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TITULO: “AISLAMIENTO Y ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A LOS
ANTIBIOTICOS EN CEPAS DE Escherichia coli EN AISLADOS DE
DEYECCIONES EN POLLOS BROILER DE LOS CRIADEROS DE POALO
DEL CANTON LATACUNGA.”

AUTOR: Juma Carcelén Erick Sebastian

2.- RESUMEN

El estudio de la sensibilidad que poseen las bacterias hacia los antibidticos se ha
convertido en una herramienta importante en los Gltimos afos, resulta esencial para la
determinacion de su resistencia y evaluar la efectividad de los tratamientos que se usaran
para combatirlas. El presente proyecto de investigacion asumio el objetivo de analizar la
resistencia hacia los antibacterianos (RAM) de la bacteria Escherichia Coli procedente
de los pollos broiler de los criaderos de Poal6. Para el trabajo de investigacion se
recolectaron 50 muestras en total, de las cuales 40 fueron cloacales y 10 se tomaron
directamente de las deyecciones presentes en el suelo, fueron marcadas y conservadas en
medios de transporte Stuart, se usd el método 1SO 16654: 2001, en el proceso de
enriquecimiento se uso caldo de soja con Tripticaseina (TSB) en tubos de ensayo, se
inoculo, homogenizd y fueron incubadas, para el aislamiento selectivo, se utiliz agar
MacConkey con Sorbitol, este fue inoculado con las muestras previamente enriquecidas
con las técnicas de transferencia aséptica y cultivo en estrias, en el proceso de purificacion
de colonias se seleccionaron las muestras que cumplian los requisitos de coloracion el
cual es un rosa caracteristico, provocado por la de fermentacion de lactosa, lo que se
asociaa enterobacterias, de 50 muestras 11 pertenecientes a pollos y 5 de piso cumplieron
los requisitos y se empleo agar nutritivo, en este se usaron las mismas técnicas de siembra
que en el agar anterior para inocularlo, con las colonias obtenidas se hizo el procedimiento
de tincién Gram, a través de la observacidn con microscopio se confirmd la presencia de
bacterias gram negativas, se realizaron las pruebas bioquimicas de Microgen, y su
software Microgen ID revel6 que 5 de las muestras provenientes de pollos y 2 de piso
poseian la bacteria Escherichia coli, con estas muestras se pudo realizar las pruebas de
sensibilidad, con la utilizacion de agar Mueller Hinton y la técnica de Bauer & Kirby. Los
resultados obtenidos mostraron crecimiento de colonias en los halos de inhibicion, siendo
un indicativo de poblaciones resistentes de E. coli originarias de las muestras estudiadas:
Amoxicilina 100% (resistente), Cefalexina 57% (resistente), 43% (intermedio),
Ciprofloxacina 43% (resistente), 14% (Intermedio), 43% (Sensible), Enrofloxacina 14%
(resistente), 72% (intermedio), 14% (sensible), Florfenicol 86% (resistente), 14%
(Sensible), Fosfomicina 57% (resistente), 14% (intermedio), 29 % (sensible),
Gentamicina 43 % resistente 28% (intermedio), 29% (sensible), Norfloxacina 29%
(resistente) 71% (Intermedio), Penicilina G 100% (resistente) Sulf+Trimetroprim 86 %
(resistente), 14% (intermedio), Tetraciclina 100% (resistente).

Palabras clave: Pollos broiler, Escherichia coli, Resistencia a los antibiéticos.
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THEME: "ISOLATION AND STUDY OF RESISTANCE TO ANTIBIOTICS IN
STRAINS OF Escherichia coli IN ISOLATED EXCREMENTS IN BROILER
CHICKENS FROM POALO FARMS OF LATACUNGA CANTON."

AUTHOR: Juma Carcelén Erick Sebastian

ABSTRACT

The study of the sensitivity of bacteria to antibiotics has become an important tool in
recent years; it is essential to determine their resistance and evaluate the effectiveness of
the treatments that will be used to combat them. This research project assumed the
objective of analyzing the resistance to antibacterial (AMR) of the bacterium Escherichia
Coli from broiler chickens from Poalé hatcheries. For the research work 50 samples were
collected in total, of which 40 were sewage and 10 were taken directly from the droppings
present in the soil, were marked and preserved in Stuart means of transport, the 1SO
16654: 2001 method was used, in the enrichment process soybean broth with Trypticasein
(TSB) was used in test tubes, was inoculated, homogenized and incubated, for selective
isolation, MacConkey agar was used with Sorbitol, this was inoculated with the samples
previously enriched with the techniques of aseptic transfer and culture in stretch marks,
in the process of purification of colonies the samples that met the coloration requirements
were selected which is a characteristic rose, caused by the fermentation of lactose, which
is associated with enterobacteria, of 50 samples 11 belonging to chickens and 5 floor met
the requirements and nutritional agar was used, in this the same planting techniques were
used as in the previous agar to inoculate it, with the colonies obtained the Gram staining
procedure was done, through the observation with microscope the presence of gram-
negative bacteria was confirmed, Microgen biochemical tests were performed, and its
Microgen ID software revealed that 5 of the samples from chickens and 2 from the floor
had the bacterium Escherichia coli, with these samples the sensitivity tests could be
performed, with the use of Mueller Hinton agar and the Bauer & Kirby technique. The
results obtained showed colony growth in the inhibition halos, being an indication of
resistant populations of E. coli originating from the samples studied: Amoxicillin 100%
(resistant), Cephalexin 57% (resistant), 43% (intermediate), Ciprofloxacin 43%
(resistant), 14% (Intermediate), 43% (Sensitive), Enrofloxacin 14% (resistant), 72%
(intermediate), 14% (sensitive), Florfenicol 86% (resistant), 14% (Sensitive), Fosfomycin
57% (resistant), 14% (intermediate), 29 % (sensitive), Gentamicin 43 % resistant 28%
(intermediate), 29% (sensitive), Norfloxacin 29% (resistant) 71% (Intermediate),
Penicillin G 100% (resistant) Sulf+Trimetroprim 86 % (resistant), 14%
(intermediate), Tetracycline 100% (resistant).

Keywords: Broiler chickens, Escherichia coli, Antibiotic resistance.



3.- JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La intencion del presente proyecto es demostrar la presencia de cepas de E. coli resistentes
en pollos broiler de los criaderos de la parroquia Poalé del canton Latacunga, de tal
manera que se puedan explicar, las fuentes de infeccidn, sus mecanismos de transmision
y adaptabilidad, con el fin de que se tenga un registro de la presencia de dicha bacteria en

la zona de estudio.

La informacion expuesta puede beneficiar a la comunidad en general, también a pequefios
y grandes productores, puesto que la presencia esta bacteria llega a provocar infecciones
masivas por las condiciones de hacinamiento en las que muchas veces se maneja en los
galpones de cria, causando una gran pérdida econémica, teniendo una probabilidad de

muerte elevada en aves contagiadas.

El tema de investigacion adquiere relevancia porque E. coli es una de las bacterias mas
comunes en el medio ambiente, siendo frecuente la contaminacion de productos y agua
por distintas vias y factores, sus cepas patdgenas provocan infecciones de tipo entérica,
con sintomas como la diarrea, vomitos o fiebre, incluso llegan a provocar un dafio
considerable a la mucosa intestinal, siendo un riesgo latamente para nifios, adultos y

personas de la tercera edad.

Por las razones expuestas es importe analizar y estudiar la sensibilidad que presentan las
bacterias a diferentes antibidticos para desarrollar tratamientos efectivos tanto para la

industria de produccion de alimentos como para la medicina humana.
4.- BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1- Beneficiarios directos

- Consumidores: Personas y familias que adquieren los productos de estas zonas, 0 que

no conocen los medios de contaminacion de la bacteria.

- Productores de la zona de estudio: Tendrdn constancia de la presencia de cepas

resistentes de la bacteria, que pueda afectar el nivel de produccion.



4.2.- Beneficiarios indirectos

- Medios de distribucion de alimentos: Estos tendran en cuenta los posibles medios de
contaminacion, asegurando un producto seguro a la sociedad.

-Productores de otras zonas: Consideraran la posibilidad de la existencia de cepas

resistentes en sus galpones de cria.

5.- PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Escherichia coli es una de las enterobacterias mas comunes tanto en el medio ambiente
como en el microbiota intestinal, sus variantes patdgenas son oportunistas, esta bacteria
estd presente en aves destinadas a consumo, volviéndose un reservorio significativo, ya
que, durante la fase de faenamiento, los residuos fecales pueden contaminar todo el

producto, siendo una posible fuente de contagio zoonético (1).

