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RESUMEN 

La resistencia antimicrobiana es un fenómeno que se caracteriza por la capacidad total o 

parcial de los microorganismos de inhibir la actividad de un antibiótico por su uso 

descontrolado o irracional, fenómeno causal de gran porcentaje de muertes y pérdidas 

económicas 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 

identificación es crucial y de interés clínico por su adaptabilidad a múltiples fármacos 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 fermentación de lactasa. Las 15 colonias positivas (40%), una vez purificadas, se 

las identificó mediante pruebas bioquímicas MICROGEN, con un 97% de probabilidad hacia 

E. coli; de las cuales en la prueba de sensibilidad resulto 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. El estudio resalto una inclinación de 

resistencia hacia b-lactámicos, tetraciclina, y cefalosporinas pese a que en la hacienda el uso 

de sulfonamidas consta como protocolo de tratamiento y prevención ante procesos 

infecciosos. Se concluye que  Escherichia coli, se encuentra más presente en vacas jóvenes y 

que su resistencia es meramente genético, la cual se trasmite vía horizontal a través de genes 

mediadores de mecanismos de resistencia, estos transmitidos en la división celular mediante 

plásmidos. Esto hace énfasis a la importancia que tiene el realizar pruebas de sensibilidad de 

microorganismos en los sectores de producción y buscar métodos que eviten su diseminación.  

Palabras Clave: Escherichia coli, Resistencia antimicrobiana, Bovinos.  
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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 II 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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1. INFORMACIÓN GENERAL 

 

Título del Proyecto: Aislamiento y estudio de resistencia antimicrobiana de Escherichia 

coli a partir de hisopados rectales en bovinos de la hacienda lechera LYG FARM, en la 

ciudad de Quito, Ecuador 

Fecha de Inicio: 02 Abril 2022  

Fecha de finalización: 25 Agosto 2022 

Lugar de ejecución: Barrio San Buenaventura-La ecuatoriana-Quito-Pichincha- 

Unidad Académica que auspicia: Universidad Técnica de Cotopaxi, Facultad de 

Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, Laboratorio de Microbiología.  

Carrera que auspicia: Medicina Veterinaria 

Equipo de Trabajo: 

MVZ. Vanessa del Rosario Herrera Yunga, Mtr. (Anexo 9) 

Jossué Alessander Higuera López (Anexo 8) 

Área de conocimiento: Ciencias Agropecuarias 

SUB – ÁREA: Veterinaria 

Línea de Investigación: Salud Animal 

Sub líneas de investigación de la Carrera: Microbiología, Parasitología, Inmunología y 

Sanidad Animal.  
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2. DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO  

La batalla contra las infecciones causadas por bacterias mediante el uso de antimicrobianos 

han sido de mucha ayuda en las últimas 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 infección causada por 

microorganismos. 

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 patologías que perjudiquen la salud del mismo.  Escherichia coli, como una de las 

más comunes de su familia, es de interés clínico ya permite evaluar la eficacia terapéutica 

antimicrobiana, por ello en este proyecto se determinó 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, 

selección e identificación 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 difusión 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-

lactámicos, y esta adaptabilidad es gracias a la capacidad del microrganismo de transmitir 

mecanismos de resistencia a través de plásmidos.  
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3. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

Las enfermedades causadas por bacterias, han sido una de las causas más importantes de 

muerte en el área tanto de salud humana como de veterinaria; y la introducción de fármacos 

antimicrobianos desde entonces han funcionado como una herramienta de lucha para el 

control de las mismas. El uso de agentes antimicrobianos desde que Fleming descubrió por 

accidente la Penicilina, y los siguientes descubiertos a través de los años siendo merecedores 

de premios Nobel, hoy en la clínica diaria ha sido determinantes en el aumento de esperanza 

de vida de toda población. (10) 

El uso de antibióticos ha salvado millones de vidas, y en áreas donde las infecciones son 

especialmente prevalentes e importantes, como trasplantes, supervivencia de pacientes 

prematuros e inmunodeprimidos, cirugías de prótesis, catéteres vasculares, han sido de gran 

ayuda, elevando el índice de vida. (1) 

El realizar constantes estudios de resistencia antimicrobiana nos guía a una elección más 

minuciosa del antibiótico a utilizar, evitando que el microrganismo genere algún patrón de 

resistencia por su uso repetitivo y descontrolado. Un estudio estadístico realizado en Santa 

Marta, Colombia, en seres humanos septicémicos encontró que aumenta la mortalidad de 20% 

a 45,6% cuando el régimen antibiótico inicial es inapropiado y que los gérmenes 

gramnegativos son los principales causantes de sepsis, siendo las bacterias más frecuentes 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona areuginosa y Serratia mecescens, esto 

conduciendo a que son bacterias que presentan actualmente ya resistencia a un número 

importante de antibióticos de uso clínico cotidiano. (2) 

Por lo señalado el proyecto es viable en su ejecución. 
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4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO 

 

Directos 

 Propietarios, personal médico y de apoyo de la hacienda lechera LYG FARM de la 

ciudad de Quito, Ecuador.   

Indirectos 

 Sector lechero  

 Consumidores de lácteos, o derivados de productos de origen animal.  

 

5. El PROBLEMA DE LA INVESTIGACIÓN 

Actualmente, la resistencia a antimicrobianos en la mayoría de los patógenos bacterianos 

prevalentes en la clínica humana y veterinaria se ha convertido en un problema clínico, 

epidemiológico, y de salud pública reconocido en todo el mundo. (3)  

Una recopilación de datos en 2019 basado en 471 millones de registros individuales, 7585 

estudios locales, 23 patógenos y 88 combinaciones patógeno fármaco en 204 países y 

territorios, en 2019, el estudio GRAM proporciona pruebas convincentes de que la resistencia 

a los antibióticos 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 estimó el nivel 

más alto de resistencia en el oeste del Sahara en África con 27.3 muertes por cada 100000 

