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Susceptibilidad Antibiotica de Cepas de Escherichia colien Crias
de AlpacaconysinDiarrea

ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY OF ESCHERICHIA cOLI STRAINS IN NEONATAL ALPACAS
WITH AND WITHOUT DIARRHOEA

Manuel Barrios-Arpi*, Siever Morales C.?4, Eglinton Villacaqui-Ayllon®

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la susceptibilidad antibiética de aislados
de Escherichia coli en crias de alpaca con y sin diarrea de las comunidades campesinas
de la localidad de Lachocc, departamento de Huancavelica, Perd. Se analizaron hisopados
rectales de 95 animales con diarrea y de 60 aparentemente sanos de 1 a 2 meses de edad.
El 48.4% (46/95) y el 60% (36/60) de las muestras de animales con y sin diarrea fueron
positivas al cultivo de E. coli. Estos aislados fueron sensibles a la mayoria de los
antibacterianos, especialmente trimetoprim (98%), gentamicina (95%) y fosfomicina (88%).
La excepcion fue la nitrofurantoina, cuyas cepas mostraron una baja susceptibilidad
(8.3%).
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the antimicrobial susceptibility of Escherichia
coli isolates in neonatal alpacas with and without diarrhea in peasant communities in
Lachocc, Huancavelica, Peru. Rectal swabs from alpacas with diarrhoea (n=95) and from
apparently normal alpacas (n=60) of 1 to 2 months of age were analysed. The results
showed that 48.4% (46/95) and 60% (36/60) of samples from animals with and without
diarrhea were positive to E. coli. The isolates were sensitive to most of the antibiotics,
especially trimethoprim (98%), gentamicin (95%) and fosfomycin (88%). The exception
was nitrofurantoin, whose strains showed low susceptibility (8.3%).
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INTRODUCCION

La diseminacion de resistencia
antimicrobiana en bacterias ha surgido en los
Gltimos afios como un serio problema, resul-
tando en la creacion de programas de vigi-
lancia, tanto en medicina humana como en
veterinaria (Cohen, 2000; WHO, 2002; Lanz
et al., 2003). El uso indiscriminado de los
antimicrobianos para el tratamiento y preven-
cion de enfermedades, asi como en la pro-
mocion del crecimiento en la crianza de ani-
males de granja permite el desarrollo de bac-
terias resistentes a los antimicrobianos, re-
sultando en una amenaza para la salud pabli-
ca (Lanz et al., 2003).

La colibacilosis es una enfermedad de
frecuente ocurrencia en crias de alpaca y es
causante de elevadas morbilidades y mortali-
dades durante las primeras semanas de vida
(Ameghino, 1990). La enfermedad ocasiona
desde cuadros leves como una infeccion
entérica hasta cuadros de septicemia que lle-
van a la muerte temprana del animal
(Ameghino y DeMartini, 1991). Uno de los
principales agentes infecciosos causales de
estas patologias, sobre todo en neonatos, son
cepas patogenas de Escherichia coli, que a
diferencia de cepas comensales no patogenas,
contienen elementos génicos adicionales res-
ponsables de su patogenicidad (Dabrint et al.,
2003). E. coli, bacteria anaerobia facultativa
de la flora intestinal normal de animales y
humanos, es causante de la colibacilosis o
diarrea blanca en camélidos sudamericanos
(CSA), y que en condiciones naturales, pue-
de estar asociada con otros agentes
patdgenos como los rotavirus (Ameghino,
1990; Morales et al., 2007).

E. coli es sensible a muchos
antibidticos; sin embargo, algunos de ellos tie-
nen un mayor efecto sobre ciertos patotipos
de la bacteria. Dependiendo del tipo de in-
feccion, los antimicrobianos sulfatrimetoprim,
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion se recomiendan generalmente
para el tratamiento de infecciones causadas
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por E. coli no STEC (E. coli productora de
toxina shiga) (Thielman y Guerrant, 1999).
El antibiograma por método de difusion en
disco es rapido y facil de realizar, y propor-
ciona una respuesta rapida para la terapia
antimicrobiana (Amezcua et al., 2002; Teale
et al., 2002; Hendriksen et al., 2008).

Los mecanismos de resistencia
antibidtica en E. coli hacia diferentes
antibacterianos son maltiples y continuamen-
te descritos. Estos mecanismos se adquieren
mediante mutaciones puntuales a nivel
cromosdmico o transferencia horizontal de
material genético entre especies, facilitada por
elementos maviles, tales como los integrones.
Esta transferencia permite que los mecanis-
mos se trasladen entre diferentes
enteropatdgenos y que se diseminen rapida-
mente a nivel mundial (Mosquito et al., 2011).
Asimismo, Iroha et al. (2012) demostraron
la existencia de cepas multirresistentes de E.
coli, tanto en animales como en humanos Sin
embargo, existe una relativa escasez de in-
formacion respecto a la resistencia a los
antimicrobianos de la E. coli en animales
(Iroha et al., 2012). En uno de los pocos es-
tudios en CSA se reporta que el 80 y 25% de
cepas de E. coli aisladas de crias de alpacas
con cuadros diarreicos y casos fatales de-
mostraron resistencia a la neomicina y
oxitetraciclina, respectivamente (Luna, 2012).

