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RESUMEN

Las producciones bovinas lecheras de nuestro pais no llevan un correcto manejo de los
residuos pues terminan en fosas de almacenamiento, en fuentes hidricas y usados con
fines agricolas. El problema del mal manejo de residuos radica en la contaminacion
ambiental y en la diseminacién de agentes patdégenos, como la E. coli, catalogada como
multirresistente. El uso excesivo e inadecuado de antimicrobianos a lo largo de los afios,
sobre todo, en producciones pecuarias ha provocado esto. Por lo cual, se realiz6 esta
investigacion con el objetivo de utilizar un biodigestor para reducir la cantidad de E. coli
BLEE presente en los residuos lecheros. De modo que, se tomé 3 puntos de muestreo, al
inicio (SP1), durante (SP2) y después (SP3) del proceso de biodigestidn, y el recuento
total de E. coli y E. coli BLEE se calcul6 mediante filtracion en TBX y TBX combinado
con 5 pl/ml cefotaxima, mientras que, la susceptibilidad a 21 antimicrobianos
pertenecientes a 10 familias se evalué mediante método Kirby-Bauer y los genes blacTx-
mgrupos 1, 2, 8'y 9 se analizaron mediante PCR mudltiple.

SP1 cuantificd 2833.3 UFC/ml de E. coli BLEE, mientras que SP3 presentd 0.75 UFC/ml,
su reduccidn podria ser por factores como la temperatura meséfila y la sintrofia debido a
los microorganismos presentes en el biodigestor. Se aislaron 16 muestras de E. coli BLEE
para su analisis, donde mostr6 multirresistencia a 15 de los 21 antimicrobianos usados,
en SP1 se reporto resistencia a 7, mientras que SP3 se reportaron 14, el aumento se indico
por las caracteristicas evolutivas de E. coli y otros factores que inciden en el proceso de
biodigestion. Por otro lado, el analisis del gen blactx-m los grupos 2 y 8 fueron los que
obtuvieron mayor prevalencia, inclusive el proceso de biodigestion redujo en un 75% la
presencia de E. coli con el gen blactx-m-2 del SP1 al SP3.

La investigacion determind que se redujo la presencia de E. coli BLEE, lo que permitiria
obtener fertilizantes con menor presencia de patdgenos siendo un beneficio para la salud
publica, pero no es el caso de la resistencia antimicrobiana, ya que los mecanismos
genéticos de la E. coli no permitié la reduccion de esta, por lo que se tendria que
determinar otros métodos que permitan reducir la multirresistencia.

Palabras Clave: Escherichia coli, BLEE, biodigestor, antimicrobiano.
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DIVERSITY IN BIODIGESTION PROCESSES FOR THE REDUCTION OF
ESCHERICHIA COLI BLEE FROM DAIRY WASTE AT THE LYG FARM IN
QUITO - ECUADOR.”

AUTHORS: Mancheno Saavedra Rossana Carolina
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ABSTRACT

Dairy cattle production in our country does not have correct waste management since they
end up in storage pits, in water sources, and used for agricultural purposes. The problem
of poor waste management lies in environmental contamination and the dissemination of
pathogenic agents, such as E. coli, classified as multi-resistant. The excessive and
inadequate use of antimicrobials, especially in livestock production, has caused this.
Therefore, this research was carried out to use a biodigester to reduce the amount of E.
coli BLEE present in the dairy waste. So, three sampling points were taken, at the
beginning (SP1), during (SP2), and after (SP3) the digestion process, and the total E. coli
and E. coli BLEE counts were calculated. Coli BLEE counts were calculated by TBX
filtration and TBX combined with 5 pl/ml cefotaxime, while susceptibility to 21
antimicrobials belonging to 10 families was evaluated by the Kirby-Bauer method and
blaCTX-M genes groups 1, 2, 8 and 9 were analyzed by multiplex PCR. SP1 quantified
2833.3 CFU/ml of E. coli BLEE, while SP3 presented 0.75 CFU/ml. Its reduction could
be due to mesophilic temperature and syntrophy due to the microorganisms present in the
biodigester. Sixteen samples of E. coli BLEE were isolated for analysis, where it showed
multi-resistance to 15 of the 21 antimicrobials used; SP1 reported resistance to 7, while
SP3 reported 14. The increase was indicated by the evolutionary characteristics of E. coli
and other factors that affect the digestion process. Then, in the blaCTX-M gene analysis,
groups 2 and 8 obtained the highest prevalence, including the digestion process reduced
by 75% the presence of E. coli with the blaCTX-M-2 gene from SP1 to SP3. The research
determined that the presence of E. coli BLEE was reduced, which would allow obtaining
fertilizers with less presence of pathogens being a benefit for public health. However, it
is not the case of antimicrobial resistance since the genetic mechanisms of E. coli did not
reduce this, so other methods that allow for reducing multi-resistance would have to be
determined.

Keywords: Escherichia Coli, BLEE, Biodigester, Antimicrobial.
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2. RESUMEN DEL PROYECTO

Las producciones bovinas lecheras de nuestro pais no llevan un correcto manejo de los
residuos pues terminan en fosas de almacenamiento, en fuentes hidricas y usados con
fines agricolas. El problema del mal manejo de residuos radica en la contaminacién
ambiental y en la diseminacién de agentes patdégenos, como la E. coli, catalogada como
multirresistente. El uso excesivo e inadecuado de antimicrobianos a lo largo de los afios,
sobre todo, en producciones pecuarias ha provocado esto. Por lo cual, se realizé esta
investigacion con el objetivo de utilizar un biodigestor para reducir la cantidad de E. coli
BLEE presente en los residuos lecheros. De modo que, se tomé 3 puntos de muestreo, al
inicio (SP1), durante (SP2) y después (SP3) del proceso de biodigestion, y el recuento
total de E. coli y E. coli BLEE se calculé mediante filtracion en TBX y TBX combinado
con 5 pl/ml cefotaxima, mientras que, la susceptibilidad a 21 antimicrobianos
pertenecientes a 10 familias se evalué mediante método Kirby-Bauer y los genes blacTx-

mgrupos 1, 2, 8'y 9 se analizaron mediante PCR multiple.

SP1 cuantificd 2833.3 UFC/ml de E. coli BLEE, mientras que SP3 presentd 0.75 UFC/ml,
su reduccioén podria ser por factores como la temperatura mesofila y la sintrofia debido a
los microorganismos presentes en el biodigestor. Se aislaron 16 muestras de E. coli BLEE
para su analisis, donde mostré multirresistencia a 15 de los 21 antimicrobianos usados,
en SP1 se reporté resistencia a 7, mientras que SP3 se reportaron 14, el aumento se indico
por las caracteristicas evolutivas de E. coli y otros factores que inciden en el proceso de
biodigestion. Por otro lado, el analisis del gen blactx-m los grupos 2 y 8 fueron los que
obtuvieron mayor prevalencia, inclusive el proceso de biodigestion redujo en un 75% la

presencia de E. coli con el gen blactx-m-2 del SP1 al SP3.

La investigacion determind que se redujo la presencia de E. coli BLEE, lo que permitiria
obtener fertilizantes con menor presencia de patdgenos siendo un beneficio para la salud
publica, pero no es el caso de la resistencia antimicrobiana, ya que los mecanismos
genéticos de la E. coli no permitié la reduccion de esta, por lo que se tendria que
determinar otros métodos que permitan reducir la multirresistencia.

Palabras Clave: Escherichia coli, BLEE, biodigestor, antimicrobiano.



3. JUSTIFICACION

Es principalmente alarmante la rapida propagacion mundial de bacterias multirresistentes
que provocan infecciones que no pueden tratarse con los antimicrobianos. La linea de
progreso clinico de nuevos antimicrobianos esta agotada, en el 2019 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) identificé 32 antimicrobianos en fase de desarrollo clinico
contra la lista de patdgenos prioritarios, de los que solo seis clasificaron como
innovadores dandonos menos probabilidades de manejar temas prioritarios de salud. (1)
No obstante, a pesar del desarrollo tecnoldgico que tenemos en la actualidad, se podria
pensar que deberia ser mucho mas posible desarrollar distintos tipos de antimicrobianos,
pero la realidad es otra y el mejoramiento tecnolégico no es suficiente. La creacion de
antimicrobianos nuevos lleva afios sin resultados significativos, en la década de 1980 se
introdujeron las fluoroquinolonas, siendo los ultimos completamente nuevos,
posteriormente solo se han desarrollado variantes de los antimicrobianos ya existentes.
Por lo tanto, el desarrollo de nuevos antimicrobianos requiere una fuerte inversion
econdmica y teniendo en cuenta la crisis econdmica que se observa a nivel mundial, pues
es muy complejo que las diferentes farmacéuticas internacionales inviertan en la

investigacion de nuevos antimicrobianos. (2)

En Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) es la entidad
gubernamental que se encarga de monitorear la resistencia antimicrobiana (RAM) hasta
el afio 2017, en donde participaron 44 hospitales centinelas de la Red Publica y
complementaria de salud con vigilancia a la RAM recolectando datos que evidenciaron,
por ejemplo que la E. coli presentd 33.554 casos alcanzando un porcentaje del 61% en
relacion con otros microorganismos, sumado a esto, presenta resistencia a las
cefalosporinas mayores o iguales al 50% en comparacion a otros antimicrobianos. (3) De
todos modos, se supone que, a pesar de la falta de datos desde la ultima vigilancia, en los
afios siguientes esta tasa ha aumentado claramente debido a ciertos factores como el uso
indebido y excesivo de antimicrobianos, la falta de acceso a agua limpia, saneamiento e
higiene, medidas deficientes de prevencion y control de las enfermedades en los centros
de atencion de salud y las explotaciones agropecuarias, la falta de sensibilizacion y
conocimientos y el incumplimiento de la legislacion; factores que necesitan ser

manejados de otra manera para cambiar esta realidad en nuestro pais.

A partir de los factores expuestos, el manejo de los residuos ganaderos en la produccion

lechera de bovinos es uno de los problemas mas serios que ha tenido durante muchos afios



debido a varios manejos inadecuados, destacandose principalmente la acumulacion de
excretas en contenedores o al aire libre, el arrojo de excretas a fuentes hidricas y la mala
utilizacién de estas como fertilizantes organicos aplicandolas directamente al suelo. De
hecho, actualmente se han reportado bacterias resistentes a los antimicrobianos en el
Ecuador, entre ellas la E. coli BLEE (significado del inglés Extended-spectrum beta-
lactamase), una bacteria con rapida diseminacion, a través de las heces fecales, en las
cuales se ha confirmado que entre un 30 y un 90 % de los antimicrobianos usados en
animales aparecen en los residuos solidos y liquidos. (4) Entonces, la diseminacion de E.
coli BLEE se ve favorecida en las ganaderias productoras de leche, especialmente cuando
no se aplica un buen manejo de los residuos ganaderos, ya que tanto los productores
grandes como pequefios no lo realizan y los pocos que tienen un plan de manejo, con
suerte poseen un pozo donde se dirigen todos los desechos producto de la ganaderia, pero
no tiene un tratamiento de saneamiento como tal, otros utilizan las mismas heces para
nutrir los suelos de los pastizales e incluso algunos cultivos de vegetales, y en el peor de
los casos algunos las dirigen directamente hacia las vertientes hidricas, haciendo que la

bacteria se pueda encontrar en cualquier medio posible.

Asi es como lo reporta Ortega D. y otros, en su estudio realizado en el rio Machangara
del centro urbano de la ciudad de Quito, en el que se encontrd la presencia de E. coli
resistente a cefotaxima en una cuantificacion de 2.7 x 10% (SP4) y 5.4 x 10° (SP9)
UFC/100 ml, muy parecido a lo encontrado en aguas residuales de un hospital. (5)
Mientras que, en otro estudio realizado con muestras de vegetales de un mercado
municipal en la ciudad de Quito, se encontrd en la lechuga, cilantro y alfalfa la presencia

de CFU/g enun 5,4y 15, respectivamente. (6)

Con lo mencionado anteriormente, el déficit de manejo de los residuos ganaderos de las
producciones bovinas lecheras se pueden volver una fuente de diseminacidn de bacterias
resistentes y las mismas podrian encontrarse facilmente en el centro urbano de cualquier
ciudad, lo que causaria mucha preocupacion, ya que la misma bacteria puede entrar en
contacto con las personas y con otras especies animales de una manera muy fécil,
generando un problema en la salud publica, lo cual pone en alerta a médicos, médicos
veterinarios y demas personal relacionado con la salud, no solo por la presencia de
bacterias resistentes sino también por la contaminacion ambiental que las producciones
lecheras son capaces de generar. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacion y la Agricultura (FAQO), en nuestro pais, Pichincha lidera la lista con un



porcentaje de 33% de impacto ambiental en actividades ganaderas debido a las soluciones
superficiales o escasas que se estan llevando a cabo, esto también por el desconocimiento
de las alternativas existentes y los beneficios que trae consigo un adecuado manejo de

residuos ganaderos. (7)

Pero ¢Por qué la resistencia antimicrobiana representa un problema en el ambito de salud
publica en la actualidad y a futuro? La resistencia antimicrobiana a nivel mundial y
nacional tiene fuertes impactos en términos de morbilidad, mortalidad y costos,
convirtiéndolo asi en un problema multicausal de enorme complejidad. A partir de esto,
podemos fijarnos en datos de la OMS donde estima que 700.000 personas mueren cada
afio debido a infecciones resistentes a los antimicrobianos, asi mismo otros informes
revelan que en el 2050 la resistencia antimicrobiana sera la principal causa de defuncion
a nivel global. (8) Ademas, debemos tener en cuenta que las opciones de tratamiento a
causa de infecciones por bacterias resistentes son totalmente limitados, pues estos han
desarrollo mecanismos para resistir ante antimicrobianos como cefalosporinas de tercera

y cuarta generacion, penicilinas de amplio espectro y aztreonam. (9)

Por lo tanto, se considera que los productores pecuarios son un punto clave para que la
propagacion de este tipo de bacterias comience a disminuir, ademés la poblacion en
general debe ser consciente de que las bacterias resistentes existen y el paso del tiempo
ocasionara que no exista antimicrobiano alguno que logre contrarrestar su efecto, lo cual
con mayor razén nos lleva a que busquemos otros tipos de métodos relacionados con el
tratamiento de residuos ganaderos de origen animal y residuos organicos de origen
humano para que al momento de ser procesados sean devueltos al medio ambiente libre

de microorganismos altamente patogenos.

