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RESUMEN

Proteus spp es uno de los géneros mas sensibles dentro de las enterobacterias, mantiene
sensibilidad hacia los aminoglucésidos, betalactdmicos y fluoroguinolonas, sin embargo,
debido al uso frecuente e imprudente de los mismos se ha observado un incremento los
puntos de corte para concentracion minima inhibitoria que a nivel estadistico resultan
significativos, esto se debe a los diferentes mecanismos de resistencia que presenta la
bacteria y que significan un problema relevante en salud publica. En el presente trabajo
investigativo se evalud la antibiorresistencia de 18 cepas de Proteus spp mediante el
método de Kirby Bauer para el siguiente grupo de antibidticos: Amikacina, Gentamicina,
Amoxicilina+ acido clavulanico, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, los resultados obtenidos se
analizan mediante la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann
Whitney, obteniendo resultados de porcentaje antibiético de: Ciprofloxacina: 27,7%,
Ceftriaxona:16,6%, Amoxicilina + acido clavulanico: 22,2% , Gentamicina y Amikacina:
0%. Para la segunda fase se tomo en cuenta los puntos de corte expuestos por la CLSI
(The Clinical & Laboratory Standards Institute, 2023), para evaluar la concentracion
minima inhibitoria, sin embargo, las curvas de inhibicion incrementaron con los siguientes
resultados: Amikacina (AK): 18-20 pg/ml Gentamicina (CN): 18-22 pug/ml
Ciprofloxacina (CIP): 19-21 ug/ml Ceftriaxona (CR0O):18-22 ug/ml Amoxicilina + Ac.
Clavulanico (AMC): 28-33 ug/ml. Por lo que se consider6 fundamental estudiar los
mecanismos de resistencia que presenta Proteus spp, en primera estancia hacia las
fluoroquinolonas que fue uno de los grupos con mayor resistencia por la presencia de
mutaciones cromosodmicas, la produccion de BLEE para betalactamicos y alteracion del

sitio diana o mutaciones de grupos hidroxilos y aminos presentes en aminoglucésidos.

Palabras clave: Proteus spp, enterobacterias, antibiorresistencia, inhibicidn, antibidticos,
CMI.



ABSTRACT

Proteus spp is one of the most sensitive genera within the enterobacteria, it maintains
sensitivity to aminoglycosides, beta-lactams and fluoroquinolones, however, due to the
frequent and imprudent use of these antibiotics, an increase in the cut-off points for
minimum inhibitory concentration has been observed which are statistically significant,
this is due to the different mechanisms of resistance that the bacteria present and which
represent a relevant problem in public health. In this research work, the antibioresistance
of 18 strains of Proteus spp. was evaluated using the Kirby Bauer method for the following
group of antibiotics: Amikacin, Gentamicin, Amoxicillin + clavulanic acid, Ceftriaxone,
Ciprofloxacin, the results obtained were analyzed using the Kruskal Wallis test
complemented with the Mann Whitney U test, obtaining results of antibiotic percentage
of: Ciprofloxacin: 27.7%, Ceftriaxone:16.6%, Amoxicillin + clavulanic acid: 22.2% |,
Gentamicin and Amikacin: 0%. For the second phase, the cut-off points established by
CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute, 2023) to evaluate the minimum
inhibitory concentration, however, the inhibition curves increased with the following
results: Amikacin (AK): 18-20 pg/ml Gentamicin (CN): 18-22 pg/ml Ciprofloxacin (CIP):
19-21 pg/ml Ceftriaxone (CRO):18-22 pg/ml Amoxicillin + Ac. Clavulanic acid (AMC):
28-33 pg/ml. Therefore, it was considered essential to study the mechanisms of resistance
presented by Proteus spp, firstly towards fluoroguinolones, which was one of the groups
with the highest resistance due to the presence of chromosomal mutations, the production
of BLEE for beta-lactams and alteration of the target site or mutations of hydroxyl groups

and aminos present in aminoglycosides.

Key words: Proteus spp, enterobacteria, antibioresistance, inhibition, antibiotics, CMI.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Una de las problematicas mas relevantes en salud publica ha sido la resistencia antibidtica
puesto que su incremento ha sido considerable en los ultimos afios, dentro de los
principales microorganismos causante se encuentran las enterobacterias, que ademas de
contar con una eficaz diseminacion también presentan mecanismos de resistencia,
presunta habilidad adquirida por el uso desmedido e irresponsable de antibidticos. Dentro
de las enterobacterias de mayor interés se encuentra Proteus spp, presentando un alto
indice de contaminacién en productos de consumo humano y planteles de distribucion
carnica (Miranda et al., 2019).

El presente trabajo de titulacion se basa en evaluar la antibiorresistencia de cepas de
Proteus spp, las mismas que fueron aisladas con anterioridad de muestras de carne de
pollo que se expende en la ciudad de Ambato, provincia Tungurahua. Teniendo como
objetivo determinar los mecanismos mediante los cuales Proteus inhibe la accién de los
farmacos, y de igual manera en aquellas cepas que se muestren sensibles establecer la
dosis minima que inhibe el crecimiento y desarrollo de la misma. Se lo llevaré a cabo en
dos fases, para la primera fase se empled el método fenotipico Kirby Bauer el mismo que
se encarga de reconocer las cepas como Resistentes (R), Intermedias (1), Sensibles (S)
segun se den los resultados obtenidos durante la medicion de halos y comparandoles con
los puntos de corte que se presentan en la (CLSI, 2023). Aquellas que sean determinadas
como sensibles deberan someterse a la fase dos en la que se ejecutara CMI mediante
dilucion antibidtica y la utilizacion de un espectrofotometro el cual arroja resultados
midiendo la densidad Optica del cultivo y se interpretara por la curva de crecimiento que

presenten los datos tabulados.



La importancia del desarrollo de dicha investigacion se ve reflejada en la evidente
influencia que tiene el estudio de la resistencia antibidtica en la salud publica, la misma
que tiene una relacion directa con la medicina veterinaria, debido a que los patdgenos se

encuentran presentes en productos de alto consumo humano como es la carne de pollo.

1.1 Antecedentes investigativos

Genética de Proteus spp que presentan genes adquiridos de resistencia a antibiética.

Segun Girlich et al. (2020) P. mirabilis se muestra resistente a varios antibiéticos, entre
ellos la colistina, y una notable reducida susceptibilidad al imipenem. Por otro lado, en
aisaldos de P. mirabilis se registran altos niveles de resistencia al imipenem consecutivos
a la pérdida de porinas, esto se debe a una expresion reducida de proteinas de union a
penicilina (PBP) PBPla, PBP2, o podria deberse también a la adquisicion de genes
resistentes a antibidticos, como los genes de carbapenemasas. Ademas, se informa con
frecuencia la resistencia a los no B-lactamicos, sobresalen los farmacos utilizados para
tratar infecciones del tracto urinario (ITU) como las fluoroquinolonas y nitrofuranos. La
propagacion y aparicion de aislados de P. mirabilis resistentes farmacos que producen
betalactamasas de espectro extendido (ESBL), AmpC, cefalosporinasas Yy

carbapenemasas.

Analisis del perfil microbioldgicoy resistencia antibidtica marcada de los urocultivos

en pacientes ambulatorios

Segun Diaz (2020), al analizar el perfil microbioldgico de urocultivos realizados a
pacientes ambulatorios se obtuvieron como resultados la presencia de varios agentes
patdgenos causantes de diferentes patologias del tracto urinario, entre ellos se destacaba
Escherichia coli (89,7%) y Proteus mirabilis (3,6%). Al procesar las muestras para

resistencia antibidtica, se obtuvieron resultados acerca de Proteus spp y la resistencia que

4



presenta de manera porcentual hacia Ciprofloxacina (57%), Ampicilina (71%),
Norfloxacina (71%), Acido Nalidixico (71%), resaltando las cefalosporinas de 2° y 3°
generacion que presentaban resistencia de 53% y 57% de manera respetiva. En los
estudios realizados se concluyé que dichos resultados se debian a la expresion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y de igual manera inhibidores de
betalactama en Proteus spp evidenciando la necesidad por optimizar el tratamiento

farmacéutico.

Distribucion de genes de resistencia a betalactamasas de espectro extendido TEM y

CTX-M entre especies de Proteus aisladas en Sudan

Segun Musa et al. (2019) la sensibilidad antimicrobiana se alarga frente al juego de
antibidticos: amoxiclav, amoxicilina, ceftazidima, cotrimoxaso, gentamicina, cefotaxima
meropenem, ciprofloxacina y ceftriaxona. Se determind resistencia antibiotica:
amoxicilina 40%, gentamicina 22,2%, ceftazidima 25,6%, cotrimoxasol 21,1%,
ceftriaxona 23,3%, y cefotaxima 18,9%. Pero la mayoria de los aislados fueron sensibles
a ciprofloxacina (86,7%) y meropenem (92,2%). Usando la técnica de sinergismo de doble
disco se encontro positividad a BLEE en alrededor de 20 aislamientos (22,2%). Mientras
gue mediante PCR se logré destacar que el gen que codifica TEM se encontraba presente
en 18 aislamientos (90%); de forma combinado con el gen CTX-M en los otros siete
(35%) y aislada en 11 aislamientos (55%).

Evolucion e incremento de la resistencia antibiotica en agentes patdgenos causantes

de infecciones urinarias adquiridas en la comunidad.

Segun Garin et al. (2020) en su investigacion buscada dar a conocer la prevalencia de
agentes patdgenos causantes de infecciones a nivel del tracto urinario en la comunidad
siendo una de las principales Proteus spp de igual manera determinar la sensibilidad que

presenta hacia los antibi6ticos que se utilizan con mayor regularidad en los tratamientos
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farmacoldgicos. Se llevé a cabo un estudio longitudinal de tipo retrospectivo manejando
alrededor de 8.000 muestras de urinocultivos recogidos de los cuales 54% pertenecian a
Proteus spp. La misma que presento una tasa de resistencia incrementada para la mayoria
de los antibidticos que fueron testados, significativamente hacia las quinolonas resultando
en porcentajes cercanos al 30%. Dichos resultados podrian haber sido influenciados por
la alta demanda que tienen las quinolonas al momento de emplear un tratamiento

farmacologico, es decir su uso desmedido.

Identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae en pollos de engorde

suplementados con diferentes aditivos comerciales.

Segun Pacsi (2021) se llevd a cabo el presente estudio con objetivo de reconocer los
patdgenos bacterianos oportunistas de la familia Enterobacteriaceae aislados que se
presentan con mayor frecuencia en pollos de engorde suplementados con varios aditivos
comerciales. Dentro de las enterobacterias que fueron encontradas estan; Escherichia
Coli, Enterobacter spp y Proteus spp. Destacando que en este estudio no hubo presencia
alguna de Salmonella spp. Los resultados que se obtuvieron mostraron que los pollos del
grupo alimentados con dieta basal con probioticos (DPB) y dieta basal con extracto de

plantas (DEP) obtuvieron un menor porcentaje de bacterias encontradas en intestino, lo

cual estuvo seguido del grupo de pollos con la dieta control que contenia una basal
estandar sin aditivos (DCSA). Dentro de 10 dias en las aves DEP y DPB se determind un
0% de Enterobacter spp.



1.2 Categorias fundamentales

1.2.1 Proteus spp taxonomia y generalidades

Tabla 1. Taxonomia de Proteus spp

Dominio Bacteria

Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales

Familia Morganellaceae
Género Proteus
Fuente: (NIH, 2023)

Proteus, son identificados como bacilos gram negativos anaerobios facultativos y
qguimioorganétrofos que poseen movilidad gracias a sus flagelos peritricos. Destacando
también su habilidad para adaptarse hacia dos tipos de metabolismo tanto fermentativo
como respiratorio. En su mayoria son patdgenos oportunistas, pero también se podrian
presentar como agentes causales en infecciones comunitarias por lo que se reconoce su

importancia tanto en salud animal como humana (Wang et al., 2021).

