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Resumen

La mayoria de las producciones lecheras en el Ecuador, desechan sin tratamiento los residuos organicos generados,
causando contaminacion ambiental y diseminacion de agentes patdgenos, entre ellos bacterias resistentes a
antimicrobianos como la E. coli. La cual es el organismo modelo de enterobacterias, ademas causa la mayor parte
de infecciones adquiridas en la comunidad, especialmente infecciones del tracto urinario. Una alternativa para
limitar esta contaminacion es la biodigestion, que permite obtener biol, el cual puede ser empleado como
fertilizante, a partir de residuos organicos. Sin embargo, la interaccion de E. coli resistente a cefalosporinas de
tercera generacion (C3G), en el proceso es incierta. Por lo tanto, se cuantifico la carga bacteriana, se tested la
resistencia a antimicrobianos y se genotipifico las bacterias E. coli C3G al inicio (SP1), durante (SP2) y después
(SP3) del proceso de biodigestion. Los resultados indican que el proceso de biodigestion reduce alrededor del
99% de E. coli C3G, sin embargo, el 1% de las E. coli C3G que resistieron el proceso de biodigestion presentan
también multirresistencia al 50% de antimicrobianos testeados. Ademas, el gen de resistencia a C3G de mayor
prevalencia fue el blaCTX-M-2. En consecuencia, a pesar que el proceso de biodigestion reduce las E. coli C3G
de los residuos organicos generados en una hacienda lechera, las que resisten, son un riesgo, ya que poseen
componentes genéticos que les permiten resistir a otros antimicrobianos que se también se usan humanos,
comprometiendo la salud publica.
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Mancheno R., Ponce D., Molina G.

INTERACTION OF ANTIMICROBIAL RESISTANT E. coli RESISTANT TO
ANTIMICROBIAN WASTE FROM A DAIRY FARM DURING BIODIGESTION
PROCESSES.

Abstract

Most dairy farms in Ecuador dispose of the organic waste generated without treatment, causing environmental
contamination and dissemination of pathogens, including bacteria resistant to antimicrobials such as E. coli.
Which is the model organism of enterobacteria, also causes most community-acquired infections, especially
urinary tract infections. An alternative to limit this contamination is biodigestion, which allows to obtain biol,
which can be used as fertilizer, from organic waste. However, the interaction of E. coli resistant to third-generation
cephalosporins (C3G), in the process is uncertain. Therefore, bacterial load was quantified, antimicrobial
resistance was tested, and E. coli C3G bacteria were genotypized at the beginning (SP1), during (SP2) and then
(SP3) of the biodigestion process. The results indicate that the biodigestion process reduces about 99% of E. coli
C3G, however, 1% of E. coli C3G that resisted the biodigestion process also have multi-resistance to 50% of
antimicrobials tested. In addition, the most prevalent C3G resistance gene was blaCTX-M-2. Consequently,
although the biodigestion process reduces E. coli C3G from organic waste generated on a dairy farm, those that
resist are a risk, since they have genetic components that allow them to resist other antimicrobials that are also
used in humans, compromising public health.

Keywords: E. coli BLEE, biodigester, antimicrobial resistance, dairy organic waste.
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1. INTRODUCCION