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

Según la Organización Panamericana de la salud, más de 700 mil muertes se presentan cada 

año en el mundo debido a infecciones por bacterias resistentes a los antimicrobianos; las 

investigaciones sobre patógenos multiresistentes, los más predisponentes se encuentran 6, 

entre ellos E. coli, como causal de 969.000 muertes, esto añadiendo el hecho de que son las 

bacterias más frecuentes en las heces de los bovinos y con más probabilidad de contaminación 

y diseminación hacia el consumo humano.  (42) 
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Los bovinos son susceptibles a desarrollar cuadro sintomatológico causado por Escherichia 

coli a los primeros diez días de vida, con más 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 está controlando los procesos de análisis y detección de Escherichia 

coli, lo cual está generando problemas de salud alimentaria ya que los organismos como la 

Organización de las Naciones Unidas para Alimentos (FAO) trata de analizar y diseñar 

técnicas que permitan controlar sobre este tipo de factores microbiológicos. (40) 

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1. Objetivo General  

Determinar la resistencia y sensibilidad antimicrobiana de los principales antimicrobianos en 

la práctica médica veterinaria contra Escherichia coli en sistemas de producción lechera en 

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

6.2. Objetivos Específicos 

 Identificar la presencia de Escherichia coli en la hacienda lechera LYG FARM 

mediante aislamiento selectivo y pruebas bioquímicas.  

 Medir los patrones de sensibilidad in vitro de las colonias aisladas, frente a los 

antimicrobianos propuestos mediante técnica de disco en difusión de agar. 
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7. FUNDAMENTACIÓN CIENTÍFICO TÉCNICA 

7.1. Definición de bacteria  

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares, que se encuentran en casi todas las 

partes del planeta, y que Bush, añade que se encuentran entre las formas de vida más 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 orgánico como inerte. (5) 

7.2. Clasificación de las bacterias  
. 

La presencia de miles de tipos de bacterias se las ha llegado a catalogar en primera categoría 

en base a su morfología, y de manera observacional, como filtro en la ayuda del diagnóstico 

por laboratorio. (6) 

               Tabla 1 Clasificación de las bacterias en base a su morfología. 

Según su 

forma 

Según su ordenamiento Por composición de la pared 

celular en reacción a tinción Gram 

Coco 

(esférico) 

Coco único o micrococo, 

división en un solo plano 

vertical, conservando su 

individualidad.  

La concentración de 

peptidoglicano en la pared celular 

genera la retención o liberación de 

los reactivos dando coloraciones 

de morado y rosado. 

  

Gram negativas no retienen el 

cristal violeta, conservan el 

colorante de safranina 

 

Gram positivas absorben y 

conservan el colorante cristal 

violeta, son susceptibles a la 

penicilina y estreptomicina. 

Diplococo, las células hijas se 

presentan en parejas. 

Estreptococos, cocos en 

cadena.  

Estafilococo, las células 

permanecen unidas, pero en 

la división, los cocos quedan 

agrupados en forma de 

racimos.  

Espirilos Asemejan la forma de espiral. 

Bacilos Asemejan la forma de un 

bastón. 

(6) 
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7.3. Escherichia coli 

7.3.1.  Historia, taxonomía y nomenclatura del género Escherichia 

Aislada y descrita por el alemán Escherich en 1885, como una bacteria huésped habitual del 

intestino, y posteriormente catalogada como la más frecuente de entre todas las 

enterobacterias, tiene su rango óptimo de crecimiento en temperaturas corporales de 

organismos de sangre caliente, sin causar patogenicidad, pero volviéndola de interés de salud 

pública. (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 clínica 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 más aún cuando el tamaño del organismo es 

mínimo. (7) 

Tabla 2 Clasificación taxonómica de Escherichia coli 

Dominio  Bacteria  

Filo Proteobacteria 

Clase Gammaproteobacteria 

Orden Eubacteriales 

Familia  Enterobacteriaceae 

Género Escherichia 

Especie Coli 

 (4) 

La entero bacteria de género Escherichia, de especie coli, puede llegar a medir entre 1-1.5 μm 

x 2-6 μm, estando en pares o sola; son de tipo Bacillus, gramnegativos, eso dando a decir que, 

en examen microscópico son de color rosados, y en forma de bastón. (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 ácidos diversos a través de los mismos; 

también por no ser esporulados, móviles con flagelos perítricos o inmóviles, que, como 

características importantes, y que nos llega a permitir identificarlo sobre las demás 

enterobacterias. (8) 
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                                      Fuente: Cistitis, centro de información., 2016.  

 

7.3.2. Infección causada por Escherichia coli. 

Estas enfermedades son provocadas por el consumo de agua o alimentos contaminados con la 

bacteria, o por las sustancias tóxicas 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 prácticas causando infección o 

intoxicación alimentaria (46). 

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

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

- El agua de irrigación contaminada con residuos de granjas de animales, así como de 

aguas del alcantarillado. 

- Contacto directo de animales con el producto vegetal fresco cuando está creciendo en 

el campo. 

- La irrigación por inundación puede convertirse en una ruta de contaminación potencial 

si las granjas ganaderas están cerca de los campos de cultivo.  

- En el proceso de comercialización y preparación culinaria, las rutas de contaminación 

se relacionan con el uso de agua de lavado contaminada, junto con las deficientes 

prácticas de manejo higiénico de los productos. 

 

Figura 1 Ilustración  morfológica de E.coli. 
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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 síndromes en base a los hallazgos clínicos y bacteriológicos 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 más órganos, dando 

origen a varios síndromes.  

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

- Colibacilosis entérica. - La muerte puede ocurrir o no dependiendo de la severidad de 

los desajustes fisiológicos. (9) . 

                                        Fuente: Nadeau, E. 2006 

Como todas las bacterias, E. coli, Al tener una temperatura para un crecimiento óptimo, 

también cuentan con una temperatura de inhibición como de destrucción, se destruye a más de 

70°C, sobreviviendo así al medio ambiente, y se inhibe por debajo de los 7°C. La congelación 

tiene poco efecto sobre la bacteria, siendo los alimentos congelados el lugar ideal para su 

transmisión. (10) 

Figura 2 Contaminación y transmisión zoonótica de Escherichia coli a través 

de los alimentos. 
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7.4. Nutrición y crecimiento bacteriano in vitro.  

