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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un fendbmeno que se caracteriza por la capacidad total o
parcial de los microorganismos de inhibir la actividad de un antibiético por su uso
descontrolado o irracional, fendbmeno causal de gran porcentaje de muertes y pérdidas
econdmicas a nivel mundial. Escherichia coli, como una de las bacterias catalogadas como
resistente por la OMS, habita el intestino de animales de sangre caliente, sin generar
enfermedad en el bovino adulto, pero si en el humano si se llega a diseminar. Su
identificacion es crucial y de interés clinico por su adaptabilidad a multiples farmacos dando
paso al estudio de su susceptibilidad. Por ello se analizaron un total de 38 muestras obtenidas
de 38 bovinos de la hacienda lechera LYG FARM, se enriquecidas en caldo de soja con
Tripticasa, y cultivaron en agar MacConkey II; se descartaron 23 de 38 catalogadas como
negativas a fermentacion de lactasa. Las 15 colonias positivas (40%), una vez purificadas, se
las identificod mediante pruebas bioquimicas MICROGEN, con un 97% de probabilidad hacia
E. coli; de las cuales en la prueba de sensibilidad resulto un 100% de resistencia hacia
Penicilina, sequido de Tetraciclina con 57%, un 15% - 16% para Cefalexina, Amoxicilina,
Sulfometoxazol/Trimetroprim, 5 % - 7% para Florfenicol, Fosfomicina, Ciprofloxacina,
Enrofloxacina, Gentamicina, y 3% para Norfloxacina. El estudio resalto una inclinacion de
resistencia hacia b-lactamicos, tetraciclina, y cefalosporinas pese a que en la hacienda el uso
de sulfonamidas consta como protocolo de tratamiento y prevencion ante procesos
infecciosos. Se concluye que Escherichia coli, se encuentra mas presente en vacas jovenes y
gue su resistencia es meramente genético, la cual se trasmite via horizontal a través de genes
mediadores de mecanismos de resistencia, estos transmitidos en la division celular mediante
plasmidos. Esto hace énfasis a la importancia que tiene el realizar pruebas de sensibilidad de

microorganismos en los sectores de produccion y buscar métodos que eviten su diseminacion.

Palabras Clave: Escherichia coli, Resistencia antimicrobiana, Bovinos.
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THEME: ISOLATION AND STUDY OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF
ESCHERICHIA COLI FROM RECTAL SWABS IN CATTLE FROM THE LYM FARM
DAIRY FARM IN THE CITY OF QUITO, ECUADOR

AUTHOR: Higuera Lopez Jossué Alessander

ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a phenomenon by the microorganisms total or partial capacity to
inhibit the antibiotic activity activity, due to its uncontrolled or irrational use, a deaths and
economic losses worldwide large percentage causal phenomenon. Escherichia coli, as one of
bacteria catalogued as resistant by the OMS inhibits the warm-blooded animal intestine,
withouth causing disease into adult cattle, but it does spread into humans. Its identification is
crucial and of clinical interest, due to its adaptability to multiple drugs, giving way to the
study its susceptibility. For this reason, it was analyzed a 38 got samples total from 38 cattle
the LYG FARM dairy farm, it is enriched in soy broth with Tripticasa, and cultured into
MacConkey Il agar, it was descarded 23 of 38 classified as negative for lactase fermentation.
The 15 positive colonies (40%), once, it purified, they were identified by MICROGEN
biochemical tests, with a 97% probability, towards E. coli; which the sensitivity test resulted
into 100% resistance to Penicillin, followed by Tetracycline with 57%, 15% - 16% for
Cephalexine, Amoxicillin, Sulfomethoxazole / Trimetroprim, 5% - 7% for Florfenicol,
Fosfomycine, Ciprofloxacine, Enrofloxacine, Gentamicine, and 3% for Norfloxacine. The
study highlighted a resistance inclination to b-lactams, tetracycline, and cephalosporins,
despite the farm that it was recorded the sulfonamides use as a infectious processes treatment
and prevention protocol. It is concluded, that Escherichia coli is more present into young
cows and that its resistance is merely genetic, which is transmitted horizontally through
resistance mechanisms mediator genes, these transmitted into cell division by plasmids
means. This emphasizes the importance at making sensitivity tests of microorganisms in the

production sectors and seeking methods what prevent their disemination.

Keywords: Escherichia coli, Antimicrobial resistance, Cattle.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

La batalla contra las infecciones causadas por bacterias mediante el uso de antimicrobianos
han sido de mucha ayuda en las Gltimas décadas, pero como el sector de salud va
evolucionando, los microorganismos lo van haciendo de manera exponencial desarrollando
resistencias ante antimicrobianos de uso tanto en medicina humana como veterinaria, es por
ello que como objetivo del proyecto, determinar la resistencia antimicrobiana es la clave para
poder desarrollar nuevas terapias que puedan controlar desde cero la infeccion causada por

microorganismaos.

Las enterobacterias son habitantes del micro-biota intestinal de todos los organismos de
sangre caliente, pero un desequilibrio causado por una falta o incapacidad de controlar, puede
llevar a patologias que perjudiquen la salud del mismo. Escherichia coli, como una de las
mas comunes de su familia, es de interés clinico ya permite evaluar la eficacia terapéutica
antimicrobiana, por ello en este proyecto se determind su susceptibilidad ante anti-
microbianos testeados.

Se analizaron un total de 38 muestras de hisopados rectales de 38 bovinos de la hacienda
lechera LYG FARM, en la ciudad de Quito, las cuales pasaron por medios de aislamiento,
seleccion e identificacion para confirmar la presencia de E. coli en el 50% de muestras
obtenidas, las cuales una vez purificadas y realizada la técnica de discos en difusion agar, el
resultado que se obtuvo es de un 100% de resistencia hacia la Penicilina, seguido con un
53.3% ante Tetraciclina, un 20% para Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Florfenicol,

Fosfomicina y Gentamicina, y un 15% para Amoxicilina.

Esta resistencia es debido meramente a la capacidad de Escherichia coli de metabolizar las b-
lactdmicos, y esta adaptabilidad es gracias a la capacidad del microrganismo de transmitir

mecanismos de resistencia a través de plasmidos.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las enfermedades causadas por bacterias, han sido una de las causas mas importantes de
muerte en el area tanto de salud humana como de veterinaria; y la introduccion de farmacos
antimicrobianos desde entonces han funcionado como una herramienta de lucha para el
control de las mismas. El uso de agentes antimicrobianos desde que Fleming descubri6 por
accidente la Penicilina, y los siguientes descubiertos a través de los afios siendo merecedores
de premios Nobel, hoy en la clinica diaria ha sido determinantes en el aumento de esperanza

de vida de toda poblacion. (10)

El uso de antibidticos ha salvado millones de vidas, y en areas donde las infecciones son
especialmente prevalentes e importantes, como trasplantes, supervivencia de pacientes
prematuros e inmunodeprimidos, cirugias de protesis, catéteres vasculares, han sido de gran

ayuda, elevando el indice de vida. (1)

El realizar constantes estudios de resistencia antimicrobiana nos guia a una eleccion mas
minuciosa del antibiotico a utilizar, evitando que el microrganismo genere algun patrén de
resistencia por su uso repetitivo y descontrolado. Un estudio estadistico realizado en Santa
Marta, Colombia, en seres humanos septicémicos encontré que aumenta la mortalidad de 20%
a 45,6% cuando el régimen antibidtico inicial es inapropiado y que los gérmenes
gramnegativos son los principales causantes de sepsis, siendo las bacterias mas frecuentes
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona areuginosa y Serratia mecescens, esto
conduciendo a que son bacterias que presentan actualmente ya resistencia a un ndmero

importante de antibidticos de uso clinico cotidiano. (2)

Por lo sefialado el proyecto es viable en su ejecucion.



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Directos
e Propietarios, personal medico y de apoyo de la hacienda lechera LYG FARM de la
ciudad de Quito, Ecuador.

