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RESUMEN

El uso de antimicrobianos de amplio espectro propicia la seleccién de
cepas multirresistentes dificiles de tratar. Diversos estudios han demostrado
la existencia de transmision de resistencias entre animales, alimentos y
humanos, asi como la transferencia de resistencias entre diferentes especies
bacterianas en el intestino humano y animal. En el presente estudio se
cultivaron muestras fecales de pollos de engorde a diferentes momentos del
ciclo de crecimiento y se realizé el antibiograma de las cepas de E. coli. Se
vio una elevada presencia de multirresistencias, y se demostré a nivel in vitro
la transferencia de genes de resistencia entre E. coli y Salmonella.

L'ds d’antimicrobians d’ampli espectre afavorix la seleccié de soques
multirresistents dificils de tractar. Diversos estudis han demostrat I'existencia
de transmissid entre animals, aliments i humans, aixi com la transferéncia de
resisténcies entre diferents espécies bacterianes al intesti huma i animals. Al
present estudi es van cultivar mostres fecals de pollastres d’engreixament a
diferents moments del cicle de creixement i es va fer I'antibiograma dels E.
coli. Es va vore una elevada preséncia de multirresisténcies, i es va
demostrar a nivell in vitro la transferéncia de gens de resisténcia entre E. coli
i Salmonella.

The use of broad-spectrum antimicrobials promotes the selection of
multiresistant strains difficult to treat. Several studies have demonstrated the
existence of transmission between animals, food and humans, as well as the
transfer of resistances between different bacterial species in the human and
animal gut. In the present study faecal samples from broilers were growth at
different moments to the growth cycle of the broilers and susceptibility test
was performed for the E. coli. An highly presence of multiresistance was
observed, and the transfer of resistance genes between E. coli and
Salmonella was demonstrated.

Palabras clave: Multirresistencias, Elementos genéticos moviles,
Escherichia coli, Salmonella, antibiograma, antimicrobiano
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INTRODUCCION

El uso de antibidticos en cualquier campo de aplicacion propicia la
aparicion y seleccion de cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos.
En las ultimas décadas se ha incrementado la preocupacién del publico por
el uso que se hace de los antibioticos debido a la aparicién y propagacion de
cepas resistentes que, en algunos casos, limitan la efectividad de los
antibiéticos para uso clinico en humanos.

El uso de los antibiéticos de amplio espectro crea un presion selectiva en
la microbiota, lo que crea un circulo vicioso entre el tratamiento y la aparicion
de nuevas bacterias resistentes (Schjerring. y Krogfelt, 2011). Las
infecciones por estas bacterias resistentes, portadoras en muchos casos de
b-lactamasas de amplio espectro (ESBL por sus siglas en inglés) las hace
resistentes a muchos antibiéticos de uso comun en medicina humana, como
cefalosporinas y quinolonas. Los elevados casos de resistencias a
cefalosporinas de 32 generacion, hacen que el tratamiento para infecciones
severas, de las que Escherchia coli es causante comun, deba iniciarse con
terapias de amplio espectro (con carbapenems...), lo que implica mayores
costes y el estimulo de la expansién de cepas resistentes a carbapenems
(WHO.Antimicrobial resistance. Global report on surveillance. 2014).

Las bacterias resistentes pueden estar presentes en los alimentos que se
consumen y si estos no se procesan adecuadamente, podrian originar una
infeccion dificil de tratar (Verraes et al.,, 2013), y esto puede suponer un
grave riesgo para la salud del consumidor. Los patdgenos gastrointestinales
pueden adquirir una posicion de ventaja cuando los pacientes son tratados,
por otras razones, con antibidticos. La resistencia antimicrobiana puede ir
acompafiada de un incremento en la virulencia que puede llevar a la
coseleccion de propiedades de resistencia y virulencia a través de la
integracion de plasmidos de resistencia y virulencia (Fluit 2005 y Guerra et
al., 2004).

En la década de los 90 cuando el uso de los antibiéticos como
promotores del crecimiento (AGP por sus siglas en inglés) para ganaderia
era una practica global, diferentes estudios mostraron que los animales de
abasto pueden actuar como reservorios de microorganismos resistentes y
que estos pueden extenderse por la poblacion y dificultar el tratamiento de
las infecciones (Aarestrup 1995, Klare et al. 1995 y Bates et al. 1994).
Investigaciones llevadas a cabo en distintos paises relacionan el uso de AGP
y la aparicion de resistencias a los antibidticos de uso comun en humanos
(Manson et al 2003, Wilson et al 2002, Grambarotto et al 2001, McDonald et
al 2001, Aarestrup et al 2000 y Robredo et al 2000). Esto se vio en
macrolidos, evermicinas, bacitracina (Aarestrup et al., 2000) vy
estreptograminas (Gambarotto et al., 2001, Aarestrup et al., 2000 y Robredo
et al., 2000). Debido al conocimiento del papel del uso de los AGP se
empezaron a hacer leyes mas restrictivas en el ambito de la ganaderia y en
el ano 2006 se prohibid en la Unién Europea el uso de AGP y se limit6 el uso
de antibioticos en piensos (CE 1831/2003). Dicha prohibicion ha logrado
disminuir en gran medida el uso de antimicrobianos en la ganaderia y con
ello reducir la presién selectiva favorable a las bacterias resistentes
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presentes en los animales de abasto, en los alimentos y en el hombre
(Wegner 2003).

