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RESUMEN

Escherichia colies una bacteria comun de la microbiota intestieabovinos, por lo tanto, es
importante el conocimiento sobre la resistencidbaateriana de estas cepas, debido a que pueden
llegar a infectar al ser humano produciendo enfdades transmitidas por alimentos de dificil
tratamiento. El objetivo del presente trabajo fagedminar la resistencia antibacteriana de cepas
de E. coli aisladas del proceso de beneficio bovwama esto se tomaron 259 viales conteniendo
cepas de E. coli que fueron obtenidas duranteradflogo, heces de bovino, equipos y utensilios.
La evaluacion antibacteriana se realizé por el deétte Kirby Bauer, para esta evaluacion se
consideraron 10 antibidticos de uso frecuente wralg no autorizados para uso animal. Se
encontro que el 93 % de las cepas fueron sensbidfametoxazol - trimetropin, el 92% a
cloranfenicol, el 76% a gentamicina, el 75% a dipracina, el 75% para amikacinay el 72 % a
tetraciclina. La resistencia fue mayor para cefaxX3%, y los intermedios fueron acido
nalidixico 44 %, ampicilina 39 %, y estreptomicitd%. El estudio evidencio la presencia de
cepas de E. coli resistentes hasta a 8 antibiotirgsie podria indicar un mal manejo de la terapia

antibacteriana durante la crianza de estos bovinos.

Palabras clavesE. coli, antibacterianos, antibiéticos, resistendimvinos



ABSTRACT

Escherichia colis the most common bacterial species of the iim@diora of bovines. Infection
of cattle by strains of E. coli is a frequent pesh| therefore the knowledge about the
antimicrobial resistance of these strains is imgoastsince they can become infected to the human
being producing diseases transmitted by foodsfbtdlit treatment. The objective of the present
investigation was to determine the antimicrobiaistnce of strains &. coliisolated from the
process of bovine benefit destined for human copsiom For this, 259 vials containing strains
of E. coli obtained from the benefit process, bovine faeaes @tensils were taken. The
antimicrobial evaluation was performed by the Kiguer method, for this evaluation were
considered 10 frequently used antibiotics and snateauthorized for animal use. It was found
that 93% of the strains were susceptible to sulfam&zole - trimetropin, 92% to chlorafenicol,
76% to gentamicin, 75% to ciprofloxacin, 75% to kaain and 72% to tetracycline. Resistance
was higher for cephalexin (93%), and intermediateie nalidixic acid (44%), ampicillin (39%),
and streptomycin (54%). The study evidenced thegmee of resistant strainsf coliup to 8
antibiotics, which could indicate a mismanagemeithe antimicrobial therapy during the

breeding of these bovines.

Key words: E. coli,antimicrobials, antibiotics, resistance, bovines
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. INTRODUCCION

Las infecciones ocasionadas fitscherichia colise pueden producir por el consumo
de agua o alimentos contaminados con heces de lasipartadores de la bacteria. A nivel
mundial se han registrado varios brotes de enfeadedproducidos por esta bacteria los cuales
han sido asociados al consumo de carne bovinaudosgygiere que este ganado es una

importante fuente de contaminacion que provocaaié@mes en humandgRodriguez 2002).

Para el control de enfermedades infecciosas lacipeh herramienta son los
antimicrobianos. Estos farmacos se vienen usaodm@s de 50 afios y son los responsables

de las mejoras en los pronosticos de las infecsi@darin y Gudiol, 2003).

En los dltimos afios el mal uso de estos antibactesi ha generado el desarrollo de
microorganismos resistentes. Esta resistencia esseltado de la transmision de elementos
genéticos de resistencia (cromosomas, plasmidossettas de genes, integrones y
transposones) (Nijstegt al.,1996; Vargaet al, 2008); lo cual ha determinado que los animales
de produccidén se conviertan en reservorios padiskminacion de microorganismos por la
contaminacion de carcasas. Asimismo, el contacteidi de personas con los animales también
podria generar esta diseminacion (Torres y Zara28§2).

Existe una diversidad de microorganismos resistemtntibioticos, entre los cuales se
encuentrakE. coli. Esta bacteria gramnegativa tiene la capacidadrafesrhitir genes de
resistencia debido a sus caracteristicas fisicd@g{cespiracion facultativa, fermentacion de
azucares simples y utilizacion de nitrogeno soluf@euzeet al.,2001); ademas, de tener una
amplia ubicacioén en la naturaleza (Soetzal, 2001). Estas caracteristicas la convierten en un

de los principales patégenos en infecciones intatsa hospitalarias.



ll.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Escherichia Coli
2.2.1. Caracteristicas

Escherichia colise describid por primera vez en 1985 por el ped@leman Theodore
Von Escherich. Fue denominada inicialmente comat&aum coli commune” pero en 1919 fue
renombrada E. coli en honor a su descubridor (K&®85). Es uno de los microorganismos mas
estudiados y forma parte de la microbiota normbirdeto gastrointestinal (TGI) del ser humano

y los animales (Agurto, 2009).

2.1.2. Morfologia

E. coli presenta distintas caracteristicas morfologicas egcaiones bioquimicas
especificas. Es un bacilo cilindrico gram negatixagasa negativa con un tamafio promedio de
1.1 al15deanchoy 2.0 a6.0um de largo. Derdoue sus requerimientos de oxigeno son
anaerobios facultativos y pueden ser méviles pprdaencia de flagelos (Scheutz y Strockbine,
2005).

La cubierta celular de las enterobacterias granatnets, es del tipo didermo y esta
constituida por membrana citoplasmatica externandda por una capa de fosfolipidos con
proteinas intercaladas, sobre ésta se sitla ureafapde peptidoglicano y entre ambas se
encuentra el espacio o gel periplasmico, por ensergitia la membrana externa constituida por
una bicapa de fosfolipidos intercalada con dissictamponentes como el lipopolisacéarido (LPS),

lipoproteinas y porinas. Ademas, en el caso especile las enterobacterias, aparecen



componentes como flagelos, fimbrias o pili y labeginas no fimbrias (Mandell, Bennettal.,
2005).

La estructura antigénica esta formada por treeslde antigenos: Antigenos somaticos
o antigenos O son cadenas de polisacérido proeedehtPS capsular que estan presentes en
todas las bacterias gram negativas; es el quenfeo® especificidad seroldgica. Antigenos
flagelares o antigenos H son proteinas que seédanain los flagelos y finalmente los antigenos
capsulares o antigenos K presentes en cepas cealaaponstituyen una barrera defensiva
disminuyendo la capacidad de los anticuerpos pdraeua la bacteria, son un factor de virulencia

fundamental porque impide la fagocitosis (Mureal, 2006).

2.1.3. Clasificacion

Desde el punto de vista taxondmico su clasificae®fa siguiente:

Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacteriales

Familia Enterobacteriaceae

Geénero Escherichia

Especie Escherichia col{Scheutz, 2005).

2.1.4. Factores de virulencia

Los factores de virulencia son todas las estrusturaproductos bacterianos que
intervienen en el proceso infeccioso. En las ebsterias estos factores de virulencia producen
los diferentes sindromes clinicos. Las fimbriaglyesinas se van a adherir a las mucosas, siendo
éste el primer paso para la colonizacion bacteriBoa otra parte, producen toxinas como la
endotoxina o lipopolisacérido de la pared y otradogoxinas como la hemolisina, las citotoxinas
y ademdas poseen plasmidos los cuales son unidade®\DN extracromosomicos e
intracitoplasméticos con capacidad de autorrepbcacjue juegan un papel fundamental en la
codificacion de informacién para su accion patégeades conoce como islas de patogenicidad,;

asi como para la resistencia a los antibiéticosndél y Bennetet al. 2005).

Existen dos tipos de factores, los generales gdpecificos. Los factores de virulencia
generales pertenecen a toda la familia Enteroliaceae y los factores especificos son propios

de cada cepa d& coli(Murrayet al,2006). Los factores especificos, propios de cppgenas



deE. coli, incluyen a los polisacéridos de la capsula, estidan la fagocitosis e interfieren con
el sistema del complemento; las adhesinas, pertait§acion de la bacteria al intestino delgado

y al tracto urinario.

2.1.5. Patogenia de la infeccion

E. coli por sus caracteristicas fisioldgicas, es una bact®en una capacidad alta de
adquirir resistencia a antimicrobianos. Es un nagyanismo que posee una amplia diversidad de
habitats (Souzat al, 2001). La transmision y adquisicion de genemjien el desarrollo de una
mayor resistencia a diferentes antimicrobianosefla maneré&. coli puede convertirse en un
importante patdégeno intra y extra hospitalario efedciones de tipo multi-drogo resistente
(MDR), (Garciaet al, 2010).

Se distinguen grandes grupos He coli patdgenas segun el tipo de infeccion que
provocan. Un primer grupo esté constituido porcksas dde. coli responsables de infecciones
extra intestinales tales como: Infecciones delatpasrinario, generalmente causadas por cepas
que producen adhesinas permitiendo la colonizadiéintracto urinario superior y su no
eliminacion a través de la orina. Los casos de mgitis neonatal, son causados generalmente
por cepas que tienen el antigeno capsular K1 ysquencuentran colonizando normalmente el
tracto digestivo de mujeres embarazadas y reciédom La septicemia, proviene generalmente
de infecciones del tracto urinario o digestivo yng@ una alta mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos, con infecciones de abdomeistensa nervioso central (Murrast al
2006).