Las bacterias se reproducen por fisión binaria y esta división de células se logra a partir de 

energía consumida o liberada a partir de reacciones catabólicas en logrando en la división, la 

formación de estructuras específicas. La nutrición es el proceso por el cual los organismos 

toman del medio de donde habitan, los compuestos químicos que necesitan para llevar a cabo 

sus procesos energéticos y biosíntesis 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 energía:  

 

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

Factor Tipo de metabolismo Fuente 

Fuente de energía  Foto tróficos Energía solar 

Qiumiotróficos Energía de reacciones químicas  

Fuente de electrones Litotrofos Compuestos orgánicos  

Organotrofos Compuestos inorgánicos 

Fuente de carbono Autótrofos CO2 única fuente de carbono 

Heterótrofos 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 metabólica genera que exista una variedad de medios de cultivo, sin tener 

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

 Agar. - Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo, 

obtenido de ciertas algas marinas. No es utilizado como nutriente. 

 Extractos. - Preparación a base de órganos o tejidos animales o vegetales, a menudo 

empleados en la elaboración de los medios de cultivo siendo el extracto de carne el 

mas utilizado.  

 Peptonas. - Mezclas complejas de compuestos orgánicos, nitrogenados y sales 

minerales, que se obtienen por digestión enzimática o química de proteínas animales o 

vegetales. Ej. caseína, soja, carne, etc.  
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 Fluidos corporales. - El añadir sustancias como sangre completa, sangre desfibrinada, 

plasma o suero sanguíneo ayuda al crecimiento de agentes patógenos, aportando 

sustancias que neutralizan a inhibidores de algunas bacterias.  

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

óptimo de crecimiento bacteriano.  

(12) 

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

micro aerófilos o anaerobios. 

 Agentes selectivos. -  Cristal violeta, sales biliares, acida sódica, telurito potásico, 

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

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

Medios Selectivos Contienen compuestos que 

inhiben selectivamente el 

crecimiento de algunos 

microorganismos pero no el 

de otros. 

XLD: Salmonella 

SDA+Cloranfenicol: hongos 

y levaduras 

MacConkey: E. coli 

Mannitol: S. aureus 

Medios Diferenciales Medio con indicador (ej. 

colorante), que permite 

diferenciación de reacciones 

químicas particulares que 

ocurren durante el 

crecimiento. 

Agar EMB 

Agar sangre 

Agar Salmonella-Shigella 

Medios Generales Son aquellos que permiten el 

crecimiento de una gran 

variedad de 

microorganismos. 

Agar Nutritivo. 

Medios de Enriquecimiento Favorecen el crecimiento de 

un determinado tipo de 

microorganismos sin llegar a 

inhibir totalmente el 

crecimiento de los demás. 

Agar sangre. 

Lowenstein-Jensen 

DLA 

(17) 
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7.5. Métodos de identificación de en tero bacterias.  

La importancia de identificar un microrganismo es en base al procedimiento a realizar y se 

considera tanto las características fenotípicas descritas como genotípicas, siendo las segundas 

de interés una vez identificado de manera observacional, la morfología se la analiza mediante 

tinciones, siendo la Gram, de primer escalón, y la actividad química hacia diferentes 

atmósferas de incubación, y hacia reactivos. (13) 

7.5.1. Métodos basados en criterios morfológicos  

Los rasgos morfológicos han ayudado a los taxonomistas por durante varios años a clasificar 

organismos; los organismos superiores tienen rasgos anatómicos tan diferentes que pueden ser 

fácilmente utilizados en su clasificación, pero con respecto a los microorganismos, éstos lucen 

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

Como se había mencionado anteriormente en la Tabla 1, las bacterias cumplen características 

típicas transmitidas de madre a hija en la división celular, estas características fenotípicas, 

desde un simple coco, hasta una agrupación en forma de racimo nos ayuda a guiarnos de 

alguna manera en que organismo se está observando, eso añadiendo a que las técnicas a usar 

son más asequibles. (6) 

Los esquemas tradicionales de identificación fenotípica bacteriana se basan en su mayoría en 

las características “observables” de las bacterias, como su morfología, su desarrollo y 

reacción ante el medio alrededor. (13)  

 

7.5.2. Métodos basados en la tinción diferencial  

La tinción nos permite revelar la forma, la agrupación, la estructura y tamaño de las células, y 

la mayor parte de las bacterias, teñidas con Gram, las podemos clasificar como, Gram 

positivas o Gram negativas, esto en base a su capacidad de retener los colorantes (Safranina y 

Gram), y de otras tinciones diferenciales, como la prueba de ácido resistente, se aplican a otro 

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

Actualmente se opta más importancia al uso de biología 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 

llegan 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 

identificación genotípica.  (18) 

Los métodos moleculares se han erigido como procedimientos complementarios, alternativos 

o incluso de referencia a los fenotípicos; y, en todas las bacterias la secuencia conocida como 

ARNr 16S la cual es la herramienta genética más utilizada y cuya función no se modifica con 

el tiempo y actúa como un marcador eficiente de evolución. Este gen estable, además de ser 

útil en la detección de bacterias, proporciona información útil y rápida sobre su identificación 

y filogenia mediante la comparación con bases de datos públicas que contienen un amplio 

número de secuencias bacterianas. (19) 

La desventaja sobre la identificación molecular es en relación a la calidad de las secuencias 

depositadas en las bases de datos y en las erróneas asignaciones de especies, esto debido a la 

fuerte dependencia con la precisión de las secuencias depositadas produciendo así una 

identificación incorrecta. (20) 

 

7.5.4.  Métodos basados en pruebas bioquímicas 

Estas pruebas se fundamentan en demostrar si el microorganismo a estudiar es capaz de 

fermentar u oxidar, su respuesta ante la presencia de enzimas específicas, la degradación y 

producción 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 patógenos que causan síndromes diarreicos, por lo que su identificación 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 

descomposición del peróxido de hidrógeno, en agua y oxígeno. Esta enzima conocida como 
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catalasa, se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que 

contienen el citocromo oxidasa, a excepción de los estreptococos. (22) 

El contacto de las colonias purificadas anteriormente durante 18-24 horas, ante agua 

oxigenada nos dará como resultado a una rápida efervescencia con desprendimiento de 

burbujas dándonos un visible positivo y las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el 

peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno 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 

Staphylococos 

Bacilos 

Lysteria moncytogenes 

Corynobacterium 

Streptococos 

Clostridium 

Erysipelothrix 

(22) 

