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Resumen

La bacteria Escherichia coli causa la colibacilosis en animales de granja
que actian como reservorios de cepas patdogenas. La resistencia antimi-
crobiana de E. coli productor de betalactamasas de espectro extendido
[BLEE] es un grave problema de salud publica y se puede atribuir a facto-
res relacionados con el consumo de alimentos y el contacto con animales
domésticos. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia y pa-
trones de resistencia antimicrobiana de E. coli BLEE aislado en muestras
fecales provenientes de bovinos productores de leche de la provincia de
Pichincha. Se analizaron un total 182 muestras de heces de bovinos: 112
muestras de bovinos faenados en el Camal Metropolitano de la provincia
de Pichincha y 70 muestras de la coleccion de la Unidad de Investiga-
cion de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y Resistencias a los
Antimicrobianos [UNIETAR], se realizo el aislamiento de E. coli BLEE,
la identificacion bioquimica y pruebas de resistencia a los principales an-
tibioticos utilizados. Se logré identificar 93 muestras positivas a E. coli
BLEE (51 %), el analisis fenotipico reveld que los antibidticos amoxi-
cilina mas acido clavulanico, cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina,
amikacina y tetraciclina presentaron porcentajes de resistencia mayores
al 80 %. Ademads, se observd una baja resistencia a la nitrofurantoina,
cefoxitin y ertapenem, mientras que ninguin aislado fue resistente a la
tigeciclina. E1 100 % de los aislados presentaron fenotipos de multirresis-
tencia y el patron mas frecuente estuvo compuesto por 7 familias de an-
tibioticos. En conclusion, estos resultados sugieren que E. coli originaria
de bovinos lecheros podria ser un reservorio de genes BLEE.

Palabras clave: E. coli, bovino, RAM, Ecuador, BLEE.

Abstract

Escherichia coli causes colibacillosis in farm animals that act as reser-
voirs for pathogenic strains. Antimicrobial resistance of E. coli produ-
cing Extended Spectrum Beta-lactamases [ESBL] is a serious public
health problem that can be attributed to factors related to food consump-
tion and contact with domestic animals. This study aimed to determine
the presence and patterns of antimicrobial resistance of ESBL E. coli
isolated from fecal samples from dairy cattle in the Pichincha province.
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A total of 182 bovine feces samples were analyzed, 112 samples from cattle slaughtered at the official slaughterhouse in
Quito-Pichincha province, and 70 samples from the collection of the Foodborne Diseases and Antimicrobial Resistance
Research Unit [UNIETAR]. The isolation of ESBL E. coli, biochemical identification, and resistance tests using the main
antibiotics were carried out at UNIETAR. It was possible to identify 93 positive samples for ESBL E. coli (51%), phe-
notypic analysis revealed that antibiotics such as amoxicillin plus clavulanic acid, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin,
amikacin, tetracycline, presented resistance higher than 80%. Furthermore, low resistance to nitrofurantoin, cefoxitin,
and ertapenem was observed, while no isolate was resistant to tigecycline. One hundred percent of the isolates presented
multi-resistance phenotypes, with the most frequent pattern being composed of 7 families of antibiotics. In conclusion,
these results suggest that E. coli from dairy cattle origin could be an important reservoir of ESBL genes.

Key words: E. coli, bovine, RAM, Ecuador, ESBL.

1. Introduccion

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa, habitante comensal del intestino de animales de sangre
caliente (McVey et al., 2022; Winn et al., 2013). Existen cepas con la capacidad de causar infecciones intesti-
nales y extraintestinales (Mueller y Tainter, 2023). Esta bacteria es capaz de causar colibacilosis en animales de
granja y, adicionalmente, estos animales funcionan como reservorio de cepas patdégenas (Bélanger et al., 2011).
Se ha reportado que existen patotipos que también contienen genes de resistencia a betalactamicos (Tabaran et
al., 2022; Yang et al., 2017).

La resistencia a los antimicrobianos [RAM] es un proceso por el cual los microorganismos evo-
lucionan para sobrevivir al ataque de los antibioticos (World Health Organization [WHO], 2021c).
Existen diversos factores que influyen para considerar a las RAM como un grave problema de salud
publica (WHO, 2021¢). Uno de ellos es el uso indiscriminado de antibidticos en el ambito veterinario de ma-
nera terapéutica, profilactica y/o como promotores del crecimiento (Walsh, 2018). Este hecho promueve una
mayor presion selectiva sobre los microorganismos, ocasionando la propagacion de bacterias farmacorresis-
tentes (Palma et al., 2020). En entornos hospitalarios, la incidencia de pacientes que no responden a farmacos
antibacterianos ha ido en aumento (Genovese et al., 2020). Se reporta que E. coli BLEE (productor de betalac-
tamasas de espectro extendido) es una de las bacterias responsables de infecciones dificiles de tratar (WHO,
2021a). En Ecuador se aislo E. coli, resistente a cefalosporinas, en un 40 % en hospitales ptblicos, en el 2017
(Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica [INSPI, 2018). También se debe considerar el impacto
econdmico de las RAM en los sistemas de salud, ya que aumentan los costos de atencion médica hasta en un
25 % (WHO, 2021b). Hay que tomar en cuenta que la contaminacion cruzada de estas cepas en los procesos
de faena o preparacion de los alimentos podria suponer un grave riesgo a la salud de los consumidores (Yang
etal., 2017).

