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RESUMEN

La crisis de resistencia a los antibi6ticos es un problema creciente que afecta a la salud pablica
global y la industria avicola juega un rol importante en este contexto, puesto que el uso de
antibioticos en animales puede contribuir a la resistencia bacteriana en humanos. En relacion a
esto, los pollos de engorde, dependen de una dieta balanceada para su crecimiento y buena
salud. Dentro de esta dieta se incluye vitaminas, minerales, aminoacidos, ademas de
promotores de crecimiento, anti fangicos y antibiéticos. La exposicion a diversos patdgenos
durante la vida del pollo, puede afectar su produccion, es por esto que se usan antibiéticos para
combatir enfermedades viricas, micéticas y bacterianas. El uso de cefalosporinas de tercera
generacion, se ha establecido como una estrategia para tratar infecciones graves bacterianas
por cepas que producen B-lactamasas en humanos. Por ello, este estudio tiene como objetivo
determinar la frecuencia de resistencia a la ceftriaxona en las bacterias intestinales de estos
pollos y evaluar como las vias de administracion de ceftriaxona, oral y parenteral, afectan la
prevalencia de Escherichia coli resistente a cefalosporinas de 3" generacion. Se llevo a cabo
ensayos en 21 pollos divididos en tres grupos de tratamiento con ceftriaxona: uno por via oral
(G1), otro por via parenteral (G2) y un grupo control sin antibidticos (G3). Tras la
administracion del antibio6tico, se observd un aumento en la prevalencia de cepas E.coli
resistente a ceftriaxona (>50% ) y se alcanz6 hasta 100% en algunos casos. En los analisis
estadisticos se mostrd que no habia diferencia significativa entre ambas vias de administracion,
lo que sugiere que ambas vias contribuyen a la presion selectiva que favorece la seleccion de
resistencia bacteriana. Sorprendentemente, la presencia de cepas resistentes se elevé luego de
dos semanas de haber suspendido el antibiético. Estos hallazgos resaltan una necesidad urgente

de revisar las practicas actuales en la administracion de antibi6ticos en los pollos.

Palabras clave: Ceftriaxona, Escherichia coli, resistencia bacteriana, antibioticos, via oral y

parenteral, pollos, presion selectiva, B-lactamasas .



ABSTRACT

The antibiotic crisis is a growing problem affecting global public health and the poultry industry
plays an important role in this context, since the use of antibiotics in animals can contribute to
bacterial resistance in humans. Broiler chickens depend on a balanced diet for their growth and
good health. This diet includes vitamins, minerals, amino acids, as well as growth promoters,
antifungals and antibiotics. Exposure to various pathogens can affect chicken production, which
is why antibiotics are used to prevent bacterial diseases. The use of third generation
cephalosporin has been established as a strategy to treat bacterial infections caused by strains
that produce B-lactamases in humans. Therefore, this study aims to determine the frequency of
resistance to ceftriaxone in the intestinal bacteria of these chickens and to evaluate how the
ceftriaxone administration routes, oral and parenteral, affect the prevalence of Escherichia coli
resistant to 3rd generation cephalosporins. Trials were carried out in 21 chickens divided into
three treatment groups with ceftriaxone: one by oral route (G1), another by parenteral route
(G2) and a control group without antibiotics (G3). After administration of the antibiotic, an
increase in the prevalence of E. coli strains resistant to ceftriaxone (>50%) was observed and
reached up to 100% in some cases. Statistical analysis showed that there was no significant
difference between both administration routes, suggesting that both routes contribute to the
selective pressure that favors the selection of bacterial resistance. Surprisingly, the presence of
ceftriaxone resistant E. coli increased after 2 weeks without antibiotics. These findings highlight

an urgent need to review current practices in the administration of antibiotics in chicken.

Keywords: Ceftriaxone, Escherichia coli, bacterial resistance, antibiotics, oral and parenteral

routes, chickens, selective pressure, -lactamases.
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibioticos se ha convertido en un tema de gran importancia para la salud
publica mundial y el uso de antimicrobianos en la produccién animal desempefia un rol
fundamental en esta situacion. La administracion de antibioticos en la alimentacion de pollos
de engorde, es usado como un medio para prevenir distintas infecciones. Por otro lado, la
ceftriaxona se emplea cominmente en hospitales para el tratamiento de infecciones graves.

