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RESUMEN

La susceptibilidad antimicrobiana es un problema de alcance mundial que no solo
afecta al area veterinaria, sino que también representa una seria amenaza para la
salud publica. Diversos estudios han demostrado que la lista de antibidticos eficaces
se esta reduciendo de manera alarmante. Por tanto, el objetivo de esta investigacion
fue analizar la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli en lechones
destetados de una granja porcina tecnificada, ubicada en la comarca de Zambrano,
municipio de Tipitapa. La poblacion total evaluada fue de 709 lechones destetados, de
los cuales se seleccion6 una muestra de 50 individuos. A cada uno se le realiz6 un
hisopado rectal, con el fin de identificar las colonias bacterianas presentes. Las
muestras se sembraron inicialmente en agar MacConkey para el aislamiento de
enterobacterias. Posteriormente, se procedidé a la identificacion especifica de E. coli
mediante agar Eosina Azul de Metileno (EMB). Las colonias fueron purificadas
utilizando medio nutritivo Tripticasa Soya. A continuacion, se realizé un antibiograma
utilizando el método de difusion en disco de Kirby-Bauer, con el propésito de
determinar la susceptibilidad a distintos antibidticos. Ademas, se investigaron los
mecanismos fenotipicos de resistencia antimicrobiana, enfocandose en la deteccion
de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs) y AmpC.De las 50 muestras fecales
sembradas en agar MacConkey, se seleccionaron colonias lactofermentadoras
caracteristicas de enterobacterias. Mediante agar EMB, se identificaron 24 muestras
positivas para Escherichia coli, 1o que representa un 48% de positividad y un 52% de
muestras negativas. En cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana, E. coli presenté
mayor sensibilidad a los siguientes antibidticos: en primer lugar, a la combinacion de
amoxicilina con acido clavulanico; en segundo lugar, a ceftriaxona y cefepime; y en
tercer lugar, a gentamicina. En un segundo antibiograma, la bacteria mostro
sensibilidad a la mayoria de los antibiéticos de amplio espectro, con excepcion de la
cloxacilina, cefepime y aztreonam. Los mecanismos de resistencia identificados en los
antibiogramas realizados fueron la presencia de BLEEs y AmpC, lo cual confirma la
hipétesis alternativa de esta investigacion: las colonias de Escherichia coli aisladas en
muestras fecales de lechones destetados en una granja tecnificada presentan
susceptibilidad a ciertos antimicrobianos, aunque también se evidencian mecanismos
de resistencia relevantes.

Palabras Clave: Agar MacConkey, Agar Eosina Azul de Metileno, Agar Tripticasa
soya, Agar Mdller Hinton, Tincion Gram, CLSI.
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ABSTRACT

Antimicrobial susceptibility is a global issue that affects not only the veterinary field but
also poses a serious threat to public health. Various studies have shown that the list of
effective antibiotics is alarmingly shrinking. Therefore, the objective of this study was
to analyze the antimicrobial susceptibility of Escherichia coli in weaned piglets from a
technologically advanced pig farm located in the Zambrano district, Tipitapa
municipality. The total population evaluated was 709 weaned piglets, from which a
sample of 50 individuals was selected. Rectal swabs were taken from each piglet to
identify the bacterial colonies present. Samples were initially cultured on MacConkey
agar to isolate enterobacteria. Subsequently, E. coli was specifically identified using
Eosin Methylene Blue (EMB) agar. The colonies were then purified using Tryptic Soy
Agar. An antibiogram was performed using the Kirby-Bauer disk diffusion method to
determine susceptibility to various antibiotics. Furthermore, phenotypic mechanisms of
antimicrobial resistance were investigated, focusing on the detection of Extended-
Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) and AmpC beta-lactamases. Of the 50 fecal
samples cultured on MacConkey agar, lactose-fermenting colonies characteristic of
enterobacteria were selected. Using EMB agar, 24 samples tested positive for
Escherichia coli, representing 48% positivity and 52% negativity. Regarding
antimicrobial susceptibility, E. coli showed the highest sensitivity to the following
antibiotics: first, to the combination of amoxicillin with clavulanic acid; second, to
ceftriaxone and cefepime; and third, to gentamicin. In a second antibiogram, the
bacteria showed sensitivity to most broad-spectrum antibiotics, except for cloxacillin,
cefepime, and aztreonam. The resistance mechanisms identified in the antibiograms
were the presence of ESBLs and AmpC, confirming the alternative hypothesis of this
research: the Escherichia coli colonies isolated from fecal samples of weaned piglets
in a technologically advanced farm exhibit susceptibility to certain antimicrobials,
although relevant resistance mechanisms are also present.

Key Words: MacConkey Agar, Eosin Methylene Blue (EMB) Agar, Tryptic Soy Agar
(TSA), Mueller-Hinton Agar, Gram Staining, CLSI.



. INTRODUCCION

El objetivo de esta tesis fue determinar la susceptibilidad antimicrobiana de colonias
caracteristicas de Escherichia coli aisladas en medios de cultivos selectivos vy
diferenciales para la posterior realizacion del estudio de antibiograma. Este estudio se
realizd con muestras fecales de lechones destetados de una granja tecnificada, con el
fin de determinar una posible situacion epidemiolégica actual en el pais y asi, buscar

opciones para el control y prevencion.

“Nicaragua es un pais eminentemente agropecuario y dentro de este sector primario
la porcinocultura juega un rol de suma importancia para la economia nacional’
(Aguirre, 2022, p.13).

“Existen cinco pilares basicos de los sistemas de produccion porcina entre ellos estan:
Las instalaciones, equipos, los animales, el productor, el zootecnista y el personal”
(Rodriguez y Zambrano, 2022 p.17).

Ambrogi et al., (2020), describen muchas enfermedades en los cerdos que afectan la
produccion, siendo una de las principales causas, las enfermedades entéricas, las
cuales son un problema comun en todas las etapas de la produccion porcina en el

mundo.

La diarrea en lechones es uno de los principales problemas que afecta a las

explotaciones porcinas” (Soto, 2021, p. 36).

“El estrés post destete provoca el padecimiento de enfermedades gastrointestinales
en lechones, afectando su crecimiento y desarrollo futuro, el uso de antibiéticos ayuda
a mejorar la salud intestinal, pero, estos también provocan que las bacterias

desarrollen genes de resistencia” (Centeno, 2018).



Segun (Organizacion Panamericana de la Salud / Organizaciéon Mundial de la salud.,
2021), Ha alertado sobre: “El aumento de enterobacterias resistentes a antibidticos en

Latinoamérica en el 2021, considerandolo como un alto riesgo epidemiolégico “(p.2).

Calvo (2021), La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica a
nivel mundial, por lo que requiere de planes estratégicos para frenarla: “En la
familia Enterobacteriacea, los genes de resistencia se encuentran codificados
principalmente en plasmidos, que permiten una mayor y rapida diseminacion

mediante la transferencia horizontal de genes.

“El Plan Nacional de Resistencia a Antibiéticos (PRAN) como respuesta a la solicitud
de la Comision europea para tratar la problematica de las resistencias a antibiéticos

busca reducir el riesgo y la diseminacion segun Colomer (2023, p.15).

En respuesta a esta problematica, la identificacion y caracterizacion genética de las
BLEEs, son parte fundamental de la politica de control de la vigilancia de los
antibidticos como lo recomienda la (OMS, 2014) para orientar el tratamiento adecuado

y disminuir los fracasos terapéuticos a nivel nacional.



Il OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Analizar la susceptibilidad antimicrobiana de colonias de Escherichia coli aisladas de

muestras de heces en lechones destetados de una granja tecnificada.

2.2 Objetivo Especifico

¢ |dentificar colonias de E. coli presentes en las muestras de heces de lechones
recolectadas en la granja tecnificada.

e Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de E. coli por medio del método de
difusion de discos Kirby Bauer en los cultivos positivos a Escherichia coli.

e Detectar fenotipicamente los mecanismos de resistencia antimicrobiana de E.

coli en muestras.



M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun (Pabon y Espinel 2017), las infecciones entéricas porcinas tienen una
importancia creciente y son frecuentemente observadas en diferentes edades,

provocando un gran impacto a la industria porcina de todo el mundo:

Estas infecciones pueden llevar a altas tasas de mortalidad y morbididad y
secuelas en el tracto gastrointestinal. Estas pueden ser permanentes o
transitorias, produciendo retraso del crecimiento, reduccién de la eficiencia
alimentaria y en el coste con tratamientos, suponiendo aproximadamente el

60% de los gastos con antimicrobianos (p.15).

La produccién porcina es una actividad econdmica importante, tanto a nivel industrial
como en pequeias explotaciones. La salud y el manejo de los animales son cruciales
para asegurar la productividad y la sostenibilidad de este sector. Sin embargo, el uso

de antibidticos y la aparicidn de resistencia antimicrobiana son desafios significativos.