2.2. Antimicrobianos usados en el tratamiento de fecciones porE. coli

2.2.1. Beta lactamicos

Los beta lactamicosb(lactdmicos), son un grupo de antibidticos de origatural o
semisintético que se caracterizan por poseer estsuctura un anillé lactamico, éstos actdan
inhibiendo la dltima etapa de la sintesis de l&gaelular bacteriana, su utilidad y popularidad

se deben a su escaza toxicidad, alta eficaciacbajo y disponibilidad (Sumano, 2006).



2.2.2. Aminopenicilinas

Las aminopenicilinas se han convertido con los afosarmacos de uso popular en
Medicina Veterinaria debido a su mayor espectrcackidad, que incluye gérmenes gram
positivos y gram negativos. En este grupo de faomae incluye la amoxicilina, la ampicilina y
los ésteres profarmaco de hetacilina, pivampigilibacampicilina y talampicilina. Las
aminopenicilinas pueden atravesar la capa exterriasdbacterias gram negativas mejor que la
bencilpenicilina. Por ello, su espectro no séldupe a gram postivos, como estreptococos,
estafilococos, bacilos y clostridios, sino que temkes eficaz frente a gram negativos cdno

coli, y algunas especies del gén8aimonellgBotana, 2002).

La combinacion amoxicilina méas acido clavulaniemé un espectro de accién que se
asemeja a una cefalosporina de segunda generdatimgue protege a la amoxicilina frente a la
accion de bacterias gram negativas cttieisiella sp, Proteus sp, E. ColSgaphylococcus sp

productoras habituales ddactamasas (Botana, 2002).

2.2.3. Cefalosporinas

Las cefalosporinas son un grupo de antibioticogo cespectro fluctia desde muy
especifico contra bacterias gram positivas, hasfaia espectro con marcada actividad contra
gram negativas; por ello se les utiliza para dhtréento de una gran variedad de infecciones
(Sumano, 2006). El espectro de actividad variarség@generacion a la que pertenezcan; pero,
en general, muestran actividad bacteriana fremtstafilococos productores de lactamasa y

frente a bacterias gram negativas, como las erdget@tas (Botana, 2002).

Las cefalosporinas se clasifican en 4 generaciag&gin su tiempo de aparicion y su

espectro de actividad antibacteriana el cual psedebservado en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Principales cefalosporinas y sus caracteristmamsdcologicas relevantes (Sumano,
2006)

Nombre y via de administracion Espectro

PRIMERA GENERACION

Sobre todo contra gram positivos y con poca aativicbntra gram negativos.
Por via parenteral son muy activas co@teeptococcus bovig3 -

Cefalotina y cefazolina (IM e 1V) hemolitico, Staphylococcus intermedius y S. aurPusteus mirabilis,
Haemophilus equigenitalig algunas cepas decoli, Klebsiella sp.,
Actinobacillus sp. y Pasteurella sp

Activas contra la mayoria de los anaerobios, a @oiér deBacteroides
fragilis.

Corynebacteriun spEs sensible, pef@hodococcus eqies resistente (para
éste, la mejor opcién es la eritromicina).

Son resistentes nterococcus Faecalis, E. faeciuaigunos estafilococos,
Proteus sp indolpositivosPseudomonas spEnterobacter sp., Serratia sp.
Citrobacter sp.

Cefapirina (IM, IV e intramamaria)
Cefacetrillo y cefaloridina (parenteral)

Cefadrina, cefalexina y cefadroxilo (sélo VO)

SEGUNDA GENERACION

ficaces contra gram positivos y gram negativasneh actividad contra
acteroides fragilis.

Su accién contra gram negativos es muy variatde, geben a prescribir con
base en el resultado de los antibiogramas.

Cefamandol, cefonocida y ceforanida (IM e IVE

Cefuroxima(IM, IV y VO)

Cefoxitina, cefmetazol y cefotetan (del grupo
las cefamicinas; en sentido estricto no se
consideran cefaosporinas)

dI‘.e)e esta generacion, en Medicina Veterinaria sélmeseencontrado algunos
usos para la cefoxitina.

TERCERA GENERACION

Son cefalosporinas de gran potencia. Tienen aativithntra gram positivos y
son muy potentes contra gram negativos, incluy&admonella spy Proteus
sp. Soélo ceftazidima y cefoperazona son activas cégmudomonas
aeruginosa Las de tercera generacion se usan en clinicainate por su
baja toxicidad y su buen efecto terapeutico cayiaan positivos y gram
negativos.

Cefotaxima, ceftriaxona, latamoxef,
cefoperazona, cefsulodium, ceftazidima (via
parenteral), cefetamet, cefxima (VO)

Gran actividad contra gram negativB$reptococcus spcepas productoras de
3 - lactamasas y anaerobios cdrsobacterium necrophorumBacteroides
melanogenicus; menor actividad que otras cefalbgsode tercera generacion
contraPseudomonas sp.

Ceftiofur (IM)

CUARTA GENERACION

. . . on resistentes a cefalosporinas de tercera gadrelas R - lactamasas
Cefepima, cefquinoma y cefpiroma (parentera ) . .
stafilococicas, enterobacterianas y seudomonales.

2.2.4. Quinolonas y Fluoroquinolonas

Las quinolonas y fluoroquinolonas son el grupdédmacos sintéticos de mas desarrollo
en la actualidad. El sitio de accion de todas liisajonas y fluoroquinolonas es la girasa de DNA
0 topoisomerasa Il, una enzima esencial para ldicdgjn del material genético bacteriano
(Plumb, 2006).

Las primeras quinolonas (&cido nalidixico y ox@oh son compuestos de pequefio

espectro, activas solo frente a enterobacterian gegativas. En comparacion, el espectro de



todas las fluoroquinolonas (ciprofloxacino, enrgfoino, etc.) es considerablemente mas amplio
e incluye bacterias aerobias gram negativas y akjamcroorganimos gram positivos, aunque
tienen capacidad limitada frente $ireptococcos y EnterococcuBofana, 2002). Las
fluoroquinolonas son en su mayoria hasta cuatresmr@s potentes como bactericidas a la misma
concentracion considerada como minima inhibitdvigue las hace especialmente atractivas para

el uso clinico (Sumano, 2006).

2.2.5. Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibioticos bacteriost&tigo uno de los grupos clasicos de
antibioticos de amplio espectro, siendo efectivadra bacterias gram negativas, tanto aerobias
como anaerobias, asi como gram positivas e indostra algunos protozoos. Como en muchos
otros casos, el incremento de las resistenciasepdtégenos mas comunes, agravado por la
utilizacion de estos antibioticos como promotoresigcimiento, ha limitado su uso terapéutico
en los Udltimos afos. Actualmente suelen utilizadeeprimera eleccion preferentemente en

rumiantes y ganado porcino (Botana, 2002).

Las bacterias mas sensibles s8treptococcus sp., Clostridium sp., Klebsiella
pneumoniae, Brucella sp., Haemophilus injluenzaaerfophilus pertusisneumococos y
gonococos. Las bacterias moderadamente sensibl€osmebacterium sp., E. coli, Pasteurella.

sp., Salmonella sp., Bacillus anthragisneningococo$Plumb, 2006).

Actualmente se conocen al menos 12 mecanismosatdsstile resistencia, muchos de ellos
estan codificados por genes localizados en plasmiddransposones, lo que facilita su
diseminacion. En Medicina Veterinaria las tetrangd de mayor uso son la oxitetraciclina y la

doxiciclina (Sumano, 2006).

2.2.6.Aminoglucésidos

Los aminoglucosidos se utilizan principalmentelmatamiento de infecciones causadas
por microorganismos aerébicos gram negativos y gudener actividad contra algunos gram
positivos, comoStaphylococcus aureuslgunas especies de micobacterias, micoplasmas vy
espiroquetas. Su uso se limita al tratamiento decdéiones causadas por gram negativos

resistentes a otros farmacos menos toxicos y acoodos de retiro mas cortos. (Sumano, 2006).

La restriccion en el uso de estos farmacos seodala toxicidad de la mayoria de

antibioticos miembros de este grupo, la importané&iente de las resistencias microbianas, la



produccién de residuos que permanecen largo tiempas tejidos. Entre los m usados con mayor

frecuencia tenemos gentamicina, amikacina y estn@pina. (Botana, 2006).

2.2.7. Cloranfenicol y derivados

Este grupo de antibidticos actla sobre las célutédndose de forma reversible a la
subunidad 50S del ribosoma, inhibiendo de formaedfipa la actividad de la enzima
peptidiltransferasa, e impidiendo por tanto el peacde elongacion de la cadena polipepetidica.
Puesto que la inhibicién de esta enzima es reversb cloranfenicol y sus derivados actian
como bacteriostaticos (Botana, 2002).

El cloranfenicol es un antibiético de amplio edpseccuyo empleo en medicina
veterinaria debe ser cuidadoso, ya que muchasrizacpgatogenas han desarrollado resistencia,
con excepcion de las Rickettsias. La resistencitasldacterias gram negativas se debe a la
presencia de la enzima acetiltransferasa (factoredestencia) adquirida por conjugacion
(pldsmido). En el afio de 1990 fue prohibido eldelacloranfenicol en animales de abasto debido
a que con tan solo 1 ppm se podia producir aneptésiaa en el ser humano, que en muchos
casos puede llegar a ser mortal. Por ello es dbtigaque todo Médico Veterinario el cuidar que
no se utilice cloranfenicol y que no se tolere soipara animales destinados al consumo humano
(Sumano, 2006).

