ConSciencia Sanitaria DNM

Aislamiento de Enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica que

contiene amoxicilina y acido clavulanico

Williams Alexander Flores Ortiz
Unidad de Control de Calidad en el Pre y Post
Registro de Medicamentos
Direccion Nacional de Medicamentos
pX revistadnm@medicamentos.gob.sv

Articulo original
observacional

Recibido:
16 de agosto de 2023

Aceptado:
23 de enero de 2024

Publicado:
01 de julio de 2024

Resumen

Antecedentes: en los ultimos afios
se ha detectado una importancia
clinica por el complejo Enterobacter
cloacae Complex debido a su alta
resistencia a diversos antimicrobianos
y a su asociacion con la inactivacion
y degradacion de los mismos y
por su patogenicidad de caracter
nosocomial. Objetivo: mostrar
la capacidad de supervivencia de
Enterobacter cloacae a una mezcla
de antimicrobiano e inhibidor de
betalactamasa. Método: el método
de analisis microbioldgico utilizado
en el presente estudio corresponde al
meétodo directo descrito en el capitulo
general <62> (Examen microbiologico
de productos no estériles: pruebas de
microorganismos especificos) de la
Farmacopea de los Estados Unidos de
América, el cual consiste en colocar
la muestra directamente en el medio
nutritivo como preincubacion, para
completar el esquema con pases
directos a caldo y agar selectivo.
Resultados: de la determinacion
de microorganismos objetables se
obtuvo crecimiento microbiano el cual
se procedid a purificar para realizar
las pruebas preliminares para su
identificacion, obteniendo en tincion
bacilos cortos Gram (-); en la prueba
de oxidasa no se obtuvo cambio de
color en la tira reactiva, lo que indica
un resultado negativo y en galerias
miniaturizadas la identificacion dio
como resultado Enterobacter cloacae
con un porcentaje de probabilidad
de 100 %. Los resultados fueron
obtenidos en elanalisis microbiologico

(microorganismos objetables) de una
matriz farmaceéutica evaluada en el
Laboratorio de Control de Calidad de
Analisis Microbiologico de la Direccion
Nacional de Medicamentos llevado
a cabo en el 2022. Conclusién:
existe una evidente resistencia a
farmacos antimicrobianos por parte
de Enterobacter cloacae, inclusive
cuando se trata de multifarmacos,
destinados a bloquear la accion de las
betalactamasas (que es la naturaleza
de la matriz estudiada) creadas por
microorganismos resistentes.
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Introduccién

Las bacterias a lo largo del tiempo
han desarrollado mecanismos
efectivos para evitar la accion de los
antimicrobianos. Estas infecciones
resistentes son mas dificiles de
tratar, generando mayores tasas
de morbilidad y mortalidad,
necesitandose a su vez Mas recursos
para controlarlas, lo que genera un
aumento significativo en los costos de
salud (Garcia, C. 2018).

Las bacterias del
género Enterobacter son bacilos
gramnegativos pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae,
ampliamente  distribuidos en la
naturaleza. Se les puede encontrar
en el suelo, agua y como parte del
microbiota de animales, insectos
y tracto gastrointestinal humano.
Incluye 21l especiesdentrode las cuales
se define el complejo Enterobacter
cloacae (Silva y Martinez, 2018).
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La asociacion amoxicilina-acido clavulanico
presenta actividad frente a un gran numero de
enterobacterias incluyendo las resistentes a la
amoxicilina por produccion de betalactamasas
deamplio espectrocomo TEM-1, TEM-2 o SHV-
1. Estas betalactamasas hidrolizan penicilinas
(aminopenicilinas  [ampicilina, amoxicilinal,
carboxipenicilinas [ticarcilinal) y, como se ha
mencionado, son sensibles a los inhibidores de
betalactamasa (Navarro, F. 2011).

La resistencia de las enterobacterias a
antimicrobianos ha ido incrementandose en
los ultimos 20 afos. El principal mecanismo
involucrado es la produccion de R-lactamasas
de espectro extendido (BLEEs) que confiere
resistencia a los antimicrobianos de diferente
generacion. La tasa de produccion de BLEEs por
las enterobacterias en paises de Latinoamérica
es mas alto que en otras regiones del mundo
(Garcia, C. 2018).