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar la resistencia antibiotica de aislados
de E. coli en crias de alpaca aparentemente
sanas y en otras con cuadros entéricos,
abriendo la posibilidad de diseminacion
poblacional bacteriana entre animales ante un
patron similar de resistencia y susceptibilidad
antimicrobiana entre animales enfermos y
sanos.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion
El presente estudio se realiz6 entre ene-

ro y marzo de 2013 en el Centro de Investi-
gacion y Desarrollo de Camélidos Sudameri-
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canos Lachocc de la Universidad Nacional
de Huancavelica (CIDCS Lachocc-UNH),
ubicado en la localidad de Lachocc, a 32 km
suroeste de la ciudad de Huancavelica. Es
una zona andina subtropical, con altitudes que
varian entre de 4225 a 4850 msnm.

Recoleccion de Muestras

Se trabajo con animales pertenecientes
a las comunidades campesinas de la Univer-
sidad de Huancavelica. El nimero de mues-
tras fue obtenido basado en el teorema del
limite central y en base a ellos se recolecta-
ron muestras fecales mediante hisopados del
recto de 155 crias de alpaca Huacaya de 1 a
2 meses de edad. De estos, 95 estaban con
diarrea y 60 estaban clinicamente sanos.

Los hisopados fueron preservados en
medios de transporte Stuart y trasladados al
laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, en Lima.

Procesamiento y Analisis de Muestras

Las muestras fueron cultivadas en cal-
dos de enriquecimiento y agar Mc Conkey
durante 18 a 24 horas a 37 °C. Las colonias
fermentadoras de lactosa (LFC) de cada
muestra con la apariencia tipica de E. coli y
colonias rodeadas por zonas claras de
hemolisis fueron coloreadas con la tincion
Gram; asimismo, se les hizo la identificacion
bioquimica a través de las pruebas de fer-
mentacion de lactosa, produccion de gluco-
sa, indol, urea, sulfuro-indol-motilidad (SIM)
e H,S. Fueron incluidas, ademas, las prue-
bas bioguimicas de rojo metilo, Vogues-
Proskauer, malonato, fenilalanina, gluconato
y sorbitol (INS, 2005).

Las pruebas de sensibilidad se realiza-
ron por el método de difusion en disco de
Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Las pla-
cas fueron incubadas por 24 h a 37 °C en
aerobiosis 0 anaerobiosis, segun la cepa iden-
tificada, y se midieron los halos de inhibicién
de desarrollo, interpretandolos de acuerdo a
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las tablas del Comité Nacional para
Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS,
2003). La susceptibilidad de los microor-
ganismos a los agentes antimicro-bianos se
calificaron como sensible, intermedia o resis-
tente.

Los antibidticos (discos de sensibilidad)
utilizados se encuentran agrupados dentro de
las familias de beta-lactamicos (fosfomicina),
fluoroguinolonas (enrofloxacina, ciproflo-
xacina), aminoglucésidos (amikacina,
gentamicina), tetraciclinas (oxitetraciclina),
cefalosporinas de tercera generacion
(ceftriazona, ceftadizima) y antibi6ticos aso-
ciados (trimetoprim-sulfametoxazol, nitro-
furantoina). Estos fueron elegidos por su efi-
cacia, disponibilidad en el mercado y toxici-
dad. Las placas se incubaron por 24 h a
37 °C.

Andlisis Estadistico

En el presente estudio se siguid el crite-
rio para muestras por conglomerados, debido
a que en el sistema extensivo de produccion
de CSA los animales usualmente son agru-
pados en corrales y pastorean en pequefias a
medianas «puntas» distribuidas en una locali-
dad. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado para
determinar la asociacion entre la susceptibili-
dad antimicrobiana y la condicion sanitaria
(sano o enfermo).

REsuLTADOS

Los resultados de laboratorio indicaron
que el 48.4% (46/95) de las muestras de
hisopados rectales de crias de alpaca con dia-
rrea 'y el 60% (36/60) de aquellas sin diarrea
fueron positivas al cultivo de E. coli.

Los aislados de E. coli provenientes de
animales enfermos y sanos fueron sensibles
a la mayoria de los antibacterianos, con fre-
cuencias de sensibilidad entre 59 a 98%, a
excepcion de la nitrofurantoina, cuyas cepas
mostraron una susceptibilidad de 8.5%. Los
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Cuadro 1. Susceptibilidad antibidtica de aislados de Escherichia coli en crias de alpaca
con y sin diarrea (n=82) de comunidades campesinas de Huancavelica, Per(