Para frenar el avance de las RAM se ha restringido el uso de antibioticos como promotores de crecimien-
to en animales de abasto en la Union Europea desde el 2006 (European Commission, 2005). Segun la Orga-
nizacion Panamericana de La Salud (OPS, 2021), algunos paises miembros han instaurado medidas de control
para la venta de productos veterinarios que contengan colistina en su formulacion.

En general, la diseminacion de E. coli BLEE se puede atribuir a factores relacionados con los alimentos y
el contacto con animales domésticos (Chong et al., 2018). Varios estudios han demostrado que existe la presen-
cia de E. coli BLEE en carne bovina y productos lacteos (Cebeci, 2022; Dorado-Garcia et al., 2018; Egervéirn
et al., 2014; Kaesbohrer et al., 2019). Por ende, la cadena de produccion de alimentos de origen animal cumple
un papel fundamental para la diseminacion de este patogeno en la comunidad (Doi et al., 2017). En Europa
se han descrito enterobacterias productoras de betalactamasas en bovinos en 16 paises (Dantas Palmeira y
Ferreira, 2020).

Por otro lado, investigaciones realizadas en el entorno sudamericano han detectado prevalencia en bovi-
nos de E. coli BLEE en un 18 % en Brasil; 48 % en Pert y 3 % en Chile (Benavides et al., 2021).

Las betalactamasas son capaces de inactivar antibidticos betalactamicos como las penicilinas, cefalospo-
rinas, monobactamicos y carbapenémicos (Zhang y Cheng, 2022). Comunmente a las BLEE se las reconoce
por su familia enzimatica; asi tenemos a la familia TEM, SHV, CTX- M (Castanheira et al., 2021).

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de E. coli BLEE e identificar los patrones de resis-
tencia antimicrobiana aislada de muestras fecales provenientes de bovinos productores de leche de la provincia
de Pichincha.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Disernio del estudio

La investigacion fue de tipo observacional descriptivo y transversal. Se analizaron un total 182 muestras de
heces de bovinos, 112 muestras de bovinos faenados en el Camal Metropolitano de la provincia de Pichincha
recolectadas durante 4 meses y 70 muestras de la coleccion de la Unidad de Investigacion de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos y Resistencias a los Antimicrobianos [UNIETAR], que fueron tomadas del pro-
yecto “Estudio de resistencias a los antibioticos de Escherichia coli BLEE/AmpC aislado de muestras fecales
de ganado bovino lechero en tres provincias del Ecuador”, en colaboracion con AGROCALIDAD. El aisla-
miento de Escherichia coli BLEE se realiz6 en UNIETAR, ubicado en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Central del Ecuador.

2.2. Aislamiento de Escherichia coli BLEE

Para el aislamiento se utilizaron 25 gramos de muestra fecal, se agregaron 225 ml del caldo BPW (Buffered
Peptone Water) e incub6 a 37°C por 24 horas. Se realizaron estriaciones por agotamiento de la muestra en agar
TBX (Tryptone bile X-Glucoronide) mas cefotaxim e incubd a 37°C por 24 horas.

2.3. Identificacion bioquimica

Se inocul6 con una aguja de platino en el medio TSI [Triple Sugar Iron], se incubd a 37°C por 24 horas. Pos-
teriormente se confirmo la reaccion fenotipica caracteristica de E. coli. Los aislados definidos como E. coli se
refrigeraron para su posterior analisis.

2.4. Antibiograma por la técnica de Kirby-Bauer

Se sembraron las colonias positivas de E. coli en Agar nutritivo [AN] y posteriormente se incubo a 37°C por 24
horas. Se realizo la suspension a partir del crecimiento en AN; con un asa estéril se tomo de 3 a 4 colonias se-
mejantes y se las suspendio en un tubo con solucion salina estéril (4-5 ml). Con un densitdometro se estandarizo
la suspension a una densidad de 0,5 McFarland. A continuacion, se introdujo un hisopo estéril en la suspension
y se retir6 el exceso de liquido. Se distribuy6 el indculo sobre la superficie completa del agar MH inoculdndolo
en tres direcciones (horizontal, vertical, diagonal) y hasta los bordes de la caja.

