibidticos de
amplio espectro, incluyendo los de uso empirico como los de terapia definitiva (Van

Duin, & Paterson, 2016; Basak, S., Singh, & Rajurkar, 2016).

Las infecciones se dividen en inicio comunitario o adquisiciéon nosocomial. Lo que
diferencia estas dos es si el inicio de la infeccion fue dentro de las primeras 48 horas de
hospitalizacion, siendo para el inicio en la comunidad, o si fue mas tarde de las 48
horas, nosocomial. Las limitaciones incluyen la naturaleza arbitraria del punto de 48
horas y la dependencia del diagndstico. Cabe mencionar que si los cultivos tienen un
rendimiento mas temprano durante la hospitalizacion es mas probable que sea de inicio

comunitario (Van Duin, & Paterson, 2016).

Las bacterias MDR se encuentran asociadas con infecciones nosocomiales, pero
algunas se han convertido en causas frecuentes de infecciones adquiridas en la
comunidad. La expansiéon comunitaria da un gran riesgo a la poblacién y dan un
aumento al nimero de infecciones causadas por estas bacterias (Van Duin, & Paterson,
2016) Esto es por factores que incluyen el habitat de la bacteria. Ciertas cepas parecen
ser mas capaces de mantener su fenotipo MDR vy asi propagarse por la comunidad. La
propagacion comunitaria de la bacteria MDR es asociado con la resistencia

antibacteriana (Uddin, Yusuf, & Ratan, 2017).
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Algunos ejemplos de bacterias MDS encontrados en aislamientos clinicos son
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
Enterococci, especialmente Enterococos resistentes a la vancomicina (VRE), y
miembros de la familia Enterobacteriaceae, por ejemplo, Klebsiella pneumoniae, E.
coli, y Proteus sp. Estos se han desarrollado rdpidamente y han provocado resistencia
antibiotica, propagandose en el area hospitalaria (Van Duin, & Paterson, 2016; Basak,

S., Singh, & Rajurkar, 2016).

E. Analisis de calidad microbiologica del agua

Los cuerpos de agua son esenciales para la vida, es por esto que se debe disponer un
suministro adecuado, seguro y accesible para la sociedad. Estos pueden ser afectados por
efluentes que los contaminan por ejemplo las plantas de tratamiento de aguas residuales,
desbordes de aguas pluviales o siembras agricolas y superficies urbanas (Adekunle & Thor,

2018).

Segtin la OMS, mas de 5 millones de muertes al afio son asociadas a enfermedades
causadas por contaminantes del agua. E1 50% de estas muertes son por causa de infecciones
intestinales microbianas, lo cual se sabe que estdn asociados a ingestion de agua
contaminada con heces de animales y de personas. Asimismo, los vertidos de aguas
residuales en aguas, principalmente dulces y costeras, son la principal fuente de
microorganismos fecales. Las enfermedades diarreicas microbianas agudas también son un

problema alarmante de salud publica en los paises en vias de desarrollo (OMS, 2017).

Las personas afectadas por enfermedades diarreicas son las que tienen recursos
econdmicos mas escasos, consecuentemente sus estados de ambiente y vivienda no son
suficientemente higiénicos. Asimismo, los nifios menores a cinco afos son los mas
afectados por las enfermedades microbianas transmitidas por medio del agua (Tian, et al.,

2016).
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Las enfermedades bacterianas mas importantes transmitidas por el agua se

encuentran en el siguiente cuadro:

Disease Causal bacterial agent
Cholera Vibrio cholerae, serovarieties O1 and 0139
Gastroenteritis caused by vibrios Mainly Vibrio parahaemolyticus
Typhoid fever and other serious Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi
salmonellosis Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
Bacillary dysentery or shigellosis Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella sonnei
Acute diarrheas and gastroenteritis Escherichia coli, particularly serotypes such as 0148,
0157 and 0124

Figura No. 10. Principales enfermedades bacterianas transmitidas por el agua potable

(Cabral, 2010).

1. Cuerpos de agua en Guatemala

En Guatemala existen alrededor de 20 lagos de distintos tamafios y con condiciones
ambientales diferentes. Su agua es dulce, sin embargo, no es potable. Uno de los principales
lagos es El Lago de Amatitlan que se encuentra a 20 kilometros del sur de la capital. Tiene
un area de 15km?2 a una altura de 1.186 metros sobre el nivel medio del mar. Este lago es
importante ya que es receptor de muchos efluentes domésticos e industriales que provienen
de la Ciudad, los cuales son acarreados por medio del Rio Villalobos (Spillman, Webster,

Alas, Waite, & Buckalew, 2000).
La calidad de las aguas superficiales en Guatemala se considera como contaminados.

Asimismo, en las zonas de agricultura, los plaguicidas son una de las principales fuentes de

contaminacion (Spillman, et al., 2000).
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a. Rio Villalobos

El Rio Villalobos es un cuerpo de agua que pertenece a la cuenca del Lago de
Amatitlan, recibelos residuos de tipo doméstico, industrial, agricola y hospitalario del sur
de la ciudad capital y de municipios como San Miguel Petapa, Villa Canales, Villa Nueva

y Mixco.

El Lago de Amatitlan recibe el 50% de las aguas negras de la ciudad de Guatemala
que vienen por medio de la corriente del Rio Villalobos, posicionandolo como el mayor
contaminante. La contaminacion del Rio Villalobos se comenz6 a estudiar a partir de 1978,
mostrando que actualmente se encuentra rigidamente contaminado por concentraciones de
metales como plomo, fésforo, potasio, nitratos, entre otros; asimismo, se encuentra
contaminado por heces humanas y de animales, con presencia de coliformes fecales que
provienen de aguas negras y drenajes (Minera-Castro, 2016). La interpretacion
quimiométrica de la calidad del agua del Lago Amatitlan, durante 1996 a 2006, mostré que

la entrada del Rio Villalobos al lago era su principal fuente contaminacion (Gil, 2008).

F. Técnicas de deteccion bacteriana

La identificacion o deteccion de bacterias se puede realizar por diferentes métodos,
incluyendo convencionales que son basados en caracteristicas fenotipicas y en métodos
moleculares que llevan mas alla del genotipo bacteriano.

En las pruebas convencionales, se observan caracteristicas tipicas de las bacterias,
como: morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas (Bou, Olmos

Fernandez, Garcia, Sdez-Nieto, & Valdezaste, 2011).

a. Pruebas bioquimicas

Se pueden utilizar pruebas de identificacion preliminar con lectura inmediata como
pruebas bioquimicas, en las que se incluyen catalasas y oxidadas. Sin embargo, también se

tienen pruebas con lectura menor a seis horas utilizando la hidrolisis del hipurato, la -
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galactosidasa,las aminopeptidasas, la ureasa y el indol. Por otra parte, se tienen pruebas de
identificacion que pueden tardar de 18 a 48 horas: 6xido-fermentacion(O/F), Reduccion de
nitratos, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer, Agar hierro de Kligler, fermentacion de
carbohidratos, hidrélisis de la esculina, coagulasa, entre otras (Bou, Olmos Fernandez,

Garcia, Saez-Nieto, & Valdezaste, 2011).

2. Métodos moleculares

En los métodos moleculares, se han demostrado que son rentables para la
identificacion bacteriana a nivel de familia, género, especie, cepa y, para identificar si la
cepa que se estd evaluando es patdgena o no. El método més preciso para la identificacion
bacteriana es el andlisis de su material genético, el cual se realiza por medio de técnicas de
hibridaciéon del ADN y por amplificaciéon por PCR. Estos permiten proveer un analisis

rapido de los &cidos nucleicos y facilitan los resultados (Murray, 2013).

a. Técnica de reaccion de cadena de polimerasa: PCR

El primer estudio publicado de PCR fue en 1985 en donde se aplic6 al diagndstico
prenatal de la anemia falciforme. Hoy en dia es uno de los métodos mas desarrollados para
analizar el ADN (Joshi & Deshpande, 2010).