Indirectos

e Sector lechero
e Consumidores de lacteos, o derivados de productos de origen animal.

5. EI PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Actualmente, la resistencia a antimicrobianos en la mayoria de los patdgenos bacterianos
prevalentes en la clinica humana y veterinaria se ha convertido en un problema clinico,

epidemioldgico, y de salud publica reconocido en todo el mundo. (3)

Una recopilacion de datos en 2019 basado en 471 millones de registros individuales, 7585
estudios locales, 23 patdgenos y 88 combinaciones patdgeno farmaco en 204 paises y
territorios, en 2019, el estudio GRAM proporciona pruebas convincentes de que la resistencia
a los antibioticos no es una amenaza ya considerada futura, debido a que actualmente es una
de las principales muertes a nivel mundial; este estudio a nivel regional, se estimd el nivel
mas alto de resistencia en el oeste del Sahara en Africa con 27.3 muertes por cada 100000

habitantes, y el mas bajo en Australasia con 6.5 muertes por cada 100000 habitantes. (41)

Segun la Organizacién Panamericana de la salud, mas de 700 mil muertes se presentan cada
afio en el mundo debido a infecciones por bacterias resistentes a los antimicrobianos; las
investigaciones sobre patdégenos multiresistentes, los mas predisponentes se encuentran 6,
entre ellos E. coli, como causal de 969.000 muertes, esto afiadiendo el hecho de que son las
bacterias mas frecuentes en las heces de los bovinos y con mas probabilidad de contaminacion

y diseminacion hacia el consumo humano. (42)



Los bovinos son susceptibles a desarrollar cuadro sintomatolégico causado por Escherichia
coli a los primeros diez dias de vida, con mas probabilidad para aquellos terneros que no han
ingerido calostro, o lo han consumido en forma deficiente; en adultos no desarrolla
enfermedad pero se logra diseminar a través de leche no pasteurizada, aguas residuales y

alimentos contaminados en producciones agropecuarias. (43)

A nivel mundial no se estd controlando los procesos de analisis y deteccion de Escherichia
coli, lo cual esta generando problemas de salud alimentaria ya que los organismos como la
Organizaciéon de las Naciones Unidas para Alimentos (FAO) trata de analizar y disefiar
técnicas que permitan controlar sobre este tipo de factores microbiol6gicos. (40)

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Determinar la resistencia y sensibilidad antimicrobiana de los principales antimicrobianos en
la préactica médica veterinaria contra Escherichia coli en sistemas de produccién lechera en

bovinos de la hacienda lechera LYG FARM en la ciudad de Quito, Ecuador.
6.2. Objetivos Especificos

e ldentificar la presencia de Escherichia coli en la hacienda lechera LYG FARM
mediante aislamiento selectivo y pruebas bioquimicas.
e Medir los patrones de sensibilidad in vitro de las colonias aisladas, frente a los

antimicrobianos propuestos mediante técnica de disco en difusion de agar.



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Definicion de bacteria

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares, que se encuentran en casi todas las
partes del planeta, y que Bush, afiade que se encuentran entre las formas de vida mas antiguas
conocidas en el planeta, habiendo miles de tipos diferentes y pueden vivir en todos los medios

y ambientes imaginables, en cualquier parte del mundo, esto inclinando a que pueden

adaptarse a cualquier medio tanto organico como inerte. (5)

7.2. Clasificacion de las bacterias

La presencia de miles de tipos de bacterias se las ha llegado a catalogar en primera categoria
en base a su morfologia, y de manera observacional, como filtro en la ayuda del diagndstico
por laboratorio. (6)

(6)

Tabla 1 Clasificacion de las bacterias en base a su morfologia.

Segun su Segun su ordenamiento Por composicion de la pared
forma celular en reaccion a tincion Gram
Coco Coco Unico 0 micrococo, La concentracion de
(esférico)  divisién en un solo plano peptidoglicano en la pared celular
vertical, conservando su genera la retencion o liberacion de
individualidad. los reactivos dando coloraciones
Diplococo, las células hijas se de morado y rosado.
presentan en parejas.
Estreptococos, cocos en Gram negativas no retienen el
cadena. cristal violeta, conservan el
Estafilococo, las células colorante de safranina
permanecen unidas, pero en
la division, los cocos quedan ~ Gram _ positivas  absorben 'y
agrupados en forma de conservan el colorante cristal
racimos. violeta, son susceptibles a la
Espirilos ~ Asemejan la forma de espiral.  penicilina y estreptomicina.
Bacilos Asemejan la forma de un

baston.




7.3. Escherichia coli
7.3.1. Historia, taxonomia y nomenclatura del género Escherichia

Aislada y descrita por el aleman Escherich en 1885, como una bacteria huésped habitual del
intestino, y posteriormente catalogada como la mas frecuente de entre todas las
enterobacterias, tiene su rango éptimo de crecimiento en temperaturas corporales de
organismos de sangre caliente, sin causar patogenicidad, pero volviéndola de interés de salud
publica. (4)

El género Escherichia comprende 5 especies; E. blattae; E. coli; E. fergunsonii; E. hermanni
y E. vulneris, pero de las 5 especies solamente E. coli tiene relevancia clinica tanto en el
hombre como en los animales y a pesar que constituye parte de la flora bacteriana habitual del
hombre y animal, se aleja de ser la especie predominante, ya que aerobios facultativos solo
llegan a constituir el 0.1 a 1% del total, y mas ain cuando el tamafio del organismo es

minimo. (7)

Tabla 2 Clasificaciéon taxonomica de Escherichia coli

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Eubacteriales

Familia  Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie  Coli

@)

La entero bacteria de género Escherichia, de especie coli, puede llegar a medir entre 1-1.5 pm
X 2-6 um, estando en pares o sola; son de tipo Bacillus, gramnegativos, eso dando a decir que,

en examen microscopico son de color rosados, y en forma de bastén. (2)

Las colonias de E coli, se caracteriza por su metabolismo, como microorganismos aerobios o
anaerobios facultativos, no formadores de esporas, tanto fermentadores de lactosa como
glucosa, y con la capacidad de producir gases o acidos diversos a través de los mismos;
también por no ser esporulados, mdviles con flagelos peritricos o inmdviles, que, como
caracteristicas importantes, y que nos llega a permitir identificarlo sobre las demas

enterobacterias. (8)



Figura 1 llustracién morfoldgica de E.coli.
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Fuente: Cistitis, centro de informacion., 2016.

7.3.2. Infeccién causada por Escherichia coli.

Estas enfermedades son provocadas por el consumo de agua o alimentos contaminados con la
bacteria, o0 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 pasteurizar, frutas y
verduras que pueden contaminarse en el campo debido a malas practicas causando infeccion o

intoxicacién alimentaria (46).

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

internos, ya que las posibles rutas de la contaminacion son (47):

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

- Contacto directo de animales con el producto vegetal fresco cuando esta creciendo en
el campo.

- Lairrigacion por inundacién 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 contaminacion
se relacionan con el uso de agua de lavado contaminada, junto con las deficientes

practicas de manejo higiénico de los productos.



La colibacilosis es la enfermedad atribuida a E coli, y se presenta en todas las razas de ganado
bovino, tanto de carne como de leche, principalmente durante las 2 primeras semanas de edad.
Los sindromes en base a los hallazgos clinicos y bacteriol6gicos tomando en cuenta la posible

patogenia se clasifican en:

- Colisepticemia. - Animales febriles, débiles y con fuertes diarreas; puede ser
prolongado ya que E. coli tiene afinidad por los tejidos de uno o mas 6rganos, dando
origen a varios sindromes.

- Entero toxemia. - Colapso y muerte rapida del becerro debido a toxinas.

- Colibacilosis entérica. - La muerte puede ocurrir o no dependiendo de la severidad de
los desajustes fisioldgicos. (9)

Figura 2 Contaminacion y transmision zoondtica de Escherichia coli a través
de los alimentos.