Estudios llevados a cabo con enterococos han detectado la presencia de
cepas estrechamente relacionadas o idénticas en animales, humanos y
alimentos, demostrando asi la importancia de los alimentos en la transmision
de microorganismos resistentes (Bruinsma et al., 2002). Ademas se ha visto
que la transmision de bacterias resistentes desde los alimentos de origen
animal al hombre ha incrementado el numero de personas sanas portadoras
de cepas resistentes (Wegner 2003). Asi mismo, se han visto incrementadas
en todas las especies de animales de abasto el numero de cepas de E. coli
portadoras de ESBLs, pero sobretodo, este incremento se ha apreciado en
los pollos de engorde de cria intensiva (Bortolaia et al., 2010, Diarrassouba
et al., 2007, Verloo et al., 2003 y Smet et al., 2000).

Estudios demuestran que la transferencia de genes de resistencia entre
bacterias en el intestino animal y humano es posible. Cavaco et al. (2008) en
un experimento con cerdos donde se aislaron cepas enddégenas de E. coli
con el gen de ESBLs blacrx.m, vio como al someter a un tratamiento
veterinario con cefalosporinas a los cerdos aumentaba la diversidad de
cepas endogenas de E. coli con el gen de resistencia, o que sugiere que se
da una transferencia genética horizontal (HGT por sus siglas en inglés)
durante la presion selectiva ejercida por el tratamiento.

El tracto gastrointestinal humano es un reservorio importante de bacterias
con capacidad tanto de recibir como de transferir genes de resistencias
(Schjgrring y Krogfelt 2011), por lo que es importante tener en cuenta el
fendmeno de HGT como un riesgo afadido ya que si los alimentos ingeridos
estan contaminados con cepas bacterianas resistentes, aunque estas no
sean patdgenas pueden transferir las resistencias a la microbiota endégena
0 a cepas patdogenas que pudieran estar presentes. De hecho, ya en 1974
Burton y colaboradores, demostraron mediante un estudio con voluntarios
humanos que hay transferencia de genes de resistencia entre E. coli de
origen animal y E. coli enddégenas de los participantes durante la
administracion de un tratamiento con tetraciclinas. Mas adelante Balis et al.
(1996) en otros experimentos demostraron que la transferencia de plasmidos
con resistencia a ampicilina desde Salmonella Enteritidis presente en los
alimentos hacia E. coli enddgenas del intestino humano era posible y
mediante ensayos in vitro demostraron que la transferencia era posible y a
elevada frecuencia. Si los alimentos estan contaminados con E. coli
productores de ESBLs y no se procesan adecuadamente, las personas
pueden ingerir las cepas resistentes y podria darse la transferencia hacia
cepas endogenas (Schjgrring y Krogfelt 2011). Asi pues, la presencia de
resistencias en microorganismos comensales constituye un problema
indirecto de salud publica ya que los genes de resistencia pueden ser
transferidos a microorganismos patégenos, por ejemplo mediante la
ingestion de cepas comensales con resistencias y que estas sean
transferidas a cepas enddgenas, que después podrian transferirles en el
intestino humano los genes de resistencia a cepas patdogenas ingeridas
posteriormente. Salyers et al.,, (2004) propusieron que en el intestino
humano la transferencia horizontal de genes entre bacterias comensales se
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da con frecuencia. Si esta transferencia se da también entre bacterias no
endogenas, aunque no sean patdégenas, en el caso de recibir genes de
virulencia o de resistencia podrian convertirse en un peligro potencial para la
salud de la persona portadora.

En el informe de 2011, la European Food Safety Authority (EFSA) y la
European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) publicaron los
ultimos resultados de los test de resistencias a antibiéticos de los paises de
la Unién Europea. Los resultados mostraron que las resistencias eran
‘comunmente encontradas” en Salmonella, Campylobacter y en E. coli en
muestras procedentes de animales y alimentos. Las resistencias a los
antibiéticos mas antiguos (tetraciclinas, ampicilina y sulfonamidas) fueron del
12% y del 60% en Salmonella desde muestras de carne y animales
respectivamente. Los resultados mostraron también un elevado nivel de
resistencia a ciprofloxacino en Salmonella, Campylobacter y E. coli. Las
resistencias fueron hasta del 22% en Salmonella en pollo y carne de pollo,
47% en E. coli desde pollos y de entre el 33% hasta el 78% en
Campylobacter desde pollos y carne de pollo, cerdos y ganado (EFSA vy
ECDC, 2011)

Se ha confirmado la existencia de la transferencia de resistencias entre
cepas bacterianas presentes en pollos a cepas humanas en diferentes
estudios, en los que ademas se ha demostrado la transferencia de ESBLs
desde pollos a humanos. Leverstein-van Hall et al., (2011) vio que hay
presentes genes ESBL idénticos tanto en aislados humanos como de pollos
y que un elevado porcentaje de cepas aisladas de pollos pertenecen al
mismo genotipo que los aislados de humanos. Esto indica que hay un
contacto elevado entre las poblaciones de E. coli humanas y las de pollos y
que estas, son capaces de transferirse genes mutuamente.