Segun datos de los Censos Avicolas, Corporacion Nacional de Avicultores del Ecuador
(CONAVE), la carne con mas relevancia después de la porcina, es la aviar, en el 2021 su
consumo per cépita fue de aproximadamente 27,72 kg al afio y una produccion de 255

millones de pollos destinados para el consumo (2).

Las enfermedades que afectan al sector avicola poseen una influencia significativa sobre
los parametros productivos o zootécnicos, representando importantes pérdidas
econdmicas por factores decisivos como la mortalidad, retrasos del crecimiento, costos
de tratamientos, alterando la calidad del producto final, impidiendo su comercializacion,
algunas enfermedades no son causa directa de alteracién de parametros productivos, pero

si factores predisponentes para el desarrollo de otras que los lleguen a alterar (3).

La enfermedad mas comun en estos animales es la colibacilosis aviar, convirtiéndose en
una de las principales causas de mortalidad y pérdidas econdmicas en las granjas avicolas
las condiciones y el ambiente dénde se encuentran los animales pueden volverse propicias

para que la enfermedad se "retroalimente”, llegando a afectar a galpones enteros (4).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), uno de los problemas causados por
presencia de la Escherichia coli en productos alimenticios y el agua de consumo masivo
son la constante aparicion de las enfermedades relacionadas con la bacteria, generalmente

en paises en vias de desarrollo (5).



En el Ecuador hay varias investigaciones sobre la presencia de Escherichia coli en
diferentes alimentos y platos populares que no han resultado en efectos negativos, por tal
razdn existe nula importancia por parte de autoridades y personas ya que no cumplen
normativas sanitarias para garantizar la correcta manipulacion de alimentos para evitar
las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) que estan ocasionando, por otro

lado la falta de técnicas y el poco interés que suscitan un problema aun mayor (6).

Esta bacteria presenta gran resistencia y adaptabilidad, provocando mecanismos de
adaptacion microbiana por la presion selectiva que representa la utilizacién de
antibidticos a gran escala, esto nos deja practicamente sin alternativas porque pone en
riesgo la eficacia de la prevencion y tratamiento de las enfermedades que provoca,
haciendo que las infecciones persistan, incrementando su propagacion, volviéndose asi
en un problema serio para la salud publica (7).

Es capaz de producir endotoxinas que son liberadas cuando muere, dado el caso que
lleguen a la sangre producen una respuesta sistémica con un desenlace fatal de shock
endotoxico a parte posee fimbrias, que cumplen un papel esencial en el anclaje de la
bacteria, causando una adhesion muy fuerte, por consecuencia es dificil eliminarlas del

organismo (8).

Por célculos aproximados de la OMS, las enfermedades diarreicas causadas por
transmision alimentaria, con 550 millones de personas que enferman y 230.000 que
mueren cada afo, los nifios corren un riesgo, de 220 millones que enferman, 96.000 llegan

a morir cada afo, causados por diferentes bacterias, entre ellos E. coli (9).

Los grupos de bacterias resistentes tienen un gran impacto en la salud publica mundial,
pues en el afio 2019 fallecieron cerca de 1,2 millones de personas en todo el planeta por

infecciones causadas por estos microorganismos (10).
6.- OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar la resistencia a los antibioticos en cepas de Escherichia coli en aislados de
deyecciones e hisopados cloacales en pollos broiler de los criaderos de Poalé del canton

Latacunga.



6.2 Objetivos Especificos

e Ejecutar el procedimiento segun I1ISO 16654: 2001 de cultivo que asegure el
crecimiento y desarrollo de la enterobacteria Escherichia coli.

e ldentificar la presencia de E. coli de las muestras obtenidas mediante la
confirmacion con pruebas bioquimicas de Microgen y su software Microgen ID.

e Analizar la resistencia a los antibiéticos con la utilizacion de discos de

sensibilidad.

7.- ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados.

Objetivo 1 Actividad Resultado de la Medios de
actividad verificacion
Ejecutar el | Usar materiales vy | Obtencion de caldos
procedimiento  segun | métodos  especificos | nutritivos y agares | Fotografias,
ISO 16654: 2001 de | para  asegurar la | aptos para el cultivo de | pruebas y
cultivo que aseguren el | supervivencia de las | bacterias provenientes | analisis de
crecimiento y desarrollo | bacterias obtenidas de | de  las  diferentes | laboratorio.
de la enterobacteria | las muestras. muestras.
Escherichia coli.
Objetivo 2 Actividad Resultado de la Medios de
actividad verificacion
Identificar la presencia | Andlisis técnico y de | Confirmacion de
de E. coli de las| laboratorio de las | muestras positivas para | Fotografias,
muestras obtenidas | muestras, para | E. coli, con las cuales | pruebas y
mediante la | confirmar la presencia | se pudo realizar las | analisis de
confirmacién con | de la bacteria en las | pruebas de sensibilidad | laboratorio.
pruebas bioquimicas de | muestras y | antibiotica.
Microgen, su software | posteriormente
Microgen ID. verificar su
sensibilidad.
Objetivo 3 Actividad Resultado de la Medios de
actividad verificacion
Una vez confirmada la
Analizar la resistencia a | presencia de la bacteria | Se confirmé la | Fotografias,

los antibiéticos con la
utilizacion discos de
sensibilidad.

de interés E. coli, se
colocaran de los discos
de sensibilidad de
manera adecuada para
evaluar la sensibilidad
de dichas colonias.

presencia de colonias
resistentes
provenientes de
muestras.

las

registros de la
medicion  de
los halos
inhibitorios.

Elaborado por: Sebastian Juma




8.- FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICO

8.1.- Informacion relevante sobre E. coli

La bacteria fue descubierta en 1885 por el Doctor aleman Theodor Escherich, la aislé y
describié en muestras provenientes de las deposiciones de nifios, dandole en un principio
el nombre de Bacterium coli commune (bacteria comdn del colon), ya desde los afios 1900
se la utilizado como indicador de contaminacién fecal en el agua o alimentos, por su
importancia e impacto en 1912 es nombrada como Escherichia coli en honor a su
descubridor (11).

Esta bacteria es un habitante comdn en el organismo de personas y animales sanos, sus
cepas inocuas son indispensables para el correcto funcionamiento de los procesos
digestivos, es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, movil ya que posee flagelos

periféricos, no forma esporas y es capaz de fermentar glucosa y lactosa (12).

Es una de las primeras bacterias que llegan a conformar la microflora intestinal (MFI)
después del nacimiento, tanto su composicion como sus funciones se ven influenciadas
por factores externos o la nutricion, esta microflora se asocia con varios efectos benéficos
en el huésped, como la maduracion e integridad del epitelio intestinal, proteccion contra
patdgenos y equilibrio inmunoldgico intestinal, manteniendo una relacion de simbiosis
(13).

La MFI posee un efecto protector ante los agentes patdgenos, presentando resistencia a la
colonizacién o sobrecrecimiento de patdgenos y estimulacion del sistema inmune tanto a
nivel local como sistémico (14).

Considerando que tanto humanos como animales mantienen contacto con
microorganismos en el medio ambiente, la composicion de la MFI se mantiene estable,
pero su equilibrio puede verse afectado por factores como la edad, uso de antibidticos,
antidcidos, la edad, una cantidad significativa de inoculo bacteriano en la dieta, el estrés

0 estados de inmunosupresion (15).



Conocer su composicién, distribucion y las acciones que cumple para mantener el
equilibrio en el ecosistema gastrointestinal, resulta esencial para comprender su
participacion en la prevencion y tratamiento de trastornos gastrointestinales (16).

8.2- Clasificacion taxonémica

Tabla 2. Categoria taxondmica de Escherichia coli

Categoria taxondmica de Escherichia coli

Dominio Bacteria.

Reino Bacteria.

Filo Proteobacteria.

Clase Gamma proteobacteria.
Orden Enterobacteriales.
Familia Enterobacteriaceae.
Género Escherichia.
Especie Escherichia coli.

Fuente: Dr. Méndez A.

8.2.1.- Cepas de E. coli

Las cepas patdgenas se agrupan en diferentes categorias, donde cada una posee
caracteristicas y mecanismos de virulencia determinados que actdan conjuntamente para
potenciar su patogenicidad, produciendo infecciones y sindromes diferentes, estos grupos

son los siguientes (17, 18, 19):

- E. coli enteropatogénico (ECEP): Causan una lesion por adhesion, destruccion
de las microvellosidades de los enterocitos, en el hombre son las causantes de
diarrea liquida con mucosidad acompafiada de vomitos, fiebre y la secrecion de
alguna enterotoxina es una de las principales causas de diarrea infantil.