Se emplearon los discos de antibidticos con un aplicador o pinza estéril; se utilizaron discos de an-
tibioticos de ceftazidima 30 pg, cefepime 30 pg, ciprofloxacina 5 pg, amikacina 30 pg, amoxicilina mas
acido clavulanico 30 ug, fosfomicina 200 pg, nitrofurantoina 300 ug, trimetoprim mas sulfametoxazol 25 pg,
gentamicina 10 pg, ertapenem 10 pg, tigeciclina 15 pg, tetraciclina 30 pg, cloranfenicol 30 pg y cefoxitin
30 ug y se incubd las cajas a 37°C por 16-20 horas.

La interpretacion de sensibilidad se realizd6 mediante la medicion de los halos de inhibicion con un ca-
librador automatico y se interpreto los didmetros mediante las tablas de puntos de corte establecidos en el
manual M100 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023).

3. Resultados

Se realizo el andlisis de 182 muestras fecales de bovinos productores de leche en Agar TBX mas cefotaxima
(TBX+C) (3 mg/l) para el aislamiento de E. coli. Se logro identificar 93 muestras positivas a E. coli BLEE
(51 %, 1C95% = 43-58), observandose el crecimiento de colonias de coloracion azul verdosas. Todas las colo-
nias seleccionadas fueron confirmadas en TSI (Figura 1).

3.1. Andlisis de resistencia fenotipica a los antibiodticos de las cepas de E. coli BLEE de origen bovino

En los antibiogramas se observo que los antibidticos con un mayor porcentaje de resistencia fueron: amoxi-
cilina mas acido clavulanico, cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina, amikacina y tetraciclina con porcentajes
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de resistencia que fueron del 80,6 % al 97,8 %. Por otra parte, los antibioticos para los cuales se obtuvo una
menor resistencia fueron: ertapenem, cefoxitin y nitrofurantoina con porcentajes de resistencia entre el 2,2 %

y el 10,8 %. Ninguno de los aislados fue resistente a la tigeciclina (Tabla 1).

Figura 1. Colonias de E. coli de color azul verdoso en agar TBX+C.
Figure 1. Strains of E. coli in greenish blue color in TBX+C agar.

Tabla 1. Resultados del analisis de antibiogramas en 93 cepas de E. coli BLEE de origen bovino.
Table 1. Results of the antibiogram analyses of 93 E. coli BLEE strains from cattle.

Familia Antibiético Resistencias
cefepime 91 (97,8 %)
Betalactamicos ceftazidime 88 (94,6 %)
cefoxitin 4 (4,3 %)
. . amikacina 84 (90,3 %)
Aminoglucésidos o
gentamicina 44 (47,3 %)

B-LACTAM COMBINATION AGENTS

Fluoroquinolona
Tetraciclinas

Inhibidor del folato
Fenicol
Fosfomicinas
Nitrofuranos

Carbapenémicos

amoxicilina + ac. clavulanico
ciprofloxacina

tetraciclina

tigeciclina

sulfametoxazol + trimetoprim
cloranfenicol

fosfomicina

nitrofurantoina

ertapenem

91 (97,8 %)
85 (91,4 %)
75 (80,6 %)
0 (0,0 %)
65 (69,9 %)
40 (43 %)
40 (40 %)
10 (10,8 %)
2(2.2 %)

3.2. Andlisis de patrones y genes de resistencia en E. coli de origen bovino

Al analizar la resistencia fenotipica de los 93 aislados, se obtuvieron 35 grupos de resistencia. Los mas preva-
lentes fueron los que presentaron resistencia a 7 familias de antibioticos (10 grupos con 29 aislados) como se
muestra en la Tabla 2. Solo un aislado presento resistencia a 9 familias de antibioticos.

Siembra 11(2) (2024) | e6542
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Todos los aislados analizados presentaron fenotipos multirresistentes. El patron mas frecuente fue ABEFMTX
(aminoglucosido, betalactamicos, fenicoles, fluoroquinolonas, combinacion de agentes betalactamicos, tetra-
ciclinas e inhibidor de la via del folato) con 15 aislados.

Tabla 2. Relacion del nimero de familias antibioticas presentes en los patrones de resistencia
y de cantidad de aislados de E. coli de origen bovino examinados.
Table 2. Relationship between the number of antibiotic families present in the resistance patterns

and number of E. coli strains from cattle.