(NIH, 2021; Vijay et al., 2023).

Durante el crecimiento y desarrollo de los pollos, estos pueden estar expuestos a diversos
patdgenos que pueden afectar la produccion, lo que conlleva a la utilizacion de antibioticos y
otros farmacos (Vega, 2023). Sin embargo, esto trae consigo una preocupacion sobre la
resistencia bacteriana lo que representa un problema de salud publica que impacta tanto a la
sociedad como a la economia. El uso inapropiado e incontrolado de antibioticos favorece a la
propagacion de cepas resistentes, las cuales pueden transmitirse a través de la cadena
alimenticia y genera un riesgo en la poblacion humana. Esto ocurre tanto por contacto directo
con productos contaminados con cepas resistentes, tales como carne y huevos. Similarmente,
la presencia de bacterias resistentes a antibioticos se encuentra en el estiércol animal que son

usados como abonos organicos (Vega, 2023; Huygens et al., 2021; Zhou et al., 2020).

El uso de cefalosporinas en la industria avicola se ha evidenciado como estrategia para tratar
infecciones bacterianas causadas por cepas productoras de B-lactamasas (Toai et al., 2024). La
ceftriaxona, clasificada como una cefalosporina de 3" generacidn, se distingue por su amplio
espectro de actividad antimicrobiana, siendo altamente efectiva contra una variedad de
microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos, tales como Escherichia coli,

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, entre otras. Su mecanismo de accion se basa
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en la inhibicién de la sintesis de la pared celular bacteriana, provocando una lisis y la muerte
celular (Toai et al., 2024). Con respecto a las cefalosporinas, esta se clasifica como un -
lactamico proveniente del hongo Cephalosporum acremonium y se caracteriza por su

capacidad de efecto bactericida (National Library of Medicine, 2021).

Este estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia de la resistencia a la ceftriaxona
(cefalosporina de 3" generacion) en las bacterias E. coli del intestino de pollos de engorde y el
impacto de administracion, oral y parenteral, de cefalosporinas de 3™ generacion en la

composicion del resistoma de las bacterias intestinales en pollos de engorde.
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METODOS

Planificacidn del espacio de los pollos de engorde
Se adecu6 un &rea de contencion metalica de 1.0x1.0x0.8 metros, para cada uno de los grupos
de pollos. Estos espacios se los tech6 con zinc y con un piso de lona gruesa cubierto de aserrin.
En su interior cada espacio tuvo recipientes de agua y comida suficientes para proporcionar una
alimentacién sin antibi6ticos ad libitum, que se cambid diariamente. Estas areas de contencién
se las coloco en una terraza abierta en una propiedad privada en Calderén — Quito, con el objetivo
de simular un entorno de crianza de traspatio.
Se compr6 en un proveedor oficial 21 pollos de engorde raza Ross, estos se los dividio
aleatoriamente en tres grupos de siete pollos cada uno. De este modo se empleo el tratamiento
para cada grupo de manera aleatoria.
Grupo 1.
7 pollos que recibieron Ceftriaxona (100mg/kg cada 24H) via oral.
Grupo 2.
7 pollos que recibieron Ceftriaxona (100mg/kg cada 24H) via parenteral-intramuscular.
Grupo 3.
7 pollos control, los cuales recibieron solo una solucién placebo (el disolvente del antibidtico

empleado en los otros dos grupos).

Cada tratamiento se lo realizé por 5 dias y después se desarrollé la planificacion presentada en
el Anexo 1 en 28 dias, dividido en tres etapas.

Etapa 1.
Pre-condicionamiento en 7 dias.

Recoleccién de muestras en el dia 8.
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Etapa 2.