Entrelosp-lactamicos, elcomplejoEnterobacter
cloacae se consideraintrinsecamente resistente
a las aminopenicilinas, cefalosporinas de
primera generacion y cefoxitina debido a la
presencia de B-lactamasas del tipo AmpC con
distintos grados de expresion, lo que implica
susceptibilidad variable a cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion. Ademas, se han
descrito cepas productoras de p-lactamasas
de espectro extendido (Silva y Martinez, 2018).

La resistencia a los antimicrobianos (RAM),
surge cuando las bacterias cambian a lo
largo del tiempo y dejan de responder a los
medicamentos, lo que hace mas dificil el
tratamiento de las infecciones e incrementa el
riesgo de propagacion de enfermedades, de
aparicion de formas graves de enfermedades
y de muerte. Como consecuencia de la
farmacorresistencia, los antibioticos y otros
medicamentos antimicrobianos se vuelven
ineficaces, por lo que las infecciones son cada
vez mas dificiles o imposibles de tratar (OMS,
2021).

Por consiguiente, se ve la necesidad del
presente estudio con el objetivo de demostrar
la supervivencia que posee el complejo
Enterobacter cloacae frente a farmacos
destinados a tratar infecciones bacterianas,
incluso cuando estos farmacos cuentan con

un mecanismo de desactivacion contra la
resistencia que presentan las bacterias como lo
es el acido clavulanico.

Materiales y métodos
e Frasco de vidrio conteniendo 90 mL de
Caldo Digerido de Caseina y Soja
e Frasco de vidrio conteniendo 100 mL de
Caldo MacConkey
e Placas Petri conteniendo 30 mL de Agar
MacConkey
 Asas serologicas de 10 pL
e Puntas estériles de 10 mLy 1 mL
» Cabina de bioseguridad
 Pipeteadorde 10 mLy 1 mL
e Incubadora a 42 °C — 44 °C
e Incubadora a 30 °C - 35 °C
» Galerias de identificacion MICROGEN ID

Elmétodoutilizadoparaelanalisismicrobiologico
fue: Pruebas de Microorganismos Especificos,
determinacion de Escherichia coli, método
directo (FEUM, 2021).

Este estudio se realizd utilizando los datos
generados en el analisis de control de calidad
para verificar la pureza microbioldgica
de una matriz farmacéutica que contiene
amoxicilina y acido clavulanico, evidenciando
la contaminacion de Enterobacter cloacae
que es de importancia clinica, necesitandose
una confirmacion de los datos en un segundo
analisis con un segundo analista, llevado a
cabo en septiembre de 2022 con el mismo
lote de la muestra inicial, los analisis fueron
efectuados bajo condiciones controladas
segun las Optimas practicas de laboratorio
microbioldgico (USP, 2022a) en el laboratorio
de microbiologia de la Direccion Nacional de
Medicamentos.

Promocion de crecimiento: previo a la
ejecucion de las pruebas realizadas, se realiza el
control de calidad de los diferentes medios de
cultivo utilizados, tanto para medios nutritivos
como para medios selectivos y diferenciales
realizando la prueba de promocion de
crecimiento utilizando los microorganismos
presentados en la Tabla 1 (USP, 2022b) (Ph Eur,
2022) (BP, 2022a).
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Tabla 1. Promocién de crecimiento, propiedades inhibitorias e indicativas de los medios de

cultivo.
Medio Propiedad Cepa de prueba
Caldo Mossel para Promocién de crecimiento E. coli
i imi P. aeruginosa
Prueba para Bacterias enrlqueamlentp de rug!
gram-negativas enterobacterias Inhibitorio S. aureus
bilistolerantes Agar Roio Violeta Bilis Gl Promocion de crecimiento + E. coli
gar Rojo Violeta Bilis Glucosa indicativo P. aeruginosa
Promocion de crecimiento E. coli