=

f

1

A

Ingestion

of zoonotic STEC Contamination of food (e.g

fruit and vegetables) via run
off water, manure and slurry

4

Transmission

from animal to person

|farms, slaughterhouses,
petting zoos)

5

Transmission from
person to person

Fuente: Nadeau, E. 2006

Como todas las bacterias, E. coli, Al tener una temperatura para un crecimiento éptimo,
también cuentan con una temperatura de inhibicién como de destruccidn, se destruye a mas de
70°C, sobreviviendo asi al medio ambiente, y se inhibe por debajo de los 7°C. La congelacion
tiene poco efecto sobre la bacteria, siendo los alimentos congelados el lugar ideal para su

transmision. (10)
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7.4. Nutricion y crecimiento bacteriano in vitro.

Las bacterias se reproducen por fisién binaria y esta division de células se logra a partir de
energia consumida o liberada a partir de reacciones catabdlicas en logrando en la division, la
formacion de estructuras especificas. La nutricion es el proceso por el cual los organismos
toman del medio de donde habitan, los compuestos quimicos que necesitan para llevar a cabo

sus procesos energéticos y biosintesis que le permitan reproducirse. (11)

Las bacterias se llegan a clasificar en base al tipo de metabolismo que tienen y de las fuentes

que usan para obtener energia:

Tabla 3 Clasificacién de las bacterias en base a su tipo de metabolismo.

Factor Tipo de metabolismo Fuente
Fuente de energia Foto troficos Energia solar
Qiumiotroficos Energia de reacciones quimicas
Fuente de electrones Litotrofos Compuestos organicos
Organotrofos Compuestos inorganicos
Fuente de carbono Autotrofos CO2 anica fuente de carbono
Heterotrofos No usan CO2 como fuente de carbono

(11)

7.4.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos.
La diversidad metabolica genera que exista una variedad de medios de cultivo, sin tener

presente uno universal que sea adecuado para todos ellos. (17)

e Agar. - Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo,
obtenido de ciertas algas marinas. No es utilizado como nutriente.

e Extractos. - Preparacion a base de drganos o tejidos animales o vegetales, a menudo
empleados en la elaboracion de los medios de cultivo siendo el extracto de carne el
mas utilizado.

e Peptonas. - Mezclas complejas de compuestos organicos, nitrogenados y sales
minerales, que se obtienen por digestion enzimatica o quimica de proteinas animales o

vegetales. Ej. caseina, soja, carne, etc.
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e Fluidos corporales. - El afiadir sustancias como sangre completa, sangre desfibrinada,

plasma o suero sanguineo ayuda al crecimiento de agentes patdgenos, aportando

sustancias que neutralizan a inhibidores de algunas bacterias.

e Sistemas amortiguadores e indicadores de pH. - Componentes que mantienen el pH

Optimo de crecimiento bacteriano.

(12)

e Agentes reductores. - Cisteina y tioglicolato que permiten el desarrollo de gérmenes

micro aeroéfilos o anaerobios.

e Agentes selectivos. - Cristal violeta, sales biliares, acida sddica, telurito potasico,

antibidticos, etc., como agentes selectivos a determinados microorganismos.

Tabla 4 Tipos de medios de cultivo en base a su interés clinico.

Medios Selectivos

Contienen compuestos que
inhiben  selectivamente el
crecimiento de  algunos

microorganismos pero no el

XLD: Salmonella
SDA+Cloranfenicol: hongos
y levaduras

MacConkey: E. coli

de otros. Mannitol: S. aureus
Medios Diferenciales Medio con indicador (ej. Agar EMB
colorante), que permite Agar sangre

diferenciacién de reacciones

quimicas particulares que
ocurren durante el
crecimiento.

Agar Salmonella-Shigella

Medios Generales

Son aquellos que permiten el
crecimiento de una gran
variedad de

microorganismaos.

Agar Nutritivo.

Medios de Enriquecimiento

Favorecen el crecimiento de
un determinado tipo de
microorganismos sin llegar a
inhibir

crecimiento de los demas.

totalmente el

Agar sangre.
Lowenstein-Jensen
DLA

A7)
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7.5. Métodos de identificacion de en tero bacterias.

La importancia de identificar un microrganismo es en base al procedimiento a realizar y se
considera tanto las caracteristicas fenotipicas descritas como genotipicas, siendo las segundas
de interés una vez identificado de manera observacional, la morfologia se la analiza mediante
tinciones, siendo la Gram, de primer escalon, y la actividad quimica hacia diferentes
atmosferas de incubacion, y hacia reactivos. (13)

7.5.1. Meétodos basados en criterios morfoldgicos

Los rasgos morfoldgicos han ayudado a los taxonomistas por durante varios afios a clasificar
organismos; los organismos superiores tienen rasgos anatomicos tan diferentes que pueden ser
facilmente utilizados en su clasificacion, pero con respecto a los microorganismos, éstos lucen

bajo el microscopio tan similares que se dificulta su clasificacion. (18)

Como se habia mencionado anteriormente en la Tabla 1, las bacterias cumplen caracteristicas
tipicas transmitidas de madre a hija en la division celular, estas caracteristicas fenotipicas,
desde un simple coco, hasta una agrupacion en forma de racimo nos ayuda a guiarnos de
alguna manera en que organismo se esta observando, eso afiadiendo a que las técnicas a usar

son mas asequibles. (6)

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en su mayoria en
las caracteristicas “observables” de las bacterias, como su morfologia, su desarrollo y

reaccion ante el medio alrededor. (13)

7.5.2. Métodos basados en la tincién diferencial

La tincion nos permite revelar la forma, la agrupacion, la estructura y tamafio de las células, y
la mayor parte de las bacterias, tefiidas con Gram, las podemos clasificar como, Gram
positivas 0 Gram negativas, esto en base a su capacidad de retener los colorantes (Safranina y
Gram), y de otras tinciones diferenciales, como la prueba de acido resistente, se aplican a otro

tipo de bacterias. (14)
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7.5.3. Métodos basados en la biologia molecular

Actualmente se opta mas importancia al uso de biologia molecular en el cual, a través de
reactivos, que determinan la secuencia de ADN, las cuales son propias de un determinado
agente microbiano; esto es realizado debido a que no todas las cepas de una misma especie
Ilegan actuar igual, generando diferentes patrones en ensayos, o las propias limitaciones en las
bases de datos llegando a ser problemas inherentes que se pueden presentar en los sistemas de

identificacion genotipica. (18)

Los métodos moleculares se han erigido como procedimientos complementarios, alternativos
o0 incluso de referencia a los fenotipicos; y, en todas las bacterias la secuencia conocida como
ARNr 16S la cual es la herramienta genética mas utilizada y cuya funcion no se modifica con
el tiempo y actia como un marcador eficiente de evolucion. Este gen estable, ademas de ser
atil en la deteccion de bacterias, proporciona informacion Gtil y rapida sobre su identificacion
y filogenia mediante la comparacién con bases de datos publicas que contienen un amplio

namero de secuencias bacterianas. (19)

La desventaja sobre la identificacion molecular es en relacion a la calidad de las secuencias
depositadas en las bases de datos y en las erroneas asignaciones de especies, esto debido a la
fuerte dependencia con la precision de las secuencias depositadas produciendo asi una

identificacion incorrecta. (20)

7.5.4. Métodos basados en pruebas bioquimicas

Estas pruebas se fundamentan en demostrar si el microorganismo a estudiar es capaz de
fermentar u oxidar, su respuesta ante la presencia de enzimas especificas, la degradacion y

produccién de compuestos coloreados, etc. (14)

Aun bacterias fuertemente relacionadas pueden separarse en dos especies, las bacterias
entéricas Gram negativas, forman un grupo muy grande y heterogéneo cuyo medio habitual es
el intestino de organismos de sangre caliente. Esta familia, Enterobacteriaceae, incluye a
varios patdgenos que causan sindromes diarreicos, por lo que su identificacion es necesaria

para un correcto tratamiento. (9)

