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RESUMEN

El mal uso de antibiéticos ha generado un catastréfico problema mundial, como es la
resistencia a los antimicrobianos (RAM), causando graves problemas al sistema de salud,
ya que los medicamentos usados para enfermedades de alta prioridad estan siendo
inefectivos, y en parte se atribuye a la produccion pecuaria.

Se cultivaron 7 placas con Agar TBX 'y 7 con TBX+Ceftriaxona (CRO), donde se obtuvo
crecimiento bacteriano, llevandolas a cuantificacién y evidenciando crecimiento
incontable en el p1 (Fase mesofilica), con 1000000 UFC E. coli/g en TBX, y TBX+CRO
obtuvo 200 UFC E.coli/g, p2 ( Fase Termofilica) se manifestd un bajo crecimiento con
170 UFC E.coli/g en TBX, y TBX+CRO obtuvo 0, y en p3 ( Fase de maduracién o
enfriamiento) obtuvo 335063,3 UFC E.coli/g en TBX y con TBX+CRO 73,3 UFC
E.coli/g.

En la evaluacion de sensibilidad y resistencia se realizé un antibiograma determinando
un 71.4% de sensibilidad y 28.6% de resistencia a Escherichia coli BLEE evaluados con
los parametros de la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

La genotipificacion mostré existencia de genes CTX-M 1, CTX-M 2 Y CTX-M-8 por lo
tanto los resultados de este estudio muestran que, si se obtuvo la presencia de E. coli
BLEE en el proceso de compostaje.

Concluyendo que la RAM esta presente, aunque en poca cantidad, pero va en aumento,
ya que se obtuvo bacterias resistentes en todos los puntos, el antibiograma mostré
resistencia a 6 antimicrobianos de 21 testeados, junto con sensibilidad dependiente e
intermedia, mientras que la genotipificacion mostro presencia de genes CTX-M.

PALABRAS CLAVES: Compostaje, Multirresistencia, PCR, Cuantificacion,
Resistencia a antimicrobianos, Antibiograma.
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Analysis of the presence of Escherichia coli BLEE in the composting process of
composted bovine cattle manure at a dairy farm in Quito - Ecuador

AUTHORS: Mesa Montalvo Edwin Fernando
Valencia Valarezo Jason Alexander

ABSTRACT

The misuse of antibiotics has generated a catastrophic global problem, such as
antimicrobial resistance (AMR), causing serious problems to the health system, as the
drugs used for high priority diseases are providing ineffective, and this is partly attributed
to livestock production.

7 plates were cultivated with Agar TBX and 7 with TBX+Ceftriaxone (CRO), where
bacterial growth was obtained, leading them to quantification and evidencing countless
growth in p1 (mesophilic phase), with 1000000 CFU E. coli/g in TBX, and TBX+CRO
obtained 200 CFU E. coli, p2 (Thermophilic Phase) showed low growth with 170 CFU
E.coli/g in TBX, and TBX+CRO obtained 0, and in p3 (Maturation or cooling phase)
obtained 3350633.3 CFU E.coli/g in TBX and with TBX+CRO 73.3 CFU E.coli/g.

In the sensitivity and resistance evaluation, an antibiogram was carried out determining
71.4% sensitivity and 28.6% resistance to Escherichia coli BLEE evaluated with CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) parameters.

Genotyping showed the existence of CTX-M 1, CTX-M 2, and CTX-M-8 genes;
therefore, the results of this study show that the presence of E. coli BLEE was obtained
in the composting process.

The conclusion is that AMR is present, although, in small quantities, it is increasing since
resistant bacteria were obtained at all points. The antibiogram showed resistance to 6
antimicrobials out of 21 tested, along with dependent and intermediate sensitivity, while
genotyping showed the presence of CTX-M genes.

KEYWORDS: Composting, Multi-resistance, PCR, Quantification, Antimicrobial
resistance, Antibiogram.
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2. JUSTIFICACION

La entidad encargada de la salud mundial (OMS) reconoci6 a la resistencia
antimicrobiana (RAM) como uno de los tres problemas mas importantes que enfrenta la
salud en este siglo al constituirse como amenaza para la salud del mundo. La produccién
animal es el mayor responsable de la diseminacion de la resistencia antimicrobiana en el
ambiente (1). Dicha resistencia es causada en su mayoria por el uso de promotores de
crecimiento (2), los cuales son dosis subterapéuticas de los antimicrobianos (2), cuyo
efecto es la seleccion de bacterias resistentes en el medio.

Es asi como Merino L. (3) sugiere que la sensibilidad de las especies del género a los
antibiodticos ha evolucionado en los Gltimos afios debido a la fuerte presién selectiva
impuesta por el uso irracional de estos medicamentos. Este fenémeno se ha reflejado en
el aumento del nimero de enfermedades causadas por cepas resistentes.

Asi mismo, la RAM ocasiona pérdidas al fragil sistema de salud publica de nuestro pais
realmente considerables ademas de las vidas humanas que cobra. De seguir con esta
tendencia para el afio 2050 sera el principal efecto que cause decesos en todo el mundo
(4), y la repercusion econémica alcanzara cifras superiores al producto interno bruto del
pais. Provocando una reduccion del 2% al 3,5%, costandole al mundo hasta 100 billones
de dolares (4).

Sin embargo, existe una idea generalizada de que la utilizacién de productos organicos es
una alternativa ideal para conservar el ambiente. No obstante, es necesario analizar a
través de las tecnologias desarrolladas hasta el momento como la genémica, la verdadera

implicacién de la utilizacion de compost en la dindmica en la resistencia antimicrobiana.

Por lo tanto, es necesario encaminar todas las estrategias posibles a nivel interinstitucional
para combatir este problema.

Por ejemplo, los jefes de estado en la Asamblea de las naciones unidas en el 2016 (5)
abordaron las causas profundas de la RAM en diferentes sectores de produccion y de
salud, implementando planes de accién en contra de la RAM como semanas de
concientizacion, grupos de vigilancia, investigacion y coordinacion sobre la RAM.



Desde un enfoque de una “sola salud” el evitar contaminar los cuerpos de agua en las
explotaciones pecuarias, por un lado, garantizar la seguridad alimentaria y evitar el mayor

nimero de muertes ocasionadas por la RAM.

Posiblemente, al disminuir las contaminaciones de agua en las distintas explotaciones
pecuarias, logramos una reduccién significativa en la proliferacion de patdgenos
resistentes a los antimicrobianos, de tal motivo que las bacterias que causan un elevado
nimero de muertes al afio van a parar, debido al tratamiento de compost que se va a

emplear para el tratamiento de los desechos organicos.

Por tal motivo, los alimentos que son regados por los cuerpos de agua vecinos de granjas
que crian animales, en especial bovinos, obtendran un nivel méas inocuo en sus
producciones, por efecto del tratamiento que se les da a los desechos, asi se asegurara una
eficacia de tratamientos en el sector de salud ante cualquier infeccién bacteriana comun,

que ha sido causa de muerte en los Gltimos afios por el efecto negativo de la RAM.

Por otra parte, es de vital importancia generar conciencia y concientizar a nuestro pais y
al mundo, en especial a las personas encaminadas y dedicadas a la produccién alimenticia
y pecuaria, que la RAM constituye una gran problematica que necesita ser tratada con
una accion inmediata, ya que debemos cambiar de forma urgente, la manera de prescribir
y dosificar antimicrobianos. Por esta razon, la creacion y el descubrimiento de nuevos
antibidticos no sera la solucién para contener la RAM, si la conducta mental de la
sociedad no cambia (6) y se establecen protocolos estrictos en el area de salud, enfocado
a la produccion de alimentos, produccion pecuaria, dosificacion-prescripcion de

antibidticos.

La correcta realizacion del diagnostico presuntivo y definitivo, es otro de los
comportamientos actuales que se deben cambiar y reestructurar. Ya que, la equivocacion
en el diagndstico, puede conllevar a la dosificacion de un antimicrobiano incorrecto. Y,
por tanto, llevar a las células a un proceso de seleccion adaptiva donde las que contengan
en su material genémico genes con resistencia terminan colonizando a toda la molécula,
debido a que el efecto bactericida y/o bacteriostatico no afecta a la poblacion con
resistencia sino a la sensible, conllevando a que la molécula sea colonizada por la

poblacion resistente y esta a su vez replicAndose una y otra vez.



Sin embargo, considerando todo el tiempo que estos microorganismos han estado
latentes, es muy probable que hayan entrado en contacto con antimicrobianos naturales
mucho antes que el hombre los descubriera, favoreciendo de esta manera la aparicion de
la RAM a través de un proceso adaptativo natural que adquirié a través de su evolucion,
limitando el uso de antimicrobianos por el hombre como una forma de poner en evidencia,

acelerar 0 promover microorganismos.

Visto de esta manera, el uso de antimicrobianos debe seguir un protocolo estricto, en el
cual su finalidad sea mantener y proteger la efectividad de estos farmacos, mediante una
correcta prescripcion y dosificacion de los mismos. Para ello es necesario, entender que
los antimicrobianos mientras mas se utilicen durante un tiempo determinado y/o
prolongado estos pierden su efectividad. Asimismo, otra de las estrategias para prevenir
y disminuir la RAM, es precisamente el proceso de compostaje, el cual, a través del
aumento de la temperatura durante varias fases, permite la eliminacion de patgenos.
Debido a esto, establecer un protocolo para compostar estiércol en explotaciones
ganaderas en similares condiciones, favoreceria en gran medida a los emprendedores
encaminados a la ganaderia bovina, ya que se establecerd una férmula para realizar un
correcto proceso de compostaje con la finalidad de eliminar cualquier rastro de

microorganismos patégenos.

Por lo cual esta investigacion analizara la resistencia antimicrobiana que se dan en el
proceso de compostaje de residuos organicos de una hacienda lechera.
3. PROBLEMATICA

La RAM perjudica en gran magnitud a la salud Pdblica de todo el mundo, se estima que
a nivel mundial mueren alrededor de 700.000 personas al afio (7), debido a la excesiva e
inadecuada forma de utilizacién de fArmacos por parte de médicos, granjeros, veterinarios
y la poblacién en general. El consumo indiscriminado de antibi6ticos a nivel mundial es
preocupante ya que se dispar6 casi un 70% entre 2000 y 2010 (8), ocasionando que las
opciones terapéuticas para las infecciones ocasionadas por bacterias resistentes sean cada
vez mas escasas ya que los patégenos multirresistentes ya no sufren ninguna alteracion
con el tratamiento farmacol6gico empleado, debido a que los patégenos que afectan al
organismo de los seres vivos han generado una fuerte resistencia ante los distintos
farmacos desarrollados para inhibir su multiplicacién, ocasionando asi que los farmacos

sean indtiles ante una infeccion patdgena.