Desde el enfoque de una sola salud, es como esta investigacion pretende dar lugar a
nuevas alternativas para intentar entender y solucionar uno de los inconvenientes mas
controversiales actualmente, cuidando no solo el bienestar animal, sino también el
impacto ambiental, la seguridad e inocuidad alimentaria y por ende la salud humana
afiadiendo los beneficios productivos que brinda a la explotacion lechera como tal.

4. BENEFICIARIOS
4.1 Beneficiarios directos

Estudiantes de Medicina Veterinario previo a obtener el titulo universitario.



Personal que trabaja en la Hacienda LYG Farm.

4.2 Beneficiarios indirectos

Pobladores del sector rio abajo de la hacienda que utilizan el agua del rio.

Pequefios y medianos ganaderos y agricultores del sector y de la region.

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

La produccién bovina es una de las actividades mas antiguas y tradicionales, en cualquier
medio, debido a que su principal propdsito es la obtencion de alimentos. A nivel mundial
en el afio 2013 se produjo alrededor de 770.000 millones de litros, estos logran representar
el 14% del comercio agricola mundial, se estima que existen alrededor de 133 millones
de establecimientos que poseen ganado lechero, pero para que esto suceda el ganado
lechero depende de los recursos naturales como son la tierra y el agua, por lo cual, se
calcula que solo el ganado lechero ocupa alrededor de 150 millones de hectareas de tierra
cultivable. (10)

En lo que se refiere a America Latina, la Federacion Panamericana de la Lecheria
(FEPALE) en un informe sobre el estado de la cadena lactea en 2018, asevero que la
produccion de leche en los paises de esta region se deriva casi exclusivamente de las
vacas, con datos que muestran que al menos 3,3 millones fabricantes dedicados a esta
actividad. (11)

Ahora bien, en el Ecuador existen 300 mil Unidades Productivas Agropecuarias y
mediante la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria realizada en el 2019 se
refleja la existencia de 4,31 millones de cabezas de ganado a nivel nacional, de los cuales
996.503 corresponde al nimero de vacas ordefiadas evidenciando una produccion diaria
de leche de 6,65 millones de litros. (12) De esta cifra el 20% se queda en las fincas para
el autoconsumo, el 30% se mueve en el mercado informal y el 50% restante va a la
industria de lacteos, asi lo detallo Rodrigo Gallegos, director ejecutivo del Centro de la
Industria Lactea del Ecuador (CIL). (13)

Teniendo en cuenta estos datos, uno de los principales problemas y de los mas criticados
en las producciones bovinas de leche, es la cantidad de residuos solidos y liquidos que
estos son capaces de generar, ya que un solo bovino adulto es capaz de producir de 20 a
30 e incluso mas kg de heces totales en un solo dia, mientras que en lo que respecta al

volumen de orina son capaces de producir de 6 a 12 litros al dia. Considerando que, la



cantidad de residuos totales de la produccion lechera dependera de la cantidad de horas
en que los animales permanezcan en el establo o sala de ordefio, pues estos seran los

residuos que se podran manejar.

Comunmente estos desechos solidos y liquidos no son manejados de manera adecuada y
se supone que las entidades gubernamentales establecen protocolos para el manejo de
estos, sin embargo, en nuestro pais tal parece que estos protocolos solo estan dirigidos a
las producciones bovinas intensivas por la cantidad de animales que poseen y a pesar de
esto no se cumplen en su totalidad. Es asi como la mayoria de los establecimientos
bovinos independientemente del tipo de sistema de produccion gue tengan generan una
acumulacion de residuos ganaderos, los cuales en su gran mayoria son enviados a fosas
de almacenamiento ubicadas al aire libre, otros son arrojados directamente a fuentes
hidricas y los demés incorporados a terrenos con fines agricolas. Resultado de esto, el
sector agricola hasta el 2012 contribuy6 con el 18,17% del total de emisiones de gases de
efecto invernadero, dentro de este, el 43,43 %y el 2,34 % correspondian a la fermentacion
entérica y manejo del estiércol respectivamente conforme lo dice el Ministerio de
Ambiente en 2017, y el porcentaje restante incluye a otras problematicas como los riesgos
de desertificacion y proliferacién de microorganismos patégenos altamente resistentes.
(14)

Asi es como llegamos hasta la resistencia bacteriana, concepto bastante escuchado en la
actualidad, especialmente por el uso indiscriminado de antimicrobianos que han
ocasionado una variacion en la funcionalidad de varios microorganismos a traves de
mutaciones al azar dando lugar a las también denominadas superbacterias, estas actlian
creando mecanismos de resistencia y de adaptacion en contra de este tipo de
medicamentos, haciendo que el tratamiento para eliminar dichas bacterias del
organismo sea mas dificil. (1) Pero no solo la mala suministracién de antimicrobianos ha
sido causal para la evolucion de estas superbacterias, sino también el mal manejo de

desechos solidos y liquidos que justamente discutimos con anterioridad.

Como efecto de esto, una de las bacterias que tiene mayores estudios debido a su
capacidad de resistencia que ha aumentado en los ultimos afios, es la E. coli BLEE, la
cual, debido al uso de los antimicrobianos en la terapéutica ambulatoria, ha aumentado
su resistencia de 7% en el afio 2001 hasta el 25.5% en el afio 2010, de acuerdo con un
estudio de monitoreo de la resistencia de E. coli BLEE en la region Asia-Pacifico es del

34.9y 42.2%. (15) Esta bacteria se ha diseminado demasiado rapido y extensivamente



sobre cualquier comunidad, lo lamentable es que ain no se ha justificado cual o cuéles
son los factores de diseminacion, pero las principales sospechas estan encaminadas a la
transmision de portadores fecales de persona a persona y la diseminacion de
microorganismo en el ambiente por medio de los animales domésticos y animales
salvajes. En nuestro pais, en una investigacion realizada durante el periodo septiembre
2014 al 2015 en el Hospital Eugenio Espejo en la ciudad de Quito, se encontré que 8 de
los 17 casos por E. coli BLEE murieron en una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
debido a la septicemia ocasionada por las mismas. (16)

Entonces, como podemos evidenciar, la E. coli BLEE presenta una mayor resistencia a
los betalactamicos y a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, los cuales son
farmacos que se utilizan como Ultima medida ante una septicemia en los pacientes que
ingresan a una UCI en un hospital, esto debido a que las bacterias han generado un
mecanismo que son las betalactamasas las cuales son unas enzimas bacterianas que
inactivan a los antimicrobianos antes mencionados, ya que tienen la habilidad de
hidrolizar y causar la resistencia. (15) La diseminacion de las betalactamasas ha ocurrido
por la presencia de plasmidos que las codifican y son auto transferibles, puesto que los
genes en algunos casos se encuentran formando parte de transposones, estos se
caracterizan porque su estructura genética tiene la capacidad de pasar una molécula de
ADN a otra, y en caso de tener genes que codifican la resistencia a los antimicrobianos,

esto tiende a diseminarse conforme el transposon se disemina. (17)

A partir de lo expuesto anteriormente, resulta necesario decir que los residuos ganaderos
que desprenden las explotaciones lecheras acarrean una serie de problemas que inciden
de manera directa en la preservacion de los recursos naturales, el bienestar animal y por

supuesto, la salud puablica.

6. OBJETIVOS
6.1 General

Caracterizar la diversidad de resistencia antimicrobiana en los procesos de biodigestion
para la reduccion de E. coli BLEE de los residuos lecheros en la hacienda LYG FARM

en Quito — Ecuador.



6.2 Especificos

e Cuantificar la carga bacteriana de E. coli BLEE durante la produccion de Biol a

partir de la materia fecal humana y animal subproducto de una hacienda lechera.

e Establecer los patrones de resistencia de las E. coli BLEE aisladas de los residuos

ganaderos en el proceso de biodigestion.

e Genotipificar en las E. coli BLEE aisladas de los residuos ganaderos del proceso

de biodigestién los genes blactx-wm.

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

Objetivo 1 Actividad Resultado de la| Descripcion  de la

actividad actividad (técnicas e
instrumentos)

Cuantificar la carga| Muestreo y | Cantidad de | Técnica de filtracion con

bacteriana de E. coli|analisis de los| Escherichia coli|nanopore de 0,45um en

BLEE  durante la|afluentes y | resistente y no|método m-coliblue mas

produccién de Biol a|efluentes del | resistente en las | CRO el laboratorio.

partir de la materia fecal | biodigestor muestras

humana y  animal | durante un dia|tomadas antesy

subproducto de una|con 3 | después del

hacienda lechera. repeticiones. biodigestor.

Objetivo 2 Actividad Resultado de la| Descripcion  de  la
actividad actividad (técnicas e

instrumentos)

Establecer los patrones Antibiogramas | Determinacion | Antibiograma

de resistencia de las E. de los diversos

coli BLEE aisladas de antimicrobianos

. ue presentan

los residuos ganaderos q _p .
resistencia en la

en el proceso de E. coli BLEE.

biodigestion.

Objetivo 3 Actividad Resultado de la| Descripcion  de  la
actividad actividad (técnicas e

instrumentos)
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Genotipificar en las

Analisis Cuantificacion | Técnica de m- PCR.
E. coli BLEE aisladas | molecular m- | de las bacterias
de los residuos PCR. gue contengan

genes blacTx-m
ganaderos del proceso

de biodigestion
empleando los genes

blacTx-m

8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

La produccion bovina en el Ecuador es una de las principales actividades economicas,
con una cantidad de 4,31 millones de cabezas de ganado a nivel nacional, teniendo un
mayor asentamiento en la region Sierra, con un 51.69% del total de bovinos a nivel
nacional. Ademas del porcentaje total de animales, se estima que alrededor del 69.24%
se encuentra conformado por hembras y el 30.76% por machos, debido a la alta tenencia
de hembras y el gran asentamiento de ganado en la region Sierra, se puede determinar
que predomina la crianza de ganado lechero, ya que en nuestro pais la produccion diaria
de leche esta por alrededor de 6.65 millones de litros, siendo Pichincha la mayor provincia
de produccion de leche a nivel nacional. (12)

En el Ecuador predomina la crianza de ganado bovino por medio de sistemas de
produccion extensiva, donde el pastoreo es la principal actividad como fuente de
alimentacion del ganado, también podemos encontrar sistemas de produccion intensivos
o semi intensivos donde la industrializacion para la crianza de bovinos es mucho mas

especializada. (18)

Por ejemplo, en el valle de Quijos en Napo, se determino que la produccién extensiva es
predominante en esta zona, alcanzando un porcentaje de 82,85%, asi mismo en Yacuambi
en Zamora Chinchipe, este mismo sistema de produccion alcanza el 100%. A pesar de
esto, la realidad varia en cada una de las provincias, puesto que hay sectores donde la
produccion lechera es mas exitosa y se estdn empezando a implementar otros tipos de
sistemas productivos. (19)
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8.1 Residuos Organicos
8.1.1 Estiércol

El ganado bovino es un herbivoro que consume diferentes clases de hierbas, la
caracteristica de este tipo de alimentacion es que tiene un alto contenido de agua
generando un estiércol acuoso, un bovino adulto defeca de 10 a 15 veces al dia, lo cual
en promedio representa unos 20 a 30 kg de heces al dia, en algunos casos se puede llegar
a 45 kg al dia. Por tal motivo, se lo considera como un abono fresco, el cual posee un alto

contenido de microorganismos. (18,19)

8.1.2 Composicion del estiércol

En la porcion fecal existen un gran numero de productos alimenticios que en mayor
medida se encuentran en su forma original. Las excretas contienen sustancias que son
transformadas metabGlicamente por bacterias en el tracto digestivo, asi como por
jugos digestivos enzimaticos. Los componentes principales del estiércol son: Materia
Organica, el cual incluye varios microorganismos, (M.O), Nitrégeno (N), Fésforo (P),
Cobre (Cu) y otros. (20)

8.1.2.1 Presencia de microrganismos

La mayor parte de la microbiota del estiércol es inocua, pero puede contener especies
peligrosas como E. coli, Salmonella spp. y Yersinia spp., mas aun sin son cepas

multirresistentes. (21)

El estiércol de vaca lechera, cominmente utilizado como fertilizante para tierras de
cultivo, contiene una cantidad sorprendente de genes de resistencia a los antimicrobianos
recientemente identificados. Los resultados sugieren que el estiércol de vaca es una fuente
potencial de nuevos genes de resistencia a los antibi6ticos que las bacterias transfieren al

suelo alimentario. (22)

El equipo de Handelsman utilizé un criterio de seleccidbn mas secuenciacion de gran
alcance para identificar 80 genes Unicos y funcionales, de la misma forma en 2013 junto
a colaboradores de la Universidad de Yale hicieron un estudio en una granja cerca de
Connecticut, un estado de EE. UU., donde fertilizaron el suelo con estiércol de vacas que
no recibieron antimicrobianos, para su sorpresa comprobaron que el suelo abonado

contenia mas bacterias portadoras de genes de resistencia que el enriquecido con un
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fertilizante nitrogenado sintético lo que significaria que algo del propio estiércol tiene que

estimular la proliferacion de las bacterias dotadas de resistencia natural. (23)

8.1.3 Situacién actual del manejo de residuos organicos

La mayoria de las haciendas lecheras poseen algunos planes de manejo de residuos

organicos, entre los mas comunes tenemos:

e Acumulacidn de excretas en contenedores o al aire libre.

e Esparcimiento de excretas frescas o secas directamente a los suelos con fines
agricolas.

e Excretas arrojadas directa o indirectamente a distintas fuentes hidricas.
8.1.3.1 Impacto del manejo actual de residuos organicos

El tratamiento de los residuos cada dia tiene mas importancia dada la dimension del
problema que representa, no solamente por el aumento de los volimenes producidos,
generados por el aumento de la produccién, pero también por la aparicién de nuevos
productos y principalmente por enfermedades que afectan a la salud humana y animal

directamente relacionadas con el manejo del estiércol animal.