Antibistico Se?(;:)ble Inte (rg/r(:;adlo Res(los/gante
silfametoxazol 9.0 : 20
Gentamicina 95.0 25 25
Fosfomicina 88.0 6.0 6.0
Ceftadizina 78.0 11.0 11
Ciprofloxacino 74.0 22.0 40
Ceftriaxona 720 26.0 2.0
Oxitetraciclina 63.0 28.0 9.0
Amikacina 59.0 29.0 12.0
Enrofloxacina 39.0 50.0 11.0
Nitrofurantoina 8.5 73 84.0

Cuadro 2. Susceptibilidad antibidtica de aislados de Escherichia coli en crias de alpaca
segun la ocurrencia de diarrea (enfermas, n=46; sanas, n=36) de comunidades
campesinas de Huancavelica, Perd

Sensible Intermedio Resistente

Antibiético (%) (%) (%)

Enfermo Sano Enfermo Sano Enfermo  Sano
I;gﬁigfg)‘(g‘zol 97.8 972 0 0 2.2 2.0
Gentamicina 93.5 97.2 4.3 0 2.2 2.8
Fosfomicina 87.0 88.9 4.3 8.3 8.7 2.8
Ceftadizina 76.0 80.6 13.0 8.3 11.0 111
Ceftriaxona 71.7 722 28.3 22.2 0 5.6
Ciprofloxacino 84.82 61.1° 15.2 30.6 0 8.3
Amikacina 65.2 63.9 19.6 28.8 152 8.3
Oxitetraciclina 63.0 50.0 28.3 41.7 8.7 8.3
Enrofloxacina 43.5 33.3 52.2 47.2 4.3 195
Nitrofurantoina 10.9 5.6 10.9 2.8 78.2 91.6

2P Superindices diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05)
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antibiéticos con mayor sensibilidad (>80%)
fueron trimetoprim-sulfametoxazol (98%),
gentamicina (95%) y fosfomicina (88%)
(Cuadro 1). El andlisis estadistico reveld que
solo el ciprofloxacino estuvo asociado a la
condicion sanitaria (p<0.05; Cuadro 2).

Discusion

La resistencia antibidtica observada en
el presente estudio fue de baja frecuencia.
La mayoria de los aislados de E. coli, tanto
de animales sanos como enfermos, mostra-
ron susceptibilidad a los antibidticos utiliza-
dos a excepcion de la nitrofurantoina. El ni-
vel de resistencia a este antibiotico coincide
con otros estudios donde se utilizaron mayo-
res espectros de antibi6ticos contra E. coli
(Sayahet al., 2005; Zahraei y Farashi, 2006).
Asimismo, se reporta alta sensibilidad a este
antibidtico en pacientes humanos con infec-
ciones del tracto urinario, mas no asi en ani-
males de produccion (Gales et al., 2002;
Fadda et al., 2005).

La alta resistencia a la nitrofurantoina
podria explicarse por el reciente uso indiscri-
minado de esta droga en el campo y por la
aplicacion de dosis inapropiadas. Esto es su-
gerente por el patron de susceptibilidad simi-
lar encontrado en ambos grupos, lo cual es-
taria indicando que tanto la resistencia y sus-
ceptibilidad a los antibi6ticos utilizados en el
presente estudio circulen por conjugacion
genética (De Francesco et al., 2004).

La susceptibilidad antibidtica fue eviden-
ciada de forma similar en animales con y sin
diarrea, a excepcion del ciprofloxacino. Al-
tos niveles de sensibilidad fueron observados
para trimetoprim (98%), gentamicina (95%),
fosfomicina (88%), ceftadizima (78%),
ciprofloxacino (74%), ceftriazona (72%),
oxitetraciclina (63%) y amikacina (59%),
coincidiendo con otros estudios de suscepti-
bilidad antibidtica de cepas de E. coli
patogénicas y no patogénicas (Luna et al.,
2012).
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El ciprofloxacino es un antibidtico de
amplio espectro perteneciente a la familia de
las fluoroquinolonas, y fue el Unico de los
antibiodticos que demostrd diferencias esta-
disticas en el comportamiento contra E. coli
entre animales sanos y enfermos. Estudios
previos han reportado una alta susceptibili-
dad al ciprofloxacino en rumiantes (Gupta et
al., 2011), asi como una alta efectividad
bactericida in vitro (Chalkley y Koornhof,
1985), por lo que seria uno de los antibioticos
recomendados para el tratamiento de diarreas
por E. coli en rumiantes incluyendo los CSA,
conjuntamente con trimetroprim-sulfameto-
xazol, gentamicina, fosfomicina y ceftazidina
gue obtuvieron mayor perfil de sensibilidad
en el estudio.

CONCLUSIONES

e Las cepas de Escherichia coli en ani-
males con y sin diarrea evidencian pa-
trones de sensibilidad y resistencia simi-
lares, sugiriendo la circulacion constan-
te de las cepas entre poblaciones de ani-
males sanos y enfermos.

e La mayoria de cepas aisladas, tanto de
alpacas enfermas como sanas, mostra-
ron una alta sensibilidad a los antibiGticos
en estudio, con excepcion de la
nitrofuratoina.

e  Se encontr6 asociacion significativa en-
tre ciprofloxacino y la condicion sanita-
ria.
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