Generalmente pueden llegar a medir de 0,4 a 0,6 um por 1 a 3 um, sin embargo, podrian
verse también como cadenas de cocobacilos o aislados y filamentosas durante su forma
joven. Actualmente el género Proteus se encuentra altamente distribuidas y juegan un
papel vital al momento de degradar la materia organica, por lo que podrian encontrarse en
el agua, suelos, a nivel intestinal en humanos y varios animales domésticos, de granja

incluso aves y reptiles (Wang et al., 2021).



1.2.2 Estructura antigénica de Proteus spp

Proteus se encuentra conformada por antigenos flagelares (H), somaticos (O) y capsulares
(K) los mismos que se utilizan para la diferenciacion de serovares, ademas posee cadenas
polisacaridicas del LPS que muestras varias diferencias estructurales lo que hace posible
clasificar y agrupar las diferentes cepas de Proteus que hay en serogrupos, las mismas que
se rigen por el tipo de aglutinacion que presente frente a los anticuerpos (Girlich et al.,
2020).

1.2.3 Aspectos patogénicos de Proteus spp

1. Estructuras superficiales que brindan mayor importancia a los flagelos y su
influencia en el efecto swarming, ademas de proteinas de membrana, diversos

tipos de fimbrias, lipopolisacaridos y capsula (Musa et al., 2019).

2. Principalmente productos secretados como enzimas y proteinas, destacando una
proteasa ZapA como la ureasa por su habilidad durante la degradacion de IgA e
IgG y de igual manera hemolisinas, ademaés de la formacion de biopeliculas (Musa
etal., 2019).

1.2.4 Factores relevantes de virulencia en Proteus

Al hablar de las caracteristicas fenotipicas de Proteus se destaca siempre su capacidad
para desplazarse desde su punto de inoculacion hacia toda la superficie de medios sélidos
como son el agar, lo cual conocemos como efecto swarming que se presenta debido a las
propiedades dimorficas de Proteus asi como su comportamiento grupal de las colonias en

la periferia, desplazandose unos sobre otros (Bello, 2023).



El efecto swarming se lleva a cabo en tres fases: la diferenciacion, migracion y
consolidacién. Durante la primera fase cuando se da el crecimiento en medios liquidos se
los puede presenciar como bacilos aislados y cortos que poseen alrededor de 6 a 10
flagelos peritricos, pero su estructura suele cambiar cuando son trasladados a medios
solidos por lo que podrian apreciarse como células largas no septadas, ademas
incrementan su numero de flagelos a mas de 1000, a esta restructuracién se las denomina
células swarmer. Durante la segunda fase todo el contenido celular tiende a moverse en
diferentes direcciones que partes del sitio de inoculacion original, este fendmeno podria

durar varias horas (Bello, 2023).

Una vez terminada la etapa de movimiento empieza la tercera fase denominada también
etapa de consolidacion, consiste en una nueva division activa de las bacterias filamentosas
que darén lpgar a nuevas formas cortas por lo que la masa de bacterias aumentara
considerablemente junto en el punto donde la colonia se detuvo, haciendo que el borde se

aprecie mucho mas grueso (Soriano & Pool, 2019).

Después se da inicio a otro ciclo de tres fases brindado a la colonia su aspecto
caracteristico. Es importante aclarar que la diferenciacion en células swarmer esta
vinculada al incremento de sintesis de lipopolisararidos que brinda fluidez a la membrana
externa y la presencia de polimeros largos O. También se presentan eventos que facilitan
su migracién, como la produccién del polisacarido capsular y extracelular de biopeliculas
que forman una fina capa para cubrir las células. Por lo tanto, las células swarmer son
conocidas como la forma virulenta de Proteus y en la etapa de diferenciacion ocurre
eventos importantes como la sintesis de hemolisinas, ureasa y proteasas (Musa et al.,
2019).



Tabla 2. Factores de virulencia presentes de Proteus spp.

Factores de virulencia  Efecto en la patogenicidad

Fimbrias Brinda adhesion epitelial.

Flagelos Brinda movilidad facilitando la colonizacion vy
diseminacion.

Ureasa Desdoblamiento eficaz de la urea y alcalinizacion de pH.

Proteasas Enzimas degradadoras de inmunoglobulinas.

Desaminasas Formacion de sideroforos conocidos como alfa-cetoécidos.

Hemolisinas Posibilitan la adherencia y por ende la invasion celular.

Lipopolisacaridos Contribucion a la endotoxicidad.

Polisacaridos capsular Esencial para la produccién de biofilms.
Fuente: (Girlich et al., 2020).

1.2.5 Sensibilidad de Proteus mirabilis y Proteus vulgaris a los antibiéticos

En cuanto a la sensibilidad que Proteus spp presenta se debe reconocer que las cepas de
Proteus mirabilis son mucho mas sensibles a los antibiéticos que las de Proteus vulgaris,
pero en general Proteus tiende a presentar cierta resistencia a las tetraciclinas y la colistina.
La resistencia que se presenta hacia la colistina esta ligada a la presencia de un
lipopolisacarido que posee extensos grupos de 4-amino-L-arabinosa reduciendo
notablemente la afinidad hacia los antibidticos polipéptidos. Se debe a que imposibilitan
el desplazamiento de los iones Ca?*y Mg?* del lipopolisacarido y de igual manera una
notable desorganizacion de membranas internas y externas de la pared bacteriana asi

mismo la muerte celular (Soriano & Pool, 2019).

Por otro lado, la resistencia que presentan hacia las tetraciclinas se encuentra regulado por
el gen cromosémico TetJ el cual podria ser inducido. Proteus presenta también un sistema

de trasporte denominado AcrAB el cual se asocia a la resistencia intrinseca hacia las
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tetraciclinas y de igual manera a la falta de sensibilidad en cuanto a glicilciclinas (Soriano
& Pool, 2019).

También poseen porinas que denotan la baja permeabilidad logrando asi la perdida de
sensibilidad a los carbapenemes especificamente al imipenem, se ha llegado a verificar
este fendmeno por la marcada elevacién en los valores de CIM denotando rangos entre 4-
8mg/l. Sin embargo, Proteus mirabilis no posee la habilidad de sintetizar de forma natural
R-lactamasas cromosdmicas como AmpC o similares, debido a esto esté fenotipo es
sensible a todos los antibidticos -lactamicos a los que se pueda exponer, teniendo como

excepcion la penicilina (Girlich et al., 2020).

Proteus vulgaris también posee fenotipos salvajes que presentan resistencia a las
cefalosporinas de primera y segunda generacion y de igual manera a las aminopenicilinas,
es representativa su resistencia a la cefuroxima, sin embargo, las colonias aisladas podrian

ser presentadas como sensibles al menos hasta un 30% (Girlich et al., 2020).

1.2.6 Resistencia adquirida por parte de Proteus spp a los antibioticos.

Proteus mirabilis se caracteriza por presentar la habilidad de adquirir resistencia hacia los
B-lactdmicos aunque no sea nada comun, lo hace mediante enzimas que incluyen B-
lactamasas de amplio espectro (BLEA), enzimas de tipo AmpC plasmidicas y de igual
manera de espectro extendido (BLEE). En cuanto a su resistencia presentada hacia la
amoxicilina es debido a la presentacion de otras enzimas betalactamasas conocidas como
TEM-1y TEM-2, e incluso podrian presentar enzimas que le hacen frente a los inhibidores
como TEM-44, TEM-65, TEM-74 y TEM-73 (Mouiche et al., 2019).
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También se resalta la resistencia marcada de Proteus spp para las fluoroguinolonas,
algunos de los mecanismos mas conocidos son la sobreproduccién de bombas de eflujo
AcrAB y la modificacion del sitio blanco, durante el cual se da una combinacion de varias
mutaciones en QRDR que se conoce como la region determinante de resistencia a
quinolonas, de los genes que se encargan de codificar al ADN girasa (genes gyrA'y gyrB)

de igual manera a la topoisomerasa IV (parC y parE) (Mouiche et al., 2019).

En cuanto a Proteus vulgaris se identificaron mutaciones a nivel de los genes reguladores,
presentando posibles desrepresiones de las enzimas [-lactamasas HUgA y CumA,
brindando asi resistencia exclusivamente para ceftriaxona y una ligera pérdida de
sensibilidad hacia las cefalosporinas en general. Dicha sensibilidad podria verse revertida
cuando el antibiotico es combinado con acido clavulanico o tazobactam (Mouiche et al.,
2019).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la antibiorresistencia de cepas de Proteus spp aisladas en carne de pollo en la

ciudad de Ambato, provincia Tungurahua.

1.3.2 Objetivos especificos

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

cepas de Proteus mirabilis y P. vulgaris clasificadas como sensibles.
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e Establecer los mecanismos moleculares de resistencia de Proteus mirabilis y P.

vulgaris ante los antibioticos.

1.4 Hipotesis

HO: Las cepas de Proteus spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato, Provincia
de Tungurahua muestran mayor resistencia a los antibidticos utilizados en la fase

experimental de la investigacion.

H1: Las cepas de Proteus spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato, Provincia
de Tungurahua no muestran mayor resistencia a los antibioticos utilizados en la fase

experimental de la investigacion.
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CAPITULO II

METODOLOGIA
2.1 Ubicacion del experimento
La ubicacion del presente estudio recae en el Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato, situada en la provincia de Tungurahua, cantén Cevallos como
una extension de 19,000 km?, altitud de 2.882 msnm, latitud 1°2208.7” y longitud
78°36°23.8”.

2.2 Caracteristicas del lugar

Tabla 3. Caracteristicas del Cantén Cevallos

Parametro Valor

Clima Ecuatorial Meso

TérmicoSeco

Temperatura °C 13a16
Humedad relativa, % 60a75
Velocidad del viento, m/s 21a8.9

Precipitacion, mm 200 a 500

Fuente: (GAD Cevallos, 2022)
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2.3 Materiales y Equipos

Tabla 4. Equipos y Materiales

Materiales de laboratorio

e Cajas Petri

e Vasos de precipitacion
e Tubos de ensayo

e Micropipetas

e Varilla de agitacion

e Gradilla

e Papel de Aluminio

e Cucharas de medicion
e Puntas de micropipeta
e Tubos Eppendorf

e Guantes de latex

e Tampones

e Palillos de cultivo

e Agua destilada
e Infusion
MEDIA)

cerebro-corazoén

Reactivos

(TM .

e Agar Miiller Hilton (TM MEDIA) o
e Agua Luria Bertani (TM MEDIA) o

e Alcohol

Equipos

e Balanza Analitica FC 2000 (2000 o

0; 0,01 g)

Probeta

Matraz Erlenmeyer
Mecheros bunsen
Mascarilla
Zapatones

Bata quirurgica
Cofia

Papel Kraft
Portaobjetos
Cintas testigo
Cubetas

Asas de siembra

Jeringas

Discos de antibiograma

Agar Tripticasa de Soya
Amikacina (1g/2ml)
Ceftriaxona

Amoxicilina + Ac. Clavulanico
Gentamicina

Ciprofloxacina

Incubadora

Refrigeradora
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e Bafio Maria

e Autoclave

e Agitador magnético con plancha e \ortex

de calentamiento

e Espectrofotdmetro

e Computadora
e Rotulador

e Cinta adhesiva

Insumos extra
e Camara fotogréafica
e Cuaderno de apuntes

e Esferos

2.4 Factores de Estudio

Tabla 5. Discos de antibioticos

Farmaco Simbologia

Amikacina AK 30 pg
Ceftriaxona CRO 30 g
Ciprofloxacina CIP 5 ug

Amoxicilina + AuG3ug
Acido

Clavulanico

Descripcion

Aminoglucésido con accion bactericida, actla
uniéndose a la subunidad 30s de los ribosomas
bacterianos, con el espectro mas amplio, interfiere
en la sintesis proteica.