2.2.8. Sulfamidas

Las sulfamidas son farmacos antimicrobianos ddiareppectro, alteran la sintesis de
proteinas y los mecanismos de replicacion micr@bidPor si solas ejercen una accion
bacteriostatica, pero en combinacion con trimet@gsulfametropin) u otras diaminopirimidas
pueden ejercer una accion bactericida (Plumb, 2006)

En estos antibacterianos se ha desarrollado éhfeno de la resistencia, debido a que
las sulfonamidas tienen mas de 50 afios de use,bafgerias han adquirido mecanismos que les
permiten sobrevivir en su presencia. Por lo genprabentan mutaciones en los cromosomas que
hacen que la sulfonamida no actue eficazmentegatpoca penetracion, o bien que la propia
bacteria experimente produccion de enzimas dihtdropto sintasa insensibles o
hiperproduccion de &cido para- amino benzoico (PARA resistencia mediada por plasmidos

es muy comun, y existe resistencia cruzada enlfiensmmidas (Botana, 2002)



2.3.Resistencia antibacteriana

2.3.1. Definicion

La resistencia antibacteriana se define como andicion microbiologica caracterizada
por la capacidad natural o adquirida de una bacte permanecer resistente a los efectos
bactericidas o bacteriostaticos de un antibiotigola actualidad constituye un problema en salud

publica que involucra a todos los paises alredédlomundo (Daza, 2004).

2.3.2. Tipos

a. Natural o intrinseca

Es una propiedad especifica de las bacterias ypatican es anterior al uso de los
antibioticos. En el caso de la resistencia natigdés las bacterias de la misma especie son
resistentes a algunas familias de antibiéticosoyles permite tener ventajas competitivas con

respecto a otras cepas y pueden sobrevivir enqueessee emplee ese antibiotico (Guerra, 2000).

La resistencia intrinseca se refiere a las progdiesiamnatas de las bacterias. Por ejemplo,
las bacterias podrian ser resistentes a algunasiemtbianos debido a la pared celular, que
proporciona a las bacterias una permeabilidad leztsea. En tales casos, sélo las moléculas
pequefas pueden pasar, y las moléculas grandsstai® antimicrobianos no pueden. Por ello
las bacterias gram positivas son mas susceptibtesantimicrobianos debido a que carecen de

la membrana celular compuesta de lipopolisacagdosteinas (Quinn, 2002).

b. Adquirida

La resistencia adquirida en una bacteria se pmducavés de mutaciones (cambios en
la secuencia de bases del cromosoma) y por laisi@snde material genético extracromosémico
procedente de otras bacterias. En el primer cas@sistencia se trasmite de forma vertical de
generacion en generacion. En el segundo, la teasfier de genes se realiza horizontalmente a
través de plasmidos u otro material genético mewvioimo intrones y transposones; esto Ultimo
no solo permite la trasmision a otras generaciosies, también a otras especies bacterianas
(Guerra, 2000). De esta forma una bacteria puegigiida resistencia a uno o varios antibiéticos

sin necesidad de haber estado en contacto con(€stega, 2000).



2.3.3. Genética bacteriana

a. Mutacion

Es un cambio heredable en la secuencia de bases @edos nucleicos que constituyen
el genoma de un organismo; ésta se produce enctame naturales con baja frecuencia y se
deben fundamentalmente a errores en los procesapligacion del ADN. Las mutaciones en
las bacterias, frecuentemente afectan propiedadéménte reconocibles como requerimientos

nutricionales, morfologia o resistencia antibaetei (Lewin, 2000).

Mutacion selectiva. Confiere a la célula mutante una ventaja frenta eepa que le dio
origen, bajo ciertas condiciones ambientales, deemsaque la progenie de dicha célula es
capaz de superar el crecimiento de la cepa originalistituirla. Este es el caso de las
mutaciones que confieren resistencia antibacterianalas que el mutante resistente se
seleccionara de un ambiente en el que las bact=tés expuestas al antibidtico en cuestion
(Guerra, 2000).

Mutacién no selectiva.La bacteria no adquiere beneficios en relacidén pregenitor, por
ejemplo, la pérdida de pigmento de las coloniasSeeatia marcescengue se observa

cuando se cultivan en agar (Lewin, 2000).

Mutaciones puntuales.Son aquellas que implican un cambio en una Unise;laueden
provocar que se cambie un aminoacido por otro prodlcto proteico (mutacion por cambio
de sentido). Otras veces no se traducen en nirgmbio (mutacion silenciosa), dado que
como sabemos existe mas de un codon para cadaznidiooTambién puede suceder que el
coddn se convierta en una sefial de terminacionagidut sin sentido) y en ese caso se
traducird una proteina incompleta no funcional. dakeciones y las inserciones producen
cambios mas notorios en el ADN, provocando la pérdi la incorporacion de cualquier
numero de pares de bases. Por lo tanto, siempréstgiao sea multiplo de tres se produciran
mutaciones por desplazamiento del marco de leadjuesuele provocar la pérdida total del

fenotipo (Betancor et al., 2009).

Mutaciones supresoras. Diferentes mutaciones que originan un producto ot
defectuoso, pueden ser suprimidas por un seguneiotede mutacion en otro sitio del

genoma, restaurandose el fenotipo original. (Le2@00)



2.3.4 Recombinacién genética

Proceso mediante el cual los elementos genétigusridos en el genoma de diferentes
individuos se combinan, permitiendo que el indiadwigine alguna nueva funcion que pueda
dar como resultado una adaptaciéon a los cambiosl emedio ambiente. Este es un evento
evolutivo importante y las células tienen mecansmagpecificos que aseguran que dicha
recombinacion se efectle. Estos mecanismos soradi@gntransformacion, transduccion y

conjugacion (Murray, 2003).

a. Transformacion

Proceso por el cual ciertas bacterias (llamadagetentes), son capaces de incorporar
ADN exdgeno proveniente de otras bacterias libnesl enedio. La capacidad de captar el ADN
exdgeno, conservarlo en forma estable e interaacicon él, se denomina competencia (Lewin,
2000).

b. Transduccién

Es la transferencia de ADN de una bacteria a airamermedio de un bacteriéfago.
Existen dos formas de transduccion la especialigddaeneralizada. La primera ocurre cuando
un fago temperado porta genes bacterianos adgsiddiante un ciclo infeccioso anterior y al
infectar una nueva bacteria e integrar su genoraebalosoma bacteriano, incorporara a éste la
informacién genética correspondiente a la bacteriactada previamente. La transduccion
generalizada se produce por particulas viralextafeas que se originan como capsides vacias
durante la replicacion viral y que luego incorpofddN de una bacteria; asi, al infectar una nueva

bacteria podra introducir en ella dicho materialéio. (Betancor et al., 2009).

c¢. Conjugacion

Se basa en el intercambio unidireccional de infoiémagenética desde una bacteria
donante a otra receptora mediante un contactolr@adapacidad de conjugacion depende de la
presencia en la bacteria de plasmidos conjugatjuescontienen los genes necesarios para tal
proceso. Un ejemplo muy conocido de plasmido catjugs es el plasmido F d& coli que
codifica las proteinas necesarias para la conjagaricluyendo el pili sexual. Debemos recordar
gue este es un mecanismo muy efectivo para lafér@nsia de genes de resistencia antibidtica
(Lewin 2000).



2.3.5. Mecanismos genéticos de transferencia deistancias

a. Plasmidos

Los plasmidos son porciones circulares de ADN extraosOmico que pueden
transferirse de una bacteria a otra, saltando asi@wes los limites entre especies distintas, y
llegando incluso a transferir informacion entretbeas pertenecientes a géneros diferentes. Los
plasmidos pueden clasificarse en dos tipos prifespaconjugativos y no conjugativos. Los
plasmidos conjugativos son autorreplicables deoghga a otra y tienen una region dedicada a
la conjugacion y la sintesis del pili sexual. L@smidos no conjugativos son incapaces de iniciar
la autotransferencia y no codifican para el pi#isd. Su transferencia esta mediada por plasmidos

conjugativos corresistentes por el proceso de imacibn(Blancoet al, 2002).

Los plasmidos que estan asociados con la transfarde marcadores de resistencia a las
drogas se conocen como pladsmidos R o factordsaRransmision de plasmidos se efectia
fundamentalmente por conjugacion, mecanismo defeeencia de ADN que precisa el contacto
directo de las bacterias, donante y receptoravaédrde los pilis, y por transduccion, mecanismo

de transferencia de ADN mediado por fagos espesifile las bacterias (Blanetal., 2002).

b. Transposones

Son cadenas cortas de ADN que saltan de cromoa@i@mido, en uno u otro sentido,
entre plasmidos o entre plasmidos y bacteriofagaaracteristica mas saliente de este tipo de
material es la de integrarse con facilidad a cagléeaADN diferente del original. A diferencia
de los plasmidos, los genes saltarines no sonraptimantes, deben mantenerse dentro de una
estructura autorreplicante para replicarse. Unorasgtral y peligroso de los transposones es la
posibilidad de que varios de ellos, codificandastescias a multiples drogas, estén incluidos
dentro de un mismo plasmido, lo que permite, mordferencia de este Ultimo, la adquisicion de

multirresistencia por parte de la bacteria receptGarloniet al.,2011).

c. Integrones y casetes genéticos

Son diferentes de los transposones, pero de nsecasialgo parecidos. Se recombinan
en un sitio especifico y codifican resistencia aalo antibiético. Junto con los transposones, son
los sistemas que mas actlan en la adquisiciérsggarcias por parte de los pladsmidos. Constan

de tres regiones, dos invariables y una centrdbbia;, que es la que porta el cassete. El



denominado cassete es un elemento que incluye mrnygen sitio recombinante. Se han

identificado més de cuarenta cassetes y la magorfa genes de resistencia (Cagadl.,2007).