En los Gltimos afios el problema de la resistencia bacteriana a los antibioticos se ha vuelto
critica alrededor del mundo. La humanidad se encuentra a las puestas de una era denominada
post-antibidtica, en la cual los antibidticos, piedra angular de la medicina moderna, han perdido
su efectividad y una pequefia herida podria ser causa de gangrena, las tipicas infecciones del
tracto urinario (ITU) podrian convertirse con facilidad en infecciones sistémicas y las cirugias
mas simples no serian posibles sin un alto riesgo de fallecer por una infeccidén oportunista
(O’Neill, 2016). Es alarmante la rapida propagacion mundial de bacterias multirresistentes que
se dan por un proceso natural, obteniendo la capacidad para neutralizar y/o resistir al efecto de
uno o varios antimicrobianos (Ministerio de Salud Publica, 2018). Por otro lado, la creacion de
antimicrobianos nuevos lleva afios sin resultados significativos (Blanco et al., 1996), en la
década de 1980 se introdujeron las fluoroquinolonas, posteriormente solo se han desarrollado
variantes de los antimicrobianos ya existentes (Jinks, 2017). En consecuencia, la OMS en el
2017 realiz6 una lista de patdgenos prioritarios resistentes a los antimicrobianos, en la que se
incluye precisamente a la E. coli C3G dentro de la categoria de prioridad critica (OMS, 2017).
No obstante, lo catastréfico de este problema, es que el mismo se encuentra relegado en la
mayor parte del Ecuador y se lo considera un problema hospitalario o de las grandes ciudades.

En Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) es la entidad
gubernamental que se encarga de monitorear la resistencia antimicrobiana (RAM) y hasta el
afio 2017, donde participaron 44 hospitales, evidenciaron que la E. coli alcanzé un porcentaje
del 61% en relacion a otros microorganismos, sumado a esto, presenta resistencia a las
cefalosporinas mayores o iguales al 50% en comparacién a otros antimicrobianos (MSP, 2018).
A pesar de la falta de datos desde la Gltima vigilancia, se presumen que en los afios siguientes
esta tasa ha aumentado debido a multiples factores, es asi que, la OMS estima que en el 2050
la resistencia antimicrobiana sera la principal causa de defuncion a nivel global (Crespo Garay,
2018). De hecho, en el rio Machéangara del centro urbano de la ciudad de Quito, se encontro la
presencia de E. coli resistente a cefotaxima en concentraciones entre 2 700 y 540 000 UFC/100
ml (Ortega-Paredes et al., 2019). De ahi que, se presume contaminacion rio arriba. En el
transcurso de los rios, en el Ecuador, es comun que se encuentren explotaciones agropecuarias,
quienes en su mayoria desechan los desperdicios organicos directamente en los cuerpos de

agua. Por lo tanto, se considera que una de las fuentes de diseminacion de la RAM es el
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deficiente manejo de los residuos ganaderos en la produccion lechera de bovinos (Molina
Cuasapaz et al., 2020), provocando que estas bacterias resistentes alcancen incluso otros
ambientes de manera indirecta (Calvo & Lopez, 2019). Por ejemplo, legumbres y vegetales
que se rieguen con esas aguas contaminadas, y se expenden en mercados de Quito (Ortega-
Paredes et al., 2018). De tal forma, que el déficit de manejo de los residuos de las explotaciones
pecuarias podria generar un problema en la salud publica. Por lo tanto, se considera que los
productores pecuarios son un punto clave para que la propagacion de este tipo de bacterias
disminuya, a partir del tratamiento de los residuos orgénicos, por ejemplo, el uso de
biodigestores. Los cuales, podrian transformar dichos residuos en fertilizantes y energia en
forma de gas. Sin embargo, es necesario caracterizar la interaccion de las E. coli, como modelo
de enterobacterias y la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion como modelo de
resistencia antimicrobiana en lo biodigestion de residuos organicos de en una explotacion

pecuaria productora de leche de vacas.
2. METODOLOGIA
2.1  Fase de campo

La investigacion se realiz6 en los meses de octubre 2021 a marzo 2022 en la hacienda LYG
FARM (Figura 1) ubicada en la provincia de Pichincha, canton Quito, parroquia La
Ecuatoriana, barrio Santa Clara. Ubicada geograficamente a 3050 msnm, a 0° 17" S y
78° 35" O, la temperatura promedio presentada, en la hacienda, en esa época fue 1515 °C,
mientras que la precipitacion promedio fue 275 mm.

Figura 1. Ubicacion geografica por vista satelital de la hacienda LYG FARM
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Las muestras fueron recolectadas en los 3 puntos del biodigestor (Figura 2) de la hacienda LYG
FARM: SP1, SP2 y SP3.