Caldo MacConckey
Prueba para Inhibitorio S. aureus
Escherichiacoli

Promocidn de crecimiento + E. coli
Agar MacConkey indicativo
Salmonella enterica
. L subsp. enterica serovar
Caldo de enriquecimiento |promocién de crecimiento Typhymorium o
para Salmonella Rappaport Salmonella enterica subsp
Vassiliadis enterica serovar Abony
Prueba para Salmonella Inhibitorio S. aureus

Salmonella enterica
Promocion de crecimiento + | subsp. enterica serovar
Agar Xylosa, lisina Deoxycolato indicativo Typhymorium o
Salmonella enterica subsp
enterica serovar Abony

Prueba para Promocion de crecimiento P. aeruginosa
Pseudomonas Agar cetrimide E coli
aeruginosa Inhibitorio :

Medios selectivos y diferenciales para la determinacion de microorganismos especificos, las
siguientes abreviaciones corresponden a los microorganismos presentados en las diferentes pruebas
P. (Pseudomonas), E. (Escherichia), S. (Staphyloccocus) (BP, 2022b).

Preparacion de la muestra e incubacion previa: se prepara la muestra haciendo una dilucion de 10
gramos de la matriz farmacéutica que contiene amoxicilina y acido clavulanico en 90 mL de caldo
digerido de caseina y soja con aditivos (ver Tabla 2), que tienen como funcion neutralizar la accion
antimicrobiana de la matriz farmacéutica. Una vez bien incorporada la matriz farmaceutica en el
caldo (dilucion 1 en 10), se procede a realizar una segunda dilucion tomando 10 mL de la muestra
homogenizada colocandola en 90 mL de caldo digerido de caseina y soja con aditivos (dilucion 1 en
100) (USP, 2022b).

Se procede a incubar en condiciones controladas (monitoreo continuo), de temperatura de entre 30
°C a 35 °C durante un periodo de 18 a 24 horas (FEUM, 2021).

Control negativo: para verificar las condiciones en las que se ha ejecutado la prueba, se utiliza como
control negativo el diluyente seleccionado sin la preparacion de la muestra. No debe observarse
crecimiento de microorganismosy este control negativo tiene que someterse a las mismas condiciones
a las que se enfrenta la dilucion de la muestra (USP, 2022b).
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Tabla 2. Ingredientes para preparacion de caldo nutritivo inicial de prueba determinacion de
Escherichia coli

Caldo Digerido de Caseina y Soja

Digerido Pancreatico de Caseina 17049
Digerido Papainico de Soja 309
Cloruro de Sodio 5049
Fosfato Dibasico de Potasio 259
Glucosa Monohidrato 259
Tween 80 5049
Lecitina de soja 079

Agua Purificada 1000 mL

Los aditivos Tween 80 y lecitina se adicionan para neutralizar la accion antimicrobiana de la
matriz farmacéutica analizada, se utiliza la g para indicar gramos y mL para indicar mililitros.
(USP, 2022b)

Seleccién y subcultivo: una vez finalizado
el periodo de incubacion se procede a agitar
la muestra incubada (dilucion 1 en 100), se
transfiere 1 mL del caldo digerido de caseina
y soja a 100 mL de caldo MacConkey y se
procede aincubar en condiciones controladas
(monitoreo continuo) de temperatura de
entre 42 °C a 44 °C durante un periodo de 24
a 48 horas (BP, 2022a).

Alfinalizar el periodo deincubacion se procede
a agitar el caldo MacConkey y se subcultivan
10 pL en una placa de agar MacConkey y se
procede aincubar en condiciones controladas
(monitoreo continuo) de temperatura de
entre 30 °C a 35 °C durante un periodo de 18
a 72 horas (BP, 2022a).

Interpretacion: el crecimiento de colonias
indica la posible presencia de E. coli. Esto se
confirma mediante pruebas de identificacion.
El producto cumple con la prueba si no se

desarrollan colonias o si los resultados de las
pruebas de identificacion son negativos (USP,
2022Db).