Marrero et al., (2017), referencia que:

Las instalaciones de produccidén animal constituyen un reservorio para bacterias
resistentes que pueden ser difundidas a la poblacién por contacto directo o a
través de la cadena alimentaria. En diferentes especies de animales con destino
al consumo humano, principalmente en aves seguida de cerdos, también en
animales de compafia y en especies salvajes se evidenci6 la prevalencia de
entero bacterias productoras de BLEE y se sugiere que estos escenarios sean

reconocidos como importantes reservorios de estas bacterias.

El uso inadecuado de antimicrobianos en los ultimos afios tanto en medicina humana
como en medicina veterinaria ha acelerado la aparicion, seleccion y propagacion de
bacterias resistentes a los antibiéticos. Este problema, ha alcanzado tal dimensién que
actualmente se plantea como una de las mayores amenazas en materia de salud

publica.



¢ Las colonias de E. coli identificadas en los medios de cultivo de las heces fecales de
los lechones destetados en la granja tecnificada presentan resistencias a los

antibioticos?



IV. JUSTIFICACION

Actualmente en Nicaragua, son muchos los estudios referentes a resistencia
antimicrobiana en la produccion animal, al revisar diversos documentos, se
encontraron trabajos relacionados a identificacion de bacterias en leche con mastitis a
los cuales se le realizan antibiograma, pero solo como investigacién y no como una

practica regular en las fincas para determinar qué tipo de antibiético aplicar.

“‘Las enfermedades producidas por E. coli siempre han representado un reto para la
produccion porcina, especialmente desde la intensificacion a la que se han sometido

en las ultimas décadas” (Pabon y Espinel, 2017).

Segun MINSA (2017), expone que la Organizacién Mundial de la salud (OMS) en la

actualidad tiene como propdésito:

Contribuir con la gestion de la resistencia de antimicrobianos en el pais
generando informacién sobre el comportamiento de E. coli y los posibles
métodos para detectar los mecanismos de resistencia antimicrobiana, y a la
utilizacién prudente de los antimicrobianos en animales de produccién, este

caso en porcinos, que es una carne de alto consumo (p.5).

La adopcion de normas internacionales para el uso responsable de los
antibioticos y las directrices establecidas por la OMS y FAO a través del Codex
Alimentarius y la Organizacion mundial de salud animal, son fundamentales
para hacer frente al desafio que representa el problema de la resistencia a los
antimicrobianos, por tanto, la cooperacion del sector veterinario en este sentido

incluye tanto al ambito publico como al privado (OPS/OMS, 2021).



Ochoa y Paco (2021), la aparicion y propagacion de cepas de Salmonella spp.
y Escherichia coli con resistencia a betalactamicos, aminoglucésidos, fenicoles,
tetraciclinas, sulfamidas son un problema de salud animal, donde se han
conferido la resistencia a los betalactdmicos, carbapenemasas y ello
comprometen en la actualidad opciones muy dificiles, terapéuticas en la salud
publica y animal, por tanto, la OMS recomiendan el monitoreo de
microorganismos resistentes a multiples antimicrobianos con el fin de mitigar el

uso indebido de antimicrobianos (p.18).



V. ANTECEDENTES

En Nicaragua se realizé un estudio por Guillen y Rios., (2020), sobre Escherichia coli
en lechones en la granja Direccion de Unidades Educativas y Productivas DUEP-UNA

obteniendo lo siguientes resultados:

Los valores que se obtuvieron de los casos positivos porcentuales a Escherichia
coli fueron de un 88%, obteniendo asi un resultado de muestras de 15 %
lechones positivos a Escherichia coliy a 5 lechones afectados de Escherichia
coli y coliformes fecales. Dichos lechones fueron considerados tomando en
cuenta peso y presentacion de sintomatologia fueron sometidos a pruebas in
situ, se tomaron muestras fecales por medio de hisopado rectal y procesados
en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencia Animal de tal modo
que se desarroll6 un plan de manejo adecuado para cada categoria como
prevencion y control de la colibacilosis entre los factores que se determinaron
son la mortalidad con un valor de 11.11% y morbilidad 1.5% en general
producida por dicha enfermedad. No se administré ningun tratamiento

antibidtico con esto pretendemos abrir puertas para estudios futuros.

En la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Peru, Yarin (2023), realizé un
estudio de la identificacion fenotipica de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) aisladas de heces de cerdo de un

matadero de Lima:

Del total de muestras positivas a Escherichia coli (120) el 5% (6/120) fueron
productoras de betalactamasas de espectro extendido. Se concluye que existe
presencia de betalactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia

coli aisladas de heces de cerdo provenientes de un matadero de Lima.



De acuerdo con Escalante (2021) en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Peru, 2021, realizé un estudio de Deteccidn de genes de resistencia antimicrobiana

en aislados de Escherichia coli de cerdos de produccidén con cuadros diarreicos:

De las 119 cepas, el 98.3% (117/119) fueron positivas a por lo menos un gen
de resistencia antimicrobiana, siendo el de mayor frecuencia el grupo de las
tetraciclinas (88.2%), seguido de las sulfonamidas (65.5%), estreptomicina-
espectinomicina (64.7%), y por ultimo la apramicina (2.5%). De la misma
manera, la mayor presencia de resistencia a dos antimicrobianos fue en las
sulfonamidas con las tetraciclinas en un 59.6% (71/119). De los 10 diferentes
genes de resistencia antimicrobiana considerados, el gen tetA tuvo la
frecuencia mas alta con 68% (81/119), seguido del gen sul3 con 64.7%
(77/119), seguida del gen strB con un 42% (50/119), aadA con 39.5% (47/119),
strA con 34.5% (41/119), tetB con 31.9% (38/119), aac IV con | 2.5% (2/119) y
los genes sul1 y tetC ambos con 0.8% (1/119); el gen sul2 fue negativo en todas
las cepas. Del total de cepas procesadas, el 41.2% (49/119) fueron
considerados multi drogas resistentes por mostrar resistencia a mas de 3

antibioticos.

Gbémez, et al., (2022), En el trabajo realizado sobre Aislamientos de Escherichia Coli
de origen porcino resistentes a antimicrobianos de importancia critica para la salud

publica, describen que:

El 69 % de los aislamientos fue resistente a acido nalidixico y el 37,3 % a
ciprofloxacina, antimicrobianos de maxima prioridad. No se aislaron E. coli
resistentes a Carbapenemasa. Setenta y tres aislamientos se comportaron
como multirresistentes, de los cuales el 50 % mostro resistencia frente a seis o

siete grupos de antimicrobianos.



VI. HIPOTESIS
6.1. Hipodtesis De Investigacion (HI)

Las colonias de Escherichia coli aisladas en muestras de heces en lechones

destetados de la granja tecnificada tienen sensibilidad antimicrobiana.
6.2. Hipoétesis Nula (HO)

Las colonias de Escherichia coli aisladas en muestras de heces en lechones

destetados de la granja tecnificada no presentan sensibilidad antimicrobiana.
6.3. Hipodtesis Alternativa (Ha)

Las colonias de Escherichia coli aisladas en muestras de heces en lechones

destetados de granjas tecnificadas presentan sensibilidad a ciertos antimicrobianos.
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7.1.

VII. MARCO DE REFERENCIA

Datos y Produccién Porcina en Nicaragua

INATEC (2018), describe que la producciéon de cerdos en Nicaragua
mayormente ha sido realizada bajo un sistema de traspatio: “El nivel de
consumo de sus productos en la poblacion nicaraguense es muy alto y en
cuanto al numero de cerdos vivos en el pais se estima en 500.000 cabezas,

aportando unos 35 millones de délares por afio”.

El Ministerio agropecuario (2022), publico un articulo referenciando que, en Nicaragua,

el crecimiento es impulsado por la pequeia y mediana produccion: Esta representa el

68% del total nacional, de manera consistente con un aumento del 3.5% de los

porcinos en fincas, que se encuentran en manos de 146,000 familias productoras que

se dedican a la crianza de cerdos, impulsando el crecimiento de la produccion nacional

de carne, y reduciendo la brecha para la Soberania Alimentaria.

7.1.1. Sistema de Crianza Tecnificada

Coronel (2020), El sistema tecnificado de produccion en la industria porcina se
define como grandes avances tecnoldgicos en las instalaciones, manejo,
nutricion y genética; Cuenta con medidas sanitarias estrictas tanto en animales
como en los trabajadores, reduciendo altamente las posibilidades de

enfermedades (p.20).

“Al ser una crianza en altas cantidades se manejan registros diarios por areas y son

recopilados en un programa establecido que permite analizar los parametros de

calidad y ganancia de la producciéon” (Casa, 2023, p.30).
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7111, Fisiologia Digestiva del lechén

Cieza (2017), El lechdn posee gran capacidad enzimatica para digerir grasas,
la lactosa y las proteinas de la leche, a partir de la segunda semana de vida,
con el aumento de la secrecion de pepsina, tripsina y amilasa puede aprovechar
cantidades limitadas de proteina animal y vegetal, asi como almidon tratado; a
partir de la tercera semana se incrementa la produccion de amilasa, acido

clorhidrico y el resto de las enzimas proteoliticas (p.16).

