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Resumen

Introduccion: la resistencia antimicrobiana es una preocupacién a nivel mundial debido a las
consecuencias negativas en la salud humana, animal y ambiental.

Objetivo: determinar la presencia de bacterias resistentes en ganado vacuno y porcino en la
ciudad de Cuenca.

Metodologia: el estudio fue prospectivo, observacional descriptivo. Se aplicé un muestreo pro-
babilistico por conveniencia, se tomé 53 muestras de heces de cerdos mediante un hisopado
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rectal y 65 en vacas, usando bolsas de plasticos para la extraccion de materia fecal desde el
recto del animal, las mismas fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Ciencias Médicas. Las muestras se sembraron agar MacConkey suplementados con cipro-
floxacina, ceftriaxona y meropenem, al igual que en CHROMagar™ BLEE (Enterobacterias re-
sistentes a las betalactamasas de espectro extendido) y CHROMagar™ KPC (carbapenem), a
partir del cual crecieron solo bacterias resistentes a BLEE y carbapenemasas, como pruebas
confirmatorias se aplicé el método de Kirby y Bauer, empleando discos de amoxicilina/acido
clavulanico; meropenem; ceftazidime; cefotaxime; ciprofloxacina; acido nalidixico.

Resultados: de 53 muestras de heces de cerdos, el 60.4 % fue aislado E. coli, (con resistencia
a BLEE 39.6 % y carbapenemasa 15.1%). De 65 muestras de heces de vacas, se asilé 9.2% de E.
coli, sin resistencia a los antibiéticos.

Conclusiones: el ganado porcino presentd E. coli y Citrobacter spp, con resistencia a BLEE en
las dos bacterias y carbapenemasa en E. coli. El ganado vacuno presento solo E. coli, pero sin
ningun tipo de resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: porcino; vacuno; antimicrobiano.

Abstract

Introduction: antimicrobial resistance is a global concern due to its negative consequences for
human, animal, and environmental health.

Objective: to determine the presence of resistant bacteria in cattle and pigs in the city of Cuenca.

Methodology: this was a prospective, observational, and descriptive study. Probabilistic con-
venience sampling was used. Fifty-three pig fecal samples were collected by rectal swabbing,
and 65 were collected from cows using plastic bags to extract fecal matter from the animal'’s
rectum. These samples were processed in the microbiology laboratory of the Faculty of Medical
Sciences. Samples were plated on MacConkey agar supplemented with ciprofloxacin, ceftria-
xone, and meropenem, as well as on CHROMagar™ BLEE (Extended-spectrum beta-lactama-
se-resistant Enterobacteriaceae) and CHROMagar™ KPC (carbapenem) agars. Only ESBL- and
carbapenemase-resistant bacteria grew. Confirmatory tests were performed using the Kirby-
Bauer method, using amoxicillin/clavulanic acid discs; meropenem; ceftazidime; cefotaxime;
ciprofloxacin; and nalidixic acid.

Results: of 53 pig fecal samples, E. coli was isolated in 60.4% (with ESBL resistance in 39.6%
and carbapenemase resistance in 151%). From 65 cow fecal samples, 9.2% of E. coli were iso-
lated, with no antibiotic resistance.

Conclusions: pigs presented E. coli and Citrobacter spp., with ESBL resistance in both bacteria
and carbapenemase resistance in E. coli. Cattle presented only E. coli, but without any antimi-
crobial resistance.

Keywords: pigs; cattle; antimicrobial.
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Introduccion

La resistencia antimicrobiana es una de
las mayores preocupaciones a nivel glo-
bal, por sus consecuencias negativas enla
salud humana, animal y ambiental, a cau-
sa del uso descontrolado de antibidticos,
permitiendo que las bacterias se adapten
a la presencia de antibidticos y se pro-
paguen de forma rapida e impredecible,
tal como sucedié con la diseminacién de
enterobacterias resistentes a carbapené-
micos, que inicié en Carolina del Norte y
de ahi pasé a Nueva York, Israel y Europa;
las cepas productoras de carbapenema-
sas de tipo New Delhi metalobetalacta-
masa (NDM) surgieron en la India y se
diseminaron a varios paises, debido a que
las bacterias pueden transferir genes de
resistencia a los microorganismos nativos
del suelo y el agua a través de elementos
genéticos moviles' .