Administracion de antibidticos por 5 dias, al grupo 1 (via oral), al grupo 2 (via parenteral) y al
grupo 3 (control) no se administr6 antibiotico.
Recoleccion de muestra en el dia 14.
Etapa 3.
Post antibidtico, posterior a la administracion del antibiotico se sigue administrando

alimentacién ad libitum sin antibiético.

Finalmente, al terminar cada una de las etapas se recolectd muestras de heces de cada uno de
los pollos, para este proceso se coloco al pollo sobre plastico limpio y se esperd que excrete de
manera espontanea. Se recogio las heces en un recipiente estéril y debidamente etiquetado. Las
muestras se las almacend en un cooler a 4°C y se las transportd al laboratorio para ser
procesadas en un periodo méaximo de 12H.

Procesamiento de muestras

Al llegar las muestras de heces al laboratorio se pesé cada una, registrando asi el peso inicial
para posteriores calculos. Se realiz6 las diluciones seriadas con solucion salina estéril al 0.9%,
se continud con las demas diluciones en proporcion 1:10 de manera seriada (Anexo 1). A
continuacién, se sembré cada una de las diluciones por triplicado en cajas Petri con medio
MKL y MKL+Cefriaxona (2 pg/ml). Se aplico la técnica de extension en placa, por lo cual, se
coloc6 0.1ml (100ul) de cada dilucion en el medio de cultivo. Todas las placas se incubaron a
37°C toda la noche.

Al dia siguiente, se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC/g) en ambos
medios MKL y MKL+Cef. Se aislé cinco colonias bacterianas resistentes por muestra
analizada, del grupo tratado por via oral. Posteriormente, se almacend las bacterias aisladas en

viales de BHI suplementado con glicerol al 20%, para su posterior analisis.
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Procedimiento final de los pollos

Se sacrifico a los pollos al finalizar la investigacion, ya que se les administro antibidtico via
oral y parenteral por lo cual se asume un aumento de las E. coli resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion junto con otros posibles genes de resistencia a antibidticos, lo que puede
ocasionar la dispersion de estos genes a la comunidad. Posterior a la eutanasia controlada y
reglamentada, los cadaveres se los desechd como restos biolégicos autoclavables para que se
continue con el manejo de desechos reglamentado por la instalacién.

Procesamiento de datos obtenidos

Los datos que se obtuvo fueron procesados usando GraphPad Prism 10, lo que permitié realizar
analisis estadisticos y graficos mas precisos. Para comparar las prevalencias de resistencia entre

los diferentes grupos analizados, se utilizé la prueba no paramétrica Mann-Whitney
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RESULTADOS

La aplicacion de ceftriaxona por via oral y parenteral produjo una elevacién de la prevalencia
de cepas de E. coli resistentes al antibiotico mencionado. Como se observa en la Tabla 1y
Gréfico 1, la prevalencia de resistencia antes de la administracion del antibidtico ya era elevada,
(>50%) entre todos los pollos. Es por esto, que luego de la administracién del antibidtico se
evidencio que tanto en la via oral como parenteral la prevalencia de resistencia super6 el 70%
y lleg6 al 100% en muchos pollos (ver Tabla 1). Ademas, en la etapa post antibiético (T3) dicha
prevalencia se mantiene y algunos pollos que antes no alcanzaban el 100%, en esta etapa lo
obtuvieron (ver Tabla 1). Al comparar ambas vias de administracion se observé que la via oral
produjo mayor prevalencia de cepas resistentes de E. coli en comparacion con la via parenteral
(ver Tabla 1). Asimismo, en la Figura 2 que muestra el aumento de la resistencia a lo largo del
tiempo, se puede evidenciar un incremento notable de la prevalencia de resistencia en el grupo
oral, alcanzando niveles cercanos al 90%, sugiriendo un mayor impacto por medio de esta via
de administracion. Sin embargo, los analisis estadisticos indicaron que no existe una diferencia
significativa entre ambas vias (oral y parenteral) (ver Figura 1). Segun la figura mencionada se
empled un intervalo de confianza del 95%, lo que permitié determinar que los limites del
intervalo para T2 y T3 (antibidtico y post-antibiético) se superponen en ambas vias de
administracion. De igual manera, en el analisis del grupo control no se evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa en la prevalencia de cepas resistentes, 1o que sugiere que no
aumentd la frecuencia de E. coli resistentes en el microbioma intestinal de los pollos. Esto
reafirma los resultados de los grupos oral y parenteral son producto de la administracion de los
antibioticos; y no por algun otro factor no controlable. No obstante, se detectd una diferencia
significativa en el T1 (pre-antibidtico) en ambas vias de administracion, esto indica que los
niveles iniciales de resistencia eran significativamente menores en comparacion con los valores

observados tras la intervencion experimental.
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DISCUSION