7.5.6.  Prueba de oxidación-fermentación 

 

Los bacilos gramnegativos no entéricos por lo general producen bajas cantidades de ácidos, a 

diferencia de las bacterias entéricas, es así 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 vía oxidativa, el aceptor final de electrones debe ser el oxígeno 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 verá entonces ligeramente amarilla (por la formación de ácido carbónico 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 reacción química: UREA + 2H2O -> CO2 + H20 + 2NH3. El amoniaco reacciona 

en solución en solución para formar carbonato de amonio, generando una alcalinización y 

aumento del pH en el medio. (26) 

La actividad enzimática de ureasa es característica 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 rápidamente pueden producir reacciones positivas 

en 1 a 3 horas y las especies que hidrolizan más lentamente pueden requerir hasta 2 o más 

días. (27) 

Una coloración rosa fucsia tanto en el caldo como en el agar indica alcalinización e hidrólisis 

de urea (prueba positiva), mientras que si no se produce hidrólisis no hay un cambio del color 

original (amarillo pálido), dándonos 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 acción, 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 incorporación ADN libre extracelular procedente de la destrucción de otras 

bacterias se lo conoce como transformación, y la transferencia de ADN cromosómico o 

plasmídico de una bacteria a otra mediante un bacteriófago se le conoce como transducción. 

Transposición: Movimiento de una sección de ADN que puede contener genes para la 

resistencia a diferentes antibióticos y otros genes unidos en equipo para expresión de un 

promotor en particular. (6): 

Conjugación: Intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y receptor), a 

través de una hebra sexual o contacto físico entre ambas. 
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Tabla 6 Clasificación de antibióticos en base a su mecanismo de acción. 

Familia Mecanismo de Acción Tiempo de retiro Más utilizados 

Sulfonamidas Inhibición de producción 

de GrH, mediante la 

inutilización del ácido 

para-amino-benzoico 

(PABA). 

Dependiendo del 

fármaco; concentraciones 

en leche similares a la 

sangre. (2dias aprox.) 

Sulfatiazol 

Sulfametoxazol-

trimetroprim 

Sulfacetamida 

Sulfametazina 

Β-lactámicos 

Penicilinas 

Alteración en la 

reorganización de la pared 

bacteriana mediante el 

bloqueo de dos PFP 

(transpeptidasa y 

carboxipeptidasa) 

 

 

 

Alteración del anillo 7-

aminocefalosporínico, 

estable a Β- lactamasas. 

No usar en vacas de 

ordeño. 

Interfiere en la 

transformación de la 

leche en derivados, 

posible resistencias 

adquiridas y reacciones 

alérgicas en el 

consumidor. 

1raGen 

Penicilina G, 

Nafcilina 

2daGen 

Ampicilina, 

amoxicilina.  

3raGen 

Bacampicilina 

Cefalosporinas Residuos mínimos a 

dosis mínimas; ceftiofur 

el tiempo de retiro llega a 

ser hasta de 0 días.  

1raGen 

Cefazolina,  

Cefalexina. 

2daGen 

Cefamandol. 

Cefuroxima 

3raGen 

Ceftriaxona, 

Ceftiofur.  

4taGen 

Cefepima 

Aminoglucósidos Bacteriólisis por alteración 

de la permeabilidad de la 

membrana bacteriana 

uniéndose a la irreversible 

a receptores proteínicos en 

la unidad ribosómica de 

30S, bloqueando la 

formación de mRNa & 

yRNA. 

Abstención a su uso en 

animales de consumo, 

permanencia en loa 

tejidos por semanas.  

 

Gentamicina 

Estreptomicina 

Kanamicina 

Amikacina 

 

Tetraciclinas Control más exhaustivo 

por ser de uso común en 

veterinaria.  

Clortetraciclina 

Oxitetracilina 

Tetraciclina 

 

Fenicoles Inhibición de la síntesis  de 

proteínas bacterianas 

adhiriéndose al ribosoma 

50S.  

Varios días Florfenicol 

Cloranfenicol 

Tianfenicol 

Fuente: Ocampo, Farmacología Veterinaria. 2006. 
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7.6.1. Determinación de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos 

En el diagnóstico clínico y la rutina de laboratorios es una técnica segura que nos permite 

determinar que antibiótico es el específico para controlar o eliminar la infección en proceso. 

Una de las herramientas es mediante la concentración mínima inhibitoria o CMI, determinado 

para cada antimicrobiano, y la  es la que nos permite determinar la concentración más baja de 

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

Una de las técnicas siendo la de antibiograma por difusión han sido normalizadas para 

microorganismos de crecimiento rápido, como Staphylococos y Enterobacterias; la 

determinación de la resistencia antimicrobiana, es descrita por Kirby y Baeur, en el cual se 

apoya en el uso de papel filtro impregnado con concentraciones específicas del antibiótico a 

estudiar, sobre un medio inoculado. La formación de un halo alrededor y la extensión que 

alcance ayuda a determinar la susceptibilidad o resistencia del organismo, el cual se mide y 

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

 

Fuente: Brock, Biología de los microorganismos. 2009. 

 

 

 

Figura 3 Método de discos en difusión de agar. 
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Tabla 7 Estándares de sensibilidad antimicrobiana mediante medición del diámetro de halo determinado por el 

Clinical and Laboratory Standards Institute. 

   

Diámetro de la zona de inhibición (mm) 

  COD FÁRMACO 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 5 ug < 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 5 ug < 15 16-20 > 21 

11 NOR Norfloxacina 10 ug < 12 13-16 > 17 
Los estándares se definen y actualizan por el Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI), una organización 

internacional sin ánimo de lucro que desarrolla estándares voluntarios por consenso para las pruebas de antibióticos y otras 

tecnologías sanitarias  (http://www.clsi.org). 

 

7.6.2. Mecanismos de resistencia antibiótica en E. coli 

Resistencia Natural. - Este carácter 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 identificación 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 antibióticos. 

(32) 

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

especie bacteriana naturalmente sensible, cuyo patrimonio genético ha sido modificado por 

mutación adquisición de genes, volviéndolas de carácter evolutivo y el uso de antibióticos lo 

vuelve más 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 antibióticos. 

 

 

 

 

 

 

                         (32) 

 

Resistencia cruzada y Asociada. - Varios antibióticos dentro de una misma familia o diferente 

son afectados simultáneamente.   