Figura 2. Puntos de muestreo del biodigestor (Homebiogas 2.0)

SP1 es un colector plastico donde se unen los residuos organicos que se producen en la sala
de ordefio de la hacienda y bafio del uso humano, asi como, desechos de comida (excepto
detergentes), presentd una consistencia semisélida; SP2, interior del biodigestor (anaerobiosis),
se encuentran todos los residuos organicos mezclados con la poblacion bacteriana propia del
biodigestor, presentd una consistencia semisolida; y SP3, salida del biodigestor, el biol, se
presentd una consistencia liquida de color amarillo. Se colectaron 100ml de cada punto en 3

repeticiones.
2.2 Fase de laboratorio

La cuantificacion, se realizé mediante el cultivo en Tryptone Bile Glucoronic Agar (TBX Agar)
selectivo para E. coli, con la adicién de 5 pl/ml de ceftriaxona (CRO) a la mitad del agar
preparado. Asi mismo, las muestras se diluyeron de la siguiente forma: SP1 a 10, SP2 a 10!
y SP3 a 10! considerando las caracteristicas fisicas de los puntos de muestreo. Una vez
obtenidas las diluciones, se utilizé un filtro nanopore (Millipore Corporation Bedford, MA
01730) de 0.45 um para filtrar las bacterias mayores a este didmetro. El filtro se coloco sobre
las placas con el medio TBX y TBX+CRO preparadas se incubd durante 18 horas a una
temperatura de 37 + 1 °C, después se realizd el conteo de UFC/mI de cada placa para estimar
la dinamica de carga bacteriana a traves de los tres puntos antes mencionados en el transcurso

de los residuos lecheros en el biodigestor.
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La resistencia antimicrobiana se testeo se seleccionando 10 colonias con la morfologia y el
color caracteristico de E. coli. Después, se realizd una suspension de cada una de las colonias
de un cultivo puro, en 10 mililitros (ml) de suero fisioldgico estéril, a una concentracion de 0.5
MacFarland. Posteriormente, se sembré homogéneamente esta suspension en cajas petri con
agar Mueller Hinton. Se dispuso sobre el agar, discos de inhibicién de las siguientes familias
de antibicticos: Aminoglucésidos (Amikacina, Gentamicina, Netilmicina), Quinolonas (Acido
Nalidixico, Ciprofloxacina, Levofloxacina, Norfloxacino), Beta-lactdmicos (Aztreonam,
Cefoxitina, Cefepima, Cefotaxima, Ceftazidima, Imipenem), Tetraciclinas (Doxiciclina,
Tetraciclina), Fosfonatos (Fosfomicina), Macrdlidos (Azitromicina), Anfenicoles
(Cloranfenicol), Nitrofuranos (Nitrofurantoina), Antagonistas del folato
(Sulfametoxazol/trimetoprima) y Glicilciclinas (Tigeciclinas). Se incub6 a 37° C por 24 horas
y finalmente se midi6 la susceptibilidad de los antibidticos de acuerdo con el didmetro del halo
generado alrededor de las colonias, considerando los valores propuestos por la CLSI M100
30th Edition. Journal of Services Marketing (\Vol. 30th). (Anexol)

Posteriormente, en 10 tubos eppendorf se colocé 300 ul de TE buffer (LN TRIS, 05M EDPA,
pH 8.0) por cada uno de estos, adicionalmente en la misma cantidad de tubos eppendorf se
coloc6 1000 ul de caldo de soja triptica (TSB) (Becton, Dickinson and Company Sparks, MD
21152, USA). 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 y se realizé 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. Después, los 10 tubos eppendorf con caldo
TSB se llevaron a incubar durante 24 h, para posteriormente agregar 500 pl de glicerol para su
almacenamiento como ADN de respaldo. 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 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.