La dispersion de la RAM ocurre por la transmision de genes que confieren resistencia
entre las especies patdgenas, a través de los alimentos, el agua, animales y personas.
Dicha resistencia, se genera de forma natural o adquirida. Esta Gltima es favorecida por
la exposicion a los antimicrobianos, a través de procesos bioquimico, como es la mutacién
de cromosomas, los cuales se van a intercambiar por conjugacioén lo que refiere a
intercambio genético via plasmidos, transposones e integrones, también por transduccién
que es el intercambio de ADN entre bacterias y transformacién que va hacer la
incorporacion del material genético modificado de la bacteria, dando como resultado una
resistencia a distintos antibidticos sin necesidad de una exposicion a estos. Los plasmidos
llevan variados genes de RAM, hacia las bacterias, aunque también estos genes son
adquiridos por transposones, los cuales son secuencias de ADN mévil que se pueden
integrar. Por ejemplo, el crecimiento acelerado a nivel mundial del clon ST258
de Klebsiella pneumoniae carbapenemasa KPC detectado, inicialmente, en Estados
Unidos en 1996; el clon ST131 de Escherichia coli relacionado con resistencia a
cefalosporinas y fluoroquinolonas y el clon USA 300 de la bacteria Staphylococcus

aureus con una resistencia al betalactdmico meticilina. (9)(10).

En Latinoamérica en el afio 2003 (11), Brasil reportd el primer caso de resistencia
microbiana y seguidamente en el 2005 (11), Argentina y Colombia dieron a conocer mas
casos de resistencia, determinando que este problema ya era mundial. Por otro lado, en el
Ecuador el primer reporte de RAM fue en el 2010 (11) identificada como Klebsiella

pneumoniae productora de carbapenemasas.

La OMS efectu6 en el 2014 (8), una encuesta digital global de prevalencia de organismos
multirresistentes, la cual se efectud a 420 laboratorios en 67 paises revelando amplias
variaciones regionales para las cepas de Escherichia coli, Klebsiella spp, y
Staphylococcus aureus  cuyos datos se muestran en tabla N°1, junto a otras

investigaciones hechas a nivel Latinoamericano.



Tabla N°1: Investigaciones de la RAM en el Mundo y Latinoamérica

Afio | Pais Microorganismo | Antimicrobiano | % Resistencia Autor
Escherichia coli 11,8-58,5%
(BLEE) Betalactamicos
Nivel Global Klepsiella spp 35,1-57,3% (8) Harbarth
(BLEE) Setal.
Staphylococcus Meticilina 27,7-44.4 %
2014 aureus (MRSA)
Latino América | Staphylococcus Meticilina +25%
aureus (12) Primo
Sudamérica Klebsiella Carbapenémicos 21% MGB et al.
pneumonia
2007 Ampicilina 98,4%* y 49,2%
2019 Escherichia coli | Sulfisoxazol 34,1%* y 49,2%, | (6*,7)
Ecuador 24,1% Srinivasan V
Tetraciclinas 24,8%* y50,8%, | etal*,y
39,7% Salinas L et
al.

Entre los animales con més susceptibilidad a microorganismos resistentes son los

destinados a la produccién como es principalmente el ganado bovino, porcino y avicola,

debido a que son los animales con mas produccidn para el consumo humano, por ello que

los ganaderos, y veterinarios utilizan los antibiéticos como promotores de crecimiento,

beneficiando asi a la RAM, cuyas investigaciones se muestran en la tabla N°2.

Tabla N°2: Investigaciones de la RAM en animales de produccién en Sud América.

Pais Especie Microorganismo | Antimicrobiano | % Autor
Resistencia
Argentina | Porcinos
Escherichia coli Penicilinas
- . Tetraciclinas .
; Escherichia coli - 50%* y (8*,9) Pantozzi FL
Colombia | Aves (BLEE) Esfr‘;g;"r’r:?;ias 63% |et a* y Edna
Carvajal B et al.
Stafilococos Eritromicina 52%
Colombia | Bovinos coagulasa 58% (17) Del Pilar
negativos Penicilina G Séanchez Bonilla M
S. Aureus 74% etal.
Streptococcus spp Eritromicina 88%
Aves Tetraciclinas 78%
produccién sulfisoxazol 69%
Trimetoprim 63%
Ecuador E. coli sulfametoxazol (18) Braykov NP et
al.
Aves Tetraciclinas 34%
domesticas sulfisoxazol 20%
Trimetoprim 17%
sulfametoxazol




La RAM también es ocasionada por profesionales del &rea de la salud que usan los
antimicrobianos de forma indiscriminada sin antes realizar exdmenes clinicos, cultivos
bacterianos y otros anlisis complementarios, que dan a conocer de forma mas exacta a
qué patdgeno se esta enfrentando y asi poder elegir un antimicrobiano apropiado, en el
caso de que sea necesario. Ademas, los antimicrobianos, en el ecuador, estan a la venta
publica sin restricciones, las personas pueden adquirirlos sin problemas para su

automedicacién o para medicar a sus familiares, conocidos o sus animales.

La globalizacion es un obstaculo para el control de RAM, debido a que existe
importaciones y exportaciones de alimentos, el turismo de personas a distintos lugares y
el uso excesivo de antimicrobianos en la salud humana y veterinaria, por lo tanto, el
mundo durante los Gltimos afios se esta enfrentado a una aparicion acelerada de RAM
permitiendo al mismo tiempo que estas bacterias multirresistentes emerjan y existan,
colonizando de forma facil el planeta entero. Sin embargo, debido a las diferentes
necesidades y diversos privilegios de los estratos sociales no solamente de nuestro pais
sino a nivel mundial, encontramos una gran desigualdad ya que la informacion no es
recibida de una manera correcta o simplemente los estratos sociales menos favorecidos
no llegan a conocer nada sobre esta problematica de resistencia antimicrobiana, y como
esta puede llegar a afectar la calidad de vida de una comunidad, como muchas de las
resistencias a los antimicrobianos estan asociadas al uso indiscriminado, y varias
investigaciones asocian la emergencia de la resistencia a los diferentes tipos de uso en la

medicina veterinaria.

EL estiércol animal, de igual forma estd comprometido al efecto de la RAM debido a los
principalmente los antimicrobianos veterinarios mal usados, en EE.UU. se alcanz6 un
record de 10 afios en farmacos veterinarios vendidos que oscilan entre 10.9 y 15.6
millones kg /afio (19), ocasionando que los desechos animales contengan en su estructura
parte de los antimicrobianos y al ser expulsado en suelo lo contaminen y generen

resistencia en las bacterias que se encuentren o tengan contacto.

Por lo tanto, la alternativa de usar el compostaje para tratar los desechos de animales
podria ser es una opcién en la reduccion de este problema, si se controlan varios factores

como la frecuencia de volteo, la temperatura, entre otros (20).



4. OBJETIVOS:
4.1.General

Analizar la presencia de Escherichia coli BLEE en el proceso de compostaje del estiércol

de ganado bovino compostado en una hacienda lechera en Quito — Ecuador.

4.2 Especificos

e Cuantificar las E. coli BLEE en el proceso de compostaje del estiércol bovino.

e Genotipificar los genes blacrx-m. de las E. coli BLEE en el proceso de compostaje
del estiércol bovino.

o Establecer los patrones de multirresistencia de las E. coli BLEE aisladas de los

residuos ganaderos en el proceso de biodigestion.

5. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

5.1.Directos:

e Investigadores principales del proyecto, requisito previo a la obtencién del titulo

de médico veterinario

5.2. Indirectos:

e Pobladores que conviven en la provincia de Cotopaxi relacionados con la
ganaderia bovina.
e Diferentes poblaciones bovinas donde existe la prevalencia de E. coli como

bacteria multirresistente que conviven en la provincia de Cotopaxi relacionados



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTADOS

Objetivo 1 Actividad Resultadode | Descripcion de la
la actividad actividad
(técnicas e
instrumentos)
Analizar y cuantificar | Muestreo y Cantidad de E. | Técnica de
las E. coli BLEE en el | analisis de coli resistente y | filtracion con

proceso de compostaje
del estiércol bovino.

compostaje en el
inicio, a la mitad

no resistente en
el compostaje.

nanopore de
0,45um en método

y al final del m-coliblue mas
proceso de CRO el laboratorio
compostaje.
Objetivo 2 Actividad Resultadode | Descripcion de la
la actividad actividad
(técnicas e
instrumentos)
Genotipificar los Analisis Descripcionde | PCR
genes blacrx-m. de las | molecular de las variantes convencional

E. coli BLEE enel
proceso de compostaje
del estiércol bovino

bacterias E. coli
resistente a bla
CTX-M

génicas

Objetivo 3 Actividad Resultadode | Descripcion de la
la actividad actividad
(técnicas e
instrumentos)
Antibiogramas
Establecer los Suspension de Protocolo
patrones de colonias puras, | establecido.

multirresistencia de
las E. coli BLEE
aisladas de los
residuos ganaderos en
el proceso de
biodigestion

sembrado en agar
Mueller Hinton,
e inhibicién con
antibidtico para
la susceptibilidad
de la bacteria.
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7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Resistencia Antimicrobiana Historia

Consta una certeza que desde mucho antes los antibi6ticos ya estuvieron descubiertos
inadvertidamente antes de su publicacidn ante las personas, puesto que, se ha encontrado
presencia de tetraciclinas en objetos derivados de la antigua civilizacion egipcia, ademas,
de la costumbre de utilizar tierra para tratar enfermedades por parte de civilizaciones y
tribus pasadas tenga relacion con la certeza que el suelo es uno de los principales fuentes

de microorganismo generadores de antibidticos (21).

Antes del descubrimiento en si de la penicilina como antibiético, E. de Freudenreich
descubri6 un antibiético al estudiar la piocianasa, que es liberado por el bacilo piocianico
como sustancia azul, el cual en nuestra actualidad se lo conoce como Pseudomonas
aeruginosa, esta sustancia en los cultivos mostraba una accion de inhibicidn ante otras
bacterias. Oscar Loew junto a Rudolf Emmerich en el afio 1889 (21), fueron los primeros
en realizar experimentos con este pigmento evidenciado que no solo frenaban la
diseminacidn bacteriana, pues estas también destruian bacterias patégenas, pero debido a
la inestabilidad y accién tdxica de la piocianasa no se permitié utilizarla en los seres
humanos, ocasionando el fin de este antibiético. Y asi en posteriores afios se descubrid

otras sustancias que de igual manera fueron descontinuadas por sus efectos toxicos.

En 1928 (21) Alexander Fleming, descubrié en su laboratorio la lisis de un patdgeno por
crecimiento de un hongo en su placa de agar al cual posteriormente aislé para mantenerlo
en cultivo y generar mas experimentos de lisis bacteriana, Fleming sabia que este
descubrimiento ya se habia hecho afios atras por otras personas, pero él fue el primero en
dar a conocer que el moho (Penicillium), produce una sustancia capaz de lisar una
bacteria, a la cual la Ilamé Penicilina, la cual fue el origen para que muchos empezaran a

investigar nuevos antibioticos.

El descubrimiento estuvo estancado como simple averiguacion de laboratorio por mucho
tiempo, pero en Oxford los cientificos Howard Florey, Ernst Chain y Norman Heatley
volvieron a revelar lo que Fleming descubri6 tiempo atras. el trabajo de Fleming (22), los

cuales investigaron y aislaron a la penicilina para observar su efecto quimioterapéutico
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en ratones, para luego desarrollar a la penicilina como antimicrobiano sistémico, dando

paso asi a la formacidn de nuevos antibiéticos como son las penicilinas semisintéticas.

