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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el porcentaje de sensibili-
dad o resistencia de cepas de E. coli aisladas de pollo de engorde asintomatico frente a
18 antibidticos comunes utilizados en avicultura y medicina humana; a su vez, cepas
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEES), procedentes de granja o
plantas de beneficio de la zona avicola de Santander, Colombia. Se determino la circula-
cion de cepas resistentes a betalactamicos, cefalosporinas, aminoglucésidos, quinolonas
y sulfonamidas, asi como antibidticos de amplio uso en ambientes ajenos a las granjas.
Se aislaron 46 cepas de E. coli del contenido de bolsas de Fabricio de 100 pollos de
engorde entre 2 y 6 semanas de edad (20 procedentes de una granja avicola y 80 de una
planta de sacrificio) en Santander, Colombia. Las muestras fueron cultivadas en agar
McConkey. Se realizaron pruebas de sensibilidad a las cepas aisladas con 18
antimicrobianos. El 91% de las cepas fueron resistentes a la ampicilina y el 80% a las
cefalosporinas; asi mismo, al enfrentar las cepas con la asociacion de antibidticos con
inhibidores de betalactamasas (ampicilina sulbactam y amoxacilina/acido clavulénico),
se encontrd 30% de resistencia. Se utilizoé la prueba del doble disco para evaluar la
presencia de cepas de E. coli productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEES) confirmando su presencia en el 63% de las muestras. Se evidencia la presencia
de cepas de E. coli en aves de engorde asintomaticas, con alta resistencia antimicrobiana,
incluyendo expresion de BLEES.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the percentage of sensitivity or resistance of
strains of E. coli isolated from asymptomatic broiler chicken against 18 common antibiotics
used in poultry and in human medicine. In addition, strains that produce extended-spectrum
beta-lactamases (ESBL) from a farm or slaughterhouses in the poultry area of Santander,
Colombia. The circulation of strains resistant to beta-lactams, cephalosporins,
aminoglycosides, quinolones and sulfonamides was determined, as well as antibiotics
widely used in other non-farm environments. The content of the bursa of Fabricius was
cultivated in McConkey agar obtaining 46 strains of E. coli. Susceptibility tests (n=18)
were conducted to the isolated strains, and 91% of the strains were resistant to ampicillin
and 80% to cephalosporins. The association of antibiotics with beta-lactamase inhibitors
(ampicillin sulbactam and amoxicillin / clavulanic acid) showed 30% resistance. The double
disc test was used to evaluate the presence of strains of E. coli producing extended-
spectrum beta-lactamases (ESBL) confirming its presence in 63% of the samples. Results
showed the presence of E. coli strains in asymptomatic chicken broilers with high

antimicrobial resistance, including expression of ESBL.
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INTRODUCCION

En Colombia se produjeron 13 827 mi-
llones de huevos y 1.56 millones de toneladas
de carne de pollo en 2017, cifras que ubican
al pais en el tercer lugar en Latinoamérica,
después de México y Brasil (FENAVI, 2018).
Los avances en genética, sanidad y alimen-
tacion de aves han permitido lograr altos
estandares de produccion (Bueno et al.,
2016), pero que a la vez aumenta las exigen-
cias en temas de saneamiento y bioseguridad
(Diaz, 2017). Fallas en la cadena de produc-
¢ion, manejo y manipulacion de las aves au-
mentan el riesgo de encontrar microor-
ganismos potencialmente patdgenos que se
vehiculizan por el alimento, aves, o sus deri-
vados, transformando el producto en
reservorio de patdogenos o de microorganismos
que comprometen la inocuidad de la produc-
cion (Martinez-Guardia et al., 2011).

Dentro de los microorganismos de ma-
yor impacto en la industria avicola se encuen-
tra la Escherichia coli (E.coli), miembro de
la familia de Enterobacteriaceae, y agente
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causal de varios brotes epidémicos documen-
tados en Colombia (Soto Varela et al., 2016)
y en otros paises. Se han reportado varios
serotipos en diversos lugares; por ejemplo,
en Espafia E. coli enteropatogénico (EPEC)
02:H40, 08:H19, 0108:H9 045:H8, 02:H40,
0108:H9y O123:H32 (Alonso et al., 2014),
Argentina E. coli Shigatoxigénico (STEC)
022:H8, 0113:H21,0130:H11, O171:H2y
O178:H19 (Alonso et al., 2016), Cuba
026:K60, O111:K58, 055:K69, 086:K61,
ademas de India (Puig Pena et al., 2014),
Dinamarca (Ronco et al., 2017) y Egipto
(Amin et al., 2017; EI-Mongy et al., 2018),
entre otros.