2.3.6. Mecanismo bioquimico de resistencia bacteria

La resistencia bacteriana se puede abordar degdete de vista molecular y bioquimico
de tal forma que se pueden clasificar en tres niwmoas basicos, por medio de los cuales las
cepas bacterianas pueden adquirir resistencia antibioticos de acuerdo al mecanismo
expresado y el mecanismo de accion del antibiétiams mecanismos de resistencia son:
inactivacion enzimatica del antibiético, alteracfel sitio blanco del antibiético y alteracién de
barreras de permeabilidad. Cabe resaltar que les tnecanismos pueden ocurrir

simultdneamente. (Carloet al.,2011).

a. Inactivacion enzimatica del antibiodtico

La bacteria produce enzimas que inactivan al étitto; las mas importantes son las
lactamasas y muchas bacterias son capaces de iplasluEn los gram positivos suelen ser
plasmidicas, inducibles y extracelulares y en lasngnegativas de origen plasmidico o por
transposones, constitutivas y periplasmicas. Otzamea es la eritromicina esterasa que cataliza
la hidrdlisis del anillo de lactona del antibioticBntre las enzimas que se encargan de la
modificacion de la estructura podemos mencionatosinfenicol acetiltransferasa y también a
las enzimas que modifican a los aminoglucésidaspBamidas y estreptograminas (acetilasas,

adenilasas y fosfatasas) (Pée¢al.,2013).

b. Alteraciones en el sitio blanco del antibiotico

La resistencia bacteriana conferida por la alténagel sitio en donde actia el antibidtico
consiste en la modificacién de algunos sitios dfipes de la célula bacteriana como la pared
celular, la membrana celular, la subunidad 50s orsomales, entre otras. Por ejemplo, la
modificacion por mutacion de los genes GyrA y Gy codifican para las topoisomerasas Il 'y
IV respectivamente, ofrecen resistencia bactera@a aureus, S. epidermidis, Pseudomonas

aeruginosay E. cofirente a las quinolonas.

En cuanto a las modificaciones a nivel ribosonmlgmos mencionar los cambios que
ocurren en las subunidades 30s y 50s los cualetosaitios de accion de aminoglucoésidos,

macrolidos, tetraciclinas y lincosamidas. Por ejemfa metilacion del RNA ribosomal de la



subunidad 50s confiere resistenci aureuy S. epidermidigrente a tetraciclinas, cloranfenicol
y macrolidos. La resistencia bacteriana contraageitina, tobramicina y amikacina consiste en

una mutacion de la subunidad ribosomal 30s (R#ralz,2013).

c. Alteraciones en la barrera de permeabilidad

Este mecanismo se debe a los cambios que se ddms emceptores bacterianos
especificos para los antimicrobianos o por alterss estructurales en los componentes de
envoltura de la célula bacteriana (membrana o peekdar) que influyen en la permeabilidad,
asi como a la pérdida de la capacidad de transadtii® a través de la membrana celular o la
expresion de bombas de eflujo las cuales se acémaal momento en que el antibidtico se

introduce a la célula bacteriana (Pézeal.,2013).

La membrana celular de las bacterias gram negatratiene un alto contenido de lipidos
con respecto a las gram positivas, presenta unabraem externa con un 40% de
lipopolisacaridos lo cudl le proporciona una barefectiva contra la entrada de antibioticos,
dependiendo de la composicion quimica de estomtemalizacion de compuestos hidrdfilicos
se lleva a cabo por canales denominados porinagsegencuentran en la membrana interna, estos
canales estan llenos de agua por lo que la peitgtrale los antibacterianos en este caso
dependera del tamafio de la molécula, hidrofobicydeatga eléctrica (Giedraitiee¢ al, 2011).

En la membrana celular se encuentran las llantaaiabas de eflujo que llevan a cabo la
internalizacion y expulsion de los antimicrobianosia amplia variedad de bombas de eflujo
provee resistencia antimicrobiana tanto en bastgriam positivas como en gram negativas. El
eflujo activo de antibiéticos es mediado por prmsitransmembrana. En el caso de las bacterias
gram negativas involucra también componentes endmbrana externa y citoplasma. Estas
proteinas forman canales que exportan activamamteagente antimicrobiano fuera de la célula
tan rapido como entra. Este mecanismo confieresteggiia a tetraciclinas, quinolonas,

cloranfenicol, beta lactdmicos (Carédtal, 2013).

2.3.7. Mecanismo de resistencia bacteriana a lostdmoticos

a. Resistencia a Aminoglucosidos

Estos antimicrobianos bactericidas actian sobrsubaunidad 30S de los ribosomas
bacterianos interfiriendo con la sintesis de pnateiSu actividad antimicrobiana esté orientada a

bacilos gram negativos aerobios. Combinado corldm#amicos tiene efecto contra cocos gram



positivos (Blancaet al, 2002).A pesar de que su nivel de resistencia es bajd® (%) existen

gérmenes patdgenos capaces de resistir a su adtadimicrobianéDaza, 2004).

La resistencia a los aminoglucésidos se producenpalificacion enziméatica, debido a la accion
de enzimas que modifican y a la vez detoxificam¢décula de antibidtico (Blanczt al, 2002).
Una gran variedad de genes que codifican la resistea los aminoglucosidos por las
acetiltransferasas, las nucleotidiltransferasaasyfbsfotransferasas han sido descritos en los
estafilococos (Maliket al, 2005). El efecto de las enzimas depende de inidad por el

aminoglucésido en cuestion (Daza, 2004).

Otros mecanismos como alteraciones en el transgertantibacteriano al interior de la
célula, defectos en la permeabilidad de la paresh mcasiones por falta de produccion de
proteinas en la membrana externa, como ocurremafi@tente con bacterias anaerodbicas y por
ultimos, alteraciones en el sitio blanco, en eao®@n los ribosomas, como acontecen en cepas

deEnterococcus sgDaza, 2004).

b. Resistencia a - lactamicos

Estos antibidticos actian normalmente uniénddas proteinas fijadoras de penicilinas
(PFP), interfiriendo las reacciones de transpegititieimplicadas en las fases finales de la sintesis
del peptidoglicano y, consecuentemente, impidiena® se complete la formacion de la pared
celular en las bacterias en crecimiento, asi comoeerganizacion durante los procesos de
division bacteriana (Blancet al, 2002).

Resistencia a penicilinas

La resistencia es debida a la produccion de Bregas que hidrolizan la unién 3 -
lactdmica, alteracion de las proteinas fijadoragedecilinas (PFP), sitio blanco de la accion del
antibacteriano, o por alteracion de la permealdiitala pared que evita la penetracion del mismo
(Daza, 2004).

Las B - lactamasas cromosémicas son enzimas @mificpor genes estructurales del
cromosoma bacteriano, caracteristicas de génespecie. Pueden producirse por induccion, en
cuyo caso el incremento de produccion se sigueadannehtras persista el inductor, que suele ser
el mismo antibiético que sirve de sustrato; o pprdsion estable, situacion en la cual los niveles
aumentados de enzima se mantienen, incluso encasiehinductor, como consecuencia de una

mutacion espontanea (Blanebal, 2002).



Resistencia a cefalosporinas

En este grupo la resistencia se debe a la acgiopdlisicaridos y proteinas de la pared
celular; que dificultan la penetracidén a la baatedna menor afinidad por el antibacteriano, la
producciéon de? - lactamasas y por ultimo, la unién de la moléddacefalosporina con la 3 -
lactamasa excretada, lo que previene la union médateriano con las proteinas fijadoras de
penicilina. Sin embargo, la mayor parte de laslogferinas son bastante resistentes a la accion
enzimatica de B - lactamasas segregadasSfaphylococcus aureusgnientras que son mas
facilmente inactivadas en el espacio periplasmieolad bacterias gram negativas antes de
alcanzar su blanco en la membrana interna de &dpaglular (Daza, 2004). La excepciéon son
algunas cefalosporinas de segunda y tercera gérerpe son resistentes a las 3 - lactamasas de
las bacterias gram negativas, aunque hay tambp&ties resistentes a las de tercera generacion

comocCitrobacter sp., Pseudomonsg., Enterobacter sp., y Serragp.(Daza, 2004).

c. Resistencia a quinolonas

Las quinolonas son antibioticos con un amplio espele actividad contra bacterias gram
positivas y gram negativas. Este antibidtico inhébADN girasa o topoisomerasa I, que es una
enzima responsable del desenrollamiento del ADMrdarsu replicacion. El espectro de accion
de las quinolonas es similar en todos los miemteogna misma generacion y se va ampliando

segun avancen las generaciones. (Blatad, 2002).