Método de identificacion: para |a
identificacion del microorganismo detectado
en la matriz farmacéutica que contiene
amoxicilina y acido clavulanico se utilizd una
galeria miniaturizada de pruebas bioquimicas

de tipo Microgen GnA+B ID (Microgen
Bioproducts Ltd, 2009a).
Las galerias miniaturizadas utilizan una

combinacion de resultados de pruebas
bioquimicas para realizar una caracterizacion
del microorganismo, con base a su
metabolismo a través del uso de diferentes
sustratos, los cuales se describen en la Tabla
3.
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Tabla 3. Sustratos empleados en pruebas bioquimicas

Sustratos del Kit de identificacion miniaturizado Microgen GnA+B ID

Lisina Ornitina H,S Glucosa Manitol Xilosa

Galactosidasa de Nitrato Indol Ureasa

Voges Proskaue Citrato
Orto-Nitro fenol 9 d uer

Triptofan latin Malonat Inositol .
ptotano Gelating alonato ostto Sorbitol Ramnosa
desaminase

Sucrosa Lactosa Arabinosa Adonitol Rafinosa Salicina

Fuente: elaboracion propia

Cabe destacar que todo microorganismo detectado durante la ejecucion de pruebas de pureza
microbiologica de microorganismos especificos a las diferentes matrices farmacéuticas se les realiza
su respectiva identificacion hasta llegar a nivel de género y especie con su respectivo porcentaje de
probabilidad (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a).

Analisis estadistico: en el formulario de informe Microgen GnA+B ID se ha dispuesto de los sustratos
en conjunto de 3 reacciones, asignandose a cada sustrato un valor numeérico de 1, 2 o 4. La suma de
las reacciones positivas para cada triplete da un unico digito del codigo octal utilizado para determinar
la identidad del microorganismo aislado (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a).

El codigo octal se ingresa en el programa informatico para proceder a identificar, el cual es un
programa de identificacion basado en probabilidades asistido por ordenador, este determina la mejor
gama de pruebas para obtener las maximas capacidades de diferenciacion para las especies que se
estan investigando. Dicho programa genera un informe de los cinco microorganismos de la base
de datos que es mas probable que se encuentre. El software genera una identificacion basada en la
probabilidad, porcentaje de probabilidad, y verosimilitud, con un analisis de la calidad de diferenciacion,

ver Tabla 4.
Tabla 4. Porcentaje de probabilidad del analisis de diferenciacion
Porcentaje de probabilidad ..
- — — Interpretacién
Primera eleccién Segunda eleccién

La primera opcion es 10,000 veces mas
999 <0.01 probable que la segunda opcidn, es decir,
las dos opcidn estan muy bien separadas

La primera opcién es 100 veces mas
99 <1 probable que la segunda opcion, es decir,
las dos opcitnes estan bien separadas

La primera opcion es 3 veces mas probable
que la segunda opcidn, es decir, las dos

70 25 opcion estan mal separados

Esto proporciona una medida de la extension de las 5 opciones siempre que estén
separados o diferenciados entre si. (Microgen Bioproducts Ltd, 2009a)
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Resultados

Promocion de crecimiento: los medios de cultivo utilizados en la prueba donde se detecto la
presencia de Enterobacter cloacae se evaluaron con cepas madre ATCC de cuarto pasaje, para lo cual
se verificaron los diferentes aspectos de calidad del medio de cultivo, determinando que: apariencia
del medio de cultivo preparado, pH posterior a esterilizacion, prueba de esterilidad y prueba de
promocion de crecimiento ver Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de control de calidad de los medios de cultivo utilizados en las pruebas.