El estiércol animal en los agroecosistemas es el mayor desecho generado, su uso
inadecuado puede generar problemas como malos olores, produccién de nitratos y otros
contaminantes en los cuerpos de agua; y entre los principales impactos que presentan las
acciones antes mencionadas, (24,25) podemos acotar lo siguiente:

e La acumulacion de excretas en contenedores o al aire libre provocan la emision de
gases contaminantes hacia la atmosfera, destacandose el amoniaco, asi como otros
gases de efecto invernadero (GEI) que incluyen metano y oOxido nitroso. Al
acumularlo directamente en el suelo se puede filtrar a aguas subterraneas,
produciendo contaminacion debido a la presencia de nitrogeno y otros componentes
de este.

e Laaplicacion de estiércol fresco o seco directamente sobre el suelo con fines agricolas
sobrecarga los nutrientes del mismo, ademas provoca cambios bruscos de pH,
alterando el crecimiento de la vegetacién y especialmente la transmision de bacterias
causantes de enfermedades a la misma.

o Finalmente, las excretas arrojadas directa o indirectamente a distintas fuentes hidricas

provocan dosis excesivas de fosforo en el agua, las mismas que estimulan el proceso
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de eutrofizacion, el cual aumenta las plantas acuaticas, disminuye el oxigeno disuelto
y varia el pH, afectando asi la calidad de esta. Sin mencionar la presencia de
microorganismos altamente patdgenos que se diseminan al largo de todo el afluente
hidrico. (25) En cuanto a la materia orgénica, su efecto sobre la variabilidad del agua
subterranea es relativamente debil. El nitrdgeno juega un papel diferente, el nitrdgeno
amoniacal (nitritos y nitratos), al ser muy solubles, se incorporan a las aguas de
precipitacion o riego, acompariandolas en su recorrido a traves del suelo, alcanzando

finalmente a las masas de agua subterraneas. (24)

8.1.4 Alternativas del manejo de residuos ganaderos

El incremento de residuos ganaderos y las acciones insuficientes que se han estado
llevando a cabo han generado el deseo de implementar estrategias o alternativas que
permitan corregir o minimizar este problema con la finalidad de aprovechar estos residuos

y reducir su efecto contaminante en varios aspectos.
Es asi como entre una de las alternativas podemos encontrar al biodigestor.

8.2 Biodigestor

El biodigestor es un sistema hermético de forma cilindrica o esférica, posee un ducto de
entrada a través del cual se suministra la materia organica (por ejemplo, estiércol animal,
heces humanas, residuos de matadero, aguas residuales, etc.) en forma conjunta con agua,
y un ducto de salida en el cual el material ya digerido por accion bacteriana (digestion

anaerobica) abandona el biodigestor. (26)

8.2.1 Funcionamiento del Biodigestor

Es un recipiente hermético (llamado reactor) que en su interior contiene materia organica
como estiércol y residuos vegetales (excepto los citricos, porque se acidifican). El
material de cultivo se fermenta con cierta cantidad de agua, produciendo gas y abono
organico rico en fosforo, nitrégeno y potasio. El sistema también puede incluir una
camara de carga y nivelacion de aguas residuales aguas arriba del reactor, un dispositivo
de captura y almacenamiento de biogas y camaras de postratamiento y presurizacion a la
salida del reactor. (27)

El proceso de biodigestion se da porque existe un grupo de microorganismos bacterianos
anaerobicos en los excrementos que, al actuar en el material organico, producen una

mezcla de gases llamado biogas. (27)
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Ademas, como resultado de este proceso se generan residuos con un alto grado de
concentracion de nutrientes y materia organica (excelentes como fertilizantes) que pueden
ser aplicados frescos, ya que, el tratamiento anaerdbico elimina los malos olores y la
proliferacion de insectos. (20) Al digerir con bacterias anaerobias, destruyen los 19
microorganismos, huevos de parasitos y semillas de malas hierbas presentes en el

estiércol fresco, dejando las heces libres de estos patdgenos y plantas no deseadas. (20)

8.2.2 Digestion Anaerobia

Es un proceso bioldgico en cadena que degrada la materia organica paulatinamente sin
presencia de oxigeno, convirtiendo los residuos ganaderos de animales y vegetales en
biogas y biol (fertilizante). Inicialmente, se produce una hidrolisis que da paso a las
siguientes fases como la acidogénesis, acetogénesis y finalmente metanogénesis. En cada
una de estas etapas participan distintas poblaciones de bacterias, las mismas que se

encuentran en el estiércol fresco de cualquier animal. (28)

a) Etapa de Hidrolisis o solubilizacién: En esta primera etapa, las bacterias absorben
materia orgénica con largas cadenas de estructuras carbonadas (proteinas,
carbohidratos y lipidos) disueltas por exoenzimas secretadas por bacterias hidroliticas
que acttan fuera de la célulay las descomponen para producir acidos organicos mas
cortos y formas mas simples. cadena liberando hidrégeno y diéxido de carbono; en
este proceso participan principalmente Clostridium y Bacteroides. (29) ElI material
organico soluble resultante puede ser asimilado por la célula, por lo tanto, sirve como
sustrato para las bacterias de la segunda etapa. (20)

b) Etapa Acidogénica: En esta etapa las bacterias acidogénicas, producen acetato e
hidrogeno, al igual que organicos solubles y acidos organicos simples. Los &cidos
grasos son convertidos en acidos organicos volatiles como el acético siendo el
principal producto y puede llegar a representar el 70%, también se encuentran el acido
propidnico, compuestos hidrogenados (H2) y carbodioxidos (CO2). (20)

c) Etapa Acetogénica: Esta es una etapa en la que se acelera el metabolismo bacteriano
con la transformacion enzimatica o hidrolisis de polisacaridos, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos en otros componentes que seran utilizados como fuente de energia y
metabolismo en carbono celular a través de bacterias acetogénicas. de Hz con otras
bacterias consumidoras. (29)

d) Etapa Metanogénica: En esta etapa, un gran grupo de bacterias estrictamente

anaerobias actuan sobre productos de etapas anteriores, que son las responsables de
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la produccion de metano y diéxido de carbono. Se pueden formar dos grupos
importantes de bacterias metanogénicas dependiendo de los sustratos que
metabolizan: Los mas importantes son los acetoclasticos que convierten acetato,
metanol y algunas aminas. El otro grupo son las bacterias hidrogenotréficas que
consumen hidrégeno. En estas condiciones, el nitrato se convierte en amonio y el

fésforo en fosfato. (30)

8.2.2.1 Factores determinantes en la digestion anaerobia

Los microorganismos de la biodigestion son altamente susceptibles a los cambios en las

condiciones ambientales, en especial los metanogénicos. (26) Por ende, es importante

considerar los siguientes factores como: temperatura, pH, concentracion de AGV,

disponibilidad de nutrientes y también algunos factores operacionales como: el porcentaje

de sélidos presentes, naturaleza del sustrato, mezcla presente, tiempo de retencion, efecto

del disefio y calentamiento. (26,28)

Temperatura: La digestion anaerdbica ocurre en un rango de temperatura que va desde
5°C hasta 55°C. La temperatura que tenga el digestor lo determina las distintas
especies bacterianas que pueden vivir en esos ambientes. Se han reportado tres clases
diferentes de bacterias: criofilicas, aquellas que viven en temperaturas menores de
20°C, mesofilicas viven en rangos de 20°C a 45°C y por ultimo, las termofilicas en
rangos mayores de 45°C. Se ha demostrado que la temperatura éptima para la
digestion es de 30°C a 35°C, pues se combinan las mejores condiciones para el
crecimiento de las bacterias y la produccién de metano, con un corto tiempo de
retencion de los desechos en el biodigestor. (28)

Humedad: El contenido de humedad &ptimo para la méxima eficiencia de la
fermentacidn es entre 50% y 60% en masa. La humedad por debajo del 40% es un
indicador de descomposicion muy lenta de la materia orgénica, en cambio, cuando la
humedad esta por encima del 60%, el nimero de poros libres en el agua es muy bajo,
lo que dificulta la oxigenacion de la fermentacion. (30)

pH: Este obedece a la funcidn del sistema alcalino de biocarbonato, del CO2 y de la
concentracion de AGV. La alcalinidad protege de fluctuaciones al pH y éste se
mantiene por el COa. (24) Se ha encontrado que el pH optimo es de 7 a 8 0 sea, neutro
o ligeramente alcalino. Al comenzar la proliferacion de las bacterias, se forman
acidos, por lo que el pH puede llegar acidificarse, pero luego que se estabiliza la

produccion, tiende a normalizarse. (28) El pH de las deyecciones bovinas oscila, como
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valor medio, entre el 6,7 del bovino de ordefio al 7, 0y el 8,0 en los residuos de bovino
de engorde o cebo. El efecto de su aporte sobre el pH de los suelos es algo acidificante.
(24)

e Concentracion de AGV: ElI momento en que las bacterias degradan el material
organico, se forman los &cidos grasos volatiles (AGV). En ese momento puede
fluctuar el pH, de manera que en un biodigestor habra complicaciones cuando la
acumulacién de AGV sea alta. Este es punto controversial en los estudios, unos dicen
que la concentracion tdxica es alrededor de 2000 mg, AGV/I, otros sefialan, que la
acidez que se asocia a ello es la procedencia de la toxicidad. (28)

e Disponibilidad de nutrientes: En cuanto a los nutrientes propiamente dichos, es de
gran importancia la razon C: N (relacion carbono - nitrdgeno) con un valor 6ptimo de
25:1. Si existe mucha cantidad de carbono y pequefia de nitrégeno, la bacteria no
puede utilizar todo el carbono presente y la degradacion de la materia organica sera
ineficiente. Si la presencia de nitrdgeno es alta, no habrd en qué emplearlo y se
acumulara principalmente en forma de amoniaco (NH3) pudiendo inhibir el
crecimiento de las bacterias o produciendo su muerte, especialmente aquellas que
producen metano. (28)

También se necesitan los siguientes elementos, en pequefias concentraciones: zinc,
potasio, calcio, magnesio y hierro. EI mondxido de carbono es necesario para la
metanogénesis. Las bacterias necesitan vitaminas para crecer, pero ellas mismas
sintetizan las vitaminas necesarias. Si las bacterias no las tienen, habra quien en la

poblacidn las proporciona. (28)

8.2.2.2 Microorganismos involucrados en la biodigestidn

Las especies de microorganismos involucrados en el proceso puede variar dependiendo
de los materiales que serdn degradados. Los &cidos grasos, los alcoholes y los enlaces
aromaticos pueden ser degradados por la respiracion anaerobia de los microorganismos.
(31)

Estos utilizan, entre otros nutrientes, el sulfato (Desulfonema limicola, Desulfovibrio
desulfuricans), carbonato (Methanobacterium thermoautotrophicum, Acetobacterium
woodi, Clostridium aceticum,), nitrato (Pseudomonas stutzerii, Paracoccus
denitrificans), azufre (Pyrodictium occultum, Desulfuromonas acetoxidans), fumarato

(Wolinella succinogenes, Escherichia coli) o Fe(lll) (Alteromonas putrefaciens) como
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aceptores de electrones, por lo que pueden denominarse reductores de nitrato, reductores
de sulfato, etc. (31)

En la primera y segunda fase de la degradacion, participan bacterias de al menos 128
ordenes de 58 especies y 18 géneros. Las especies que se presentan principalmente son

Eubacterium, Ruminococcus, Bacteroides y Clostridium. (31)

En la tercera y cuarta fase de la degradacion, se encuentran principalmente bacterias
metanogénicas. En la actualidad, se han identificado 81 especies, de 23 generos, 10
familias y 4 ordenes. Ademas, existen diversos microorganismos que pertenecen al
sistema ecologico de un biorreactor y que participan indirectamente en la degradacion.
Por ejemplo, Staphylococcus, especie se desarrolla con frecuencia en los digestores,
puede provocar riesgos para la salud del personal que opera el digestor si no se toman las

medidas sanitarias necesarias. (31)

En las cuatro fases de la degradacion, las especies Acetobacter y Eubacterium tienen una
participacion similar en el proceso. (31)

Tabla N° 1: Bacterias que participan en el proceso de fermentacion durante las cuatro

fases.
Taxonomia Especies Descripcion Metabolismo
Género: A. paludosum | El género | Reducen autotréficamente

Acetobakterium Acetobacter es un | compuestos oligomeros,

A. woodii
bacilos

grupo de
Gram negativos
maviles que realizan
una oxidacion
incompleta de
alcoholes, y producen
una acumulacién de
acidos organicos
como productos

finales.

poliméricos, mondémeros y
COy,
hidrégeno como fuente de

utilizando el
electrones. Estos
microorganismos  hacen
viable la descomposicion
de los é&cidos grasos y

compuestos aromaticos.
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Género: E. brachy El género La mayoria de las
Eubacterium | £ jimosum Eubacterium consiste | £ acterias  producen
en un grupo de . inei
E rectale butirato como el principal

bacterias anaerébicas

E. cylindroides | opligadas Gram

producto de su

metabolismo. Algunas

E. siraeum positivas. especies se desarrollan
E. plautii autotroficamente, por lo
E. desmolans tanto, son capaces de

cumplir funciones
E. callandrei especificas en la

descomposicion

anaerdbica.

Fuente: FAO, 2011.

Bacterias que participan de la hidrdlisis: Entre estos destacan: Sphingomonas,

Bacteroides, Lactobacillus, Propionibacterium, Sporobacterium, Megasphaera,
Bifidobacterium. (31)

Bacterias que participan de la acidogénesis: La mayoria de los microorganismos

acidogénicos también participan de la hidrélisis, entre estos el género Paenibacillus,
Clostridium y Ruminococcus que se encuentran presentes en todas las fases del
proceso de fermentacion, pero dominan mas en la fase acidogénica.