Se observo una alta presencia de E. coli resistente a ceftriaxona (30-80%) en los animales antes
del tratamiento con el antibidtico (ceftriaxona) lo que sugiere que las poblaciones de pollos de
engorde que se venden en el Ecuador esta siendo tratada con cefalosporinas de 3™ generacion.
La administracion de antibiotico produjo un aumento de 100%, en la proporcion de E. coli
resistente a ceftriaxona. Esto se da por la presion selectiva generada en el intestino de los pollos
luego de la administracion del antibi6tico (por ambas vias). Entonces, la prevalencia de cepas
de E. coli resistentes, se da puesto que el antibiotico favorece la proliferacion y supervivencia
de las aquellas cepas bacterianas que poseen genes de resistencia tales como blacTx-m, (Oromi,
2000; Gonzales, 2019).

Ademas, en los dos grupos de tratamiento (oral y parenteral) la presencia de cepas resistentes
a ceftriaxona aumenté luego de dos semanas de terminado el tratamiento. Esto indica que el
impacto del tratamiento con Ceftriaxona sobre la presencia de cepas resistentes, se mantiene
por al menos 2 semanas luego de la finalizacion del tratamiento. Este fendmeno pude ser el
resultado de una disrupcion de la microbiota intestinal (causada por el antibiético) que deja
mayor posibilidad de crecimiento a estas bacterias resistentes (Oromi, 2000). Alternativamente,
los genes de resistencia pueden haberse transferido a otras cepas durante este tiempo. Otros
estudios como el de Acharya (2011) realizado en Nepal, coincide que se encontré 1% de
resistencia en cepas E. coli aisladas de aves de corral comercializadas. Igualmente, un estudio
realizado en carne de pollo cruda en Qatar, demuestra que se encontr6 un 5,1% de cepas E. coli
resistentes a ceftriaxona y otros antibidticos (Eltai et al., 2020). Con respecto a busquedas en
Ecuador no se encontrd6 mucha literatura a excepcion de la investigacion realizada por
Amancha et al., (2023) que reporta niveles elevados de resistencia a Eritromicina (76%) y
Tetraciclina (90%) en E.coli. No se especifica sobre la ceftriaxona para esta bacteria.

Antes de aplicar el tratamiento, al evaluar las diferentes vias de administracion del antibiotico
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ceftriaxona, se observo que entre ambas vias no existe una diferencia significativa que indique
una mayor prevalencia de cepas E. coli resistentes, entre los grupos tratados. Esto se respalda
por los resultados del analisis estadistico, donde las comparaciones entre los grupos oral (80.9
+ 5.2%) vy parenteral (96.1 + 3.7%) arrojaron un valor p = 0.067, indicando que no hay
diferencia significativa en la frecuencia de resistencia entre ambas vias. Las comparaciones
estadisticas, mostradas en la Figura 1, se realizaron mediante pruebas no paramétricas (Mann-
Whitney) para analizar las medianas de los grupos, con un intervalo de confianza del 95%. En
estas comparaciones donde si se observa una diferencia significativa es en la via oral (96.6 +
2.1%) versus el grupo control (24.0 = 4.8%), donde se obtuvo un p <0.0001 (****) (Figura 1).
Esto confirma que la administracion de ceftriaxona promueve resistencia, o sea que los
resultados son atribuibles a la administracion del antibiotico y no a factores externos. Otra
explicacion a este resultado no esperado, es el mecanismo de absorcién y distribucion del
farmaco en el organismo del pollo, por ambas vias. Aunque las concentraciones alcanzadas en
ambos estan por encima de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) <2 pg/ml, esto genera
una presion selectiva considerable para el desarrollo de resistencia (Cavalieri, 2005; Levison