Finalmente, se genotipifico las colonias mediante una PCR mudltiple, empleando Master Mix
Hot Start Tag (GOLDBIO) 12.5 ul (2x), iniciador derecho 1 pul (10mM), iniciador izquierdo 1
pl (10mM) (Eurofins Genomics 8785689), ADN 3.5 pl (~200 nmol) y agua libre de nucleasas
hasta completar 25 ul. Los protocolos programados en el termociclador correspondientes a

cada familia génica blactx-m se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Protocolo de identificacion de la familia génica blactx-ven la PCR

Gen bla CTX-M1L CTX-M9 CTX-M2 CTX-M8

°C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo

i[r)]?sg’l‘t”ra“zac'on 94°C | smin | 94°C 5min 94°C 5min 94°C | 5min
SEGMENTADO
Desnaturalizacién| 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s
Alineacion 60°C 30s 55°C 30s 55°C 30s 55°C 30s
Extension 72°C 30s 72°C 30s 72°C 30s 72°C 30s
Extension Final 72°C 7min 72°C 7min 72°C 7min 72°C 7min
CICLOS 35 35 35 35
Iniciador
CCCATGGTTAAATCACTGC TGGTGACAAAGAGAGTGCAACG ATGACTCAGAGCATTCG TGAGACATCGCGTTAAG

derecho
Iniciador
. . CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG TCACAGCCCTTCGGCGAT TGGGTTACGATTTTCGCCGC TAACCGTCGGTGACGATTTT
izquierdo

Para la interpretacion del resultado de la PCR, se prepard 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 solidificacion con
un peine que enmarca los espacios donde posteriormente introducimos el resultado PCR (5 pul).
Una vez completado este proceso se coloco el gel en la camara de electroforesis a 150 voltios,
400 mAh durante 45 minutos y transcurrido dicho tiempo se llevo el gel al transiluminador,
para observar las bandas de acuerdo con el peso molecular del gen.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Cuantificacién.

La interaccion de las bacterias resistentes a E. coli C3G de la hacienda LYG FARM en los
procesos de biodigestion se muestran a continuacion. Con respecto a la cuantificacion, en el
primer punto de muestreo (SP1), se encontr6 alrededor de 2833.33 UFC/ml de E. coli C3G,
volumen superior al reportado por (Molina Cuasapaz et al., 2020) en una investigacién similar,
e inferiores a las reportadas por Resende et al., 2014. En el mismo punto (SP1) se encontrd
alrededor de 13333.3 UFC/ml de E. coli, cantidad minima con respecto al rango superior
(2300000 UFC/ml de E. coli) reportado en heces de bovinos (Fox et al., 2007) considerando
que el porcentaje de E. coli en animales sanos oscila entre el 7'y 30 % (Blanco et al., 1996).

En cambio, dentro del biodigestor en el segundo punto de muestreo (SP2), se evidencidé un
descenso de la cantidad de E. coli C3G a 0.78 UFC/ml, asi también bajo la cantidad total de E.
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coli a 2500 UFC/ml (Figura 1), lo cual podria indicar que, en el proceso de digestion anaerobia,
existen varios factores que disminuyen la cantidad de E. coli C3G y E. coli, uno de ellos podria
ser la temperatura ya que entre los 15 °C a 25 °C se reduce la E. coli (Ahlberg-Eliasson et al.,
2021; FAO, 2011; Hilbert, s. f.; Manyi-Loh et al., 2016), el biodigestor utilizado funciona a

una temperatura mayor a 20 °C (HomeBiogas 2.0, s. f.).