El grupo Cytophaga, Flavobacterium y Bacteroides representan el segundo grupo
mas grande de microorganismos en las dos primeras etapas de descomposicion. Sin
embargo, en la fase metanogénica representan menos de 5 % del total de
microorganismos. Esto indica que estos grupos son la causa principal de la
descomposicion de los compuestos monoméricos. (31)

Bacterias _que participan de la acetogénesis: Estas bacterias unicamente pueden

sobrevivir en simbiosis con el género que consume hidrégeno y otras bacterias
consumidoras de este como Syntrophobacter wolinii especializada en la oxidacion de
propionato y Syntrophomonas wolfei que oxida acidos grasos de 4 a 8 atomos de
carbono, convierten el propidnico, butirico y algunos alcoholes en acetato, hidrégeno

y dioxido de carbono, el cual se utiliza en la metanogénesis. (29)
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e Bacterias que participan de la metanogénesis: La UGltima fase se encuentra dominada

por un grupo especial de microorganismos, las Arqueas metanogénicas. Estas se
caracterizan a traves del cofactor F420, el cual opera en presencia de hidrogenasas
como transportador de H2. Puede detectarse por su autofluorescencia en un
microscopio  éptico. Las principales especies estan representadas por

Methanobacterium, Methanospirillum hungatii, y Methanosarcina. (31)

8.2.3 Biodigestor Home Biogés 2.0

Home Biogas es una empresa israeli, que se han dedicado al disefio y fabricacion sencillos
biodigestores que tienen el aspecto de una tienda de acampar. EI Home Biogéas 2.0 es un
biodigestor de facil uso, ya que en su interior contiene bacterias anaerdbicas que se
encargan de transformar todos los desechos organicos de origen humano y animal, en

fertilizante liquido (Biol) y gas para ser utilizado de manera doméstica.

El biodigestor cuenta con un sistema para que el gas producido se concentre en la parte
superior del sistema, el cual mediante ductos puede ser llevado a otro establecimiento
para ser usado, lo mismo sucede con la produccion de biol, el cual se puede almacenar
para diferentes usos. La vida til es del Home Biogés 2.0 es de 15 afios y pesa alrededor
de 22 kilos. (32)

Las dimensiones del sistema son de 210 x 115 x 130 cm, teniendo un volumen del tanque
de gas de 700 litros, la capacidad del tanque del biodigestor es de 1200 litros, mientras
que la cantidad maxima diaria de residuos de cocina (frutas, verduras o carnes) es de 6
litros, por otro lado, la cantidad maxima diaria de estiércol animal es de 45 litros,

pudiéndose repartir 15 litros de estiércol + 30 litros de agua. (33)

Este tipo de biodigestor logra generar una cantidad de gas que puede ser utilizado hasta 2
horas diarias para cocinar o para ser utilizado en un calefdn, produce decenas de litros de
biol cada mes, logrando desviar alrededor de 1 tonelada de residuos orgénicos cada afio
y ahorrando hasta 6 toneladas de emisiones de CO: al afio. (33)

8.3 Biol

El biol es el resultado de la fermentacidn de estiércol y agua a traves de la descomposicion
y transformaciones quimicas de residuos ganaderos en un ambiente anaerobio. Contiene
nutrientes que son asimilados buenamente por las plantas, haciéndolas mas vigorosas y

resistentes. La técnica empleada para obtener biol es a través de biodigestores, el material
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al salir del mismo ya no tiene malos olores y no atrae insectos una vez utilizado en los
suelos. (34)

El biol contiene bastante materia orgénica, en el caso del de bovino podemos encontrar
hasta 40.48%. El biol agregado al suelo provee material organico que resulta fundamental
en la génesis y evolucion de los suelos, constituye una reserva de nitrogeno y ayuda a su
conformacion, particularmente la de textura fina.

La cantidad y calidad influird en los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos del sistema,

convirtiéndose en un factor esencialisimo de la fertilidad de estos. (35)

Composicion del biol bovino: K (0.06%) Mg (0.032%) Cu (01 mg.kg-1) Co (01 mg.kg-
1) Fe (3.9 mg.kg-1) Mn (0.5 mg.kg-1) Zn (0.5 mg.kg-1). (34)

8.3.1 Elaboracién de Biol

La elaboracion de biol se puede entender como un proceso de fermentacion en la cual
interfieren una fase sélida que es el biosol y una fase liquida conocida como biol, ambas

fases poseen excelentes cualidades para los cultivos. (35)

El proceso fisico por el que pasan los residuos ganaderos ante el biodigestor son los
siguientes: (36)

1. Se recibe la materia organica.

2. Toda la materia organica ingresa a biodigestor.

3. Se debe agregar agua a una temperatura de 25 a 35°C.

4. Se debe esperar a que se realice el proceso de fermentacion, el cual puede tardar de 5
hasta 20 dias.

5. En el biodigestor hay una valvula que controla la presion de salida del biogas.

6. El filtro del biodigestor se encarga de eliminar el sulfuro de hidrégeno, el cual es un
gas corrosivo.

7. Enuno lado del biodigestor se ubica un recipiente el cual se encarga de recibir el biol
y otros residuos del proceso.

8. El biogas sale por un tubo de plastico o cobre, el cual puede tener diferentes usos de
acuerdo con las necesidades de cada persona.
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Imagen N° 1: Cadena del biodigestor.
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Fuente: Ministerio de Ambiente, 2015.

El agua dentro de la elaboracion del Biol tiene la funcion de homogeneizacion de los
elementos y brinda condiciones optimas para impulsar el desarrollo y reproduccion de los
microorganismos, y muchos de estos que estan presentes en la fermentacion se
desenvuelven mejor en un medio liquido, transforman mas facilmente productos como
vitaminas, enzimas y péptidos en promotores de crecimiento trasladandose a las plantas.
Ahora bien, la cantidad de materia organica con respecto al agua varia de acuerdo con su
origen, pero se puede trabajar con concentraciones de 50:50 o 25:75 respectivamente,
dependiendo de la cantidad de materia prima de la que se disponga, pero lo més

recomendable es utilizar 1/3 de materia organica y 2/3 de agua. (30)

Existen otras elaboraciones de Biol en donde se afiaden diferentes tipos de sustancias
como es el caso de la melaza que se encarga de aportar la energia necesaria para que los
microorganismos puedan cumplir con el trabajo de descomposicion de la materia, hace
que la materia organica se convierta en nutrientes digeribles para las plantas. ES rico en

potasio, calcio, fosforo, magnesio y micronutrientes tales como boro, zinc y hierro. (30)

El biol se puede utilizar como fertilizante liquido para aplicarlo por rociado o se lo puede
aplicar junto con el agua de riego en sistemas automatizados. La dosis biol agua debe
estar en una relacion de 1/100. La aplicacion foliar podria llegar hasta una dilucion de
maximo el 75% y un minimo de 25%. Lo ideal es conocer los requerimientos de las
plantas o del suelo. (30)



22

8.3.2 Beneficios del Biol

La aplicacion de residuos ganaderos en forma de biol constituye al suelo uno de los
mejores ejemplos de reciclaje de nutrientes, en el sistema del suelo y cadena tréfica. Bien
utilizados, pueden sustituir o reducir el uso de importantes cantidades de fertilizantes
sintéticos, y dandole un valor agregado a su produccion por ser un manejo organico. De
esta manera, el empleo de biol a muchos productores les ha permitido aproximarse a una
practica agroecologica de produccidn, haciéndose mas sostenibles y resilientes, ayudando

a resolver el problema del ganadero y también supone un ahorro para el agricultor. (37,38)

El biol es un mejorador de la disponibilidad de nutrientes del suelo, aumenta su
disponibilidad hidrica, y crea un microclima apropiado para las plantas. Debido a su
contenido de fitorreguladores, promueve actividades fisioldgicas y estimula el desarrollo
de las plantas, beneficia su enraizamiento, alarga la fase de crecimiento de hojas (seran
las encargadas de la fotosintesis), mejora la floracion, activa el vigor y poder germinativo
de las semillas. Todos estos factores repercutiran en mayor productividad de los cultivos
y generacion de material vegetal. El biol puede aumentar la produccion de un 30 hasta un

50%, ademas, protege de insectos y recupera los cultivos afectados por heladas. (35)

La capacidad de fertilizacion del biol es mayor a la del estiércol fresco y del estiércol
compostado. Puesto que, el nitrégeno es convertido en amonio (NH4), y luego a nitratos.
Adicionalmente, acarrea una alta carga de microorganismos benéficos y fitohormonas.
(28)

Ademas de los beneficios antes mencionados, también podemos encontrar: reduccion
significativa de malos olores, mineralizacion, produccién de energia renovable si
sustituye a una fuente de energia fosil, disminucion de emisiones de gases de efecto
invernadero y también la reduccion significativa de microorganismos altamente
patogenos. (39)

8.4 Resistencia Antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un proceso natural, se define como la
capacidad de un microorganismo (bacterias, virus, parasitos, hongos) para neutralizar y/o

resistir el efecto del antimicrobiano (antibidtico, antiviral, antiparasitario, antifingico).

3)
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8.4.1 Historia y epidemiologia de la resistencia antimicrobiana

Los primeros reportes de bacterias resistentes a los antimicrobianos fueron en el afio 1944,
poco después de la aparicién de la penicilina, en ese afio se descubrieron cepas de
Staphylococcus aureus que producia betalactamasas que hidrolizaban la penicilina y la
hacian ineficaz. Los reportes siguieron aumentando, ya que en 1946 un estudio demostro
que el 14% de Staphylococcus aureus nosocomiales producian betalactamasas, para el
afio 1950 ascendi6 al 59% vy en la actualidad se ha reportado que el 95% de cepas de S.

aureus son productoras de betalactamasas. (40)

Debido a la probleméatica de esa época, la industria farmacéutica comenzé con el
desarrollo de nuevos antimicrobianos como: nuevas penicilinas, cefalosporinas,
combinaciones con inhibidores de betalactamasas y carbapenems, sin embargo, esto solo
desencadeno que se desarrollen nuevas cepas de diferentes bacterias resistentes a cada
uno de ellos. (40)

En el caso de las bacterias gram negativas, se reportd que las Enterobacterias
desarrollaron mecanismos de resistencia antimicrobiana al aztreonam y a las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion mediante la produccion de betalactamasas
de espectro extendido, siendo su primer caso reportado en Alemania en el afio de 1983.
(40)

8.4.2 Genoma Bacteriano

El estudio del genoma bacteriano es una de las bases para comprender la capacidad de las
bacterias para transferir y propagar la resistencia a los antimicrobianos. El término
genoma fue introducido por Hans Winkler, profesor de botanica de la Universidad de

Hamburgo en 1920, refiriéndose a la totalidad de ADN contenido en una sola célula. (41)

Las primeras descripciones de la estructura del ADN bacteriano lo hicieron Worcel y
Burgi cuando lo aislaron de E. coli. En una gran cantidad de bacterias se puede encontrar
el ADN en una sola molécula denominado cromosoma bacteriano, el cual se encuentra
en forma de circulo cerrado que se enrolla para contenerse en el nucleoide de la bacteria,
salvo el caso de Streptomyces y Borrelia, las cuales tienen un ADN lineal. Uno de los
nucleoides mas completos es el de la E. coli, la cual tiene un peso de 3 x 10° daltons
aproximadamente, con 4.2 millones de pares de bases y alrededor de 1 mm de longitud.
(41)
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Imagen N° 2: Mapa genomico circular de E. coli.
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En el nucleoide no solo se va a encontrar ADN condensado, sino también ARN, como es
el caso de enzimas de ARN polimerasa, las topoisomerasas y proteinas basicas. Para que
el ADN pueda encontrar dentro de la bacteria, este enrolla a si mismo mediante la
utilizacion de topoisomerasas. (41)

Pero a mas del ADN, dentro del nucleoide también podemos encontrar otras moléculas
de ADN adicionales denominadas plasmidos, los cuales son pequefias moléculas de ADN
circular, el mismo que se esta replicando independientemente de la bacteria, una de las
caracteristicas mas fundamentales que tiene es que debido a su tamafio tienen la facilidad
agregar y suprimir fragmentos de ADN vy reintroducirlos en el ADN original de la
bacteria, esta es una de las caracteristicas fundamental que esta asociada a la resistencia
de antimicrobianos, ya que el mismo se puede transmitir entre distintas células

bacterianas. (41)

8.4.3 Tipos de resistencia antimicrobiana

La resistencia bacteriana puede ser natural o intrinseca y adquirida, y debe ser analizada
desde varios puntos de vista (clinico, poblacional, molecular, farmacocinético y

farmacodinamico).

1. Resistencia natural o intrinseca: Es una propiedad determinada de las bacterias, su

aparicion es anterior al uso de los antimicrobianos y tiene la caracteristica de ser
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inherente a una especie en particular. EI conocimiento de este tipo de resistencia es
atil en la préctica, tanto para el microbidlogo como para el médico, pues se evita la
utilizacién de antimicrobianos que presenten este tipo de resistencia ante ciertas
bacterias o grupos de bacterias. (41)

2. Resistencia adquirida: Es un verdadero cambio en la estructura genética de la bacteria
y compone un verdadero problema en la clinica. Dicho de manera sencilla, esto
significa que, si algun antimicrobiano alguna vez fue eficaz para combatir diversas
bacterias, al adquirir la resistencia dicho farmaco deja de ser eficaz. Puede ser también
un fendmeno temporal cuando esté establecida por factores de su medio, o puede ser
de caracter permanente en el caso de existir mutaciones o cuando se debe a la
adquisicion de material genético externo a través de transposones, integrones,
plasmidos u otros. Existe un fendmeno conocido como tolerancia, es considerado
como un tipo de resistencia adquirida, aun cuando el microorganismo siga siendo

sensible al medicamento. (41)

8.4.4 Bases genéticas de adquisicion de resistencia antimicrobiana.

La resistencia antimicrobiana estd dada por cambios estructurales y fisioldgicos que

neutralizan a los medicamentos, estos cambios ocurren por dos cambios genéticos:
a) Mutacion en un gen cromosémico.