Cefalosporina de tercera generacion, presenta
accion bactericida debido a su capacidad de inhibir
la sintesis de la pared celular de la bacteria.
Fluoroguinolona, inhibe el superenrollamiento del
ADN por la girasa, blogueando la replicacion del
ADN bacteriano.

Betalactamico junto a un inhibidor de
betalactamasas, inhibe la sintesis de la pared
bacteriana previniendo también la accion de las

enzimas bacterianas resistentes.
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Gentamicina CN120pug  Aminoglucésido, accion bactericida por union
irreversible a la subunidad ribosémica bacteriana
30S, evitando la sintesis proteica.

Fuente: (Mouiche et al., 2019).

2.5 Andlisis estadistico

2.5.1 Tamano de la muestra

Se trabaja con un total de 18 muestras identificadas molecularmente de Proteus
spp, actualmente conservadas en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular e la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato.

2.5.2 Disefio experimental

La presente investigacion se desarrollé en dos fases.

Durante la primera fase que consiste en la medicion de sensibilidad bacteriana frente
a los diferentes farmacos, la variable serd considerada la respuesta de

sensibilidad/resistencia para los diferentes farmacos evaluados.

Los datos que fueron recolectados en la primera fase son considerados como variables
cualitativas por lo tanto no presentan homogeneidad y tampoco una distribucién normal,
por esa razén el analisis estadistico se llevd a cabo con pruebas no paramétricas empleando
la prueba de Kruskal Wallis integrada con la prueba U de Mann Whitney, se utilizd

también el programa SPSS 26.0 ejecutando un nivel de significacion del 95%.
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En la segunda fase, los fArmacos que hayan sido determinados como sensibles en la
fase 1, se someteran a evaluacion en términos de CMI a diferentes concentraciones
farmacologicas considerando las directrices expuestas por la CLSI. La evaluacién sera
llevada a cabo mediante un andlisis de densidad dptica en el cual se usara el
espectrofotdmetro, midiendo la concentracion bacteriana (# de bacterias/ml) por la

cantidad de luz absorbida en las muestras de los cultivos.

Los datos que se han recolectado durante la fase dos fueron tabulados en Microsoft
Excel 2016, se interpretd los resultados para presentarlos en estadistica descriptiva

complementada con gréaficos y tablas.

2.6 Metodologia

Para el desarrollo del presente proyecto investigativo se trabajé con 18 cepas de Proteus
spp las cuales fueron molecularmente identificadas y se encuentran conservadas en los
Laboratorios de Biologia Molecular de la Universidad Técnica de Ambato, cada una de
ellas se mantienen a -20°C en eppendorfs, con su respectivo etiquetado y organizados en

gradillas para crioviales.

2.6.1 Fase 1. Refrescar las cepas de Proteus spp en Tripticasa de soya

2.6.1.1 Preparacién del medio Agar TS

El Agar TS fue utilizado para refrescar las cepas debido a que no es un medio selectivo,
sin embargo, para aquellos microorganismos exigentes se aprecia en su composicion
sangre y peptona de soya lo cual ayuda especificamente con el crecimiento de los mismos,
ademas de cloruro de sodio que brinda equilibrio dentro del balance osmético, gracias a

todos estos componentes se puede promover el aislamiento y desarrollo de los
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microorganismos independientemente de que sean aerobios o anaerobios (Britanialab,
2021).

1. Empezamos esterilizando todo el material en la autoclave a 120°C.

2. Pesar la cantidad que se vaya a utilizar en la balanza analitica, generalmente 38g.

3. Anadimos los 38g de TS en 1000ml de agua destilada esterilizada, siguiendo las
indicaciones del producto, todo en un vaso de precipitacion.

4. Colocar el vaso de precipitacion en el agitador magnético durante 10 minutos para
homogenizar.

5. Latemperatura del agitador magnético se debe ir incrementando cada 10 minutos,
iniciando desde 150°C, esperar al punto de ebullicion.

6. Al llegar al punto de ebullicion se trasvasa la mezcla a un frasco de vidrio de
borosilicato y se vuelve a autoclavar a 120°C durante 20 minutos.

7. Una vez autoclavado, se debe placar inmediatamente usando placas Petri
esterilizadas, esperamos 15 minutos para voltear las placas.

8. Dejar reposar por 24 horas hasta obtener un aspecto solido para proceder a
sembrar.

(TM media, 2022).

2.6.1.2 Siembra de cepas de Proteus spp en TS

1. Buscamos los eppendorfs que contengan la cepa que se vaya a utilizar y se deja
ambientar por 10 minutos en el cuarto estéril cerca del mechero.

2. Mientras se ambienta la bacteria se puede proceder a rotular las placas Petri,
colocando el cédigo y nombre de cada cepa.

3. Color la gota, con ayuda de un palillo estéril para siembra se recoge una muestra
del eppendorf y se coloca en la placa, siempre cerca del mechero.

4. Esperar de 3-4h hasta que la gota se seque completamente y estriar con un asa
estéril.

5. Debemos colocar las placas volteadas en la incubadora a 37°C por 24h.
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2.6.2 Siembra de colonias de Proteus spp en Infusion Cerebro-Corazoén

2.6.2.1 Preparacion de Infusion Cerebro-Corazén

Se decidio utilizar Infusion Cerebro-Corazén debido a que es un medio altamente
nutritivo, algunos de sus componentes de mayor interés son: cerebro de ternera y corazon
de bovino que promueven el crecimiento de microorganismos, ademas contiene peptona
gue aportan nitrégeno, carbono, péptidos, aminoacidos y varias vitaminas que promueven

el desarrollo de las colonias (Britanialab, 2021).

1. Primero se debe esterilizar todos los materiales a 120°C en la autoclave.

2. Preparar el medio, pesar 37g de Infusion CC en la balanza analitica y colocarla en
el vaso de precipitacion con 1000ml de agua destilada.

3. Mezclar con ayuda del agitador magnético por 10 minutos, hasta homogenizar la
mezcla.

4. Incrementar la temperatura cada 10 minutos partiendo siempre desde los 150°C.

5. Al llegar al punto de ebullicion se debe, trasvasamos la mezcla a un frasco de
vidrio y coloca en la autoclave a 120°C durante 20 minutos.

6. Al salir de la autoclave de coloca inmediatamente en bafio maria por 30 minutos a
35°C, hasta ambientar la mezcla y poder utilizarla.

7. Cerca del mechero, rotular los tubos de ensayo colocando el nombre, codigo y
namero de réplica de cada cepa (#3), y llenar con 5ml de Infusion CC colocando
siempre tampones esterilizados

(TM media, 2022).
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2.6.2.2 Siembra de colonias de Proteus spp en Infusion CC.

1. Con un asa estéril recolectar de 5-6 colonias aisladas anteriormente sembradas en
Agar TS cerca del mechero.

2. Anfadir las cepas recolectadas en los tubos de ensayo que fueron llenados
anteriormente con Infusion CC.

3. Llevar a la incubadora a 37°C por 3 horas.

2.6.3 Para Antibiorresistencia siembra de Proteus spp en Mller Hilton

2.6.3.1 Preparacion de Agar Muller Hilton

El presente medio fue seleccionado debido a una recomendacion elaborada de parte de la
CLSI, ademéas de ser uno de los medios mas utilizados para procedimientos de
antibiorresistencia., debido a que no es selectivo y sus componentes estimulan el
desarrollo y crecimiento de los microorganismos, posee almidon, infusion de carne, sangre
ovina y peptona acida de caseina lo que promueve una reproductividad eficaz lote a lote
en pruebas de sensibilidad antibidtica (Britanialab, 2021).

1. Colocar todos los materiales en la autoclave a 120°C para esterilizarlos.

2. Con ayuda de la balanza analitica pesar 38g y afiadir en un vaso de precipitacion
con 1000ml de agua destilada esterilizada.

3. Homogenizar la mezcla durante 10 minutos en el agitador magnético.

4. Incrementar la temperatura del agitador cada 10 minutos hasta llegar al punto de
ebullicion.

5. Trasvasar la mezcla a un frasco de vidrio y llevarlo a la autoclave durante 20
minutos a 120°C.

6. Al salir de la autoclave se debe placar enseguida para evitar que la mezcla se

solidifique.
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7. Una vez placado se debe dejar reposar por 24 horas el Agar hasta lograr un aspecto
solido y poder sembrar.
(TM media, 2022).

2.6.3.2 Siembra de Proteus spp en Agar Muller Hilton

1. Debemos partir de las cepas que fueron inoculadas previamente en Infusién
Cerebro Corazon, tomar una muestra con ayuda de un hisopo estéril escurriendo
siembre en los bordes del tubo para evitar el exceso de liquido.

2. Separar tres placas por muestra para mantener las réplicas y etiquetar cada una de
ellas con el nombre y cédigo de la cepa.

3. Estriamos la muestra en placas con Miller Hilton intentado rellenar toda la
superficie y girar la placa durante 4 veces para cubrirla totalmente.

4. Reposar las placas durante 15 minutos para seguir con el procedimiento.

2.6.3.3 Colocacion de discos de antibiéticos en las placas

1. Verificar que las placas se encuentren completamente secas.

2. Colocar los discos con ayuda de una pinza esterilizada, empezando con el disco
blanco que se usa como control y se debe ubicar en el centro de la placa.

3. Ordenar los 5 discos de antibidticos (AMC, CIP, CN, AK, CRO) alrededor del
disco blanco manteniendo una distancia de 2cm entre discos y del borde de la
placa.

4. Voltear las placas e incubar a 37°C durante 24h para poder comenzar con la lectura.
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2.6.4 Lectura de resultados

1. Para poder proceder con la lectura de los resultados se debe verificar los valores

establecidos por la CLSI.

Tabla 6. Halos de antibiorresistencia (mm).

Antibittico Sigla Resistente Intermedio Sensible
Amikacina 30pg AK <=14 15-16 >=17
Gentamicina 10ug CN <=12 13-15 >=16
Ciprofloxacina 5ug CIP <=15 16 - 20 >=21
Ceftriaxona 30ug CRO <=19 20 - 23 >=23
Amoxicilina + Acido ~ AMC <=13 14 - 17 >=18

Clavulanico 20/10 pg.

Fuente (Manual CLSI, 2023).

2. Para medir los halos de sebe posicionar la placa sobre una superficie oscura y una
luz reflectante por encima, medir con ayuda de una regla (mm).
3. Tomar los datos de las tres réeplicas para tabularlos en Excel y obtener la media de

los mismos.
2.6.5 Fase 2. Determinar CMI de cepas Sensibles (S) a los antibioticos.
Segun la tabulacion realizada en la fase 1 se debe separar las cepas determinadas como
sensibles (S) para establecer Concentracion Minima Inhibitoria de los diferentes

antibioticos, incorporando desde la dosis mas baja hasta que el antibidtico logre inhibir el

crecimiento bacteriano.
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2.6.5.1 Refrescar las cepas de Proteus spp y sembrarlas en TS.

Se debe seguir el mismo procedimiento de la fase 1, por lo que preparamos en primer
lugar el Agar Tripticasa de Soya y procedemos a sembrar las cepas sensibles seleccionadas

y estriarlas en la placa, la cual usaremos para el desarrollo de la fase 2.

2.6.5.2 Siembra de colonias de Proteus spp en Luria Bertani (LB).

2.6.5.2.1 Preparacion del medio Luria Bertani

El agar Luria Bertani fue el medio seleccionado para realizar CMH por brindar buenos
parametros de crecimiento para las colonias de Proteus spp, algunos de los componentes
esenciales han sido extracto de levadura y peptona caseina, también se mantiene el
equilibrio osmatico gracias al cloruro de sodio, se esta manera se presta un medio propicio

para el crecimiento de microorganismos (Britanialab, 2021).