7.5.5. Prueba de Catalasa
Esta es una prueba para determinar la presencia de una enzima capaz de catalizar la

descomposicion del perdxido de hidrégeno, en agua y oxigeno. Esta enzima conocida como
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catalasa, se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que
contienen el citocromo oxidasa, a excepcion de los estreptococos. (22)

El contacto de las colonias purificadas anteriormente durante 18-24 horas, ante agua
oxigenada nos dara como resultado a una rapida efervescencia con desprendimiento de
burbujas dandonos un visible positivo y las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el
peroxido de hidrdgeno en agua y oxigeno gaseoso, y como resultado se liberan burbujas de
gas. (23)

Tabla 5 Bacterias clasificadas en base a la prueba de catalasa

BACTERIAS CATALASA POSITIVO BACTERIAS CATALASA NEGATIVO
Micrococcos Streptococos
Staphylococos Clostridium
Bacilos Erysipelothrix

Lysteria moncytogenes

Corynobacterium

(22)

7.5.6. Prueba de oxidacion-fermentacion

Los bacilos gramnegativos no entéricos por lo general producen bajas cantidades de acidos, a
diferencia de las bacterias entéricas, es asi que Hugh y Leifson, desarrollaron una prueba que
nos permite determinar el tipo de metabolismo, oxidativo o fermentativo, cuales utilizan al
actuar sobre un hidrato de carbono, diferenciando principalmente a bacilos gramnegativos.
(24)

En la via oxidativa, el aceptor final de electrones debe ser el oxigeno y por consiguiente el
proceso es aerobio produciendo poca acidez; las bacterias que respiran aerobiamente crecen
en la superficie del medio del tubo abierto, transformando la glucosa en CO2, la superficie del
medio se vera entonces ligeramente amarilla (por la formacion de acido carbonico originando

al reaccionar el CO2 con el agua del medio. (25)
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7.5.7. Prueba de Ureasa

Algunas bacterias mediante la ureasa, son capaces de hidrolizar la urea y producir amoniaco
mediante la reaccion quimica: UREA + 2H20 -> CO2 + H20 + 2NH3. El amoniaco reacciona
en solucion en solucion para formar carbonato de amonio, generando una alcalinizacién y

aumento del pH en el medio. (26)

La actividad enzimatica de ureasa es caracteristica de todas las especies de Proteus y se usa
sobre todo para diferenciar éste género de otras entero bacterias que dan negativo o positivo
retardado. Las bacterias que hidrolizan urea rapidamente pueden producir reacciones positivas
en 1 a 3 horas y las especies que hidrolizan méas lentamente pueden requerir hasta 2 0 mas
dias. (27)

Una coloracion rosa fucsia tanto en el caldo como en el agar indica alcalinizacion e hidrolisis
de urea (prueba positiva), mientras que si no se produce hidrolisis no hay un cambio del color

original (amarillo palido), dandonos un negativo. (28)

7.6. Antimicrobianos

Son sustancias producidas por microorganismos y que tienen la capacidad de inhibir o
destruir el crecimiento de otros; y desde el descubrimiento de la Penicilina por Fleming en
1929, el hallazgo de nuevos es clasificado y documentado en base a su accion, su selectividad
y su eficacia ante los microorganismos tomando en cuenta que su eficacia no debe ser

reducida por el metabolismo, sin obtener efectos secundarios como intoxicaciones. (29)

El intercambio de material genético, a través de mecanismos como:

La transferencia o incorporacion ADN libre extracelular procedente de la destruccion de otras
bacterias se lo conoce como transformacién, y la transferencia de ADN cromosémico o
plasmidico de una bacteria a otra mediante un bacteriofago se le conoce como transduccion.

Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN que puede contener genes para la
resistencia a diferentes antibioticos y otros genes unidos en equipo para expresion de un
promotor en particular. (6):

Conjugacién: Intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y receptor), a
través de una hebra sexual o contacto fisico entre ambas.



Tabla 6 Clasificacion de antibioticos en base a su mecanismo de accion.
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Familia

Mecanismo de Accidn

Tiempo de retiro

Mas utilizados

Sulfonamidas

Inhibicion de produccién
de GrH, mediante Ila
inutilizacién  del &cido
para-amino-benzoico

Dependiendo del
farmaco; concentraciones
en leche similares a la
sangre. (2dias aprox.)

Sulfatiazol
Sulfametoxazol-
trimetroprim
Sulfacetamida

(PABA). Sulfametazina
B-lactdmicos Alteracion en la No usar en vacas de lraGen
Penicilinas reorganizacion de la pared ordefio. Penicilina G,
bacteriana mediante el Interfiere en la Nafcilina
blogueo de dos PFP transformacion de la 2daGen
(transpeptidasa y leche en derivados, Ampicilina,
carboxipeptidasa) posible resistencias amoxicilina.
adquiridas y reacciones 3raGen

alérgicas en el Bacampicilina
consumidor.

Cefalosporinas Alteracion del anillo 7- Residuos minimos a 1raGen
aminocefalosporinico, dosis minimas; ceftiofur Cefazolina,
estable a B- lactamasas. el tiempo de retiro llegaa Cefalexina.

ser hasta de 0 dias. 2daGen
Cefamandol.
Cefuroxima
3raGen
Ceftriaxona,
Ceftiofur.
4taGen
Cefepima

Aminoglucoésidos Bacteridlisis por alteracion Abstencion a su uso en Gentamicina
de la permeabilidad de la animales de consumo, Estreptomicina
membrana bacteriana permanencia en loa Kanamicina
uniéndose a la irreversible tejidos por semanas. Amikacina

Tetraciclinas

a receptores proteinicos en
la unidad ribosémica de

Control mas exhaustivo

Clortetraciclina

30S, blogueando la por ser de uso comin en Oxitetracilina
formacion de mRNa & veterinaria. Tetraciclina
YRNA.

Fenicoles Inhibicién de la sintesis de Varios dias Florfenicol
proteinas bacterianas Cloranfenicol
adhiriéndose al ribosoma Tianfenicol
508S.

Fuente: Ocampo, Farmacologia Veterinaria. 2006.
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7.6.1. Determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos

En el diagnostico clinico y la rutina de laboratorios es una técnica segura que nos permite
determinar que antibiotico es el especifico para controlar o eliminar la infeccion en proceso.
Una de las herramientas es mediante la concentracion minima inhibitoria 0 CMI, determinado
para cada antimicrobiano, y la es la que nos permite determinar la concentracién mas baja de

la sustancia que logra inhibir el crecimiento de la bacteria. (30)

Una de las técnicas siendo la de antibiograma por difusion han sido normalizadas para
microorganismos de crecimiento rapido, como Staphylococos y Enterobacterias; la
determinacion de la resistencia antimicrobiana, es descrita por Kirby y Baeur, en el cual se
apoya en el uso de papel filtro impregnado con concentraciones especificas del antibidtico a
estudiar, sobre un medio inoculado. La formacién de un halo alrededor y la extensién que
alcance ayuda a determinar la susceptibilidad o resistencia del organismo, el cual se mide y

compara con estandares determinados por el Clinical and Laboratory Standards Institute. (31)

Figura 3 Método de discos en difusion de agar.

Placa de

agar nutritivo Seinoctiia la placa

con un cultivo
liquido de un
organismo

de prueba

Los discos con

antibidtico se colocan
sobre la superficie

\

. Seincuban durante 24-48 h

El microorganismo estudiado
= y . presenta sensibilidad a algunos
¢ 5 | antibiéticos, como indican las
p— / zonas de inhibicién del
= crecimiento bacteriano
alrededor de les discos,
tras la incubacién

Fuente: Brock, Biologia de los microorganismos. 2009.
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Tabla 7 Estandares de sensibilidad antimicrobiana mediante medicion del didmetro de halo determinado por el
Clinical and Laboratory Standards Institute.