La técnica de PCR es un método de amplificacion de ADN in vitro utilizando medios
enzimaticos con una tasa exponencial que da un ciclo repetido. En PCR se tienen tres etapas

definidas:

e FEtapa de desnaturalizacion del ADN bacteriano: se extrae el material genético en estudio
de las bacterias (ADN diana). Se debe implicar una temperatura de 95-98 ° C durante 60
segundos, en donde se producen dos hebras simples de ADN-ss. Estas hebras sirven como
un patrén para la union de los cebadores sintéticos (oligonucleotidos sintéticos de ADN

monocatenario, formados por pares de bases de nucledtidos de largo).
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e FEtapa de hibridacion: en esta etapa, la temperatura se debe reducir a aproximadamente
37-50 ° C durante 60-120 segundos. Los cebadores se adicionan a la reaccion. Cabe
mencionar que la disminucion de la temperatura cede a que los cebadoras se puedan unir
a sus sustancias complementarias, siendo asi una a cada una de las dos hebras simples de

patron que fueron producidas con anterioridad.

e FEtapa de extension: esta reaccion es llevada por una enzima ADN polimersasa que es
termoestable, capaz de sintetizar una copia complementaria de las hebras simples
iniciales por extension de 3'. Esta etapa se realiza a una temperatura de 72 ° C durante
60-120 segundos. Es el final del primer ciclo del procedimiento mediante el cual se ha
duplicado una de las moléculas de ADN diana originales. Después de esto, se inicia un
segundo ciclo en donde se vuelve a elevar la temperatura para separar las hebras de ADN,
en donde se producen cuatro ADN-ss, y el ciclo se repite nuevamente, aumentando de

forma exponencial la cantidad de ADN diana (Joshi & Deshpande, 2010).

b. Sistema VITEK (Biomeriux)

El sistema VITEK es un sistema automatizado que identifica bacterias; es de estudio
de sensibilidad antimicrobiana. Se basa en la inoculacion de una suspension de
microorganismos en tarjetas que tienen paneles de reacciones quimicas especificos. La
sensibilidad antimicrobiana se realiza también por tarjetas, pero estas contienen diluciones
estandarizadas con los antibidticos especificos segun el punto de corte que se requiere. Este
sistema se ha usado para estudios de cepas que son clinicamente significativas y que pueden

ser aisladas de muestras, ya sea clinicas o de otras fuentes como agua (Romeu, et al., 2010).

Este sistema utiliza las tarjetas con reactivos colorimétricos, en donde se inoculan
con la suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil se interpreta automaticamente.
Estas tarjetas tienen alrededor de 64 pozos que contienen un sustrato de prueba individual
para cada uno. Los sustratos miden actividades metabolicas, incluyendo la hidrolisis

enzimatica y desarrollo de presencia de sustancias inhibidoras. Las tarjetas deben de estar
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selladas por una pelicula claro, la cual ayuda a evitar el contacto entre las mezclas sustrato-
microorganismo y a la vez transmite el nivel de oxigeno necesario. Cabe mencionar que
cada tarjeta incluye un tubo especifico de trasferencia para la inoculacion y cada una tiene
codigos de barra que contienen la informacion de la muestra, etiquetada adecuadamente

(Romeu, et al., 2010).

3. Pruebas de susceptibilidad

Las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos son un importante proceso que se
debe de realizar en los estudios de resistencia antimicrobiana. Los resultados son in vitro y
son necesarios para seleccionar el agente activo para el tratamiento contra el

microorganismo causante de las infecciones (Hernandez-Sanchez, 2020).

La seleccion del antibidtico y la respuesta del paciente a esta terapia depende de
diferentes factores que se encuentran relacionados: farmacocinética del antibiotico,
toxicidad, estado general del paciente.

Existen dos formas generales de ensayos de susceptibilidad: dilucion en caldo y

difusién en agar.

En la dilucién en caldo se debe de agregar una serie de diluciones de antibidtico en
un caldo nutritivo, para después inocular una solucion estandar de las bacterias. Luego se
debe incubar y ya con las bacterias crecidas, se determina la concentracion minima del
antibidtico, es decir lo que es capaz de eliminar las bacterias con el antibidtico

(concentraciéon minima inhibitoria) (Herndndez-Sanchez, 2020).

En el método de difusiéon en agar, se debe sembrar un inoculo de bacteria
estandarizada y se debe extender por toda la superficie de la placa. Luego se debe colocar
discos impregnados con concentraciones conocidas de antibidticos. Se debe incubar y
después se debe analizar si existe algiin halo de inhibicion alrededor del disco impregnado.
Cabe mencionar que el diametro de esa area de inhibicion corresponde a la actividad del

antibiotico sobre la bacteria.
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El Clinical Laboratory Standart Institute define a las bacterias como:
Susceptibles: si las cepas aisladas tienen una MIC igual o menor o un halo de inhibicion
con didmetro igual o mayor que el punto de susceptibilidad en el que las bacterias son
inhibidas por el antibiotico, lo cual resulta en una eficiencia clinica (CLSI, 2017).
Susceptibles dependiendo de la dosis: esto implica un punto en el que la susceptibilidad
de la cepa es dependiente a la dosis que se usa en el paciente, consecuentemente daria
una mayor exposicion al antibidtico(CLSI, 2017).
Intermedio: si las cepas aisladas tienen una MIC o un halo de inhibicién en un rango
intermedio del punto de susceptibilidad en las que las bacterias son inhibidas a la dosis
recomendada del antibidtico, la respuesta de este es menor que las susceptibles
(CLSL2017).
Resistentes: si las cepas aisladas tienen una MIC igual o mayor o un halo de inhibicién
con didmetro igual o menor que el punto de susceptibilidad, no existe inhibicion por el
antibidtico a la dosis recomendada o si demuestra un mecanismo de resistencia, lo cual
supone una mala eficacia del tratamiento (CLSI, 2017).
No susceptibles: es cuando se designa un punto de susceptibilidad debido a la ausencia
o rara ocurrencia de cepas resistentes. Las cepas tienen una MIC mayor o un halo de

inhibicion con didmetro menor que el punto de susceptibilidad (CLSI, 2017).

Técnicas de deteccion de carbapenemasas

Prueba modificada de Hodge

Es un bioensayo que se basa en la inactivacion del carbapenem por medio de la

enzima carbapenemasa producida por la bacteria. Esta extiende su crecimiento cerca del

disco en donde esta impregnado el antibiotico, ya sea ertapenem o Meropenem, y a lo largo

del estriado de la cepa productora de carbapenemasas. Esta prueba tiene baja especificidad

y es dificil de interpretar los resultados en bacterias con otro mecanismo de resistencia.
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Ademas, tiene limietaciones al detectar metalo-carbapenemasas y puede dar falsos positivos

en bacterias BLEES tipo CTX-M15 (Cercenado, 2015).

b. CARBA NP test

Es un ensayo bioquimico colorimmétrico rapido que dura no mas de dos horas. Se
basa en la deteccion colorimétrica de la hidrélisis del Imipenem. Se produce un cambio de
color por el indicador de pH, rojo de fenol, de rojo a amarillo/naranja que confirma la
produccion de carbapenemasa. Este ensayo requiere colonias aisladas puras. Tiene buena
especificidad >90%, sin embargo, su sensibilidad para la deteccion de OXA-48 es baja. Es
muy sensible para la deteccion de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasa
(KPC) y metalo-beta-lactamasas (Pasteran, Tijet, Melano, & Corso, 2015; Cercenado,
2015).

c. Método de inactivacion carbapenems o mCIM

El método de inactivacion de carbapenemas modificado (mCIM) es una prueba
fenotipica simple que detecta enterobacterias productoras de carbapenemasas. Esta prueba
se basa en el principio de que al incubar un disco de 10 pg de Meropenem por 2 horas en
una suspension acuosa de un microorganismo productor de carbapenemasa, la
carbapenemasa degrada el carbapenem del disco; si el microorganismo de prueba no
produce carbapenemasa, el Meropenem conserva su actividad antimicrobiana. El disco debe
de retirarse de la suspension y luego se coloca en una placa de de agar Mueller-Hinton
(MHA) previamente sembrada con las bacterias indicadoras susceptible a carbapenémicos.
Se deja incubando durante la noche y se mide el area de inhibicion para determinar si el
Meropenem se ha hidrolizado (al ver si hubo crecimiento de la bacteria indicadora cerca del

disco) o si sigue activo (un halo de inhibicion alrededor del disco) (Pierce, et al., 2017).
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IV. MARCO METODOLOGICO

A. Objetivos

1.