1. Esterilizar los materiales en la autoclave a 120°C durante 20 minutos.

2. Con ayuda de la balanza analitica pesar 25gr y afiadir en un vaso de precipitacion
con 1000ml de agua destilada previamente esterilizada.

3. Colocar el vaso en el agitador magnético durante 10 minutos para homogenizar la
mezcla.

4. Activar la temperatura a 150°C e incrementar cada 10 minutos hasta llegar al punto
de ebullicion.

5. Trasvasamos la mezcla de LB a un frasco de vidrio y se lo lleva a la autoclave a
120°C durante 20 minutos.

6. Colocamos 8ml del medio LB en los tubos de ensayo con ayuda de una jeringa
estéril, los tubos deben estar rotulados incluyendo las 3 réplicas de cada cepa.

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

1. Una vez obtenidas las cepas refrescadas en TS se recolecta con ayuda de un asa
estéril de 5-6 colonias aisladas de Proteus spp.

2. Se colocan las colonias en el tubo de ensayo con LB teniendo cuidado de no tocar
los bordes y homogenizamos la muestra con ayuda del VVortexer.

3. Con ayuda de una micropipeta se debe tomar 1000ul y colocar en una cubeta para
espectrofotometro.

4. Colocar la cubeta en el espectrofotdbmetro y medir la densidad éptica del mismo,
calibrando con anterioridad del equipo a una longitud de onda de 600nm.

5. Se debe manipular la muestra hasta obtener una concentracion de 0.500 A.

6. Antes de comenzar con el experimento se debe realizar una prueba inicial con
diversas concentraciones de antibiotico, de esta manera se puede determinar las

dosis con las que se llevara a cabo la siguiente fase.

2.6.5.3 Dilucién de antibiéticos en diferentes concentraciones

1. Se debe tener en cuenta las concentraciones registradas por la CLSI

Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria (pg/ml)

Antibidtico Sigla Resistente Intermedio  Sensible
Amikacina 30g AK >=16 8 <=4
Gentamicina 10g CN >=8 4 <=2
Ciprofloxacina 59 CIP >=4 2 <=1
Ceftriaxona 30g CRO >=4 2 <=1
Amoxicilina + Acido ~ AMC >=32/16 18/8 <=8/4

Clavulanico 20/10 g.
Fuente: (Manual CLSI, 2023)
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2. Se debe partir de la dosis indicada por la CLSI, utilizando siempre dosis por
encima y debajo de la dosis propuesta, en total 5 dosis que logren hacer denotar la
curva de inhibicion que demuestran los farmacos hasta lograr la CMI.

Las baterias de concentraciones que se utilizaran son las siguientes:

Tabla 8. Bateria de concentraciones de prueba para CMI.

Antibidticos Concentraciones (pg/ml)
Gentamicina 2 pg/ml, 4 pg/ml,6 pg/ml,8 pg/ml,10 pg/ml,12 pg/ml,14
(CN) png/ml,16 pg/mi,18 pg/ml,20 pg/mi
Ciprofloxacina 0,5 pg/ml,1 pg/ml,3 pg/ml,5 pg/ml,7 pug/ml,9 pg/ml,11
(CIP) pg/ml,13 pg/ml,15 pg/ml 17 pg/ml, 19ug/ml,21pg/ml
Amikacina 2 pg/ml, 4 pg/ml,6 pg/ml,12 pg/ml,14 pg/ml,16 pg/mi,18
(AK) pug/ml,20 pg/ml
Amoxicilina + 3 pg/ml,6 pg/ml,8 pg/ml,10 pg/ml,13 pug/ml,16 pg/ml,19
Acido Clavulanico  pg/ml,22 pg/ml,25 pg/ml,28 pg/ml,30 pg/ml,33 pg/mi
(AMC)
Ceftriaxona 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 3 pg/ml, 5 pg/ml, 7 pg/ml,8 pg/ml,12
(CRO) pg/ml,14 pg/ml,16 pg/ml,18 pg/mi,20 pg/mi,22 pg/ml

3. Es fundamental trabajar con todas las concentraciones en microlitros y por
consiguiente agregarlas a los tubos de LB 8 ml, las formulas que se emplea para

obtener la concentracién son las siguientes:
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Tabla 9. Bateria de concentraciones determinadas

Antibidticos Regla de 3

Gentamicina Concentracién: 80 mg-2ml
(CN) 80.000 ug - 2000l
16ug (8ml LBx2ug)- X
Amikacina Concentracién: 200mg-20ml
(AK) 200.000 pg - 20.000pl
16pg (8ml LBx2ug)- X
Ceftriaxona Concentracién: 1g-100mi
(CRO) 1.000.000pg - 100.000pl

4ug (8mILBx0,5ug)- X

Ciprofloxacina Concentracién:200mg-20mi
(CIP) 200.000 pg - 20.000pl
4ug (8ml LBx0,5ug)- X
Amoxicilina + Concentracién:1000mg-20ml
Acido 1000000 -  20.000 pl
Clavulanico 24pug(8mILBx3ug) - X
(AMC)

Concentraciones (ul)
0.5ul,0.8pul,1.2ul, 1.6l 2
pl, 2.4 ul, 2.8 ul, 3.2 pl, 3.6
pl, 4 pl, 4.4 pl.

1.6ul, 3.2ul, 4.8ul,9,6uL
11.2pl, 12.8pl, 14.4pl, 16uL

0,5ul, 0,8 ul, 2,4ul, 4 ul,5.6
pl, 6.4 pl, 9.6 pl, 11.2 pl,
12.8 pl, 14.4 pl, 16 pl, 17.6
pl.

0.5ul, 0.8 pl, 2.4 pl, 4 ul,5.6
pl,7.2 pl, 8.8 pl, 10.4 pl, 12
pl, 13,6 pl,15.2 ul, 16.8 pl
05 ul, 1 ul, 1.3 pl, 1.6 pl,
2.08 pl,2.6 ul, 3.04 pl, 3.5
pl4 ul,4.5 pl,4.8 pl,5.3 pl

Una vez obtenidas las concentraciones en ul que se van a utilizar, se debe elaborar

una bateria agregando los pl de cada concentracion de antibiotico en cada tubo de

8 ml de LB y homogenizar en el vortex.

Se debe organizar los tubos de ensayo en gradillas y rotular, exponiendo el nombre

y codigo de cepa, numero de réplica y la concentracion de antibidtico que se

evaluara.

De la mezcla homogenizada con una pipeta se debe tomar 100pl del antibidtico y

colocar el tubo de ensayo respectivo. Homogenizar la muestra con ayuda vortex.

. A todos los tubos de ensayo se debe agregar 100ul del tubo calibrado a 0.500A

con bacteria y homogenizar con ayuda del vortex.
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8. En cada prueba de CMI se debe contar con un control de bacteria en el que
afladimos 100ul de bacteria al tubo de LB sin ninguna concentracion de
antibiotico, de igual manera se debe contar con un control de antibiotico en donde
se agrega 100pl de antibidtico al tubo con LB sin bacteria.

9. Incubar las muestras por 24h para proceder con la lectura.

2.6.5.4 Lectura de resultados obtenidos

1. Lalectura se realiza en el espectrofotometro anteriormente calibrado a 600nm.

2. Primero se debe establecer el control blanco, para lo cual se debe tomar 1000pl de
LB con ayuda de una pipeta y colocarlo en la cubeta, una vez en el
espectrofotdmetro se debe encerar la muestra.

3. Sedainicio a la lectura de la forma més organizada posible y anotar los resultados
para tabularlos al terminar.

4. Antes de cada lectura se debe homogenizar la muestra con ayuda del vortex y
tomar 1000ul con la micropipeta para colocarla en una cubeta y posteriormente
medirla en el espectrofotometro.

5. Medir primero siempre el control bacteria puesto que representa el inicio de la
curva.

6. Se debe iniciar por el Control Bacteria y luego seguir con la Original, R1y R2.

2.6.5.5. Determinacion de concentracion de dosis definitivas.

1. De las pruebas que se han elaborado, se debe seleccionar 5 concentraciones con

las que se pueda evidenciar la curva de inhibicién antibiotica.
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Tabla 10. Bateria de Diluciones para CMI

Antibidtico Concentraciones
Ceftriaxona (CRO) 1 pg/ml,5 pg/ml,14 pg/mi,18 pg/ml,22 pg/ml.
Amikacina (AK) 12pg/ml, 14 pg/ml,16 pg/mi,18 pg/ml,20 pg/ml.

Amoxicilina + Acido 6 pg/ml,10 pg/ml,22 pg/ml,28 ug/ml,33 pg/ml
Clavulanico (AMC)

Gentamicina (CN) 14 pg/ml,16 pg/mi,18 pg/ml,20 pg/ml,22 pg/ml
Ciprofloxacina (CIP) 13 g/ml,15 pg/ml,17 pg/ml,19 pg/mi,21 pg/mi

2. Una vez establecidas las concentraciones empleamos el mismo procedimiento
detallado anteriormente con cada cepa que haya sido clasificada como sensible.

3. Rotular previamente cada tubo de ensayo con el cddigo y nombre de la cepa para
poder distinguir la original de sus repeticiones.

4. Registrar los datos, tabularlos y sacar la media de los mismos.

2.7. Variables respuesta

2.7.1. Cualitativa

¢ Resistencia a Antibidticos evaluada mediante método Kirby Bauer

Se clasifican las cepas de Proteus spp como Sensibles (S), Intermedia (1) o Resistente
(R), tomando en cuenta el tamafio de los halos (mm) que presenten y comparandolas
con directrices expuestas por la CLSI.
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2.7.2. Cuantitativa

e Concentracion Minima Inhibitoria
La CMI refiere a la dosis mas baja del antibiotico expresada en pg/ml, la cual es necesaria
para inhibir el crecimiento de Proteus spp. Dato que se establece midiendo la absorbancia
(luz trasmitida a través del cultivo) de la muestra mediante una longitud de onda de 600
nanometros.

2.8. Procesamiento de datos

Los resultados recolectados durante el presente estudio fueron registraron en una base de
datos en Microsoft Excel ® 2016.
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CAPITULO 111

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se llevd a cabo la interpretacion de los resultados obtenidos y tabulados. En la primera
fase de la investigacion que refiere a la medicion de los halos de inhibicion de los
diferentes antibidticos clasificando las cepas como Sensible, Intermedia o Resistente al
farmaco, se utilizé el método fenotipico de Kirby Bauer, siguiendo los puntos de corte
detallados segun la (CLSI, 2023).

3.1 Prueba de sensibilidad a los antibidticos

Al analizar los datos tabulados se determina que de las 18 cepas de Proteus spp
Unicamente 6 de ellas presentan resistencia a diferentes antibioticos, denotando un
minimo porcentaje de (33.33%), perteneciendo la resistencia Unicamente a
Ciprofloxacina 27.77%, Ceftriaxona 16.66% y Amoxicilina + Acido Clavulanico

22.22%. Por otro lado, Amikacina y Gentamicina no presentaron resistencia.

PORCENTAJE DE
RESISTENCIAANTIBIOTICA

CN 0 AK O0CRO OAMC OCIP

27,77%
CIP I J
AMC | Il 22,22%
CRO | b 16,66%
AK
CN

0 0,1 0,2 0,3

Figura 1. Porcentaje de Resistencia Antibidtica de Proteus spp.
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CIP= Ciprofloxacina, AMC= Amoxicilina + Acido Clavulanico, CRO= Ceftriaxona

AK= Amikacina, CN= Gentamicina.

RESISTENCIA INTERMEDIA

O Resistencia Intermedia Antibiotica

30,00%

Figura 2. Resistencia intermedia a los antibioticos por Proteus spp.