Se conocen 4 mecanismos de resistencia a las go@®ol El primer mecanismo es la
mutacién cromosémica de la ADN-girasa observadatephylococcus aureusscherichiacoli,
Clostridium jejuni El segundo mecanismo se basa en las alteradipreese producen en el
mecanismo de penetracién de la membrana exterb@ efs bacilos gram negativos como
Escherichiacoli y Pseudomonaaeruginosa En el tercer mecanismo se produce alteraciones
energéticas en la membrana citoplasmica que ged#giauitades en la incorporacion de la droga
a la bacteria como en el casoEscherichia coli Finalmente, el cuarto mecanismo produce un
incremento de la bomba de salida del antibidticalpciendo la expulsion de la droga fuera de la
bacteria en el menor tiempo posible, mecanismoreade principalmente eStaphylococcus
aureus(Daza, 2004).

Las Fluoroquinolonas, como la enrofloxacino, cifmedcino, marbofloxacino y
tltimamente la gatifloxacino, han sido eficaces tnespecies dePseudomonas sp.,
Staphylococcus spy Proteus sp.debido a una mejora en la union a la DNA-girgse, aumenta

la penetracién celular hasta en 70 veces con r@spdas demas quinolonas (Daza, 2004).



d. Resistencia a tetraciclinas

Las tetraciclinas son antimicrobianos bacteriastétique acttan inhibiendo la sintesis
proteica en la subunidad 30S de los ribosomas imads. Las tetraciclinas tienen un amplio
espectro que incluyen bacilos gram positivos y gnagmativos aerobios y anaerobios (Blaato
al., 2002). La adquisicion de resistencia a la ¢tetliaa se produce de forma lenta, progresiva 'y
en multiples escalones. Puede ser cruzada, aungigeotina y minociclina pueden seguir siendo
activos, por el grado de lipofilia que le permiteaumejor penetracion sin requerir el transporte
activo (Escolaet al, 1998). EI mecanismo responsable es el sistentmoihda de salida, que
produce la disminucion en la capacidad de penatiaterior de la bacteria (Daza, 2004). Estos
mecanismos de resistencia son transferibles pemgpliéds e inducibles. Ocasionalmente las

bacterias pueden producir también enzimas inaainesd Escolaet al, 1998).

e. Resistencia a sulfonamidas y trimetopim

El mecanismo de accién de las sulfamidas estaoakabo a su similitud estructural con
el 4cido-para-aminobenzoico (PABA), componenteddidio félico, impidiendo su utilizacion
normal por parte de la bacteria, mientras queimletoprim es un analogo estructural de la
pteridina, componente de la molécula del acidacéolique actia evitando la reduccién del
dihidrofolato en tetrahidrofolato (Blane al, 2002).

Se cree que la resistencia a la sulfamida emaria siebreproduccion de acido-para-
aminobenzoico probablemente debido a una muta@bAlN cromosomal, y la resistencia al
trimetoprim debida a la baja afinidad por las dibfdlato reductasa (Malikt al, 2005).Si bien
los mecanismos de resistencia a las sulfamidasmettprim no han sido especificamente
investigados en caninos y en humanos, los genesagiigcan para la dihidrofolato reductasa
(dfr) A'y B han sido identificados (Malit al, 2005).
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2.4. Técnicas de deteccion de resistencia bactersan

2.4.1. Prueba de difusion por disco (Método de Kiry — Bauer)

El principio de esta prueba de difusion por dikacsido usado por mas de 70 afios en
laboratorios de microbiologia, hasta que en 196&ublcé el estudio de la prueba que se realiza
en la actualidad. Los pasos basicos de esta phagbsido adoptados por Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2015), segun el esthdiho por Bauer, como referencia de la prueba
de difusion por disco (OPS, 2009). La prueba nexadiscos de antimicrobianos con una
concentracién ya determinada. Segun los critedosmendados por (CLSI 2015), el resultado
se define de acuerdo a los puntos de corte desgritola misma institucién. Determinando el
nivel de resistencia o sensibilidad de acuerdam@afio (medido en milimetros) del halo de

inhibicién que genere el antibiodtico (Milesal, 2006).

2.4.2. Métodos de dilucién

Los métodos de dilucion permiten conocer la comaeitn inhibitoria minima (CIM) y
la concentracion bactericida minima (CBM). La Clkl define como la minima cantidad de
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento deindculo bacteriane vitro. En cambio, la
CBM es aquella que dentro del periodo de incubaiciduce la muerte del 99.9% de bacterias

del inoculoin vitro. (Tarocoet al, 2006).

2.4.3. Prueba Epsilon (E-test)

El E-test es una variante sencilla de laitécde difusion en disco y permite la lectura
directa de la CIM. Se emplean placas de agar pr&nge sembradas con la cepa de estudio, sobre
ellas se coloca una tira de plastico de 6 cm dmlgr5 mm de ancho que alberga un gradiente
conocido de antimicrobiano equivalente a 15 dilne®) el cual difunde rapidamente sobre el
agar. Tras el periodo de incubacion, la zona déitiéin es elipsoidal y simétrica. La CIM se
considera como aquella concentracion donde lasefgrsnada se intersecta con la tira (Gaetia
al., 2000; Tarocet al,, 2006).



2.5. Importancia en salud publica

2.5.1. Resistencia dE. coli a los antibi6ticos

La especieE. coli presenta resistencia intrinseca a los antibidticlastamicos. Hasta
finales de los afios 70 su caracteristica era udrpaniforme de sensibilidad; sin embargo, la
utilizaciébn masiva de antibioticos ha provocadoaumento en su resistencia a nivel mundial
(Turneret al, 2006). En los ultimos afios, se ha observadauamento de la resistencia de esta
especie a los principales antibidticos de usoadipiara el tratamiento de infecciones causadas
por las cepas patégenas de coli como la ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim,
ciprofloxacina, tetraciclina y estreptomicina, aeh cepas de origen humano y animal como las
aisladas del ambiente (agua y suelos) (Alzaketal, 2011, Harada y Asai, 2010, Chandean
al., 2008, Schneidest al, 2009).

2.5.2. Causas para la emergencia de la resistenaiatibiotica

La rizésfera es la porcion del suelo influenciada gl metabolismo de las raices de las
plantas y nicho importante para los microorganismeslucrados en el reciclaje de nutrientes y
en la salud de las plantas. Se cree que algundssdenicroorganismos de resistencia a
antimicrobianos, tienen su origen en un mecaniserqrateccion por parte de las bacterias, hacia
los metabolitos producidos por las bacterias vacowexistentes en la rizésfera. Es por eso que
se considera al ambiente como una fuente imporfzarz el surgimiento de nuevos genes de
resistencia (Gazet al.,2008).

En la actualidad, la tenencia va a favor de lawmidh de la resistencia antibacteriana
dentro el ambiente clinico (Gazt al., 2008). Se considera que el uso indiscriminado de
antibacterianos en Medicina Humana, asi como enditedVeterinaria, asociada a un manejo
inadecuado de infecciones y malas préacticas dertegileriva en la seleccion y dispersion de
cepas bacterianas resistentes. Cabe resaltar papetlde los antimicrobianos no ha originado a
bacterias mutantes resistentes, sino que han eodstiuna fuerza selectiva que las selecciona y

asegura se éxito evolutivo (Collignon, 2003).

En el Perq, el expendio de antibacterianos parataimiento de humanos y animales, se
da sin prescripcion médica (Andn, 2010). Esto taseh el empleo de antimicrobianos a dosis
erroneas, por periodos inadecuados o al empleo datimicrobianos incorrecto para el agente

etioldgico a tratar.



En Medicina Veterinaria, adicionalmente al emple@dtibacterianos para el tratamiento
de animales enfermos y profilaxis, los antimicrobs se utilizan como promotores de
crecimiento. Es decir, se emplean antibioticos paodificar cuantitativamente la microbiota
intestinal, provocando una disminucion de los nooganismos causantes de enfermedades

subclinicas (Collignon, 2003).

2.5.3. Situacién actual de resistencia antibidticen produccion animal y uso de
promotores de crecimiento

El uso de antibacterianos en produccién animaktdo como objetivo principal tratar
enfermedades que estan comprometiendo la saludsdanimales. En segunda instancia, se
utilizan para prevenir la aparicion de enfermedaglesn tercer lugar, para ayudar a mejorar la
eficiencia nutricional de los animales en la fodegrromotores de crecimiento. En la produccién
ganadera, las dosis profilacticas pueden ir desdgemsapéuticos a niveles terapéuticos
dependiendo de la enfermedad, farmaco, animal yesteb Las granjas de animales que tienen
un historial de epidemias recurrentes usualmenggpbean antibacterianos en la alimentacion

para la prevencién y el control de enfermedadesQN2011).

En Medicina Humana la aparicion de bacterias teystiss se asocia primordialmente a
la constante exposicion de estos microorganismos distintos antimicrobianos usados en el
ambito hospitalario. No obstante, similares comies se presentan en la produccion animal,
donde ademas de ser usados para el tratamientfedeiones, los antimicrobianos son utilizados

como promotores de crecimiento (Swartz, 2002).

Algunos antimicrobianos, especialmente los que s&n wontra las bacterias gram
positivas, se asocian con un aumento de la taseedeniento animal cuando se administran en
cantidades subterapéuticas en la alimentaciorsdmimales de consumo humano. El mecanismo
de accién de este efecto no esta claro. Sin empaggos medicamentos también alteran la
microbiota intestinal de los animales expuestosndelo que a menudo contienen bacterias
resistentes al antibacteriano usado. Cuando |dbaatdrianos usados como promotores del
crecimiento son de una clase similar a la de londéos que se usan en medicina humana, las
bacterias resistentes de los animales a menuddé&arabn resistentes (resistencia cruzada) a

antimicrobianos importantes de uso humano (Caetlag 2000).