Modificación gradual de la expresión de genes preexistentes. - Genes que modifican su 

actividad bajo presión a la presencia de un antibiótico, estos genes prexistentes tienen un 

propósito en circunstancias normales.  

Mutación. - Son espontáneas, aleatorias y afectan a un gen cualquiera con frecuencia dentro 

del rango durante la división. 

Plásmidos. -  Molécula de ADN cuya replicación es independiente del cromosoma del ADN, 

teniendo la capacidad de movilizar genes horizontalmente, y tienen la capacidad de coexistir 

con la bacteria generando multirresistencia.  

 

 

 

 

Familia  Mecanismo de Resistencia 

B- Lactámicos Β-lactamasas: enzimas que se caracterizan por 

hidrolizar un enlace amida del núcleo  β-lactámico, 

inactivando de esta manera el antibiótico.  

Quinolonas  Mutaciones puntuales que generan cambio de 

aminoácidos en la enzima blanca del antibiótico.  

Sistemas de expulsión.  

Presencia de genes plasmídico de resistencia 

antibiótica.  

Tetraciclinas Presencia de bombas de eflujo específicas para 

tetraciclinas. 

Sulfometoxazol-

Trimetroprim 

Presencia de genes que codifican formas mutantes de la 

enzima blanco. 



20 

 

 

  

8. VALIDACIÓN DE LA HIPÓTESIS 

 

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. METODOLOGÍAS Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

9.1. Metodología 

 

Para el desarrollo del presente proyecto de investigación, se realizó 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’O.  

               

            Fuente: www.google.com/earth 

9.2.Diseño experimental  

9.2.1. Selección de bovinos  

Se escogió y clasifico a los bovinos en base a su estado productivo, 8 en estado de ordeño o 

producción, 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.  

Figura 4 Ubicación del Proyecto 

http://www.google.com/earth


21 

 

 

  

9.2.2. Recolección 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 oxidación de la pared celular 

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

9.2.3. Tipo de investigación 

9.2.3.1. Observacional 

La investigación realizada fue de tipo observacional, esto debido a que se utiliza instrumentos 

y recursos concretos, que han sido diseñados específicamente para medir la susceptibilidad 

antimicrobiana de Escherichia coli. 

9.2.4. Aislamiento e identificación. 

9.2.4.1. Enriquecimiento 

Para la fase de enriquecimiento, se utilizó Agar caldo de Trypticase soja – caseína (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 dilución en 

tubo de ensayo, y se incubo el caldo a una concentración de 3% por 24 h a una temperatura de 

39°C.  (Anexo 2) 

Tabla 9 Conformación de caldo Trypticase soja-caseína por cada 1L de Agua destilada. 

Caldo Trypticase soja - caseína Cantidad g.  

Digerido pancreático de caseína 17,0 

Digerido papaínico de soya 3,0 

Cloruro de sodio 5,0 

Fosfato dipotásico 2,5 

Dextrosa 2,5 

Agua destilada 1000 ml 

pH 7,3 ± 0,2 

9.2.4.2. Selección 

Los microorganismos fueron sembrados en Medio Agar MacConkey II con sorbitol, que 

como medio selectivo para E. coli,  permitió el crecimiento de enterobacterias presentes en la 

muestras enriquecidas, para lo cual se preparó el Agar en agua destilada a una concentración 

del 5% , y según 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 Conformación Agar MacConkey II por cada 1L de Agua destilada. 

Agar MacConkey II Cantidad g.  

Digerido pancreático de gelatina 17,0 

Digerido pancreático de caseína 1,5 

Digerido péptico de tejido animal 1,5 

Sorbitol  10,0 

Sales biliares 1,5 

Cloruro sódico 5,0 

Rojo neutro 0,03 

Cristal violeta 0,001 

Agar 13,5  

pH 7,1 ± 0,2 

9.2.5. Purificación  

Las colonias positivas a fermentación de lactosa (coloración rosada), características 

observables en agar MacConkey II, se las sembró en Agar Nutriente al 2.3%, que permite el 

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

durante   

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

Agar Nutriente Cantidad g.  

Extracto de res 3,0 

Peptona  3,0 

Agar 15,0 

Agua destilada 1000 ml 

pH 6,8 ± 0,2 

 

9.2.6. Pruebas bioquímicas y morfológicas.  

La identificación microscópica fue realizada mediante tinción Gram, en el cual se pudo 

observar aglomeraciones de bacilos Gramnegativos (bastones rosados), característica 

asimilada a bacterias de la familia Enterobactariaceae (Figura 5). 
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Para la identificación de las colonias purificadas en Agar Nutriente, se realizó mediante el 

método a partir de pruebas bioquímicas mediante el sistema de pocillos de MICROGEN para 

identificación 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 μL de emulsificado previamente de colonias en 

3ml de suero fisiológico. 

Se añadió aceite mineral en los pocillos marcados y se incuba por 24 horas a una temperatura 

de 36°C. Para la interpretación, una vez incubadas y añadidos los reactivos Kovac, TDA, VP I 

y II en su pocillo respectivo, se registró los resultados mediante la comparación con la guía de 

colores (Figura 6). El sistema de MICROGEN viene acompañado de un software (Microgen 

Identification System), el cual genera un informe en base a porcentaje de probabilidad y en el 

parecido con un análisis de la calidad de la diferenciación, esto en base al código generado 

por un panel de registro (Figura 7). 

 

Figura 5 Bacilos Gramnegativos observados en método de identificación morfológica mediante tinción Gram.  

 

   Fuente: MICROGEN Bioproducts Ltd.  

Figura 6 Guía de colores según respuesta a reactivos - MICROGEN GNA-ID 
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                             Fuente: Higuera, J. Laboratorio de Microbiología. 2022 

9.3.Prueba de sensibilidad 

La evaluación de la resistencia bacteriana a las colonias previamente purificadas en agar 

nutriente de peptona y extracto de res, y se la realizó mediante la técnica de Kirby-Bauer 

estandarizada por el Clinical Laboratory Standars Institute. Se usaron once compuestos 

antimicrobianos: amoxicilina (AML 10 μg), cefalexina (CL 30 μg), ciprofloxacina (CIP 5 μg), 

enrofloxacina (ENR 5 μg), florfenicol (FFC 30 μg), fosfomicina (FOS 50 μg), gentamicina 

(CN 10 μg), norfloxacina (NOR 10 μg), penicilina g (P 10 UI), sulfometoxazol mas 

trimetroprim (SXT 25 μg), tetraciclina (TE 30 μg).  