Por todo lo expuesto anteriormente y debido a la importancia de la cria de
pollos para consumo humano el objetivo de este estudio fue el analizar la
aparicion y evolucidn de las resistencias en una poblacion de 22 pollos de
engorde expuestos a diferentes dosis de amoxicilina (tratamiento veterinario
de primera eleccion en pollos) por un periodo que abarca desde su
nacimiento hasta su sacrificio. Con ello, se pretende evaluar la variedad de
resistencias seleccionadas mediante la administracion de un Uunico
antibidtico, la influencia de la via de administracion (oral o por bebedero) en
la seleccion de cepas resistentes, las diferencias que se dan para las
distintas dosis en la cantidad de resistencias seleccionadas en el tiempo y la
capacidad de transferencia de las resistencias des de E. coli hacia
Salmonella sensibles.

MATERIALES Y METODOS
Criade los pollos
Los pollos de 1 dia de vida procedentes de incubadora comercial de la

estirpe Ross se dispusieron aleatoriamente después de la recogida de los
meconios en 7 corrales (un corral por grupo de dosis) de 1 x 1,3 m con un
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comedero tipo tolva y 3 bebederos de tetina y la superficie del suelo cubierta
con 10cm de viruta nueva de madera. La disposicion fue: 4 pollos en el
corral de control y 3 pollos en los 6 corrales restantes, siendo un corral por
grupo Y tipo de dosis de antibidtico suministrado.

Durante los 10 primeros dias se instalé un foco de infrarrojos en cada
corral para mantener la temperatura adecuada para el desarrollo de los
pollos. Para su alimentacion se usé6 pienso comercial (de iniciacion hasta los
21 dias y después pienso de crecimiento).

Los pollos se pesaron antes de la administracion del antibidtico para
ajustar la dosis. Se uso el antibiotico amoxicilina (tratamiento de eleccion
veterinaria en pollos) a diferentes dosis. Se administraba durante 3 dias
seguidos y se dejaban a continuacion 11 dias hasta la siguiente
administraciéon. En la primera toma de muestra los pollos no habian recibido
tratamiento antibidtico. La primera tanda de tratamiento se hizo a la semana
de vida de los pollos, y luego una tanda cada dos semanas.

Los grupos fueron 3 segun la cantidad de dosis: grupo control (sin dosis
de antibiético), dosis normal (24 mg de amoxicilina/kg de peso), dosis muy
baja (1/3 de la dosis normal), dosis baja (2/3 de la dosis normal). Cada grupo
de pollos a los que se administré dosis se subdividieron segun la via de
administracion (oral o por bebedero). Asi, cada grupo, excepto el control,
estaba conformado por dos corrales. La administracion oral se realizd
directamente en la boca del pollo con una jeringa y para la administracion en
el agua se disolvié el antibiético en un bebedero especifico usando la dosis
de antibidtico en relacion a la media del peso de los 3 pollos del corral.

Los pollos se sacrificaron el dia 49 (dia de la ultima toma de muestra).

Recogida de muestras fecales

Se emplearon 3 metodologias distintas. En el primer muestreo se
recogieron los meconios mediante presion de la zona abdominal de los
pollos de un dia de vida y se recogieron en un bote para muestras estéril
(no se pudo recoger una muestra de cada pollo ya que algunos ya no tenian
meconios) y se mantuvo en frio hasta el procesado de las muestras. En el
segundo y tercer muestreo, se uso un hisopo recolector de muestras en tubo
con medio de transporte (Deltalab Collection and transport system. Amies
swab ps+viscose) y se tomo la muestra directamente de la cloaca de cada
pollo y se mantuvo en frio hasta el momento de su procesado. En el cuarto
muestreo (ultimo), se tomd la muestra de los ciegos recogiendo la materia
fecal en botes estériles para muestras y se mantuvieron en frio hasta el
momento del procesado.

Recuento de E. coli

El recuento de E. coli se hizo siguiendo la norma UNE-ISO 16649-1
“‘Método horizontal para la enumeracion de Escherchia coli beta-
glucoronidasa positivo”. A partir de la muestra fecal de cada pollo se hicieron
diluciones decimales seriadas. Se usaron 10mL de caldo nutritivo (Scharlau
Nutrient Broth) o de agua de peptona tamponada (APT) (Merck Petone
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Water buffered) para la dilucién inicial y tubos con 9mL de agua destilada
estéril para las diluciones (de una unidad logaritmica). Para la realizacion de
la dilucién inicial, en el primer muestreo se resuspendieron los meconios en
los tubos de 10mL APT. Para el segundo y tercer muestreo se resuspendid
el contenido adherido al escobillén en tubos con 10mL de caldo nutritivo. En
el cuarto muestreo, se resuspendieron 0,1g de materia fecal de los ciegos en
10mL de caldo nutritivo.