En el futuro, la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAQ) advierte que dos ter-
cios del total de incremento de uso de an-
tibioticos se registrara en el sector de la
produccion animal, teniendo una finalidad
principalmente no terapéutica, esto debi-
do a la produccién de carne de ganado
vacuno de sistemas de engorde a corral
y la intensificacién de establecimientos
dedicados a los porcinos y a las granjas
de aves. Como consecuencia, la resisten-
cia a antibidticos serd la principal causa
de muerte en el mundo, cada ano fallecen
1.2 millones de personas por infecciones
resistentes a antibidticos y en el afio 2019
mas de un millén de muertes fue exclusi-
vamente por la resistencia bacteriana®*~"

Algunos estudios han mostrado la pre-
sencia de E. coli en heces de terneras
lecheras con resistencia a las fluoroqui-
nolonas, y cepas de E. coli en terneras
neonatales enfermas con resistencia a la
amoxicilina, tetraciclina y estreptomici-
na. Los animales destinados al consumo
humano pueden actuar como reservo-
rios de cepas resistentes a los antibio-
ticos, para esto, el Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI) reco-
mienda buscar la disminucion de la inhi-
bicion en aztreonam (ATM), ceftazidime
(CAZ) y ceftriaxona (CRO), sospechando
de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella
spp y como prueba confirmatoria usar ce-
fotaxima y ceftazidima, solas y en combi-
nacion con clavulanato. Los productores
de carbapenemasas en Enterobacterales
y P. aeruginosa pueden presentar resis-
tencia intermedia o resistencia a uno o
varios carbapenémicos de la subclase Il
de las cefalosporinas. Para determinar el
fenotipo en el antibiograma se debe co-
locar sensidiscos (IMP; CAZ; AMC; CTX;
ERTA) en Enterobacterias permitiendo la
deteccidn probable de carbapenemasas 'y
BLEE1,3,5,6,8—12.

De igual forma, los Centros para el Control
y la Prevencién de Enfermedades (CDC)
senala la necesidad de prevenir y detec-
tar tempranamente la resistencia bacte-
riana, para esto, el CLSI realiza pruebas
de sensibilidad de los antibiéticos que
anualmente actualiza sus guias; sin duda
alguna el laboratorio ayuda a detectar y
confirmar los mecanismos de resisten-
cias con mayor trascendencia clinica,
entre ellas BLEE, capaces de hidrolizar
las oximinocefalosporinas. La primera
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evidencia de estas enzimas se presentd
en Escherichia coli en los afnos 60, cuando
se describié la betalactamasa TEM-1. En
Ecuador en el 2010 se describe el primer
caso en una Klebsiella pneumoniae pro-
ductora de carbapenemasas. La resisten-
cia antimicrobiana es un problema de sa-
lud pudblica y es uno de los temas tratados
en el enfoque multisectorial denominado
Una Salud'?*568-12,

En vista de esto, el objeto de estudio de
esta investigacion fue determinar la pre-
sencia de bacterias resistentes en ganado
vacuno y porcino en la ciudad de Cuenca,
mediante el analisis de la materia fecal.

Metodologia

El presente estudio fue de tipo prospec-
tivo, observacional descriptivo, se aplico
un muestreo no probabilistico por conve-
niencia, las muestras fueron tomados en la
totalidad de animales que se encontraban
en ese momento durante el periodo esta-
blecido. Se tomo 65 muestras de heces
de ganado vacuno y 53 muestras de he-
ces en porcinos, en la feria de ganado de
la Ciudad de Cuenca, durante el periodo
junio 2023 a enero 2024. Como criterios
de inclusidn, se analiz6 en estos animales
por ser de mayor consumo humano, tener
una edad promedio de un ano en el cerdo
y la vaca entre uno a dos anos, que estén
sanos y que la materia fecal recolectada
esté en condiciones normales de canti-
dad y consistencia; se excluyd a animales
qgue presentaron alguna sintomatologia
de enfermedad.

Paralatabulaciony el analisis de los datos,
se usé el programa IBM spss statistics 20,
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version de prueba. Se aplico estadisticos
descriptivos como porcentajes y frecuen-
cias aplicadas a tablas simples y cruzadas
para relacionar las variables.

Para la toma de muestras en cerdos se uti-
lizé la técnica de hisopado rectal, se aplicéd
un hisopo estéril del medio de transporte
de Stuart; en las vacas se tomé la mues-
tra de heces del recto del animal, usando
una bolsa plastica a manera de guante;
las muestras se rotularon correctamente
y se transportd en un cooler para mante-
ner la cadena de frio y llevadas al labo-
ratorio de microbiologia de la Facultad
de Ciencias Médicas para su respectivo
procesamiento.