Se ajustó el inóculo bacteriano, homogenizándolo en un tubo con un medio líquido 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 área en 

donde se realizara la prueba antes de su uso (una hora aproximadamente), se los colocó en el 

medio elaborado de Agar Mueller Hinton catalogado como medio óptimo para pruebas de 

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

Todos los aislados se clasificaron como resistentes, intermedios, susceptibles en base a los 

estándares de sensibilidad determinado por el Clinical and Laboratory Standards Institute 

(Tabla 11). Los aislados que llegaron a presentar resistencia a tres o más tipos de agentes 

antimicrobianos se clasificaron como resistentes o fármacos múltiples.  

Figura 7 Panel de reporte reacción 
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10.  ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

De la investigación 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), resultó 

positiva a la fase de aislamiento en respuesta a la reacción de la colonia con el medio, y cabe 

especificar que, se descartaron el otro 60% (18/38), que no presentó indicador de 

fermentación de lactosa, reacción específica de Escherichia coli. 

 

De las colonias investigadas, tras 24 horas de incubación sé observo crecimiento en su 

totalidad de las placas inoculadas, las cuales se las clasifico en base a su morfología y color, 

es así que, el 40% cumplió con las especificaciones tratadas en previas investigaciones sobre 

el comportamiento de Escherichia coli en medios de Agar, en los cuales la coloración rosada 

denotó un 60% de probabilidad a la bacteria estudiada. (32) (33). Es así que, de los grupos 

estudiados, se hizo menos presente en vacas que se encuentran en ordeño 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)  

 

 

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

LACTANTES

SECAS

VIENTRE

ORDEÑO

FIERRO

TOTAL

RESPUESTA DE COLONIAS EN MEDIO 

MACCONKEY II

FERMENTADORES DE LACTOSA POSITIVO

FERMENTADORES DE LACTOSA NEGATIVOS

Tabla 12 Muestras positivas a fermentación de lactosa 
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10.1. Resultado pruebas bioquímicas 

 

Mediante MICROGEN GN-ID IDENTIFICATION, y la generación de códigos asignados en 

base estándares porcentuales de microorganismos bacilos gramnegativos testeados, en 

relación a reacción ante sustratos bioquímicos, 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 bioquímicas de colonias testeadas en base a la reacción y producción 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 L01 L04 L06 F02 F03 F05 V01 V02 V08 S01 S02 S03 S05 S06 OR05 

LYSINA + + + + + + + + + + + + + + + 

ORNITINA + + + + + + + + + + + + + + + 

H2S - - - - - - - - - - - - - - - 

GLUCOSA + + + + + + + + + + + + + + + 

MANNITOL + + + + + + + + + + + + + + + 

XYLOSA - + + + + + + + + + + + + + + 

ONPG + + + + + + + + + + + + + + + 

INDOL + + + + + + + + + + + + + + + 

UREASA + - - - - - - - - - - - - - - 

VP - - - - - - - - - - - - - - - 

CITRATO - - - - - - - - - - - - - - - 

TDA - - - - - - - - - - - - - - - 

  

- 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 fermentación de lactosa, fueron positivas en 

conjunto a lisina, ornitina, glucosa, manitol, xilosa, Β- galactosidasa, indol, mientras que 

resulto negativo en la utilización de ureasa, citrato, TDA y VP, resultados que siguen el 

patrón 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 Diámetros de sensibilidad medidos post infusión de discos. 

DIAMETRO HALO PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

  Lactantes Vaconas Fierro Vaconas Vientre Vacas Secas Ordeño 

 
L01 L04 L06 F02 F03 F05 V01 V02 V08 S01 S02 S03 S05 S06 OR05 

AML 6 6 18 20.3 19 19 16 18.3 19 18.5 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 18.6 19.5 17 21.5 19 19.5 17 16.3 16 17 16 16 18.5 

CN 8 19.3 21 19 16.5 19 16.6 22 24 20.3 21 17.2 18 22 24 

FOS 30 30 31 27 23 16 15 36.2 40 32.3 30 29 23 10 33 

TE 6 6 26 10 8 8.5 8.3 23.4 20 22.3 22 22.3 8 6 21 

SXT 17 17 27.5 28.5 24 28 12 29 23 31 29.5 27 27 20 30 

FFC 25 25 25 25 26 24 7 27 27 21 18 23.3 24.5 30 25.5 

ENR 24 24 33 30 29.3 24 14 28.7 31 32 25 19 23 19 26 

CIP 37 37 37 33.5 36 26 8.7 31 32 33.5 25 22 23 30 35 

NOR 30 30 34.5 30 33.5 28 13 29 31.5 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 valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos mediante técnica de discos en 

difusión 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 ubicación y los resultados obtenidos se comparan con una investigación realizada en cepas 

de E. coli aisladas de agua obtenida en la porción sur del río Machangara en la ciudad de 

Quito en 2020, y en la que se hace presente una multirresistencia del 100% hacia 

cefalosporinas de 3ra generación (cefotexima, ceftriaxona), penicilinas de 2da generación 

(Ampicilina), 60 % hacia aminoglucósidos (Gentamicina), fluorquinolonas (Ciprofloxacina), 

y alta sensibilidad hacia Sulfonamidas (Sulfometoxazol/Trimetroprim). Ortega, D. et al, 

resaltaron que la presencia de cepas resistentes aumentaban conforme el río se acerca a la 

actividad ganadera. (44) 

La presencia de Escherichia coli resistente no llega a tener solo antecedentes de transmisión a 

través de productos de origen directamente del animal; los ríos que alimentan los sistemas de 

riego, llegan a contaminar los sistemas de producción de frutas y vegetales, y eso se refleja en 

la investigación realizada por Mena, S. et al, en la que se halló 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 tuberías del mercado. (45) 

En la diseminación de la resistencia la bacteria La resistencia hacia Quinolonas o familias de 

antibióticos de uso emergente, se registra en sistemas de salud humano, y eso lo registra el 

Comité de Resistencia Antimicrobiana del Ministerio de Salud Pública del 2019, estudios de 

resistencia anual durante los años 2014 -2018 de E. coli con resistencia hacia cefalosporinas y 

Quinolonas de hasta 50% en áreas 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 Básico de Paute, Azuay, se encontró una resistencia de 80% hacia 

sulfometoxazol/trimetroprim, seguido de un 50%  hacia cefalexina y penicilina, esto 

indicando el aumento de resistencia hacia antibióticos de la familia de las Sulfonamidas. 