En la figura 2 se consideré importante también presentar los porcentajes de cepas
resultantes como resistencia intermedia, debido a que la mayor parte de ellas responden a
Amoxicilina + Acido Clavulanico que presentaba 22,22% de resistencia, sin embargo, los
siguientes datos podrian resaltar que el incremento de la dosis en el farmaco podria inhibir

el crecimiento de la bacteria.

Para realizar el andlisis estadistico de la primera fase de la investigacion, se procesaron
los datos tabulados haciendo uso del método Kirby Bauer recuperando primero la media
de las 3 réplicas de cada cepa en cuanto al tamafio de los halos, guiandonos por los puntos
de corte que se exponen en la (CLSI, 2023).

Una vez procesados los datos se procede a organizarlos en una tabla partiendo desde la
cepa mas sensible hasta la méas resistente, las cepas de Proteus spp méas sensibles marcan
medias que se aproximan mas al 3 o son igual a 3 mientras que las mas resistentes marcan

medidas aproximadas al 1.
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Segun los datos representados en la figura 1 podemos analizar el bajo nimero de cepas de
Proteus spp resultantes como multiresistentes, lo que nos indica que en realidad es un
género de enterobacterias bastante sensible, mostrando una resistencia nula hacia
Amikacina (0%) y Gentamicina (0%) ambos aminoglucdsidos. Por otro lado, la resistencia
que presenta es considerable para Ceftriaxona, Amoxicilina + Ac. Clavulanico y
Criprofloxacina, una de las razones por las cuales Proteus spp presenta resistencia hacia
CRO es debido a la produccion de 3-lactamasas de espectro extendido conocidas también
como BLEE, enzimas de clase A conocidas por su capacidad para degradar cefalosporinas,
penicilipas y monobactamicos, generalmente son codificadas por genes plasmidicos y
pueden ser inhibidas por accién del acido clavulanico, es por eso que este mecanismo de
resistencia no funciona con AMC. En cuanto a la resistencia marcada para AMC es debido

a la presencia de penicilinasas plasmidicas conocida como TEM-1 (Flores, 2022).

Segun Diaz (2020), los resultados obtenidos en el presente trabajo investigativo se verian
sustentados, ya que la resistencia por parte de Proteus spp es marcada principalmente para
Ciprofloxacina, en su estudio realizado mediante el procesamiento de varias cepas de
Proteus spp recuperadas de urocultivos realizados a pacientes ambulatorios, se pudo
obtener resultados de resistencia marcada a Ciprofloxacina (57%), Ampicilina (71%),
Norfloxacina (71%), Acido Nalidixico (71%), se consideré importante también tratar el
tema de resistencia para cefalosporinas de 2° y 3° generacion que presentaban resistencia
de 53% y 57% respectivamente. Durante la investigacion se pudo determinar que dichos
resultados se debian a la expresion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Reforzando ademas dichos resultados con la investigacion llevada a cabo por parte de
Lima et al. (2023), que tenian como objetivo evidenciar la resistencia adquirida debido al
uso desmedido de fluoroquinolonas en patologias del tracto urinario, por lo que se realiza
perfiles de antibiorresistencia en 57 cepas de Proteus spp inoculadas y expuestas a
ciprofloxacina, obteniendo una resistencia de aproximadamente 57% y 33% para

betalactdmicos, sin tomar en cuenta las cepas clasificadas en resistencia intermedia,
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concluyendo con las consecuencias que trae el hecho de que las fluroquinolonas y los
betalactamicos sean una de las primeras alternativas de tratamiento farmacéutico frente a

patologias desencadenadas por enterobacterias.

Se consideran a las quinolonas como uno de los farmacos mas propensos a la presentacién
de mecanismos de resistencia por parte de enterobacterias, teniendo en cuenta que
originalmente las quinolonas inhiben a la topoisomerasa tipo Il también conocida como
ADN girasa, la misma que se encarga de proveer el nivel de enrollamiento de ADN
necesario para facilitar el movimiento hacia los lugares donde se lleva a cabo la

replicacion y transcripcion (Flores, 2022).

Algunos mecanismos de resistencia molecular son alteraciones en la permeabilidad
acompafado de mutaciones que podrian reestructurar la membrana externa de las porinas.
Dicha alteracion podria provocarse por una mutacion que tiende a modificar la estructura
de las subunidades reemplazandolas por aminoacidos simples, en los casos que presentan
alta resistencia a ciprofloxacina la mutacion ocurre a nivel de la subunidad A de manera

especifica en el gen gyrA (Silva, 2022).

Tabla 12. Sensibilidad in vitro de cepas de Proteus spp aisladas de carne de pollo frente
a cinco antibiéticos (Amikacina, Ciprofloxacina, Ceftriaxona, Gentamicina, Amoxicilina

+ Acido Clavulénico)

Sensibilidad in vitro

Cepas de Proteus spp ) Media de la escala
Rangos promedios
PM1 16S 1745a 3,00
HAMBI 91 1745a 3,00
FR207 16S 1745a 3,00
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MHF ENV 410 16S 1745a 3,00

NCTC 11938 16S 1745a 3,00
UFV 131 16S 1745a 3,00
M17_J16 16S 1745a 3,00

BLPS5 16S 151,1b 2,80
PM1 16S 151,1b 2,80
MP30346 151,1b 2,60
JCM 1669 127,7b 2,79
CRE14IB 1199b 2,40
AAS 16S 96,5b 2,20

UFV 105 16S 96,5b 2,20
MPE4069 88,7b 2,00
ATCC 29906 88,7b 2,00
MPES5203 809b 1,80
10B 16S 65,3 b 1,80

Cepas de Proteus spp que lleguen a compartir letras en una misma columna quiere sefialar
que no difieren estadisticamente segun la prueba de Kruskal Wallis integrada con la
prueba U de Mann Whitney para p<0,05.

Podemos interpretar que estadisticamente las cepas se dividen en dos grupos, una que se
marca como mas resistente y otro como mas sensible, sin embargo, no difieren dentro de
si, determinando a las cepas mas sensibles como PM1 16S, HAMBI 91, FR207 16S y las
mas resistentes AA5 16S, MPE5203, 10B 16S.
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Figura 3. Representacion de 3 cepas sensibles y 3 cepas resistentes de Proteus spp.

El andlisis que se obtuvo de la tabla 12 es la minima diferencia que encontramos en cuanto
a la sensibilidad de las cepas de Proteus spp ya que gran parte de ellas se reconocen como
altamente sensibles, mientras que un bajo nimero de las mismas se podrian determinar
como multiresistentes. Sin embargo, de las cepas clasificadas se pueden dividir dos grupos

1MP30346 desde la cual se evidencia el incremento de resistencia en las cepas.

En cuanto a la figura 3 se buscaba resaltar la diferencia entre las primeras 3 cepas de
Proteus spp mas resistentes de las 3 cepas de Proteus spp mas sensibles, de los resultados
expuestos podemos resaltar que unas de las cepas mas resistentes refieren a AA5 S16 una

cepa de Proteus vulgaris.

En los resultados podemos analizar que la cepa de Proteus vulgaris muestra una
resistencia marcada hacia Amoxicilina + Ac. Clavulanico, un fenémeno poco comin en
enterobacterias. Sin embargo, Navarro (2021) en su investigacion acerca del perfil de

resistencia antibidtica en cepas de Proteus spp, manejo alrededor de 500 muestras,
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encontrando que alrededor de un 20% hacian referencia a Proteus vulgaris, de las cuales
un 85% presentaban resistencia marcada a varis antibidticos, destacando Amoxicilina +
Ac. Clavulanico. Comportamiento poco comn considerando que las enterobacterias en
su mayoria poseen betalactamasas de tipo cromosdémico que se encargan de la
hidrolizacién de cefalosporinas, lo que difiere de nuestros resultados puesto que la cepa
AA5 S16 muestra sensibilidad marcada a ceftriaxona, que a su vez podria deberse al

mecanismo de accion del farmaco.

De igual manera presenta resistencia hacia Amoxicilina + Ac. Clavulanico, que de todas
maneras no coincide con la bibliografia, pero segun el estudio de mecanismos de accion
por parte de Navarro (2021), a pesar de que las betalactamasas cromosomicas hidrolicen
la cefalosporina las mismas podrian ser inhibidas por Ac. Clavulanico lo que indicaria
sensibilidad a AMC, aun asi, la cepa AA5 S16 se muestra resistente, evento que podria
deberse a la hiperproduccion de cefalosporinasas CepA que dan lugar al mecanismo de
accion de BLEE.

Martin (2020), en su estudio realizado sobre la evolucion y mecanismos de resistencia en
enterobacterias da a conocer el papel de Proteus spp frente a los antibioticos, sefialando
que pueden producir B-lactamasas ya sea mediadas por plasmidos o de orden
cromosémico, que tienden a inactivar a las cefalosporinas de espectro extendido, pero
ademas podrian presentar p-lactamasas de cuatro grupos diferentes siendo las principales
y mas descritas las del grupo 1 y 2 denominadas cefalosporinasas teniendo como funcion
la hidrolizacion de las cefalosporinas pudiendo o no ser inhibidas por el Ac. Clavulénico,
pero también se pueden presentar B-lactamasas de tipo 3 0 4 que brindan capacidades aln
mas resistentes ya que no son inhibidas por conocidos inhibidores de pB-lactamasas.
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Tabla 13. Efectividad de cinco antibidticos (Amikacina, Ciprofloxacina, Ceftriaxona,
Gentamicina, Amoxicilina + Acido Clavulanico) mediante ensayo de sensibilidad in

vitro de cepas de Proteus spp aisladas de carne de pollo.

Sensibilidad in vitro Media de la escala
Antibiotico Rangos promedios 1-3

Sensible/Resistente

Amikacina 131,17 3,00
Ciprofloxacina 133,33 2,33
Gentamicina 142,00 2,83
Ceftriaxona 135,50 2,78

Amoxicilina + Acido
_ 135,50 2,61
Clavulanico

Antibioticos que en una misma columna compartan letras, no difieren estadisticamente
segun la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05.

En latabla 13 se puede analizar la media de escala para sensibilidad de los antibidticos en
Proteus spp en la cual se puede evidenciar las cepas muestran un rango de sensibilidad

bastante simétrico.

En cuanto a la alta sensibilidad presente el estudio de Garcia (2019), refuerza dichos
resultados ya que en su estudio determina el porcentaje de aislamiento y frecuencia de
resistencia tipo BLEA y BLEE, dando como resultado que del manejo de 385 cepas de
Proteus spp el 4,2% presenta BLEA y el 10,4% BLEE que es un porcentaje muy bajo en
comparacion a otras enterobacterias, BLEA y BLEE son algunas de las betalatamasas mas

utilizadas para la presentacion de resistencia ante los antibioticos, puesto que su
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exposicion es baja para Proteus spp se la consideraria como uno de los géneros mas

sensibles hacia los antibioticos.

En la tabla 13 consta también una resistencia evidente hacia ciprofloxacina, en el estudio
bibliografico de Navarro (2021), se expone que la actividad antimicrobiana de las
fluoroquinolonas se caracteriza por inhibir las topoisomerasas, comunmente la ADN-
girasa y la topoisomerasa IV, ambas se conocen como enzimas heterotetraméricas que han
sido formadas gracias a dos subunidades A y B las mismas que son codificadas
anteriormente con genes gyra A y de igual manera gyrB en la topoisomerasa

especificamente en ADN-girasa.

Entre los mecanismos de resistencia méas presentados encontramos las mutaciones de
genes pertenecientes al ADN-girasa y de igual manera la topoisomerasa IV, se puede
presentar también mutaciones que afecten a lipopolisacarido o porinas, lo que impide
notablemente la penetracion al interior de la bacteria del farmaco, también puede
incrementar la presencia de bombas de eflujo que se encargan de expulsar el antibi6tico
hacia el exterior de la bacteria (Flores, 2022).