Diametro de la zona de inhibiciéon (mm)

coD FARMACO CANTIDAD RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
1 AML Amoxicilina 10 ug <13 14-17 >18
2 CN Gentamicina 10 ug <12 13-14 >15
3 ENR Enrofloxacina 5ug <14 15-18 >19
4 P Penicilina G 10 ug <14 - >15
5 CL Cefalexina 10 ug <13 14-17 >18
6 TE  Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
7 SXT  Sulf + Trimetroprim 25 ug <10 11:15 >16
8 FFC  Florfenicol 30 ug <11 12:18 >19
9 FOS Fosfomicina 50 ug <12 13-15 >16
10 CIP  Ciprofloxacina 5ug <15 16-20 >21
11 NOR Norfloxacina 10 ug <12 13-16 >17

Los estandares se definen y actualizan por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), una organizacion
internacional sin &nimo de lucro que desarrolla estandares voluntarios por consenso para las pruebas de antibidticos y otras
tecnologias sanitarias (http://www.clsi.org).

7.6.2. Mecanismos de resistencia antibiética en E. coli

Resistencia Natural. - Este caracter es constante de todas las cepas de una misma especie

bacteriana y su conocimiento permite prever la actividad de la molécula frente a bacterias
identificadas o sospechosas. En ocasiones constituye una ayuda para la identificacion ya que
ciertas especies se caracterizan por sus resistencias naturales como los gramnegativos y su
membrana que hace de barrera natural, volviendo este grupo resistentes a varios antibioticos.
(32)

Resistencia Adquirida. - Es una caracteristica propia de ciertas cepas dentro de una misma

especie bacteriana naturalmente sensible, cuyo patrimonio genético ha sido modificado por
mutacion adquisicion de genes, volviéndolas de caracter evolutivo y el uso de antibioticos lo
vuelve mas frecuente. El uso de antibiograma se vuelve indispensable cuando el espectro de

actividad ya no es suficiente durante un tratamiento. (29)
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Tabla 8 Mecanismos de resistencia de E. coli ante antibiéticos.

Familia Mecanismo de Resistencia

B- Lactamicos  B-lactamasas: enzimas que se caracterizan por
hidrolizar un enlace amida del nucleo B-lactamico,
inactivando de esta manera el antibiotico.

Quinolonas Mutaciones puntuales que generan cambio de
aminoacidos en la enzima blanca del antibiotico.
Sistemas de expulsion.
Presencia de genes plasmidico de resistencia
antibidtica.

Tetraciclinas Presencia de bombas de eflujo especificas para
tetraciclinas.

Sulfometoxazol- Presencia de genes que codifican formas mutantes de la

Trimetroprim enzima blanco.

(32)

Resistencia cruzada y Asociada. - VVarios antibiéticos dentro de una misma familia o diferente

son afectados simultaneamente.

Modificacion gradual de la expresion de genes preexistentes. - Genes que modifican su

actividad bajo presion a la presencia de un antibiotico, estos genes prexistentes tienen un

proposito en circunstancias normales.

Mutacién. - Son espontaneas, aleatorias y afectan a un gen cualquiera con frecuencia dentro

del rango durante la division.

Plasmidos. - Molécula de ADN cuya replicacion es independiente del cromosoma del ADN,
teniendo la capacidad de movilizar genes horizontalmente, y tienen la capacidad de coexistir

con la bacteria generando multirresistencia.
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8. VALIDACION DE LA HIPOTESIS

H1. Las colonias aisladas de Escherichia coli de hisopados rectales de bovinos de la hacienda
lechera LYG FARM de la ciudad de Quito, Ecuador, hay presencia de resistencia

antimicrobiana.

9. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1. Metodologia

Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion, se realizd en 38 bovinos de la
hacienda lechera LYM FARM ubicada al sur occidente de la ciudad de Quito, en la parroquia
de la Ecuatoriana, ubicada a una altitud de 3050 msnm, con clima templado, temperatura
ambiental promedio 15°C, humedad relativa de 66% a 67%, latitud 0°17’S, longitud 78°35°0O.

Figura 4 Ubicacién del Proyecto

Fuente: www.google.com/earth

9.2.Disefio experimental

9.2.1. Seleccion de bovinos
Se escogid vy clasifico a los bovinos en base a su estado productivo, 8 en estado de ordefio o

produccidn, 8 vacas fierro, 8 vacas vientre, 8 vacas secas y 6 terneras en periodo de lactancia,
tomando en cuenta su origen, estado de salud y que en la hacienda se maneja el uso de
Sulfometoxazol + Trimetroprim como protocolo para el tratamiento ante procesos

infecciosos.


http://www.google.com/earth
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9.2.2. Recoleccién y transporte de muestras
Las muestras rectales se las obtuvo a través de hisopados se las hizo con la ayuda de un medio

agar de transporte Stuart, el cual nos permite retrasar la oxidacién de la pared celular

bacteriana y procesarlas en un tiempo no mas de 24 horas. (Anexo 1)

9.2.3. Tipo de investigacion
9.2.3.1. Observacional

La investigacion realizada fue de tipo observacional, esto debido a que se utiliza instrumentos
y recursos concretos, que han sido disefiados especificamente para medir la susceptibilidad

antimicrobiana de Escherichia coli.

9.2.4. Aislamiento e identificacion.
9.2.4.1. Enriquecimiento

Para la fase de enriquecimiento, se utiliz6 Agar caldo de Trypticase soja — caseina (CST),
medio que permite el desarrollo y aislamiento de una gran variedad de microorganismos
aerobios, y anaerobios facultativos y estrictos; se las inoculo mediante técnica de dilucion en
tubo de ensayo, y se incubo el caldo a una concentracion de 3% por 24 h a una temperatura de
39°C. (Anexo 2)

Tabla 9 Conformacion de caldo Trypticase soja-caseina por cada 1L de Agua destilada.

Caldo Trypticase soja - caseina Cantidad g.

Digerido pancreatico de caseina 17,0

Digerido papainico de soya 3,0
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dipotasico 2,5
Dextrosa 2,5
Agua destilada 1000 ml
pH 7,3+£0,2

9.2.4.2. Seleccion

Los microorganismos fueron sembrados en Medio Agar MacConkey Il con sorbitol, que
como medio selectivo para E. coli, permitié el crecimiento de enterobacterias presentes en la
muestras enriquecidas, para lo cual se prepard el Agar en agua destilada a una concentracion

del 5% , y segun las instrucciones de laboratorio esterilizado en autoclave a 120°C durante 15
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min antes de distribuir en las caja Petri esterilizadas (20ml c/u), en el interior del flujo laminar

en un radio alrededor del mechero de Bunsen.

Tabla 10 Conformacion Agar MacConkey Il por cada 1L de Agua destilada.

Agar MacConkey |1 Cantidad g.
Digerido pancredtico de gelatina 17,0
Digerido pancreético de caseina 1,5
Digerido péptico de tejido animal 1,5
Sorbitol 10,0
Sales biliares 1,5
Cloruro sodico 5,0

Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Agar 13,5

pH 7,1+0,2

9.2.5. Purificacion

Las colonias positivas a fermentacion de lactosa (coloracién rosada), caracteristicas

observables en agar MacConkey |1, se las sembr6 en Agar Nutriente al 2.3%, que permite el

crecimiento de Escherichia coli sobre otras bacterias. El indculo es incubado por 24 horas

durante

Tabla 11 Conformacién Agar Nutriente por cada 1L de Agua destilada.

Agar Nutriente Cantidad g.