Una vez completadas las diluciones decimales seriadas de la muestra de
cada pollo, se sembraron en superficie 0,1mL por duplicado en placas de
TBX (OXOID T.B.X. Medium). Las placas se dejaron incubar a 44+1°C
durante 24h para permitir solo el crecimiento de E. coli, y se realizé el
recuento de las colonias de E. coli.

Seleccidn de cepas de E. coli

En todos los muestreos realizados se seleccionaron de forma aleatoria 2
colonias de E. coli por pollo, a partir de las placas de TBX usadas para los
recuentos. Se seleccionaron aquellas colonias tipicas de E. coli para ese
medio, colonias con bordes definidos de color verde/verde azulado, y se
hace un pase en triple estria a placas de PCA (Scharlau Plate Count Agar)
que se dejan incubar a 37+1°C durante 24h. La confirmacién bioquimica de
estas colonias se realiza mediante la prueba del Indol, para ello se
resuspendio una colonia aislada de las placas de PCA en 10 ml de caldo de
triptéfano (Merck Microbiology DEV tryptophan broth) y se deja incubar a
37+£1°C durante 24h. Posteriormente se adicionan dos gotas de reactivo de
Kovacs y se seleccionan aquellas cepas en las que aparece un anillo rojo en
la superficie del tubo.

En los casos en que no se obtuvo un crecimiento en las placas de TBX
sembradas para los recuentos, se volvid a sembrar en triple estria desde la
dilucion inicial una placa de TBX y se incub6 a 44+1°C durante 24h y se
prosiguioé segun lo ya descrito para confirmar la colonia como E. coli. En las
colonias que el indol dio negativo, se procedio al aislamiento de otra colonia
sospechosa de ser E. coli desde la placa de TBX y se repitid el proceso.

Comprobacién ausencia de Salmonella

La comprobacion de ausencia de Salmonella se hizo siguiendo las
indicaciones de la norma UNE-EN ISO 6579 2003 “Método de deteccion
horizontal de Salmonella”.

Primero se hizo el preenriquecimiento de la muestra fecal
resuspendiendo la muestra en 10mL de APT. En el caso del primer
muestreo, para el preenriquecimiento se usoé la dilucion inicial en agua de
peptona usada para las diluciones seriadas para el recuento de E. coli. En
los muestreos 2 y 3 se resuspendio parte del contenido del escobillén en un
tubo con 10ml de APT que se usd como preenriquecimiento. En el muestreo
4, por su parte, se adicioné 1g de materia fecal a 10mL de APT. Una vez
realizado el preenriquecimiento, se usaron los medios liquidos Rappaport-
Vassiliadis (RV) (Difco Rappaport-Vassiliadis R10 Broth) y MKTTn (Scharlau
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Mdaller-Kauffmann medium base; Panreac lodine resublimed purissimum;
Panreac Potassium lodure purissimum y Fluka Novobiocin sodim salt) para
el enriquecimiento. Para ello se transfirieron 0,1ml del preenriquecimiento a
un tubo con 10mL de RV y se incubd a 42+1°C durante 24h y 1mL del
preenriquecimiento a 10mL de MKTTn que se incubd a 37+1°C durante 24h.
Des de los tubos del enriquecimiento, se sembraron de cada tubo una placa
de agar Hektoen (Merck Microbiology Hektoen enteric agar) y una placa de
agar XLD (Scharlau Xylosa Lysine Deoxychocolate Agar) que se incubaron
3711°C durante 24h. Las muestras analizadas fueron todas las disponibles
en el primer muestreo, 4 muestras aleatorias pertenecientes cada una a un
grupo de dosis de antibidtico diferente incluyendo el control para los
muestreos segundo y tercero y finalmente en el cuarto muestreo se
comprobaron todas las muestras.

Extraccién del DNA de Salmonella

Se extrajo el DNA de las células crecidas en el caldo RV de las muestras
del cuarto muestreo. La extraccion se realizd a partir de un volumen inicial
de muestra de 1,5mL de RV y se us6 un kit comercial de extraccion de DNA
(Sigma GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

PCR de Salmonella

Se realizaron PCR’s a partir de las extracciones de DNA. Para su
realizacion, se usaron los primers descritos por Aabo et al (1993) que
amplifican un fragmento de 429pb de ADN cromosdmico, cuya secuencia es:

ST11: 5-GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC GCA-3’

ST15: 5°-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTACTG G-3°

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL (20 pL
de mix y 5uL de DNA). Se incluyeron un control negativo (se reemplazé el
DNA por agua miliQ estéril) y un control positivo (se us6 DNA de la cepa
Salmonella CECT 915). La concentracion de los reactivos usados para hacer
el mix fue: Tampon Buffer (10x) a una concentracion final de 1x,
desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) a 0,5mM cada uno (adenina, guanina,
citosina y timina), cloruro de magnesio a 1,5mM, primers a 0,4uM (cada uno)
y Tag-DNA polimerasa a 0,05U. La PCR se hizo en un termociclador modelo
PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research).