La resistencia inclinada hacia B- lactámicos se puede comparar en estudio realizado en 

pacientes pediátricos en Uruguay, en el cual los aislados de E. coli presentaron una resistencia 

del 70% hacia Ampicilina y 10% Amoxicilina + Ac. Clavulánico, teniendo en cuenta que el 

último se ha demostrado su acción sinérgica en la disminución de la resistencia hacia b-

lactámico. (4) 
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En relación a los grupos estudiados, la presencia de cepas resistentes a antibióticos, depende 

del tiempo de retiro, debido a que existe una gran pérdida y descarte de productos por la 

mínima presencia de antibióticos, con ello, en los resultados se refleja una alta sensibilidad y 

baja resistencia en vacas en etapa de ordeño, reflejando un escaso uso de tratamiento con 

antibióticos en esta etapa. El anular parcial o completamente el tratamiento con un antibiótico 

con antecedente de resistencia, disminuye la necesidad de la bacteria de generar mecanismos 

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

Resistencia a B-lactámicos 

Las bacterias mediante inactivación enzimática, como b lactamasas, pueden generar 

resistencia no sólo a un antibiótico, sino a un grupo de ellos con estructura común, como es el 

caso de los betalactámicos, cuya estructura básica es el anillo tiazolidina unido a otro anillo b 

lactámico. Un estudio se determinó que la enzima b-lactamasa que posee la E. coli, hidroliza 

los antibióticos Β-lactámicos, y la familia de las cefalosporinas empiezan a tener una 

resistencia intermedia en tendencia al alta, eso reflejándose en el porcentaje de resistencia 

intermedia hacia la cefalexina. (48) 

El uso de amoxicilina en combinación con un inhibidor de Β- lactamasa tiene alta eficacia 

antimicrobiana, incluso con los géneros catalogados como resistentes. La enzima Β-lactamasa 

influye en gran medida en la resistencia de la bacteria Escherichia coli  a los antibióticos 

como las penicilinas y cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generación, siendo 

en los últimos años 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 años, 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 penetración. (20) 

Las resistencias bacterianas adquirida ocurre frente a la exposición de un antimicrobiano y 

puede diseminares mediante dos grandes procesos, la evolución vertical donde las mutaciones 

en el cromosoma bacteriano se transmiten a la descendencia y la evolución horizontal, con un 

traspaso de genes de resistencia mediante procesos de conjugación, transducción y 

transformación  (50) 
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11.  IMPACTOS  

11.1. Impacto Social 

La presencia de residuos de antibióticos en la leche es un problema que aqueja a toda la 

industria debido a que cantidades mínimas ya se inclinan hacia un problema de salud pública,  

ya que está determinado que pequeñas cantidades de antibióticos como 0.003 UI de 

penicilina/ml, pueden afectar a una persona que sea alérgica a dicho antibiótico, y añadiendo 

el hecho de que la resistencia diseminada a través 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 diseminación de antibióticos por medios residuales altera la convivencia natural de 

microorganismos propios del ambiente, ya que su acción no solo es determinante para 

bacterias patológicas, y como fuente de diseminación juega un papel importante en la 

generación de resistencia en el humano volviéndolo un desafío de salud pública.  

Aunque las plantas de tratamiento de aguas residuales suelen remover las bacterias y los 

genes resistentes de orina y heces, los volúmenes que se liberan al ambiente son de verdadera 

amenaza en puntos de volcado.  

 

11.3. Impacto Económico 

 

El uso de antibióticos de forma empírica y con índices de resistencia, provoca que su tiempo 

de uso sea más 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 realización de aislamiento y pruebas bioquímicas se determinó la presencia de 

Escherichia coli en la granja LYM FARM, independiente del grupo que se encuentre 

con un 97% de probabilidad, teniendo relación hacia la edad del bovino, ya que se 

conoce que se presenta más en animales jóvenes. 

 

- Existe un 100% de resistencia a Penicilina y una inclinación de resistencia hacia B-

lactámicos, esto en base a la capacidad natural de Escherichia coli de presentar 

resistencia con la transmisión horizontal de genes determinantes mediante plásmidos, 

esto también llega a influir en el desarrollo de resistencia hacia otras familias, mientras 

que los demás antibióticos testeados, presenta sensibilidad independientemente del 

grupo estudiado.   Existen antecedentes que demuestran que las bacterias son capaces 

de generar mecanismos de defensa frente a una exposición permanente a un 

determinado antimicrobiano, cuando se dejan de exponer las bacterias a este fármaco, 

por presión selectiva dejan de crecer las resistentes, exacerbándose las bacterias 

sensibles a otros antimicrobianos. 

 

13.  RECOMENDACIONES 
 

- La realización de antibiogramas ayuda a determinar la probabilidad de un 

microorganismo en desarrollar algún tipo de resistencia y su importancia de estudio en 

los perfiles de resistencia antibiótica es una herramienta útil para vigilar el 

comportamiento en áreas determinadas de las bacterias. 

 

- Programa para el uso razonable de antibióticos en bovinos de leche establecido por el 

Plan Nacional de resistencia a antibióticos, esto como objetivo principal de la alianza 

es promocionar el uso prudente de antibióticos y el desarrollo e implantación de 

nuevas medidas preventivas, definir e implantar pautas de manejo y tratamiento con 

base científica de cara a realizar un oso más racionar evitando la proliferación de la 

resistencia. y por ultimo reducir el consumo total de antibióticos críticos (Quinolinas y 

cefalosporinas 3y4ta generación) 
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15.  ANEXOS 

 

Anexo 1 Recolección y transporte de muestras mediante hisopos en medio de transporte 

Stuart 

.  