Conjuntamente, otro factor que podria influir en la reduccion de E. coli C3G es la sintrofia, una
forma de simbiosis de dos 0 mas grupos de bacterias metabolicamente diferentes que combinan
sus capacidades obteniendo el poder para degradar o catabolizar diversos sustratos (Amani
et al., 2010; Morén Parrales, 2019; Ortiz Cabrera, 2015), se ha demostrado que en la digestion
anaerobia se puede encontrar varios grupos de bacterias con caracteristicas sintroficas
(Clostridium, Lactobacillus, Syntrophobacter wolinii, Syntrophomonas wolfei y Smithella sp.)
(Ahlberg-Eliasson et al., 2021; Corrales et al., 2015; Manyi-Loh et al., 2013) responsables de
las etapas acetogénicas y metanogénicas dentro del biodigestor (Parra Huertas, 2015), en donde
se degradan sustratos debido a que actian sobre los productos resultantes de las etapas
anteriores (Amani etal., 2010). Se ha demostrado que los grupos de bacterias con
caracteristicas sintréficas 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% en coliformes totales como Salmonella spp. y E. coli (Hassaneen, 2021; Moran
Parrales, 2019).

En el SP3 se contabilizd una disminucion significativa de E. coli C3G a 0.75 UFC/ml,
resultados similares a los reportados (Molina Cuasapaz et al., 2020), es evidente que el
biodigestor utilizado, en las condiciones que se realizd en la investigacion, reduce la cantidad
de E. coli C3G en el tratamiento de los residuos organicos de la hacienda. Asi mismo, en este
punto, se reporta una cantidad de 2500 UFC/ml de E. coli, que representa el 18% del total de
E. coli que ingreso en el SP1, y aunque forme parte de la flora bacteriana normal, también es
un indicador de contaminacion fecal en el agua y los alimentos (Heras-Sierra et al., 2016). En
sintesis, se redujo en un 99.97% la E. coli C3G, entre el SP1 y el SP3 (Tabla 3), resultado
similar al encontrado en Brasil a partir estiércol bovino donde la cuantificacion se redujo en un
99.96% (Resende et al., 2014).

D /L /L
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3.2 Resistencia antimicrobiana

Por otro lado, con respecto a la multirresistencia de las E. coli C3G aisladas, presentaron
resistencia a los 15 de los 21 antimicrobianos testeados, y a 8 de las 10 familias de
antimicrobianos (Figura 3). Entre los antimicrobianos con mayor presencia de resistencia, se
encuentra la ciprofloxacina y el acido nalidixico 68.75%, la tetraciclina 62.5%, el cloranfenicol
y la levofloxacina 50%, la norfloxacina 43.75%, el sulfametoxazol-trimetoprima 31.25%, la
fosfomicina 25%. De este grupo de antimicrobianos la ciprofloxacina, la tetraciclina, el acido
nalidixico, la levofloxacina, la fosfomicina y el sulfametoxazol-trimetropin se han especificado
para uso veterinario en multiples especies (Organizacion Mundial de Sanidad ANimal, 2018),
a pesar de que no se han desarrollado nuevos antimicrobianos, si se han realizado mejoras a los
ya existentes, determinandolos como antimicrobianos de tercera y cuarta generacion los cuales
son de uso exclusivo intrahospitalario como son el imipenen y la tigeciclina (Martin-Aragon,
2011) utilizados en esta investigacion sin mostrar resistencia alguna, por otro lado, el
cloranfenicol y la levofloxacina también se catalogan para uso intrahospitalario (J. Calvo &
Martinez-Martinez, 2009), mientras que la ciprofloxacina, el acido nalidixico, la tetraciclina,
norfloxacina, sulfametoxazol-trimetropin y la fosmocina se pueden encontrar en farmacias bajo

prescripcion médica.

En detalle, en el SP1, se presentd resistencia a los 7 de los 21. Mientras que el SP3, se presento
resistencia en 14 de los 21 antimicrobianos probados. 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 reduccidn se evidencia desde el SP1 al SP3.