Al empezar la era antibidtica la penicilina fue utilizada de manera desmedida, ya que era
una farmaco de venta libre y disponible en distintas presentaciones (21). Este uso
indiscriminado por este antibiético ocasion6 que las bacterias mutaran a organismos
resistentes por lo cual las farmacéuticas crean nuevos compuestos con un efecto mas alto
que la penicilina como fue la meticilina, el cual funcionaba contra los organismos
resistentes., pero en el afio de 1961 en Gran Bretafia se reporto la aparicion de la bacteria
Staphylococcus aerus resistente al betalactamico meticilina (21), la cual se diseminé en
poco tiempo por todo el mundo, dando lugar asi a la gran problematica que tenemos en
la actualidad de RAM.

La RAM tiene como definicion la habilidad que tiene una bacteria de sobrevivir a los
antibiodticos y con ellos una mejoria para expandir su nicho ecoldgico y facilitar su

multiplicacion, siendo en nosocomios o el ambiente (23).

Estas bacterias resistentes nacen por un transcurso de seleccion adaptativa bajo la accion
del mismo antimicrobiano (22), ya que en las bacterias existen células que no se inhiben
por el efecto bactericida del antibidtico por lo cual van a formar genes resistentes, por lo
tanto si se somete a una poblacidn bacteriana con genes resistentes a la accion inhibitoria
del antibidtico se producira un efecto mortifero hacia la subpoblacion sensible, mientras
que la subpoblacidn resistente continuara su desarrollo, provocando una sustitucion a la
poblacion bacteriana sensible, creando asi nuevas bacterias con potencial resistente sin

que haya tenido contacto con un antimicrobiano.
7.2. Mecanismos de Resistencia

Las bacterias adquieren resistencia a causa de distintos mecanismos. Segun sea el grupo

del antibidtico y el tipo de bacteria, estos mecanismos se agrupan en cuatro:

e Hidrdlisis o Transformacion Quimica

o Transformacion del Sitio Blanco.

e Transformacion de la permeabilidad.

e Exclusion del Antimicrobiano, principal mente ocasionada por las bombas de
eflujo (23).
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Los genes resistentes son permitidos por células bacterianas méviles como integrones,

trasnposones y plasmidos quienes posibilitan la transmision de las células resistentes a

los antibioticos.

7.2.1.

722

7.2.3.

Plasmidos: Son porciones redondas de ADN extracromosémico el cual
pudiera generar resistencia a un antimicrobiano determinado. Estos al
codificar resistencias se denominan plasmidos R. De igual forma son
autorreplicantes bacteriéfagos y a su vez también puede transferirse entre

células por la conjugacion (37).

Trasposones: Se los conoce como genes saltarines ya que estas cadenas saltan
de un sentido a otro como de cromosoma a plasmido o plasmido a bacteriéfago
(37). Su caracteristica mas importante es la de integrarse facilmente a las
cadenas de ADN distintas a la inicial, diferente de plasmidos, estas no son
autorreplicantes por lo cual deben estar dentro de la estructura autoreplicante
para su replicacion. Su rasgo central y peligroso es la posibilidad de codificar
resistencia a varias drogas, incluidos en un mismo plasmido, permitiendo

adquirir multirresistencia a la bacteria receptora.

Integrones y casetes genéticos: Distintos a los transposones pero con
mecanismos casi similares, estos se van a recombinar en un lugar especifico y
van a codificar resistencia a un solo antibiético. Con los transposones, son los
que mas actdan en la adquisicion de genes resistentes por plasmidos. Estas
estan formadas por 3 regiones, 2 invariables y 1 central variable, la cual lleva
el casete, el mismo que tiene 1 gen y 1 sitio de recombinacién, pues se han
logrado evidenciar casetes superiores a los 40, en su mayoria con resistencia.
37).

7.3.Tipos de Resistencia

La resistencia bacteriana puede ser natural o intrinseca y adquirida.

73.1.

Resistencia natural o intrinseca. - Es la que interviene a una especie de
bacteria en particular, en la cual la resistencia es antes de la utilizacién de un
antibidtico.



13

7.3.2. Resistencia Adquirida. - Se la conoce cuando el antimicrobiano fue expuesto
a la bacteria actuando sobre organismos sensibles y quedando los organismos
resistentes, por ende, va a existir una mutacion de la genética celular, y

mutaciones en el trascurso de replicacion del ADN.

Tolerancia es un fenémeno conocido que se considera como un tipo de
resistencia adquirida aun cuando haya sensibilidad por parte de los

microorganismos a un medicamento. (38).
7.4.Manejo de desechos en las Granjas

Las granjas pecuarias enfrentan como una de sus principales problematicas al manejo de
estiércol, por sus altos niveles de contaminacién continua y su gran proporcién que se
tiene por lo cual estas deben ser eliminadas continuamente. La contaminacion se presenta,
cuando no se cuentan con procedimientos adecuados debido a la falta de conocimiento

técnico y de conciencia medioambiental.

En cuanto a la conciencia medioambiental, la definimos como el grupo de actividades e
ideas encaminadas en la preservacion y cuidado del medio ambiente, mediante leyes
reglamentarias que regulen los varios protocolos de accion para los distintos aspectos que
conllevan una produccién pecuaria, entre las cuales tenemos el manejo de desechos en
producciones de diferentes especies de producciéon o igual se definen como: La
propagacion del entendimiento hacia los peligros que un crecimiento econémico

desequilibrado puede conllevar para el medio ambiente y a su vez, para el hombre (39).

La FAO ha sefialado que la produccién pecuaria en ganado avicola, ovino y porcino, son
una de las causas principales hacia los problemas del medio ambiente como son: el
calentamiento global, biodiversidad perdida, erosion de los suelos, y contaminacion
atmosférica junto con el agua. A demas se estima que el ganado es uno de los

contaminantes, produciendo el 18% del efecto invernadero (39).

De igual forma se debe a la gran demanda y comercializacion de los diversos productos
resultantes de la produccién pecuaria, junto con los sistemas intensivos de produccién
animal, caracterizados por la explotacién maxima del cultivo y la crianza animal. Por tal

razon, pueden crear enormes problemas de polucion, debido a las grandes cantidades de
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sustancias contaminantes que producen, iniciando asi grandes volimenes de estiércol que

se colocan en el suelo implantando nuevos procesos entropicos.

El compostaje es un manejo adecuado para los desechos organicos, el cual consiste en la
desintegracion de desechos orgénicos por accién microorganica (bacterias, hongos y
actinomicetos) en condiciones aerébicas controladas, para la creacién de un producto

final homogéneo, id6neo para utilizarlo como fertilizante, denominandose composta (40).

Por otro lado, el uso errdneo del material organico de es debido a que no se cumple con
sus dimensiones en bioseguridad, recoleccion, traslado y eliminacion por falta de
concientizacion hacia el medio ambiente por parte de los productores. Es decir, los
productores no tienen protocolos de higiene y desinfeccion, ni cuentan con un protocolo
en manejo de desechos y de igual forma con su debido traslado, por lo cual se los deja en
el campo sin control responsable alguno, y dejandose expuestos a enfermedades

infecciosas poniendo en un riesgo a toda la poblacién (39).

Por lo tanto, el impacto que tendra en el ambiente, se va a definir por la manera que se
maneja y se utiliza el estiércol. Los nutrientes junto con la materia organica contenidos
en el estiércol al aplicarse de manera 6ptima van a mejorar los rendimientos de los
sembradios y pasturas unto con la fertilidad de la tierra (41). Mientras que un manejo mal
estructurado genera un efecto dafiino que degrada la calidad de los cuerpos de agua
superficiales y subterraneas, inhabilitando la calidad de la tierra y trayendo dafio al medio
ambiente, la forma de contrarrestar esto es colocando el estiércol por [6menos 30 metros
de distancia del cuerpo de agua mas cercano. Poner el estiércol e incorporarlo
inmediatamente al suelo impide que haya escurrimiento superficial a la vez de disminuir

las pérdidas de nitrégeno (41).

EI manejo de desechos en el Ecuador por parte de las grandes empresas es aceptable ya
que se rigen a un estricto control en manejo de desechos peligrosos, como por ejemplo
esta PRONACA que es una de las principales empresas de alimentos en el Ecuador, la
cual presenta su Declaracion Anual de Generacién y Manejo de Desechos Peligrosos.
También mantiene contratos de servicios con empresas gestoras autorizadas por el MAE,
que se encargan del transporte, manejo y la disposicion final de estos materiales,

conforme se establece en la norma técnica NTE-INEN-2266.
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En 2018 se registrd una produccion de 77.921 toneladas de desechos organicos que son
utilizados como insumo para la elaboracion de abonos por su negocio agricola INDIA
(42)

PRONACA controla el destino de los desechos a través de los registros entregados por el
gestor que realiza el servicio, ya que estos documentos oficiales constituyen la cadena de
custodia, en 2018 la cantidad de desechos peligrosos generados se incrementd con
relacion al afio 2017 (42), esto debido a que las actividades de mantenimiento de esto no

se realizan cada afio sino que se las realiza con una periodicidad superior.

En el 2018 se observa un incremento en la cantidad de lodos y grasas residuales respecto
al afio 2017, debido a la incorporacion de nuevos mecanismos para el manejo de las aguas

de residuo, que son la fuente generadora de este tipo de desechos (42).

De igual forma ECO AMBIENTAL ANDINA CIA. LTDA, otra empresa ecuatoriana,
tiene como parte de su infraestructura, una «Planta Ecolégica para la Gestion de
Residuos» ubicada en la provincia de Orellana, con Licencia Ambiental otorgada por el
MAE mediante Resolucion Ministerial N° 009 con fecha 17 de enero de 2013 y un area
total de 12 hectareas. El transporte de residuos peligrosos cuenta con Licencia Ambiental
emitida por el MAE mediante Resolucién Ministerial N°012 (43).

La Industria lactea en el Ecuador al igual que la de alimentos tiene factores de riesgo que
afectan a la poblacion, como es: el tratamiento de aguas residuales y el manejo de residuos
solidos. Los residuos solidos que se generan en lo productivo son en mayor parte
reutilizados en diversas industrias y los lodos producidos en plantas de tratamiento se las

pone en vertedero o utilizados en abono.

Este acontecimiento origina una gran duda medioambiental: en un lado el beneficio
econémico y por otro un evidente deterioro medioambiental mediante la contaminacién
de los recursos naturales y degradacion en la calidad de vida de numerosas comunidades
(44).

7.5. Contaminacion en el suelo, agua, aire.

75.1. Suelo
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Este tiene la desventaja de ser dafiado por el estiércol si contiene altos niveles de
nutrientes (fosforo, nitrdgeno), microorganismos patégenos (E. coli), antimicrobianos y
algunos compuestos que se relacionen con el sistema endocrino (hormonas esteroidales,

fitoestrégenos, plaguicidas y herbicidas).
75.2. Agua

Al igual que el suelo tiene desventajas por contaminacion de excretas, escurrimiento,
infiltraciones, flujo de agua en las granjas con escorrentias y flujos superficiales de las
zonas del pastoreo y en los suelos de siembra. El estiércol tiene grandes cantidades de
nitrgeno y se relaciona con la contaminacion de las aguas subterraneas por la extraccion
de nitrato por medio del suelo, mientras que el fosforo se relaciona con la contaminacion

en aguas superficiales.
75.3. Aire

El aire es contaminado por efecto de descargas de estiércol en polvo, aromas y gases,
resultado de la digestion anaerobia y descomposicion aerobica, el polvo se presenta en
zonas &ridas donde los animales estan en confinamiento, puesto que a la remocion de la
vegetacion se va acumular grandes cantidades de estiércol y en el movimiento se

producira una gran capa de polvo.