7.1.1.2. Microbiota Intestinal

Jurado y Vera (2024), referencian sobre la microbiota en el tracto gastrointestinal (TGI):

Es una comunidad compuesta de microorganismos comensales, simbiodticos y
patdgenos que conviven entre si; Los Clostridiaceae y Enterobacteriaceae son
los principales colonizadores en la vida de un lechdn, después son desplazados
por la familia de los Steptococcaceae que dominan hasta el tercer dia, hasta

que llegan los Lactobacillaceae que dominan hasta los 20 dias de edad (p.25).

7.1.2. Ciclo productivo
De acuerdo con Saravia y Garcia (2017,) Para todo porcicultor o persona dedicada a

la explotacion del cerdo es de gran importancia conocer el ciclo de produccion porcina:

El ciclo productivo comienza desde el momento de su nacimiento y por ello es
indispensable tener en cuenta todas las recomendaciones sobre manejos y
cuidados con el lechdén, luego viene una etapa de lactancia que oscila
generalmente desde 49 a 55 dias dependiendo de las instalaciones y el manejo

que se realice en la chanchera (p.42).
“El balanceado post-destete inicia, desde los 22 hasta los 42 dias, luego balanceado

inicial que corresponde desde los 43 a 70 dias mas y finalmente se le da el crecimiento

hasta que cumpla los 98 a 100 dias” (Cuellar, 2022).
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7.2. Colibacilosis Porcina

Avendaino (2017), La colibacilosis es un grupo de enfermedades causadas por

Escherichia coli:

Se da principalmente en el animal recién nacido, aunque también en animales
de mayor edad. A pesar de ser Escherichia coli, la bacteria mas estudiada en
cuanto a su fisiologia y genética, curiosamente los mecanismos patogénicos
que operan en las enfermedades producidas por este germen no han sido
estudiados con atencion necesaria, solo pocos investigadores se han

preocupado por diversos aspectos de su patogénesis (p.45).

Yarin (2023), La estrategia de infeccion de Escherichia Coli es colonizar,
multiplicarse y liberar sus enterotoxinas en la mucosa intestinal anterior,
evitando los mecanismos de defensa del hospedador, dafia el epitelio y produce
la salida de liquido y electrolitos hacia el lumen intestinal dando como resultado

la diarrea (p.29).

7.2.1. Tratamiento de Colibacilosis

Naranjo et al., (2021), menciona los antibiéticos mas utilizados para el tratamiento de

Colibacilosis:

Las polimixinas (colistina), aminoglucésidos (neomicina) y B-lactamicos
(amoxicilina -clavulanico); También se pueden usar quinolonas para realizar un
tratamiento sistémico inyectable o se puede utilizar B-lactamicos como
cefalosporinas, de la mano con rehidratantes orales o intraperitoneales para
corregir la deshidratacion y la acidosis metabdlica buscando asi disminuir el

numero de muertes y mejorar el estado de los animales (p.9).
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7.3. Escherichia coli

Pabon y Espinel (2017), expresan que la Escherichia coli pertenece a la familia
Enterobacteriacea: “Es una bacteria Gramnegativa, fermentativa, en forma de bacilo
que crece en medios bacteriologicos simples. Esta bacteria se adhiere, a una
estructura del intestino, la cual coloniza generando una injuria e interviniendo sobre la

funcionalidad del enterocito” (p.16).

Suarez (2020), explica las caracteristicas bioquimicas que presenta la bacteria E. coli
enel TGl

Estas fermentan la glucosa y la lactosa, reduce los nitratos, produce indol a
partir de triptéfano y es catalasa-positivo y oxidasa-negativo. Este coloniza el
tracto intestinal de los animales en las primeras horas de vida y pasa a formar
parte de su microbiota normal. Normalmente, E. coliy sus huéspedes coexisten

sin provocar enfermedad y con beneficio mutuo durante décadas (p.6).

7.4. Métodos Diagnosticos de E. coli

“El diagnéstico preciso de la diarrea post-destete implica no solo la observacion clinica
de los sintomas sino también analisis de laboratorio (cultivos, bioquimicas, PCR, etc.)

para identificar E. coli “(Rodriguez, 2024, p.5).
“Es necesario diferenciar la enfermedad de otros procesos diarreicos como las

diarreas de tipo parasitarias, las de tipo alimenticia o de la gastroenteritis transmisible

de los lechones” (Guillen y Rios, 2020, p.21).
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7.5.

7.6.

Métodos de Diferenciacion Bacteriana

Quiroz (2020), los de métodos diagndsticos y diferenciales de la actividad
antimicrobiana son los extendidos con tincion Gram para confirmar presencia
de bacterias y métodos de cultivos Agar MacConkey y Eosina azul de metileno
para aislamiento e identificacion de enterobacterias, al igual que bioquimicas y
PCR (p.15).

Medio de Cultivo

Herrera (2023), un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de
crecimiento y otros componentes que crean las condiciones necesarias para el
desarrollo de los microorganismos. La diversidad metabdlica es tan grande que
la variedad de medios de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo
universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las bacterias

con exclusividad (p.12).

7.6.1. Agar MacConkey

Quiroz (2020), Es un medio diferencial y selectivo utilizado para el aislamiento e

identificacion de enterobacterias que contienen lactosa y rojo neutro como indicador

de pH.

Interpretacion: Las bacterias fermentadoras de lactosa acidifican el medio y

adquieren un color rosado (p.13).

7.6.2. Eosina azul de metileno (EMB)

Brizuela-Lab (2023), es un medio selectivo para la diferenciacién de las bacterias

Gram negativas que fermentan rapidamente la lactosa de las que no atacan este

azucar.
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Interpretacion: La bacterias fermentadoras de lactosa acidifican el medio, lo que hace
que el pH del medio disminuya y los colorantes de la eosina y azul de metileno
interactuen con los productos de la fermentacién, dando a las colonias un brillo

metalico verde (p.1).

7.6.3. Agar Tripticasa Soya

“Es un medio de aislamiento no selectivo utilizado para el crecimiento de bacterias que
no tienen requerimientos nutricionales especificos y para la preparacion de cepas de

referencia con el objetivo de promover el crecimiento” (Liofilchem, 2020).

Interpretacion: Las colonias de E. coli se observa pequefas, redondas, lisas, con

bordes definidos y coloracidén crema (cherwell lab, 2022).

7.6.4. Agar Mueller Hinton

‘Es un medio de cultivo especificamente disefiado para realizar pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana. Su composicién y propiedades fisicas proporcionan un
entorno ideal para evaluar la eficacia de los antibi6ticos” (Ltda, 2024). “Los principales
fundamentos del agar Mueller Hinton incluyen su capacidad para proporcionar un
crecimiento uniforme de microorganismos, una difusiéon adecuada de los antibiéticos y

la minimizacion de la interferencia” (MDM, 2019).

Interpretacion: Valtek (2024), se basa en la medicion de los halos de inhibicién que
se forman alrededor de los discos con antibiéticos, segun lo indicado en el protocolo
CLSI M2-A, estos halos indican la sensibilidad, la resistencia o la sensibilidad

intermedia de la bacteria al antibiotico (p.2).
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7.7. Antimicrobianos
“Los antimicrobianos son una molécula natural (producida por un organismo vivo,
hongo o bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion

del crecimiento de bacterias, virus u hongos” (Seija y Vignoli, 2017, p.1).

“Los antimicrobianos son medicamentos que atacan a los microbios y pueden detener
la enfermedad que causan, pero estos pueden hacer mas mal que bien cuando no se

usan de la manera apropiada” (MINSAIlud, 2016, p.1).

7.7.1. Resistencia Antimicrobiana

“La resistencia antimicrobiana es la capacidad de los microbios para sobrevivir en el

cuerpo o el entorno tras la exposicion a un agente antimicrobiano” (Alban, 2024, p.4).

7.8. Antibiéticos

“Los antibidticos se utilizan para tratar infecciones bacterianas y son ineficaces contra
las infecciones viricas. Estos acaban con las bacterias o detienen su reproduccion,
facilitando su eliminacion por parte de las defensas naturales del organismo” (Werth,
2024).

7.8.1. Resistencia antibidtica

“La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), describe la resistencia bacteriana
como una de las principales amenazas de salud, ya que pone en peligro prioridades

globales como el desarrollo humano” (Giono, et al, 2021).

Entre los tres tipos de infecciones que generan resistencia de las bacterias, las
Enterobacteriaceas son de importancia por su impacto en la morbilidad y mortalidad.