No. grupos Patron de No. de aislados
antibidticos resistencia BLEE (n =93)
3 2 2
4 3 3
5 7 20
6 9 24
7 10 29
8 3 14
9 1 1
Total 35 93

4. Discusion

En este estudio se detectaron altos porcentajes de resistencia antibiotica en cepas de E. coli de origen bovino.
Para analizar el perfil de susceptibilidad antibiotica de los aislados se utilizé el método de difusion en disco
Kirby-Bauer. El 100 % de los aislados estudiados presentaron patrones de multirresistencia [MDR] a 3 o0 mas
familias antibidticas. Estudios previos han reportado altas prevalencias de MDR en paises en vias de desarrollo
como Pakistan, China, México y Brasil (Jalil et al., 2023; Liu et al., 2022; Martinez-Vazquez et al., 2021; Tuti-
jaetal., 2022). Las MDR obtenidas en este estudio podrian estar relacionadas al uso incorrecto de antibidticos
en la crianza de los bovinos (Martinez et al., 2023).

Se observo una amplia resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (ceftazidima y ce-
fepime).

La resistencia a la tetraciclina fue del 80,6 %, lo que concuerda con resultados publicados previamente
en Paises Bajos, Estados Unidos y México (Dorado-Garcia et al., 2016; Hesp et al., 2019; Lee et al., 2020;
Martinez-Vazquez et al., 2021). Las tetraciclinas son firmacos cominmente utilizados para la produccion de
animales de consumo como profilactico y/o como promotor del crecimiento (Alonso et al., 2017). En Ecuador
se importd mayormente tetraciclina de uso veterinario en el afio 2019 y no se descarta la posibilidad de que la
administracion de este antibiotico en la industria agropecuaria esté asociada a las farmacorresistencias (Aman-
cha et al., 2023).

También se encontraron valores altos de resistencia para ciprofloxacina (91,4 %). Una revision sistematica
concluy6 que se documenta con mayor frecuencia resistencias a betalactamicos y quinolonas en aislados bacte-
rianos de animales de consumo (Cota-Rubio et al., 2014). En el contexto nacional, los veterinarios prescriben
quinolonas de tercera y cuarta generacion en granjas bovinas y avicolas (Martinez et al., 2023). Se piensa que
la resistencia a quinolonas podria estar asociada con la produccion de BLEE en la familia Enterobacteriaceae
debido a una co-transferencia de genes (Ortega-Paredes et al., 2020). Este fendmeno podria explicar en parte
la resistencia a quinolonas en E. coli BLEE encontradas en este estudio.

En el caso de la amikacina, la resistencia fue del 90,3 % en los aislados de E. coli BLEE. Se han encon-
trado prevalencias muy bajas de resistencia a amikacina en cerdos (0,2 %) y terneros (0,3 %) en algunos paises
miembros de la Uniéon Europea (European Food Safety Authority [EFSA], y European Centre for Disease Pre-
vention and Control [ECDC], 2023; Organizacién Mundial de Sanidad Animal [OMSA], 2021). Cabe aclarar
que la resistencia a amikacina en E. coli esta relacionada a la presencia de enzimas modificadoras de amino-
glucosidos [EMA]. Un tipo de EMA son las enzimas 16S ARN metiltransferasas (RMTasas) que pueden ser
codificadas en el mismo plasmido que las enzimas tipo BLEE o AmpC (Akova, 2016; EFSA y ECDC, 2023).
Por lo cual, la presencia de EMA podria resultar en la presencia de resistencias a distintos antibidticos.

Uno de los factores que podria estar incrementando las MDR en el ganado lechero es el uso de antibio-
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ticos para la salud de la ubre (Oliver y Murinda, 2012). Se ha reportado que en Ecuador se usan antibioticos
como amoxicilina mas acido clavulanico, cefalexina, ceftiofur, penicilina, estreptomicina, tilosina, lincomicina
y neomicina para el tratamiendo de mastitis (Jicome Mora, 2022). Ademas, el uso profilactico de antibidticos
es ampliamente practicado para proteger a la ubre de las mastitis subclinicas en el periodo de secado (Oney et
al., 2023), lo que ha sido reportado como un factor que pueda incrementar las RAM (Dong et al., 2022; Oliver
y Murinda, 2012). Todos estos factores podrian estar relacionados con los altos valores de MDR.

En el pais, los estudios sobre las RAM en bovinos son limitados y por ello se necesitan mas investi-
gaciones en distintas areas del pais con el objetivo de contribuir en la implementacion de medidas para una
vigilancia integral y el control de la propagacion de E. coli BLEE. También hay que tomar en cuenta la imple-
mentacion de alternativas o la optimizacion del uso de antibioticos en la produccion de ganado bovino de leche
para controlar los altos niveles de RAM reportados en este estudio.

5. Conclusion

Se determiné que los antibidticos con mayor resistencia en aislados de E. coli BLEE de bovinos productores
de leche fueron: amoxicilina mas acido clavulanico, cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina, amikacina y tetra-
ciclina. Se encontrd que todos los aislados de E. coli BLEE presentaron patrones de multirresistencia.
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