Dictamen final para el lote de medio de cultivo
Q S 1]
= dJ ] o Tig|@
< 5 2 o S v g S| 5 8 g 88| &
£ @ < v} 5 T £ c| ¢ 2 =2 S| Ul E
o € o L o v o 2| = = CIEIE| s
& T ] o = o9 ©| T 2 31 8|a|C
5 @ £ - [ — o ol o v Blo|l 2o
0 O 3 o} E = < L = || M
Q Zz - | a =
Pseudomonas
: 9027 | 70006683
aeruginosa
Cumple los
B12 | Staphyloccocus | 5425 | e 064407 |260722-3-2|120722-1-1| C | 7.3 | requerimientos | 2 A
aureus de la prueba
Bacillus subtilis | 6633 | 70005675
Pseudomonas
aeruginosa 9027 | 70006683
Cumple los
B12 | Staphyloccocus | 5542 | c106a407 [300822-3-2|1260722-3-2| C | 7.3 | requerimientos | 2 A
aureus de la prueba
Bacillus subtilis | 6633 | 70005675
Escherichia coli | 8739 | 48310201 Cumple los
BOS S 050722-3-2|010622-1-1| C | 7.2 | requerimientos | 2 |SC A
taphyloccocus de la prueba
SUFEs 29737 | 61864407
Escherichia coli | 8739 | 48310201 Cumple los
BO5 120822-1-1|030622-1-1| C | 7 |requerimientos [1.2|SC| C| A
Stapgilrc;;ocus 29737 | 61864407 de la prueba

Fuente: elaboracion propia. las siguientes abreviaciones corresponden a: C. (Cumple), SC. (Sin
Crecimiento, A. (Aprobado), cédigos internos B12(Caldo Digerido de Caseina y Soja), BO5(Caldo
MacConkey), AO8 (Agar MacConkey))
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Preparacion de la muestra e incubacion previa: en los dos analisis realizados en diferentes tiempos
y con diferentes analistas, se pudo observar que, luego del periodo de incubacion de la muestra
homogenizada en caldo digerido de caseinay soja, esta reportd turbidez ya que la muestra es de origen
solido, por tanto, se procede a continuar con la siguiente fase del analisis.

Control negativo: los distintos medios de cultivo utilizados en las diferentes pruebas fueron evaluados
al mismo tiempo que las muestras, bajo las mismas condiciones, y no se observd crecimiento, dando
como resultado para el control negativo en cumplimiento.

Seleccidn y subcultivo: en esta etapa del andlisis se observd cambio de color en el caldo MacConkey
a color amarillo claro, este caldo contiene lactosa que segun lo indicando en la ficha técnica con la
presencia de enterobacterias se degraday produce acidoy gas, la produccion de acido es detectado por
el indicador purpura de bromocresol, que se torna amarillo. La bilis de buey promueve el crecimiento
de varias especies de bacterias intestinales e inhibe la de los microorganismos que no habitan en el
intestino (Merck, 2021a). En la lectura de las placas de agar MacConkey se observd un crecimiento de
colonias circulares, convexas de color rosado, indicando sospecha para microorganismos especificos.

Método de identificacion: se procedid a purificar la sospecha en agar nutritivo, obteniendo colonias
aisladas, circulares, color crema. Se tomo una colonia para realizar las pruebas preliminares para su
identificacion, obteniendo en la tincion bacilos cortos Gram (-). Mientras que, en la prueba de oxidasa,
no se obtuvo cambio de color en la tira reactiva, lo que indica una prueba negativa, por lo que se
procede a montar las galerias miniaturizadas de Microgen GnA+B ID, ver resultados en Tabla 6. La
identificacion dio como resultado Enterobacter cloacae con un porcentaje de probabilidad del 100 %.

Tabla 6. Pruebas de identificacion del microorganismo aislado de una matriz farmacéutica

Pruebas de identificacion
Prueba de Oxidasa No presenta coloracion azul-violeta en la tira
de oxidasa
Tincién al gram Bacillos cortos gram (-)
Galerias GnA+B en el primer aislamiento Enterobacter cloacae 100%
Galerias GnA+B en el segundo aislamiento Enterobacter cloacae 100%
Caodigo octal 27562745

Fuente: Elaboracion propia

Analisis estadistico: una vez creada la tabla de datos adecuada, se pueden organizar en una base
(ver Figura 1), sustentada en el porcentaje de un organismo positivo determinado para una prueba
seleccionada.
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Figura 1. Patron de reaccion de la cepa aislada