Las otras pertenecen a las Pseudomonas y Acinetobacter (Bairan, et al, 2022, p.2).
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7.8.2. Tipos de mecanismo de resistencia bacteriana

Camacho (2023), describe que los tipos de mecanismos de resistencia bacteriana
pueden ser natural (intrinseca) y adquirida (extrinseca) y los mecanismos por los

cuales ocurren son:

7.8.2.1. Inactivacion del antibiético por destruccion o modificacion de la

estructura quimica

“El fenotipo de resistencia antibidtica por destruccion o modificacion de la estructura
quimica es un proceso molecular caracterizado por la produccion de enzimas que van

a llevar a cabo esta funcion” (Pérez y Robles, 2017, p.4).

Pazmino (2019), las enzimas que destruyen la estructura quimica son las
betalactamasas que se caracterizan por hidrolizar el nucleo beta-lactamico rompiendo
el enlace amida, otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la hidrolisis del
anillo de lactona del antibiético. Entre las enzimas que se encargan de la modificacion
de la estructura se encuentran: cloranfenicol acetiltransferasa y también a las enzimas
que modifican a los aminoglucdsidos, lincosamidas y estreptograminas (acetilasas,

adenilasas y fosfatasas) (p.15).

7.8.2.2. Alteracion del sitio de blanco del antibiético

“Esta alteracion consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula
bacteriana como la pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S

ribosomales, entre otras” (Montenegro, 2022, p.14).
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7.8.2.3. Alteracién en las barreras de permeabilidad

Pazmino (2019), este mecanismo se debe a los cambios que se dan en los
receptores bacterianos especificos para los antimicrobianos o por alteraciones
estructurales en los componentes de envoltura de la célula bacteriana
(membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi como a la
pérdida de la capacidad de transporte activo a través de la membrana celular o
la expresion de bombas de eflujo las cuales se activan en el momento en que

el antibiotico se introduce a la célula bacteriana (p.16).

7.8.3. Mecanismos de Resistencia de los Gram Negativos
7.8.3.1. Formadores de BLEE

Jalinas (2016.p.22), menciona la apariciéon de bacterias productoras de enzima
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), se refiere a una caracteristica

particular en especial de algunas bacterias como:

Werth, B. (2024), describe que las enterobacterias tienen la capacidad de
generar enzimas betalactamasas que inactiva un mayor espectro de
antibioticos, lo que representa un desafio para la medicina actual. No existe una
definicion precisa de las BLEE, asi constituyen un amplio grupo de enzimas que
tienen la capacidad de hidrolizar uno 0 mas compuestos betalactamicos, pero
no a los Carbapenemasas ni a las cefamicinas y que son inhibidas por el acido

clavulanico.

7.8.3.2. Carbapenémicas

Lirola, et al., (2022), menciona que las carbapenemasas integran a un amplio grupo
de enzimas pertenecientes a las B-lactamasas, segun la clasificacion Ambler, que
atiende a sus caracteristicas estructurales y funcionales, se distinguen: Clase A (Serin-
B-lactamasas), Clase B (Metalo-B-lactamasas (MBLs), Clase D (Oxaciclinasas) (p.3).
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7.9. Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana

“Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se basan en la evaluacion in vitro de
la capacidad que tienen los antibidticos o agentes antimicrobianos de inhibir el
crecimiento bacteriano. Esta capacidad puede ser evaluada por métodos de dilucion
o difusion” (Araya, et al, 2015, p.3).

7.9.1. Meétodo de Difusioén en disco (Kirby- Bauer)

Pazmino (2019), La técnica de difusion en agar es cualitativa y sus resultados se
pueden interpretar Unicamente como: Sensible, intermedio o resistente, esta disefiada
especificamente para bacterias de crecimiento rapido como Staphylococcus sp. o los
integrantes de la familia Enterobacteriaceae. Cada plato es observado en una luz

indirecta y cada halo de inhibicién es medido utilizando una regla milimétrica. (p.29).

7.9.2. Fenotipos de Resistencia Bacteriana

7.9.21 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Alvarez (2010), describe que las B-lactamasas de espectro extendido, son
enzimas producidas por los bacilos Gram negativos. Las cepas que producen
BLEE, en su mayoria enterobacterias, y en particular Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli, son resistentes a todos los antibidticos R-
lactamicos con la excepcion de las carbapenemas, las cefamicinas y las
combinaciones de R-lactamicos con inhibidores de R-lactamasas. Ademas de
las BLEE clasicas, de naturaleza plasmidica, existe una serie de
microorganismos que producen [-lactamasas cromosomicas, que, en el caso
de una hiperproduccién, confieren fenotipos de resistencia similares al que

determinan las BLEE.
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7.9.2.2. Betalactamasas AmpC

Mina et al., (2021), Las betalactamasas son enzimas que se encuentran
localizadas en el espacio periplasmico de la pared celular bacteriana. Existen
varios tipos de estas enzimas, una de ellas son las betalactamasas tipo AmpC
que se encuentran de manera natural en algunas bacterias mientras que en

otras son codificadas por plasmidos (p.4).
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Ubicacion del Area de Estudio

. o . Figura 1.
La investigacion se realizo en el Municipio de 9

Vista Aérea de Google Maps

Tipitapa, en la comarca de Zambrano en la

Granja Tecnificada Zambrano.

8.1.1 Macro localizacion

Zambrano es una comarca en el municipio

su
J

fhdnnd

de Tipitapa, Nicaragua. Se encuentra en la g

parte central del pais, en la parte sur del |

GranjaZzambrano

municipio, a lo largo de la carretera entre - —
Tipitapa y Tisma. et ':‘
La comarca tiene una extension del

municipio de Tipitapa tiene una extension de

975.3 km? estd ubicada entre las
coordenadas 12° 08' 44” N 86° 04’41”0 de
latitud norte y 12°9'17" norte de longitud

oeste, a una altitud de 54 m s. n. m.

72 L P

Fuet.' (Google Maps, 2025)

8.1.2 Microlocalizacion

La Granja Tecnificada Zambrano se encuentra ubicada a V2 kildmetro de la entrada del

parque zambrano en direccién a 3 kildbmetros al norte.
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8.2 Diseino Metodolbgico

Es una investigacion no experimental, descriptivo tipo transversal en el tiempo con

enfoque mixto.

8.3 Criterios de Inclusion

Lechones destetados a partir de 21 dias de edad.

8.4 Criterios Exclusion
Cerdos adultos

Lechones de 0 a 20 dias
8.5 Fase de Campo

Para la seleccion de los lechones destetados se determind el tamano de muestra,
utilizando el programa Win epi 0.2, con un nivel de confianza del 95% para una
poblacién total de 709 animales destetados y con un porcentaje de probabilidad del
50%, como resultado que hay al menos un individuo afectado, asumiendo una
prevalencia minima esperada del 0.07%, se debe seleccionar una muestra con al

menos 40 individuos.

Con fines estadisticos y aumentar los valores de confianza, se tomaron 50 muestras,

las cuales se recolectaron de manera aleatoriamente para conservar la objetividad.
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8.5.1 Toma de muestras

1. Como primer paso se seleccion6 al lechén destetado al azar.
2. Posterior a la seleccion se hizo vaciado de heces del recto.
3. Se introdujo el hisopo que viene con el medio de transporte (AMIES)

directamente en el recto haciendo girar este contra las paredes tisulares.

4. Luego de la toma, se almaceno la muestra en el medio de transporte.

5. Seguidamente, se identifico cada medio de transporte con numero de lote,
corral y numero de muestra, que permita diferenciarlos entre si y evitar confusiones.
6. Una vez identificadas correctamente, fueron trasladadas al Centro de Estudios

Diagnostico e Investigacion Veterinaria (CEDIVE), para su posterior analisis.
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8.6 Fase de Laboratorio

Figura 2.

Diagrama de Flujo

(" )

Preparacion de  Agares
McConkey, EMB, TSA,

Mueller Hinton
\ J

(" )

Siembra de muestra en Agar

McConkey
N J
(" )

Identificacion  morfologicas
de colonias caracteristicas
de enterobacterias y

posterior tincién gram
N

fReaIizacién del método\

Kirby Bauer (Antibiograma),
realizando una preparacion

de suspension bacteriana

(i

suspension al 0.5 en Agar

noculacion de Ia\

Mueller Hinton y colocacion

de discos de antibidtico de

\.con escala Mcfarland 0.5. /

(i

postivias a E. coli (color

dentificaciéon de colonias\

negro azulado con brillo

metalico). y siembra en Agar

\_Umanera estrategica )

(Lectura de resultados de\
primer  antibiograma y
realizacion del segundo

para  determinacién  de

\.TSA para su purificacion /

( )
Siembra en Agar EMB de

colonias sospechosas por

sus caracteristicas

morfologicas y de tinciéon
J

\.mecanismos de resistencia /

(" )
Lectura del segundo

antibiograma e identificacion
de mecanismos de

resistencia

J

Nota: En la figura se describe el proceso de la Fase de Laboratorio. Fuente:

Elaboracion Propia.
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8.7 Aislamiento Bacteriano
8.7.1 Método de siembra

Agar MacConkey
1. Se identificd el medio con el numero de lote, fecha de siembra y tipo de cultivo.
2. Se tomo el hisopo del medio de transporte AMIES vy se realiz6 el inoculo en la

superficie del agar.
3. Se tomd un asa bacteriolégica redonda esterilizada y se realizd un estriado por
agotamiento en 3 direcciones distintas sobre cada medio.