- E. coli verotoxigénico (ECVT): Este grupo causan patologias muy serias en el
humano, su nombre se debe a que estas se caracterizan por la produccién de las

verotoxinas.

- E. coli enterotoxigénico (ECET): Junto con las variantes de ECEP provocan la

diarrea del viajero o de origen alimentario, es habitual en paises poco
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desarrollados, es capaz de adherirse a la mucosa del intestino delgado, pero no
llega a invadirlo, donde produce liberacion de enterotoxinas, causando distension
abdominal conjuntamente con una diarrea liquida profusa, sin sangre ni material

purulento y ausencia de fiebre.

- E. coli enteroinvasivo (ECEI): Se asocia esencialmente con brotes de origen
alimentario, este invade el epitelio del colon, se multiplica en forma intracelular
generando una respuesta inflamatoria alterando la forma epitelial, causando
muerte celular y formacion de ulceras microscopicas, sin producir toxinas,
provoca diarrea acuosa con presencia de sangre y mucosidad acompafiado de
fiebre y dolor abdominal.

- E. coli entero agregativo (ECEA): Causa brotes o casos aislados de diarrea
persistente, se adhiere a la mucosa del intestino, provocando un aumento de la
secrecion de mucus que atrapa a las bacterias, para su autoaglutinacion en el
epitelio, tiene efecto citopatico sobre la mucosa intestinal, destruyendo las puntas
vellosas, causando una respuesta inflamatoria leve, posteriormente estas bacterias
liberan la enterotoxina, que causa lesiones histopatologicas.

- E. coli enteroagregativa difusa (ECEAD): Las bacterias se observan dispersas
sobre la superficie celular con poca agregacion, se le ha encontrado en nifios con
1y 5 afios de edad, su infeccidn se manifiesta con diarrea acuosa sin sangre, en el
moco fecal no se detecta leucocitos.

- E. coli enterohemorragica (EHEC): Se caracteriza por diarrea con colitis
hemorragica con vinculacion al sindrome urémico hemolitico, es uno de los
patdgenos mas frecuentes en los casos de diarrea con sangre, el principal
reservorio es la carne contaminada, la transmision por agua, alimentos y de

persona a persona.

8.3.- Fases de contaminacion hacia los alimentos

Estas enfermedades son provocadas por el consumo de agua o alimentos contaminados
con la bacteria, o por las sustancias toxicas que esta produce, una gran variedad de

alimentos puede ocasionar ETA, como son los alimentos de origen animal crudos o sin
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pasteurizar, frutas y verduras que pueden contaminarse en el campo debido a malas

précticas causando infeccion o intoxicacion alimentaria (20).

La contaminacion de verduras y hortalizas puede ocurrir a nivel superficial o en los tejidos

internos, ya que las posibles rutas de la contaminacion son (21):

- El agua de irrigacion contaminada con residuos de granjas de animales, asi como
de aguas del alcantarillado.

- Uso de fertilizantes organicos de origen animal para los sembrios.

- Contacto directo de animales con el producto vegetal fresco o cuando esta en
periodo de crecimiento en el campo.

- La irrigacion por inundacion puede convertirse en una ruta de contaminacion
potencial si las granjas ganaderas estan cerca de los campos de cultivo.

- En el proceso de comercializacion y preparacion culinaria, las rutas de
contaminacién se relacionan con el uso de agua contaminada, junto con las

deficientes practicas de manejo higiénico de los productos.

8.4.- Mecanismos de resistencia y adaptacion.

La resistencia antibidtica se ha convertido en un serio problema a nivel mundial, siendo
un factor presente en diversas bacterias, Escherichia coli, presenta alta resistencia a varios
antibioticos, estos procesos de resistencia se deben, a la adquisicion de diferentes
mecanismos moleculares mediante una serie de mutaciones a nivel cromosémico o
transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas o diferentes,
integrones (22).

Resistencias a los antibioticos

Esta resistencia se relaciona con la introduccion de un antibidtico que constituye por si el
primer factor para la seleccion de cepas resistentes en un plazo variable de tiempo, porque
su presencia es capaz de inducir mutaciones, que conllevan a la modificacion de la carga
genética de la bacteria y puede aparecer por mutacién cromosémica 0 por mecanismos de
transferencia genética, el intercambio de material genético, a través de mecanismos como
(23):
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- Transformacién: Transmision o incorporacion por una bacteria de ADN libre
extracelular originario de la lisis de otras bacterias.

- Transduccion: Transferencia de ADN cromosdmico o plasmidico de una bacteria
a otra mediante un bacteriéfago como intermediario (virus que infecta bacterias).

- Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN que contiene genes para la
resistencia de antibioticos y otros genes unidos en equipo para la expresion de un
promotor en especifico.

- Conjugacion: Intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y

receptor), mediante una hebra sexual o cando llegan a tener contacto fisico.

Durante el paso del tiempo varios grupos de bacterias han desarrollado mecanismos de
adaptacion interesantes, que les han permitido sobrevivir a los efectos antimicrobianos de

diferentes antibidticos, dichos mecanismos son (24):

- El microorganismo presenta la caracteristica de producir enzimas capaces de
modificar o destruir al antibiotico.

- Son capaces de evitar la acumulacion del antibidtico en el interior de la célula,
disminuyendo su paso a través de la membrana celular.

- Variaciones bacterianas que causan modificaciones en las moléculas diana de los

antibioticos.

Importancia de los integrones y otros elementos genéticos en la resistencia

bacteriana.

Los integrones son estructuras que interacttan con diferentes elementos genéticos lo que
altera directamente un sin nimero de factores, relacionados directamente accion
bactericida de cualquier medicamento, estos genes de resistencia pueden ser capturados
por bacterias que poseen integrones y asi podran expresar sus genes de resistencia por
esta razon se deben hacer constantemente supervisiones de la sensibilidad de las bacterias

como parte fundamental de la politica de su control (25).

En la actualidad se conocen tres clases de integrones que tienen un rol en la diseminacion
de genes de resistencia, siendo los integrones clase 1 y 2 son mas frecuentes en bacterias
aisladas desde animales de consumo, aves domésticas y silvestres, actualmente, se

conocen nueve clases de integrones (26)
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- Losdelaclase 1, 2, 3y 9, contienen genes de resistencia a antibioticos.
- Losdelasclases 4, 5, 6y 7 no los tienen, la clasificacidn de los integrones se basa
en la secuencia de la integrasa.

La integrasa es la encargada de facilitar los procesos de transcripcion de ADN viral en la
célula huésped, es asi que se consigue alterar la programacion de la célula para que

fabrique particulas virales (27).

Los plasmidos son los responsables de transmitir a las a las bacterias propiedades que
complementan su capacidad de adaptacion y colonizacion, favoreciendo el intercambio
genético intracelular, garantiza una diseminacion horizontal de genes de resistencia a

antibidticos, y de otras funciones, entre géneros distintos de bacterias (28).

Los transposones, son fragmentos de DNA que tienen la caracteristica de moverse de
localizacion genética (donador a receptor) facilitando la transferencia de los mecanismos
de resistencia, por tal razén se los conoce como “genoma flotante”, teniendo un papel

fundamental en la dispersion de la resistencia y en la movilizacion de los integrones (29).
Mecanismos de adaptacion de Escherichia coli para sobrevivir en el medio.

Es capaz de entrar a una fase de crecimiento nulo (fase estacionaria), cuando se agotan
los sustentos en el medio, reduce su volumen celular (forma redondeada), engrosa su
pared, disminuye sus flagelos y aumenta su resistencia celular, su metabolismo se
modifica acumulando varios compuestos de reserva y osmoproteccion, por ultimo, las
fases del crecimiento se ven disminuidos, aumentando sus posibilidades de supervivencia,

hasta que el medio posea las condiciones adecuadas (30).

8.5.-Estrategias de control
Industria

Para prevenir la infeccion se deben aplicar medidas de control en todas las etapas de la
cadena alimentaria, que inicia desde la produccién agropecuaria en la granja hasta la
elaboracién, fabricacion y preparacién de los alimentos, el nimero de casos de la
enfermedad podria reducirse, pero no se garantiza la ausencia total de los

microorganismos (31).
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La reduccion de contaminacion fecal a lo largo de la cadena alimentaria es un factor
importante que puede ayudar con la reduccion de riesgos de infecciones a la salud
asociados a E. coli, en los criaderos pueden adoptarse medidas de control relacionadas

con la contaminacion del agua, ya que es una de las principales fuentes de contagio (32).