Otro de los mecanismos por los cuales se puede presentar resistencia, aunque sea de bajo
nivel es por el incremento de bombeo en el cual se encuentran alteraciones a nivel de
membrana y afectando su permeabilidad. Este mecanismo al igual que los otros podria

verse relacionado a las mutaciones ocurridas en las topoisomerasas (Sanchez, 2021).

En la tabla 13 se puede determinar también alta sensibilidad a los aminoglucoésidos, el
antibiotico mas resistente es Amikacina marcando 3 en la media de escala, de igual manera
Gentamicina también se presenta sensible que a pesar de ser parte de la familia de

aminoglucosidos su nivel de sensibilidad estda por debajo de Amikacina. Los
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aminoglucosidos actdan frente a las enterobacterias mediante cuatro factores, entre ellos
encontramos, el transporte activo a través de la membrana interna, difusion pasiva por
medio de la membrana externa, presencia de enzimas inactivantes y por afinidad de
aminoglicésidos por su diana la cual se conoce como una proteina ribosomal (Sanchez,
2021).

En el estudio bibliografico de Cordova (2023) se realiza la deteccion de diferentes
fenotipos marcadores de resistencia frente a los aminoglucosidos, brindando una
explicacion de porqué gentamicina marca menor sensibilidad a Proteus perteneciendo
incluso a la misma familia de Amikacina que es el antibidtico mas sensible, los estudios
revelan que podria deberse a la enzima AAC, la cual es una de las enzimas de tipo AmpC
realizando mutaciones a nivel de la trascripcion de genes impidiendo asi la penetracion
del antibiotico, fendbmeno que puede afectar mas cuando se presenta una interaccion con
gentamicina, sin causar resistencia pero si una disminucion del halo de la misma

comprendido entre 16 y 19 mm.

3.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La segunda fase del trabajo investigativo conlleva en realizar la Concentracion Minima
Inhibitoria de todas las cepas resultantes como sensibles a los diferentes farmacos
(Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Amoxicilina + Acido
Clavulénico), los resultados se describen por farmacos, de esta manera se podra resaltar
diferencias entre cepas de ser encontradas y a su vez la dosis minima a la cual se inhibe el
crecimiento de Proteus spp y apreciar la curva de expresion bacteriana que se podria
presentar. Esta fase se ejecutd6 mediante diluciones seriadas del antibiético a diferentes
concentraciones teniendo en cuenta la dosis inhibitoria para enterobacterias recomendada
en la (CLSI, 2023)
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Figura 4. Porcentaje de cepas sensibles a los antibidticos

El nimero de cepas identificadas como sensibles fueron AK (14), CIP (11), CN (15), CRO
(14), AMC (10), la diferencia numerica no es significativa sin embargo en la figura
porcentual podemos evidenciar que Gentamicina es uno de los antibidticos con mayor
actividad inhibitoria para Proteus spp, aun asi, podemos definir a Proteus spp como un

género bastante sensible por la poca diferencia marcada entre antibioticos.

Para llevar a cabo la CMI de los diferentes antibidticos evaluados en las cepas sensibles
en primer lugar se debe establecer las dosis a evaluar, tomando en cuenta el punto de corte
establecido por la CLSI por consiguiente establecer una bateria amplia de concentracion
del antibiotico dejando la dosis indicada en la mitad de los valores, de esta manera
podemos rectificar si en la actualidad la cepa acttia a una dosis menor o mayor, desde que
punto de corte se empieza a observar la curva decreciente de expresion bacteriana y
escoger una bateria mas corta de concentraciones a evaluar con el objetivo de encontrar el

nuevo punto de inhibicion para Proteus spp de cada farmaco.

Una vez establecida la bateria de concentraciones antibidticas que se evaluara el
procedimiento para establecer las curvas de inhibicion se lo realiza midiendo los

resultados por densidad Optica mediante el espectrofotdmetro el misma que estard
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configurado a una longitud de onda de 600nm, de esta manera se medira el nivel de
absorbancia de cada muestra y sus respectivas repeticiones para cada antibi6tico, también
nos podemos ayudar de las caracteristicas fenotipicas de las muestras y la turbidez
decreciente que deben ir presentando, para cumplir con el objetivo se identificara el punto
de inhibicién en el momento que el resultado maque a 0.000A el cual se denominara

como CML.

3.2.1. CMI de Aminoglucoésidos

3.2.1.1 CMI de Amikacina

Segun CLSI (2023), la CMI de Amikacina para enterobacterias es 4pg/ml.
e Bateria de concentraciones de prueba: 2 pg/ml, 4 pg/ml,6 pg/ml12 pg/ml,14
ug/ml,16 pg/ml, 18 pg/ml,20 pg/ml.

Media - Prueba

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0,001
CB 2 pg/ml 4 pg/ml 6 pg/ml 12 ug/ml14 pg/mi16 pg/mi18 pg/mi20 pg/ml

Media - Prueba

Figura 5. Bateria de prueba para CMI - Amikacina

e Al analizar los resultados obtenidos de la prueba realizada con un extenso nimero

de concentracion de amikacina, se tomo la decision de trabajar con: 12 ug/ml, 14
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ug/ml, 16 pg/ml, 18 pg/ml,20 pg/ml, para las 14 cepas de Proteus spp identificadas

como sensibles al mismo.

En cuento a los resultados analizados de cada cepa y sus repeticiones no se encontré mayor
diferencia entre ellas, se mantenia el punto de curva y el punto de inhibicion para todas

por lo que se realizd la media de los resultados para poder representarlos.

MEDIA - CMI AMIKACINA

CB 12 pg/ml 14 pg/ml 16 ug/ml 18 pug/ml 20 ug/mi
- =—Media - CMI Amikacina

Figura 6. CMI - Amikacina

Segun los datos registrados de las 14 cepas sensibles a Amikacina, de las cuales su
comportamiento era bastante similar, en la media de los resultados con sus respectivas
repeticiones representada en graficos se evidencia el descenso de la expresion bacteriana
al utilizar la dosis 12 pg/ml la cual esté indicada por la CLSI para enterobacterias, sin
embargo, no llega a ser el punto de inhibicion antibidtica, que a pesar de ir disminuyendo
a medida que aumenta la concentracion del antibidtico, al llegar a 20 pg/ml la expresion
de la bacteria se vuelve nula, siendo este el punto de CMI.
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3.2.1.2 CMI de Gentamicina (CN)

Segun lo establecido en la (CLSI, 2023) la CMI de Gentamicina para enterobacterias es
2pg/ml, debido a pruebas realizadas anteriormente se considerd necesario extender la

bateria con concentraciones del farmaco.

e Concentraciones probadas: 2ug/ml, 4pg/ml, 6ug/ml, 8ug/ml, 10pg/ml, 12pg/ml,
14pg/ml, 16pg/ml, 18pug/ml, 20pg/ml.

CMI GN - PRUEBA
03 033
03

0,25

0,189
0.2 0,165
0,143
0,15 0,123

0,094
0,1 0,076

0,05 0,029 5018
! 0,009 0,001

CB 2ug/ml 4pg/ml - 6pg/ml 8ug/ml  10ug/ml 12pg/ml 14pg/ml 16pg/ml 18ug/ml 20ug/ml
CMI GN - PRUEBA

Figura 7. Bateria de prueba para CMI — Gentamicina

Una vez realizada la prueba de extensas concentraciones para Gentamicina, se observa un
gran descenso de actividad bacteriana en la dosis sugerida por CLSI la cual corresponde
a 2 pg/ml, sin embargo, no es el punto de inhibicidn y en esta ocasion se necesitd una
amplia extension de dosis que a pesar de ir decreciendo y encontrar puntos de alto impacto
para la disminucién de presencia bacteriana como 14 ug/ml, pero el objetivo se mantiene
en determinar el punto de inhibicion completa lo cual se present6 a 20 pg/ml.
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Debido a que 14 pg/ml fue una de las concentraciones de mayor impacto para la
disminucion de la expresién bacteriana se sugirio emplear la bateria de concentraciones
definitivas a partir de dicho punto para las 15 cepas sensibles a Gentamicina, que a

propdsito fue uno de los farmacos que registré mayor nimero de cepas sensibles.

CMI - Gentamicina

0,35 0,327

0,3
0,25

0,2
0,15

0,1

036

0,025
0,05 0,019 0,008 .

CB 14 pg/mi 16 pug/mi 18 pug/ml 20 pg/ml 22 ug/ml

= CMI - Gentamicina

Figura 8. CMI - Gentamicina

Segun lo representado en la figura 8 se realizé una media de los datos recolectados durante
la CMI para gentamicina puesto que las cepas a evaluar tenian un comportamiento
bastante similar, gentamicina denot6 una curva bastante pronunciada en cuanto a la
inhibicién bacteriana pero también un aumento significativo de la concentracion
antibidtica para lograr la inhibicion total. Se define a Gentamicina y Amikacina como los

farmacos mas sensibles para Proteus spp ambos de la familia de aminoglucésidos.

Se define a los aminoglucésidos como una de las familias de antibiéticos que mayor
espectro de accion presenta hacia microorganismos tanto gram positivos como gram
negativos que es de nuestro interés, resaltando entre ellas a las enterobacterias, su

mecanismo de accion se relaciona directamente con la concentracion que se utilice del
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farmaco, ademas de que presentar habilidad de sinergismo antibidtico pronunciado con

betalactamicos maximizando se esta manera la eficacia de los mismos (Sanchez, 2021).

Los aminoglucdsidos presentan eficacia ante las enterobacterias debido a su habilidad para
atravesar la pared bacteriana de forma pasiva y de igual manera la membrana
citoplasmatica sin embargo esta se presenta como un mecanismo activo. Por consiguiente,
fijan la subunidad 30S del ribosoma, causando alteraciones a nivel de la sintesis de
proteinas, pueden también accionar sobre otros elementos como la membrana, ARN, ADN
0 subunidad 50S (Trevifio & Molina, 2021).

Es importante resaltar que a pesar de que los aminoglucdsidos presentan mecanismos de
accion para enterobacterias, su eficacia siempre se encontrard relacionada con la
concentracion de farmaco que se vaya a utilizar puesto que de esta dependera la rapidez e
intensidad de accion. Generalmente la accion del farmaco se divide en tres fases, el
primero es la rapida accion bactericida que se presenta durante la primera hora de
inoculacién, seguida por la fase de resistencia adaptativa por parte de la bacteria,
principalmente el grupo de bacilos gramnegativos empezando el periodo refractario que
se traduce al periodo en el que la accidn bactericida se produce lentamente. Y como Gltima
fase de presenta el nuevo crecimiento bacteriano en el que la bacteria se destaca por su
sensibilidad disminuida y a su vez la baja dosis de aminoglucésido (Trevifio & Molina,
2021).

Otro de los aspectos a resaltar de los aminoglucosidos es la eficacia de su accién
postantibidtico, ya que su actividad inhibitoria logra persistir incluso bajando la
concentracion del antibidtico a nivel del manejo terapéutico esto cuenta como una gran
ventaja ya que permite el esparcimiento entre dosis sin perder la eficacia del antibi6tico
(Trevifio & Molina, 2021).
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En un estudio experimental realizado por Velastegui (2019), en el cual se evaluaba el
cociente inhibitorio para el analisis de antibiogramas de enterobacterias anteriormente
aisladas, dicho estudio resalta que algunas de las enterobacterias con mayor expresion en
patologias son el género Proteus spp (49%), del cual se llevo a cabo un estudio de
sensibilidad antibidtica realizando concentracion minima inhibitoria de Amikacina,
Gentamicina, Ceftriaxona y Ciprofloxacina, denotando que es susceptible a presentar
mayor sensibilidad hacia Amikacina (87.6%) y Gentamicina (81.3%), mostrandose asi
como una de las alternativas para terapéutica de antibiéticos mas favorable y marcando

una diferencia significativa de (20-23%) con las fluoroquinolonas.