Para la determinacién del tipo de bac-
teria y la resistencia antimicrobiana, se
usaron los siguientes procedimientos:
primero, siembra de las muestras en agar
MacConkey suplementados con antibioti-
cos y en CHROMagar™; segundo, al exis-
tir crecimiento bacteriano se procedid a la
identificacion mediante pruebas bioqui-
micas y finalmente se realizd pruebas de
susceptibilidad.

La inoculacién de las muestras se rea-
liz6 mediante la técnica de siembra de
aislamiento por agotamiento en agar
MacConkey, suplementado con cipro-
floxacina a una CIM (Concentracion
Inhibitoria Minima) de = 1 ug/mL, agar
MacConkey con ceftriaxona y una CIM
de = 4 ug/mL, agar MacConkey con me-
ropenem y CIM de = 4 ug/mL. La CIM
se interpret6 de acuerdo con los criterios
del CLSI 2023. Al existir crecimiento bac-
teriano en estos agares después de 24
horas de incubacién a 37°C en ambiente
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aerobio, se sospecha de ser productoras
de BLEE y carbapenemasas'®,

De igual manera, se cultivé las muestras
en CHROMagar ESBL y CHROMagar
KPC, que son medios de cultivo cromo-
génicos selectivos y diferenciales de la
casa comercial de CHROMagar™, desti-
nados a la deteccion cualitativa directa
de la colonizaciéon gastrointestinal por
Enterobacterias resistentes a las betalac-
tamasas de espectro extendido (ESBL)
y carbapenem (ERC), el instructivo reco-
mienda realizar pruebas de susceptibili-
dad en las colonias sospechosas y llegar
a su diagnéstico definitivo.

Cabe senalar que para evitar un creci-
miento de bacterias soprdfitas, los agares
usados fueron selectivos, o sea, permite el
crecimiento de bacterias resistentes, en-
tre ellas se encuentran principalmente E.
coli,y en esta ocasién también Citrobacter
spp, no crecieron otras bacterias por no
presentar resistencia, o también porque
la susceptibilidad bacteriana es muy dife-
rente entre una y otra, un ejemplo claro
es los resultados del mismo estudio, en
los animales vacunos no hay crecimiento
de bacterias, al contrario en los cerdos si
lo hay, esto se explica en la discusién, de
porque hay estas diferencias.

En los agares que presentaron crecimien-
to de colonias se realizé un andlisis ma-
croscopico para la seleccién de la colonia
y proceder alaidentificacion de las entero-
bacterias aplicando pruebas bioquimicas
que permiten determinar las caracteristi-
cas metabdlicas de las bacterias median-
te el uso del citrato; triple azicar hierro
(TSI); decarboxilacion y desaminacion de

la lisina y produccioén de acido sulfhidri-
co-H2S (LIA); sulfuro de hidrégeno, indol
y movilidad (SIM); bilis esculina y urea™.

Para comprobar las resistencias bacte-
rianas, se realizd pruebas de susceptibili-
dad, y de acuerdo a lo descrito por Araya
(2015), se usd el método de difusion en
disco descrita por Bauer y Kirby, se pre-
paré el agar Mueller-Hinton, consideran-
do las caracteristicas necesarias para
obtener halos de inhibicion dentro de los
limites de aceptabilidad. Se elaboré un
inoculo, en la que, la turbidez de la sus-
pension bacteriana debe tener una den-
sidad de 0.5 Mac Farland (1.5 x 108 UFC)
y medir en turbidimetro bajo luz transmi-
tida. Con un hisopo se tomd la suspen-
sion, se roté varias veces contra la pared
del tubo para eliminar el exceso, se pro-
cedid a realizar una siembra homogénea
en el agar Mueller-Hinton, se dej6 secar 3
a 5 minutos antes de colocar los discos.
Siguiendo las normas del CLSI, se utiliza-
ron discos comerciales de papel, impreg-
nados con los siguientes antimicrobianos:
amoxicilina/acido clavulanico (AMC 30
ug); meropenem (MEM 10 ug); ceftazidi-
me (CAZ 30 ug); cefotaxime (CTX 30 ug);
ciprofloxacina (CIP 5ug); acido nalidixico
(NA 30ug)1°”548.