Los contaminantes liberados por el estiércol en la atmosfera son el amoniaco y otros gases
de efecto invernadero en donde se incluye el metano y 6xido nitroso. Las emisiones
globales de metano entérico, metano de estiércol y de 6xido nitroso son 113, 40 y 10
TgCO2Eq (45).

El estiércol aporta con 50 % del total de emisiones de amoniaco hacia la atmésfera, porque

su tasa de volatilizacion es mayor a 23 % (45).

Para el control de los residuos el manejo es la manera mas adecuada para separar las
sustancias peligrosas. Estos son peligrosos y no peligrosos, subproductos residuales, que
quedan o sobran donde permanecieron los desechos organicos que son objetos, sustancias
o elementos, fruto de las distintas acciones diarias de origen organico que puede ser

reutilizada en variadas formas (40).
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Al hablar del metano, es un gas de efecto invernadero tiene un efecto superior al CO2, a
una elevacion de 23, con un 16% de estiércol hacia las emisiones globales, por otra parte
el Oxido nitroso esta a una elevacion de 296, superior al CO2, con una aproximacion del

25% de emisiones antropogénicas de N20 (45).

EI mal control de las autoridades y el desecho de residuos perturban de forma directa al
suelo, aire, rios y entorno natural, situacién que compromete su modelo de negocio por
lo que varias empresas ejercen presion e influencia sobre ecologistas y sociedad civil con
el afan de que estos acepten un grado pequefio de contaminacién poniendo la idea que las

empresas son socialmente responsables con el medio ambiente (44).

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Ecuador, existen 25 compafiias
encaminadas a la formacién de productos lacteos. Estas compafiias se abastecen
principalmente de proveedores nacionales, los cuales su mayoria se encuentran en la
Regiodn Sierra, en concreto un 73%, esto es debido a las caracteristicas geogréficas ideales

para la produccién ganadera, en costa se tiene un 19% y la Regién amazénica un 8% (44).

La concientizacion ambiental de las empresas lecheras se ha vuelto un tema primordial
para varias industrias del sector ya pueden generar impactos negativos a nivel de suelo,
agua, aire y en el habitat de la flora y fauna de la zona. La produccion de aguas residuales
ocasiona una gran cantidad de materia contaminante derivada de procesos industriales, y

caracterizandose por contener una gran parte de material organico.
7.6. Compost

Esto es un producto oxidativo otorgado por microorganismos para el tratamiento de
material organico inestable hacia un material estable mineralizandose y humificAndose
(46).

Mediante el proceso de compostaje, ocurre una compleja sucesion poblacional de
microorganismos los cuales son capaces de degradar o descomponer los elementos
organicos, detallar estos microorganismos es complicado, ya que estas cambian de forma
continua en varios aspectos como temperatura, reserva de nutrientes, volumen de oxigeno

y de agua, pH, restos de antimicrobianos, etc (46).

El ecosistema del compostaje se limita asi mismo cuando el calor es de forma excesiva,

conforme va a aumentando la temperatura, cada poblacién bacteriana va siendo
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reemplazada, quedando las bacterias mejor adaptadas, cada una de ellas con una duracion
limitada. En el caso de la realizacion de una correcta y continua aireacion, la fase
termofila va a continuar hasta que la produccion de calor sea inferior a la dispersion del

mismo, debido a que el agotamiento de los compuestos es facilmente metabolizado.

La conformacién del compostaje esta dada por una variedad de microorganismos, los
cuales principalmente son las bacterias Actinomycetes y hongos filamentosos. Las
bacterias son las que mayor nimero tienen en el compost ya que estos pueden formar un
80% y 90% de todos los microorganismos que actGan (46), estas son un conjunto de
variabilidad metab6lica, puesto que utilizan enzimas que degradan quimicamente una

gran cantidad de residuos organicos.

La cuantificacion de las bacterias aerobias totales representa, de alguna manera, un indice
de actividad bioldgica (46), las actinomycetes durante la modificacién de la materia
orgéanica del compost tienen la capacidad enzimética de degradar compuestos organicos
complejos como es la celulosa, lignina, etc, la mayoria de las especies que intervienen en
este proceso son tolerantes a la temperatura que tiene el compost, por tal motivo son las
que poseen un mayor nimero en la obtencidn del compostaje. Ademas, las Actinomycetes
tienen capacidad de regular la microbiota rizosférica a través de la produccién de

antibioticos y otros compuestos (46).

Los hongos filamentosos constituyen un grupo amplio en el proceso de compost por el
cual pueden estar implicados en la degradacion aerdbica de la materia organica debido a
su alta capacidad lignocelulolitica. De igual forma estos se encuentran en el suelo como
parte de la microbiota normal los cuales estan implicados en los procesos de degradacion

y solubilizacion de compuestos organicos complejos y compuestos inorgénicos.
7.6.1. Condiciones iniciales

Para que el proceso de formacion de compostaje se pueda iniciar, se debe cumplir con

condiciones iniciales de humedad, estructura y composicion.

7.6.1.1. Humedad: Esta condicion es esencial para el proceso de descomposicion ya
que si hay falta de humedad el proceso se va a ralentizar y la descomposicion
no sera total, en cambio si hay un exceso de humedad ocasionara que el

oxigeno no pueda entrar en los poros y limite el crecimiento de los
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microorganismos. Se considera un intervalo 6ptimo para iniciar el proceso
entre el 30 y 65%, 0 en todo caso por debajo del 80% (47).

7.6.1.2. Porosidad: La porosidad, la estructura, la textura o el tamafio de la particula
influyen en el proceso, por lo cual limitan o favorecen la aireacion y al mismo
tiempo la descomposicién, para conseguir esta porosidad se requiere el
implemento de material vegetal como paja, restos de poda, corteza de pino,

entre otras.

7.6.1.3. Relacion Carbono/ Nitrégeno (C/N): Esta relacion se situard entre 25 y 35
para empezar el proceso (47), las deyecciones ganaderas estdn compuestas
normalmente por una alta cantidad de nitrégeno, por lo cual se debe realizar
una mezcla que contenga por contra, alta cantidad de carbono con poco de
nitrégeno, hay que mezclarla con material vegetal para la regulacion de la

humedad, la porosidad y la relacién C/N.

7.6.2. Fases del Compostaje
7.6.2.1. Fase Mesofilica

En esta fase la temperatura del compostaje va a ir desde los 20°C hasta los 45°C, esta
temperatura es debida a la actividad microbiana, puesto que en esta fase estos
microorganismos utilizan la fuente de C y N para generar calor. La degradacion elementos
solubles como lo son los azucares, ya que producen &cidos organicos y por ende el pH
bajaria (48). Esta fase va a durar pocos dias entre los dos y ocho dias.

Una amplia variedad de especies han sido descritas en esta fase del proceso, estas

bacterias puede llegar a 100 millones de células por gramo de material (46).

Las bacterias descritas en esta fase pertenecen a diferentes familias; Alcaligenaceae,
Alteromonadaceae, Bacillaceae, Burkholderiaceae, Bradyrhizobiaceae,
Caryophanaceae, Caulobacteraceae, Cellulomonadaceae, Clostridiaceae,

Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae,
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Flexibacteraceae, Hyphomicrobiaceae, Intrasporangiaceae, Methylobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae, Neisseriaceae,
Nitrosomonadaceae, = Nocardiopsaceae, Paenibacillaceae,  Phyllobacteriaceae,
Propionibacteriaceae, Pseudomonadaceae, Pseudonocardiaceae, Rhodobacteraceae,
Sphingobacteriaceae, Staphylococcaceae, y Xanthomonadaceae (46).

Un género bacteriano que predomina en este estadio es el Bacillus, por lo que las familias
de este género y estan a temperaturas de hasta 50°C, pero mientras la temperatura va en

aumento la actividad de este va disminuyendo (46).
7.6.2.2.Fase Termoéfila o de Higienizacion

Esta fase la temperatura va desde los 40 a los 60°C (46), por lo que los microorganismos
de la fase mesofila empiezan a disminuir su actividad de forma réapida, los
microorganismos meséfilos son parcialmente eliminados a estas temperaturas y las
bacterias, hongos y Actinomycetes termdéfilos o termotolerantes van incrementando su

poblacion.

En esta fase, los microorganismos termoéfilos o termotolerantes incrementan su poblacion

a valores del orden de los 100-1000 millones de células por gramo (46).

Estos microorganismos transforman el nitrégeno en amoniaco por lo que el pH sube. Al
llegar a los 60° C, se muestran bacterias productoras de esporas y actinobacterias,
encargadas de la descomposicion de ceras, hemicelulosa y mas compuestos de carbono
(48). La fase puede durar desde pocos dias hasta meses, segun las condiciones a las cuales

este sometido.

Por lo que se la conoce como higienizacion debido a que el calor generado destruye los
microorganismos patégenos con formacion fecal como es Eschericha coli y Salmonella
spp. Ademés, va a elimina quistes, huevos, esporas y germinacion de malezas, y

produciendo productos inocuos.
7.6.2.3.Fase termofilica extrema

En esta fase las temperaturas que se tienen son desde 60 a 80°C, la fase termofila, con
temperaturas que exceden los 60°C, son habitualmente consideradas como un “suicidio

microbiano” (46), por lo que se asumiria que para tener una adecuada descomposicion la
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temperatura no deberia sobrepasar los 55 a 60°C, pero la presencia de bacterias termdéfilas
extremas es fundamental para la biodegradacion y mineralizacién de los residuos

bioldgicos a altas temperaturas.

La deteccion de bacterias termofilas durante la fase de alta temperatura, evidencia la
posibilidad de realizar el compostaje a 65-75°C (46), por periodos temporales largos, sin
exceder de 80°C. Las bacterias termofilas, asi como las mesofilas, actllan sobre la
hemicelulosa, descomponen una variedad importante de compuestos organicos
(carbohidratos, &cidos organicos, polisacaridos, proteinas, lipidos, alcoholes) y reducen

el azufre inorgénico (46).

En esta etapa los hongos se mantienen inactivos, permaneciendo en estructuras resistentes
y esporas, mientras los Actinomycetes estan en bajas concentraciones y no realizando un

papel importante en la degradacion y mineralizacién del material organico.
7.6.2.4. Fase de enfriamiento y maduracion

Esta es la ultima fase del compost, la cual adquiere la temperatura de 50 a 20°C, ya que
al agotarse las fuentes de C y N mediante el final del compostaje la temperatura baja de
los 40° C (48), por lo tanto los microorganismos mesofilicos resurgeny el pH se mantiene

alcalino ya que disminuye levemente. La fase puede durar varias semanas.

En cambio, en la fase de maduracion la diversidad y el nimero de Actinomycetes
mesofilos/termotolerantes y de hongos filamentosos capaces de degradar polimeros
naturales complejos (lignina, hemicelulosa, celulosa), va a incrementarse
significativamente. En esta fase las bacterias representan el 80% del recuento total de
microorganismos (109 -1011 ufc/g) y una pequefia proporcion corresponde a bacterias

esporuladas (48).