Hogares

Segtn la OMS “las medidas de prevencion son las practicas bésicas de buena higiene de
los alimentos, pueden prevenir la transmision de los agentes patdgenos responsables de
muchas enfermedades transmitidas por los alimentos”, se recomienda lavarse bien las
manos con agua corriente y jabdn, preparar la carne a una temperatura adecuada, prevenir

la contaminacién cruzada limpiando adecuadamente los utensilios (33).

8.6.- Antibiéticos

Son medicamentos usados para combatir las infecciones provocadas por bacterias, en
humanos y animales, ya sea matandolas o interfiriendo en sus procesos de crecimiento y
multiplicacién, sin embargo, se suelen usar de manera innecesaria contribuyendo a la
resistencia a los antibioticos, por tal razon es de suma importancia administrarlos y

usarlos adecuadamente (34).

Tabla 3.- Grupos antibidticos de interés para el proyecto de investigacion y sus efectos
(35).

Grupo antibidtico Antibiético Modo de accién

Son capaces de unirse a los
ribosomas bacterianos (30S),
provocando la produccién de
Aminoglucésidos Gentamicina proteinas bacterianas defectuosas,
o la inhibicién total de la sintesis
proteica de la bacteria, incluso
alteran la permeabilidad de
membrana externa (dependientes
de oxigeno)

Puede ocurrir por mutacidn, se asocia a la

Resistencias produccidn, por la intervencion de plasmidos o
transposones, de enzimas inactivadoras.
Penicilina G Son bactericidas que actiian
Penicilinas — inhibiendo la sintesis de la pared
Betalactamicos Amoxicilina celular bacteriana, produce la
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activacion de enzimas autoliticas
Cefalosporinas Cefalexina que provocan su destruccion,
actian siempre en la fase de
reproduccién celular.
La base principal es la produccion de betalactamasas,
Resistencias las cuales llegan a romper el anillo betalactamico.
Son agentes bactericidas que
Ciprofloxacino | actiian inhibiendo selectivamente
Quinolonas la enzima ADN-girasa bacteriana,
la cual es fundamental para la
Norfloxacina | estructura tridimensional correcta
del material genético.
Por mutaciones cromosdomicas en genes que
codifican la topoisomerasa Il y IV, también por la
Resistencias sobreexpresion de bombas de extraccion de la
quinolona, por la produccién de proteinas que
compiten con la quinolona por su unién con la
topoisomerasa Il codificadas por plasmidos y por la
presencia de una enzima que acetila e inactiva a los
antibiéticos.
Son generalmente
Sulfametoxazol+ | bacteriostaticas, son andlogos del
Sulfonamidas trimetoprima | 4cido paraaminobenzoico (PABA)
y actdan inhibiendo la sintesis del
acido folico de los organismos
susceptibles.
Por mutacién cromosémica y transmision de
plasmidos, que determinan una sobreproduccién de
Resistencias PABA, por una disminucién de la permeabilidad de la

bacteria para la sulfonamida o una alteracién de la
enzima "diana" (dihidropteroato sintetasa),
causando menor afinidad para la sulfonamida.

Tetraciclinas

Son bacteriostaticas a las
concentraciones que alcanzan en
Tetraciclina los tejidos, interfieren la sintesis
clorhidrato proteica de los microorganismos
susceptibles, uniéndose a la
subunidad 30S del ribosoma, e
impiden la interaccién de éste con
el ARN.

Resistencias

Producida por plasmidos causando disminucién de la
permeabilidad reduciendo la concentracién de
antibiético en el interior de la bacteria, y con menor
frecuencia la formacion de proteinas que protegen el
ribosoma y raramente a inactivacién enzimatica o a
modificaciones de la enzima diana.
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Bloquea la sintesis de los

Miscelaneos Fosfomicina precursores del peptidoglicano,
ejerciendo un efecto bactericida
rapido sobre bacterias en fase de
crecimiento.

Causada por mutaciones que interrumpen con los
sistemas de transporte de la célula, también por la

Resistencias reduccion de la permeabilidad y por la existencia de

enzimas con la capacidad de modificar el
medicamento, inactivandolo o reduciendo su
capacidad antimicrobiana.

Fluoroquinolonas Enrofloxacina | Este posee accidn bactericida,
actiia bloqueando la enzima
bacteriana ADN-girasa, la cual es
fundamental en la mayoria de
procesos bioldgicos de la bacteria.

Resistencias Se relaciona con las alteraciones en las enzimas

diana, generando transformaciones espontaneas en
los genes gyrAy gyrB que codifican las subunidades
de la ADN-girasa, por ultimo, se altera la
impermeabilidad por disminucién en la expresion de
algin tipo de proteina de la membrana externa.
Es bacteriostatico y actiia
inhibiendo la sintesis de proteinas
Fenicoles Florfenicol a nivel ribosomal, se une al
ribosoma 508, con lo cual inhibe la
sintesis proteica bacteriana.
Resistencias Se produce por la resistencia de bombas de flujo que

se asocian con el gen floR

farmacos antimicrobianos.

Fuente: Obando P, Suarez M, Esparza J. Descripcion general de los principales grupos de

CLSI (Committee for Clinical Laboratory Standards)

Es una organiacion sin fines de lucro, que tiene el fin de elaborar estandares que poseen

una elevada calidad, para mejorar las practicas de laboratorio clinico, los documentos que

elaboran son preparados en consenso entre las partes involucradas que son los usuarios,

fabricantes, universidades, institutos y entes reguladores, asi mismo se busca que dichos

documentos sean de facil aplicacion, de tal manera que se pueda fomentar su uso en los

laboratorios clinicos (36).

Sensibilidad de los organismos (37):

- Sensible: La cepa de estudio puede ser tratada de manera adecuada con la dosis

recomendada de antibiotico para el tipo de infeccion y la especie que lo produce.
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- Intermedio: Incluye a cepas que pueden ser inhibidas por concentraciones mas
elevadas, siempre que dichas dosis puedan ser aumentadas.

- Resistente: Las cepas en esta categoria no son inhibidas por las concentraciones
por concentraciones séricas que se alcanzan a dosis habituaes y la eficiencia

clinica aun no ha sido confirmada.

Las normas I1SO (International Organization for Standardization)

Pertenecen a un conjunto de estandares de reconocimiento internacional, apoyadas en el
consenso y relevantes para el mercado que respaldan la innovacion y brindan soluciones
a los desafios globales, estos fueron creados con la tarea de ayudar a las empresas a
establecer unos niveles de homogeneidad en relacion con la gestion, prestacion de

servicios y desarrollo de productos en la industria (38).

9.- HIPOTESIS
Se confirmd la hipétesis nula.

H1: Las muestras recogidas y los procesos de analisis demostraron la presencia de E. coli

resistente de muestras provenientes de pollos broiler de los criaderos de Poald.
10.- METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

10.1.-Ubicacion

El proyecto de investigacion empezé con la recoleccion de muestras en la parroquia de
San Jose de Poald, la cuél se encuantra ubicada al Oeste del Canton Latacunga provincia
del Cotopaxi, esta se halla entre las coordenadas 00°51 07 y 00°54 45 de latitud Sur y
de acuerdo al meridiano de Quito esta entre 00° 08 21 y 00°17 28 de longitud Oeste,
tiene una extension de 7536,22 ha, la cual representa un 5,44% del éarea total del cantdn

Latacunga, su altura promedio es de 3.560 msnm (39).

e

Fuente: Google mps
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10.1.2.- Enfoque

El presente proyecto de investigacion tuvo un enfoque observacional, ya que se realizé la
preparacion del medio de cultivo para las bacterias con el fin de comprobar la existencia
de la bacteria E. coli de las muestras recolectadas, para ver su crecimiento, desarrollo y
coémo reaccionan sus colonias al ser expuestas a discos de sensibilidad con diferentes
antibioticos.

Para realizar el presente proyecto de investigacion se recurrié a diversas fuentes honestas
como libros digitales, paginas web, tesis o proyectos de investigaciones relacionados con
el fin de recaudar los datos necesarios que contribuyan con informacion necesaria sobre

esta bacteria.

10.1.3.- Disefio experimental

Para esta investigacion se seleccionaron a 40 individuos adultos, las muestras fueron
tomadas directamente de la cloaca del animal, de igual forma se procedié a tomar 10
muestras del suelo, para ser almacenadas en medios de transporte Stuart, las cuales fueron
sometidas al procedimiento ISO 16654: 2001, conjuntamente con la realizacion de
pruebas de sensibilidad con los siguientes antibioticos: Amoxicilina, Cefalexina,
Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Florfenicol, Fosfomicina, Gentamicina, Norfloxacina,
Penicilina, Sulf+Trimetropin y Tetraciclina, con el fin de comprobar la existencia de

animales contagiados con cepas de Escherichia coli resistentes.
10.1.5.- Proceso de investigacion

1.- Recoleccién

40 muestras fueron tomadas directamente de la cloaca de diferentes animales, de igual
forma se recogieron 10 muestras de heces del suelo, todas estas fueron almacenadas en
medios de transporte Stuart, fueron marcadas con la fecha, hora y fueron identificados
(ejem: Pollo #1, Suelo #1).