Extractoderes 3,0
Peptona 3,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000 ml
pH 6,8 0,2

9.2.6. Pruebas bioquimicas y morfologicas.

La identificacion microscopica fue realizada mediante tincion Gram, en el cual se pudo

observar aglomeraciones de bacilos Gramnegativos (bastones rosados), caracteristica

asimilada a bacterias de la familia Enterobactariaceae (Figura 5).
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Para la identificacion de las colonias purificadas en Agar Nutriente, se realizd mediante el
método a partir de pruebas bioquimicas mediante el sistema de pocillos de MICROGEN para
identificacion de la familia Enterobactariaceae y otros bacilos no- exigentes gramnegativos.
El sistema adjunta un manual en donde determina que por cada pocillo de reactivo, se aplica
con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, 100 uL de emulsificado previamente de colonias en

3ml de suero fisioldgico.

Se afiadio aceite mineral en los pocillos marcados y se incuba por 24 horas a una temperatura
de 36°C. Para la interpretacion, una vez incubadas y afiadidos los reactivos Kovac, TDA, VP |
y Il en su pocillo respectivo, se registrd los resultados mediante la comparacion con la guia de
colores (Figura 6). El sistema de MICROGEN viene acompariado de un software (Microgen
Identification System), el cual genera un informe en base a porcentaje de probabilidad y en el
parecido con un analisis de la calidad de la diferenciacion, esto en base al codigo generado

por un panel de registro (Figura 7).

Figura 5 Bacilos Gramnegativos observados en método de identificacion morfologica mediante tincién Gram.

Figura 6 Guia de colores segun respuesta a reactivos - MICROGEN GNA-ID

[

WELL/NAPFCHEN | [, 3 4 A I 9 10 1 12

/GODET

Reaction Oralthine s Glucose Mannitol Xylose ONP.G. | Indole Urease AR Citrate T.DA,

Negative O 8 O :‘ . i: Q
$ @3 Adbd R bd IR b

Positive

Fuente: MICROGEN Bioproducts Ltd.
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Figura 7 Panel de reporte reaccion
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Fuente: Higuera, J. Laboratorio de Microbiologia. 2022

9.3.Prueba de sensibilidad

La evaluacion de la resistencia bacteriana a las colonias previamente purificadas en agar
nutriente de peptona y extracto de res, y se la realiz6 mediante la técnica de Kirby-Bauer
estandarizada por el Clinical Laboratory Standars Institute. Se usaron once compuestos
antimicrobianos: amoxicilina (AML 10 pg), cefalexina (CL 30 pg), ciprofloxacina (CIP 5 pg),
enrofloxacina (ENR 5 png), florfenicol (FFC 30 pg), fosfomicina (FOS 50 pg), gentamicina
(CN 10 pg), norfloxacina (NOR 10 pg), penicilina g (P 10 Ul), sulfometoxazol mas
trimetroprim (SXT 25 pg), tetraciclina (TE 30 pg).

Se ajustd el indculo bacteriano, homogenizandolo en un tubo con un medio liquido apropiado
(Cloruro de Sodio al 0.9%), hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0.5 de la escala
McFarland; con los discos templados previamente a la temperatura ambiente del area en
donde se realizara la prueba antes de su uso (una hora aproximadamente), se los colocé en el
medio elaborado de Agar Mueller Hinton catalogado como medio éptimo para pruebas de

sensibilidad y se los incubd por 18 horas a una temperatura de 37 °C.

Todos los aislados se clasificaron como resistentes, intermedios, susceptibles en base a los
estandares de sensibilidad determinado por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(Tabla 11). Los aislados que llegaron a presentar resistencia a tres 0 mas tipos de agentes

antimicrobianos se clasificaron como resistentes o farmacos maultiples.
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

De la investigacion realizada se desprende que de las 38 muestras de hisopados rectales,
recolectadas entre los meses de junio y agosto del 2022; de los cuales el 40% (15/38), resultd
positiva a la fase de aislamiento en respuesta a la reaccion de la colonia con el medio, y cabe
especificar que, se descartaron el otro 60% (18/38), que no presentd indicador de

fermentacion de lactosa, reaccion especifica de Escherichia coli.

Tabla 12 Muestras positivas a fermentacién de lactosa

RESPUESTA DE COLONIAS EN MEDIO
MACCONKEY Il

TOTAL [

FIERRO -~
ORDENO I —
VIENTRE [
SECAS I
LACTANTES -

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B FERMENTADORES DE LACTOSA POSITIVO
m FERMENTADORES DE LACTOSA NEGATIVOS

De las colonias investigadas, tras 24 horas de incubacion sé observo crecimiento en su
totalidad de las placas inoculadas, las cuales se las clasifico en base a su morfologia y color,
es asi que, el 40% cumplio6 con las especificaciones tratadas en previas investigaciones sobre
el comportamiento de Escherichia coli en medios de Agar, en los cuales la coloracion rosada
denot6 un 60% de probabilidad a la bacteria estudiada. (32) (33). Es asi que, de los grupos
estudiados, se hizo menos presente en vacas que se encuentran en ordefio sobre el resto, como
se observa en la tabla 7, esto debido a que se ha reportado que la presencia de Escherichia
coli, parece estar influenciado por la edad del animal. (34)
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10.1. Resultado pruebas bioquimicas

Mediante MICROGEN GN-ID IDENTIFICATION, y la generacién de cddigos asignados en
base estandares porcentuales de microorganismos bacilos gramnegativos testeados, en
relacion a reaccion ante sustratos bioquimicos, las colonias testeada del 100% de las muestras
evaluadas, resultaron con un 97% de probabilidad para Escherichia coli, Yersenia
enterocolitica con 22.24%; E. coli inactivo 14.98%; Serrata marcescens 0.1% y Hafnia alvei
0.02%

Tabla 13 Resultados pruebas bioquimicas de colonias testeadas en base a la reaccion y produccién de
enzimas mediante MICROGEN GN-ID IDENTIFICATION.

Lactantes Fierro Vientre Secas Prod
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Reactivo 101 L04 LO6 FO2 FO3 FO5 VO1 V02 V08 SO1 SO2 S03 SO5 S06 OROS5

LYSINA + o+ o+ o+ o+ 4 + + + + o+ o+ o+ o+ +
ORNITINA + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ +
H2S - - - - - - - - - - - - - - -
GLUCOSA + o+ o+ o+ o+ 4 + + + + o+ o+ o+ o+ +
MANNITOL + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ +
XYLOSA - + o+ o+ 4+ o+ + + + + o+ o+ o+ o+ +
ONPG + o+ o+ o+ o+ 4 + + + + o+ o+ o+ o+ +
INDOL + o+ o+ o+ o+ 4 + + + + o+ o+ o+ o+ +
UREASA + - - - - - - - - - - - - - -
VP S T S T S S B
CITRATO - - - - - - - - - - - - - - -
TDA S R T S S S S T S S

- 6670: E. coli 62.65%:; Y. enterocolitica 22.24%:; E. coli inactivo 14.98%:; S.
marcescens 0.1%; H. alvei 0.02%
- 6760: E. coli 97.11% E. coli inactivo 2.85% H.alvei 0.02%

Las colonias de las 15 muestras positivas a fermentacion de lactosa, fueron positivas en
conjunto a lisina, ornitina, glucosa, manitol, xilosa, B- galactosidasa, indol, mientras que
resulto negativo en la utilizacién de ureasa, citrato, TDA y VP, resultados que siguen el
patron del metabolismo de Escherichia coli documentado por Madigan, Martinko, Dunlap y
Clark. (35)
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10.2. Resultados pruebas de sensibilidad.

Tabla 14 Diametros de sensibilidad medidos post infusion de discos.