4. Una vez realizado, se incuba la muestra entre 12 - 48 horas a 37°C.
Identificacion macroscépica:

Después pasada las 12 - 48 horas, se observo si hubo algun crecimiento en el medio

MacConkey y se seleccionaron colonias (UFC) caracteristicas de E. coli.
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Identificacion microscépica:

Para la seleccion de colonias mas caracteristicas de la bacteria E. coli tomamos las
colonias de color rosa o rojo debido al acido lactico que disminuye el pH en agar

MacConkey.

Para el proceso de identificacidn microscopica se utilizé el kit de tincion Gram para

diferenciar el tipo de bacteria que fue aislada.

1. Se coloca en el portaobjeto una gota de solucién salina.
2. Seguidamente, se tomd una UFC (Unidad formadora de colonia) del medio con

un asa bacteriologica recta esterilizada en el mechero de alcohol.

3. Después, se realizé el extendido.
4. Con la ayuda del mechero, se fijo el extendido.
5. Una vez fijada la muestra, con el portaobjetos en una inclinaciéon de 45° se

cubrié con cristal violeta que tifie la membrana de bacterias gram +, se esperd 1 minuto
y se enjuago con agua destilada.

6. Luego, se cubrid con yodo para fijar la tincién de gram -, se esperd 1 minuto y
se enjuago con agua destilada.

7. Seguido, se cubrid con alcohol acetona como decolorante de gram — para
preservar las gram +, se esperd 1 minuto y se enjuago con agua destilada.

8. Se cubrié con safranina que tifie las bacterias que no se lograron tefir con el
azul violeta y se enjuago con agua destilada.

9. Por ultimo, se realizé el secado vy fijacién con el mechero.
Eosina Azul de Metileno
1. Se identificé el medio con el numero de lote, fecha de siembra y tipo de cultivo.

2. Se tomd6 un asa bacteriolégica redonda esterilizada y selecciono una UFC

caracteristica de E. coli y se realiz6 el inoculo en la superficie del medio.

3. Se realizd un estriado por agotamiento en 3 direcciones distintas sobre cada
medio.
4. Una vez realizado, se incuba la muestra entre 12 - 48 horas a 37°C.
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Tripticasa Soya

1. Se identificd el medio con el numero de lote, fecha de siembra y tipo de cultivo.

2. Se tomé un asa bacteriolégica redonda esterilizada y selecciono una UFC y se
realizé el inoculo en la superficie del medio.

3. Se realiz6 un estriado por agotamiento en 3 direcciones distintas sobre cada medio.

4. Una vez realizado, se incuba la muestra entre 12 - 48 horas a 37°C.
Antibiograma

Se realizd una suspension de bacterias en solucion salina al 0.9%
Escala de McFarland

o Se agregaron 3 ml de solucion salina en un tubo de ensayo 12x75 mm.

o Se selecciono la colonia caracteristica (UFC) con un asa recta y se procedio a
disolver en el tubo la colonia con el asa recta hasta crear turbidez.

o Se comparo la turbidez con la solucién 0.5 (cloruro de bario di hidratado y acido

sulfurico) en la escala de McFarland con un fondo de rayas negras y blancas alternas.

Agar Mueller Hinton

1. Se identificé el medio con el numero de lote, fecha de siembra y tipo de cultivo.
2. Se tomd un hisopo estéril y se introdujo dentro del tubo con la solucién y se
realizd un estriado uniforme sobre toda la superficie del agar en 3 direcciones distintas.
3. Se dejo incubar por 2 minutos.

4, Una vez terminado el incubamiento se procede a la colocacion de los discos de
difusion antibiotica de manera estratégica.

5. Finalmente, se incuba la muestra entre 12 - 48 horas a 37°C.
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8.8 Variables para Evaluar

Tabla 1.

Variables del estudio

Objetivos

Variables

Indicadores

Instrumentos

Identificar colonias de E. coli
presentes en las muestras
de heces de lechones
recolectadas en la granja
tecnificadas

Determinar la
susceptibilidad

antimicrobiana de E. coli por
medio del método de
difusion de discos Kirby
Bauer en los cultivos

positivos
Detectar  fenotipicamente
los mecanismos de

resistencia  antimicrobiana
de E. coli en muestras que
no presentaron sensibilidad.

Colonias de E. coli Colonias con fermentacién de lactosas agar

MacConkey

Colonias caracteristicas color azul a moradas, con
brillo metalico verdoso en agar EMB

Bacilos gram — en tincion gram.

(Liofilchem, 2012), (Neogen, 2025)

Susceptibilidad Sensible
antimicrobiana Intermedio
Resistente

(Humphries, et al., 2018)

Mecanismos de BLEE
resistencia AMPc

(Navarro, et al., 2017)

Agar EMB
Tinciéon gram

Método Kirby Bauer
Discos de difusién
antibiotica

Regla milimétrica

Discos de antibiéticos
Regla milimétrica
patron  fenotipico  de

mecanismos de
resistencia a los
antibidticos

Nota: En esta tabla se expresan las variables a evaluar. Fuente: Elaboracion propia.
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8.9 Recoleccion de Datos
La informacion se recolecté en una hoja Word, la siguiente informacion:
Hoja de Muestreo

Los datos se recolectaron en un formato de Word donde se incluyé la siguiente

informacion: Lote, corral y numero de muestra.

Analisis de Datos

En otra hoja de Word se recolectaron los datos de laboratorio:

Muestras positivas a E. coli, grupos de antibiéticos utilizados, resultados de medidas
de diametro en mm.

Toda esta informacion se trasladé a una hoja de trabajo de Excel para su respectivo

analisis.
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8.12 Materiales y Equipo

Tabla 2.

Materiales usados en la investigacion

Toma de Muestra

Tabla de campo
Lapiceros

Hojas de papel
Marcadores
Botas

Guantes

Tapabocas

Medio de transporte/AMIES
Hielera

Carro

Termdémetro

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3.

Materiales microbiolégicos

Preparacion de Medios

Agar MacConkey

Agar Mueller Hinton

Agar Eosina Azul metileno
Agar Tripticasa soya
Placas Petri

Autoclave

Parafilm

Celular

Temporizador

Agua destilada
Matraces

Tubos de ensayo
Botellas de tapa rosca
Guantes

Balanza

Gabachas

Hotplate

Fuente: Elaboracion propia.



Tabla 4.

Materiales para la siembra de los cultivos

Inoculacién de Muestra (siembra)

Asa bacteriologica Tapabocas
Mechero de alcohol Incubadora
Encendedor Gafas protectoras
Asa de platino Muestras

Guantes Medios preparados

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 5.
Materiales para la tincion de las muestras

Proceso de Tincion de la muestra

Asa Bacteriologica Mechero
Tabla de campo Gafas protectoras
Gas butano Guantes
Gabachas Tapaboca
Cristal violeta Yodo Lugol
Safranina Porta objetos
Alcohol acetona Pipetas Pasteur
Microscopio Aceite de inmersién
Encendedor

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 6.

Materiales para la identificacion bacteriana

Identificacion Bacteriana

Mechero Asa bacteriolégica
Gas butano Pipetas automaticas
Gafas protectoras Puntas de pipeta
Guantes Porta objetos
Tapaboca Gradillas
Encendedor Gabacha

Medios de pruebas bioquimicas

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 7.

Materiales para medir la susceptibilidad

Medicion de Susceptibilidad

Mechero Disco antimicrobiano
Gas butano Asa bacteriolégica
Gafas protectoras UFC

Gabachas Regla milimétrica
Guantes Encendedor
Tapaboca Medio (Mueller Hinton)

Fuente: Elaboracion propia.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Identificacion de colonias E. coli de las muestras de las heces

recolectadas de lechones destetados de las granjas tecnificadas.

De las 50 muestras de heces sembradas en el medio EMB, 24 muestras resultaron

positivas a Escherichia coli representando un 48% positivo y 52% negativo.

Palacios, et al, (2021) expresa que la presencia de Escherichia coli es muy
comun en las granjas porcinas, ya que es habitante normal en la flora intestinal
y se elimina en grandes cantidades por las heces. Aunque no todas las cepas
de la bacteria son patdégenas, el riesgo de brotes por Colibacilosis va en
proporcion directa con el nivel de desafio, Este problema se agrava en
explotaciones con alta densidad, fallas en instalaciones y pocas jaulas de
maternidad disponibles. Igualmente, ejercen una influencia negativa las
brechas sanitarias e inadecuado manejo zootécnico-veterinario de los

animales.