La E. coli tiene una alta habilidad para sobrevivir en ambientes adversos, debido a que toma
partes de cadigo genético de otras fuentes para replicarse rapidamente (Mundasad, 2011). Por
ejemplo, en un estudio de antagonismo entre P. aeruginosa y E. coli, la E. coli, tras estar en
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exposicion contra las toxinas de P. aeruginosa, mostraron una evolucion molecular paralela y
una convergencia adaptativa en cuanto a genes (Khare & Tavazoie, 2015). Considerando esto,
se podria relacionar porque aumento la resistencia en el SP3 de algunos antimicrobianos que
no mostraron resistencia en el SP1, ya que la exposicidn a otros microorganismos en dichas
condiciones fisicas del biodigestor podria hacer que la E. coli modifique sus genes para
garantizar su supervivencia durante todo el proceso de biodigestion, obteniendo nuevos

cddigos genéticos para mostrar resistencia a otros antimicrobianos.

AZM CTX NA FOX CIP C AK FEP DO TE F TGC CN NET ATM NOR CAZ IPM LEV FF SXT
S S S S | S S S S S S S
S S S S | S S S S S S S
S S S S S S S S S S S S
SP1
S S S S | S S S S S S S
S S S S S S S S S S I S
S S S S S S S S S S I S
S S S S S S S S S | S I S
S S S S S S S S S S S | S S
S S S S - S S S S | S S S
SP2
S S S S S S S S S S S | S S
S S S S S S S S S S S | S S
S S S S S S S S S S S | S S
S S S S | S S S S S S
S S S S S S S S S S S | S S S
SP3
| - S S S S S I S S - S - S S S S
S S s S S S S S S S S S | S I S S - S

Nota. Las letras (S) indican sensibilidad, mientras que las (R) representa resistencia y las (1) intermedio. AK,
amikacina; ATM, aztreonam; AZM, azitromicina; C, cloranfenicol; CAZ, ceftazidima; CIP, ciprofloxacina;
CTX, cefotaxima; DO, doxiciclina; F, nitrofurantoina; FEP, cefepime; FF, fosfomicina; FOX, cefoxitina; IMP,
imipenem; LEV, levofloxacina; NAX, &cido nalidixico; NET, netilmicina; NOR, norfloxacina; SXT,
trimetoprim / sulfametoxazol; TE, tetraciclina; TGC, tigeciclina

Figura 3. Perfil de multirresistencia de las E. Coli resistentes a cefotaxima aisladas del
proceso de biodigestion.

Debido a que, 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 0 cepas resistentes (Buxton & Fraser, 1977). 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 (Di Conza et al., 2013). La diseminacion que mas se asocia con el
uso del biodigestor es la horizontal, ya que en esta, existe una recombinacién homologa entre
cepas 0 especies cercanamente relacionadas, integrando nueva informacién genética

permitiendo una adaptacion rapida a nuevos ambientes 0 a condiciones ambientales

D /[



Recursos Naturales Produccion y Sostenibilidad

desfavorables y la participacion en el establecimiento de procesos de cooperacién microbiana,
ya sea por medio de los plasmidos o de los integrones que logran esta diseminacion horizontal
(Vignoli, 2017).

3.3  Genotipificacion

Asi mismo, los resultados muestran que el 43.75% de las E. coli resistentes a C3G contienen
genes blactx-m, los cuales son dominantes sobre otros tipos de genes de resistencia. 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 gen
blacTx-m-1tuvo nula presencia dentro del ensayo, pues, coincide con una investigacion realizada
a partir de las heces de varios animales (perros, bovinos, cerdos, pollos y caballos) en Canada
para identificar la diversidad de E. coli blactx-m donde reportaron 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% (Cormier et al., 2019). Por otra parte, el gen
blactx-m-9 tampoco se presentd dentro de la cuantificacion, y justamente se ha informado que
en este grupo la frecuencia de presentacion es hospitalaria (Merida-Vieyra et al., 2016). Por
ejemplo, en una investigacion realizada en Espafia a partir de heces fecales de humanos en un

hospital, este gen fue el mas prevalente con un 81.54% (Garrido et al., 2014).