Los cambios cromosémicos pueden darse al azar o por influencia de agentes fisicos o
quimicos, no necesariamente se requiere la presencia de un antimicrobiano, en algunos
casos la mutacion cromosémica se da en una sola fase ocasionando alto grado de
resistencia, pero en otros, se puede requerir varias fases o pasos generando minimas
alteraciones de sensibilidad. Una vez que la mutacion tuvo su lugar, la informacion se

transfiere en sentido vertical a las células hijas de generacién en generacion. (40)
b) Introduccién de un plasmido R de resistencia.

Este mecanismo es mucho mas rapido porque puede conferir resistencia a varios
antimicrobianos a la vez y se da lugar cuando la bacteria adquiere genes de resistencia

transportados en plasmidos extracromosomales, (40) mediante procesos como:

1. Transformacion: Transferencia o incorporacion por una bacteria de ADN libre

extracelular procedente de la lisis de otras bacterias. (42)
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Transduccion: Transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de una bacteria a
otra mediante un bacteriéfago (virus que infecta bacterias). (42)

Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN (transposdn) que puede contener
genes de resistencia a diferentes antimicrobianos y otros genes casete unidos en
equipo para expresion de un promotor en particular. (42)

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

receptor), a traves de una hebra sexual o contacto fisico entre ambas. (42)

8.4.5 Mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias

Las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos para intercambiar genes de

resistencia; estos ocurren no solo entre poblaciones bacterianas de la misma especie, sino

también se han identificado diferentes especies, lo que explica parcialmente el aumento

de la resistencia a los antimicrobianos. El intercambio de genes implica la participacién

de elementos genéticos de transferencia o unidades de captura de genes, entre los que se

incluyen los plasmidos, las secuencias de insercidn (1S), los integrones, los transposones

(Tn) y los bacteriofagos. (41) Los principales mecanismos de resistencia desarrollados

por las bacterias son los siguientes:

a)

b)

Bombas de eflujo o expulsion del antimicrobiano del interior de la célula
bacteriana: Transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin
transformaciones, pero sin accion antimicrobiana. La bacteria acomoda bombas de
expulsion dependientes de energia, que pueden comportarse como sistemas de
eliminacion de uno o varios antimicrobianos. (42)

Modificacion o inactivacion del antimicrobiano mediante enzimas hidroliticas:
Es el mecanismo mas comun de resistencia adquirida y esta determinado en gran
medida por la produccion de enzimas que hidrolizan al antimicrobiano. El ejemplo
mas representativo son las betalactamasas, las enzimas inactivan el antimicrobiano al
hidrolizar el anillo betalactdmico de la molécula. Los aminoglucésidos son otra clase
importante de antimicrobianos que son destruidos por enzimas. (42)

Blogueo de la penetracién del antibacteriano mediante modificacion del sitio
activo: La alteracion o modificacion del sitio de union del antimicrobiano se traduce
en una pérdida de la afinidad y por ende le impide ejercer su accion. La modificacion
de un aminoacido crea un blanco diferente y asi reduce la afinidad de union por el
antimicrobiano. Hay dos tipos de modificacion del sitio activo: la modificacion de

PBP (penicilin-bindingprotein) que es un complejo enzimatico que permite la sintesis
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del peptidoglicano y en caso de producirse una mutacion del sitio de union al
antimicrobiano como los betalactdmicos, estos no pueden actuar y se genera
resistencia, por otro lado, tenemos la modificacion ribosomal donde los genes erm A
y erm B maodifican el sitio activo del ribosoma mediante metilacién, mecanismo
importante en la resistencia a macrolidos (S. pneumoniae y S. pyogenes). (42)
Alteracién o disminucién de la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana: Cambios en el didmetro o nimero de porinas pueden bloquear el ingreso
del antimicrobiano a la bacteria, de esta manera el antimicrobiano no puede penetrar
la superficie bacteriana y alcanzar el nicleo celular, esta es la forma mas frecuente de
resistencia natural. Es un mecanismo importante en las bacterias gramnegativas,
poseen canales proteicos nombrados porinas que admiten o impiden el paso de
moléculas hidrofdbicas. (42)

Biofilms: Las bacterias que forman biofilm estan protegidas de la luz ultravioleta, la
deshidratacion, la accion de los antimicrobianos, los mecanismos de defensa del
organismo como la fagocitosis y otras amenazas ambientales. La resistencia
antimicrobiana a los antimicrobianos dentro del biofilm se debe a multiples
mecanismos, que pueden incluso actdan de manera sinérgica. (42)

Sobreexpresion del sitio blanco: Este mecanismo solamente se ha descrito en
aislados clinicos de micobacterias, la duplicacion génica de los promotores
implicados en la transcripcién de estos genes, son probablemente el mecanismo
responsable. (42)

8.5 E. coli BLEE

8.5.1 Generalidades

El género Escherichia es nombrado en honor a Theodor Escherich, quien aislo este tipo

de especie del género en 1885. La Escherichia son bacilos Gram negativos que existen

solos 0 en pares, es un anaerobio facultativo con un tipo de metabolismo fermentador,

ademéas pueden ser bacilos moviles o inmdviles debido a los flagelos peritricos

distribuidos en la superficie bacteriana. (15)

La E. coli es uno de los agentes causales méas frecuentes de procesos infecciosos,

aumentando las tasas de morbilidad y mortalidad debido a los diferentes patrones que les

confieren resistencia a los antimicrobianos, siendo un problema reconocido a nivel

mundial. A finales de los afios noventa se reconocié la multidrogorresistencia
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condicionada por la produccién de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), como
las enzimas CTX-M. (15)

8.5.2 Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

A diferencia de los mecanismos de resistencia encontrados en organismos Gram positivos
como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), los cambios que se
han suscitado en las bacterias Gram negativas han empeorado desde hace mas de una
década, al grado logrando un radio de aproximadamente de 2:1 sobre las Gram positivas.
Las betalactamasas son enzimas bacterianas que inactivan a los antimicrobianos [3-
lactdmicos por hidrolisis, los cuales resultan ser poco efectivos. Un grupo de
betalactamasas, las BLEE, tienen la habilidad de hidrolizar y causar resistencia a varios
tipos de los antimicrobianos PB-lactamicos, incluyendo las cefalosporinas de amplio
espectro como la cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y monobactdmicos como el
aztreonam, pero no en las cefamicinas, ni carbapenémicos. La mayoria de los
microorganismos BLEE se dividen en tres grupos: TEM, SHV y CTX-M. (15)

El tipo TEM en referencia a Temoniera, nombre de la paciente en cuyo hemocultivo se
aislé por primera vez una cepa E. coli productora de esta enzima, este tipo confiere
resistencia a ampicilina, penicilinay a cefalosporinas de primera generaciony se localizan
generalmente en cepas de E. coli y K. Pneumoniae y en menor medida en otros generos
de la familia Enterobacteriaceae y en otros microrganismos como Pseudomonas

Aeruginosa. (43)

El tipo SHV que significa “variable sulthidrilo” describe las propiedades bioquimicas de
la enzima. (44) Confiere resistencia a penicilinas y cefalosporinas de primera generacion,
se localizan usualmente en K. Pneumoniae, pero también se han descrito en otras especies

de Enterobacterias como P. Aeruginosa, E. coli, y Acinetobacter spp. (43)

Durante las décadas de los 80 y principios de los 90, la inmensa mayoria de las BLEE
encontradas eran del tipo TEM o SHV. Hasta la fecha se describen mas de cien variantes
distintas procedentes de las f-lactamasas TEM-1 o0 TEM-2 y més de cincuenta de SHV-
1 lo que da una pequefia idea de la gran diversificacion evolutiva que han sufrido estas
enzimas en un corto periodo de tiempo debido esencialmente a la presion selectiva de los

antimicrobianos. (45)

En 1989 se descubrié un nuevo tipo de BLEE, las cefotaximasas o0 CTX-M convirtiéndose
en el tipo mas prevalente de BLEE durante los ultimos 10 afios, en especial paises de
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Sudamérica y Europa debido al impacto epidemiolégico tanto en el ambiente hospitalario
como en la comunidad, englobando asi mas de 70 enzimas que se clasifican

filogenéticamente en cinco grupos segun su secuencia de aminoacidos. (46)

En la actualidad, CTX-M-15 es la BLEE mas identificada en el mundo, para que su
diseminacion haya sido muy exitosa podria deberse a su asociacion con clones
internacionales con gran capacidad de diseminacién, como el ST131, ST405 y ST617.
(47)

Para reconocer cada uno de los tipos enzimaticos de BLEE se requieren estudios
genotipicos, estos generalmente se realizan en laboratorios especializados, quienes bajo
estudios moleculares han logrado diferenciar y agrupar todas las diversidades de cepas de
E. coli (y otras enterobacterias) y con esto tener un panorama mas amplio del
comportamiento del microorganismo. Unos afios atras hablar de E. coli BLEE era hablar
de un tipo de microorganismo intrahospitalario y que hoy en dia sabemos que ya es parte

del microambiente comunitario.

8.5.3 Hallazgos de E. coli BLEE en el Ecuador

En el Ecuador, mediante varios estudios, también se ha podido determinar la presencia de
E. coli BLEE no solo a nivel intrahospitalario, sino en diferentes fuentes, como son:

» Fuentes Hidricas: En el rio Machangara, ubicado en la ciudad de Quito, un grupo de
investigadores hallaron la presencia de E. coli resistente a cefotaxima con una
cuantificacién de 2.7*103 (SP4) y 5.4*10° (SP9) UFC/100 ml, los cuales lograron
concluir que la cantidad encontrada es muy similar a lo que se puede encontrar en
muestras de aguas residuales provenientes de un hospital. (5)

» Mercados: En un mercado municipal, ubicado en la ciudad de Quito, se hallo E. coli
ST410, un gen que se aislo de verduras como lechuga. Cilantro y alfalfa
especialmente, por lo que se presume de una contaminacion ocasionada por uso de
estiércol como abono en los cultivos, sobre todo en sistemas intensivos donde incluso
utilizan aguas residuales, a pesar de ser un gen nuevo mostro resistencia a la
ciprofloxacina, el cual se le debe prestar atencion porque puede ocasionar una
amenaza a la salud publica a futuro. (6)

» Comida callejera: Este estudio se baso en la recoleccion de 150 muestras de puestos
de comida concurridos en la ciudad de Quito, en lo que se pudo encontrar: 20 muestras

de alimentos con E. coli con el gen ESBL blactx-m-15 €n seis cepas, blactx-m-14 €n dos
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cepas y una aislada de albergada blactx-m-24, blactx-m-es, blactx-m-s5 y blactx-m-s,
ademas se encontrd grupos clonales epidémicos reconocidos como el ST410, ST131
y ST744, concluyendo que el consumo de comida callejera es una fuente de
propagacion de E. coli BLEE en la ciudad. (48)

> Parques lineales: este estudio se baso en obtener 50 muestras de heces fecales de
caninos encontradas en un parque, 20 de las 50 muestras obtenidas presentaron E. coli
resistente a la ceftriaxona, ademas se lograron aislar 23 muestras de E. coli las cuales
presentaron un fenotipo multirresistente (MDR) a tres o mas familias de

antimicrobianos. (49)

9. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
9.1 Hipotesis Nula

HO; El proceso de biodigestion no elimina las bacterias resistentes a los antimicrobianos

presentes en los residuos organicos producidos en la hacienda lechera.

H1; El proceso de biodigestion elimina las bacterias resistentes a los antimicrobianos
presentes en los residuos organicos producidos en la hacienda lechera.

10. METODOLOGIAS / DISENO EXPERIMENTAL
10.1 Lugar de experimentacion

El presente proyecto se realizo en la provincia de Pichincha, canton Quito, parroquia La
Ecuatoriana, barrio Santa Clara.

10.1.2 Ubicacion Geografica

Imagen N° 3: Ubicacidn geografica por vista satelital.

Fuente: Google Maps.
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e Latitud: 0°17°S

e Longitud: 78°35°0

e Altitud: 3050 msnm

e Clima: Templado

e Temperatura promedio: 15 %

e Movimientos eolicos: Noroeste- Sureste * Humedad promedio: 66% — 67%

10.3 Instrumentos

Autoclave, Modelo 25X-1 Serie 021042, UL

Balanza electronica, Modelo EHA351

Céamara de flujo.

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

Fuente de poder Bio-Rad. Modelo Power Pac 300, Serie 282BR18394

Cémara electroforesis Labnet. Modelo EasyGel, Serie. S2656

Centrifuga jouan. Modelo winchester. Serie. 00550119

Vortex LB Scientific. Modelo TM-1000. Serie 0407179

Céamara de Flujo Laminar, Modelo BBS-H1100 Serie DBS-11H1408011D/,
Marca BIOBASE.

Autoclave Portable, Modelo LS-1, Marca HANDYCLAVE

Incubadora, Modelo Basic SNB400, Marca Memmert

Balanza Digital de precision, Modelo CQT 601, Marca Adam Equipment Inc
Cocineta Eléctrica, Modelo 3411Y Serie A1411BW, Marca Proctor Silex.

Dry Block Heaters, Modelo 1457512 DBI-100, Serie AS20130259623, Marca
BOECO.

Centrifuga para tubos de alta resolucién, Modelo HERMLEZ 160 M, Serie
82155027, Marca HERMLE.

10.4 Trabajo de campo

El muestreo tuvo lugar en el sistema de colecta de residuos y el biodigestor de la
hacienda LYG — FARM. (Anexo 6, Imagen 4)
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Las muestras fueron recolectadas en 3 puntos diferentes. (Anexo 6, Imagen 5)

Punto 1: Tubo colector de residuos organicos, este es la unién de los residuos lecheros
que se producen de la sala de ordefio de la hacienda y de los residuos organicos de la
casa donde habitan los empleados de la hacienda. Se puede encontrar agua residual,
restos de heces humanas y animales, desechos de lavanderia y cocina (excepto
detergentes), teniendo una consistencia semisolida. (Anexo 6, Imagen 6)

Punto 2: Dentro del biodigestor, aqui se encuentran todos los residuos orgénicos
mezclados con la poblacion bacteriana propia del biodigestor en un proceso
anaerdbico, teniendo un aspecto de liquido amarillo con muchas particulas solidas.
(Anexo 6, Imagen 7)

Punto 3: Salida del biodigestor, el producto final es el biol obtenido del mismo
proceso mencionado anteriormente, siendo un liquido amarillo con pocos residuos
solidos.