Coincidiendo con lo expresado por Hernandez, et al. (2024), en su investigacion donde

obtuvieron los siguientes resultados:

La tasa de incidencia de Escherichia coli encontrada en las muestras (n=64) de
chuletas crudas de cerdo vendidas fue del 50%, que representa 32 muestras
positivas. Al analizar individualmente a cada supermercado se observo que la
incidencia para el supermercado A fue de un 37,5% al igual que para el
supermercado B, mientras que el comercio C tuvo la mayor incidencia de 75%
y el D del 50%.

Comparando los datos expresados por Hernandez et al., (2024), en los resultados se
obtuvo similitud en cuanto al porcentaje de muestras positivas de la bacteria
Escherichia coli.

34



Figura 3.

Agar MacConkey Las 50 muestras de heces a las cuales se

le realizaron cultivos en Agar MacConkey,
estas  presentaron crecimiento  con
caracteristicas positivas a enterobacterias
fermentadoras de lactosa, observandose

las colonias de color rojo con halo turbio.

Nota: Colonias rojas con halo turbio
Fuente: Ltda, 2024

Coincidiendo con lo detallado por Apolo (2015), donde describe “Las colonias en
presencia de enterobacterias fermentadoras de lactosa en el agar MacConkey, se

observan colonias de color rojo con halo turbio”.
De igual manera patoégenos ID (2022), Coinciden con las caracteristicas descritas:
“‘La fermentacion de la lactosa es detectada por la generacion de acidos que

disminuyen el pH del medio haciendo que el indicador rojo neutro vire de color

observandose colonias de color rojo-rosa y la precipitacion de sales biliares”.
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Figura 4.

Tincién Gram

Las 50 muestras, se les realizo tincién
gram negativa, donde obtuvimos bacilos

gram negativos.

Nota: Bacilos Gram negativas de color
rosado. Fuente: Elaboracion Propia

Segun Franco y Sarmiento (2018), La Tincién Gram es una de las coloraciones
mas usadas en el estudio de las bacterias, técnica desarrollada por el
bacteriélogo Danes Hans Christian Gram, (1884). Esta técnica es ampliamente
utilizada para la clasificacion e identificacion de bacterias, ya que segun el color
que toman al ser tefiidas se clasifican en Gram positivas (+) (moradas) o Gram

negativas (-) (rosadas).

Rodriguez y Arenas (2018), La tincion de Gram diferencia a las bacterias en
dos grandes grupos. Se llama bacterias Gram positivas a aquellas que retienen
la tincion azul-violeta, y se denomina bacterias Gram negativas a las que se

decoloran y después se tifien con safranina.
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Nieto, et al., (2023), realizaron un estudio, con el objetivo de analizar si habia
prevalencia de E. coli, ya que habia casos de lechones con diarrea, se
seleccionaron los corrales y se tomaron 35 muestras en lechones que estaban
afectados, se llevaron al laboratorio las muestras para proximamente realizar la
siembra de muestras en agares, dejandolas unas para después observarlas y
realizar pruebas como la de catalasa y oxidasa, para finalizar con la tincién de
Gram para analizar a fondo la identificacion de la bacteria, tuvieron como

resultado de 35 muestras que se tomaron 27 salieron positivas a E. coli.

Al igual que Nieto et al., (2023), utilizamos la tincion gram para confirmar la presencia
de bacterias gram negativas, especificamente la bacteria Escherichia coli en las
muestras las cuales las 50 muestras fueron positivas, mostrando la coloracion

distintiva de bacilos color rosado.

Figura 5. Figura 6.

Aqar EMB (positivo) + Agar EMB (negativo) -

Nota: Colonias color negro azulado con brillo  Nota: Colonias color negro azulado opaco.
metalico. Fuente: (patdégenos ID, 2022). Fuente: (patégenos ID, 2022).

De acuerdo con Amasino (2017), en su libro publicado, “En medios moderadamente
selectivos y diferenciales, tales como el Agar EMB desarrollan colonias que pueden
presentar un brillo metalico caracteristico, debido a la fermentacion de la lactosa”.
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Pérez, et al, (2003), mencionan que el agar Eosina Azul de Metileno el cual se
emplea para el aislamiento de enterobacterias. La selecciéon de E. Coli en este
medio se basa también en su habilidad de fermentar lactosa, emplea colorantes

especificos como lo son Colonias violetas con brillo verde metalico (p.5).

Medrano (2004), enuncia que, aunque el método Fluorocoult (LMX) establece
que no es necesaria la confirmacion se ha visto que puede presentarse
fluorescencia por otro tipo de Microorganismos. Por esta razén, cada tubo
fluorescente le realizdé un pase a Agar Eosina Azul de Metileno para observar

la presencia del brillo metalico, se confirmaron 46 muestras de 85 (p.44-46).

Nuestros resultados, coinciden con las caracteristicas descritas por Amasino, (2017)
y Pérez et al, (2003) citados anteriormente los cuales mencionan el brillo metalico
caracteristico para la identificacién de la bacteria Escherichia coli, en cuanto a la
investigacion de Medrano (2004 ), obtuvimos resultados similares, en su investigacion
donde confirmaron 46 muestras, mientras que nosotras identificamos 24 muestras

positivas en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).
9.2 Susceptibilidad antimicrobiana E. coli por medio de antibiograma en

lechones destetados de las granjas tecnificadas

De las 24 muestras positivas a la bacteria Escherichia coli, con agar EMB, fueron
sometidas al antibiograma con el método Kirby Bauer, aplicando discos de difusiéon

para evidenciar los patrones de resistencia y sensibilidad.
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Tabla 8.

Puntos de corte (CLSI) de primer antibiograma

Agente Contenido Categorias interpretativas Puntos de corte del Resultados
Antimicrobiano del Disco y puntos de corte del diametro de la zona, mm
diametro de la zona, mm enteros mas cercanos
enteros mas cercanos
S I R S I R
Aminoglucésidos
Gentamicina 10 pg 218 17-13 <14 19a24 1517 6-9 9 halos de inhibicion resultaron sensibles a Gentamicina, el 37.5% del total de
muestras, 3 intermedios y 12 resistentes en un 50%.
Penicilinas
Amoxicilina + 30 pg 218 17-12 <13 18a28 14-15 - 21 halos de inhibicién resultaron sensibles, el 87,5 % del total y el 12,5 % no
Clavulanico presentaron sensibilidad, 3 intermedios, 0 resistentes
Ampicilinas 10 g 217  16-12 <13 - 12 6 El 100% de los halos no presentaron sensibilidad al antibiético, 2 intermedias y
22 resistentes en un 91,7%.
Cefalosporinas
Ceftazidima 30 g 221 20-16 <17 26a34 17 6-15 17 halos resultaron sensibles, representando el 70.83% de las muestras, 2
intermedias y 5 resistentes en un 20,83%
Ceftriaxona 30 pg 223 22-18 <19 2839 - 14-7 18 resultaron sensibles, representando el 75 %, no se presentaron intermedias, 6
presentaron resistencia en un 25%.
Cefotaxime 30 pg 226 25-21 <22 26a35 - 5-12 18 resultaron sensibles, representando el 75 %, no se presentaron intermedias, 6
presentaron resistencia en un 25%.
Fenicoles
Cloranfenicol 30 g 218  17-11 <12 20a23 - 6-9 3 resultaron sensibles, representando el 12.5 %, no se presentaron intermedias,
21 presentaron resistencia representando un 87,5%.
Tetraciclinas
Tetraciclina 30 ug 215 14-10 <11 15a22 12-oct 6-10 5 resultaron sensibles, representando el 20,83%, 5 intermedias y 14 presentaron

resistencia representando un 58,3%.

Nota: En esta tabla se refleja el numero de muestras, resultados y lectura de primer antibiograma. Fuente: Elaboracion

Propia
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En la siguiente tabla se puede observar los resultados obtenidos de los puntos de corte
del diametro de la zona, mm enteros mas cercans los que fueron comparados con los

de referencia que establece el CLSI.

Larrosa et al., (2020), el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
EUCAST define la categoria resistente (R) como un valor mayor de (>),
mientras que Servicios y Unidades de Microbiologia Clinica CLSI lo define
como mayor o igual a (2). EUCAST no refiere de forma individualizada la
categoria de sensibilidad intermedia (1) simplemente por simplificar las tablas.
Esta categoria se refiere a la zona que queda entre las concentraciones
minimas inhibitorias o los diametros de halos de inhibicion comprendidos entre

los puntos de corte de sensible (S) y resistente (R).

figura 7

Resultados segun los puntos de corte de la zona. mm enteros mas cercanos

Resultados de sensibilidad

25

Gentamicina Amoxidiling + Ampicilinas Ceftazidime Ceftriaxona Cefotaxime Cloranfenicol Tetracicling
Clavulnico

-
o

-

Medidas de halos de inhibicion mm

Antibidticos

HS ml mR

Nota: En este grafico se evidencian los antibiéticos a los que la Escherichia coli presento
mas sensibilidad. Fuente: elaboracion propia
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La bacteria Escherichia coli presentd mas sensibilidad a los siguientes antibidticos: En
primer lugar, se evidencia la amoxicilina + acido clavulanico, en segundo lugar,
ceftriaxona y cefotaxime y, en tercer lugar, la gentamicina, los antibidticos que
presentaron mas resistencia, se encuentran, en primer lugar, el cloranfenicol, en

segundo las tetraciclinas y en tercero la gentamicina.