Con la intencién de complementar dichos resultados, se expone también el trabajo
investigativo de Boussekey (2020), en el que también se expone a los aminoglucosidos
como uno de los grupos mas sensibles hacia las enterobacterias, contando con varias cepas
aisladas de Proteus spp (#134) recolectadas por urocultivos de pacientes ambulatorios,
contando con una sensibilidad marcada hacia Amikacina (64,3%) pero ademas se estudio
también los mecanismos por los cuales acttian los aminoglucosidos y dichos mecanismos
no se ven alterados por el tiempo y la concentracién del antibiético otorgando a los mismos
resultados eficaces postantibidtico, y renovando a su vez el punto de corte expuesto por la
CLSI para gentamicina (2 ug/ml) ya que segun su trabajo experimental la intensidad de
los mecanismos de accion del farmaco solo alcanzarian el umbral incrementando la dosis
hasta 8 veces mas, puesto que los aminoglucésidos se ven alterados por la concentracion
del farmaco y crean muy poca dependencia con el espaciamiento de la dosificacion
(Velastegui, 2019).

3.2.2 CMI de Betalactamicos

3.2.2.1 CMI de Ceftriaxona (CRO)

Segin CLSI (2023) la CMI de Ceftriaxona para enterobacterias es 1 pg/ml
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e Bateria de prueba: 0,5ug/ml, 1pg/ml, 3ug/ml, Spg/ml, 7pug/ml, 8ug/ml, 12pg/ml,
14pg/ml, 16pg/ml, 18pg/ml, 20pg/ml, 22pg/ml

CMI PRUEBA - CRO

0.4 0,344
0,35 0,302
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0,025 0,013 0008 0,005 0,002 0

CB 0.5 1 3 5 7 8 12 14 16 18 20 22
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi

——CMI PRUEBA - CRO

Figura 9. Prueba CMI — Ceftriaxona

Una vez realizada la prueba de extensa variacion de concentraciones para las 14 cepas
sensibles a ceftriaxona, se decide trabajar con una bateria mas corta de: 1pg/ml, Spug/ml,
14pg/ml, 18ug/ml, 22pg/ml, para cada cepa con su respectiva réplica para posteriormente

recolectar los datos y obtener la media de los mismos.

MEDIA CMI - CRO

0,35 0,304
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

CB Tpg/ml 5 pg/ml 14 pg/ml 18 pg/ml 22 pg/ml
——MEDIA CMI - CRO

Figura 10. CMI - Ceftriaxona
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El anélisis de los datos recae en la evidente extensidn de concentracion que se presentd,
ya que la dosis establecida en la CLSI era 1pug/mly a pesar de que se evidencia un descenso
de la expresion bacteriana no llega a ser el punto de CMI, sino que tiene varias
concentraciones de significativa disminucién bacteriana, por esta razon las
concentraciones se encuentran bastante distanciadas, sin embargo, es importante resaltar
que hay a partir de 14pg/ml la inhibicion comienza a presentarse de manera muy notable
e importante hasta llegar a su punto de inhibicion completa en 22 pg/ml, segln los datos

recolectados son sus respectivas repeticiones y la media establecida.

3.2.2.2 CMI de Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC)

Seguin CLSI (2023) la CMI de Amoxicilina + Acido Clavulanico para enterobacterias es
8/4 ng/ml.

e Bateria de concentraciones probadas: 3pug/ml, 6ug/ml, 8ug/ml, 10ug/ml, 13ug/ml,
l6pg/ml, 19 pg/ml, 22pg/ml, 25pug/ml, 28ug/ml, 30ug/ml, 33pug/ml.

CMI PRUEBA - AMC

0.35 0,332

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

CB  3pg/ml 6pg/ml 8ug/ml 10pg/ml 13pg/ml 16pg/ml 19 pg/ml 22pg/ml 25ug/mi30ug/mi, 33pg/ml
- CMI PRUEBA - AMC

Figura 11. Prueba CMI - AMC
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Al recolectar los datos de la prueba realizada con numerosas concentraciones del farmaco
se tomo como decision trabajar con: 6pg/ml, 10pug/ml, 22pug/ml, 28pug/ml, 33pg/ml para

utilizar con las 10 cepas identificadas como sensibles al antibiotico.

CMI - AMC

0,4
0,344

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

CB 6ug/ml 10pg/ml 22ug/ml 28ug/ml 33ug/ml
= CMI - AMC

Figura 12. CMI - AMC

Los betalactdmicos son antibidticos de amplio espectro que presentan mecanismos de
accion tanto para microorganismos gram positivos como gram negativos, aunque es
importante destacar que Ceftriaxona presenta un espectro mucho mas extenso si se lo
compara con la eficacia que presentaria amoxicilina ya que la misma solo logra inhibir el
crecimiento bacteriano de microorganismos gram negativos como lo es Proteus spp
mientras que cuando hace sinergia con Acido Clavulanico se destaca por inhibir
betalactamasas las cuales llegan a presentarse como un mecanismo de resistencia de parte

de las enterobacterias hacia los betalactamicos (Silva, 2022).

Este grupo de antibidticos poseen también la habilidad de inhibir la formacion de la pared
celular presente en Proteus spp aungue se describe el mismo mecanismo de accion para
la enterobacterias en general, esto se debe a que la pared tiene a ser muy delgada y esta

conformada por proteinas y lipidos, esto hace que en la mayoria de las ocasiones los
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betalactdmicos se unen a proteinas fijadores de penicilina o también denominadas PBP,
desencadenan también entre los peptidoglucanos un complejo irreversible que
imposibilitan la formacion de la pared bacteriana lo que provoca la lisis de la mismay por

ende alteraciones en su presion oncética (Silva, 2022).

3.2.3 CMI de Fluoroquinolonas

Segun CLSI (2023) en punto de corte para CMI de CIP en enterobacterias es 1 pg/ml

e Bateria de prueba: 0,5ug/ml, 1pug/ml, 3pg/ml, 5ug/ml, 7ug/ml, 9ug/ml, 11pg/ml,
13pg/ml, 15pg/ml, 17pg/ml, 19ug/ml, 21pug/ml.

Prueba CMI - CIP

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

= Prueba CMI - CIP

Figura 13. Prueba CMI - CIP

Al momento de realizar la prueba y recolectar los datos obtenidos de la prueba con bateria
extensa realizada de dicho farmaco se observé que uno de los puntos con mayor
declinacion bacteriana fue 13pg/ml es una disminucion considerable por lo que se tomd
la decision de trabajar con 13ug/ml, 15ug/ml, 17pg/ml, 19ug/ml, 21pg/ml para las 11

cepas resultantes como sensibles a ciprofloxacina, es uno de los antibioticos con menor
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namero de cepas sensibles debido a la alta resistencia que presenta por los mecanismos de

accion ante antibioticos por parte de Proteus spp.

CMI - CIP

0.4 0,377

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

CB 13ug/ml 15pg/mi 17pg/ml 19ug/ml 21ug/ml

e CMI - CIP

Figura 14. CMI - CIP

Segun los datos recogidos se destaca el incremento significativo que debia presentar el
antibiotico para resultar sensible a Proteus spp, la curva de inhibicién comienza a resaltar

a partir de 13ug/ml y en 21pg/ml se llega a la inhibicion completa.

La Ciprofloxacina es un antibiotico de amplio espectro por lo que se usa frecuentemente
para varias patologias incluyendo infecciones complicadas, es elegido por su eficacia,
pero también el uso constante del mismo ha hecho que presente mayor resistencia al
mismo, sin embargo, su alta eficacia se debe a los mecanismos de accidon que esta
fluoroquinolona presenta para Proteus spp, este antibidtico inhibe a la bacteria mediante
el bloqueo de enzimas como las Topoisomerasas que son necesarias para la fase de

replicacién, reparacion y trascripcion del ADN bacteriano (Sanchez, 2021).

Las enzimas inhibidas son de tipo topoisomerasas entra ellas se encuentra algunas de las

mas importantes como ADN girasa y topoisomerasa IV que cumplen sus funciones
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durante el desenrrollamiento del ADN esencial para la division celular y si dicha actividad
se imposibilita por el bloqueo de las enzimas entonces la lisis bacteriana no se puede
ejecutar (Sanchez, 2021).

La ciprofloxacina posee también la habilidad para traspasar la membrana de la bacteria
mediante difusion simple y porinas, ademas de que esta fluoroquinolona generalmente
presenta una fuerte accion sobre topoisomerasa 1V, ademas de que logran desactivar a la
bacteria por la inhibicién del ADN girasa dicha enzima es especifica para enterobacterias,
mientras que cuando se inhiben otras enzimas como la topoisomerasa IV se provoca

inhibicidn de microorganismos gram positivos (Flores, 2022).

En cuanto a la frecuente disposicion para el incremento de dosis que presente
ciprofloxacina se debe a que la misma tiende a inhibir de manera primordial a la
topoisomerasa IV hasta lograr obtener su total inhibicion, el presente trabajo investigativo
sefiala que la concentracion que permite la inhibicion completa de la bacteria es 21 pg/ml,
sin embargo dichos resultados no coinciden con lo expuesto en CLSI (2023), en donde se
describe que la CMI 1 pg/ml, dicho aumento de concentracién podria deberse a que el
antibiotico presente es usado de manera empirica frecuentemente lo que ha llevado en
aumento la resistencia de las mismas por lo que se considera necesario incrementar la

dosis indicada para obtener la inhibicién bacteriana.

3.3. Mecanismos moleculares de resistencia de Proteus spp a AK, CIP, CN, CRO,

AMC.

3.3.1 Mecanismos de resistencia de Proteus spp a Betalactamicas.

La resistencia que Proteus spp presenta hacia los betalactamicos podria presentarse debido

a varios factores entre ellos encontramos. Produccion de penicilinasas, el agente patégeno
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posee la habilidad de adquirir betalactamasas de tipo plasmidico clase A13 las mismas
gue podrian ser denominadas betalactamasas clasicas o de amplio espectro, dentro de ellas
también podemos encontrar a TEM-1 y 2 y SHV-1, todas ellas se responsabilizan de la
resistencia presentada a carboxipenicilinas y animopenicilinas, de igual manera podrian
influir en la presentacion de sensibilidad intermedia hacia la ureidopenicilinas. Por otro
lado, es importante aclarar que las cepas que sintetizan estas enzimas mantienen adn su
sensibilidad por las cefalosporinas, carbapenemas y monobactamas (Trevifio y Molina,
2021).

Pero también se presentan ocasiones en las que la sobre produccién de estas enzimas
podrian llevar a la cepa a presentar cierta resistencia a C1G, C2G destacando también su
sensibilidad, aunque muy leve hacia las sinergias con amoxicilina y acido clavulanico. En
el caso de aquellas cepas que presentan una sobreproduccién de SHV-1 también se puede
apreciar cierta resistencia, aunque muy baja a ceftazidima y es precisamente en este caso
en el que se puede apreciar mediante una técnica de difusion la ligera sinergia que este
farmaco podria presentar con acido clavulanico lo que podria deberse a la presencia de

una betalactamasa de espectro extendido (Trevifio y Molina, 2021).

Produccion de betalactamasa de espectro extendido, también se las puede reconocer por
su sigla (BLEE), la mayor parte de las enzimas pertenecientes a BLEE refieren a
betalactamasas entre las cuales encontramos a TEM-1, TEM-2 y SHV-1. Las BLEE
también son reconocidas por su capacidad para inactivar totalmente la accion de las
cefalosporinas, pero si mantienen sensibilidad a los inhibidores que podrian presentarse y
de igual manera a las carbapenemas. Se debe tener en cuenta que detectar las BLEE no es
sencillo, pero algunas de las sefiales podrian ser la identificacién de una leve disminucion
se sensibilidad a C3G que podria traducirse a un incremento en la concentracion minima
inhibitoria 0 a su vez una disminucion del halo de inhibicion o con bordes irregulares,
sinergismo con &cido clavulanico y en otras ocasiones se detectan también resistencias

asociadas sobre todo hacia aminoglucésidos (Castell et al., 2021).
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Registro de hiperproduccion de betalactamasa cromosomica de clase A también es otro
de los mecanismos responsables de la presencia de resistencia de parte de Proteus spp,
que ademas se registra como un mecanismo de resistencia muy parecido al que presentan
las BLEE. Se reconoce la diferencia de estas con la hiperproduccion de betalactamasa
cromosémica K1 por la sensibilidad que se da en ceftazidima y resistencia para aztronam
(Castell et al., 2021).