Se realizaron 3 repeticiones en cada uno de los puntos mencionados, se recolecté 100
ml. Asegurando primero de obtener una mezcla homogénea en cada uno de los puntos
y siempre vertiendo la muestra de manera directa en el vaso de recoleccion.

Se obtuvieron un total de 9 muestras que se conservaron en Mini Fridge a 9°C durante

24 horas. (Anexo 6, Imagen 8)

10.5 Trabajo de laboratorio

10.5.1 Cuantificacion

Se preparo el medio de cultivo selectivo para E. coli, Tryptone Bile Glucoronic Agar
(TBX Agar), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se mezcld una cantidad total de 270 ml de agua destilada con 9.88 g de Agar TBX,
esta mezcla la repartimos en 2 porciones iguales de 135 ml en cada una, en una de
ellas se coloco 5 pl/ml de cefotaxima, mientras que en la otra mitad no se coloco
ningn compuesto adicional. (Anexo 6, Imagen 9)

Colocamos el agar en las placas petri previamente identificadas, 9 con cefotaxima y
9 sin cefotaxima, teniendo un total de 18 placas, posteriormente dejamos reposar para
que solidifique.

Las muestras obtenidas se diluyeron de la siguiente forma: (Anexo 6, Imagen 10)
Punto 1: 10

Punto 2: 101

Punto 3: 101
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9. Una vez obtenidas las diluciones, se selecciond las bacterias mayores a un didmetro
de 0.45 um, mediante un filtro nanopore, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. (Millipore Corporation Bedford, MA 01730). (Anexo 6, Imagen 11)

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

11. Una vez colocado el nanopore sobre las placas respectivas se dejo cultivar durante 18
horas a una temperatura de 37 £ 1 °C.

12. Pasada las 18 horas, se realizd el conteo de UFC/mI de cada placa para estimar la
dinamica de carga bacteriana a través de los tres puntos antes mencionados en el

transcurso de los residuos lecheros en el biodigestor.

10.1.2 Antibiogramas

13. Pasadas las 18 horas seleccionamos las placas mas apropiadas para extraccion de
colonias para su replique. (Anexo 6, Imagen 12)

14. Se selecciono 10 placas teniendo en cuenta la morfologia y color de las colonias, las
mismas fueron sembradas en nuevas placas, preparadas de la misma forma utilizando
150 ml de agua destilada y 5.49 g de agar con una adicion de 6 pl de ceftriaxona
(CRO).

15. Se realiz6 una suspension de cada una de las colonias de un cultivo puro, en 10
mililitros (ml) de suero fisiologico estéril, a una concentracion de 0.5 MacFarland.

16. Posteriormente, se sembré homogéneamente esta suspension en cajas petri con agar
Mueller Hinton. Se dispuso sobre el agar, discos de inhibicion que se indican en la

siguiente tabla: (Anexo 6, Imagen 13)

Tabla N° 2: Familia de cada uno de los antibidticos usados y su respectiva abreviatura.

Familia Antibidticos Abreviatura

Amikacina AK

Aminoglucésidos Gentamicina CN
Netilmicina NET

Acido nalidixico NA

Ciprofloxacina CIP

Quinolonas

Levofloxacina LEV
Norfloxacino NOR




Aztreonam ATM
Cefoxitina FOX
Cefepima FEP
Beta-lactamicos
Cefotaxima CTX
Ceftazidima CAZ
Imipenem IMP
Doxiciclina DO
Tetraciclinas
Tetraciclina TE
Fosfonatos Fosfomicina FF
Macraélidos Azitromicina AZM
Anfenicoles Cloranfenicol C
Nitrofuranos Nitrofurantoina F
Antagonistas del ] )
Sulfametoxazol/trimetoprima STX
folato
Glicilciclinas Tigeciclinas TGC

17. Se incub6 a 37°C por 24 horas.
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18. Finalmente, la susceptibilidad de los antibidticos se midio a través de los siguientes

parametros:

Tabla N° 3: Parametros de susceptibilidad de los antibiéticos utilizados.

Antimicrobianos >S SDD I R
1 Aztreonam 30pug | 21 - 18-20n | 17
2 Acido nalidixico 30ug | 19| - | 14-18 |13
3 Amikacina 30ug | 17 - | 15-16n | 14
4 Azitromicina I5pug | 13 - - 12
5 Cefotaxima 30ug | 26 - | 23-25M | 22
6 Ceftazidima 30ug | 21 - 18-20n | 17
7 Cefepima 30ug | 25 | 19-24 - 18
8 Cefoxitina 30ug | 18 - | 15177 | 14
9 Ciprofloxacina Sug | 26 - | 22-25n | 21
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10 Cloranfenicol 30ug | 18 - 13-17 | 12
11 Doxiciclina 30ug | 14 - 11-13 | 10
12 Fosfomicina 200ug | 16 - 13-15 | 12
13 Gentamicina 10ug | 15 - 13-14n | 12
14 Imipenem Ilpug | 23 - 20-22 | 19
15 Levofloxacina S5ug | 21 - | 17-20n | 16
16 Netilmicina 30ug | 15 - 13-14n | 12
17 Nitrofurantoina 300ug | 17 - 15-16 | 14
18 Norfloxacino 10pg | 17 - 13-16 |12
19 S‘#ﬁ?}?ggﬁarﬁg” sug | 16| - | 11-15 |10
20 Tigeciclina 15pg

21 Tetraciclina 30pg | 15 - 12-14 | 11

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

19.

20.

21.

22.

23.

10.5.3 Extraccion de ADN.

En 10 tubos eppendorf se colocd 300 pl de TE buffer (LN TRIS, 05M EDPA, pH 8,0)
por cada uno de estos, adicionalmente en la misma cantidad de tubos eppendorf se
colocé 1000 ul de Caldo de soja triptica (TSB), Becton, Dickinson and Company
Sparks, MD 21152 USA. La cual se prepard siguiendo las recomendaciones del
fabricante, dandonos un total de 0.3 g de TSB en 10 ml de agua destilada. (Anexo 6,
Imagen 14)

Se identificaron con cddigos a cada una de las colonias que fueron tomadas para la
muestra, al igual que los tubos eppendorf con cada uno de los medios. (Anexo 6,
Imagen 14)

Se realizd un raspado en cada una de las colonias seleccionadas con un asa estéril, la
misma que se introdujo primero en el tubo eppendorf que contenian medio TE, y
posteriormente la misma asa se introdujo en los tubos eppendorf que contenian el
caldo TSB. (Anexo 6, Imagen 14)

Al finalizar el procedimiento antes mencionado, los 10 tubos eppendorf con caldo
TSB se llevaron a incubar durante 24 h, para posterior agregar 500 ul de glicerol para
su almacenamiento como ADN de respaldo. (Anexo 6, Imagen 14)

Por otro lado, los 10 tubos eppendorf con medio TE buffer se llevaron al termo bloque

durante 10 minutos a una temperatura de 90 °C, para luego ser centrifugados durante
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3 minutos a 12400 rpm. Finalmente, se extrajo 150 pl del sobrenadante (ADN), los
cuales fueron depositados en nuevos tubos eppendorf previamente identificados de

acuerdo con las colonias tomadas. (Anexo 6, Imagen 15)

10.5.4 Técnica de PCR multiple para analisis blactx-m

24. Se selecciond el m-PCR Master Mix Hot Start Taq (GOLDBIO) 12.5 ul (2x),
iniciador derecho 1 pl (LOmM), iniciador izquierdo 1 pl (L0mM) (Eurofins Genomics
8785689) ADN 3.5 ul (~200 nmol) y agua libre de nucleasas hasta completar 25 pl.
(Anexo 6, Imagen 16)

25. Se coloco los tubos eppendorf para m-PCR en el termociclador segun los protocolos

correspondientes a cada familia génica blactx-m. (Anexo 6, Imagen 16)

Tabla N° 4: Protocolo m-PCR de identifican de la familia génica blactx-m.

Bla CTX-M1 CTX-M9 CTX-M2 CTX-M8
Tiemp Tiemp Tiemp Tiemp
°C 0 °C 0 °C 0 °C 0
?ﬁ'g{‘;}t“ra"zac'o” 94°C  5min | 94°C  5min | 94°C  5min | 94°C  5min
SEGMENTADO
Desnaturalizacién 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
Extensidn 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
CCC ATGGTT | TGG TGA CAA
ATG ACT CAG | TGAGAC ATC
Foward AAATCACTG | AGAGAGTGC AGC ATT CG GCG TTA AG
C AAC G
CAGCGCTTT TGG GTT ACG | TAACCG TCG
Reverse TGC CGT CTA | TCACAGCCC | 11 17c e | GTG ACG ATT
AG TTC GGC GAT GC T

26. Se preparo el gel de agarosa con 80 ml de TBE 5x, 1.5 g de Agarosa y Sybr gold (1
ul), el cual se coloco en la cdmara de solidificacién con un peine que enmarca los
espacios donde posteriormente introduciremos el resultado m-PCR (5 pul). (Anexo 6,

Imagen 16)

27. Una vez completado este proceso colocamos el gel en la camara de electroforesis a
150 V- 400 mAh durante 45 minutos. (Anexo 6, Imagen 17)

28. Transcurrido los 45 minutos llevamos el gel al transiluminador, para observar las
bandas de acuerdo con el peso molecular del gen, que son los siguientes: crx-mz1 (150 —
200 pb); cTx-m2 (250 — 300 pb); ctx-ms (300 — 350 pb); cTx-m9 (200 — 250 pb).
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
11.1 Cuantificacién

Las bacterias resistentes a los antimicrobianos o superbacterias estdn tomando cada vez
mas relevancia debido a la rapidez con la que las mismas se propagan, esta propagacion
se debe principalmente a la liberacion de dosis subterapelticas de antimicrobianos en las
excretas de los animales (4,23), por lo tanto, es necesario probar alternativas que mitiguen
este problema bajo concepto de “Una sola salud”. Por ejemplo, la digestion anaerdbica
podria controlar la poblacion de patdgenos a un nivel aceptable para la seguridad de la
salud publica (50).

Grafico N° 1. Frecuencia de presentacion de E. coli y E. coli BLEE, en los puntos de
muestreo del paso de los residuos lecheros por el biodigestor. (La concentracion de

bacterias esta expresada en UFC/ml)

E. coli —e=E. coli BLEE

14000 13333,33
12000
10000
8000
6000
4000 2833,3 2500 2500
2000
0,78 0,75
0 ®
1 2 3

En consecuencia, se cuantificd la E. coli BLEE en el proceso de biodigestion de los
residuos lecheros. En el primer punto de muestreo (SP1), entrada de los residuos lecheros
al biodigestor (Grafico 1), se encontro alrededor de 2833,33 UFC/mI, mientras que E. coli
cuantifico, 13333,3 UFC/ml. La elevada presencia de E. coli BLEE en el SP1 podria
explicarse por la excrecion de los residuos de farmacos en las heces (4), Molina G et al.,
2020 realizaron un proyecto piloto instalando también un biodigestor en una unidad
productiva agropecuaria (UPA) con el fin de evaluar el efecto de la biodigestion en el
conteo de E. coli BLEE a partir de los desechos fecales donde obtuvieron una carga
promedio de E. coli BLEE de 1120 UFC/ml en la entrada del biodigestor (51),
aproximadamente el 50% menos que el resultado obtenido en esta investigacion.
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De la misma forma no hay que pasar por alto la cantidad de E. coli encontrada, aunque
forme parte de la flora bacteriana normal, también es un indicador de contaminacién fecal
en el agua y los alimentos (52). En un estudio llevado a cabo a partir de muestras fecales
de bovinos se cuantificO concentraciones minimas y maximas de E. coli fueron
2,5x10 * UFC/ml y 2,3%10% UFC/ml, respectivamente (53), mostrando que los resultados

son superiores a los obtenidos. (Grafico 1)

En cambio, dentro del biodigestor en el segundo punto de muestreo (SP2) (Gréafico 1), se
evidencid un descenso de la cantidad de E. coli BLEE a 0,78 UFC/ml, asi también bajo
la cantidad total de E. coli a 2500 UFC/ml, lo cual podria indicar que, en el proceso de
digestién anaerobia, dentro del biodigestor, existen varios factores que disminuyen la
cantidad de E. coli BLEE y E. coli, uno de estos factores podria ser la temperatura que
juega un rol importante en el proceso, ya que, como sefialan varios autores, la digestion
anaerobia puede ocurrir tanto en rangos de temperatura mesofila (20 a 37 °C) como
termofila (55 a 65 °C) siendo una de las condiciones primordiales dentro de cualquier
biodigestor segln la Environmental Protection Agency de los Estados Unidos (USEPA)
(50) el biodigestor utilizado funciona a una temperatura mayor a 20 °C (33). En este
mismo aspecto, Berggren et al., 2005, confirmé que temperaturas de 15 °C a 25 °C eran
suficientes para la reduccién de E. coli debido a que es un microorganismo mesofilo, asi
mismo, también afirm6 que temperaturas termofilas son mucho mas eficientes en la
digestidn anaerobia porque no solo influye directamente en el proceso de reduccion de E.
coli acelerandolo, sino también la produccion de biogés y biol (31,50,54), confirmando
que la temperatura podria ser unos de los factores responsables de la reduccion de este

microorganismo.

Conjuntamente, otro factor que podria influir en la reduccion de E. coli BLEE es la
sintrofia, una forma de simbiosis de dos o méas grupos de bacterias metabdlicamente
diferentes que combinan sus capacidades obteniendo el poder para degradar o catabolizar
diversos sustratos Amani et al., 2010 (55,56), varios estudios demostraron que en la
digestion anaerobia se puede encontrar varios grupos de bacterias con caracteristicas
sintroficas (Clostridium, Lactobacillus, Syntrophobacter wolinii, Syntrophomonas wolfei
y Smithella sp.) (29,57,58) responsables de las etapas acetogénicas y metanogénicas
dentro del biodigestor, en donde mas radica la importancia de esta simbiosis debido a que
son las principales etapas encargadas de la produccion de biol (59), ya que, estan logrando

una alta tasa de degradaciéon de diferentes sustratos debido a que actian sobre los
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productos resultantes de las etapas anteriores (55). Por ejemplo, se ha demostrado que los
grupos de bacterias con caracteristicas sintroficas que se encuentran en el proceso de
digestion anaerobia de los desechos y que cumplen varias funciones durante el mismo,
tienen la capacidad de remocion del 99,99% en coliformes totales como Salmonella spp.

y E. coli, pero en este ultimo, tienen mayor cantidad de remocion con un 99,10% (56).