Esta mayoria de microorganismos en esta fase, poseen actividad proteolitica,
amonificante, amilolitica y celulolitica. Asimismo, se han descrito especies fijadoras
libres de nitrdgeno (Azotobacter, 103 -105 ufc/g), denitrificadoras, y sulfato reductoras
(46). Por lo cual esta diversidad microbiana va a ocasionar un papel fundamental en la

estabilidad del compost.

Las bacterias mesofilicas que lograron mantenerse inactivas en la anterior fase y lograron

resistir las altas temperaturas, vuelven a recolonizar el sustrato, esta “reactivacion”
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depende de la cantidad de bacterias con la capacidad de formar endosporas o capsulas,

por lo tanto, estas bacterias mesofilicas van a incrementar su actividad metabolica.

Y asi favoreciendo la descomposicion de los compuestos organicos, la oxidacion y
mineralizacion del nitrdgeno inorgénico y los compuestos azufrados, la formacion de
compuestos del humus (exopolisacéridos) a través de la polimerizacion de compuestos
organicos simples, la fijacion del nitrégeno atmosférico, la supresion de fitopatégenos, la
mineralizacion del hierro, manganeso y fosforo, la capacidad de intercambio catiénico y
la formacion de agregados minerales y también contribuye a la degradacion de
compuestos organicos toxicos (pesticidas) y a la disminucion de la cantidad de metales

pesados a través de la formacidn de sales insolubles (46).

7.7.Técnicas Gendmicas de identificacion de bacterias
7.7.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (RCP):

Constituye una de las técnicas mas empleadas y revolucionarias en la actualidad, (49) ya
que nos permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de &cido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula. Los métodos genotipicos
amplifican regiones in vitro especificas de ADN al emplear secuencias que delimitan la
zona de amplificacidn. (50)

Dicho esto, en esta etapa, lo que sucede es que a partir de una copia de la region
seleccionada para la amplificacion se adquieren millones de copias que posibilitan la
deteccion y reflejan la presencia de la region de ADN en la muestra a analizar, asimismo,
para esta transformacion actlan varias proteinas que cooperan en la sintesis de nuevas

hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde.
7.7.2. Secuenciacion del genoma:

Con esta técnica en particular lo que se logra es obtener secuencias de hasta 500 bases
aprox. Estas son ensambladas a un genoma de referencia que secuencia un genoma
completo. Pero también determina el orden de la citosina, adenina, guanina y timina en

un fragmento de ADN.
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Este método ha cambiado la manera de entender la genética basdndose en la identificacion
de las causas reales de la herencia, centrandose en estudios genéticos de individuos con
un fenotipo definido y enfermedades de herencia mendeliana producida por genes
conocidos. (50) igualmente presenta una sensibilidad muy alta para detectar mutaciones,
de igual manera se evalGa el fenotipo y la secuencia de los genes que podrian estar

afectados.

7.7.2.1. Secuencia paralela, masiva o de nueva generacion (NGS):

Esta secuencia se la conoce también como No-Sanger, estd disponible en diferentes
plataformas o formatos que permiten la generacion de datos con ventajas y desventajas
propias de cada casa matriz (50), entre las ventajas se destaca la robustez, el bajo ruido
presente el cromatograma y principalmente la calidad de los datos obtenidos a partir de

las secuencias (50).

Y, como desventajas se ha reportado la falta de disponibilidad de un laboratorio con
capacidad bioinformatica que garantice la calidad en obtencién e interpretacion de los
datos, asi como la necesidad de realizar control sobre secuencias aleatorias o inespecificas

que pueden interferir con esta secuencia.
7.7.2.2. Pirosecuencia

Se caracteriza por la secuencia por sintesis de ADN con deteccion en tiempo real (50)
Esta técnica de identificacion genémica, atravesé del fosfato durante la incorporacion de
los nucledtidos a la cadena de ADN, seguido de una serie de reacciones enzimaticas,
permite la identificacion de secuencias cortas de acidos nucleicos en posiciones

preestablecidas o también de bases individuales.
7.7.3. Hibridacion de sondas de ADN

La hibridacion de sondas se conoce como el anélisis en muestras para detectar la presencia
de &cidos nucleicos (ADN o ARN), realizando una combinacién anti paralela de estas con

una molécula de doble cadena. (50) Estas técnicas se utilizan partiendo primeramente de
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una sonda complementaria lo que le permite detectar moléculas diana. A su vez, una gran
variedad de técnicas moleculares esta basados en la hibridacion. Asimismo, estas tienen
varios propositos entre los cuales, podemos destacar que se usan en el diagndstico de
enfermedades en la identificacion de patgenos, en el estudio de perfiles de expresion
génica y ademas participa en la localizaciéon de genes en cromosomas o de ARN

mensajero en tejido in-situ y en la comparacion de especies patdgenas.
7.7.1. Polimorfismo amplificado aleatorio ADN (RAPD)

También conocida como polimorfismo de producto amplificado al azar, es una técnica
que emplea marcadores moleculares para amplificacién por RCP de secuencias cortas de
ADN polimérfico empleando un cebador de secuencia corta (49). Sin embargo, al ser una
técnica basada en RCP, existen varios aspectos que influyen directamente en el adecuado
desempefio de la técnica como los nucleétidos, la temperatura de hibridacion, tiempo de

extension, ciclos y la integridad de la cadena molde.
7.7.2. RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion)

Se denomina también fragmentos de restriccién de longitud polimoérfica, resultante de la
variacion de una secuencia de ADN reconocida por las enzimas de restriccién usadas para
cortar secuencias de ADN en lugares conocidos; son empleados principalmente como
marcadores en mapas genéticos. (50) De la forma que constituye un método ampliamente
empleado por varios factores: Su bajo costo y especificidad, ya que necesita que se
cumplan ciertas condiciones para su funcionamiento, por la rapidez en la obtencién de
resultado, también porque son consistentes en uso de enzimas de restriccion adecuadas,
junto con condiciones de optimizacion, amplificacion y analisis de productos

amplificados, a través de electroforesis mayoritariamente en gel azarosa.
7.8.El compostaje en la RAM

Debido al uso excesivo de antibiéticos en la industria ganadera, se encuentran grandes
cantidades de diversos genes de resistencia a los antibidticos (ARG) en el estiércol
animal (51), por lo cual el compostaje es una opcién para controlar esta grave

situacion.
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De forma extranjera en Canada los ministros del medio ambiente se han adaptado al
compostaje como una alternativa de evaluacion de riesgos (52), por lo tanto la
industria ganadera esta adoptando de mayor forma el uso del compostaje como
reciclaje de nutrientes en la produccion de cultivos, recuperacion de suelos o0 un uso
urbano.

Se ha estimado que entre el 25 % y el 75 % de los antimicrobianos administrados de
forma subterapéutica o profilactica en el ganado podrian excretarse inalterados en las
heces (52), permitiendo que las bacterias resistentes y los ARG excretados en el

estiércol, pueden dispersarse y persistir en el suelo tras su aplicacion (19).

Un estudio realizado por (Wang, et, al 2017) otorgan resultados que indican una
reduccion hacia los patégenos con genes de resistencia antimicrobiana, por lo que
sugieren al compostaje como una forma competente de disminuir el crecimiento de
genes resistentes a microorganismos de importancia clinica (53). De igual forma se
la define como tecnologia esencial para la reduccion de contaminantes ambientales
emergentes ya que recicla desechos convirtiéndoles en fertilizantes, por lo tanto,

refuerza el beneficio como tratamiento del estiércol.

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

Los procesos de digestion favorecen la reduccion de Escherichia coli BLEE del estiércol
de ganado bovino compostado en una hacienda lechera en Quito- Ecuador.

9. INSTRUMENTAL
Autoclave, Modelo LS-1
Camara de Flujo Laminar, Serie: BBS-11H1408011D/, Modelo: BB-H1100,
Esterilizador, Modelo: Basic SNB 400, Codigo: 4202
Balanza electrénica, Modelo EHA351
Incubadora Mini Fridge
Refrigeradora Haier
Ultracongeladora -20°C Modelo FCC15A6HQW, Serie, Marca Electrolux
Termociclador Applied Biosystems Modelo 2720. Serial 27256121312
Termobloque Labnet. Modelo AccuBlock. Serial $92420168
Transiluminador Espectroline. TR365A, serie 936924
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Fuente de poder Bio-Rad. Modelo Power Pac 300, Serie 282BR18394
Camara electroforesis Labnet. Modelo EasyGel, Serie. S2656
Centrifuga jouan. Modelo winchester. Serie. 00550119

Vortex LB Scientific. Modelo TM-1000. Serie 0407179

10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL
10.1. Trabajo de campo

1. El muestreo tuvo lugar en una hacienda lechera en Quito — Ecuador en noviembre
del 2021.

2. Las muestras fueron recolectaron en las tres fases del compostaje:

Se recolect6 en tres fases: la primera fase, mesofilica 20° C, luego se recolect6 en la
mitad del proceso, en la etapa termofilica 60° C y finalmente se tomd muestras al final
del proceso de compost en la etapa de enfriamiento o maduracion 20° C.

3. Se recolectaron 3 repeticiones por punto de 100 g del compostaje, y se registro la
temperatura y pH.
4. Las muestras se a conservaron en incubadora Mini Fridge a 9° C durante 24 horas.

10.2. Trabajo de Laboratorio

10.2.1. Cuantificacion

5. Se prepar6 el medio de cultivo selectivo para Escherichia Coli, Tryptone Bile
Glucoronic Agar (TBX Agar). Segun las recomendaciones del fabricante.
6. Se reparti6 en dos porciones iguales de 250 ml cada uno y colocamos 10 pl

llegando a una concentracion de 4 pg/ml.
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7. Se coloco el agar en las placas Petri, 7 con Ceftriaxona y 7 sin antibidtico mas 2
de control, dandonos un total de 16 placas y dejamos reposar hasta que se
solidifique.

8. Las diluciones se realizaron en base a la concentracion de las muestras.

Punto 1: 102-10",

Punto 2: 102-103,

Punto 3: 102-10°

9. Posterior a este proceso, se seleccion6 las bacterias mayores a un didmetro de 0.45
pm mediante un filtro nanopore, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
(Millipore Corporation Bedford, MA 01730).

10. El filtro se coloc6 inmediatamente sobre las placas con el medio de cultivo
selectivo.

11. Colocamos el nanopore en las placas respectivas y se dejo cultivar durante 18 h a
una temperatura de 35 + 2 °C.

12. Realizamos el conteo de UFC/g de cada placa para estimar la dindmica de la carga
bacteriana a través de los puntos antes mencionados en el transcurso del compost.

13. Para la purificacion de las colonias preparamos el agar mencionado con
anterioridad al cual adicionaremos 6 pl de Ceftriaxona repartido en 9 placas con
20 divisiones cada una etiquetadas por nimero de punto, dilucioén y colonia.