ﬁntroduccién de resultados \
Cddigo octal 27562745
- LYS Lysine Decarboxylase + ORN Ornithine Decarboxylase - H2S HZ2S Production
+ GLU Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG - IND Indole + UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer + CIT Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquefaction + MAL Malonate Utilization - INO Acid from Inositol
+ SOR Acid from Sorbitol + RHA Acid from Rhamnose + SUC Acid from Sucrose
+ LAC Acid from Lactose - ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
Q RAF Acid from Raffinose - SAL Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase /

Fuente: Elaboracion propia mediante software Microgen ID version 2.0.8.33

Figura 2. Resultado obtenido del microorganismo en estudio en las galerias de identificaciéon
del sistema GN-ID panel Ay B

GN-ID A+B PANEL

REPORT FORM
Lab. No. Specimen Type: Lim356122 Agar Macconkey
ID-049122 || Date: 25/08/22
GN A wells G N B wells
Well Number 1{2[3]4|5([6]7]|8[9[10]11]|12[13]14]|15|16(17|18]19[20|21]|22]|23|24
ol >l o e ol @ & vlL|= i 2l olol| =8 o
- AR P R E R B R R EHE EEEEEE RS
Reaction I B E B B EE I NN B R E E R EEE EEEEE E
x| Q|Z||2E|T|Z|E|IO|El5 Q'_wTucom:mmUE(}‘i,E‘
Ol=|= o Ol= = Ols|=|w|&|a|= Z|< P <
Result et || = | = || || =]+ | =|=|*|=|F|F|F|F]|-|-|F]|-|T
Reactionindex |4 |2 | 1||4|2|1|4|2|1]|4|2]| 1|4 1142|114 |2| 1|4 114|121
Sum of positive
Reactions N7A 2 Y S5 6 2 7 4 S
Octal Code: 27562745 Final Identification: Enterobacter cloacea

El calculo de probabilidades de una cepa aislada desconocida se realiza (teorema binomial)
para cada especie de la base de datos, ver Flgura 3.

A/100 * (1 — B/100) * C/100 = probabilidad

17

Aislamiento de enterobacter cloacae en una matriz farmacéutica
que contiene amoxicilina y acido clavulanico



ConSciencia Sanitaria DNM

Figura 3. Grado de diferenciacion de cada opcidén de identificaciéon con respecto a las otras

opciones.
P

Analisis de identificacion

Enterobacter Enterobacter Enteric Gp69 Enterobacter 1 Enterobacter

cloacae dizsolvens amnigenusbiogp harmaechei
Opcién de |D seleccionada Si No No No No
Probabilidad 1/18,607 <1/10,000,000 <1/10,000,000 <1/10,000,000 <1/10,000,000
Porcentaje de probabilidad 100% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Similitud 0.03% <0.01% <0.01% «0.01% <0.01%
Cepa aislada humana Si No No Si No
Pruebas contrarias
Pruebas 1 ARA (99.9%) ARA (95.9%) ARA (99.9%) ARA (99.9%)
Pruebas 2 ARA (99.99%) SAL(99.9%) SAL(99.9%) UR(0.1%) SOR(0.1%)
Pruebas 3 LAC(0.1%) UR (0.1%) SOR (9%) RAF(0.1%)
Pruebas adicionales sl Sl sl Sl sl
Acid from Dulcitol 15% 0.1% 95.9% 0.1% a7%
Acid from Melibiose S0% 99.9% 995.9% 99.9% 01%
Motility (37C) 95% 01% 99.9% 92% 52%
Esculin Hydrolysis 30% 99.9% 95.9% 91% 01%
Acid from Glyceral 40% 0.1% 0.1% 0.1% 4%,
Comentarios adicionales 18 16

16. Anteriormente grupo entérico 75.J. Clin. Microbiol. (1989) 27. 2046-2049
Y 18. Anteriormente Erwinia dissolvens.J. Clin. Microbiol. {1986) 23: 1114-1120

Fuente: Elaboracion propia mediante software Microgen ID version 2.0.8.33

Discusion: La presencia de Enterobacter cloacae en un antimicrobiano nos indica la capacidad que
tiene este microorganismo a sobrevivir a dicho agente y es debido a que ha cambiado su material
genético, por lo que se vuelve de interés farmacéutico el estudiarlo a nivel de biologia molecular, ya
que de esta forma se pueden conocer los metabolitos generados por estos microorganismos. Si bien
esta matriz farmacéutica tiene un antimicrobiano también cuenta con un agente bloqueador de beta
lactamasas, que no permite que los microorganismos sobrevivan a los antimicrobianos.