Objetivos generales:

Evaluar la presencia de resistencia bacteriana de enterobacterias a Imipenem y
Meropenem tipo aisladas en las tres cuencas del Rio Villalobos en Guatemala.
Generar informaciéon de utilidad para atender y vigilar la resistencia de

enterobacterias a carbapenémicos y asi poder minimizar el mal uso de antibidticos.

Objetivos especificos

Aislar enterobacterias de las muestras del Rio Villalobos en Guatemala en agar
Chromocult coliforme con antibioticos Meropenem e Imipenem Cilastatina.
Determinar qué enterobacterias de las encontradas son resistentes a los
carbapenémicos y comparar si su area de muestreo en el Rio tiene algin efecto
respecto a la resistencia.

Comprobar qué enterobacteria resistente es la mas comun de todos los sitios de

muestreo.

B. Hipotesis

Las enterobacterias Escherichia coli, género Klebsiella, Enterobacter y coliformes

aisladas del Rio Villalobos de Guatemala poseen resitencia a los antibioticos carbapenémicos

Imipenem Cilastatina y Meropenem.
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C. Variables

Cuadro No. 1. Variables identificadas

Variable Definicion Definicion Tipo de | Escala de | Criterios de
conceptual operacional variable medicion Clasificacién
Enterobacteria Familia de | Familia de | Cualitativa | Nominal E. coli, género
bacterias, Gram- | bacterias polinémica Klebsiella,
negativo, seleccionadas Enterobacter 'y
anaerobios en el estudio Coliformes
faculativos
Tipo de cultivo Difusion artificial | Medio/agar en | Cualitativa | Nominal Chromocult
de que se haran dicotémico coliforme  con
microorganismos o | crecer las antibidtico/  sin
tejidos enterobacterias antibidtico
obtenidas  de
agua de rio
Estacion de clima | Periodos Periodo Cualitativa | Nominal verano
para muestreo** | climaticos que se | climatico ideal
caudal no mantienen en una | por
determinada contaminantes
region en el rio
Lugar de | Sitio  para la | Rio:  cuerpo | Cualitativa | Nominal Sitio de
muestreo seleccion de una | hidrico que politomica muestreo no.1
muestra a interés | recibe las Sitio de
para estudio descargas muestreo no.2
residuales. Sitio de
Lugar de muestreo no.3
donde se Sitio de
obtendran las muestreo no.4

muestras para

el estudio.

Sitio de

muestreo no.5
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Variable Definicion Definicion Tipo de | Escala de | Criterios de
conceptual operacional variable medicion Clasificacién
Profundidad de | Distancia entre el | Distancia a | Cuantitativ | Real Superficie  (se
muestreo fondo de algo y el | tomar la|a medira con
punto tomado | muestra de instrumento)
como referencia agua del Rio
(sera solo la
superficie)

D. Poblacion y muestra
1. Sitio de estudio
El Rio Villalobos el cual recoge los residuos de tipo doméstico, industrial, agricola,

hospitalario del sur de la ciudad capital y de municipios como San Miguel Petapa, Villa

Canales, Villa Nueva y Mixco.

2. Disefio de investigacion

El disefo del estudio es descriptivo transversal

3. Sujetos de estudio
Enterobacterias especificamente E. coli, género Klebsiella, Enterobacter y coliformes

aisladas de cultivos realizados durante el mes de agosto 2021, obtenidas en diferentes sitios

del Rio Villalobos.

4. Tipo y tamaiio de muestra

Se realizaron nueve muestreos en tres diferentes partes del rio: en la desembocadura con

el Lago de Amatitlan, en cuenca media y cuenca alta del rio, en triplicado Se obtuvieron
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cepas de enterobacterias especificamente género Klebsiella y coliformes aisladas en cultivos

realizados en el laboratorio microbioldgico de la UVG

Me¢étodos y técnica de muestreo: No probabilistico de conveniencia.

E. Procedimiento e instrumentos de medicion

Se presentd el protocolo de trabajo de graduacion incluyendo: titulo, objetivos,
introduccion y marco metodologico de la investigacion para optar al grado académico
de Licenciado en Quimica Farmacéutica.

Al ser autorizado, se realizd el protocolo de investigacion incluyendo: titulo,
introduccion, marco conceptual (antecedentes, justificaciéon, planteamiento del
problema, alcances y limites), marco teérico, marco metodolégico, marco operativo,
programa, bibliografia y anexos.

El protocolo fue revisado por el asesor principal, coasesor-revisor y el director del
Departamento de Quimica Farmacéutica.

Se desarroll6 una presentacion para aceptar el trabajo de graduacion y se comenzo la
parte metodoldgica de andlisis de muestras.

Se procedié a muestrear y obtener cuadros de resultados con su respectivo analisis
estadistico.

Se elabor¢ el informe de investigacion con los resultados obtenidos, analisis de estos

y conclusiones conseguidas.

1. Metodologia

a.

Sitio de estudio y recoleccion de muestras

En el Rio de Villalobos se recolectaron nueve muestras de agua del rio en botellas

estériles (100mL) por triplicado seleccionados a ninguna profundidad, solo en la superficie

por contaminantes debajo de la superficie del agua, en tres distintos sitios del rio: en la
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desembocadura con el Lago de Amatitlan, en cuenca media y cuenca alta rio. El muestreo se

realizo en agosto de 2021.

Las muestras se almacenaron en una hielera a 4°C con hielo como medio conservante

y se trasladaron al laboratorio, para ser procesadas.

b. Preparacion de medios de cultivo

Se disolvieron 26.4g de agar Chromocult coliforme en 1000mL de agua destilada. Se
calent6 en agua a ebullicion y se agit6 con frecuencia hasta que se disolvio por completo. Se
dejo enfriar a 45-50°C. Se realizaron medios de cultivo con antibidtico y sin antibidtico. Para
los medios sin antibiotico después se dejo verter en cajas Petri estériles. En los medios que
se les agreg6 antibidtico, se afadié asépticamente Meropenem e Imipenem Cilastatina a Img
/ litro, se mezcld bien y luego se vertio en cajas de Petri estériles a una profundidad de 4 mm

(aproximadamente 18 ml en una placa de 90 mm).

c¢. Inoculacion y aislamiento de bacterias

Se utiliz6 el método de filtracién por membrana. Se prepararon diluciones en serie de
101, 102, 104 de cada muestra de agua recogida en agua estéril, se virtio a través de un filtro
de membrana (0,22 pm tamafio de poro y 47 mm de didmetro). Luego se transfirio el filtro
con las bacterias atrapadas a la superficie del agar Chromocult coliforme con y sin
antibidtico.