Los promotores de crecimiento se describen comerites antibacterianos utilizados

con el propésito de aumentar la ganancia de pas@adila eficiencia de la alimentacion (relacion

de ganancia de peso de la alimentacion) de losadesnproductores de alimentos " y se



administran a una dosis baja, sub-terapéutica tawbjetivo final de mejorar las tasas de
crecimiento y reduciendo el consumo de piensos/(ket al, 2006). Aunque diversos estudios
indicaron los beneficios de usar estos promotoeesrecimiento para promover el crecimiento,
los mecanismos por el cual los antibacterianos pewen el crecimiento fue entonces y sigue
siendo poco claro (WHO, 2011).

La diversidad de hipétesis que intentan explicarmglcanismo de accién de los
promotores de crecimiento apoya la opinion de agediferentes mecanismos dominan en
diferentes circunstancias o que no sabemos exactancsémo funcionan. Segun la Oficina
Nacional Britanica de Salud Animal, los promotatesrecimiento ayudan a controlar el nimero
de bacterias indeseables en el intestino y permiten mejor absorcion de nutrientes. Esto
significa que los animales se mantienen sanos genrends, permitiendo que las granjas
produzcan carne mas aparentemente mas sana asprengumidores (Friendshgb al, 2006).
Otra perspectiva, por Prescott (2006), planteglatésis de que los antimicrobianos los farmacos
mejoran la tasa de crecimiento y la eficienciaadalimentacion a través de un efecto inhibitorio
0 metabdlico en bacterias comensales gram posi#vpssar de estas hipotesis, los mecanismos
exactos por el cual los promotores de crecimierampeven el crecimiento siguen siendo poco

claros.

El empleo indiscriminado de promotores de crecitoieen animales, altera la
microbiota intestinal, con la consecuente dismidimicile los microorganismos causantes de
enfermedades subclinicas, asi como la reduccida fiiera normal que compite con el huésped
por los nutrientes (Torres y Zarazoga, 2002). Lesisdsubterapéuticas que se administran de
estos antimicrobianos ejercen accidn selectivaegasresistentes, con lo que se puede llegar a
altas tasas de prevalencia. (Swartz, 2002). Ertignto profilactico con antimicrobianos esta
asociado a su vez con medidas de bioseguridadeigés, que permite el flujo constante de
patégenos. Ademas, los establos con malas pradfieasianejo son mas proclives a las
enfermedades (Casat al.,2007).

2.5.4. Situacién actual de resistencia antibiétican salud publica

El uso indiscriminado de los antibidticos tanto entratamiento de enfermedades
humanas como en veterinaria, ha provocado un aordehhimero de bacterias resistentes a los
antibacterianos en el medio ambiente. La mayoeidad aguas residuales que contienen
antibioticos se vierten a los desaglies y van a paaenbientes acuaticos, lo cual contribuye a la

seleccién de microorganismos con patrones de madistencia a antibidticos. Las bacterias



presentes en estos ecosistemas se ven expuegtasm@tes presiones selectivas, lo que favorece
el intercambio de genes de resistencia a antib®te través de los diferentes vectores de

transmision (plasmidos, transposones y bacteriéja@dmn Baum y Marre, 2005).

Actualmente se sabe que los elementos genéticaxidas como integrones tienen la
habilidad de capturar grupos de genes del ambi@gea, suelo) e incorporarlos mediante
recombinacion en sitios especificos (Migb al, 2005). En la actualidad los porcentajes de
resistencia entre las cepas de esta especie auneentsiderablemente e, incluso, son frecuentes

las cepas multirresistentes en los ambientes aogdfRanet al, 2009, Huet al, 2008).

Por tanto, la determinacion y vigilancia de log@aes de resistencia a los diferentes
antimicrobianos en cepas aisladas del ambienterestddo, en ecosistemas acuaticos
contaminados, permite definir la existencia de seapaltirresistentes que podrian constituir un
riesgo para la salud publica. Ante la preocupa@nnla emergencia de cepas resistentes a
antimicrobianos de uso en Medicina Humana, la URdropea prohibe desde hace méas de una
década el uso antimicrobiano como promotores dengiento, debido a la preocupacion de la

emergencia y seleccion de bacterias resistentéggras a humanos (Vingseal, 2008).



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugary tiempo

El procesamiento de las cepaskleoli se realizé en el Laboratorio de Salud Publica y
Salud Ambiental de la Facultad de Medicina Veterinde la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos durante los meses de febrero y marzafide2015.

3.2. Descripcién del material experimental

Placas Petri

Matraz

Mechero

Pipetas

Ansa curva

Ansa recta

Viales conteniendo cefa coli
Agar Mieller Hinton
Agar Mc Conkey
Caldo Tripticasa soya
Tubos de ensayo
Hisopos esteriles
Discos antibioticos
Papel bond

Papel aluminio

Autoclave



Estufa
Balanza
Horno microondas

Regla de Kirby-Bauer

3.3. Disefio experimental y observacional

3.3.1. Obtencion de la muestra

Las 259 muestras se obtuvieron de un centro ddibensovino ubicado en la ciudad

de Lima, estas fueron enfrentadas a 10 antibacteriga evaluados en esta especie.

3.3.2. Tamafio muestral

El analizaron 259 cepas Hecoliaisladas del proceso de beneficio bovino, duraste
etapas de desolle, evisceracion, oreo inicio, éired, utensilios usados durante el proceso y
contenido de colon de un camal de Lima Metropaditdias cepas se encontraban almacenados
en viales a temperatura de refrigeracion (4°C).rhasstras fueron aisladas durante los meses

de noviembre y diciembre del 2014.

3.3.3. Procesamiento de las muestras

Se uso el método de discos de difusion en placactmcomo método de Kirby Bauer
para la determinacion de la resistencia antibactarde las cepas, basado en el manual de
procedimientos (INS 2002). Los 10 antibioticoslizados fueron: amikacina (AMK),
gentamicina (GEN), estreptomicina (EST), -cefalotif@EF), ciprofloxacina (CIP),
sulfametoxazol-trimetropin (SXT), ampicilina (AMPagcido nalidixico (AN), cloranfenicol
(CLO), tetraciclina (TET).

La lectura del antibiograma se realiz6 con la relgla&irby Bauer. La categorizacion
de las cepas se hizo en base al diametro del éra@zhibicion alrededor del disco, de esta
manera se establecio tres categorias: sensible{@)medio (1) y resistente (R) (CLSI 2015).
Los resultados se resumieron en cuadros donde ese mbservar la frecuencia segun la

categorizacion del halo de inhibicién para loskadticos utilizados en el estudio.



Cuadro 3. Tamafio de halo en milimetros para interpretardesltados del método de difusion
en agar (CLSI 2015).

AGENTE ANTIMICROBIANO POTENCIA RESISTENTE INTERMEDIO — SENSIBLE

(mm) (mm) (mm)
Amikacina 30 ug 14 15-16 17
Ampicilina 10 ug 13 14 -16 17
Acido nalidixico 30 ug 13 14 - 18 19
Cefalotina 30 ug 14 15-17 18
Ciprofloxacino 5ug 15 16 - 20 21
Cloranfenicol 30 ug 12 13-17 18
Estreptomicina 50 ug 11 12-14 15
Gentamicina 10 ug 12 13-14 15
Sulfametoxazol - trimetropim 25 ug 10 11-15 16
Tetraciclina 30 ug 11 12-14 15

Los antibiodticos (discos de sensibilidad) utilizaden los test de susceptibilidad, se

encuentran agrupados dentro de las siguientesdamil

Aminoglucésidos: Amikacina, Gentamicina
Aminopenicilinas: Ampicilina

Anfenicoles: Cloranfenicol
Cefalosporinas: Cefalotina

Fluoroquinolonas: Ciprofloxacino.

Quinolona: Acido nalidixico
Sulfamidas: Sulfametoxazol — trimetropim
Tetraciclinas: Tetraciclina

a. Enriquecimiento de la muestra

Se prepar6 el Caldo Tripticasa de Soya (TSB) arded30 gr en 1000 ml de agua.
Se coloc6 2 ml de TSB en el tubo de ensayo y sElavb.
Con un ansa se cogi6 una colonia del vial que ataEe coli e introdujo al tubo y se agit6

para luego ser llevado a estufa a 37°C por 6 horas.



b. Preparacion del agar

Se diluyé en un matraz 38 gr de agar Mueller Hireanl000 mililitros de agua, una vez
mezclado se tap6 con papel aluminio y papel ceaft pvitar contaminacion.

Se disolvié en microondas por calentamiento

El medio disuelto se autoclavo por 15 min a 123 iCatm de presion.

Una vez frio se estandarizé a pH 7 (neutro)

Luego se colocd 25 ml de agar en cada placa, degoidlificar en una superficie horizontal.
Finalmente se realizo el control de calidad del agaibando una placa Petri a 37°C durante
24 horas, con el fin de evidenciar el crecimierga@dntaminantes.

Una vez pasado el tiempo fueron almacenadas tadasdcas en refrigeracion.

Para su uso fueron previamente colocadas en es8#aC por 5 minutos.

c. Sembrado de la muestra

Se tomd un vial, parte de la muestra, que se emtznen refrigeracion, de este se extrajo
una ansada del cultivo la cual fue sembrada emibm ¢onteniendo caldo TSB el cual fue
colocado en estufa a 37°C por 6 horas.