Las condiciones de la PCR fueron: 1 ciclo desnaturalizacion a

95°C/10min, 35 ciclos a desnaturalizacion a 95°C/30s, 35 ciclos de union del
primer a 57°C/30s, 35 ciclos de extension a 72°C/30s y un ciclo final de
extension a 72°C/10min.
Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,2% (Agarosa, Roche) en tampén TAE con Red Safe (iNtRON
biotechnology) al 5%. Los geles se dejan correr en cubeta de electroforesis a
100V durante 40 min. Se visualizan mediante un transiluminador Vilber
Lourmat (09 200272) con luz UV.



El tamafio molecular de los amplicones fue confirmado mediante
comparacién con el marcador molecular GeneRuler 100-bp DNA Ladder
Plus (MBI, Fermentas, Burlington).

Antibiograma cepas de E. coli

Para la realizacién de los antibiogramas se utiliz6 el método del
antibiograma disco-placa del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) que detalla el método para el estudio de las susceptibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. Se fundamenta en la difusion radial del
antimicrobiano a través del agar, formandose un gradiente de concentracion
en la que, transcurrido el periodo de incubacion (24h), se observa un halo de
inhibicion del crecimiento de la bacteria.

Los antibidticos en disco testeados fueron: gentamicina CN 10ug,
amoxicilina/acido clavulamico AMC 3ug, ampicilina AMP 10ug, amikacina AK
30ug, kanamicina K 30ug, Cloranfenicol C 30ug, cefalotina KF 30ug,
ciprofloxacino CIP 5ug, ceftriaxona CRO 30ug, tetraciclina TE 30ug, acido
nalidixico NA 30ug y estreptomicina S 10ug (OXOID antimicrobial
susceptibility test disc). Se dispusieron seis discos en cada placa mediante
un dispensador de discos (OXOID antimicrobial susceptibility testing disc
dispenser). Las placas sembradas y con los discos, se incubaron a 37+1°C
durante 24h. Para cada antimicrobiano existen unos diametros de inhibicion
estandarizados (CLSI, 2012), expresados en mm. La lectura de los halos de
inhibicion se interpreta como sensible (S), intermedia () o resistente (R)
segun las categorias establecidas por el CLSI, en referencia comparativa
con una cepa control de calidad, se utilizé E.coli ATCC 25922. El diametro
de los halos para cada antibidtico, para considerarse como S, | o R son: CN
(R:£12mm; S:215mm); |:13-14mm), AMC (R:£13mm; S:215mm; |: 14-17mm),
AMP (R: £13mm; S: 217mm; |: 14-16mm), AK (R: £14mm; S: 217mm; |: 14-
16mm), K (R: £13mm; S: 218mm; |: 14-17mm), C (R: £12mm; S: 218mm; I:
13-17mm), KF (R: <14mm; S: 218mm; I: 15-17mm), CIP (R: <15mm; S:
221mm; |: 16-20mm), CRO (R: £13mm; S: 221mm; |: 14-20mm), TE (R:
<14mm; S: 219mm; |: 15-18mm), NA (R: <13mm; S: 19mm; I: 14-18mm)y S
(R: <8mm; S: 210; I: 7-9mm).

Conservacién de cepas de E. coli

Las cepas de E. coli se congelaron para estudios posteriores en
crioviales (Pro-lab Diagnostics Microbank™) a partir de pases de un dia de
incubacién a 37+1°C en placas PCA.

Conjugacion

La conjugacion se hizo siguiendo el protocolo descrito por Gevers et al.,
2003 con las modificaciones oportunas para adecuarlo a nuestro ensayo.
Para el indculo inicial se resuspendieron 3-4 colonias de cepa receptora
(Salmonella). Se hizo lo mismo para la cepa de E. coli (donadora) en 10mL
de TSB (Bacto™ Tryptic Soy Broth) durante 24h a 37+1°C. Posteriormente
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se transfirieron 10 pL (ya que la turbidez del tubo sugeria una concentracion
de células de 10%-10° céls/mL) a un recipiente con 10mL de TSB y se incub6
durante 4h a 37+1°C. Se cogié 1ml del cultivo con 10%cels/mL (basandose
en la turbidez) y se dispuso en un tubo junto con 1mL del cultivo de la cepa
donadora. A partir de aqui se sigue el protocolo descrito por Gevers D. et al.,
(2003). En lugar de Peptone physiological saline solution se us6 APT. Como
medio no selectivo liquido se us6 el TSB y en agar el Triptone Soy Agar
(TSA) (TSB como base + agar-agar, Scharlau Agar-agar). Para la seleccion
de las cepas de Salmonella se usé un medio cromdgeno (Oxoid Salmonella
Chromogenic Agar Base + Oxoid Salmonella Selective Supplement) y TBX
para E. coli. Estos medios se realizaron con antibiéticos a la concentracion
minima inhibitoria equivalente para la concentracién de los discos usados en
el antibiograma, segun indica “Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Seventeeth Informational Supplement. January 2007”
para las Enterobacteriaceae. Con esto, se seleccionaron las Salmonella que
conjugaron con E. coli y que obtuvieron resistencia a algunos de estos
antibidticos. Los antibidticos usados y sus concentraciones fueron: AMP
64pug/mL (Guinama ampicilina trihidrato), Amoxicilina 32pg/mL (Sigma
Amoxicillin), S 32ug/mL (Guinama estreptomicina sulfato), NA 32ug/mL
(AppliChem Nalidixic Acid) y C 32ug/mL (Panreac Chloramphenicol).