Tabla N° 5: Cuantificacion de E. coli y E. coli BLEE en los puntos de muestreo.

SP1 SP2 SP3
E. coli /100ml| 13333,3| 2500 2500
E. coli resistente a CTX/100ml 2833,3 0,78 0,75
Ratio E. coli resistente a CTX/ E. coli total Ya 1/3205 | 1/3333

En el SP3 se contabilizd una disminucion significativa de E. coli BLEE a 0,75 UFC/ml
(Tabla 5), resultados similares a los obtenidos por Molina G et al., 2020 en el mismo
biodigestor (51), es necesario mas réplicas de este hallazgo, sin embargo, es evidente que
el biodigestor reduce la cantidad de E. coli BLEE en el tratamiento de los residuos
lecheros. Asi mismo, aunque disminuye en menor cantidad, también mantiene la
presencia de E. coli, justamente la cuantificacién en el SP3 da una cantidad de 2500
UFC/ml, que representa el 18% del total de E. coli que ingreso en el SP1 y segun un
ensayo realizado en Galicia-Espafia a partir de heces de bovinos y humanos para
determinar la prevalencia y caracteristicas de cepas de E. coli obtuvieron que el

predominio de este microorganismo en animales sanos oscila entre el 7 y 30 % (60).

Tabla N° 6: Comparacion de la reduccion de E. coli BLEE entre el SP1 y SP3.

(Resultados expresados en porcentajes)

SP1 SP3
E. coli resistente a CTX/100ml (UFC) 28333 | 0,75
E. coli resistente a CTX / % 100% | 0,026%
% de reduccion de E. coli resistente a CTX 99,97%

En la Tabla 6, podemos observar la diferencia significativa en cuanto al porcentaje
obtenido en el SP1 y SP3, donde el biodigestor redujo en un 99,97% la E. coli BLEE,
estos resultados nos confirman la eficacia del uso del biodigestor como medida para
combatir la resistencia a los antimicrobianos (RAM) o al menos limitar de alguna forma

su diseminacién.
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11.2 Antibiogramas

La presencia de E. coli BLEE aisladas en la hacienda lechera LYG FARM presentaron
multirresistencia (Grafico 1), a 15 de los 21 antimicrobianos testeados y 8 de las 10

familias de antimicrobianos. (Grafico 2)

Graéfico N° 2. Perfil de susceptibilidad de las E. coli BLEE a ceftriaxona aisladas de la
hacienda lechera LYG.
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Nota: Las barras indican el valor en porcentaje de la presencia de resistencia antimicrobiana, donde 1,
amikacina; 2, aztreonam; 3, azitromicina; 4, cloranfenicol; 5, ceftazidima; 6, ciprofloxacina; 7,
gentamicina; 8, cefotaxima; 9, doxiciclina; 10, nitrofurantoina; 11, cefepima; 12, fosfomicina; 13,
cefoxitina; 14, imipenem; 15, levofloxacina; 16, acido nalidixico; 17, netilmicina; 18, norfloxacina; 19,
trimetoprima / sulfametoxazol; 20, tetraciclina; 21, tigeciclina.

Entre los antimicrobianos con mayor presencia de resistencia, se encuentra el
cloranfenicol, la ciprofloxacina, la cefotaxima, la fosmocina, la levofloxacina, el &cido
nalidixico, la norfloxacina, el sulfametoxazol-trimetoprima y la tetraciclina, de la misma
manera, en un estudio realizado con hisopado de canales bovinos y de contenido cecal
mostro resistencia a 9 de 25 antimicrobianos utilizados, en donde, todos los aislados
presentaron resistencia a antimicrobianos como cloranfenicol, la ceftriaxona, el
sulfametoxazol-trimetoprima, la tetraciclina, mientras que la amikacina, la estreptomicina
y la cefalotina mostraron resistencia en un 28, 24 y 20% respectivamente (61). A la vez,
un estudio efectuado en provincias de Lamphun en Tailandia, donde cultivaron E. coli
BLEE de muestras fecales de terneros y vacas lecheras encontraron resistencia en
antimicrobianos como: amoxicilina, ceftiofur, cefalexina, cefalotina, cloxacilina,
estreptomicina, oxitetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprima y enrofloxacina (62). Lo
gue muestra una similitud con los datos obtenidos en la hacienda lechera LYG FARM en

los resultados de resistencia antimicrobiana, debido a que este grupo de antimicrobianos,
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han sido los méas usados en la practica diaria, debido a la importancia que logran tener

dentro del tratamiento de enfermedades o a la vez como promotores de crecimiento (63).

La multirresistencia indica que, a pesar de que en la hacienda lechera se tiene un correcto
manejo de los diferentes antimicrobianos y la idea principal es la prevencion de
enfermedades para reducir el uso de estos, se puede encontrar altos rastros de resistencia
en un elevado namero de antimicrobianos, esto se puede dar debido a que por mucho
tiempo las principales familias de antimicrobianos que se usan en ganado bovino han sido
las tetraciclinas, quinolas, anfenicoles y beta-lactdmicos, la mayoria de estos usados
debido al efecto de larga accion que tienen sobre el individuo y en caso de las

cefalosporinas de tercera generacion al poco o nulo tiempo de retiro que tienen (64).

Por otro lado, revisando de manera individual en el SP1, se encontr6 que la resistencia a
los antimicrobianos se presentd en 7 de los 21 antimicrobianos usados, (Grafico 3).
Mientras que el SP3, que ya es la salida de todos los desechos organicos transformados
en biol, encontramos la presencia de resistencia en 14 de los 21 antimicrobianos probados
(Gréfico 4).

Grafico N° 3. Comparacion del perfil de susceptibilidad de las E. coli BLEE a ceftriaxona
aisladas de la hacienda lechera LYG, del Punto 1 (SP1) y Punto 3 (SP3). (Valores

expresados en unidades)
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Nota: las barras indican el valor en unidades de la presencia de resistencia antimicrobiana, donde 1,
amikacina; 2, aztreonam; 3, azitromicina; 4, cloranfenicol; 5, ceftazidima; 6, ciprofloxacina; 7,
gentamicina; 8, cefotaxima; 9, doxiciclina; 10, nitrofurantoina; 11, cefepima; 12, fosfomicina; 13,
cefoxitina; 14, imipenem; 15, levofloxacina; 16, acido nalidixico; 17, netilmicina; 18, norfloxacina; 19,
trimetoprima / sulfametoxazol; 20, tetraciclina; 21, tigeciclina.
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De manera estadistica (Tabla 7), es posible describir que en 7 de los antimicrobianos
probados no hubo ninguna representacion estadistica debido a que la cefotaxima, por
ejemplo, presentd resistencia total en los 3 puntos de muestreo, por otro lado,
antimicrobianos como la amikacina, cefepima, tigeciclina, gentamicina, netilmicina e
imipenem no presentaron sensibilidad en los 3 puntos de muestreo, mientras que en 8
antimicrobianos probados, el p-value fue superior a 0.05, asi es el caso de la azitromicina,
acido nalidixico, cefoxitina, doxiciclina, nitrofurantoina, ceftazidima, fosfomicina y
sulfametoxazol-trimetoprima, los mismos que presentaron un incremento en la resistencia
antimicrobiana en el SP3. Por ultimo, el p-value mostro diferencia significativa (< 0.05)
en 6 antimicrobianos de los 21 probados como son: ciprofloxacina, cloranfenicol,
tetraciclina, aztreonam, norfloxacina y levofloxacina, debido a que su reduccion se
evidencia desde el SP1 al SP3.

Tabla N°7: Prueba estadistica de la resistencia y sensibilidad a los diferentes

antimicrobianos.

Antibioticos Abreviatura P-value
Amikacina AK -
Gentamicina CN -
Netilmicina NET -
Acido nalidixico NA 0,09
Ciprofloxacina CIP 0,04
Levofloxacina LEV 0,02
Norfloxacina NOR 0,01
Aztreonam ATM 0,002
Cefoxitina FOX 0,20
Cefepima FEP -
Cefotaxima CTX -
Ceftazidima CAZ 0,19
Imipenem IMP -
Doxiciclina DO 0,57
Tetraciclina TE 0,04
Fosfomicina FF 0,15

Azitromicina AZM 0,20
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Cloranfenicol C 0,007

Nitrofurantoina F 0,20

Sulfametoxazol/trimetoprima STX 0,11
Tigeciclinas TGC -

Nota: P-value < 0,05 es significativo.

La E. coli es el organismo con una naturaleza tan versatil, debido a que tiene una alta
habilidad para sobrevivir en muchos ambientes, para tomar partes de cddigo genético de
otras fuentes y para replicarse rapidamente (65). Por ejemplo, en un estudio de
antagonismo entre P. aeruginosa y E. coli, la E. coli, tras estar en exposicion contra las
toxinas de P. aeruginosa, mostraron una evolucién molecular paralela y una convergencia
adaptativa en cuanto a genes (66). Basandose en esto, podemos considerar que la
exposicion de E. coli a diferentes microorganismos dentro de un sistema anaerobico
provocaria que este comience a adaptarse a nivel genético, incluso para movilizar genes

de resistencia a sus futuras generaciones.

De igual manera, los rasgos de resistencia a multiples antimicrobianos puede transferirse
por conjugacion de la bacteria resistente a la sensible por medio de plasmidos, dando
lugar a nuevas especies o cepas resistentes (67). Entonces, este es uno de los métodos mas
importantes para la movilizacion de genes de resistencia, debido a que los plasmidos son
quienes replican y codifican proteinas para nuevos genes y que pueden ser heredables de
manera estable, especialmente los asociados a resistencia antimicrobiana, muchos de
estos plasmidos son capaces de ser transferidos a un amplio rango de huéspedes a tal
punto de pasar limites de género y especie (68). Mientras que otro método utilizado y que
va asociado a los genes que codifican las BLEE son los integrones, que son secuencias
de ADN lineales capaces de captar genes de resistencia, que en su mayoria son genes de
resistencia a antimicrobianos, mediante una secuencia integrasa (intl) y se logra expresar
el gen gracias a una secuencia promotora (Pant) (69), lo que practicamente hacen es captar
genes de resistencia antimicrobiana que pueden ser expresados después, ahora, la
diseminacion que mas se asocia con el uso del biodigestor es la horizontal, ya que en esta,
existe una recombinacion homdloga entre cepas 0 especies cercanamente relacionadas,
integrando nueva informacion genética permitiendo una adaptacion rapida a nuevos

ambientes o a condiciones ambientales desfavorables y la participacion en el
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establecimiento de procesos de cooperacion microbiana, ya sea por medio de los

plasmidos o de los integrones que logran esta diseminacion horizontal (70).

En consecuencia, las caracteristicas fisicas que ocurren dentro del biodigestor: la
temperatura, la sintréfia y la transmisién horizontal que ocurre por medio de los
plasmidos dentro del biodigestor podrian ser los responsables del incremento de
antimicrobianos utilizados en el SP3 a diferencia del SP1, que presenta un nimero menor
de resistencia a los antimicrobianos probados, aunque estadisticamente los valores totales

son mucho mas bajos que al inicio (Gréfico 3).

11.3 Andlisis blactx-m

Los primeros reportes del gen blactx-m Se dieron a fines de la década de 1980 en Japon,
Europa y Argentina, pero para 1990 se produjo la propagacion masiva de cepas
productoras de este gen en Argentina y paises vecinos, especialmente alotipos del grupo
blactx-m-2. Durante los Gltimos 15 afios, las BLEE tipo CTX-M ha experimentado una
expansion rapida y global, las cepas de enterobacterias que producen estas enzimas ahora
se han informado en casi todas partes y, en la actualidad, se conocen mas de 50 variantes
alélicas. De esta forma, las enzimas de tipo CTX-M superan en nimero a las BLEE
clasicas de tipo TEM y SHV. (71)

Grafico N°4: Comparacion de la presencia de genes blactx-m de los cultivos de E. coli

BLEE obtenidos en la hacienda lechera LYG FARM. (Datos expresados en porcentaje)

56,25
43,75

Genes blaCTX-M Genes blaCTX-M
Positivos Negativos
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Asi mismo, los resultados muestran que el 43.75% de las E. coli resistentes a BLEE
contienen genes blactx-m, 10s cuales son dominantes sobre otros tipos de genes de

resistencia, como lo mencionamos anteriormente.