En un estudio realizado por Miranda et al. (2019), se describen algunos de los principales
mecanismos de resistencia presentados por enterobacterias en uropatdgenos aislados en
una clinica privada en Lima, entre ellos se pudo destacar la sensibilidad de varias
enterobacterias entre ellas Proteus mirabilis la cual presentaba un porcentaje
relativamente alto 80% se sensibilidad hacia amikacina y carbapenems, pero también se
evaluo la expresion de betalactamasas de espectro extendido teniendo una tendencia de
50% en Proteus spp. Otro de los mecanismos responsables de resistencia hacia los
aminoglcésidos que se estudid en el trabajo investigativo fue la produccion de enzimas
modificadoras presentdndose en Proteus spp con un porcentaje de 84,6% es importante
porque la inactivacion enzimética de aminoglucésidos es considerado uno de los

mecanismos responsables de resistencia mas frecuentes.

3.3.2 Mecanismos de resistencia de Proteus spp a Aminoglucosidos

El mecanismo mas significativo mediante el cual Proteus spp presenta resistencia los
aminoglucosidos es la inactivacion enzimatica. Actualmente existen tres tipos diferentes
de enzimas responsables de resistencia antibidtica como, por ejemplo, la fosfotransferasas
(APH) que como su nombre indica se encargan de fosforilar un grupo hidroxilo, la
aceltiltransferasas (ACC) acttan sobre el grupo amino presente en el farmaco y por ultimo
las nucleotidiltransferasas (ANT) modifican un grupo hidroxilo del antibi6tico. Cada una
de estas enzimas tiene la habilidad de reconocer a un determinado nimero de antibi6ticos
de la familia aminoglucoésidos, por lo que este mecanismo de resistencia llegaria a ser

exclusivamente para esta familia de antibidticos (Pascual et al., 2022).
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La resistencia que proviene de la presentacion de dichas enzimas a los aminoglucosidos
es significativa y la produccion de las mismas podria darse de manera individual o
acompafada por otras enzimas. Cuando la produccion de enzimas se presenta acompafada
por otras es dificil identificar el fenotipo exacto, pero podria ser un evento predecible
debido al efecto aditivo que se da en dos patrones diferentes. Ademas, este no es el Gnico
mecanismo de resistencia puesto que también se encuentra las alteraciones a nivel de la

permeabilidad que impiden la accion farmacoldgica (Trevifio y Molina, 2021).

Las enterobacterias tienen la habilidad también de inhibir la accidn de estos farmacos por
provocar alteraciones a nivel del transporte de los mismos al punto diana, fenémeno que
se presenta debido a una expresion exagerada de transportadores producido por
mutaciones ocasionadas en los genes reguladores provocando a su vez concentraciones
altas del antibidtico, otro de los mecanismos, aunque menos frecuente es la modificacion
general a nivel de los ribosomas, provocando que antibidtico no pueda encontrar el sitio

de accidn y volviendo ineficiente su trabajo Mouiche et al., (2019).

En el trabajo investigativo de Sanchez (2021) acerca de los mecanismos de resistencia
antibiotica hacia aminoglucoésidos por parte de enterobacterias sustentando el presente
trabajo investigativo al describir las bombas de expulsion MexXY-OprM las cuales
generan mutaciones a nivel de los canales del microorganismo dificultando e impidiendo
la entrada del antibio6tico incluso pudiendo expulsarlo al momento de llegar al sitio de
accion. Ademas de que el mismo autor refuerza lo descrito en la investigacion presenta,
al establecer que una de los mecanismos con mayor influencia y mas frecuente en
enterobacterias es la produccion de enzimas, destacando entre las mas importantes ANT
(nucleotidiltransferasa) y ACC (N-acetiltransferasas), siendo ANT una de las mas
identificadas en estudios relaciones con los emcanismos de resistencia a gentamicina, por
otro lado se marcd una presentacion del 68% en Proteus spp en cuanto a ACC que se

presume actla de manera selectiva en Amikacina
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Sustentamos la informacién mediante un trabajo experimental realizado por Soriano &
Carvajal (2019), en el cual se buscaba evaluar la presencia porcentual de enterobacterias
capaces de producir BLEE y su influencia en la resistencia antibiotica a los
aminoglucdsidos, de 120 aislados de urocultivos al menos el 34% fue correspondiente a
Proteus spp definieron a dicho género como un presentador significativo de genes de
betalactamasas entre ellas BLEE o carbapenemasas, presentando una resistencia acido
clavulanico de (37,5%) que a pesar de ser baja su presentacion se considera significativa

en los perfiles de resistencia.

3.3.3 Mecanismos de resistencia de Proteus spp a fluoroquinolonas.

Las fluoroquinolonas fueron uno de los grupos antibi6ticos que mas resistencia presentd
departe de Proteus spp algunos de los mecanismos de resistencia que se presentan con
mayor frecuencia son las mutaciones que alteran el lipopolisacarido o las porinas y por
ende imposibilitan la entrada del antibiotico al interior de la bacteria, la resistencia podria
ser consecuencia también de mutaciones presentadas a nivel de la topoisomerasa IV y
ADN-girasa. Otros mecanismos que tienden a presentarse también es el incremento de
bombeo que al igual que las alteraciones en la permeabilidad pueden ofrecer resistencia,
pero a un nivel mas bajo, estos dos fendmenos podrian verse asociados a mutaciones en
las topoisomerasas lo que ayudaria a incrementar la intensidad de resistencia (Pascual et
al., 2022).

Se reconoce también la presentacion de un plasmido que se caracteriza por presentar
resistencia a las quinolonas aunque no es muy conocida y se le otorga muy poco interés.
En cuanto a las alteraciones a nivel de la diana esta es frecuente en enterobacterias y una
de las primeras dianas para quinolonas es ADN girasa. Este tipo de mecanismo de
resistencia suele centrarse en la region enzimatica que la conocen como QRDR (quinolone
resistance-determining region). Las alteraciones presentes en esta seccion ya se de las dos
topoisomerasa IV o de ADN-girasa se ven directamente relaciones al incremento de

concentraciones en CMI de las quinolonas (Trevifio y Molina, 2021).
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Existen diversos mecanismos lo que explica el alto porcentaje de resistencia, generalmente
la cepa presenta una primera mutacion a nivel de QRDR que por lo general afecta primero
a GyrA y aunque se mantenga la sensibilidad a fluoroquinolonas podria presentar
resistencia hacia el &cido clavulanico o salicilico lo que significaria un ligero incremento
a nivel de CMI, para la segunda mutacién que presente la misma cepa de igual manera en
QRDR esta vez ya se producira resistencia hacia las fluoroquinolonas. Estos mecanismos
descritos podrian verse asociados también a las bombas de achique, otro mecanismo de

resistencia conocido para fluoroguinolonas (Castell et al., 2021).

Livermore et al. (2019) en su estudio bibliografico acerca de la resistencia presente en
fluoroquinolonas refuerzan la informacién anteriormente expuesta ya que reafirma que
aquellas cepas que presentaban resistencia a fluoroquinolonas y que ademas mantenian un
CIM elevado ya sea para el acido clavulénico o nalidixico generalmente van a presentar
una mutacion situada en el ADN-girada lo que se traduciria a una resistencia primera, por
ende solo seria necesario la presentacion de un segundo mecanismo de resistencia como
las mutaciones para que la misma cepa logre crear una resistencia muy eficaz hacia
ciprofloxacina. Lo que recomienda el autor es hacer un estudio exhaustivo de aquellas
cepas que se marcan con sensibilidad intermedia hacia algin antibidtico porque

probablemente este creando su resistencia adquirida hacia las fluoroquinolonas en general.

3.4 Verificacion de Hipotesis

Basandonos en los resultados obtenidos y analizados mediante el presente trabajo

investigativo se puede confirmar la hip6tesis expuesta anteriormente que mantenia que las

cepas de Proteus spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato, Provincia de

Tungurahua mostraban resistencia a los antibioticos utilizados en la investigacion.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Las cepas de Proteus spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato
provincia de Tungurahua, presentaron resistencia significativa a las
fluoroquinolonas por encima de los betalactdmicos y muy baja proporcién a los
aminoglucdsidos por lo que se los consideraria como los antibidticos con mayor

eficacia para inhibir Proteus spp.

Debido a los mecanismos de resistencia presentados por parte de las cepas de
Proteus spp evaluadas se concluye que los puntos de inhibicion completa
propuestos por la CLSI (The Clinical & Laboratory Standars Institute, 2023) no
muestran el efecto deseado, sino que se necesita incrementar la dosis para
encontrar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los mismos debido a la

resistencia adquirida.

Proteus spp es un género perteneciente a enterobacterias bastante sensible hacia
los aminoglucoésidos y betalactamicos, sin embargo, por resultados estadisticos se
identifico una resistencia importante hacia las fluoroquinolonas debido a los
diversos mecanismos moleculares de resistencia que se adquirieron con el tiempo

debido a la constante exposicion terapéutica de la ciprofloxacina.

59



4.2. Recomendaciones

Se recomienda investigar de manera experimental los genes de resistencia que
pueden llegar a presentar las cepas de Proteus spp evaluadas en el presente trabajo
y diferenciar entre especies, P. mirabils y P. vulgaris ya que existen diferencias

significativas en cuanto a sus mecanismos de defensa.

Se recomienda realizar una investigacion exhaustiva en la ciudad de Ambato con
el objetivo de encontrar el punto exacto de contaminacion y poner en practicas mas

programas de control de higiene y crear conciencia en los productores.

No promover ni practicar el uso imprudente de antibidticos entendiendo el alto
impacto que ha tenido en los ultimos afios sobre la antibiorresistencia de

microorganismos de alta importancia en salud publica.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabulacidn de resultados obtenidos en la primera fase.

MEDICION HALOS #1
CEPA DISCO [RIGINALm| Rlmm R2 mm
N4 AK 20 20 20
CIP 29 27 16
CN 22 22 20
CRO 35 33 33
AMC 17 15 15
N26 AK 18 16 17
CIP 23 32 34
CN 19 18 18 18
CRO 13 27 28 23
AMC 14 15 16 15 1
N4l AK 18 17 18 18
CIP 6 6 6 6
CN 20 20 19 20
CRO 5 20 20 22
AMC 15 13 14 14

Anexo 2. Resultados del célculo estadistico en la primera fase.

Cepa Antibiotico | Reéplicas |Sensibilidad
N14 1 3
2 3
3 3
1 3
2 3
3 3 Sensibilidad
1 3 Resistente 1
2 3 Intermedio 2
3 3 Sensible 3
1 3
2 3 Antibioticos
3 3 1
1 3 2
2 3 3
3 3 | ICRO | 4
N13 1 2 5
2 2
3 2
] 1 3
ESTADISTICA 1 | ESTADISTICA 2 (%) [l
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Anexo 3. Actividades realizadas durante la metodologia de la fase 1.

Refrescacion cepas de Proteus spp

Estriado en Agar Tripticasa de Soya
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Ubicacion de discos de antibiéticos

Medicion de halos de inhibicién
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Anexo 4. Actividades realizadas dentro de la metodologia de la fase 2.

Colocacion de anitbi6tico en Luria Bertani
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Lectura de curvas de inhibicion
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