14. Realizamos 9 repiques de colonias por punto seleccionadas de las 3 repeticiones
por su morfologia y color.

15. Estas son sembradas en diferentes placas con el mismo agar y concentracion de
Ceftriaxona.

10.2.2. Antibiogramas

16. Se realiz6 una suspension de cada una de las 9 colonias de un cultivo puro, en 10
ml de suero fisiolégico estéril, a una concentracion de 0.5 Mac Farland.
17. Posteriormente se sembr6 homogéneamente esta suspensién en cajas petri con

agar Mueller Hinton. Se dispuso sobre el agar, discos de sensibilidad con:
Tabla 3: Antibidticos usados

Familia Antibiéticos Abreviatura
Aminoglucdsidos Amikacina AK
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Gentamicina CN
Netilmicina NET
Acido nalidixico NA
Quinolonas Ciprofloxacina CIP
Levofloxacina LEV
Norfloxacina NOR
Aztreonam ATM
Cefoxitin FOX
A Cefepime FEP
Beta-lactamicos Cefotaxima CTX
Ceftazidima CAZ
Imipenem IMP
Tetraciclinas Doxiciclina DO
Tetraciclina TE
Fosfonatos Fosfomicina FF
Macrélidos Azitromicina AZM
Anfenicoles Cloranfenicol C
Nitrofuranos Nitrofurantoina F
Antagonistas del Sulfametoxazol/trimetropi
STX
folato n
Glicilciclinas Tigeciclinas TGC

18. Se incubd a 37° C por 24 horas.
19. Finalmente, la susceptibilidad de los antibidticos se medié a través de los

siguientes parametros:

Tabla 4: Parametros de susceptibilidad

>S SDD | R
1 Aztreonam 30pg | 21 - 18-20n 17
2 Acido nalidixico 30ug |19 - 14-18 13
3 Amikacin 30pg | 17 - 15-16n 14
4 Azithromycin 15pg | 13 - - 12
5 Cefotaxima 30ug | 26 - 23-25 22
6 Ceftazidime 30pg | 21 - 18-20n 17
7 Cefepime 30pg | 25 19-24 - 18
8 Cefoxitin 30pg | 18 - 1517~ 14
9 Ciprofloxacin Sug | 26 - 22-25 21
10 Chloramphenicol 30ug | 18 - 13-17 12
11 Doxycycline 30pg | 14 - 11-13 10
12 Fosfomicina 200pg | 16 - 13-15 12
13 Gentamicina 10ug | 15 - 13-14~ 12
14 Imipenem Ilpg | 23 - 20-22 19
15 Levofloxacin Sug | 21 - 17-20n 16
16 Netilmicin 30ug | 15 - 13-14n 12
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17 Nitrofurantoin 300pg | 17 - 15-16 14

18 Norfloxacin 10pg | 17 - 13-16 12
Sulphamethoxazole/

19 trimethoprim Swg |16 - 1141510

20 Tigecycline 15ug

21 Tetracycline 30ug | 15 - 12-14 11

Clinical and Laboratory Standards Institute. (2020). CLSI M100 30th Edition. Journal of Services

Marketing (Vol. 30th).

10.2.3. Analisis blactx-m

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Se coloc6 en 4 eppendorf 300 pl de TE buffer (LN TRIS, 05M EDPA, pH 8,0) por
cada uno, adicionalmente en la misma cantidad de eppendorf se colocd 500ul de
Caldo de soja triptica (TSB), Becton, Dickinson and Company Sparks, MD 21152
USA. Los cuales se prepard siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se identifico con un cddigo a cada una de las colonias, al igual que los eppendorf
con cada uno de los medios.

Se realizd un raspado en cada colonia con un asa estéril, la misma que fue
introducida en los tubos eppendorf que contenian el medio TE, posteriormente la
misma asa se introdujo en los tubos eppendorf que contienen el caldo TSB.

Una vez terminado el procedimiento antes mencionado en los 4 tubos eppendorf
con caldo TSB se los llevo a incubar 24h y finalmente adicionamos 500 pl de
glicerol para su almacenamiento como ADN de respaldo.

Terminados los 4 tubos eppendorf con medio TE los llevamos a termobloque
durante 10 min a una temperatura de 90° C, posteriormente los pusimos a
centrifugar durante 3 min a 12400 rpm, finalmente se extrajo 150 ul del
sobrenadante (ADN) los cuales fueron depositados en nuevos eppendorf y
etiquetados.

Seleccionamos el PCR Master Mix Hot Start Tag (GOLDBIO) 12.5 pl (2x),
iniciador derecho 1 pl (10mM), iniciador izquierdo 1 pl (10mM) (Eurofins
Genomics 8785689) ADN 3.5 ul (~200nmol) y agua libre de nucleasa hasta
completar 25 pl.

Colocamos los eppendorf PCR en el termociclador segin los protocolos

correspondientes a cada familia génica blacTx-m.
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Tabla 5: Protocolos PCR mdltiple de identificacion de la familia génica blactx-m

bla CTX-M1 CTX-M9 CTX-M2 CTX-M8
°C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo
Desnaturalizacion gjoc 5min  94°C Smin  94°C  5min 94°C  5min

inicial

SEGMENTADO

Desnaturalizacion 94°C ~ 30seg  94°C  30seg 94°C 30seg 94°C  30seg

Alineacion 60°C  30seg 55°C  30seg 55°C 30seg 55°C  30seg

Extension 72°C  30seg 72°C  30seg 72°C 30seg 72°C  30seg

Extension Final 72°C 7min 72°C 7min 72°C  7min  72°C  7min

CICLOS 35 35 35 35

Adel CCCATGGTTAAA TGG TGACAAAGA  ATG ACT CAG TGA TGA GAC
elante AAATCACTGC GAG TGC AAC G AGC ATT CG ATC GCG TTA AG

CAGCGC TTTTGC _ TCACAG CCC TTC TGG GTTACG ATT _ TAA CCG TCG
Inversa CGTCTA AG GGC GAT TTC GCC GC GTG ACG ATT TT

27. Se preparo el gel de agarosa con 80 ml de TBE 5x y 1.5 g de Agarosa, el cual se
colocd en la camara de solidificacién con un peine que enmarca los espacios
donde posteriormente introdujimos el resultado PCR (5 pl) y Sybr gold (1 pl).

28. Una vez completado este proceso se colocd el gel en la camara de electroforesis a
150 V-400 mAh durante 45 minutos.

29. Transcurrido los 45 minutos llevamos el gel al Transiluminador, para observar las

bandas de acuerdo con el peso molecular del gen.

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El compostaje es un método prometedor para el manejo de desechos sélidos de animales
de granja. Sin embargo, es necesario determinar la capacidad de mitigar la resistencia
antimicrobiana producida en las explotaciones pecuarias. Por lo tanto, se realiz6 la
evaluacion de la E. coli BLEE en el compostaje en la hacienda lechera LYG FARM en la
ciudad de Quito, en la cual se recolectaron muestras de compost en sus 3 fases para luego
preceder con sus respectivos cultivos, y visualizar el nimero de bacterias resistentes
existentes en cada fase por medio de la cuantificacion bacteriana, para lo cual las placas
fueron cultivadas a distintas diluciones, esto debido a que la filtracién en los filtros
nanopore se obtengan colonias bacterianas contables, ya que si la dilucién es minima el
resultado obtenido seran colonias incontables ocasionando que el conteo de la unidad
formadora de colonias (UFC) no sea posible, esto dado que el nimero de colonias es

proporcional al nimero de bacterias existentes en el cultivo por lo tanto al identificar el
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nimero de colonias y por medio de una formula se obtiene el nimero de UFC en cada

punto de dilucién (Tabla 9).
Las muestras se cultivaron con Ceftriaxona y sin la misma, verificando la cantidad de

crecimiento bacteriano obtenida, evidenciando la eliminacién y reduccién que presenta

el compost en sus fases.

Tabla 6: Cuantificacion de las Muestras con y sin Ceftriaxona.

Puntos 1 2 3
TBX. UFC.E. coli/g 10000000 170 335063,3

TBX+CRO UFC.E.

coli/g 200 0 73

Nota: El TBX significa el agar utilizado como medio de cultivo, el CRO (Ceftriaxona) es el
antibi6tico usado para medir la resistencia de las bacterias, mientras que la UFC, es el nimero de
colonias de la E.coli por gramos existentes en los cultivos.

En las UFC del P1 con TBX muestra un valor elevado debido a que el cultivo bacteriano
presentd un valor incontable, esto debido a que en la etapa inicial del compost la
temperatura esta a 20°C en cambio en el P2 se obtuvo una disminucién considerable,
debido a que en esta fase la temperatura es la mas alta con 60° C y donde més patdgenos
se eliminan, pero en el P3 las UFC obtuvieron un incremento de bacterias resultado de la

fase de enfriamiento 20° C debido a que las bacterias que sobreviven vuelven a replicarse.

En los puntos de TBX+CRO se muestra que las UFC obtuvieron un nimero elevado en
el P1 que en las de més fases, esto debido a lo explicado anteriormente, pero el P2 hay
tuvo crecimiento nulo, esto podria deberse a la fase termofilica, pero ademas se puede
entender que en este punto no hay bacterias resistentes ni genes que puedan sobrevivir,
algo similar ocurre en un estudio, en el cual los genes de resistencia de las tetraciclinas

bajo considerablemente al momento de ingresar en la etapa termofilica (53).
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Estos resultados muestran reduccion del P2 y aumento en el P3 de la muestra con TBX
debido a que las bacterias resistieron la fase 60° C y se multiplicaron, pero en las muestras
de TBX+CRO las UFC del P2 fue nulo y el P3 aparecieron nuevamente, pudiendo ser por
un muestreo insuficiente, o que E coli, haya obtenido una actividad proteolitica, la cual
impidio que la bacteria se perdiera del todo, o como explica L6opez O. et.al, en sus estudios
de deteccion de resistencia a E. coli y Sallmonella, en donde indica que, el que no haya
crecimiento bacteriano en todos los puntos no necesariamente sugiere la ausencia de la
misma, ya que se ha reportado que las bacterias en ambientes hostiles entran en estado
viable pero no cultivable, lo que dificulta su aislamiento en medios de cultivo selectivos

(54), por lo cual es otra explicacion hacia este resultado de crecimiento nulo.

Pero, hay que recordar que las bacterias que lograron resistir al proceso termofilico son
las bacterias que adquirieron mas patogenicidad resistente, por lo tanto, son las bacterias

con mas peligrosidad, en especifico a las 73 obtenidas en el P3 de la TBX+CRO.

Entonces se indica que en las muestras con TBX y TBX+CRO el compostaje disminuye
los patégenos portadores de genes resistentes hasta el P2, pero en el P3 hubo nuevamente
crecimiento por ende necesitamos determinar los factores que limitan el crecimiento y se
mantengan en el P3, estos resultados son agravantes por la resistencia a Cefalosporinas
de tercera generacion, y hay que considerar que estan a un paso de generar resistencia
hacia mas antibiéticos, por medio de intercambio genético via plasmidios, transposones

y conjugacion podrian llegar a ocasionar mas problemas.

Para determinar la sensibilidad y resistencia de la E. coli, se realiz6 (Figura 1).
Ocasionando con ello tener patrones de multirresistencia de las E.coli BLEE hacia la

utilizacion de antibidticos en las producciones pecuarias del pais.
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Tabla7. Sensibilidad y Resistencia de E. coli.