Tabla N°8: Genotipificacidn de los genes blaCTX-M a partir de E. coli BLEE aislada de

los residuos ganaderos del proceso de biodigestion.

blacTx-m
Gen blactx-m1 | blactx-mo | blactxm2 | blactx-ms

Cuantificaciéon 0 0 12 2

Incluso existen algunas variantes que pueden ser dominantes sobre otras dentro de la
misma familia blactx-m debido a su presencia natural en los diferentes medios. En la
cuantificacion, el primer gen evaluado fue el blacTx-m-1, mismo que se describié por
primera vez en E. coli BLEE humana en 1989 en Alemania (72) y del cual se evidencio
una nula presencia dentro del ensayo (Tabla 7). Lo cual coincide con una investigacién
realizada a partir de las heces de varios animales (42 de perros, 22 de cerdos, 66 de
bovinos, 32 de pollos y 11 de caballos) en Canada para identificar la diversidad de E. coli
blactx-m reportd que el gen blactx-m-1 fue la variante dominante encontrada en
aislamientos de pollos (91%) y caballos (100%), mientras que en bovinos solo alcanz6
una presencia del 5% (73), esto explicaria su ausencia en los aislamientos realizados
dentro de esta investigacion (Tabla 7). Del mismo modo, puede sugerir que los elementos
genéticos que llevan esta variante dan como resultado una ventaja selectiva particular en
estas especies animales, ya sea a través de la colonizacién, la adaptacion metabdlica

al tracto digestivo del huésped o una mayor estabilidad ambiental. (73)

Por otra parte, el gen blacTtx-m-9 tampoco se presentd dentro de la cuantificacion (Tabla
7), y justamente se ha informado que en este grupo la frecuencia de presentacion es
hospitalaria y es la mas predominante, sobre todo en regiones de Europa y Asia (74). Por
ejemplo, en Japon, en una investigacion realizada en todos los hospitales del seguro
social, encontraron que 127 de 165 aislados de E. coli BLEE pertenecian al grupo blacTx-
m-9 (75), igualmente, en otra investigacion realizada en Espafia, a partir de heces fecales
de humanos en un hospital, este mismo gen fue el mas prevalente con un 81, 54% (76).
De esta forma, podemos justificar la ausencia del gen blactx-m-9 dentro de la investigacion

debido a su prevalencia en el &mbito hospitalario.
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Mientras tanto, el gen blactx-ms, también ha sido reportado en mdaltiples especies,
especialmente en aves y bovinos que son destinados para la faena y el consumo para
humanos (77,78), lo que ha generado un problema de salud publica a nivel mundial, ya
que la diseminacién de los genes se esta provocando de manera directa por el consumo

de alimentos de origen animal que tienen los genes blactx-m dentro de sus tejidos (79,80).

De manera simultanea, se evidencid que el gen mas prevalente es el blactx-m-2 (Tabla 7),
este se detectd en Japon como primera descripcion de E. coli BLEE en heces bovinas
(72), el mismo que se logro aislar en pacientes del Hospital Vicente Corral Moscoso en
Cuenca-Ecuador, donde 9 de 45 resultaron positivos para este tipo de gen de E. coli BLEE
(81). Mientras que en especies animales el gen se ha podido encontrar en el intestino sano

de especies de consumo humano, como son bovinos y aves de engorde. (79,80)

Tabla N°9: Comparacion del gen blactx-m2 a la entrada (SP1) y salida (SP3) del

biodigestor.
#de blactx-m-2 % total en % de reduccion de
aislamientos cada punto E. coli blactx-m-2
SP1 6 6 100%
75%
SP3 4 1 25%

Con los datos obtenidos (Tabla 8), se puede reportar que la E. coli BLEE se puede hallar
de manera natural en las producciones bovinas lecheras. Asi mismo, este gen ha sido
reportado en especies de consumo humano como son aves y porcinos, aisladas de
muestras que han sido tomadas directamente de la carne a consumir (82). Es aqui donde
el manejo de los residuos lecheros son un punto clave para lograr reducir la diseminacién
hacia el medio, ya que con la ayuda del biodigestor se logré reducir la presencia de E.
coli BLEE con genes de resistencia, especialmente del grupo blacrx-m-2 alcanzando un

75%, resultado bastante significativo.

Finalmente, se puede reportar que el gen blactx-m-2y blactx-m-8son los que se presentaron
dentro de la investigacion, asi nos confirma tambien un estudio realizado apenas en 2020
en ganado brasilefio que reporté que el gen blactx-m-s fue el mas frecuente seguido del
gen blactx-m-2 (78).
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12. IMPACTOS SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS
12.1 Impacto Ambiental:

La contaminacion por residuos lecheros bovinos y haciendo mas hincapié en el estiércol,
es uno de los temas mas notables actualmente debido al casi nulo o mal manejo y
tratamiento de estas. La mayoria de las producciones bovinas en el Ecuador generan
acumulacién de estiércol, el mismo que es capaz de alcanzar diferentes ambientes como
el agua, suelo, aire y también seres vivos afectandolos de diferentes maneras y
ocasionando problemas medioambientales bastante graves. De hecho, en un informe
realizado por la FAO se sefiala que la produccién pecuaria es precisamente una de las
causas principales de los problemas ambientales més apremiantes del mundo (83)
teniendo en cuenta el calentamiento global, cambio climatico, la degradacion de las

tierras, la contaminacién atmosférica y del agua, y la pérdida de biodiversidad.

Resultado de todo esto, en el Ecuador, el sector agricola hasta el 2012 contribuyé con el
18,17% del total de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) dentro de este el
43,43 % vy el 2,34 % correspondian a la fermentacion entérica y manejo del estiércol
respectivamente conforme lo dice el Ministerio de Ambiente en 2017, y el porcentaje
restante incluye a otras problematicas como los riesgos de desertificacion y proliferacion

de microorganismos patdgenos altamente resistentes a antimicrobianos. (14)

12.2  Impacto Social:

Las consecuencias para el mundo y sus habitantes no se alejan de la ficcién de las
peliculas, pues los elementos vitales estan siendo afectados cada vez mas por acciones
indebidas que en algunos afios nos impediran tener un ambiente adecuado para poder
vivir. El tema de la Salud Publica es un impacto social bastante fuerte debido a que
involucra tanto a personas como animales, es asi que, a inicios del afio 2000 fue
introducido el concepto “Una Sola Salud” (en inglés, One health) en donde varias areas
de trabajo como la seguridad alimentaria, el control de zoonosis y el control de
resistencias a los antimicrobianos (84) interactian entre si para lograr contralar
enfermedades que afectan terriblemente a la sociedad como sucede actualmente con el
COVID-19.

Asi pues, el mundo necesita urgente de medidas de control y prevencion para tener una
interseccion humano-ambiente-animal apropiada sabiendo que estan interconectadas,

pero son interdependientes.
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Pero, en Ecuador el uso de biodigestores aun no es tan comun como deberia y eso se debe

a varios factores como el subsidio al gas que existe en el pais que, como en Bolivia, lo

hace muy accesible a los productores y, por otro lado, la alta cobertura de la red eléctrica

(37). Y aunque las politicas nacionales de Ecuador han intentado la democratizacion de

los biodigestores desde varios ministerios (37), aun hace falta difusion de informacion

acerca de las ventajas del uso de esta herramienta, especialmente como medida para

restringir la propagacion de la RAM, ademaés de ser una fuerte arma de mitigacion del

cambio climatico por el que actualmente atraviesa el mundo.

13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1 Conclusiones

En las producciones bovinas lecheras se puede llegar a cuantificar altos nameros
de bacterias nocivas, especialmente E. coli y E. coli BLEE, el manejo y uso
adecuado de antimicrobianos no es suficiente para detener la diseminacion de
estas bacterias. Por lo que al implementar el uso de un biodigestor para el manejo
de residuos lecheros se logré reducir a niveles muy bajos la presencia de E. coli
BLEE, lo que influiria directamente en el ambito de la salud publica y por
consiguiente en el concepto de “Una sola salud”, ya que devolveriamos residuos
con bajos niveles de E. coliy E. coli BLEE al ambiente, incluso podemos obtener
fertilizante libre de estas bacterias para utilizarlo de manera segura en los
diferentes cultivos agricolas.

Aunque el biodigestor es capaz de reducir la presencia de E. coli BLEE, al mismo
tiempo, debido a las condiciones fisicas, la adaptabilidad y la evolucién de la E.
coli también puede llegar a presentar una variabilidad en la multirresistencia de
determinados antimicrobianos en los productos obtenidos del biodigestor.

Por otro lado, los genes tipo blactx-m estan teniendo cambios muy rapidos e
impredecibles en cuanto a su adaptabilidad y diseminacion, especialmente el gen
blacTx-m-2 por su alta cuantificacion en la investigacion; ademas, su presencia se
encuentra especialmente en especies de produccion que estan destinadas para el
consumo por lo que es de suma importancia dentro de la seguridad alimentaria.
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13.2 Recomendaciones

Son necesarios mas estudios dentro de nuestro pais, ya que son muy limitados los
que existen y esta informacion es relevante para establecer medidas para ayudar a
la vigilancia y control de la propagacion de la E. coli BLEE.

En el plano investigativo, especificamente en la metodologia existen algunas
acciones importantes que se recomiendan para posteriores investigaciones, como:
el control y vigilancia de la temperatura del biodigestor, el tiempo de retencion de
los residuos que ingresan en el mismo, el estudio mas minucioso de los
microorganismos que se encuentran en la digestion anaerobia y sustancias o
componentes que se puedan afiadir a la elaboracién de biol para tener un
porcentaje de reduccion mucho mas alto e incluso eliminar las bacterias
resistentes a antimicrobianos sin alterar los componentes nutricionales del biol.
Es fundamental reforzar politicas y reglamentos desde los entes reguladores para
tener un mayor control de la venta y uso de estos farmacos, en la practica diaria
veterinaria es esencial la prevencion de enfermedades mediante el mejoramiento
y la implementacion de planes de bioseguridad e higiene para evitar el uso de
antimicrobianos, de la misma forma erradicar su uso como estimulador de
crecimiento en los animales ademas se debe suministrar de forma adecuada estos
farmacos teniendo en cuanta la dosificacion y uso especifico, es importante
denunciar a personas que ejerzan la medicina veterinaria sin poseer titulo
universitario.

Es indispensable la aplicacion de pruebas de laboratorio y complementarias para
un buen diagnéstico de enfermedades y evitar emplear antimicrobianos
inadecuados.
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Anexo N° 1: Aval de traduccién
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Anexo N° 2
Hoja De Vida
1.- DATOS PERSONALES:
Nombre: Molina Cuasapaz Edie Gabriel

Apellido Paterno Apellido Materno Nombres

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

Edad: 30 afios Género: masculino

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

Direccién Domiciliaria: Pichincha Quito Solanda

Provincia Cantén Parroquia

Av. Mariscal Sucre S25-225 y Alfredo Escudero

Direccion
Teléfono(s): 022964757 0985728986

Convencionales Celular o Mévil

Correo electronico: edie.molina7278@utc.edu.ec Cédula de Identidad: 1722547278

Tipo de sangre: ORH + Estado Civil: soltero

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

2.- INSTRUCCION FORMAL:

Nivelde |Nombre de la Numero de|Lugar
.| institucion Titulo obtenido registro (pais y
Instruccion | eqycativa Senescyt | ciudad)
Tercer nivel Universidad Central | Médico Veterinario | 1005-2016- Ecuador
del Ecuador Zootecnista 1684132




Cuarto
nivel

Universidad
politécnica de
Valencia

Universidad
Autonoma de
Barcelona

Méster en Mejora
Genética Animal vy
Biotecnologia de la
Reproduccion

7241137679

Espafa
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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
1.- DATOS PERSONALES:
Nombre: Mancheno Saavedra Rossana Carolina
Apellido Paterno Apellido Materno Nombres
Lugar y fecha de Nacimiento: Quito, 22 de Agosto de 1998
Edad: 23 afos Género: Femenino
Nacionalidad: Ecuatoriana Tiempo de Residencia en el Ecuador
(Extranjeros):
Direccion Domiciliaria: Pichincha Mejia Machachi
Provincia Cantén Parroquia
Canton Mejia, Nueva Espafia y José Ignacio Albuja.
Direccion

Teléfono(s): 02 310190 0995516011

Convencionales Celular o Movil
Correo Cédula de Identidad
electrénico: rossana.mancheno4418@utc.edu.ec o Pasaporte: 172682441-8
Tipo de sangre: A+ Estado Civil: Soltera

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

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.

Rossana Carolina Mancheno Saavedra.
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Anexo N° 4
Hoja De Vida
1.- DATOS PERSONALES:
Nombre: Ponce Haro Dilan Rafael
Apellido Paterno Apellido Materno Nombres

Lugar y fecha de Nacimiento: Santo Domingo, 31 de Mayo de 1998
Edad: 23 afios Género: Masculino
Nacionalidad: Ecuatoriana Tiempo de Residencia en el Ecuador
(Extranjeros):

Luz de
Direccion Domiciliaria: Sto. Dgo de los Tsachilas Santo Domingo América

Provincia Cantén Parroquia
Canton Sto. Dgo, Via a Quevedo Km 18 margen derecho.
Direccion
Teléfono(s): Ninguno 0996423345
Convencionales Celular o Mévil
Cédula de Identidad

Correo electrénico: dilan.ponce5048@utc.edu.ec 0 Pasaporte: 235039504-8
Tipo de sangre: ORH+ 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
verdaderos y no he ocultado ningin acto o hecho, por lo que asumo cualquier
responsabilidad.

Dilan Rafael Ponce Haro.
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Anexo N° 5

Tablas de conteo de colonias

Tabla N° 10: Datos del conteo de unidades formadoras de colonias TBX por cada

mililitro.
TBX
Muestra | Dilucion R1 R2 R3 UFC E. coli /ml
1 10° 29 24 27 13333,3
2 1 50000 50000 50000 2500,0
3 1 50000 50000 50000 2500,0

Tabla N° 11: Datos del conteo de unidades formadoras de colonias TBX + Cefotaxima
(CTX) por cada mililitro.

TBX+CTX
Muestra | Dilucion R1 R2 R3 UFC E. coli /ml
1 10° 0 0 17 2833,3
2 1 18 29 0 0,78
3 1 22 11 12 0,75
Anexo N° 6
Imagen N° 4

Biodigestor utilizado para el muestreo.
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Imagen N° 5.

Puntos de muestreo del biodigestor.
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Fuente: Home-Biogas, 2021.

Imagen N° 6. Imagen N° 7.

Recoleccion de muestras SP1. Recoleccién de muestras SP2.
? : ‘A_-\ y . <8




Imagen N° 8.

Muestras obtenidas.

Imagen N° 9.
Preparacion de medios de cultivos con y sin antibiético
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Imagen N° 10

Diluciones de muestras.

Imagen N° 11.
Filtracion de muestras.

Imagen N° 12

Replique de colonias en medio de cultivo.




Imagen N° 13

Resultados del antibiograma.
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Imagen N° 14
Preparacion y etiquetado de tubos eppendorf.




Imagen N° 15

Proceso de extraccion de ADN.

Imagen N°16
Técnica de m-PCR.
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Imagen N°17
Preparacion de muestras para electroforesis.