& Levison, 2009).
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CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio tienen importantes implicaciones clinicas para el uso de
antibioticos en la avicultura, especialmente en relacion con la creciente preocupacion por la
resistencia a antimicrobianos. La falta de diferencias significativas en la prevalencia de cepas
resistentes de E. coli entre las vias de administracion oral y parenteral de ceftriaxona sugiere
que ambos métodos pueden contribuir a la presion selectiva que favorece el desarrollo de
resistencia bacteriana y su dispersion. Esto resalta la necesidad urgente de revisar las practicas
actuales en la administracion de antibidticos en la industria avicola, promoviendo un uso mas
racional y controlado para minimizar el impacto en la salud pablica.

En cuanto a futuras investigaciones, seria beneficioso explorar tratamientos alternativos, como
el uso de bacteriofagos, que podrian ofrecer enfoques no antibioticos para el control de
infecciones en aves. Ademas, se recomienda realizar estudios longitudinales que evalten el
impacto de la administracion de antibidticos en la produccién de animales de consumo humano
a largo plazo. Asi como investigar los mecanismos especificos detrds de la resistencia

antimicrobianos.
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TABLAS

Tabla 1. Frecuencias de resistencia de los tres grupos de pollos antes (T1), durante (T2) y
después (T3) de la administracion de antibidtico. En la primera columna de la izquierda se
evidencia los grupos de siete pollos, primero la via de administracién oral, luego la parenteral y

finalmente el grupo control.

Frecuencia de E.coli Resistentes (%)

Pre Antibidtico (T1) Antibidtico (T2) Post antibiotico (T3)

Oral 37,821 88,889 88,125
Oral 68,702 100,000 88,889
Oral 15,116 100,000 100,000
Oral 30,088 100,000 87,455
Oral 22,917 87,368 100,000
Oral 27,083 100,000 98,876
Oral 86,557 100,000 100,000
Parenteral 28,571 100,000 100,000
Parenteral 12,428 63,964 87,687
Parenteral 7,253 54,737 94,030
Parenteral 9,778 100,000 84,211
Parenteral 27,436 89,558 100,000
Parenteral 33,947 100,000 100,000
Parenteral 9,031 57,895 100,000
Control 11,515 1,911 51,471
Control 35,507 40,000 4,677
Control 60,714 73,529 20,225
Control 21,893 22,222 86,232
Control 15,385 8,609 9,706
Control 44,776 8,855 1,250

Control 47,895 13,158 1,176
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Figura 1. Comparacion de la frecuencia (eje Y) de los tres grupos de tratamiento (eje X). En
cada grupo: oral, parenteral y control, se muestra de color gris el periodo Pre-antibiético (T1),
de color verde el periodo de administracion de antibidtico (T2) y de amarillo el periodo post-
antibidtico (T3). Se muestra la significancia estadistica de las comparaciones en cada una de
las barras con lineas conectadas con los asteriscos (*) que indican niveles de significancia, en
las que los valores P se informan en estilo GraphPad: 0,0332(*), 0,0021(**), 0,0002(**%*),
<0,0001(****), El ensayo se realizd con un intervalo de confianza del 95%, que se muestra en

cada barra.
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Efectos marginales de la prevalencia por Grupo y Tiempo
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Figura 2. Comparacion de la prevalencia predicha en pollos de engorde, a lo largo del tiempo,
bajo las vias de administracion con ceftriaxona. Grupo control (rojo), sin administracién del
antibiotico, Administracion del antibidtico via parenteral (azul). Administracion del
antibiotico via oral (verde). Las areas sombreadas alrededor de las lineas representan los
intervalos de confianza, indicando la variabilidad de los datos. Un intervalo mas ancho refleja

mayor incertidumbre en las estimaciones.
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ANEXO 1: ESQUEMA DE LA FASE EXPERIMENTAL DE ALIMENTACION Y
ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS.
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