La cepa de Salmonella es una cepa asilada de pollos en estudios
anteriores y sensibles a todos los antibidticos testeados en el antibiograma.
Las 2 cepas de E. coli usadas como donadoras son dos cepas
multiresistentes aisladas durante el ensayo (resistentes a los antibioticos
usados para la seleccidon de los conjugantes).

Andlisis estadistico

Se utilizé el programa informatico “Statgraphics Centurion XVI”. Se
consideraron como estadisticamente significativos, aquellos analisis con un
P-valor menor de 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Recuento de E. coli

Los resultados obtenidos al comparar la carga microbiana al inicio y al final
del estudio, mostraron una disminucion significativa (P-valor de 0,0366) en el
valor de la carga de las muestras en las que hubo crecimiento. Asi, tal y
como muestra en la figura 1, la practica totalidad de las muestras iniciales
han presentado crecimiento y por el contrario al final del estudio, para la
misma dilucidon las muestras presentan un crecimiento bajo y nulo en la
mayoria.
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FIGURA 1. Carga de E. coli contenida en las heces de los pollos al inicio y final del estudio (cfu/placa)

En la figura 1 se observa una gran disminucion en el nivel de crecimiento
en las placas entre los dos periodos estudiados. Estos resultados inducen a
pensar que el antibidtico administrado ha reducido la carga microbiana
intestinal o al menos, su viabilidad. Esta reduccion se ha visto en las
muestras de todos los pollos, por lo tanto, la dosis de antibiético, aunque a
dosis subterapéuticas es capaz de disminuir la poblacién bacteriana del
intestino. Este efecto, es el mismo que generan los antibidticos usados como
AGP, y que se usan en dosis subterapéuticas (Cancho Grande, B., et al
2000).

Se debe tener presente que no se pudo partir de misma cantidad de
muestra a la hora de hacer las diluciones, ya que fue imposible manipular los
meconios sin contaminarlos. Por ello, al inicio se hicieron diluciones con una
cantidad mayor de muestra que en el final del estudio, donde se pudieron
manipular las muestras. Por consiguiente, cabe la posibilidad de que se
subestimara la cantidad de células por gramo de muestra en el final del
estudio basandose en los meconios del inicio (donde los pollos tenian 1 dia
de vida).

Sin embargo, en ambos casos se parti6 de muestras fecales directas
donde la carga microbiana es alta. Entonces era de esperar un crecimiento
mayor y no se deberian de haber dado tantos casos de muestras sin
crecimiento. Asi, teniendo todo esto presente, se puede concluir que el
antibidtico si ha tenido efecto en la disminucion de la aparicion de las
colonias. Sin embargo, seria recomendable para estudios posteriores partir
en todos los casos de muestras fecales directas. Con ello se podrian partir
en todos los muestreos del estudio de cantidades iguales, eliminando la
posible interferencia de la cantidad de muestra de partida en los resultados.

Comprobacién ausencia de Salmonella

El resultado de las pruebas para la deteccidn de Salmonella descritas en
la norma UNE-EN ISO 6579 2003 “Método de deteccién horizontal de
Salmonella” fueron negativas para todas las muestras, asi como las PCR de
comprobacion, hechas de las muestras del ultimo muestreo.

Los resultados indican que los pollos estaban en buen estado de salud.
Ademas, en los ensayos de conjugacion para la deteccion de transferencias
de resistencia entre E. coli y Salmonella, al no haberse detectado Salmonella
en los pollos, en el caso de que se diesen transferencias hacia Salmonella,
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estas resistencias no serian originarias de Salmonella ni se habrian
transferido a E. coli desde Salmonella en el intestino de los pollos.

Resistencias

Las resistencias obtenidas de las 158 cepas de E. coli analizadas durante
el estudio a los 12 antibidticos (AK, AMP, AMC, K, CRO, CIP, C, CN, NA,
TE, KF y S) fueron muy heterogéneas. Se observaron resistencias en todas
las cepas, excepto la 613.2b, que fue sensible a todos menos a AMC y AMP,
para los que tuvo un nivel intermedio de sensibilidad.

RESISTENCIA VS DOSIS

Para comparar el grado de sensibilidad con la dosis administrada no se
han tenido en cuenta los datos del muestreo 1, ya que en éste no se
administré dosis de antibiético a los pollos y al no tener muestra de todos los
pollos, podria alterar los resultados.