La determinacion de BLEE se realizdé me-
diante la interpretacion de los discos de
susceptibilidad antimicrobiana, donde se
buscé la disminucién de la inhibicién en
uno o varios de los betalactdmicos con
los siguientes puntos de corte, considera-
dos como resistente segln el CLSI 2023:
AMC <13 mm; MEM <£19; CAZ <17; CTX
<22; CIP <£21; NA <13, permite sospechar
de la presencia de BLEE y como método
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confirmatorio, observar si se forma el
efecto sinérgico del inhibidor (efecto ta-
pon de corcho)®%™,

Para la deteccion de carbapenémicos, se
complementd con pruebas de suscepti-
bilidad antimicrobiana por el método de
difusion del disco CLSI 2023, aplicando
los antibioticos anteriormente descritos, a
partir del cual se pudo detectar presen-
cia de carbapenemasas, los cuales degra-
dan una amplia gama de B-lactamicos,
incluyendo penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos?°?,

Resultados

De las 65 muestras de heces de ganado
vacuno y 53 muestras de heces de gana-
do porcino, las resistencias que presenta-
ron fue BLEE y carbapenemasas, produ-
cidas principalmente por Eschericha coli
y en menor frecuencia Citrobacter spp, el
ganado porcino presentdé mayormente E.
coli con resistencia a BLEE.

En la Tabla 1, se aprecia que, el gana-
do porcino presenta bacterias resis-
tentes, con un 47.2 % a BLEE y 151 % a
carbapenemasas.

Tabla 1. Distribucién del tipo de ganado y
presencia de resistencia bacteriana.

Tipo de resistencia

Tipo de ganado BLEE Carbapenemasa Sin resistencia bacteriana
n° % n° % n° %

Vacuno 0 0 0 0 65 100

Porcino 25 472 8 15.1 20 377

En la Tabla 2, de un total de 65 muestras
recolectadas de bovinos, el 90.8% no
hubo crecimiento bacteriano y solo un
9.2% presentd E. coli, pero sin resistencia
a los antibidticos.
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En el ganado porcino, de las 53 mues-
tras, el 60.4% crecid E. coli, de las cuales
el 39.6% presentaron BLEE y 15.1% a car-
bapenemasas; el 7.5% se aislo Citrobacter
spp con presencia de BLEE.
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Tabla 2. Distribucion del ganado vacuno y porcino, seguin bacteria y tipo de resistencia
que presenta.

. Sin
Bacteria Carbapenemasa resistencia
. n 0 0 6
E. coli o 0 0 9.2
Vacuno n 0 0 59
Ausencia de bacterias % 0 0 90.8
% 0 0 100
n 21 8 3
E. coli
con % 39.6 15.1 57
) n 4 0 0
Porcino  C'robacter spp % 75 0.0 0.0
n 0 0 17
Ausencia de bacterias % 0.0 0.0 32.1
% 47.2 15.1 37.7
Discusién en una planta de beneficio porcino, identi-

La resistencia a los antibidticos es una
amenaza para la salud humana y animal,
y sin duda alguna para el ambiente por la
presencia de microorganismos resisten-
tes a antibidticos y que es alerta en todo
el mundo, los antimicrobianos utilizados
para el control ya no son eficaces como
lo eran antes, generando evolucion en los
diferentes mecanismos de resistencia que
presenta las bacterias®".

Los resultados obtenidos muestran que,
en el ganado vacuno las bacterias no pre-
sentaron resistencia a los antibiéticos y en
el ganado porcino las bacterias mostraron
un 47.2% de BLEE y 15.1% de carbapene-
masas. Al contrastar los resultados, el es-
tudio realizado por Sandoval J. en Bogota

ficaron a la cefotaxima con una resistencia
del 75%, lo cual confirma la existencia de
BLEE, y la resistencia a carbapenemasas
todas las muestras fueron negativa, mos-
trando una diferencia con este estudio. La
presencia de BLEE puede deberse al uso
de cefalosporinas de amplio espectro en
la produccién porcina en infecciones res-
piratorias severas, al consumo de medica-
mentos como promotores de crecimiento
y a la deficiente bioseguridad que existe
en las granjas. En cambio, en otro estudio
realizado en Peru - Lima en el 2023, en un
matadero de cerdos, presenta una dife-
rencia significativa con esta investigacion,
donde de 120 cepas de Escherichia coli, el
5% fueron productoras de BLEE, no ana-
lizaron carbapenemasas, probablemente
esta diferencia, se deba a que en Perd, por
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lo general el uso de este antibidtico no se
usa como promotor de crecimiento?2,