Los productores avicolas emplean
antibioticos como promotores de crecimiento
para potenciar la produccion, a veces sin el
control debido. Asi mismo, en un intento por
controlar las pérdidas ocasionadas por la apa-
ricion de enfermedades, instauran tratamien-
tos con antimicrobianos, en nUMErosos casos
con dosis menores a las recomendadas (Briz,
2006), de modo que los microorganismos pue-
den llegar a adaptarse y aumentar la resis-
tencia frente a ciertos antibioticos (Soufi et
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al., 2011). Es conocido que la introduccion
no controlada de antibidticos y la
multicausalidad de la resistencia bacteriana
se puede potenciar en el medio por el consu-
mo de antibidticos en la practica avicola
(Martinez et al., 2014). Esto se reafirma con
estudios que identifican el transito de
patdgenos resistentes en el ambiente de pro-
duccion (Laube et al., 2014; Mellata et al.,
2018), o que buscan el potencial zoonotico de
dicho ambiente de produccion (Mitchell et al.,
2015; Stromberg et al., 2017).

E. coli se encuentra en el tracto gastro-
intestinal de las aves diseminandose amplia-
mente en las heces. En situaciones de estrés
y bajo condiciones inadecuadas de manejo o
bioseguridad se comporta como patdégeno
oportunista, debido a sus factores de virulen-
cia, tomando en muchas ocasiones un curso
asintomatico (Perello, 2009). Esto afecta di-
rectamente los indices productivos de la in-
dustria avicola (Mantilla y Portacio, 2012;
Hernandez-Fillor et al.,2017).

La resistencia antimicrobiana en la in-
dustria avicola esta relacionada al uso indis-
criminado de antimicrobianos y a la falta de
control en los tratamientos. Cepas de E. coli
multirresistentes a antibidticos son la base
para la diseminacion de dicha resistencia a
poblaciones completas de aves de corral
(Hernandez-Fillor et al., 2017). El principal
mecanismo es la transferencia horizontal; sin
embargo, se han identificado elementos
genéticos que participan en la transferencia
de genes de resistencia; de los cuales, los mas
conocidos son los transposones, los plasmidos,
y los cassettes genéticos de resistencia. Re-
cientemente se ha descubierto que los
integrones juegan un rol fundamental en la
evolucion de los genomas bacterianos, sien-
do los responsables de la captura y difusion
de los determinantes de resistencia a los
antibioticos entre diversos microorganismos
Gram- negativos (Berglund, 2015). En la pro-
ducciodn avicola la resistencia se pone en evi-
dencia a través de estudios que caracterizan
por métodos microbioldgicos los patrones o
fenotipos de resistencia; por lo tanto, el pre-
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sente estudio tuvo como objetivo evaluar los
perfiles de resistencia de E. coli aisladas de
contenidos de bursa de Fabricio de aves para
engorde.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue de tipo descriptivo de cor-
te transversal. Se colectaron al azar 100 bol-
sas de Fabricio de pollos broiler entre 2 y 6
semanas de edad de una granja avicola ubi-
cada en el Municipio de Lebrija, Santander
(Colombia), entre febrero y junio de 2014.
Las muestras fueron colocadas en caldo In-
fusion Cerebro Corazén (BHI) y transporta-
das en el menor tiempo posible al laboratorio
de la Universidad de Santander para su pro-
cesamiento y evaluacion. El 20% de estas
muestras se obtuvieron de animales en gran-
jay el resto de la planta de sacrificio de po-
llos. Las muestras se tomaron mediante cor-
te inferior de la piel bajo el pigostilo y
vertebras coccigeas de las aves, siguiendo
procedimientos antisépticos para evitar con-
taminaciones. Como criterio de inclusion se
tomaron muestras de animales vivos, sanos y
como criterio de exclusion animales enfer-
mos o bajo tratamiento de antibioticos.

Las bolsas de Fabricio fueron lavadas
externamente con una solucion salina estéril,
y luego fueron abiertas con un bisturi estéril.
El contenido fue sembrado en agar
MacConkey e incubado a 37 °C durante 24
h. Se seleccionaron las colonias que presen-
taron fermentacion de lactosa. La identifica-
cion de cada colonia se hizo mediante el sis-
tema comercial Crystal E/NF de BBL, el cual
consta de un panel de sustratos para eviden-
ciar las propiedades bioquimicas de las bac-
terias Gram negativas. Como control de re-
ferencia se tomo la cepa E. coli ATCC 25922.

Para determinar el perfil de susceptibi-
lidad se emple6 la técnica de Kirby-Bauer
(Cona, 2002); siguiendo las recomendacio-
nes del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013). Cada cepa se expuso
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Figura 1. Porcentaje de resistencia de cepas de E. coli aisladas de bolsas de Fabricio de pollos
de engorde a los antibioticos betalactamicos y antibioticos adicionados con inhibidores

de betalactamasas

a 18 antibiodticos con sensidiscos Oxo0id® para
ampicilina (AMP10), ampicilina sulbactam
(SAM20), amoxacilina (AMLI10),
amoxacilina/ acido clavulanico (AML20/10),
florfenicol (FFC30), gentamicina (GM10),
cloranfenicol (C30), trimetoprim/
sulfametoxazol (STX25), kanamicina (K30),
norfloxacina (NOR10), ciprofloxacino
(CIP5), cefalotina (CF30), cefalexina
(CL30), cefuroxime (CM30), cefoxitin
(FOX30), cefotaxime (CTX30), ceftazidime
(CAZ30) y cefepime (FEP30). Para esta-
blecer la respuesta bacteriana al antibidtico
se midieron lo halos que indican la zona de
inhibicion del crecimiento, interpretando de
acuerdo con los patrones estandar de dia-
metro de halo de inhibicion para cada anti-
biotico del CLSI, y teniendo como cepa de
referencia la £ coli ATCC 25922.