Se dejo incubando las placas Petri inoculadas a 37° C durante 24 horas. Después de
24 horas de incubacion si hubo un aislado crecido en cultivo, se considerd positivo, mientras
que un aislado no crecido en el cultivo, se consider6 negativo para la resistencia a la

carbapenemasa.

d. Identificacion de enterobacterias resistentes
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Después del aislamiento primario de las enterobacterias, se minimizo6 el manejo en un

sencillo indculo estandarizado. Se utilizo el sistema VITEK2 BIOMERIEUX.

e. Analisis estadistico

Se llevaron a cabo pruebas de Mann-Whitney y prueba T para muestras no pareadas
para cada variable, utilizando el programa estadistico Prism 9; comparando ambos
antibidticos: Meropenem e Imipenem para cada especie de enterobacteria aislada; cada
antibidtico para todas las bacterias aisladas. Se utiliz6 un intervalo de confianza de 95%

considerando valor p <0.05 significativo.
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V. MARCO OPERATIVO

A. Recoleccion y tratamiento de los datos

Se ejecutaron cuadros de resultados en los cuales indican qué enterobacterias
son resistentes a los antibioticos evaluados (Meropenem e Imipenem). Asimismo, se
incluyen la frecuencia de las enterobacterias aisladas seglin el lugar de obtencion del

Rio Villalobos.

Se elabor6 una comparacion cualitativa y cuantitativa entre ambos
antibidticos utilizados: Meropenem e Imipenem Cilastatina para determinar a cudl se
detectd mayor resistencia. Se utilizaron graficas para ilustrar esta diferencia.
Asimismo, se presentaron cuadros y graficas comparativas entre los sitios de

muestreo.

El margen utilizado sera de 0.05
El margen utilizado sera de 0.05

Formula de de Mann-Whitney

N,(N, + 1
U1=N1N2+1(+)—R1

N,(N, + 1
U2=N1N2+2(+)—R2

Donde:

N es el tamafio de muestra 1

N> es el tamafio de muestra 2

Ri es la suma de rangos ajustada para la muestra 1

R> es la suma de rangos ajustada de la muestra 2

1. Correlacion entre frecuencia de enterobacteria aislada y el punto de muestreo

del Rio Villalobos
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Ho- La frecuencia de E. coli resistente es igual en todos los puntos de muestreo del
Rio Villalobos
Hi- La frecuencia de E. coli resistente no es igual en todos los puntos de muestreo del
Rio Villalobos

Ho- La frecuencia de K. pneumoniae resistente es igual en todos los puntos de
muestreo del Rio Villalobos
Hi- La frecuencia de K. pneumoniae resistente no es igual en todos los puntos de
muestreo del Rio Villalobos

Ho- La frecuencia de Enterobacter sp. resistente es igual en todos los puntos de
muestreo del Rio Villalobos
Hi- La frecuencia de Enterobacter sp. resistente no es igual en todos los puntos de
muestreo del Rio Villalobos

Ho- La frecuencia de coliformes resistente es igual en todos los puntos de muestreo
del Rio Villalobos
Hi- La frecuencia de coliformes resistente no es igual en todos los puntos de muestreo
del Rio Villalobos

Correlacion entre frecuencia enterobacteria resistente a ambos antibioticos:

Meropenem e Imipenem.

Ho- La frecuencia de E. coli resistente es igual en ambos antibidticos: Meropenem e
Imipenem

Hi- La frecuencia de E. coli resistente no es igual en ambos antibioticos: Meropenem
e Imipenem

Ho- La frecuencia de K. pneumoniae resistente es igual en ambos antibiodticos:
Meropenem e Imipenem
Hi- La frecuencia de K. pneumoniae resistente no es igual en ambos antibioticos:
Meropenem e Imipenem

Ho- La frecuencia de Enterobacter sp. resistente es igual en ambos antibioticos:
Meropenem e Imipenem
Hi- La frecuencia de Enterobacter sp. resistente no es igual en ambos antibioticos:
Meropenem e Imipenem
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e Ho- La frecuencia de coliformes resistente es igual en ambos antibioticos:
Meropenem e Imipenem

e Hi- La frecuencia de coliformes resistente no es igual en ambos antibioticos:
Meropenem e Imipenem

B. Recursos

1. Recursos humanos

Autora: Ana Gabriela Cabrera Jérez

Asesora: Dra. Dalia Lau Bonilla

Colaboradores: Dra. Brooke Ramay, Departamento de Quimica Farmacéutica,
Departamento de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala,

Polifarma y AMSA

2. Recursos materiales

a. Cristaleria y equipo de laboratorio
e Gradillas

¢ Balanza analitica

e Tubos de ensayo de 1.5mL
e Beaker de 250 mL

e Beaker de 500 mL

e Probeta de 250mL

e Probeta de 500mL

e Probeta de 25mL

e Varilla de vidrio

e Erlenmeyer de 500mL

e Micropipeta de 10um

e Micropipeta de 100um

e Micropipeta de 1000m

e Guantes

e FEstufa
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Autoclave

Equipo de PCR

Tubos para PCR

Cajas Petri

Refrigerador

Incubadora

Filtro de membrana 0.200um
Hielera

Celdas de muestreo

. Reactivos
Agar Chromocult para coliformes
Agarosa
Tampon TBE
Marcador de ADN
Buffer de carga de ADN
Solucién acuosa de bromuro de etidio
Solucidn salina estéril (NaCl al 0,85%)
Master mix para PCR
Cebador Blanpwm-1
Cebador Blakpc-2
Antibidtico Meropenem

Antibiotico Imipenem Cilastatina
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VI. RESULTADOS

Cuadro No. 2. Parametros de medicidon climaticos en las tres cuencas del Rio Villalobos

Parametros Baja Media Alta
Fecha 10/8/2021 10/8/2021 10/8/2021
Hora inicial 8:25 A.M. 11:40 A.M. 1:48 P.M
Hora final 9:11 AM. 12:15 P.M. 2:02 P.M.
Hora toma de 8:45 A.M. 11:50 A.M. 1:54 P.M.
muestra
OD 4.07 ml/L 0.05 mL/L N/A
% saturacion 52.8% 0.7% N/A
TDS 282 mg/L 47.4% N/A
Conductividad 563 mS/cm 827 mS/cm N/A
eléctrica
pH 7.76 7.88 N/A
T 20.7°C 24.8°C 22.4°C
Ancho 14.87m 9.82m N/A
Punto medio 0.45m 0.215m N/A
Sensacion térmica 21°C 27°C 23°C
Humedad 67% 57% 66%
Precipitacion 0.0mm 0.7mm 0.0mm
Probabilidad lluvia 20% 18% 10%
Indice UV 4 Extremo 4
Viento 23km/h 20 km/h 29 KM/H
Observaciones Mayormente Mayormente Mayormente
nublado nublado nublado

Cuadro No. 3. Promedio de Colonias UFC en las cuencas del Rio Villalobos en placas con
Imipenem, Meropenem y sin antibidtico

Cuenca del Rio Promedio de Promedio de Promedio de
Villalobos Colonias UFC Colonias UFC Colonias UFC
sin antibiotico en Imipenem en Meropenem
Cilastatina
Cuenca alta 43 41 45
Cuenca media N/A 55 86
Cuenca baja 101 93 95
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En el presente cuadro se observan el promedio de colonias UFC de bacterias obtenidas de
las cuencas del Rio Villalobos, en medios de cultivo conteniendo Imipenem Cilastatina y
Meropenem y sin antibidtico. No se logro obtener datos para el promedio de colonicas en

medio sin antibidtico para la cuenca media.