Pasado el tiempo se retiré de la estufa el caldd TS

Paralelamente se colocaron las placas Petri cemamoiel agar Mieller Hinton en estufa a
37°C por 5 min para proceder a sembrar las muestras

Se introdujo un hisopo estéril en el caldo TSBpees por 5 minutos en la estufa a 37°C, con
el fin de que el algodon absorba el caldo que epatla muestra.

Se inocul6 la superficie del agar Mieller Hintom pisopado en tres direcciones rotando la
placa 60° cada vez (método de difusion en agarcido@omo Kirby — Bauer). Como paso
final se inoculd6 la circunferencia de la placa, etia se aseguré obtener zonas de inhibicion

uniformemente circulares y desarrollo homogéneo.

d. Aplicacion de los discos de antibioticos en lggacas inoculadas

Se utilizo 2 placas conteniendo el agar Muellertéfirsobre el agar se colocaron 5 discos en
cada una, durante la colocacién de los discos a@e&deuna ligera presion. Los discos
estuvieron separados equidistantemente a fin d&resuperposicion de las zonas de
inhibicion. Asimismo, se evitd colocar los discogynproximos al borde de la placa ya que

no se obtendrian zonas de inhibicién circularmeatapletas.



Finalmente, las placas se incubaron en estuf&@ Bar 18 — 24 horas, estas fueron colocadas

invertidas.

e. Lectura de la muestra

Después de 16 horas de incubacion se examiné tack ypse procedid a la medicion del

didametro de las zonas de inhibicién, el cual incley didmetro del disco en la base de la
placa Petri; para la lectura se sostuvo la placéraain fondo negro e iluminado con luz

reflejada luego se coloca la regla de Kirby-Bauet yalor obtenido se aproximo al valor

entero.

Se interpretd los tamafios de las zonas de inbibeegun la tabla del (CLSI 2015) y se
definieron como sensible, intermedio o resistergnté al antimicrobiano ensayado.

Los resultados fueron agrupados y presentadosafinag.



IV. RESULTADOS

De los 259 viales conteniendo cepasdeoli, el 59.46% (154/259) correspondieron a
las carcasas de bovinos (etapas de desolle, eadgderoreo inicial y final), el 13.51 % (35/259)

a muestras de utensilios y el 27.03% (70/259) fueapas obtenidas de heces (Cuadro 1).

Cuadro 4. Distribucion porcentual de cepBscoliaisladas en un camal (n=259).

Origen N° cepas %
Carcasa 154 59.46
Desolle 36 13.90
Evisceracion 49 18.92
Oreo inicial 38 14.67
Oreo final 31 11.97
Utensilios 35 13.51
Heces 70 27.03
Total 259 100%

De los 259 viales evaluados el 94% fue resisterite aefalotina, en los tres lugares

muestreados (carcasa, utensilios y heces) la magmstencia fue para la cefalotina (figuras 1, 2
y 3).



Figura 1. Distribucion porcentual de la resistencia de c&paslifrente a 10 antibidticos
aislados de la carcasa durante el proceso de bienefivino en un camal (n= 154).
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Figura 2. Distribucion porcentual de la resistencia de cejeds. coli frente a 10 antibioticos
aislados de utensilios durante el proceso de l@adfdvino en un camal (n= 35).
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Figura 3. Distribucion porcentual de la resistencia de cejeds. coli frente a 10 antibioticos
aislados de heces durante el proceso de benefigcioden un camal (n= 70).

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%

50,0%
40,0%
30,0%
10,0% I

CEF EST AMP TET AMK GEN SXT CIP  CLO
mR 88,6% 55,7% 37,1% 28,6% 21,4% 21,4% 12,9% 12,9% 11,4% 1,4%
m|l 8,6% 329% 34,3% 10,0 57,1% 15,7% 34,3% 0,0% 22,9% 5,7%
=S 29% 11,4% 28,6% 61,4% 21,4% 62,9% 52,9% 87,1% 65,7% 92,9%

De manera general en la evaluacion de todas las cdppenidas en el centro de beneficio
bovino (N=259), se obtuvo que la cefalotina (93 f4@ el antibidtico con mayor resistencia,
seguido por la estreptomicina y ampicilina (34 y@0espectivamente). Mientras que el
cloranfenicol (3%), ciprofloxacino (4%) y el sulfatoxazol-trimetropin (5%) fueron quienes
menos resistencia tuvieron frente a las cepds deli (Figura 4).

Figura 4. Distribucion porcentual de la resistencia de cejeds. colifrente a 10 antibiéticos en

el centro de beneficio bovino (n= 259).
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S 15% 12,0% 30,9% 72,2% 44,4% 745% 76,1% 93,4% 74,9% 92,3%



En nuestro estudio también evaluamos en conjuntoessstencia antibidtica total
(resistente e intermedia), debido a que con unailsbdad intermedia potencialmente la

probabilidad de éxito terapéutico es nula o muyucath. Asi mismo encontramos que la

cefalotina seguia siendo el antibiético con magsistencia, a diferencia del sulfametoxazol-

trimetropin y el cloranfenicol quienes fueron menesistentes (Figura 5y 6).

Figura 5. Distribucion porcentual de la resistencia antiloigtiotal (resistentes e intermedios)

de cepas dE. colifrente a 10 antibitticos en la evaluacion de taasa durante el proceso de
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Figura 6. Distribucion porcentual de la resistencia antiloigtiotal (resistentes e intermedios)
de cepas dE. colifrente a 10 antibioticos en la evaluacion del ede beneficio bovino (n=
154).
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Se observa el comportamiento porcentual de lasaigta.coli frente a los antibiéticos
en la cual se presenta una curva descendententaznede la cefalotina una alta resistencia en

todas las areas del centro de beneficio (Figura 7).

Figura 7. Distribucion porcentual del comportamiento de Eistencia de cepas bacterianas de
E. colien el centro de beneficio bovino frente a 10 &dtiitos evaluados. (=259)




En el cuadro 5 se puede observar la distribuciéadecepas segun el nimero de
antibioticos resistentes. Se puede observar q(®7%) muestras fueron sensibles a los 10
antibiéticos usados en el estudio. Asimismo, 8%/de las muestras fueron resistentes al menos

a un antibidtico.

Cuadro 5. Distribucién de muestras de cepasde€oli segun el nimero de antibidticos al cual

presentaron resistencia (n = 259).

No. fj‘.e N° de cepas resistentes

antibidticos

resistentes N° %
0 7 2.7%
1 95 36.7%
2 76 29.3%
3 42 16.2%
4 20 7.7%
3 9 3.5%
6 5 1.9%
7 5 1.9%
8 0 0.0%
9 0 0.0%
10 0 0.0%

259 100.0%



V. DISCUSION

La resistencia de los microorganismos a los antobhianos es uno de los graves
problemas que enfrenta el sistema de salud. Elingiscriminado de los antibidticos en el
tratamiento de infecciones; asi como su empleo aeweterinaria con fines terapéuticos,
profilacticos y como promotores del crecimientocbatribuido al incremento de la resistencia
bacteriana, tanto en la clinica como en el ambi@itet al, 2008, Sancheat al,, 2008; Laroche
et al, 2009, Ranet al, 2009).

En nuestro estudio encontramos que por lo mer®a&Po (252/259) de cepasEecoli
aisladas en un Centro de beneficio bovino, sorstesies a por [o menos un antibiético. Esto
podria explicarse debido a la posibilidad de gsealimales hayan sido expuestos a dichas cepas
bacterianas y que estas han ido adquiriendo resiateprobablemente por exposiciones
constantes a antibioticos en niveles sub terapEutiSe debe de tener en cuenta que los
antibioticos en animales para consumo humano 8eaaticomo terapéuticos, profilacticos o
promotores de crecimiento (INFOSAN, 2008).

En la actualidad la resistencia antimicrobiana aeirftrementado a nivel mundial,
habiéndose encontrado por ejemido coli resistente a 2, 3 o 4 familias de antibidticos
importantes en la clinica humana. Es conocido gistecuna relacion causa-efecto entre el uso

de los agentes antimicrobianos y la aparicion dgistencia frente a los mismos (Torres, 2012).

La investigacion de la resistencia antibidticaepas dé€. coliprovenientes de Centros
de beneficio bovino se realiz6 porque en nuesti® pa hay estudios de resistencia en este tipo
de muestras, considerando daecoli siempre esta presente en el intestino de estaiespe
Ademas, porque la aparicion de cepas resistembssaatimicrobianos en canales pone en riesgo
la salud publica humana al poder llegar a los coidores estas bacterias con el alimento,
pudiendo transferir sus genes de resistencia addm&sis toxinas al humano, lo que podria

conducir a una enfermedad dificil de curar (Reyedriguezet al, 2013).



En la crianza del ganado bovino se usan antilbi®gn problemas entéricos, respiratorios,
etc. dentro de ellos tenemos (Artikgsal, 2011): oxitetraciclina, enrofloxacina, cefalospas,
estreptomicina, penicilinas, sulfamidas y ampiedirfMoredcet al, 2007); en este trabajo todos

estos antibioéticos evidenciaron resistencia.

Los antibioticos que obtuvieron mayor resisteecidas cuatro fases de la evaluacién de
la canal (desolle, evisceracion, oreo inicial yafjrcomo en la evaluacién de utensilios y heces
fueron la cefalotina (93%) seguido por la estretora y ampicilina (34) y (30%)
respectivamente. Esto puede deberse a que leresésbacteriana a las cefalosporinas se ha ido
incrementando en los Ultimos afios debido a swaltw terapéutico en medicina veterinaria ya
que al ser de amplio espectro se utilizan pareatdrhiento de una amplia gama de infecciones
en animales, siendo necesario tener en cuentaacgensibilidad de un microrganismo frente a
una determinada cefalosporina no implica su sdimkldi a otras, ni siquiera de la misma

generacion (Botana, 2002).