Para confirmar la presencia de betalac-
tamasas de espectro extendido (BLEES) en
las cepas sospechosas se realizo la prueba
del doble disco. Para esto, en una placa de
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agar Muller-Hinton se inocula el microorga-
nismo sospechoso con una turbidez
estandarizada (McFarland 0.5), se aplican
sensidiscos de acido clavulanico o de
amoxicilina/clavulanico y de dos cefalos-
porinas de tercera generacion a una distan-
cia de 20-30 mm de centro a centro. Se utili-
zaron los discos de amoxicilina/dcido
clavulénico, junto a cefotaxime 30 nug (CTX)
y ceftazidime 30 pg (CAZ) (Laube et al.,
2013). Se incubaron durante 18 horas a 37 °C,
donde una prueba positiva para BLEE mues-
tra aumento del halo de inhibicion en las zo-
nas donde el disco de acido clavulanico esta
cercano a la cefalosporina.

RESULTADOS

Los perfiles de susceptibilidad de las 46
cepas aisladas se muestran en la Figura 1. El
46% de las 100 muestras fueron positivas para
aislamiento de E. coli, mientras que 5% re-
sultaron ser del género Klebsiella. En el caso
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de las cepas de E. coli se observo resisten-
cia a los antibidticos betalactamicos (91%),
cefalosporinas de primera generacion
(100%), segunda (96%), tercera (82%) y
cuarta generacion (84%), aminoglucosidos
(43%), quinolonas (54%) y sulfonamidas
(70%). Asi mismo, al evaluar estas cepas con
la asociacion de estos antibioticos con
inhibidores de betalactamasas como
ampicilina sulbactam y amoxacilina/acido
clavulanico, disminuy¢ el porcentaje de re-
sistencia al 26% (Figura 1). La prueba del
doble disco confirmo la presencia de BLEES
en el 63% de las cepas obtenidas de las bol-
sas de Fabricio.

DiscusioN

A medida que aumenta la exigencia so-
bre una produccion avicola mas eficiente, se
buscan nuevos métodos para optimizar el re-
curso genético, optimizar la absorcion de los
nutrientes y controlar los agentes patogenos.
Pese a que en paises como Colombia, Ar-
gentina y Peru esta restringida la
comercializacion de antibidticos como el
cloranfenicol, olaquindox, nitroimidazoles y
nitrofuranos para uso en animales destinados
al consumo humano (Quesada et al., 2016),
algunos antibidticos se siguen utilizando como
promotores de crecimiento, buscando man-
tener una integridad intestinal libre de bacte-
rias patogenas. Estas situaciones han gene-
rado que algunas cepas de E. coli presentes
en la microbiota normal del intestino y ciego
de las aves generen resistencia a los
antibioticos (Diaz-Lopez et al., 2017).

El estudio evidencid una elevada pre-
valencia de colonizacion de pollos por cepas
de E. coli con fenotipo BLEE, similares a los
obtenidos en Brasil en los que identificaron
resistencia a mas de tres grupos de
antibioticos (Bezerra et al., 2016). En traba-
jos realizados en Cuba se encontro el 93.3%
de multirresistencia los antimicrobianos eva-
luados (Hernandez-Fillor et al., 2017). En
forma similar, Mainali ef al. (2013) encontra-
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ron en Canada 79.2% de resistencia a uno o
mas de los antibidticos evaluados, donde el
54.3% fueron resistentes a tres o mas
antimicrobianos y el 10.8% fueron resisten-
tes a cinco o mas antimicrobianos.

En el presente estudio se evidencio el
100% de resistencia a las cefalosporinas de
primera generacion, hecho que pudiera estar
relacionado con el uso de betalactamicos,
unido a fallas en manejo al que se ven some-
tidos con frecuencia los animales (densida-
des altas, cambios en la temperatura ambien-
tal, tratamientos de agua inadecuados, entre
otros). Este tipo de situaciones facilita tanto
el intercambio de bacterias entre individuos
como el intercambio de genes de resistencia
entre bacterias, hecho que probablemente
puede ser transferido al humano mediante el
consumo de carne de pollo (Abreu et al.,
2013). Cota-Rubio et al. (2014) analizaron
casos de aislamientos en animales de granja
dispuestos para consumo humano entre 2010
y 2012, donde fue evidente que el uso indis-
criminado de los antibidticos ha repercutido
en la presencia de cepas bacterianas a
antibioticos, tales como betalactamicos,
macroélidos, glucopéptidos, aminoglucoésidos,
quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas, en los
que predomina la resistencia al grupo de los
betalactamicos.

CONCLUSIONES

e El191% de las cepas fueron resistentes
a la ampicilina y el 80% a las cefalos-
porinas

e La prueba del doble disco confirmo la
presencia de BLEES en el 63% de las
cepas obtenidas de las bolsas de
Fabricio.
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