P:>0.9999
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Figura No. 11. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca alta del Rio Villalobos en placas con Imipenem Cilastatina y control negativo (sin
antibiotico)

Se percibe que el valor p 0.9999 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas sin antibidtico y con
Imipenem Cilastatina para la cuenca alta del Rio Villalobos. Ambos mostraron un
crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 43 UFC y 41 UFC

respectivamente.
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Figura No. 12. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua
provenientes de la Cuenca alta del Rio Villalobos en placas con Meropenem y control

negativo (sin antibidtico)

Se obtuvo el valor p 0.7000 lo que muestra que no es menor que 0.05, por lo que no
hay diferencia significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas sin
antibidtico y con Meropenem para la cuenca alta del Rio Villalobos. Ambos mostraron un
crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 43 UFC y 45 UFC

respectivamente.
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Figura No. 13. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca alta del Rio Villalobos en placas con Imipenem Cilastatina y Meropenem

Se determind que el valor p 0.7000 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas con Imipenem y con
Meropenem para la cuenca alta del Rio Villalobos. Ambos mostraron un crecimiento

bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 41 UFC y 45 UFC respectivamente.
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Figura No. 14. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca media del Rio Villalobos en placas con Imipenem Cilastatina y Meropenem

Se establecio que el valor p 0.4000 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas con Imipenem Cilastatina
y con Meropenem con dilucién para la cuenca media del Rio Villalobos. Ambos mostraron
un crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 55 UFC y 86 UFC

respectivamente.
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Figura No. 15. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca baja del Rio Villalobos en placas con Imipenem Cilastatina y control negativo (sin
antibiotico)

Se estipulo que el valor p 0.9999 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas sin antibidtico y con
Imipenem Cilastatina para la cuenca baja del Rio Villalobos. Ambos mostraron un
crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 101 UFC y 93 UFC

respectivamente.
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Figura No. 16. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca baja del Rio Villalobos en placas con Meropenem y control negativo (sin
antibiotico)

Se senald que el valor p 0.9999 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas sin antibidtico y con
Meropenem para la cuenca baja del Rio Villalobos. Ambos mostraron un crecimiento

bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 101 UFC y 95 UFC respectivamente.
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Figura No. 17. Comparacion de conteo de colonias de muestras de agua provenientes de la
Cuenca baja del Rio Villalobos en placas con Imipenem Cilastatina y Meropenem

Se demostro que el valor p 0.9999 no es menor que 0.05, por lo que no hay diferencia
significativa entre el crecimiento de enterobacterias en las placas con Imipenem Cilastatina
y con Meropenem con dilucion para la cuenca baja del Rio Villalobos. Ambos mostraron un
crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 93 UFC y 95 UFC

respectivamente.
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Figura No. 18. Comparacion de conteo de colonias resistentes a Imipenem Cilastatina
provenientes de la Cuenca alta, media y baja del Rio Villalobos

Se obtuvo un valor p 0.9999 en la comparacion de colonias entre la cuenca alta y
media y debido a que no es menor que 0.05, no hay diferencia significativa entre el
crecimiento de enterobacterias entre las cuencas, sin embargo si existe una diferencia entre
Imipenem Cilastatina y con Meropenem con dilucion para la cuenca baja del Rio Villalobos.
Ambos mostraron un crecimiento bacteriano muy similar, obteniendo un promedio de 93

UFC y 95 UFC respectivamente.
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de las cuencas alta, media y baja del Rio Villalobos

Cuadro No. 4. Identificacion de bacterias resistentes a Imipenem y/o Meropenem aisladas

Cédigo de Bacteria Crecimeinto Crecimeinto  Resistencia  Lugar de Resistencia a
identifiacién en agar en agar aislamiento otros
Meropenem Imipenem antibidticos
G1 Proteus X Intermedio  Cuenca baja Sensible
mirabilis
G2 Stenotrophomas X Si Cuenca media Sensible
maltophila
G3 Providencia X No Cuenca media  ampicilina y
rettgeri tigeciclina
G4 Proteus X Intermedio  Cuenca baja ciprofloxacino
mirabilis y trimetropim/
sulfa
G5 Chromobacteri X Cuenca alta N/A
um violaceum
G6 Chromobacteri X Cuenca alta N/A
um violaceum
G7 Stenotrophomas X Cuenca media Sensible
maltophila
G8 Pantoea X Si Cuenca alta N/A
dispersa
G9 Klebsiella X Si Cuenca media  piperacilina/
pneumoniae Tazo,
cefoxitina,
ceftazidima,
ceftriaxona,
cefepima,
ertapenem,
Imipenem,
ciprofloxacin
levofloxacina
y trimetropim/
sulfa
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Caédigo de

identifiacion

Bacteria

Crecimeinto
en agar

Meropenem

Crecimeinto

en agar

Imipenem

Resistencia

Lugar de

aislamiento

Resistencia a
otros

antibioticos

G9

Klebsiella

phneumoniae

X

Si

Cuenca baja

piperacilina/
Tazo,
cefoxitina,
ceftazidima,
ceftriaxona,
cefepima,
ertapenem,
Imipenem,
ciprofloxacinal
evofloxacina y
trimetropim/

sulfa

G10

Klebsiella

phneumoniae

Sensible

Cuenca alta

Sensible

G10

Klebsiella

phneumoniae

Sensible

Cuenca alta

Sensible

G11

Yersenia

frederiksenii

Sensible

Cuenca media

Resistente a
ampicilina,
ciprofloxacina

y levofloxacina

G12

Klebsiella

pheumoniae

Resistente si

Cuenca media

piperacilina/
Tazo,
cefoxitina,
ceftazidima,
ceftriaxona,
cefepima,
ertapenem,
Imipenem,
ciprofloxacina

y levofloxacina
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Cédigo de Bacteria Crecimeinto Crecimeinto Resistencia Lugar de Resistencia a
identifiacién en agar en agar aislamiento otros

Meropenem Imipenem antibidticos

G12 Klebsiella X Resistente si  Cuenca baja piperacilina/
pneumoniae Tazo,

cefoxitina,
ceftazidima,
ceftriaxona,
cefepima,
ertapenem,
Imipenem,
ciprofloxacina

y

levofloxacina

G13 Acinobacter X No Cuenca baja N/A
Iwoffi

G14 Pantoea spp X Resistente Cuenca media N/A

G14 Pantoea spp X Resistente Cuenca baja N/A

En el presente cuadro se observan las especies de bacterias identificadas por medio del
sistema VITEK2 BIOMERIEUX vy aisladas obtenidas de las cuencas del Rio Villalobos, en
medios de cultivo impregnados Imipenem Cilastatina y Meropenem. Los resultados de

resistencia son de acuerdo al sistema VITEK 2 y a los antibidticos: Imipenem y Meropenem.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

El analisis bacteriologico del agua de los rios se utilizan para evaluar su calidad para
el consumo humano, fines recreativos o actividades agricolas. La mayoria de las fuentes de
agua de los rios de Guatemala, albergan patdgenos, lo cual muestra que existe una mala
calidad microbiologica del agua, por lo tanto, no es segura para el consumo humano ni como

recurso para crecimientos de plantaciones ni de animales.

La presencia de patogenos bacterianos en las fuentes de agua puede significar riesgos
para la salud, como enfermedades diarreicas, que representan un grado sustancial de
morbilidad y mortalidad en adultos y nifios. La alta tasa de aislamiento bacteriano de los rios
impide el uso doméstico directo y también puede ser problematico para fines de floculacion

y filtracidn, con el consiguiente aumento del costo del tratamiento del agua.

En este estudio, se identificaron los bacilos Gram-negativos y los patrones de
susceptibilidad a los carbapenémicos: Imipenem y Meropenem, de las tres cuencas de agua
del Rio Villalobos, con el fin de establecer la presencia de enterobacterias resistentes a estos
antibidticos, demostrar la importancia del mal uso y abuso de antibidticos y proporcionar
datos actualizados sobre resistencia antimicrobiana de enterobacterias, con el fin de

contribuir al mejor manejo en el pais.

El 31.57% de las bacterias identificadas fueron de Klebsiella pneumoniae
seguidamente del género Pantoea con 15.78%. Chromobacterium violaceum, Proteus
mirabilis 'y Stenotrophomas maltophila tuvieron 10.53% de frecuencia y Yersenia

frederiksenii, Acinobacter Iwoffi y Providencia rettgeri un 5.26% de frecuencia.