Segun Garcia, et al., (2011), la resistencia bacteriana es un problema antiguo,
pero de gran actualidad, ya que en un marco de “austeridad” en cuanto al
numero de nuevas moléculas de antibiético disponibles en el mercado, la

presencia de microorganismos multirresistentes es cada vez mas frecuente.

Toledo, et al., (2015), publicaron un articulo sobre la crianza porcina donde utilizaron

antibioticos como terapéuticos:

En este estudio obtuvieron como resultados un 100% de las cepas aisladas
fueron resistentes a la tetraciclina y a la oxitetraciclina. Esto tal vez se deba a
que estos antibidticos comparten el mismo nucleo tetracicliconaftaceno,
teniendo el espectro antimicrobiano, el mecanismo de accion y la toxicidad

similar (p.3).

A diferencia de Toledo et al., (2025), se obtuvo como resultado un 58.3% de resistencia

a la tetraciclina.

También coincidiendo con Poma y Melchor (2022), obtuvieron resultados similares

realizando pruebas de sensibilidad:

Cinco antibacterianos en 8 pruebas (placas Petri con discos de sensibilidad) a
partir de cepas aisladas de Escherichia coli., el 100 % fueron resistentes a
Gentamicina, y el 87.5 % a Penicilina y el 62.5 % fueron medianamente sensible
a Tetraciclina. Ademas, se encontraron cepas sensibles el 76 % a Enrofloxacina

(p.48).
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En cuanto a los resultados, se obtuvo un 50% de resistencia a la gentamicina,
conforme a las familias de las penicilinas, la ampicilina nos dié como resultado un

91.7% de resistencia, siendo mayor que la obtenida por Poma y Melchor en (2022).

Cota, et al. (2014), citaron un estudio realizado en China para caracterizar
cepas de Escherichia coli multirresistentes a los antibidticos. Estas cepas
fueron aisladas de cerdos y pollos enfermos, se aislaron 160 cepas de 89
muestras de carne de cerdo y 71 muestras de pollo, se caracterizé por
serotipos, genes de virulencia, la susceptibilidad antimicrobiana y los
mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas. En los resultados se
encontré un 63% de cepas de Escherichia coli aisladas. En las pruebas de
susceptibilidad se muestra un 100% de resistencia al acido nalidixico, 98% a
tetraciclina, 84% a sulfametoxazol, 79% a ampicilina, 77% a estreptomicina y el
76% a trimetropin con sulfametoxazol. En las fluoroquinolonas la resistencia
oscilé del 64% a la levofloxacina, 79% a ciprofloxacina, y 95% a la difloxacina.
Estos estudios dan evidencia de que estas cepas multirresistentes de

Escherichia coli, estan presentes en carne de cerdo y pollo en China.

Los resultados coincidieron con los datos recopilados por Cota et al, (2014) quien cité
el estudio realizado por Yang et al., (2005) en China, el cual en comparaciéon con
nuestros resultados obtuvieron mayor resistencia a las tetraciclinas con un 98%,
mientras que nosotras un 58,3% y la ampicilina ellos un 79% mientras nuestros
resultados fueron mayores con un 91,7%.

De las 24 muestras a las cuales se realizé D-test, se obtuvo 6 muestras con patrones
de resistencia a multiples antibioticos: (4 BLEE positivas y 2 AMPc negativas) a los

que se les realizé un segundo antibiograma con antibioticos de amplio espectro.
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Tabla 9.

Puntos de corte (CLSI) sequndo antibiograma

Agente

Antimicrobiano del Disco

Contenido Categorias interpretativas

y puntos de corte del

diametro de la zona, mm

enteros mas cercanos

Puntos de corte del
diametro de la zona,
mm enteros mas
cercanos

Resultados

S | R

S | R

Monobactamico

Aztreonam 30 ug 222 21-14 <15 33 18 15-6 1 halo de inhibicién resulté sensible, representando el
16.6 %, 2 resultaron intermedias representando el
33.3%, 3 presentaron resistencia representando el
50%.

Carbapenemasa

Imipenem 30 ug >23 22-12 <13 40-33 6 halos resultaron sensibles, representando el 100%.

Ertapenem 10 ug >22 21-17 <18 34-27 6 halos resultaron sensibles, representando el 100%.

Meropenem Se observo halo completo en el Test de Hodge
modificado, representando un 100% sensible a
meropenem.

Penicilina

Cloxacilina 05 ug 6 halos resultaron resistentes, representando el 100%.

Amoxicilina 30 ug 218 17-12 <13 5 halos resultaron sensibles, representando el 83,3%, y
1 resistente, representando el 16.6%.

Cefalosporina

Cefepime 30 pg 225 24-17 <18 25-22 16-6 2 halos resultaron sensibles, representando el 33.3%,

4 resultaron resistentes representando el 66.6%

Nota: Se expresan los resultados del segundo antibiograma. Fuente: Elaboracion propia
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En el segundo antibiograma se obtuvieron resultados de sensibilidad en mayor
porcentaje a carbapenemasas como Imipenem con un rango de 44-33mm, Ertapenem
21-17mm.

figura 8

Resultados segun los puntos de corte de la zona. mm enteros mas cercanos

Resultados de Susceptibilidad

6 ‘ ‘ ‘
0 II I | I

Aztreonam Imipenem Ertapenem Meropenem Cloxacilina Amoxicilina Cefepime

(6]

IS

w

N

[N

HS m| mR

Nota En este grafico se evidencian los antibidticos a los que la E.coli presento
sensibilidad, intermedio y resistencia en el segundo antibiograma. Fuente: elaboracion
propia.

En el segundo antibiograma los antibiéticos mostraron mas sensibilidad fueron
Imipenem y Ertapenem con 100% y entre los mas resistentes tenemos en primer lugar,
Cloxacilina con un 100%, Cefepime con 66.6%, en segundo lugar, Aztreonam con 50%
y en tercero, Amoxicilina con 16.6%, y los antibiéticos que mostraron ser sensibles en

un 100% son:, Meropenem, Ertapenem e Imipenem.
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Calvopifa, et al., (2024), de acuerdo con el Analisis de resistencia fenotipica a los

antibidticos 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: Amoxicilina mas acido clavulanico, Cefepime,
Ceftazidima, Ciprofloxacina, Amikacina y Tetraciclina con porcentajes de
resistencia que fueron del 80,6 % al 97,8 %. Por otra parte, los antibiéticos 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 (p. 4-5).

En comparacién a nuestros resultados hubo bastante similitud en cuanto a los
antibidticos que mostraron resistencia como son Cefepime, Amoxicilina mas acido

clavulanico y tetraciclina.

Calvopifia, et al., (2024), en este estudio, se detectaron altos porcentajes de
resistencia antibiotica en cepas de E. coli de origen bovino. Para analizar el
perfil de susceptibilidad antibidtica de los aislados se utilizé el método de
difusion en disco Kirby-Bauer. ElI 100 % de los aislados estudiados presentaron

patrones de multirresistencia (MDR) a 3 o0 mas familias antibidticas.

En la actualidad la resistencia antimicrobiana se ha incrementado a nivel
mundial, de acuerdo con los resultados obtenidos por Calvopifia, en comparacion con
nuestra investigacion, las cepas de E. coli aisladas también obtuvieron

multirresistencia (MDR), a mas de 3 familias de antibidticos.

También coincidiendo con Monterroso (2017), en el estudio, las frecuencias
mas altas de resistencia fueron al acido nalidixico 89% (32/36), cloxacilina 83%
(30/36) y amoxicilina-acido clavulanico 69% (25/36). No se encontraron

aislados que no presentaran resistencia a por lo menos un farmaco (p.38).
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9.3 Detectar fenotipicamente los mecanismos de resistencia antimicrobiana de

E. coli en muestras que no presentaron sensibilidad

De las 24 muestras a las cuales se realizé analisis de sensibilidad, se obtuvo 6
muestras con patrones de resistencia a multiples antibiéticos, a los que se les realizd

un segundo antibiograma con antibiéticos de amplio espectro.

Figura 8.
Betalactamasa de espectro extendido +
(BLEE)

Los mecanismos encontrados en los
antibiogramas realizados fueron BLEE vy
AMPc.

Nota: Deteccion fenotipica de resistencia a betalactamicos. Aspecto Cola de pez

(Monterroso, et al, 2019). Fuente: Elaboracion propia

Humphries, et al., (2018), menciona que los analisis fenotipicos de mecanismos de
resistencia se realizaron en base a las normas de CLSI, mediante el uso de la técnica

Kirby Bauer, Cuyos resultados se expresan como sensible, intermedio o resistente.