En este estudio al analizar la presencia
de bacterias y el tipo de resistencia, se ha
demostrado que el ganado porcino tiene
60.4% de E. coli con un 39.6% de BLEE y
7.5% de Citrobacter spp y todas presen-
taron BLEE. Es importante destacar que,
el 151% presentaron carbapenemasas en
E. coli. En el ganado vacuno se observé
un 9.2% de E. coli sin presencia de resis-
tencia antimicrobiana. En comparacién
con un estudio realizado en Argentina -
Buenos Aires en el 2010, donde tomaron
50 muestras de bovinos y porcinos, y ais-
laron E. coli con un 90% y 86% respecti-
vamente; con mayor porcentaje de resis-
tencia y multirresistencia en porcinos. La
presencia de estas bacterias y resistencia,
puede deberse a que, coincide con los
antimicrobianos mas utilizados en explo-
taciones animales. Cabe recalcar que, el
uso de cefalosporinas en porcinos persis-
te mas alla del tiempo normal, provocando
la aparicion de cepas autdctonas produc-
toras de BLEE y con riesgo de adquisicidn
de genes por transferencia horizontal’?,

Otra investigacion realizada en Suiza
(2011) en 59 cerdos y 64 reses (una leve
coincidencia con el muestreo), en general
identificaron 21 casos de cepas producto-
ras de BLEE, 9 casos fue E. coli en cerdos
(15.2%), 11 casos de E. coli en vacas (171%)
y un caso de Citrobacter youngae en ga-
nado bovino (1.5%). Estos resultados di-
fieren con nuestra investigacion, el mismo
puede deberse a que, Suiza plantea una
politica estricta con el uso de antibidticos,
en este pais el uso de las cefalosporinas
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es exclusivamente veterinario y aplicado
principalmente en infecciones respirato-
rias; también puede deberse al uso de en-
rofloxacino en animales de granja, lo que
permite explicar la presencia de cepas de
E. coli resistentes a fluoroquinolonas en
ninos que no consumen este grupo de
antibidticos™?,

La deteccién de bacterias con resisten-
cias a BLEE y carbapenemasas en ani-
males destinados al consumo humano
constituye un impacto critico en la salud
publica, representando un riesgo poten-
cial de transmisién de genes de resis-
tencia, ya sea a través de la cadena ali-
mentaria o del medio ambiente, tal como
lo ha descrito Fischer. Una limitante en la
investigacion fue el no poder determinar
enzimas como la KPC y en algunos casos
existir Ampc implicitos, para el cual se
necesita secuenciar las cepas para deter-
minar sus enzimas, que suele ser comun
en K. pneumoniae y E. coli. La baja pre-
sencia de Klebsiella y E. coli productoras
de carbapenemasas puede estar ligada
al muestreo que realizamos, la aleatorie-
dad de recolecciéon de la materia fecal
pudo permitir la seleccién de muestras
negativas para este tipo de enzimas. Es
importante poder aplicar pruebas que
permita determinar los tipos de carbape-
nemasas, como la mCIM y eCIM en con-
junto y poder diferenciar metalo-3-lac-
tamasas de serina carbapenemasas en
Enterobacterales®'2132024,
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Conclusiones

La principal bacteria aislada en el ganado
vacuno y porcino fue Eschericha coli, con
resistencia a betalactamasa de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas. El
ganado vacuno presentd E. coli sin resis-
tencia a los antibiéticos. El ganado por-
cino presentd E. coli, con resistencia a
BLEE y carbapenemasas, también se ais-
|6 Citrobacter spp con resistencia a BLEE.

La presencia de carbapenemasas es del
151 %, relativamente un porcentaje bajo,
pero el mismo es de preocupacion, por
ser un grupo de antibidticos que se le tie-
ne como ultima opcidn para su aplicacion
en infecciones severas.

El mal uso de antibiéticos es generaliza-
do, esto se ratifica con los resultados pre-
sentados y su correlacion con otros estu-
dios, por lo que es necesario implementar
sistemas de monitoreo y entender el com-
portamiento de las bacterias y poder ejer-
cer un control eficaz.

Aspectos bioéticos

El estudio contemplé medidas relaciona-
das con el Bienestar Animal, se minimi-
z0 el estrés y sufrimiento durante el pro-
ceso de toma de muestras, asegurando
la bioseguridad tanto para el personal
como del ambiente. Para la toma mues-
tra se realizd las solicitudes respectivas a
EMURPLAG-EP.

El proyecto fue presentado al CEISH de
la Universidad de Cuenca, manifestando
que, al no estar relacionados con seres
humanos, el proyecto no requiere una
evaluacion de su parte.
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