DIAMETRO HALO PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Lactantes Vaconas Fierro Vaconas Vientre Vacas Secas Ordeiio

L01 L04 106 FO02 FO3 FOS VO1 V02 VO8 SO1 SO02 SO3 SO5 S06 ORO5
AML 6 6 18 203 19 19 16 183 19 185 18 18 19.2 18 21
P 7 7 8.5 7 8.3 7 7.3 7 8 6 7.5 8 6.5 7 6

CL 17 17 186 195 17 215 19 195 17 163 16 17 16 16 18.5
CN 8 193 21 19 165 19 16.6 22 24 203 21 17.2 18 22 24
FOS 30 30 31 27 23 16 15 362 40 323 30 29 23 10 33
TE 6 6 26 10 8 85 83 234 20 223 22 223 8 6 21
SXT 17 17 275 285 24 28 12 29 23 31 295 27 27 20 30

FFC 25 25 25 25 26 24 7 27 27 21 18 233 245 30 25.5
ENR 24 24 33 30 293 24 14 287 31 32 25 19 23 19 26
cip 37 37 37 335 36 26 87 31 32 335 25 22 23 30 35
NOR 30 30 345 30 335 28 13 29 315 34 22 22 24 26 32

Resistente Sensible Resistencia intermedia
AML: Amoxicilina, P: Penicilina, CL: Cefalexina, CN: Gentamicina, FOS: Fosfomicina, TE: Tetraciclina, SXT:
Sulfometoxazol/Trimetroprim, FFC: Florfenicol, ENR: Enrofloxacina, CIP: Ciprofloxacina, NOR: Norfloxacina.

En la valoracion de la susceptibilidad a antimicrobianos mediante tecnica de discos en
difusion de agar, hubo un 100% de resistencia hacia Penicilina, seguido de Tetraciclina con
57%, un 15% - 16% para Cefalexina, Amoxicilina, Sulfometoxazol/Trimetroprim, 5 % - 7%
para Florfenicol, Fosfomicina, Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Gentamicina, y 3% para

Norfloxacina.

La ubicacion y los resultados obtenidos se comparan con una investigacion realizada en cepas
de E. coli aisladas de agua obtenida en la porcion sur del rio Machangara en la ciudad de
Quito en 2020, y en la que se hace presente una multirresistencia del 100% hacia
cefalosporinas de 3ra generacion (cefotexima, ceftriaxona), penicilinas de 2da generacion
(Ampicilina), 60 % hacia aminoglucdsidos (Gentamicina), fluorquinolonas (Ciprofloxacina),
y alta sensibilidad hacia Sulfonamidas (Sulfometoxazol/Trimetroprim). Ortega, D. et al,
resaltaron que la presencia de cepas resistentes aumentaban conforme el rio se acerca a la

actividad ganadera. (44)

La presencia de Escherichia coli resistente no llega a tener solo antecedentes de transmision a
través de productos de origen directamente del animal; los rios que alimentan los sistemas de
riego, llegan a contaminar los sistemas de produccion de frutas y vegetales, y eso se refleja en

la investigacion realizada por Mena, S. et al, en la que se hallé presencia de la Entero bacteria
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en muestras de frutas y vegetales frescos de un mercado municipal de Quito, mas no en agua

de tuberias del mercado. (45)

En la diseminacién de la resistencia la bacteria La resistencia hacia Quinolonas o familias de
antibidticos de uso emergente, se registra en sistemas de salud humano, y eso lo registra el
Comité de Resistencia Antimicrobiana del Ministerio de Salud Publica del 2019, estudios de
resistencia anual durante los afios 2014 -2018 de E. coli con resistencia hacia cefalosporinas y
Quinolonas de hasta 50% en areas hospitalarias, en muestras aisladas de unidades de cuidados

intensivos. (3)

Estudios nacionales en sistemas de cuidados intensivos En un estudio nacional, realizado en el
Hospital Béasico de Paute, Azuay, se encontrdé una resistencia de 80% hacia
sulfometoxazol/trimetroprim, seguido de un 50% hacia cefalexina y penicilina, esto
indicando el aumento de resistencia hacia antibi6ticos de la familia de las Sulfonamidas.

La resistencia inclinada hacia B- lactdmicos se puede comparar en estudio realizado en
pacientes pediatricos en Uruguay, en el cual los aislados de E. coli presentaron una resistencia
del 70% hacia Ampicilina y 10% Amoxicilina + Ac. Clavulanico, teniendo en cuenta que el
ultimo se ha demostrado su accién sinérgica en la disminucion de la resistencia hacia b-

lactamico. (4)

Variacion resistencia entre grupos estudiados

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

AML P CL CN FOS TE SXT FFC ENR CIp NOR

e | ACTANTES FIERRO VIENTRE ORDENQ  e====SECAS
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En relacion a los grupos estudiados, la presencia de cepas resistentes a antibioticos, depende
del tiempo de retiro, debido a que existe una gran pérdida y descarte de productos por la
minima presencia de antibioticos, con ello, en los resultados se refleja una alta sensibilidad y
baja resistencia en vacas en etapa de ordefio, reflejando un escaso uso de tratamiento con
antibioticos en esta etapa. El anular parcial o completamente el tratamiento con un antibi6tico
con antecedente de resistencia, disminuye la necesidad de la bacteria de generar mecanismos

de resistencia, anulando la replicacion de genes involucrados. (45)

Resistencia a B-lactamicos

Las bacterias mediante inactivacion enzimatica, como b lactamasas, pueden generar
resistencia no sélo a un antibiético, sino a un grupo de ellos con estructura comun, como es el
caso de los betalactamicos, cuya estructura basica es el anillo tiazolidina unido a otro anillo b
lactamico. Un estudio se determiné que la enzima b-lactamasa que posee la E. coli, hidroliza
los antibidticos B-lactamicos, y la familia de las cefalosporinas empiezan a tener una
resistencia intermedia en tendencia al alta, eso reflejandose en el porcentaje de resistencia

intermedia hacia la cefalexina. (48)

El uso de amoxicilina en combinacion con un inhibidor de B- lactamasa tiene alta eficacia
antimicrobiana, incluso con los géneros catalogados como resistentes. La enzima B-lactamasa
influye en gran medida en la resistencia de la bacteria Escherichia coli a los antibidticos
como las penicilinas y cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion, siendo
en los Ultimos afios en los que se han registrados incremento en casos con ese tipo de

resistencias

Las resistencias a sulfonamidas dado a que tienen una existencia de 50 afios, esto mediante a
mutaciones en los cromosomas que hacen que la sulfonamida no tenga una eficaz actividad

sobre la pared y no tenga una correcta penetracion. (20)

Las resistencias bacterianas adquirida ocurre frente a la exposicion de un antimicrobiano y
puede diseminares mediante dos grandes procesos, la evolucion vertical donde las mutaciones
en el cromosoma bacteriano se transmiten a la descendencia y la evolucién horizontal, con un
traspaso de genes de resistencia mediante procesos de conjugacion, transduccion y

transformacion (50)
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11. IMPACTOS

11.1. Impacto Social

La presencia de residuos de antibi6ticos en la leche es un problema que aqueja a toda la
industria debido a que cantidades minimas ya se inclinan hacia un problema de salud publica,
ya que esta determinado que pequefias cantidades de antibioticos como 0.003 Ul de
penicilina/ml, pueden afectar a una persona que sea alérgica a dicho antibiotico, y afiadiendo
el hecho de que la resistencia diseminada a traves de productos de origen animal, aumenta la
mortalidad de procesos infecciosos en humanos por la nula respuesta hacia el tratamiento.

11.2. Impacto Ambiental

La diseminacién de antibidticos por medios residuales altera la convivencia natural de
microorganismos propios del ambiente, ya que su accién no solo es determinante para
bacterias patologicas, y como fuente de diseminacion juega un papel importante en la

generacion de resistencia en el humano volviéndolo un desafio de salud publica.

Aunque las plantas de tratamiento de aguas residuales suelen remover las bacterias y los
genes resistentes de orina y heces, los volumenes que se liberan al ambiente son de verdadera

amenaza en puntos de volcado.