Los medios de transporte Stuart poseen un medio semisolido que se usa para el transporte
y conservacion de muestras bioldgicas para su posterior cultivo, siendo util para diversos

microorganismos, no es nutritivo y contiene tioglicolato sdédico el cual retrasa la
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oxidacion, el cloruro de calcio junto con el glicerofosfato sddico, actdan como un buen
agente amortiguador y también mantienen el equilibrio osmético en el medio (40).

A partir de esta parte todos los procesos fueron realizados en una cadmara de flujo laminar,
el cual es un dispositivo necesario para proteger la muestra de la contaminacion, este usa
un flujo de aire constante con una direccion y velocidad uniforme, reduciendo el riesgo
de contaminacion cruzada (41).

Tabla 4. Generalidades del manejo de los medios y agares.

Agar/medio | Recipiente | Cantidad | Esterilizacién | Tiempode | Temperatura
incubacion
Caldo de soja Tubo de 9 ml 15 minutos 18-72 35%2¢C
TSB ensayo 121°C horas
Agar Caja Petri 20 ml 15 minutos 24 horas 35+2 ¢
MacConkey 121°C
Agar Caja Petri 20 ml 15 minutos 24 horas 35+x2¢C
nutritivo 121°C
Agar Mueller 15 minutos 18 -24
Hinton Caja Petri 20 ml 121°C horas 35+2¢C

2.- Nutricién de las bacterias

Se prepard caldo de Soja Tripticaseina (TSB) en tubos de ensayo previamente
esterilizados, este es un medio muy rico en nutrientes para uso general en laboratorio de
microbiologia, permite el crecimiento abundante de las bacterias y este medio se utiliza
con frecuencia en muchos procedimientos de investigacion diagnéstica o microbiologia
y se utiliza para pruebas de aislamiento y sensibilidad de todos los tipos de patdgenos
(42).

Preparacion: Suspender 30 gramos de TSB en un litro de agua destilada, mezclar bien 'y
disolver con calor con agitacion frecuente, hervir durante un minuto hasta que se disuelva

por completo, finalmente dispensar en recipientes adecuados y esterilizar en autoclave.
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Tabla 5. Férmula aproximada por cada litro de TSB.

Férmula aproximada por cada litro
Digerido pancreatico de caseina 17,09
Digerido papainico de soja 309
Cloruro sddico 50¢9
Fosfato dipotasico 2,59
Dextrosa 259

Fuente: caldo de Soja Tripticaseina (TSB) 500 gr

Se coloco en los tubos de ensayo 9ml de TSB U, se inocul6 el medio de forma directa,

introduciendo los hisopos de las muestras recolectadas y se incubaron.

3.- Cultivo

Una vez transcurrido el tiempo, se usé Agar MacConkey Il con sorbitol.

Este agar funciona como medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la
diferenciacion de Enterobacteriaceae y diversos otros bacilos gram negativos es
ligeramente selectivo dado que la concentracion de sales biliares, inhiben los
microorganismos gram positivos, logrando una diferenciacion méas definitiva de los
organismos fermentadores y no fermentadores de lactosa y alcanzar un crecimiento
superior de las bacterias entéricas (43).

Preparacion: Hay que suspender 50 gramos del agar en un litro de agua destilada,
asegurarse de mezclar bien, realizando agitacion frecuente, se debe hervir durante un
minuto hasta disolver completamente, hay que esterilizar y dejar enfriar.

Tabla 6. Formula aproximada por cada litro de agar MacConkey 1l con sorbitol

Férmula aproximada por cada litro de agar MacConkey I
Digerido pancreatico de gelatina 17,09
Digerido pancreatico de caseina 159
Digerido peéptico de tejido animal 15¢g
Sorbitol 10 g
Sales biliares 159
Cloruro sédico 500
Rojo neutro 0,039
Cristal violeta 0,001g
Agar 1359

Fuente: Agar MacConkey Il con sorbitol 500 gr
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Ya con el agar listo, se uso la técnica transferencia aséptica para inocular con un asa de
siembra el agar, empleando la siembra en estria, se usé papel Parafilm para sellar las cajas

Petri y finalmente se dejaron las muestras inoculadas en la incubadora.

Figura 2, Figura 3. Método de transferencia aséptica

Fuente: Sebastian Juma Fuente: Sebastian Juma

Meétodo de transferencia aséptica
El asa se calienta hasta la incandescencia y se enfria brevemente al aire, hay que destapar

el tubo de la muestra para extraer una pequefia cantidad de la misma con el asa esterilizada

y se traslada a un medio estéril en este caso el agar, finalmente se vuelve a calentar el asa

antes de dejar de utilizarla (44).

Figura 4, figura 5. Técnica de siembra en estria

Fuente: “Brock, Biologia de los microorganismos”. Duodécima edicion
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Técnica de siembra en estria

Consiste en cargar el asa con la muestra y hacer estrias paralelas, abarcada la cuarta parte
de la superficie en la caja Petri, se procede a esterilizar al asa en el fuego, se deja enfriar
y se gira la caja 90°, volvemos a inocular el asa con la muestra y cubrimos la totalidad de
la caja (45).

4.- ldentificacion

Las colonias aisladas de Escherichia coli se presentan con una coloracién rojiza ladrillo
y se encuentran rodeadas por una zona de bilis precipitada, el rojo neutro es el indicador
de pH, cuando llegan a fermentar la lactosa, el pH del medio disminuye, cambiando el

color de rojo neutro a un rosa caracteristico. (46).

Figura 6: Colonias de E. coli en Agar MacConkey

Fuente: Sebastian Juma

5.- Purificacion

Ya transcurrido el tiempo limite en agar MacConkey, se prepar6 Agar nutritivo, este un
medio de uso general para el cultivo de una amplia variedad de organismos bacterianos,
proporciona los nutrientes necesarios para la multiplicacion de un amplio nimero de
microorganismos que no son necesariamente exigentes (47).

Preparacion: Suspender 23 gramos en un litro de agua destilada, mezclar bien y disolver
calentando con agitacidn frecuente, hervir durante un minuto hasta disolver por completo

y esterilizar.
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Tabla 7. Férmula aproximada por cada litro de agar Nutriente

Formula aproximada por cada litro de agar Nutriente
Extracto de res 300
Peptona 509
Agar 15,09

Fuente: Agar Nutriente 500 gr

Procedimiento: Se inoculd directamente el asa de siembra con las colonias que se han
desarrollado en el Agar MacConkey, usando el método de transferencia aseptica y se
cultivo realizando la siembra en estria, se sella la caja Petri con papel Parafilm y se dejo

incubando.

6.- Tincion Gram

Se usan una serie de reactivos que generardn una coloracion que permitira distinguir
bacterias Gram positivas y Gram negativas que son cristal violeta, lugol, alcohol acetona,
y safranina , mostrando una aproximacion a la morfologia de las bacterias, estos grupos
de bacterias se tifien de forma diferente por las diferencias constitutivas en la estructura
de sus paredes celulares; en el caso de las Gram positivas la cantidad de peptidoglicano
es del 80 al 90 % mientras que de las Gram negativas oscila entre el 10 y 20 % de la pared
celular (48).

Figura 7: Bacterias Gram negativas Figura 8: Bacterias Gram positivas

Fuente: Sebastian Juma Fuente: Sebastian Juma
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7.- Pruebas bioguimicas

En este caso se usaron las pruebas bioquimicas Microgen (49):

- Su sistema estd basado en la utilizacion de 12 sustratos bioquimicos que se
encuentran en los micropocillos para identificar la familia Enterobacteriaceae y
otros bacilos gramnegativos no exigentes (oxidasa negativos y positivos)

- Los sustratos deshidratados en cada pocillo se reconstituyen con la utilizacion de
una suspension salina inoculada con el organismo que se desea identificar.

- Si los sustratos individuales son metabolizados por el organismo, se produce un
cambio de coloracion durante la fase de incubacién o tras la adicion de los
reactivos especificos.