ANTIBIOTICO  SENSIBLE RESISTENCIA SENSIBILIDAD INTERMEDIA
DEPENDIENTE A LA
DOSIS

AZM 100% 0% 0% 0%

CTX 100% 0% 0% 0%

NA 33.3% 55.6% 0% 11.1%
FOX 100% 0% 0% 0%

CIP 55.6% 44.4% 0% 0%

c 33.3% 66.7% 0% 0%
AK 88.9% 0% 0% 11.1%
FEP 44.5% 0% 55.5 0%
DO 77.8% 0% 0% 22.2%
TE 33.3% 66.7% 0% 0%

F 100% 0% 0% 0%
CN 100% 0% 0% 0%
NET 100% 0% 0% 0%

ATM 100% 0% 0% 0%
NOR 44.4% 44.4% 0% 11.2%
CAZ 77.8% 0% 0% 22.2%
IPM 100% 0% 0% 0%
LEV 66.7% 33.3% 0% 0%

FF 100% 0% 0% 0%

SXT 100% 0% 0% 0%

Nota: La tabla 10 muestra los resultados del Antibiograma con los siguientes antibiéticos: AZM
(azitromicina); CTX (cefotaxima); NA (4cido nalidixico); FOX (cefoxitina); CIP (ciprofloxacina); C
(cloranfenicol); AK (amikacina); FEP (cefepime); DO (doxiciclina); TE (tetraciclina); F (nitrofurantoina);
CN (Gentemicina); NET (netilmicina); ATM (aztreonam); NOR (norfloxacina); CAZ (ceftazidima); IMP
(imipenem); LEV (levofloxacina); FF (fosfomicina); SXT (trimetoprim / sulfametoxazol).

En este caso se encontrd resistencia de E. coli BLEE a determinados farmacos
establecidos por la CLSI (Tabla 10), en este caso fueron el &cido nalidixico;
ciprofloxacina; cloranfenicol; tetraciclina; norfloxacina; levofloxacina, con un 28.6%
mientras que la sensibilidad estd a un 71.4% por lo cual, el compostaje aerdbico se lo
puede usar ampliamente para el reciclaje de estiércol animal y para reducir la cantidad
de genes de resistencia a los antibidticos (55)., evidenciando estos resultados se tiene una
prueba de que los genes de las bacterias resistentes en el compost tienen una disminucién
muy evidente, por tal motivo estas solo mostraron resistencia a 6 antibioticos de los 21

expuestos.

La resistencia en su mayoria fue a fluroquinolonas, lo cual genera mucha atencion, por
la potencial forma de accion en la medicina Humana, ya que es un medicamento de

eleccion en enfermedades nosocomiales, y su resistencia va ocasionar que Su USO
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hospitalario sea ineficaz, mientras su uso en la medicina veterinaria ha estado causando
resistencia en la alimentacion, por esta razén, la OMS recomenddé el uso de
fluoroquinolonas fuera de la medicina humana y mejorar las evidencias epidemiol6gicas
sobre como la resistencia tanto en humanos como en animales se desarrolla, persiste y
extiende entre los animales y el hombre (56), y de igual forma la resistencia a las
tetraciclinas y cloranfenicol ocasionan un déficit terapéutico, y al mismo tiempo el resto
de antibidticos testeados presentan sensibilidad, lo que significa que esta bacteria aln no

llega al grado de conjugacion a estos antibiéticos.

Figura 1: Antibiéticos resistentes a Escherichia coli BLEE
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Nota: Se muestra en la figura el nimero de resistencias encontrados hacia los antibiéticos: NA (acido
nalidixico); CIP (ciprofloxacina); C (cloranfenicol); TE (tetraciclina); NOR (norfloxacina); LEV
(levofloxacina).

Los resultados sugieren que la presencia de genes resistentes en el compostaje de ganado
bovino, ocasionan resistencia a estos antibidticos (Figura 2). Esta resistencia podria ser
producida por la transferencia de genes entre cepas de la misma especie y entre especies
a través de maltiples mecanismos que incluyen, entre otros, la transferencia de plasmidos,

la transduccion de fagos y la transformacion natural (57).

Un estudio realizado por Heringa S. et.al. de resistencia a E. coli en compostaje, donde
se us6 136 muestras y 10 antibidticos, dando como resultado las resistencias en 37% de

tetraciclina y 63 % en ampicilina (58), en similitud a este estudio se muestra resistencia a
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tetraciclina, por lo que se puede decir que este antibiético es uno de los més utilizados en

las producciones pecuarias.

Por lo tanto, los resultados que muestra el antibiograma nos da la idea de que la resistencia
a estos antibidticos estd creciendo, debido a que se encontré sensibilidad intermedia y
sensibilidad dependiente de la dosis, por lo cual se establece la existencia de
multirresistencia en el compostaje de ganado bovino, que también nos lleva a pensar

cémo va en aumento la problemaética de la RAM.

Con respecto a la identificacion molecular se obtuvo resultados positivos a tres grupos
del CTX-M, encontrando 5 genes del grupo CTX-M-1y 3 en el gen CTX-M-2 en todos
los puntos del compostaje, pero el dltimo el gen CTX-M-8 solo se encontrd en el punto
3, estos resultados muestran que la incidencia mayor en E.coli BLEE es la del gen CTX-
M-1 concordando con Sud NMA, Rez en su investigacion de deteccion y caracterizacion
de CTX-M en cepas de enterobacterias donde el gen CTX-M-1 es el de mayor incidencia
(59).

Figura 2: Identificacion molecular del CTX-M
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Nota: En la figura se muestran los resultados obtenidos en la identificacion molecular del gen CTX-M, en
donde se puede visualizar que se encontré 5 del grupo CTX-M-1 en las muestras de compost, 3 del grupo
CTX-M-2 y 1 del grupo CTX-M-8.
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Las CTX-M han demostrado ser las lactamasas mas exitosas en su dispersién en el
entorno clinico y, en general, se han convertido en las BLEE més prevalentes en todo el
mundo (60), su estudio es de importancia para la salud publicay el entorno pecuario, y al
identificar estos genes implicaria una reduccion en la proliferacion de estos genes. El
estudio es realizado en E. coli debido a que en la mayoria de estudios junto a K.

pneumoniae son reportada como huéspedes comunes a las CTX-M (60).

Los productores de CTX-M han revelado tasas de mortalidad de alrededor del 20-30%
(60), con riesgo a enfermedades como diabetes, antecedentes recientes de infecciones del
tracto urinario, enfermedades renales y uso reciente de antibiéticos principalmente
fluoroquinolonas, obteniendo una similitud en este estudio que se muestra en los
resultados obtenidos en la (figura 2), donde se tienen resistencia en antibidticos

pertenecientes al grupo mencionado.

Las cefotaximasas CTX-M plasmidicas se han considerado procedentes de penicilinasas
de la bacteria Kluyvera spp. Tanto las secuencias de insercion (IS, del inglés insertion

sequences) como algunos fagos estarian involucrados en este salto a los plasmidos (61).

Por otra parte, en otro estudio Mugnaioli C. menciona que en particular la notable
diversidad genotipica entre los aislados de E. coli que producen CTX-M-1 vy la alta
frecuencia con la que se pudo detectar la transferencia conjugativa del gen blaCTX-M-1.
nos insinla que se desarroll6 un papel importante en la diseminacién a través

transferencia horizontal mediada por plasmidos. (62)

El gen CTX-M-1 es el que mas prevalencia se encontrd, debido a su alta diseminacion,
con mas frecuencia es detectado en los animales, como se comprueba en el estudio de
Hartmann A. et.al. de presencia de E.coli en suelos, ganado y entornos agricolas, donde
de igual forma se encontré genes CTX-M-1 (63) pero, en este estudio se obtuvo solo 8
genes CTX-M-1 de 182 muestras diseminadas evidenciando que en Francia no existe
mucha diseminacion de estos, mientras que en nuestro estudio se evidencia que el gen

CTX-M-1 tiene una alta proliferacién en este entorno.

Mientras que en Asia de igual forma se encontrd una excesiva prevalencia de el gen CTX-
M-1 con total del 93% (64) de aislamientos positivos en tratamiento de lodos fecales,

poniendo la evidencia que este gen es el mas diseminado en el mundo, pero de igual
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manera asi mismo se muestra que CTX-M-2 y CTX-M-8, no tienen incidencia a
comparacion del nuestro que si se obtuvo estos genes, por tal motivo nos permite deducir

que estos tipos de genes no tienen alta diversidad.

Pasando al gen CTX-M-2 tiene solo tres proliferaciones, esto debido a que este es un gen
en el cual hay mas proliferacion en estiércol de equinos que en la de los demas animales

(65), por lo tanto el compostaje bovino tiene poca diseminacion.

El gen CTX-M-8 solo presentd un positivo en el P3, esto pudiendo ser ocasionado por los
puntos del compostaje y a su temperatura, teniendo en el P1 y P2 negatividad sobre este
gen, y su aparicion en el P3 se pudo deber a la actividad proteolitica que adquieren las

bacterias la que la hace ser un grupo mas peligroso.
12. IMPACTOS (TECNICOS, AMBIENTALES O SOCIALES)
12.1. Impacto Técnico

Este esta enfocado en la utilizacion de diversos tipos de trabajos en el laboratorio, cultivos
de muestras, repique de colonias, identificacion y cuantificacion de bacterias junto con la

realizacién de antibiogramas.

12.2. Impacto Ambiental

La investigacion demuestra que la manera en que dosificamos los antimicrobianos, tiene
una repercusion a nivel mundial, ya que su uso irracional, permite la proliferacion de
bacterias multirresistentes que se proliferan a través de la produccién pecuaria. Por esta
razon, establecer protocolos para la identificacion de genes de multirresistencia y su
tratamiento ayudandonos del compostaje, el cual permite la disminucién de estas
bacterias.