De las bacterias identificadas como Klebsiella pneumoniae, el 33.3% se aislaron de
la cuenca alta, 33.3% de la cuenca media y 33.3% de la cuenca baja. Sin embargo, las
pertenecientes de la cuenca alta fueron catalogadas como sensibles, mientras que las aisladas

de la cuenca media y baja como resistentes de acuerdo al sistema VITEK2. Se mostraron que
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K. pneumonie proveniente de la cuenca media mostrod resistencia a Meropenem y las
provenientes de la cuenca baja a ambos antibidticos: Imipenem y Meropenem
especificamente. De acuerdo al sistema VITEK?2, K. pneumonie aisladas de la cuenca media
y baja son bacterias multirresistentes ya que presentan resistencia a otros antibidticos como
Piperacilina/Tazo, Cefoxitina, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefepima, Ertapenem,

Ciprofloxacina y Levofloxacina.

Seglin este comportamiento de identificacion y resistencia, se observa que aiin no hay
factores de resistencia antimicrobiana multiple para este patdogeno en la cuenca alta del Rio

Villalobos.

El segundo patdogeno mas frecuente mostrando un 33.3% de frecuencia en cada
cuenca del Rio Villalobos fue el género Pantoea. Los aislamientos de la cuenca alta fueron

resistentes a Meropenem, mientras que los de la cuenca media y baja a Imipenem.

A pesar de que se obtuvo crecimiento de las bacterias en los medios con antibidticos,
en el sistema VITEK?2 se obtuvo el resultado de resistencia aceptada. El crecimiento de las
bacterias en los medios con Imipenem y Meropenem, fue afectado por una mal manipulacion
de los antibidticos en el laboratorio. Debido a que hacer los medios con los antibidticos lleva
una serie de pasos especificos y de cuidado con temperaturas, pudo que no se haya realizado
de la forma correcta, dejando asi los medios sin la dosis de antibidtico adecuada o incluso,
no haberlos colocado correctamente. Se alcanzaria una confirmacion de si las bacterias son
realmente resistentes haciendo tests de carbapenemasas especificamente o método de

inactivacion de carbapenemas modificado (mCIM).

La razén de la resistencia a los B-lactdmicos aislados se debe a la produccion de -
lactamasa, que estd hereditariamente localizada en el cromosoma o en un plasmido o bien,
por falta de receptores de proteinas en la pared celular y alteracion en su permeabilidad a los
antibidticos B-lactamicos y la prevencion de la toma de antibidticos al bloquear el poros de
la membrana externa. Tanto Pantoea spp como Chromobacterium violaceum 'y

Stenotrophomas maltophila tienen la capacidad de producir la enzima B-lactamasa que le ha
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dado a la bacteria alta resistencia a varios antibioticos B-lactamicos. (AbdAlhussen &

Darweesh, 2016).

Chromobacterium violaceum solo fue encontrada en la cuenca alta del Rio Villalobos.
Chromobacterium violaceum es un bacilo Gramnegativo que se encuentra tanto en el suelo
como en aguas dulces que se encuentra en regiones tropicales y subtropicales. La infeccion
humana no es comun; por lo tanto, su presencia como agente causal generalmente no se toma
en cuenta en la practica clinica. A menos de que la muestra de la que se aisla provenga de un
tipo de muestra estéril, como sangre, liquido cefalorraquideo o biopsia. Es por esto que se
debe tener cuidado especial para tratar a los pacientes que presenten sintomas dados por este
microorganismo. Este muestra una alta tasa de susceptibilidad a varias clases de antibidticos

como aminoglucosidos, quinolonas y a los carbapenémicos (Alisjahbana et al., 2021).

Es importante mencionar que Imipenem, por su mecanismo de accién es mas activo
contra bacilos Gram-postivo, mientras que Meropenem es mas activo contra bacilos Gram-
negativo. Ambos tienen una farmacocinética similar, pero en particular, tienen afinidad
diferente a cada patdogeno. En enterobacterias como Klebsiella pneumoniae y del género
Proteus, Meropenem demuestra una alta afinidad por PBP3, la cual no se encuentra con

Imipenem, por lo que el desarrollo de los mecanismos resistencia a Imipenem.

Ambos carbapenémicos son altamente resistentes a la hidrdilisis por la mayoria de las
betalactamasas, clinicamente importantes, medidas por plasmidos o cromosomas como E.
coli, especies de Enterobacter, Citrobacter freundii, especies de Proteus, Serratia
marcescens, especies de Klebsiella, P. aeruginosa y Bacteroides fragilis.Es importante este
tipo de estudios ya que permite tener el control temprano de la fuente y la pronta provision
del régimen antibiotico apropiado. La receta de antibioticos debe ser guiada por los resultados

de las pruebas de cultivo y susceptibilidad.

Las especies Acinobacter iwoffi, Yersenia frederiksenii y Providencia rettgeri no

presentaron resistencia a los antibidticos estudiados segun el de identificacion con el sistema
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VITEK el cual muestra la sensibilidad antimicrobiana con diluciones estandarizadas con los
antibioticos especificos segliin el punto de corte que se requiere. Sin embargo, todas las
especies identificadas fueron inoculadas en agar Chromocult preparados previamente con
Imipenem o Meropenem. Esto puede dar una pauta en la cual muestra que el procedimiento
de afiadir el antibiotico no fue correcta ya que se colocé cuando el medio de cultivo no habia
llegado a la temperatura Optima. Es por esto que se deberia de realizar otras pruebas de
suceptibilidad como lo son por halo de inhibiciéon de Kirby Bauer o con antibiogramas
especificos. Asimismo, pruebas especificas para deteccion de carbapenemasas: prueba

modificada de Hodge, m étodo de inactivacion carbapenems o mCIM y CARBA NP test.

Las bacterias coliformes se definen como bacilos anaerobios facultativos, Gram-
negativo, que no forman esporas y que fermentan vigorosamente la lactosa hasta convertirla
en acido y gas a 35 £ 2 °C en 24 o 48 h. Las bacterias coliformes generalmente pertenecen a
cuatro géneros de Enterobacteriaceae: Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,

Enterobacter aerogenes, E. coli y Klebsiella pneumoniae.

Algunas bacterias coliformes estan asociadas con los intestinos de animales de sangre
caliente (llamados coliformes fecales), mientras que otras estan relacionadas con material
vegetal. Las bacterias coliformes se consideran microorganismos indicadores porque su
presencia en los alimentos indica que las circunstancias son adecuadas para la presencia de
patdgenos entéricos y pueden significar condiciones sanitarias insuficientes. Esto aumenta el
riesgo de contaminacion por bacterias en los alimentos. Se abordaron los géneros Klebsiella

vy Pantoea, en los cuales si se presento resistencia a los carbapenémicos.

No se lograron identificar enterobacterias esperadas como como E. coli, Enterobacter
u otras especies las cuales se creian muy probables de encontrar en el rio. Esto se debe a que
no se aislaron todos los tipos de bacterias de las muestras sembradas con anterioridad ya que
al momento de filtrar las muestras del rio e inocular en los medios, hubo bastante crecimiento
bacteriano. Sin embargo, debido a que la metodologia utilizada involucraba el aislamiento
en los medios impregnados con los antibidticos de estudio, nos indica que estas especies no

son resistntes a meropenem e imipenem, sin embargo, el cambio en la resistencia de los
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patdgenos es bastante rapido, por lo que se deberia de hacer un reanalisis con las condiciones
climaticas ideales para afirmar que estas especies no son resistentes aiin ya que en estudios
anteriores de microbiologia en el Rio Villalobos mencionan presencia de estas especies, mas
no resistencia a los carbapenémicos. Cabe mencionar que las cepas seleccionadas para
identificacion fueron las obtenidas en los medios con antibidticos. E. coli al no exhibir

resistencia a los antibidticos, no fue seleccionada para la identificacion posterior.

Segun pruebas estadisticas (Mann Whitney Wilcoxon) no hay diferencia significativa
entre el nimero de colonias en todas las variables. Esto indica que el nivel de bacterias
resistentes es alto por lo que las bacterias aisladas del rio son resistentes indicando que no
hay diferencia significativa en el medio sin antibidtico y con antibidticos. Asimismo, a pesar
de que en la cuenca alta del rio se estipula que hay menos crecimiento bacteriano,
estadisticamente no hay diferencia significativa en el crecimiento del numero de colonias
formadoras resistentes comparandolo con la cuenca media y baja. Sin embargo, si determina

que conforme se va evaluando las cuencas, en la baja si se observd mayor nimero de colonias.