Actualmente en Medicina Humana se considera guyedduccidén de-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) es el principal mecanigsmolucrado que confiere resistencia a las
cefalosporinas de primera, segunda y tercera gebard.a tasa de produccion de BLEE por las
enterobacterias en paises de Latinoamérica edtm@sia en otras regiones del mundo. (Villegas,
2011). Eninfecciones poco severas, el uso de buias 0 aminoglucdosidos podrian ser indicados
si el aislamiento es sensible a alguno de estasiiarbianos. Sin embargo, las alternativas
terapéuticas son limitadas ya que las Enterobasterioductoras de BLEE tienen generalmente
mayores niveles de resistencias a las quinolomaasiyoglucésidos. (Garcét d., 2012). Si bien
las BLEEs son inhibidagn vitro por los inhibidores de las-lactamasas como el acido
clavulanico, la combinaciéon de unlactamico con un inhibidor delactamasas no serian de
eleccion para enfermedades serias, ya que la hiplergcion de -lactamasas y la pérdida de las
porinas pueden provocar una reduccion en la aetivite los inhibidores de ladactamasas y

producir falla en el tratamiento (Villegas, 2011).

En México, un estudio realizado en tres centrodeleficio bovino ubicados en el
altiplano central Mexicano, evalu6 228 muestragqadas entre canales y heces, los resultados
obtenidos sobre la resistenciaklecolifueron variados; en este estudio se encontrGisteacia
a cuatro antibidticos, amikacina (50%), ampicil{&%), cefalotina (75%) y Gentamicina (50%),
estos resultados se le atribuyen al mal manejadmmhal en el proceso de faenado (Reyes-
Rodriguez et al., 2013)

En nuestro estudio el cloranfenicol (3%) fue eltadtico que obtuvo menor resistencia

frente a las cepas de coli, este antibiotico es uno de los mas efectivosraantiltiples grupos



bacterianos y tiene propiedades farmacocinéticas Iguharian un antibidtico ideal contra
multiples infecciones, se conoce que su empleousedoxicidad y carcinogénesis como la
anemia aplasia; ademas de provocar trastornos bkégiabs, cardiovasculares y respiratorios.
(Vadillo, 2002). Por lo que actualmente en muchaisgs (especificamente la FDA en Estados
Unidos y la UE) esta prohibida su utilizacion agmmales productores de carne o de productos
destinados a consumo humano, reservandose su IsaoiEs pocas infecciones concretas en

animales de compafiia cuando no existen otros aiititi eficaces (Botana, 2002).

En lo que respecta al ciprofloxacino se encontigbnesistencia de 4 %; sin embargo, las
cepas con sensibilidad intermedia representan é210 que indicaria el aumento de la
resistencia a dicho antibidtico. Esto probablemestalebe a la transferencia de resistencia a
moléculas del antibidtico entre cepas bacteriapasque debido a su alta potencia, amplio

espectro y baja toxicidad es actualmente usadaseexiplotaciones ganaderas (Sumano, 2006).

En Chile un estudio en ganado bovino de lecheryecaislo e identificd cepas Eecoli
en las fecas, las cuales presentaban resistencenpimna del 50% tanto para ciprofloxacino y
enrofloxacino (San Martiet al.,2005). Otros estudios realizados en animales nerelgue la
prevalencia de cepas #e coliresistentes a ciprofloxacino es significativameaita en pavos y
cerdos. La resistencia a quinolonas es de espatgaés tanto en medicina humana como en
medicina veterinaria, dado que la situacion sevagadin mas al demostrarse que las bacterias
son capaces de generar resistencia cruzada canantiicnicrobianos de este grupo, aun cuando
no hayan sido utilizados. Esta situacion tambi@ndinservada en este trabajo, ya que el 99% de
las cepas resistentes a enrofloxacino lo fuerobitama ciprofloxacino, farmaco de uso exclusivo

en medicina humana (Campbell, 1992).

La aparicion de cepas resistentes a los antim@nolsi en las canales pone en riesgo la
salud humana; la carne de vacuno contaminada aberizes resistentes a los antimicrobianos al
no ser debidamente manipulados y cocinados, potteasferir sus genes de resistencia ademas
de sus toxinas, lo que podria conducir a una ewmfgawh dificil de tratar; lo cual se considera
como un riesgo alto para la salud publica, y hamesario evaluar cada una de las etapas del
proceso de beneficio para identificar donde oclareontaminacion; ademas de realizar la

vigilancia permanente del uso de los antibiéticotaeganaderia. (Rodriguez, 2002).

Los antibidticos, asi como tienen efectos positien o que respecta al tratamiento de
enfermedades, también pueden tener efectos inaesealire el microbiota humano y animal.
La inhibicién de especies y géneros de bacterssegtibles a dicho antibibtico, implica el sobre
crecimiento de otras especies que tienen resistentiral a este; esto llevara a que se seleccionen

bacterias resistentes y que puedan transferir éoeg de resistencia mediante plasmidos a



bacterias tanto patégenas como no patdgenas, @dteva a la eliminacion de los metabolitos
antibioticos al medio ambiente, tanto agricola cohidrico, que posteriormente puede

convertirse en un nicho ecolégico de resistenaiar€s, 2012).

Diversas investigaciones han hallado que exististescia cruzada a varios antibiéticos
de un mismo grupo familiar, esto también fue deradst por (Arriola, 2011) quien determino
por primera vez la presencia de resistencia anlti@robianos en la industria porcina y el medio
ambiente circundante en el Perd. Dicho estudio ngéajue dos aislados denterococcus
faecium uno procedente de una muestra de cerdo y eldetron ave silvestre, presentd un
genvanA resistente a la vancomicina, que tien@tngial de transmisién horizontal. Ademas,
el gen vanA resistente a la vancomicina tiene &mmal de transferirse a través de la conjugacion
a otras bacterias gram-positivas de importancia persalud puablica, com8taphylococcus
aureusresistente a la meticilina (MRSA) in vitro e irvei Esto Ultimo es preocupante ya que la
vancomicina es un antimicrobiano glucopéptido yshtb considerada el farmaco de ultimo
recurso para el tratamiento de infecciones resestem Gram positivos en seres humanos tales
como MRSA.

La FAO en el aflo 2005 menciona foterococcus faeciunvancomicina resistente
(VRE) es un ejemplo particular ominoso de una lictesistente que aparece en los animales y
que puede haber “saltado” dentro de los sectorassviiaerables de la poblacibn humana. La
aparicion de VRE es los alimentos puede debersesalgeneralizado de la Avoparcina (el
equivalente de la vancomicina, antibiético humaen)el ganado. Este antibi6tico ha sido
ampliamente utilizado como un promotor del crecittdeen animales en Europa y otros paises,
pero nunca en los EE.UU. Los determinantes gergtig® codifican la resistencia para la
vancomicina y la avoparcina son idénticos. Se plala hipotesis de que el uso de avoparcina en
animales de granja selecciona la resistencia aafeomicina en animales y se asocia con
resistencia en humanos. (Arriola, 2011), con laahgos encontrados en su investigacion
sugiere que el anélogo veterinario de avoparcimaemicina ha sido o puede estar en uso como

promotor de crecimiento en el Peru.



VI. CONCLUSIONES

La cefalotina es el antibiotico con mayor resisi@adak. Coli.

Los antibiéticos con menor resistenci&acoli sonel cloranfenicol, ciprofloxacino y el
sulfametoxazol-trimetropin.

Existe un patron de cepas resistentes y multitesgiss a los antibiéticos cominmente

utilizados en produccion bovina.



VIl.  RECOMENDACIONES

Realizar la serotipificacion en préximos estudi@sypoder determinar que serovariedad de
E. colison resistentes a cada tipo de antibiético ersdent

Informar y capacitar permanentemente al sectorgsécan la importancia del problema de
resistencia antibiética.

Realizar estudios de resistencia antibidtica eas@species de consumo y asi tener una mayor
vision sobre ésta problematica.

Implementar un servicio de vigilancia epidemiol@general en las instituciones del sector
salud a fin de informar las resistencias a traeéksl mapas microbiologicos periddicos, el
andlisis de la calidad de la atencion médica yseladecuado de antibiéticos, los cuales son

importantes para el enfrentamiento a esta probieandé salud.
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IX. ANEXOS

Anexo 1.Distribucién porcentual de la resistencia antib@tle cepas bacterianasklecoli
frente a 10 antibiéticos en la fase de evisceragdigante el proceso de beneficio bovino (n=
49).

Anexo 2.Distribucion porcentual de la resistencia antilogtile cepas bacterianasklecoli

frente a 10 antibidticos en la fase de desollerttaral proceso de beneficio bovino (n= 36).



Anexo 3.Distribucion porcentual de la resistencia antilogtile cepas bacterianasklecoli
frente a 10 antibiéticos en la fase de oreo inidiabnte del proceso de beneficio bovino (n=
38).

Anexo 4.Distribucion porcentual de la resistencia antilogtile cepas bacterianasklecoli

frente a 10 antibidticos en la fase de oreo fimhlpdoceso de beneficio bovino (n= 31).