12.3. Impacto Social

Con respecto al impacto social, esta investigacion denota que el papel de los profesionales
de salud, es fundamental, ya que el uso desmedido de los antimicrobianos como
promotores de crecimiento, conlleva a una gran problematica a largo plazo como es la
RAM, que para el 2050 sera la principal causa de muerte en el mundo, todo esto por el

uso irracional de los antimicrobianos.
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PRESUPUESTO
PESCRIPCION UNIDAD CANTID | VALOR VALOR
AD UNITARIO | TOTAL
JTOMA DE MUESTRAS
[Frascos plasticos estériles 100 mL Paquete de 25 U 2 15 15
Recipientes plasticos estériles 1000 L Unidad 5 30 150
Cubre zapatos Paquete de 100 40 0.15 6
u
Cofia estéril Cajade 50 U 1 3.75 3.75
Guantes estériles Caja de 50 pares 2 8.36 16.72
Hielo quimico Pieza 3 0.5 15
Mascarilla Caja50 U 1 3.4 3.4
Termo refrigerante para transporte de Pieza 1 7.8 7.8
la muestra
SUBTOTAL 204.17
MATERIALES FiSICOS
Asa metalica Unidad 1 25 25
Cajas petri desechables Paquete de 20 U. 4 3.25 13
Gradilla pléstica universal para tubos Pieza 1 7.5 7.5
de 2ml
Soporte individual para mantener Pieza 3 10.08 30.24

fundas abiertas
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Tijeras de diseccion Pieza 2 2.5 5.0
Tubos de 1,5 ml Ependorf ® Funda de 1000 1 38 38
tubos
Microtubos 0,2 mL(PCR) Funda de 1000 1 38 38
tubos

Vaso de precipitacién Pieza 2 2.5 5.0
SUBTOTAL 139.24

MATERIALES QUIMICOS

Alcohol Industrial 99°, Laboratorio Galon 1 8.21 8.21

Quimfas®, lote 061300317

Alcohol al 70% (30 ml por muestra) Galon 1 8.21 8.21

Quito- Ecuador, ALFAMED

m-ColiBlue24® (Merck, EE. UU.) Caja50U 4 60 240

Membranas de 0.45 (Merck, EE. UU.) Caja50 U 4 60 240

Muller Hinton Agar 5009 1 80 80

Muller Hinton Broth 5009 1 80 80

MasterMix Green Promega Vial 1 300 300

Primers Vial 10 20 200

Agarosa Invitrogen Frasco 100g 1 80 80

TBE buffer 10X Frasco 1L 1 50 50

Agua libre de nucleasa Frasco 0.5 L 1 30 30

Sybr gold Vial 1 140 140

“ Con formato:

Espafiol (Espafia)
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SUBTOTAL 1456.42
EQUIPOS
Autoclave, Modelo SIM-E. Serie Uso mensual 0.00 0.00
058452, Markel Forge
Balanza electrénica, Boeco Germany Uso mensual 0.00 0.00
BLC 500
Cémara de flujo laminar con filtros Uso mensual 0.00 0.00
HEPA: Biological Hazard Biobase
Midcis Precision Scientific CO PS.
Modelo BSC-15011 A2-X Serie
BSC16A0971 Marca Biobase
Incubadora DAIHAN SCIENTIFIC Uso mensual 0.00 0.00
Capacidad de 155 L a 42°C
Refrigeradora Durex RDE Uso mensual 0.00 0.00
1090SUBO, Serie 125271896
Termociclador Applied Biosystems Uso mensual 0.00 0.00
Modelo 2720. Serial 27256121312
Termobloque Labnet. Modelo Uso mensual 0.00 0.00
AccuBlock. Serial $92420168
Transiluminador Espectroline. Uso mensual 0.00 0.00
TR365A, serie 936924
Fuente de poder Bio-Rad. Modelo Uso mensual 0.00 0.00
Power Pac 300, Serie 282BR18394
Centrifuga jouan. Modelo winchester. Uso mensual 0.00 0.00
Serie. 00550119
Vortex LB Scientific. Modelo TM- Uso mensual 0.00 0.00
1000. Serie 0407179
MicrofilS (Merck, EE. UU.) Uso mensual 0.00 0.00
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SUBTOTAL 0.00
BIOLOGICOS (Cepas control)
*Controles blactx-m Grupo 1 1 vial 2mL 0.00 0.00
Antibiogramas 400.00
SUBTOTAL 0
TOTAL 2599.83

14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La RAM junto con la proliferacion de genes de multirresistencia ha provocado
una problematica de relevancia e impacto mundial, por lo cual la presencia de esta
en el compost da evidencia que la E. coli estd presente generando multirresistencia

en la produccion pecuaria.

Se llego al resultado, que en las muestras con TBX en el P1 hubo una reduccién
de 1000000 UFC/g a 170 UFC/g del P2 y al P3 335063,3 UFC/g probando
reduccion y proliferacion, mientras en las muestras con TBX+CRO, en el P1 se
observo una reduccion de 200 UFC/g a 0 UFC/g en el P2, pero en P3 proliferaron
73 UFC/g, debido a las temperaturas con las que se manejan los puntos del
compost, siendo estas las mas peligrosas ya que transmiten una resistencia mas

elevada.

La identificacién molecular obtuvo tres grupos CTX-M presentes en las muestras,
lo cual permite evidenciar la presencia de E. coli BLEE, sin embargo, en un rango
menor a lo esperado ya que se encontro la presencia de tres grupos de los cinco
principales existentes, con una mayor presencia de positividad en el grupo CTX-
M-1, lo que finalmente, nos permite concluir que el proceso de compostaje del
estiércol, se simboliza como un proceso que nos permite alcanzar la reduccion de

genes resistentes.
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La evaluacion de sensibilidad y resistencia, los resultados muestran claramente
que la E. coli BLEE presenta un 71.4% de sensibilidad a los antibioticos
presentados en los parametros de la CLSI, y 28.6% de resistencia a los demés
farmacos. En tal sentido, analizando estos resultados establecemos que en el caso
de estas muestras encontramos multirresistencia ya que se ven afectados por mas

de dos antimicrobianos.

Recomendaciones

Realizar estudios que determinen la presencia de los grupos CTX-M en muestras
de compost es la manera de lograr cambios para una disminucién e incluso hablar
de eliminacién de estos microorganismos.

El compostaje se podria mejorar con el uso de aditivos como cascaras de yuca de
huevo o arcilla debido a sus moléculas cargadas de montamorillonita y calionita,
reduciendo concentraciones de metales toxicos y mejoran la eficacia del
compostaje en la eliminacion de patégenos.

Generar conciencia en la prescripcién, dosificaciéon y forma de uso de
antimicrobianos en la produccion pecuaria y en los alimentos, ya que el uso
irracional genera RAM.

Efectuar un correcto control de los desechos organicos, con el uso del compostaje
ayudandonos con la biologia molecular para conocer los genes que se encuentran
en el hato ganadero para de esta manera conocer en particular cuales grupos estan

en alta incidencia.
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16. ANEXOS

Anexo N°1. Aval de Traduccién

CENTRO
DE IDIOMAS

: UNIVERSIDAD
“ﬁ TECNICA DE
COTOPAXI
/

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccion del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo
titulo versa: “ANALISIS DE LA PRESENCIA DE ESCHERICHIA COLI
BLEE EN EL PROCESO DE COMPOSTAJE DEL ESTIERCOL DE
GANADO BOVINO COMPOSTADO EN UNA HACIENDA LECHERA EN
QUITO - ECUADOR?" presentado por: Jason Alexander Valencia Valarezo y
Edwin Fernando Mesa Montalvo, egresados de la Carrera de: Medicina
Veterinaria, p i a la Facultad de Ciencias Agrop rias y Recursos
Naturales lo realizaron bajo mi supervisién y cumple con una correcta estructura
gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a los peticionarios
hacer uso del presente aval para los fines académicos legales.

Latacunga, 29 de marzo del 2022

Atentamente,

CENTRO
DEIDIOMAS

Mg. Patricia Marcela Chacon Porras

DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-UTC
C.C: 0502211196



Anexo N° 2 Hoja de vida Docente

1.- DATOS PERSONALES:
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Nombre: Molina Cuasapaz Edie Gabriel

Apellido Patemo Apellido Matemo Nombres

Lugar y fecha de Nacimiento: Quito, 12 de julio 1990

Edad: 30 afios Género: masculino

Nacionalidad: Tiempo de Residencia en el Ecuador

(Extranjeros):

Direccién Domiciliaria: Pichincha Quito Solanda

Provincia Cantén Parroquia

Av. Mariscal Sucre S25-225 y Alfredo Escudero

Direccién

Teléfono(s): 022964757 0985728986

Convencionales Celular o Mévil

Correo electronico: 1722547278 Cédula de Identidad: 1722547278

Tipo de sangre: O positivo Estado Civil: soltero

Personas con discapacidad: N° de carné del CONADIS: NO POSEE

2.- INSTRUCCION FORMAL :

Ni Nombre de la Numero de Lugar
ivel de T, . . . >
Instruccion |nst|tug|0n Titulo obtenido registro (pals y
educativa Senescyt ciudad)
Tercer nivel Universidad Central | Médico _Veterinario 1005-2016- Ecuador
del Ecuador Zootecnista 1684132
Universidad
politécnica de Master en Mejora
Cuarto Valencia Genética Animal y ~
nivel Universidad Biotecnologia de la 7241137679 Espafia
Auténoma de Reproduccién
Barcelona

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario son
verdaderos y no he ocultado ningin acto o hecho, por lo que asumo cualquier
responsabilidad.

Edie Gabriel Molina Cuasapaz
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Anexo N° 3. Hoja de Vida Estudiantes 1

1.- DATOS PERSONALES:

Nombre: Mesa Montalvo Edwin Fernando

Apellido Patemo Apellido Materno Nombres

Lugar y fecha de Nacimiento: Atuntaqui, 12 de diciembre 1997

Edad: 24 afios Género: masculino

Nacionalidad: Tiempo de Residencia en el Ecuador
(Extranjeros):

Direccion Domiciliaria: Imbabura Antonio Ante San Francisco de Natabuela

Provincia Cantén Parroquia

Linea Ferrea, Calle 21 de noviembre

Direccién

Teléfono(s):  No Posee 0986387345

Convencionales Celular o Mévil

Correo electrdnico: acaedwind5@hotmail.com  Cédula de Identidad: 1003293121

Tipo de sangre: O positivo Estado Civil: soltero

Personas con discapacidad: N° de carné del CONADIS: NO POSEE

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario
son auténticos y no he encubierto ningtn acto o hecho, por lo que asumo cualquier
responsabilidad.

Edwin Fernando Mesa Montalvo
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Anexo N°4. Hoja de Vida Estudiante 2

Hoja de Vida

1.- DATOS PERSONALES:

Nombre: Valencia Valarezo Jason Alexander

“Apellido Patemo Apelido Matemo Nombres

Lugar y fecha de Nacimiento:

Edad: 23 Género: masculino

Nacionalidad: Tiempo de Residencia en el Ecuador

(Extranjeros):

Direccion Domiciliaria: Cotopaxi Latacunga Las fuentes

Provincia Carton Paroquia

Calle Manabi

Teléfono(s): o 0986196795

Convencionales Celular o Mévil

Correo electrdnico: jason.valencia7861@utc.edu.ec Cédula de Identidad: 1805737861

Tipo de sangre: O positivo Estado Civil: soltero

Personas con discapacidad: N° de carné del CONADIS: NO POSEE

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario
son veridicos y no he reservado ningln suceso o hecho, por lo que asumo cualquier
responsabilidad.

Jason Alexander Valencia Valarezo



Anexo N° 5 Tabla de Cuantificacion

Tabla 8: Cuantificacién de Bacterias con TBX 'y TBX +CRO

TBX
Muestra R1 R2 R2 dilucion UFC E. colifml

1 100000 100000 100000 -4 10000000,0

2 31 3 15 -3 170,0

E 100000 12 500 -6 335063,3

TBX+CRO

Muestra R1 R2 R3 dilucidén UEC E. cali BLEE/ml
1 0 6 0 -4 200,0

2 0 0 0 -3 a,0

3 10 0 12 -3 73,3

Anexo N° 6 Trabajo de Campo y Laboratorio

Figura 3: Recoleccién de Muestras
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Figura 4: Preparacion del Agar TBX para cultivos

Figura 5: Dilucién de Muestras
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Figura 6: Cultivos Bacterianos en Agar TBX con y sin antibiotico.

Figura 7: Filtracion de diluciones en filtro nanopore
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Figura 9: Repique de Colonias y ssmbrado en nuevas placas

Figura 10: Cultivos puros

Figura 11: Raspado de colonias y cultivado a tubos eppendorf con TE y Soja Triptica.




Figura 12: Tubos eppendorf con colonias y extraccion de ADN
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