De este modo, puede sugerir que los elementos genéticos que llevan estas variantes dan como
resultado una ventaja selectiva particular en estas especies animales, ya sea a través de la
colonizacion, la adaptacién metabdlica al tracto digestivo del huésped o una mayor estabilidad
ambiental. (Cormier et al., 2019).

El gen blacTtx-m-s, también ha sido reportado en maltiples especies, especialmente en aves y
bovinos que son destinados para la faena y el consumo para humanos (Nahar et al., 2018;
Palmeira et al., 2020), lo que ha generado un problema de salud pablica a nivel mundial, ya
que la diseminacién de los genes se estd provocando de manera directa por el consumo de
alimentos de origen animal que tienen los genes blactx-m dentro de sus tejidos (Ferreira et al.,
2014; Sartori, 2018).

De manera simultanea, se evidencio que el gen mas prevalente es el blactx-m-2, este se detectd

en Japén como primera descripcion de E. coli C3G en heces bovinas (Palmeira & Ferreira,
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2020), el mismo que se logré 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 C3G (Pérez
Mesa, 2015). 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 (Ferreira et al.,
2014; Sartori, 2018).

La E. coli C3G 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 (Casella, 2012).
4. CONCLUSION

En conclusion, en la hacienda LYG FARM se generan E. coli C3G en los residuos organicos
desecho de la produccién lechera, el manejo y uso adecuado de antimicrobianos no es suficiente
para detener la diseminacion de estas bacterias, de hecho, 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, se pudo encontrar altos rastros de resistencia en un elevado
namero de antimicrobianos. 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 C3G, 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. coli y E. coli C3G al
ambiente, incluso podemos contribuir con la mitigacién de algunos de los problemas
ambientales mas apremiantes del mundo como el calentamiento global, el cambio climético, la
degradacion de las tierras, la contaminacién atmosférica y del agua, y la pérdida de
biodiversidad ademas de obtener fertilizante de alta calidad libre de estas bacterias y energia
renovable. Sin embargo, aunque el biodigestor es capaz de reducir la presencia de E. coli C3G,
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. Por otro lado, los genes tipo blactx-m estan teniendo cambios muy rapidos e
impredecibles en cuanto a su variabilidad y diseminacion, especialmente el gen blactx-m-2 por
su alta cuantificacion en la investigacion; ademas, su presencia se encuentra especialmente en
especies de produccidn que estan destinadas para el consumo por lo que es de suma importancia

dentro de la seguridad alimentaria.
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Anexo 1

Tabla 3. Parametros de susceptibilidad de los antibiéticos utilizados.

Antimicrobianos >S |SDD I R

1 | Aztreonam 30ug 21 |- 18-20" 17
2 | Acido nalidixico 30ug 19 |- 14-18 13
3 | Amikacina 30ug 17 |- 15-16" 14
4 | Azitromicina 15ug 13 |- - 12
5 | Cefotaxima 30ug 26 |- 23-25" 22
6 |Ceftazidima 30ug 21 |- 18-20" 17
7 | Cefepima 30ug 25 119-24 |- 18
8 | Cefoxitina 30ug 18 |- 15-177 14
9 | Ciprofloxacina Sug 26 |- 22-25" 21
10 | Cloranfenicol 30ug 18 |- 13-17 12
11 | Doxiciclina 30ug 14 |- 11-13 10
12 | Fosfomicina 200ug 16 |- 13-15 12
13 | Gentamicina 10pg 15 |- 13-14" 12
14 | Imipenem 11pg 23 |- 20-22 19
15 |Levofloxacina Sug 21 |- 17-20" 16
16 | Netilmicina 30ug 15 |- 13-147 12
17 | Nitrofurantoina 300ug 17 |- 15-16 14
18 | Norfloxacino 10ug 17 |- 13-16 12
19 | Sulfametoxazol/trimetoprima | 5ug 16 |- 11-15 10
20 | Tigeciclina 15ug

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

Nota: Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute (2020)
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