De acuerdo con Navarro, et al. (2017), La presencia de BLEE se sospecha no
solo por la disminucién de los halos de inhibicion de algunos o todos los
sustratos sino también por el efecto sinérgico producido entre las cefalosporinas
de amplio espectro o los monobactamicos y el acido clavulanico.

Martinez, (2021), menciona que la deteccion de cepas sospechosas de producir

una BLEE se confirmé fenotipicamente mediante el método de sinergia con
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doble disco donde se requirieron discos con antibiotico: cefotaxima (CTX) 30ug,
CTX/acido clavulanico (AC) 30/10ug y ceftazidima (CAZ) 30pg, CAZ/acido
clavulanico (AC) 30/10ug siguiendo los criterios del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (p.36).

En cuanto a los resultados, identificamos mecanismos de resistencia como
Betalactamasas de espectro extendido en el cual se observo la sinergia, creando un
halo de inhibicion entre los antibidticos Acido clavulanico (AUG) y Ceftriaxona (CRO),

como podemos observar en la (figura 8).

Yarin (2023), segun el CLSI, la diferencia de la medida del halo de los discos
de antibidticos solos y en combinacién con el inhibidor de betalactamasas debe
ser 2 5mm para confirmar que se trata de Escherichia coli productora BLEE
para los antibiéticos usados en el presente estudio (cefotaxima, ceftazidima,

cefotaxima — acido clavulanico y ceftazidima - acido clavulanico) (p.52).

Monterroso, et al, (2019), utilizaron el método de (Jarlier et al., 1988), colocando
un disco de amoxicilina con acido clavulanico en el centro de una placa de Petri
y discos de ceftazidima, cefotaxima y cefepime rodeando a este a 25 mm de
distancia. Adicionalmente se utilizé el disco de aztreonam. La presencia de
BLEE se manifestd por el efecto sinérgico del inhibidor y los discos generando

el efecto cola de pez o balén de futbol americano (p.3).
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Figura 9.
AmpC +

Navarro, et al, (2017), Expresa que las
» | AmpC, puede estar des reprimida
establemente de forma parcial o total
> (mutaciones en genes reguladores de
‘» tipo ampE y ampR) dando lugar a la
produccion  estable de  grandes

cantidades de AmpC.

Nota: Halo de inhibicion truncado
Fuente: (Fornos y Rivera, 2021)

Del Valle (2010), describe los métodos de aproximacion de discos propuesto por

Sanders y Sanders, es aplicable a betalactamasas AmpC inducibles:

La técnica consiste en realizar un antibiograma convencional, para luego
colocar un disco de cefoxitina o cualquier otro antimicrobiano inductor a una
distancia de 27mm centro-centro de un disco de cefamandol, ceftazidima,
ceftriazona o cefotaxima (antimicrobiano sustrato, revelador o testigo). El
microorganismo producira una betalactamasa inducible si se observa un halo

de inhibicion truncado del antimicrobiano sustrato, testigo o revelador (p.3).

Fornos y Rivera (2021), explican que la observacion de aislados de Ralstonia
solanacearum resistentes a Cefoxitina (ausencia de halo o halo menor a 14 mm
indica la presencia de AmpC, en el caso de resistencia CAZ y FEP con
observacion de achatamiento en la zona de sinergia con AMC indican la
presencia de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE). La utilizacién en
este estudio de Meropenem e Imepinem fue para descartar la posibilidad de

aislados con presencia de Carbapenemasas (p.33).
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En cuanto a los resultados obtenidos, identificamos mecanismos de resistencia de tipo
AmpC, con las descripciones descritas por Fornos y Rivera en su investigacion
realizada en 2021 donde encontraron achatamiento en la zona de sinergia como se
observa en la (figura 9) entre los antibiéticos de Amoxicilina mas acido clavulanico
(AUG), Imipenem (IMI) y ertapenem (ETP).

Figura 10.
Test modificado de Hodge

| Se realizé el Test modificado de
Hodge a una de las muestras que
mostro patrones de resistencia a

. multiples antibioticos.

Nota: Halo completo, Test Hodge
Negativo (-) (INSPI, 2016).

De acuerdo con el Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los
Antimicrobianos, (2016), Si se observa una invaginacién del halo (incremento
del grosor) en el estrio de la cepa esta probablemente sea productora de

carbapenemasas (HODGE +), Si se observa un halo completo (sin cambios del
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grosor) en el estrio de la cepa esta no es productora de Carbapenemasa
(HODGE -).

Los resultados coincidieron con Toledo, et al., (2016), segun el perfil de susceptibilidad
o resistencia: “La mayor cantidad de cepas fueron sensibles a los antibidticos
amikacina y gentamicina y la totalidad fueron resistentes a tetraciclina. Se puede

observar que la mayor cantidad de muestras fueron resistentes a 5 o0 mas antibiéticos”
(p.3).

El estudio de Yauri (2016), menciona que los resultados se interpretan de la siguiente
manera: Positivo, si hay presencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados

de la estria debido al crecimiento de la cepa indicadora de lo contrario, negativo (p.22).

Los resultados fueron negativos a Carbapenemasas, se coincidié con las
descripciones por los estudios de Yauri (2016) y con Centro Nacional de Referencia
de Resistencia a los Antimicrobianos (2016), quienes mencionaron que, si se observa
un halo completo en el estrio de la cepa esta no es productora de carbapenemasas y

se considera Hodge negativo.
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X. CONCLUSIONES

De las 50 muestras que se recolectaron de heces de lechones, en 24 se identificaron

las colonias con caracteristicas especificas de |la bacteria Escherichia coli.

Se pudo determinar la susceptibilidad de la Escherichia coli, evidenciandose la
sensibilidad a los siguientes antibidticos: Imipenem y Ertapenem en un 100%,
Amoxicilina + Acido Clavulanico con un 87,5%, Ceftriaxona y Cefotaxime con 75% y

la Gentamicina con 37,5%.

Fenotipicamente se lograron identificar Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
y enzima de betalactamasas tipo (AmpC), donde se pudieron evidenciar los halos de
inhibicion debido a las sinergias dadas por la interaccidn de un antibiotico inhibidor de
betalactamasa en este caso la Amoxicilina mas Acido Clavulanico y los antibiéticos de
las familias Betalactamasas, Penicilinas, Tetraciclinas, Aminoglucésidos, Macrélidos y

Lincosamidas.

Concluimos con la afirmacion de la hipotesis alterna, que las cepas de Escherichia
coli, recolectadas de la granja tecnificada de Zambrano, aun mantienen sensibilidad a
ciertos antibidticos y las colonias que presentaron resistencia se demostré que los

mecanismos de fenotipicos fueron BLEE y AmpC.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones en las cuales se puedan diferenciar las E. coli patégenas de

las no patogenas.

Basados en los resultados recomendamos no utilizar la gentamicina, ni cloxacilina por
presentar un porcentaje mayor de resistencia y en caso de los otros antibiéticos

realizar rotaciones.

Cumplir con lo establecido en el cédigo sanitario para los animales terrestres, (OMS,

2024) en el uso responsable de los antimicrobianos:

o Preservar la eficacia de los agentes antimicrobianos utilizados en medicina
veterinaria y humana y su seguridad en los animales, respetando su dosificacion y

prescripcion.

o Cumplir con la obligacion ética y la necesidad econdmica de mantener a los

animales en buen estado de salud para evitar la utilizacion de antimicrobianos.
o Prevenir o reducir la transferencia de microorganismos resistentes o
determinantes de resistencia en el seno de las poblaciones animales, entre animales,

humanos y en el entorno.

o Proteger la salud del ser humano garantizando la inocuidad de los alimentos de

origen animal en relacion con los residuos de agentes antimicrobianos.
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Xll. Anexos

Anexo a Anexo b

Pesaje de agares Homoagenizacion de aaares

Fuente: Elaboracion propia, 2025. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Anexo ¢ Anexo d

Esterilizacion en autoclave solidificacion a temperatura ambiente

. i
Fuente: Elaboracién propia, 2025.

Fuente: Elaboracion propia,2025.
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Toma de muestras

Anexo a Anexo b

Vaciado heces del recto Hisopado rectal
-3 iy 'r {138

~.

Anexo ¢

Medio de

transporte AMIES (carbdn activado)

Fuente: Elaboracion propia, 2025.
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Analisis de muestra

Anexo d Anexo e

Muestras en agar McConkey Crecimiento de cultivo agar McConkey

Fuente: Elaboracion propia Fuente: Elaboracion propia

Anexoj AneXO k

tincion gram negativo

Proceso de seleccion para tincion gram

Fuente: Elaboracion propia Fuente: Elaboracion propia
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Anexo |

Crecimiento de cultivo agar EMB

Fuente: Elaboracion propia

Anexo n

colocacion de discos antibidticos

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo m

Crecimiento de cultivo agar TSA

Fuente: Elaboracion propia

Anexo o

Resultado de antibiograma

Fuente: Elaboracién propia