11.3. Impacto Econdémico

El uso de antibidticos de forma empirica y con indices de resistencia, provoca que su tiempo
de uso sea més prolongado, afectando al sector productivo ganadero, ya que los tiempos retiro

por evitar la salida de producto con residuos y que el producto sea incluso descartado.
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12.CONCLUSIONES

La realizacion de aislamiento y pruebas bioquimicas se determind la presencia de
Escherichia coli en la granja LYM FARM, independiente del grupo que se encuentre
con un 97% de probabilidad, teniendo relacion hacia la edad del bovino, ya que se

conoce que se presenta mas en animales jovenes.

Existe un 100% de resistencia a Penicilina y una inclinacion de resistencia hacia B-
lactamicos, esto en base a la capacidad natural de Escherichia coli de presentar
resistencia con la transmisién horizontal de genes determinantes mediante plasmidos,
esto también llega a influir en el desarrollo de resistencia hacia otras familias, mientras
que los demas antibioticos testeados, presenta sensibilidad independientemente del
grupo estudiado. Existen antecedentes que demuestran que las bacterias son capaces
de generar mecanismos de defensa frente a una exposicion permanente a un
determinado antimicrobiano, cuando se dejan de exponer las bacterias a este farmaco,
por presion selectiva dejan de crecer las resistentes, exacerbandose las bacterias

sensibles a otros antimicrobianos.

13. RECOMENDACIONES

La realizacion de antibiogramas ayuda a determinar la probabilidad de un
microorganismo en desarrollar algan tipo de resistencia y su importancia de estudio en
los perfiles de resistencia antibidtica es una herramienta Gtil para vigilar el

comportamiento en &reas determinadas de las bacterias.

Programa para el uso razonable de antibidticos en bovinos de leche establecido por el
Plan Nacional de resistencia a antibioticos, esto como objetivo principal de la alianza
es promocionar el uso prudente de antibidticos y el desarrollo e implantacion de
nuevas medidas preventivas, definir e implantar pautas de manejo y tratamiento con
base cientifica de cara a realizar un 0so mas racionar evitando la proliferacion de la
resistencia. y por ultimo reducir el consumo total de antibi6ticos criticos (Quinolinas y

cefalosporinas 3y4ta generacion)
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15. ANEXOS

Anexo 1 Recoleccion y transporte de muestras mediante hisopos en medio de transporte
Stuart

Figura2. Medio de transporte Stuart

Fioural. Toma muestras

Anexo 2 Procesamiento de muestras en laboratorio, fase de enriquecimiento y aislamiento.

Figura4. Preparacidn e inoculacion de muestras enriquecidas en
agar MacConkey

Figura3. Enriguecimiento de muestras
por dilucion en tubo.

Anexo 3 Respuesta de las muestras incubadas en agar MacConkey después de 24 h de
incubacidn, la coloracion rosada es indicadora de fermentacién de lactosa, accion enzimatica
caracteristica de Escherichia coli.

Figura 5. Crecimiento tras Figura6, 7y8. Respuesta de E. coli al medio en base a Fermentacion de
24 h lactosa, rosado positivo.
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Anexo 4 Procesamiento de muestras en laboratorio: Fase de purificacion de colonias positivas
a fermentacion de lactosa y pruebas bioquimicas.

Figural0. Poca diferenciacion por

— 97% resultado a E.coli

Figura9. Inoculacién en pocillos de
prueba bioguimica.

Anexo 5 Fase de pruebas de sensibilidad mediante técnica de discos en difusion de agar

i

Figura 11. Inoculacién Figural2. Discos de sensibilidad
en medio para discos

Anexo 6 Medios incubados con discos de sensibilidad después de 18 horas de incubacién a
37°C, el tamario del halo determina la susceptibilidad de las bacterias ante el antibidtico
testeado, la ausencia de halo refleja la capacidad de la bacteria en inhibir la actividad
antimicrobiana




Anexo 7 Software MICROGEN ID

M Microgen D

File Edit System Help

Specimen Details Date | 10/08/2022

Hotes Boving Holztein Hembra Lactante M* 4 Color: Cafe ozcuro / Blancd

Lab Ref. | UTC Microbialogia

Mame | L04

Identification Comments

Specimen Type | Bavina |
Source [wardflocation]|LYM FaRkM Quita |
Results Entry Tl - OT
+ ORM + OMP = TDA&
Test SystemlMicrogen GHA Rd — H2§ + [ND
+ GLU - UR
Octal Code |EVED +MAN - WP
Prezz EMTER ta Calculate |dentification Lyzine Decarbowylaze
Identification Analysis
E._coli E.coli-inactive H.alvei 5 liquefaciens ' enterocolitica
Select ID Choice ¥ ¥ 2 ¥ 2
Probability 172 1/55 149,053 117635 1/33.096
Percent Probability 7. 1% 2.88% 0.02% <0.01% <0.01%
Likefihood 100% 13.64% 0.02% <0.01% 0.01%
Human Isolate Yes ez Yes Yes Yes
Tests against
Test 1 | ORM[@D% | IND@I1%) IND[1%) | L¥S(01%)
Test2 | wP(EEx) YP(E3%] | UR (0%
Test3 CIT [90)
Additional Tests g g 'y v s
Motiity (37C) [ 5% [ 5% [ 85% [ 953 [ %
Gelatin Liguefaction 01 01% 01% 0% 01%
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Acid from Sorbitol 943 i 01% 5% 993
Additional Comments T i2
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Anexo 10 Medios de Verificacion

CLINICA VETERINARIA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
SELECCION MUESTRAS EN RESPUESTA AL MEDIO MACCONKEY II

N° N°

. T 2 TEEP

S § s5%5¢g3¢ = 8§ 5553¢

) 09 2 < S 09 2 <

8= i 5s

= 1 S/N LO1 Sl POSITIVO 20 S/N LO4 Sl POSITIVO
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S 3 S/N LO3 Sl NEGATIVO 22 S/N LO6 Sl POSITIVO
- 4 RITA FO1 Sl NEGATIVO 23 VALENTIN FO5 Sl POSITIVO
<ZE 5 FRIDA FO2 Sl POSITIVO 24 ELEONOR FO6 Sl NEGATIVO
g 6 SAMI FO3 Sl POSITIVO 25 VALE FO7 Sl NEGATIVO
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- 8 PAU Vo1 Sl POSITIVO 27 CUENCANA V05 Sl NEGATIVO
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= 11 GRACE Vo4 Sl NEGATIVO 30 ORNELA V08 Sl POSITIVO
12 TANIA SO01 Sl POSITIVO 31 MARIE S05 Sl POSITIVO

g 13 FILOMENA S02 Sl POSITIVO 32 JOHANA S06 Sl POSITIVO
<>E 14 SANGAY S03 Sl POSITIVO 33 GERTRUDIS S07 Sl NEGATIVO
15 VENUS S04 Sl NEGATIVO 34 GRINGA S08 Sl NEGATIVO
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CLINICA VETERINARIA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
IDENTIFICACION PRUEBAS BIOQUIMICAS

Espécimen: Bovino

Tipo de muestra: Hisopados rectales

Propiedad: Hacienda LYG FARM

Direccién: Barrio San Buenaventura, Parroquia la Ecuatoriana, Quito, Ecuador.

RESULTADOS MICROGEN GN-ID

e s s s e s s < o = CODIGO
S 2 8B E 3 R g § & S § g ~s6Napo
1 Lo1 + + + + _ ¥ n + 6670
2 | Loa + + + + + ¥ + 6760
3 | LO6 + + = + + ~ + 3 ) i i e
4 F02 + + - + + + + i ) ) ) ) 6760
5 FO3 + + = + + + + n ) . ) i 6760
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RESULTADOS SEGUN CODIGO ASIGNADO

- 6670: E. coli 62.65%; Y. enterocolitica 22.24%; E. coli inactivo 14.98%; S.
marcescens 0.1%:; H. alvei 0.02%
- 6760: E. coli 97.11% E. coli inactivo 2.85% H.alvei 0.02%
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Anexo 11 Aval de Traduccién.
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