Se compard la prevalencia de los niveles de sensibilidad (sensible,
intermedio y resistente) a los antibidticos entre los distintos grupos de dosis,
control (C), muy baja (MB), baja (B) y dosis normal (DN). El grupo C fue el
que mayor porcentaje de sensibilidades obtuvo respecto al total de muestras
del grupo C (70,49%) seguido de MB (65,44%), B (59,26%) y DN (56,25%).
El mayor porcentaje de resistencias se dio en el grupo DN (39,81%), seguido
de B (38,43%), MB (30,15%) y C (25%).

Si bien el grupo DN fue el que mas resistencias tuvo, la diferencia con el
grupo B no fue elevada, siendo de 172 y de 166 respectivamente.

Los niveles intermedios de resistencia no fueron importantes para
ninguno de los grupos (C (4,51%); MB (4,41%); B (2,31%); DN (3,94%))
representando tan solo un 3,72% en el total de los grupos.

Para el total de las muestras de los grupos, las sensibilidades
representaron el 62,12% vy las resistencias el 34,17% restante.

Los datos tanto para las sensibilidades como las resistencias, se
corresponden a lo esperado al inicio del estudio. Puesto que el grupo de
Control no recibidé ninguna dosificacion de antibiético, se esperaba que el
numero de sensibilidades fuese el mayor de todos. El mayor numero de
resistencias se esperaban para el grupo de DN debido a que fue el sometido
a la mayor dosis de antibiético, y por tanto, la presion selectiva antibiética
era mayor y el numero de cepas resistentes seleccionadas se esperaba que
fuera el mayor, tal y como se ha podido observar.

Los antibioticos para los que se obtuvo una mayor frecuencia de
resistencia fueron, en todos los grupos de dosis AMC, AMP y NA, con una
frecuencia de 21,88%, 20,91% y 17,99% respectivamente de las resistencias
en el conjunto de los grupos.

Por grupos, las resistencias dominantes en el grupo C son AMC (22), NA
(21) y AMP (15). En el grupo MB son AMC (28), AMP (27) y NA (22),
ademas de TE y KF con 17 resistencias cada uno. En el grupo B son AMP
(33), AMC (31) y KF (26), NA queda en cuarta posicion con 18 resistencias
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(a diferencia de los anteriores). Finalmente, en el grupo DN son AMC (35),
AMP (35), NA (28) y KF (25).
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FIGURA 2. R a antibiéticos a lo largo del estudio por grupo de dosis

Como el valor-P fue 0,0005, la dosis administrada y el grado de
sensibilidad seleccionado estan relacionados y las diferencias en las
resistencias seleccionadas en funcion del grupo de dosis son significativas.

Sin embargo, lo mas probable y que a la vez puede explicar la elevada
presencia de cepas multiresistentes, asi como la presencia de resistencias a
varios tipos de antibiéticos para los que los mecanismos de resistencia son
diferentes, es la seleccidon de cepas con elementos genéticos madviles que
transporten resistencia a diferentes tipos de antibidticos. Se sabe que los
plasmidos pueden conferir resistencia a b-lactamicos, aminoglicésidos,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim, macrolidos vy
quinolonas (Carattoli, 2009). Ademas, los plasmidos al ser elementos
genéticos moviles pueden extender las resistencias a otras cepas
promoviendo la transferencia horizontal entre bacterias (Thomas and
Nielsen, 2005) lo que termina generalizando las multirresistencias en la
poblacion de bacterias del intestino.

RESISTENCIAS VS FORMA DE ADMINISTRACION

Se compararon las resistencias y sensibilidades para los dos tipos de
administracion del antibiético (oral y bebedero). Para comparar el grado de
sensibilidad con el modo de administracion no se han tenido en cuenta los
datos del muestreo 1, ya que en éste no se administré dosis a los pollos.

En el grupo Bebedero (Bb) se obtuvieron un 61,11% de S, 3,55% de | y
un 35,34% de R. En el grupo Oral (O) fueron de 59,29%, 3,53% y 37,18%
respectivamente.

Al comparar la proporcién de sensibilidades (61,11% en Bb y 59, 29% en
O) y de resistencias (35,34% en Bb y 37,18% en O) de ambos grupos, se vio
que los resultados eran muy similares. Sin embargo, el grupo Bebedero tuvo
mas sensibilidades (396 frente a 370) mientras que el Oral tuvo mas
resistencias (232 frente a 229). Esto puede hacer pensar que la
administracién via oral, al poder controlar mejor la dosis administrada, crea
una presion selectiva mayor y favorece asi la seleccion de cepas resistentes
por encima de la administracion mediante el agua. No obstante, las
pequenas diferencias numéricas que se observan no son estadisticamente
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significativas, (P-valor de 0,7899). Por lo tanto, la administracion
(Oral/Bebedero) no tuvo influencia en el valor del grado de sensibilidad (S, |
o R). Asi, el tipo de administracién y el grado de sensibilidad seleccionado
son independientes entre si.