Figura 9. Tabla de referencia de sustratos

Pocillo | Reaccidn Descripcion Positiva | MNegativa

La Lisina decarboxilasa — al azul de Bromotimol pasa Verde |

1 Lisina de a verdelazul, indicando la produccion de la amina Azl Amarille
cadaverina.
La Omitina decarboxilasa — el azul de Bromotimol se amarilla /

2 Omitina mantiens azul indicando la produccion de la amina Azul Verde
putrescina. )
Produccion de HaS — el Tiosulfato se reduce a H:S que Mamand

3 H:S5 reacciona con las sales de hiemo produciendo un Nearo Color paja
precipitado negro. g

4 Glucosa Fermentacion — &l azul de Bromotimol cambia de azul a

5 Manitol amarillo como resultado de la produccion de acido a Amarillo Azul { Verde

5 Wilosa partir de la fermentacion de carbohidratos.
Hidrolisis — la hidrolisis de la OMPG por la B-

T ONPG galactosidasa da lugar a la produccion de amarillo de Amarillo Incolono
orfo-nitrofencl.
El indol se produce a partir de tnptofanc y da lugar a un Rosa /

8 Imdl complejo rosa / rojo cuando se afade el reactivo de Roi Incolono
Kovac's. oo

De color

La hidrolisis de la urea da lugar a la formacion de
9 Ureasa amoniaco que provoca un incremento de pH que hace
virar el rojo de fencl de amarille a rosa { nojo.

Rosa muy paja a rosa
profundo salmon

pélido
La produccion de acetoina a partir de glucesa se Rosa
10 e detecta por la formacion de un complejo rosa ! rojo rofunds / Incoloro a
después de la adicion de alfa naftol y creatina en P Fioi roza palido
presenda de KOH. o
La utilizacion de citrato (sole como fuente de carbono) Amarillod
1" Citrato da lugar a un incremento de pH que proporciona un Azul Vende
cambio de color del azul de bromofimaol de verde a azul. palido
El acido Indolpinivico se produce a partir de triptofano
porla hptél‘q.dno deaminasa dando un color rojo cereza Roio
12 TDA cuando se anaden los iones de hiermo. Los careza Color paja

microorganismos indolo positives pueden dar
coloracion mamin — en caso de resultade negativo.

Fuente: Guia Microgen.

- Para interpretar los resultados se deben observar las reacciones y cambios de
coloracion en los pocillos, se anotan todas las reacciones con la ayuda de la carta

de color, Afadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos.
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- Afadir 2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8. Leer y anotar los resultados
después de 60 segundos. Formacidon de color rojo indica un resultado positivo

- Afadir 1 gota del reactivo VP |y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10 y leer y
anotar los resultados tras 15-30 minutos. La formacién de un color rosa / rojo
indica un resultado positivo.

- Afadir 1 gota del reactivo TDA al pocillo 12 y leer despues de 60 segundos. La
formacion de un color rojo cereza indica un resultado positivo.

Figura 10. Carta de color

Microgen™ GN A ID

| WELL/NAPFCHEN
____/GODEY

Reacton Lasime | Orolihine s | Gluesse | Mansivd Xylowe | ONFG. | Indele Urense v Citrate roa | Nitrate
— -— _— .- . ——e ‘ .

= =

Negative ‘ O
0]
(@)

Positive

Fuente: Guia Microgen.

- Las tiras Microgen GN-ID A nos dan un perfil numérico de 4 digitos en total.

- Se procede a anotar en la hoja de resultados, ese perfil numérico se introduce en
el Software Microgen Identification System (MID-60), que genera un informe de
los cinco microorganismos mas parecidos en una base de datos selectivo.

Figura 11. Ejemplo de Hoja de Resultados

MICROGEN GN-ID A+B PANEL

REPORT FORM

imnAN:.)? | spaciman Type: fflﬁ\t@&//w el A

ic >

| T/ | o Petrines dan ESRE

... z GN A walls GN B wells

O — 'I ORMCEEBHECD SN LS KN EE KN Ad B XK =z -’éigl*ﬁ
o o g 22 | < 28 =ls lg 8 @

Reaction gg%ﬁggm'ngg 8! | Bl -geagg;y’hg'r‘.:lt

DS A R

el I e e a ca o

.5:;3“““ "‘2A’ 4|2 1[4/2{1]4]2 ’31‘2,* 4/2|1(4]2 ',f" "A,'idx'fi‘

Rzz | Z | ZFl\g e |2 |F1E |2

Protie No: & B FAELD Final identlfication ,é,/éoé

Fuente: Guia Microgen.
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8.- Pruebas de sensibilidad

Estas pruebas se realizaron con las muestras que marcaron positivas para E.coli, fueron
seleccionadas y cultivadas en Agar Mueller Hinton, es un medio con caracteristicas de
crecimiento adecuadas es esencial para probar la susceptibilidad de los microorganismos
a los antibidticos, también es apto para el desarrollo de las bacterias anaerdbicas aerobicas
y facultativas mas comunes, proporciona nitrogeno, vitaminas, minerales y aminoacidos
esenciales para el crecimiento, y el almidén absorbe cualquier metabolito toxico
producido (50).

Preparacién: Suspender 37 g del polvo en 1 litro de agua purificada., luego se deja
reposar 10 a 15 minutos, luego se debe calentar con agitacién frecuente y hervir durante
1 minuto para disolucion total, se debe esterilizar, luego se deja enfriar y distribuyen en
cajas Petri estériles (51).

Tabla 8. Férmula aproximada por cada litro de agar Mueller Hinton.

Formula aproximada por cada litro de agar Mueller Hinton.
Extracto de carne bovina 2,09
Hidrolizado &cido de caseina 175¢
Almidon 159
Agar 17,09

Fuente: Agar Mueller Hinton. 500 gr

Ya que se haya solidificado en se usara la técnica de dilusion para inocular el agar.

Técnica de dilusion

Se hace homogenizando colonias aisladas puras en un tubo con un medio liquido
apropiado hasta alcanzar un nivel de turbidez, se moja un hisopo de algoddn estéril en la
suspension bacteriana, y se procede a hacer estrias uniformemente en la superficie del
agar (52).
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Figura 12. técnica de dilusion

Fuente: “Brock, Biologia de los microorganismos”. Duodécima edicion.

8.1.- Colocacion de discos de sensibilidad

Se prepard un total de tres cajas Petri por muestra, después de la inoculacion del agar, se
esper6 15 minutos, luego se coloco sobre su superficie discos que contienen
concentraciones marcadas de diferentes antibioticos, y fueron dispuestos de la siguiente
manera, en dos cajas Petri se colocaron cuatro discos de sensibilidad respectivamente y
en una caja tres discos, para completar la lista de los once antibioticos que se uso, se
sellaron las cajas Petri con Parafilm y se dejaron en la incubadora durante 18 horas, a una
temperatura de 35° C después de la incubacion, se observé y midid las zonas de
inhibicién, con estos datos, se establecen las categorias de sensibilidad del
microorganismo por referencia a una carta interpretativa de los tamarios de los halos.
Técnica de Kirby Bauer
Esta técnica para efectuar pruebas de sensibiiad es cualitativa, los resultados obtenidos se
pueden interpretar unicamente como sensible, intermedio o resistente y fue disefiada
especificamente para bacterias que presentan un crecimiento rapido como las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, y los pasos para ralizarlos son los
siguietes (53):

- Cada caja Petri se observa es una luz indirecta y cada halo de inhibicion es medido

utilizando un calibrador, en caso de no presentar un halo, no se registra como Omm

sino como 6mm el cual es el diametro del disco.
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La interpretracion de los diametros de los halos se basa en las guias publicadas

por la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) y se

marcan como sensible, intermedio o resistente al antibi6tico testado.

Figura 13: Colacacion de discos de sensibilidad

Fuente: Sebastian Juma

Tabla 9. Estandares de sensibilidad antimicrobiana mediante medicion del diametro de

halo determinado por el Clinical and Laboratory Standards Institute.

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

FARMACO COD | CANTIDAD | RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
1 Amoxicilina AML 10 ug <13 14-17 >18
2 Cefalexina CL 10 ug <13 14 - 17 >18
3 Ciprofloxacina CIp 5 ug <15 16-20 >21
4 Enrofloxacina ENR 5ug <14 15-18 >19
5 Florfenicol FFC 30 ug <11 12:18 >19
6 Fosfomicina FOS 50 pg <12 13-15 > 16
7 Gentamicina CN 10 pg <12 13-14 > 15
8 Norfloxacina NOR 10 ug <12 13-16 > 17
9 Penicilina G P 10 ug <14 - >15
10 | Sulf + Trimetroprim | SXT 25 ug <10 11-15 > 16
11 Tetraciclina TE 30 ug <14 15-18 >19
Los estandares se definen y actualizan por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)
(54).
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11.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

11.1 Muestras descartadas en Agar MacConkey.

De las 50 muestras totales se descartaron 29 pertenecientes a pollos y 5 de piso, ya que
después del periodo de incubacion, el agar y las colonias no cumplian las caracteristicas
de coloracion o apariencia que son tipicas de la bacteria de interés y que ya fueron

descritas anteriormente, dejado un total de 16 muestras para continuar la investigacion.