Para poder tener un panorama mas amplio del impacto que pueda generar este aislamiento de
Enterobacter cloacae, es necesario evaluar la estabilidad de la matriz farmacéutica y verificar a lo largo
de su vida util como impacta este hallazgo, y asi, verificar si este microorganismo es capaz de degradar
un antimicrobiano a través de la valoracion de los diferentes principios activos presentes en esta.

En la investigacion se tuvo como limitante, para poder ampliar y reforzar el estudio, la falta de capacidad
instalada para evaluar pruebas de resistencia a los diferentes tipos de antimicrobianos que siguen
distintos mecanismos de accion, con el fin de verificar el impacto en la RAM que este aislamiento pueda
significar. Esto debido a que se ha aislado un microorganismo de una matriz que cuenta con una mezcla
de farmacos que estan destinados a bloquear la capacidad de resistencia de los microorganismos.
También se ha tenido limitacion para realizar pruebas a nivel genético y determinar cuales son las
causas del mecanismo de defensa que presenta la bacteria aislada.

Con esta investigacion se ha logrado ampliar el cepario de microorganismos salvajes con el que cuenta
el laboratorio de microbiologia de la DNM, el cual se va expandiendo con los diferentes aislamientos
obtenidos y con los cuales se puede realizar a futuro una investigacion de Resistencia Antimicrobiana
(RAM), que pueden presentar a diferentes productos farmacéuticos destinados a la eliminacion de
bacterias. Esta creacion de ceparios podria utilizarse como plan general en la creacion de una serie
de algoritmos que permitan enfrentar a este tipo de microorganismos en situaciones de urgencias
sanitarias y a la vez, tener bien establecida la causa raiz de los diferentes fendmenos que conllevan a la
generacion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos.
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ConSciencia Sanitaria DNM

De comprobar la resistencia a multiples
antimicrobianos podriamos llegar a clasificar
a Enterobacter cloacae como una nueva
super bacteria, teniendo consecuencias
graves en los esquemas de tratamientos
antimicrobianos en los sistemas de salud.

Una de las aplicaciones principales para las
que se puede utilizar el presente estudio es
para evitar recomendar o administrar mezclas
de amoxicilina y acido clavulanico a pacientes
de los que se tengan comprobados cuadros

clinicos de infeccion por Enterobacter
cloacae.
Conclusién

En la prueba de pureza microbiologica
de microorganismos especificos de una
matriz farmacéutica que contiene agentes
antimicrobianos, se aisld  Enterobacter
cloacae, microorganismo oportunista que es
capaz de poblar el intestino humano y causar
enfermedades infecciosas.

Para el analisis de productos farmaceéuticos
que contienen agentes antimicrobianos, no
se puede dar por hecho que estan exentos
de contaminacion. En el presente estudio se
puede demostrar que si pueden contaminarse
por diferentes motivos, pero lo importante es
la capacidad que tiene el analista para poder
detectarlos y evidenciarlos, la capacidad de
poder neutralizar el efecto antimicrobiano
por los diferentes métodos que existen, como
la utilizacion de sustancias inhibidoras o la
realizacion de diluciones seriadas, que para
este estudio se optod por los dos métodos.

Se recomienda para los laboratorios
fabricantes de productos antimicrobianos
realizar evaluaciones microbiologicas a
todas las materias primas involucradas en
la fabricacion de estos productos, asi como
realizar todos los controles de calidad, tanto
a materias primas como producto terminado,
utilizando las diferentes formas de inactivacion
de los agentes antimicrobianos.
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