Cabe mencionar que la cuenca baja es un punto antes de llegar al lago de Amatitlan
en donde todos los desechos desembocan y se encuentran mayor nimero de contaminantes.
De igual forma, se vienen arrastrando los contaminantes del rio Pinula y el Frutal, que
intersecan en la cuenca media del Rio Villalobos, lo cual explica la cantidad, no significativa,

pero visual del mayor numero de colonias.

Por otro lado, se sabe que en Villacanales se encuentran muchas industrias
farmacéuticas, textiles, alimeneticias entre otro tipos de manufactureras que cuentan con alta
cantidad de contaminantes, y a pesar de que se debe tener regulaciones ambientales.

Es importante tomar en cuenta estos contaminantes ya que al observar en los mapas
de ubicacion de las dreas de muestreo, (ver figuras 22,24,27) se pueden identificar distintas
industrias las cuales tienen residuos importantes como detergentes y otros farmacos que
ayudan a tener modificaciones en la membrana celular de las enterobacterias dando una

mutacion genética y permitiendo los cambios estructurales de las mismas, influyendo a la
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falta de eficacia de los carbapenémicos como tratamiento para combatir a las enterobacterias.

(Rong, Sun, Li, & Zhang, 2022).

No existe diferencia significativa entre el crecimiento bacteriano en las placas de
Imipenem y Meropenem en ninguna de las cuencas del Rio de donde se obtuvieron las
muestras. Esto indica que la resistencia por parte de las coliformes y enterobacterias es para
ambos antibidticos estudiados. Sin embargo, siempre se puede considerar que hubo un menor

crecimiento para ambos antibidticos en la cuenca Alta del rio Villalobos.

Teniendo en cuenta las especies aisladas del rio, la prevalencia de cepas de
enterobacterias y fermentadoras productoras de carbapenemasas es alta en el medio
ambiente, se recomienda seguir el trabajo de investigacion con la caracterizacion de los genes
de resistencia de estas bacterias, identificandolos y asi poder tener un mejor detalle de la

resistencia que se presenta en el Rio Villalobos.
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VIII. CONCLUSIONES

La enterobacteria que se encontr6 con mayor frecuencia en todos los puntos de
muestreo fue Klebsiella pneumoniae con el 31.57%, presentando resistencia a ambos

antibidticos, pero con mayor indice a Imipenem.

El punto de muestreo con mayor aislamiento de bacterias resistentes fue la cuenca
baja del Rio Villalobos, obteniendo un mayor numero de bacterias aisladas e
identificadas. Asimismo, la cuenca alta fue el punto que obtuvo menor aislamientos
de bacterias resistentes y la cuenca media y baja obtuvieron mas, sin embargo, ningiin
punto de muestreo tuvo diferencias estadisticas significativas, por lo que los tres

puntos tienen bacterias resistentes a los carbapenémicos

No existe diferencia significativa entre el crecimiento bacteriano en las placas de
Imipenem y Meropenem en ninguna de las cuencas del Rio de donde se obtuvieron
las muestras. Esto indica que la resistencia por parte de las coliformes, enterobacterias
y bacterias fermentadoras es para ambos antibidticos estudiados. Sin embargo,
siempre se puede considerar que hubo un menor crecimiento para ambos antibidticos

en la cuenca Alta del Rio Villalobos.

No hay diferencia significativa entre el nimero de colonias en todas las variables.
Esto indica que el nivel de bacterias resistentes es alto por lo que las bacterias aisladas
del rio son resistentes indicando que no hay diferencia significativa en el medio sin

antibidtico y con antibidticos.

No se lograron identificar enterobacterias esperadas como como E. coli
Eenterobacter u otras especies las cuales se creian muy probables de encontrar en el

rio, indicando que no muestran resistencia a los antibidticos de interés.
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6. Las aguas del del Rio Villalobos son fuente de diseminacion de bacterias Gram-
negativo resistentes a Imipenem y Meropenem, caracterizando un problema de salud
publica, por lo que no deben ser utilizadas para consumo individual, alimenticio ni

industrial sin haber sido tratadas previamente.
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1.

IX. RECOMENDACIONES

Seguir la caracterizacion de los genes de resistencia de bacterias aisladas,
identificandolos y asi tener un mejor detalle de la resistencia antibidtica que se

presenta en el Rio Villalobos.

Este estudio presenta la primera evidencia de bacterias resistentes a carbapenémicos
que circulan en fuentes de agua dulce y no en un ambiente clinico. Esta situacion
representa un serio problema de salud publica. Es necesario fortalecer las estrategias
de vigilancia, prevencion y control a nivel hospitalario, para evitar la diseminacion
de enterobacterias portadorass de genes de resistentes a carbapenémicos, de lo
contrario, en un futuro probablemente no contaremos con opciones terapéuticas
viables, asumiendo el riesgo de incrementar la morbilidad y mortalidad de los

pacientes.

Realizar pruebas de suceptibilidad con Imipenem y Meropenem mediante método de
disco de difusion para poder obtener concentraciones minimas inhibitorias y poder
tener puntos de comparacion cuantificables de las bacterias identificadas en cada
punto del rio. Es por esto que se deberia de realizar otras pruebas de suceptibilidad
como lo son por halo de inhibiciéon de Kirby Bauer o con antibiogramas especificos.
Asimismo, pruebas especificas para deteccion de carbapenemasas: prueba
modificada de Hodge, método de inactivacion carbapenems o mCIM y CARBA NP

test.

Muestrear e identificar especies de bacterias importantes como E. coli y del género
Enterobactery caracterizar los genes resistentes para poder tener una mejor vision de
las enterobacterias resistentes comunes en aguas del rio y en otros ambientes

importantes que son una amenaza para la salud publica.
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5. Ejecutar muestreos periddicos y evaluacion de enterobacterias en el Rio Villalobos
en los puntos de estudio: cuenca media y baja del rio; por parte de las autoridades del

control y manejos sostenible del lago de Amatitlan
6. Sensibilizar a personal de salud y entidades competentes sobre la responsabilidad que

lleva el uso de antibioticos y su correcto manejo de administracién en pacientes y su

respectivo desecho.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Mapa de ubicacion de Rio Villalobos y su desembocadura en el Lago de

Amatitlan
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Figura No.19. Mapa de ubicacion del Rio Villalobos, otros rios alternos y desembocadura
en el Lago de Amatitlan

91
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Figura No.20. Mapa hidrografico de la cuenca del Lago de Amatitlan con los puntos de
muestreo del Rio Villaobos.