Por datos del fabricante del agar se sabe que las colonias fermentadoras de lactosa
presentan una coloracién rosadas-rojizas junto con un halo de precipitacion biliar,
mientras las que no lo fermentan se presentan incoloras o del color del medio, siendo esto

uno de los datos mas importante para la seleccion de colonias.

Figura 14. Porcentaje de muestras descartadas en Agar MacConkey.

Muestras en Agar MacConkey |1

B Muestras totales B Muestras descartadas

De las 16 muestras seleccionadas, 11 fueron procedentes de pollos y 5 del piso, con las

cuales ya se pudieron realizar las pruebas bioquimicas de Microgen.

Figura 15. Muestras aptas en Agar MacConkey.

Muestras aptas: 16

B Muestras de pollos B Muestras de piso
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11.2 Resultados de las pruebas bioquimicas MicroGen.

Luego de haber agregado los reactivos restantes y haber analizado los resultados con las
especificaciones del manual, se obtuvo el codigo de cada muestra, para ser ingresaos en

el software (Microgen ID), la informacion obtenida se muestra en la tabla 8.

Tabla 10. Resultados de las pruebas bioquimicas Microgen.

Reactivos
Muestras | LYS | ORN | H2S | GLU | MAN | XYL | ONP | IND | UR | VP | CIT | TDA | COD
Pollo 1 + + - + + + + + - |+ - - 6764
Pollo 12 + + - + + + + + = + + - 6766
Pollo 14 + + + + + + + - - |+ - - 7744
Pollo 15 + + - + + + + + - - - - 6760
Pollo 16 + + - + + + + + - - - - 6760
Pollo 17 + + - + + + + + - - - - 6760
Pollo 24 + - + + + + + + - |+ + - 5766
Pollo 25 + + - - - + + + - + + - 6166
Pollo 29 + + - + + + + + - - + - 6762
Pollo 32 + + - + + + + - = - + - 6742
Pollo 39 + + - + + + + + - - - - 6760
Piso 6 + + - + - - + + - |+ - 6466
Piso 7 + + + + + + + - |+ - 7766
Piso 8 + + + + + + + - + - - 7764
Piso 9 + + - + + + + + - - - - 6760
Piso 10 + + + + + - + + = + + - 7666

Fuente: Sebastian Juma, Laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Tras haber ingresado todos los codigos numéricos en el software, este revelo que las
muestras provenientes de Pollo # 15, 16,17,29, 39 y Piso #9 una probabilidad de 97.11%,
mientras que la muestra de Piso # 8, una probabilidad de 75.81% para Escherichia coli,

por otro lado, el resto de muestras evidenciaron la presencia de otras enterobacterias.

Como menciona Guaman en cambios en la microbiota intestinal de las aves y sus
implicaciones practicas, su composicion en el pollo no es estatica, este presentara varios
cambios en las diferentes etapas de su vida, presentando diferentes especies de bacterias
en tractos del sistema digestivo o diferentes 6rganos, estas poblaciones mantienen un
equilibrio, pero en casos de inmunosupresion se pueden volver dafiinas para el organismo

causando enfermedades (55).

Algunas de esas colonias son las que se muestran en la figura 14.
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Fuente: Microgen ID. Ver 1.2, Laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

11.2.1 Pruebas de sensibilidad

El tamafio de los halos nos ayuda a interpretar la respuesta obtenida por la bacteria

Escherichia coli hacia los antimicrobianos (56). La tabla 9 muestra los halos medidos en

cada una de las muestras, se considera el estandar de sensibilidad en base al didmetro del

halo consecuente al antibi6tico para determinar si la muestra es sensible, intermedio y

resistente. Segun el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios (tabla7.) cada

medicamento tiene diferente interpretacion conforme la medicién del halo.

Tabla 11. Halos de inhibicién de las diferentes muestras.

Antibidticos CONS | Pollo 15 | Pollo 16 | Pollo 17 | Pollo 29 | Pollo 39 | Piso 8 |Piso 9
1 Amoxicilina AML | 10 6mm 6mm 6mm 6mm 7.00mm 6mm 6mm
2 Cefalexina CL 10 6mm 6mm | 16.30mm | 9.00mm 6mm 6mm 6mm
3 Ciprofloxacina CIP 14.76mm | 25,60mm | 32.50mm | 33.09mm | 20.81mm 6mm 6mm
4 Enrofloxacina ENR 16.88mm | 14.41mm | 17.62mm | 25.68mm | 15.14mm 6mm 6mm
5 Florfenicol FFC 30 6mm 6mm | 8.22mm 6mm 6mm 6mm 6mm
6 Fosfomicina FOS 50 | 25.57mm | 24.81lmm | 6.64mm | 13.16mm | 12.61 mm | 15.30mm | 17.80mm
7 Gentamicina CN 10 6mm 8mm | 20.50mm 6mm 6mm 19.26mm | 6mm
8 Norfloxacina NOR 10 | 19.15mm | 21.02mm | 10.69mm | 24.40 mm | 24.58mm 6mm 6mm
9 Penicilina G P 10 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm
10 | Sulf+Trimetroprim | SXT 25 6mm | 17.28mm | 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm
11 Tetraciclina TE 30 6mm 6mm | 8.34mm | 5.87mm 6mm 6mm 6mm

Elaborado por: Sebastian Juma. Laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi.
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Para comprender los resultados de los halos se analizé con los estandares del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI). En la tabla 10 se videncia que los
antibidticos Amoxicilina, Tetraciclina y Penicilina G poseen una resistencia en el 100%
de sus muestras, mientras que en el resto de las pruebas mantienen una variabilidad entre
resistente, resistencia intermedia y sensible al antibidtico. En el estudio de Betran y
Lavilla evidencian una resistencia del 20% para penicilina y mencionan que tuvieron una
menor actividad para amoxicilina revelando una resistencia mediana superior del 50%,
no obstante, se debe mencionar que ellos muestrearon el 42% de 42 mil muestras

obtenidas en intervalos de tres afios (57).

Tabla 12. Determinacion de la sensibilidad de muestras.

Pollo | Pollo | Pollo | Pollo | Pollo
Antibioticos CONS 15 16 17 29 39 Piso 8 | Piso 9

1 Amoxicilina AML | 10 R R R R R R R
2 Cefalexina CL 10 | R | R R R |
3 Ciprofloxacina CIP 5 R S § S I R R
4 Enrofloxacina ENR 5 I | | S | R |
5 Florfenicol FFC 30 R R R R R S R
6 Fosfomicina FOS 50 S | R R R R S
7 Gentamicina CN 10 S R | R R | S
8 Norfloxacina NOR | 10 I I R I | R |
9 Penicilina G P 10 R R R R R R R
10 | Sulf+Trimetroprim | SXT | 25 R R R R I R R
11 Tetraciclina TE 30 R R R R R R R

Elaborado por: Sebastian Juma R: Resistente I: Intermedio S: Sensible

11.3. Resultados de los antibidticos

11.3.1 Cefalosporinas

Cefalexina (Figura 15) presenta el 57% resistencia y el 43% muestra una resistencia
intermedia. Este tipo de cefalosporina fue aplicado en pollos de 5-7 semanas, pero hubo
complicaciones debido a que se encontraron concentraciones de 10 veces mas del
farmaco, por lo que fue eliminada y por ello no se encuentran pardmetros sobre el
antibidtico (58). Eventualmente por el uso desenfrenado del antimicrobiano durante estos

periodos se produjo la resistencia que se muestra en la presente investigacion, otro de los
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casos es que se sigue usando la cefalexina de uso humano en animales provocando tal

resistencia.

Figura 17. Resistencia a la cefalexina.

Cefalexina

H Resistentes  ® Intermedio

11.3.2 Quinolonas

En tanto la ciprofloxacina (figura 16) muestra una resistencia del 43%, la resistencia
intermedia es del 14% vy tiene una sensibilidad del 42%. Si la comparamos con la
enrofloxacina esta tiene una resistencia superior, esto puede deberse a que la
enrofloxacina muestra eficacia cuando es sometida a cargas bacterianas alta, ademés que
carece actividad sobre las bacterias persistentes, todo lo contrario, a la ciprofloxacina
(59). Por otra parte, se ha observado mutaciones en el gen gyrA o en otros como el gen

parC por uso de la ciprofloxacina.