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

Anexo 3 Respuesta de las muestras incubadas en agar MacConkey después de 24 h de 

incubación, la coloración rosada es indicadora de fermentación de lactosa, acción enzimática 

característica de Escherichia coli. 

 

 

 

 

 

 

Figura1. Toma muestras 

Figura2. Medio de transporte Stuart 

Figura3. Enriquecimiento de muestras 

por dilución en tubo. 

 

Figura4. Preparación e inoculación de muestras enriquecidas en 

agar MacConkey 

Figura 5. Crecimiento tras 

24 h 

Figura6, 7y8. Respuesta de E. coli al medio en base a Fermentación de 

lactosa, rosado positivo.  
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Anexo 4 Procesamiento de muestras en laboratorio: Fase de purificación de colonias positivas 

a fermentación de lactosa y pruebas bioquímicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 6 Medios incubados con discos de sensibilidad después de 18 horas de incubación a 

37°C, el tamaño del halo determina la  susceptibilidad de las bacterias ante el antibiótico 

testeado, la ausencia de halo refleja la capacidad de la bacteria en inhibir la actividad 

antimicrobiana 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Inoculación 

en medio para discos  

Figura12. Discos de sensibilidad  

Figura9. Inoculación en pocillos de 

prueba bioquímica.  

Figura10. Poca diferenciación por 

97% resultado a E.coli 
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Anexo 7 Software MICROGEN ID 
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Anexo 10 Medios de Verificación 

CLINICA VETERINARIA UNIVERSIDAD TÉCNICA DE COTOPAXI 

LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 

SELECCIÓN MUESTRAS EN RESPUESTA AL MEDIO MACCONKEY II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
RESPONSABLE DE LABORATORIO 

MVZ. Vanessa Del Rosario Herrera Yunga, Mtr. 

CI. 1103758999 

 

 

 

 

 

 

 

  N° 

 

N
O

M
B

R
E

 

C
O

D
 

C
R

EC
IM

IE
N

TO
 

M
A

C
C

O
N

K
EY

 

II
 

FE
R

M
EN

TA
C

I

Ó
N

 

LA
C

TO
SA

 

N° 

N
O

M
B

R
E

 

C
O

D
 

C
R

EC
IM

IE
N

TO
 

M
A

C
C

O
N

N
K

E

Y 
FE

R
M

EN
TA

C
I

Ó
N

 

LA
C

TO
SA

 

LA
C

TA
N

TE
S 

 1 S/N L01 SI POSITIVO 20 S/N L04 SI POSITIVO 

2 S/N L02 SI NEGATIVO 21 S/N L05 SI NEGATIVO 

3 S/N L03 SI NEGATIVO 22 S/N L06 SI POSITIVO 

V
A

C
O

N
A

S 

FI
ER

R
O

 

4 RITA F01 SI NEGATIVO 23 VALENTIN F05 SI POSITIVO 

5 FRIDA F02 SI POSITIVO 24 ELEONOR F06 SI NEGATIVO 

6 SAMI F03 SI POSITIVO 25 VALE F07 SI NEGATIVO 

7 ALICE F04 SI NEGATIVO 26 EYLUL F08 SI NEGATIVO 

V
A

C
O

N
A

S 

V
IE

N
TR

E 

8 PAU V01 SI POSITIVO 27 CUENCANA V05 SI NEGATIVO 

9 NOELIA V02 SI POSITIVO 28 GAVIOTA V06 SI NEGATIVO 

10 LILI V03 SI NEGATIVO 29 LINDA V07 SI NEGATIVO 

11 GRACE V04 SI NEGATIVO 30 ORNELA V08 SI POSITIVO 

V
A

C
A

S 

SE
C

A
S 

12 TANIA S01 SI POSITIVO 31 MARIE S05 SI POSITIVO 

13 FILOMENA S02 SI POSITIVO 32 JOHANA S06 SI POSITIVO 

14 SANGAY S03 SI POSITIVO 33 GERTRUDIS S07 SI NEGATIVO 

15 VENUS S04 SI NEGATIVO 34 GRINGA S08 SI NEGATIVO 

V
A

C
A

S 
EN

 

P
R

O
D

U
C

C
I

Ó
N

 

16 PILA OR01 SI NEGATIVO 35 JONTANA OR05 SI POSITIVO 

17 MORELIA OR02 SI NEGATIVO 36 SUCA OR06 SI NEGATIVO 

18 INES  OR03 SI NEGATIVO 37 PALMA OR07 SI NEGATIVO 

19 GRECIA OR04 SI NEGATIVO 38 CAPERUSA OR08 SI NEGATIVO 
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CLINICA VETERINARIA UNIVERSIDAD TÉCNICA DE COTOPAXI 

LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 

IDENTIFICACIÓN PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

Espécimen: Bovino 

Tipo de muestra: Hisopados rectales 

Propiedad: Hacienda LYG FARM  

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

 

RESULTADOS MICROGEN GN-ID  

N° ID LY
S 

O
R

N
 

H
2

S 

G
LU

 

M
A

N
 

X
Y

L 

O
N

P
 

IN
D

 

U
R

E 

V
P

 

C
IT

 

TD
A

 

CODIGO 
ASIGNADO 

1 L01 + + - + + - + + + - - - 6670 

2 L04 + + - + + + + + - - - - 6760 

3 L06 + + - + +  + + - - - - 6760 

4 F02 + + - + + + + + - - - - 6760 

5 F03 + + - + + + + + - - - - 6760 

6 F05 + + - + + + + + - - - - 6760 

7 V01 + + - + + + + + - - - - 6760 

8 V02 + + - + + + + + - - - - 6760 

9 V08 + + - + + + + + - - - - 6760 

10 S01 + + - + + + + + - - - - 6760 

11 S02 + + - + + + + + - - - - 6760 

12 S03 + + - + + + + + - - - - 6760 

13 S05 + + - + + + + + - - - - 6760 

14 S06 + + - + + + + + - - - - 6760 

15 OR05 + + - + + + + + - - - - 6760 

 

RESULTADOS SEGÚN 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%   

 

RESPONSABLE DE LABORATORIO 

MVZ. Vanessa Del Rosario Herrera Yunga, Mtr. 

CI. 1103758999 
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Anexo 11 Aval de Traducción. 