Anexo 2. Figuras y mapas de ubicacion de puntos de muestreo en el Rio Villalobos

Figura No. 21. Punto de muestreo en la cuenca baja del Rio Villalobos, Villacanales.
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Anexo 3. Figuras de obtencion de bacterias a partir de muestras de agua de de

puntos de muestreo en el Rio Villalobos

AWMME ".'E‘\

Figura No. 28. Muestra de parte baja en Figura No. 29. Muestra de parte media en
Imipenem Meropenem

Figura No. 30. Muestra de parte baja en Figura No. 31. Muestra de parte media en
Meropenem Imipenem
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Figura No. 33. Muestra art

Figura No. 32. Muestra de parte bja i ;
media en Imipenem

en Imipenem

Figura No. 34. Muestra de parte baja en Figura No. 35. Muestra de parte media en
Meropenem Meropenem

SRR N o T T,
P A Y

Figura No. 36. Muestra de parte baja en Figura No. 37. Muestra de parte alta en agar
Meropenem chromocult sin antibiodtico
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Figura No. 38. Muestra de parte baja en agar ~ Figura No. 39. Muestra de parte baja en agar
chromocult sin antibiético chromocult sin antibi6tico

Figura No. 40. Muestra de parte baja en agar Figura No. 41. Muestra de parte alta en
chromocult sin antibiotico agar chromocult sin antibio6tico
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Anexo 4. Identificacion de bacterias aisladas en cultivos cromocult con Imipenem

y Meropenem obtenidas de las cuencas del Rio Villalobos

Figura No. 42. Proteus mirabilis aislada Figura No. 43. Stenotrophomas maltophila
de la cuenca baja del Rio Villalobos en aislada de la cuenca media del Rio
Imipenem Villalobos en Meropenem

Figura No. 44. Proteus mirabilis aislada
de la cuenca baja del Rio Villalobos en
Imipenem

Figura No. 45. Chromobacterium violaceum
aislada de la cuenca alta del Rio Villalobos
en Imipenem
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Figura No. 47.. Stenotrophomas maltophila
aislada de la cuenca media del Rio
Villalobos en Meropenem

Figura No. 46. Chromobacterium violaceums
aislada de la cuenca alta del Rio Villalobos
en Meropenem

3 N3 A riiotied =i am

2B 2% L
Figura No. 48. Pantoea dispersa aislada de Figura No. 49. Klebsiella pneumoniae
la cuenca alta del Rio Villalobos en aislada de la cuenca alta del Rio

Meropenem Villalobos en Meropenem

Figura No. 50. Kiebsiella pneumoniae
aislada de la cuenca alta del Rio
Villalobos en Imipenem

Figura No. 51. Yersenia frederiksenii
aislada de la cuenca media del Rio
Villalobos en Imipenem
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Figura No. 52. Klebsiella pneumoniae
aislada de la cuenca media del Rio
Villalobos en Meropenem

X ST ‘ -‘ e
Figura No. 54. Pantoea spp aislada de la
cuenca media del Rio Villalobos en
Imipenem
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Figura No. 53. Acinobacter Iwoffi aislada
de la cuenca baja del Rio Villalobos en
Meropenem



XII. GLOSARIO DE TERMINOS

Antibiético: sustancia producida por microorganismos o una sustancia similar -producida
parcialmente o totalmente por sintesis quimica- que en bajas concentraciones inhibe el
crecimiento de otros microrganismos (Russell, 2004). Medicamentos utilizados para

prevenir y tratar las infecciones bacterianas (OMS, 2020).

Bacterias: microorganismos procariotas unicelulares que pueden tener distintas formas:
esféricas, alargadas o espirales. Existen bacterias dafiinas, llamadas patogénicas, las cuales

causan enfermedades; pero también existen bacterias no dafiinas (Bettie J. Graham).

Bacterias Gram-negativo: tipo de bacterias que estructuralmente contienen tres capas en
la pared celular: la membrana interna, una capa delgada de peptidoglicano, y una membrana
externa que contiene lipopolisacdrido. Son causantes de muchas infecciones como
neumonia, del torrente sanguineo y por heridas; ademas, tienen capacidades integradas para
encontrar nuevas formas de ser resistentes y pueden transmitir su material genético lo cual
permiten que otras bacterias también se vuelvan resistentes a los medicamentos. No retienen

la tincion de violeta cristal durante la tincion de Gram (CDC, 2011).

Bacterias Gram-positivo: tipo de bacterias que estructuralmente contienen una capa gruesa
de peptidoglicano con 4acido teicoico incrustado externo a la membrana plasmatica. Son
causantes de muchas infecciones como infecciones de piel. Retienen la tincion cristal violeta

durante la tincién de Gram, dando el color positivo para las pruebas (Parker, et al., 2018).

Bactericida: mecanismo de un agente especifico que producen la muerte de los

microorganismos responsables del proceso infeccioso (Salido, 2004).

Bacteriostaticos: mecanismo de un agente especifico que provoca inhibicion de la actividad
celular bacteriana sin causar una muerte bacteriana directa el agente previene el crecimiento

de bacterias (Loree & Lappin, 2020).

Betalactamicos: clase de antibioticos que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
bacteriano al interferir con la sintesis de la pared celular de las bacterias. Son caracterizados
por su estructura bésica con un anillo de tiazolidina unido a un anillo f-lactama y un grupo

amino secundario (RNH-) (Katzung, 2017).
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Carbapenémicos: antibidticos de la clase de B-lactimicos considerados como los mas
potentes, por lo cual se utilizan en infecciones asociadas a la atencion de la salud con
pacientes mas criticos. Los carbapenémicos tienen una actividad antibacteriana de amplio
espectro ante Gram-positivo y Gram-negativo, incluyendo anaerobios. Se encuentran
relacionados a los B-lactdmicos por su estructura, ya que contienen un carbapenem acoplado

a un anillo los B-lactdmico (Katzung, 2017; Carroll, Butel, & Morse, 2015).

Cepas multirresistentes: microorganismos que son resistentes a una o mas clases de
antibioticos con posibilidad de causar brotes epidémicos y que son capaces de transmitir los

mecanismos de resistencia (Lopez-Pueyo, et al., 2011).

Enterobacterias: son un grupo de bacilos Gram-negativo, aerobios no formadores de
esporas, pueden crecer como anaerobios facultativos, tienen la capacidad de reducir nitratos
a nitritos, fermentar la glucosa a acidos. La mayoria de estas bacterias son modviles con
flagelos; tienen forma de bastén y conforman alrededor de 30 géneros y mas de 130
especies, en donde se encuentran los géneros Escherichia, Shigella, Salmonella,

Enterobacter, Klebsiella (Carroll, Butel, & Morse, 2015; Hernandez-Sanchez, 2020).

Enterobacterias resistentes a carbapenémicos: grupo de bacterias que han desarrollado
resistencia a todos los B-lactdmicos, incluidos los carbapenémicos y muchas otras clases de

farmacos (Parker, et al., 2018).

Genes resistentes: genes que codifican enzimas cuya actividad permite que la célula se

defienda del antibiotico a través de diversas estrategias

Infeccion: es la invasion y el crecimiento de microorganismos en el cuerpo, se reproducen

y causan una reaccioén inmunolégica en el (CDC, 2016).

Inoculacién: cantidad de microorganismos agregadas a un medio de cultivo donde pueden
crecer y reproducirse. También se puede definir como la introduccién de una determinada

sustancia en otra sustancia (Parker, et al., 2018).

Mal uso de antibioticos: se refiere al administrar los medicamentos en dosis inadecuadas,

ya sea en cantidades excesivas provocando toxicidad, o, bajas dosis que son inefectivas; la
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administracion sin prescripcion de un médico o profesional de la salud autorizado; uso como

antivirales.

Medios de cultivo: combinacion de compuestos en solucion que favorece el crecimiento de

microorganismos al otorgar los nutrientes necesarios (Parker, et al., 2018).

Membrana celular: bicapa lipidica con proteinas y carbohidratos incrustados que define el
limite de la célula (también llamada membrana citoplasmatica o0 membrana plasmatica)

(Parker, et al., 2018).

Patégeno: microorganismo que causa una enfermedad a su huésped. Comprenden virus y

bacterias, asi como eucariotas unicelulares y multicelulares (Balloux & van Dorp, 2017).

Plasmido: molécula de ADN pequeia, circular y de doble hebra que normalmente es

independiente del cromosoma bacteriano.

Resistencia bacteriana: es el resultado de la capacidad de un microorganismo que resiste
al efecto de un antibiotico, que a su vez provoca resistencia. Es decir que la informacion
genética de las bacterias se transfiere a la nueva genética por medio de transferencia

horizontal al intercambiar los plasmidos (Rios-Mondragén, 2012).

Susceptibilidad: Es la prueba encargada de decidir cudl antibidtico sera el mas eficaz para
tratar una infeccion. Se utiliza para encontrar un tratamiento contra las infecciones

resistentes a los antibioticos (Ferraro, 2001).
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