Figura 18. Resistencia a la ciprofloxacina.

Ciprofloxacina

B Resistentes M Intermedio ™ Sensible
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La norfloxacina (figura 17) muestra valores semejantes a la enrofloxacina en cuanto a
resistencia intermedia, en tanto que la resistencia le supera con el 15%, el doble del valor
emitido por la enrofloxacina. En la investigacion de Mosquito Y Ruiz describen que este
tipo de resistencia se relaciona por la variante cr de la acetiltransferasa, esta enzima tiene
una diseminacion en cepas de E. coli, la cual ya ha sido aislada en pacientes humanos
(22).

Figura 19. Resistencia a la norfloxacina.

Norfloxacina

M Resistentes M Intermedio

11.3.3 Fluoroquinolonas

La enrofloxacina (figura 18) muestra una resistencia de Escherlichia coli del 14%, la
resistencia intermedia es del 72% vy tiene una sensibilidad del 14%. Es necesario
mencionar que la enrofloxacina fue aceptada en 1999 para ser usada como antibiotico, a
causa de que ya se prevenia la resistencia de las cepas bacteriana y la FDA (Food and
Drug Administration) temia que esta resistencia pueda ser pasada a los consumidores y
que el tratamiento de la ciprofloxacina en el ser humano sea ineficaz, dado el caso,
Sumano y Gutierres muestran una resistencia del 28% en su investigacion en
explotaciones avicolas, cabe mencionar que sus muestran también provienen de aguas
residuales provenientes de las producciones (59). Este medicamento es muy usado en el
campo de la medicina veterinaria debido a su distribucion completa a nivel tisular. Segln
Otero y Mestorino, la creciente problematica de la resistencia a esta fluoroquinolona se
debe a la fabricacidn excesiva de entidades no registradas para la elaboracién de este

farmaco y por el uso excesivo de compuestos quinolonicos (60).
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Figura 20. Resistencia a la enrofloxacina.

Enrofloxacina
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11.3.4 Fenicoles

En cuanto al florfenicol, (figura 19) se evidencia una resistencia del 86% y una
sensibilidad del 14%, estos datos son proporcionales a la tesis de Chacén la cual muestra
el 100% en resistencia. Este tipo de resistencias puede deberse a que las cepas de E. coli
estan expresando el gen flo, el cual se encarga de transferir la resistencia, debido a que

altera la capa de florfenicol que se forma en el citoplasma (61).

Figura 21. Resistencia al florfenicol.

Florfenicol

H Resistentes  ® Sensible
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11.3.5. Miscelaneos

La fosfomicina (figura 20), demuestra una resistencia del 57%, muy alejado de los valores
de Aramayona en el afio de 1997, debido en que este afio se presenta a este medicamento
como alternativa ya que no presentaba resistencia (58), en el transcurso de 25 afios este
medicamento presenta mas del 50% de resistencia hacia diferentes miroorganismos. En
el estudio con muestras de humanos de Sheyber la resistencia es mucho mayor que los

resultados obtenidos en esta investigacion. (72.2%) (62).

Figura 22. Resistencia a la fosfomicina.

Fosfomicina

M Resistentes ™ Intermedio Sensible

11.3.6 Aminoglucésidos

En el grupo de antibioticos muestreados, la gentamicina (Figura 21) presenta el 43% de
resistencia, ademas de una resistencia intermedia del 28% y es sensible en un 29% a las
cepas de E. coli. En el articulo de Chacon se evidencia una baja resistencia (6.25 — 7.1%),
pero cabe mencionar que evallan los diversos medicamentos mediante terapias
comparativas. Por otra parte, también mencionan que, aunque la gentamicina es muy
usada en el area de medicina veterinaria y humana es poco implementada en las
producciones avicolas debido al tipo de dosificacion (61). Estos resultados pueden
deberse a la variabilidad de presentaciones que usan la gentamicina, incluyendo
medicamentos de uso humano, el cual muchas de las veces son usadas para medicar

animales, es asi que el uso antimicrobiano es un abuso inadecuado de la farmacologia.
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Figura 23. Resistencia a la gentamicina.
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11.3.7 Sulfonamidas

Sulfametaxol+trimetroprim (Figura 22) muestran una resistencia del 86% y una
resistencia intermedia del 14%. Este tipo de compuestos nace debido a que la década de
los 90s ya presencidbamos resistencia a las sulfonamidas, a lo cual se combina con otros
antimicrobianos para potencializar el farmaco. En vista de ello, y como bien se sabe, la
mala administracion de esta asociacion ya esta generando resistencia a las cepas de E.
coli, En el articulo publicado por Carvajal, se sefiala una resistencia entre el 23.5 % al
37.8%, se debe mencionar que sus muestras fueron tomadas en humanos, no obstante, en
el ambito veterinario y humanos este medicamento es usado con la misma frecuencia
(58). Posiblemente esta resistencia es el producto de la evolucion debido a que los genes
sull, sul2 y dfr estan codificando mutaciones en la enzima dihidropteroato sintasa, la cual

no puede ser inhibida por esta asociacion antibidtica (22).

Figura 24. Resistencia a Sulf+Trimetroprim

Sulf+Trimetroprim

H Resistentes B Intermedio
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12.- IMPACTOS

Sociales

En la actualidad, el consumo de productos de origen animal aumenta con el paso del
tiempo debido al crecimiento demografico. EI consumo de carne de pollo es habitual, no
obstante, su inocuidad se ve afectada por la contaminacion de ciertas bacterias como
Escherichia coli, y su presencia puede llegar a causar problemas de salud, volviéndose
mas peligroso para nifios y ancianos, a esto se agrega la resistencia que posee E. coli
peligrando la salud pablica y llevando a las futuras generaciones a una falta de métodos

efectivos para combatirla.
Ambientales

Los desechos emitidos por las granjas o el faenamiento de los pollos y otros animales de
produccién contribuyen con la contaminacion hidrica, el cual es imperceptible para la
sociedad. Si los propietarios de las explotaciones animales no supervisan esta clase de
desechos y el manejo de las aguas residuales pueden generar focos de infeccion por E.
coli, que puede llegar a ser diseminada enormemente y seguir contagiando a animales y

personas.
Econémicos

La bacteria E. coli puede generar enfermedades como la colibacilosis aviar provocando
grandes pérdidas econdmicas debido a la alta mortalidad que presenta, pudiendo acabar
con galpones enteros, de igual forma, la presencia de esta bacteria conlleva andlisis
contantes y gastos veterinarios y de antibioticos, esto con el fin de establecer estrategias

que mejoren la salubridad y salud de los animales de produccion.

13.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
e El procedimiento y los materiales requeridos segin 1SO 16654: 2001, fueron los
necesarios, ya que se obtuvieron colonias de E. coli de las diferentes muestras
recolectadas.
e Las pruebas bioquimicas y el software de Microgen comprobaron la presencia de
E. coli en un porcentaje de probabilidad entre el 75.81% al 97.11% entre las

diferentes muestras recolectadas.
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e Los discos de sensibilidad implementados para medir la sensibilidad de la bacteria,
muestran que las colonias procedentes del piso e hisopados cloacales de los pollos
broiler, presentan niveles de resistencia y resistencia intermedia a diferentes
antibiéticos, ya que en un principio se formé un halo inhibitorio, que

consecuentemente fue repoblado por dichas colonias, en mayor o menor cantidad.

13.1.- RECOMENDACIONES
* Mantener las herramientas, diferentes productos y materiales implementados para
el cultivo e investigacién de microorganismos de manera adecuada y asegurarse
de su fecha de caducidad, para que estos factores no alteren el crecimiento y

desarrollo del microorganismo de interés.

» Seguir de manera metddica los procedimientos marcados por el fabricante para

obtener los resultados deseados.

» Esterilizar todas las herramientas y recipientes que fueron usados para sembrar y
almacenar las bacterias, manejar de manera adecuada los desechos con el fin de
evitar la liberacion de las colonias obtenidas al medio ambiente.
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Anexos 3. Recoleccion de muestras en medios de transporte Stuart.
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Anexos 6. Preparacion, inoculacion y fase de encubacion de Agar MacConkey.
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Anexos 7. Cremiento e identificacién de colonias de E.coli
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Anexos 8. Observacion en microscopio de muestras después de tincion Gram

Anexos 9.

Anexos 10. Colocacidn de discos de sensibilidad, analisis de resultados y ejemplos de

colonias resistentes.
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