Los resultados de los antibiogramas mostraron que en las dos formas de
administracion, fue para AMC y AMP las que mas resistencias se
encontraron (figura 3). La cantidad de resistencias a cada uno de estos dos
antibidticos fue practicamente la misma en ambos grupos (49 resistencias
para AMC y AMP en Bb; 45 y 46 resistencias respectivamente en O).
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FIGURA 3. Resistencias a antibiéticos para cada tipo de administracion de antibiético
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Los siguientes antibiéticos para los que se obtuvieron un mayor numero
de resistencias fueron NA (33 en Bb; 35 en O), TE (30 en Bb; 27 en O) y KF
(31 en Bb; 37 en O). En el caso de NA y KF tuvieron mas resistencias en el
grupo O. Mientras que TE tuvo mas resistencias en el grupo Bb. Si bien, la
diferencia en el numero de resistencias para cada antibiético fue muy similar
en ambos grupos y el estudio estadistico indicoO que no eran significativas,
(P-valor 0,9940). Por lo tanto, el tipo de administracion y la resistencia a los
antibiéticos son independientes.

RESISTENCIAS VS TIEMPO DE TRATAMIENTO

Se analizo la evolucion en la seleccion de las resistencias a lo largo del
estudio. El muestreo que presenté un mayor porcentaje de sensibilidades fue
el primero, y el que menos, el segundo. Se esperaban un menor numero de
resistencias en el 4 debido a un mayor tiempo de accidén de la presion
selectiva. Sin embargo, el muestreo 2 se corresponde con la primera
administracion del antibidtico y se pudo haber dado un incremento en la
variabilidad de las cepas que con el tiempo, se hayan ido seleccionando
aquellas con una capacidad de reproduccion mayor y se hayan terminado
dominando la poblacion, y con ello, haber ido estabilizando las resistencias.

Las diferencias obtenidas en el grado de sensibilidad a los antibiéticos en
funcidn del tiempo transcurrido, son significativas (P-valor de 0,0036). Por
ello, a medida que se incrementa el tiempo el numero de resistencias se
reduce. Este resultado se da sobre todo por la diferencia en la cantidad de
resistencias entre el muestreo 1 y los posteriores, mas que por las
diferencias entre los muestreos 2, 3 y 4.

El grupo 4 fue de donde menos resistencias se dieron (de los grupos
sometidos a tratamiento). Puede ser debido al modo de administracion del
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antibiético. La administracion no fue diaria durante todo el estudio, sino que
fueron 3 administraciones de 3 dias consecutivos (1 administracion diaria) y
11 dias entre cada tratamiento. Ello, pudo conducir a un incremento inicial en
la cantidad de cepas resistentes seleccionadas. Sin embargo, como las
cepas resistentes tienden a tener una fitness (el NCBI define la fithess como
la capacidad de un organismo de sobrevivir y reproducirse; la expresion
fenotipica, en un ambiente determinado, del genotipo determina como de
adecuado genéticamente sera el organismo) menor que las cepas sensibles
en condiciones de ausencia de antibidtico, es posible que durante los 11
dias entre cada administracion, las cepas sensibles hubiesen ido
desplazando a las resistentes. Como la administracién se daba cada 11
dias, es posible también que se tendiese a un equilibrio entre las cepas
sensibles y resistentes debido que cada 11 dias se irian intercambiando las
condiciones favorables para cada tipo de cepa, lo que evitaria el predominio
absoluto de las cepas resistentes o de las sensibles.
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Figura 4. Resistencia a antibioticos para cada muestreo

Como se ve en la figura 4, a medida que transcurrié el estudio, se
incrementd la cantidad de resistencias para todos los antibiéticos, excepto
AK y CRO, para los que no se seleccionaron cepas resistentes en todo el
estudio. Este hecho es importante, ya que la CRO esta prohibida en la
alimentacion animal por la normativa europea y por lo tanto, la seleccion de
cepas de cepas resistentes podria indicar un posible uso ilegal en ganaderia.

En el muestreo 1 se obtuvo un total de 84 resistencias. En los sucesivos
fueron 187 en el muestreo 2, 181 en el muestreo 3 y 165 en el muestreo 4.
Un hecho a destacar fue que en el muestreo 1, hecho a partir de los
meconios de los pollos de 1 dia de vida y sin haber recibido tratamiento
antibiético aun, se observaron bastantes resistencias, sobre todo a AMP,
AMC y NA. Estudios como los llevados a cabo por Bortolaia et al (2010)
llegaron a la conclusién de que la elevada presencia de cepas resistentes a
NA y AMP, en ausencia de presidn selectiva aparente, es consecuencia de
multiples introducciones de bacterias resistentes en los sistemas de
produccion de pollos. Petersen et al. (2006) concluyeron que los
progenitores constituyen un elevado reservorio de bacterias y la transmision
hacia la descendencia por la contaminacion de la cascara del huevo es un
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riesgo. Estos estudios demuestran el efecto de la transmision vertical en la
expansion de las cepas resistentes.

La presencia de cepas sensibles y resistentes, puede deberse, tal y como
han expuesto estudios previos a que las cepas resistentes a AMP y NA
persisten igual de bien en la microbiota del intestino que las sensibles; la
obtencion de resistencia a NA entre las E. coli sensibles, es independiente
de cualquier fondo genético particular (Johnson et al., 2005; Pleydell et al.,
2007; Karami et al., 2008). La resistencia a AMP puede transferirse tanto
horizontalmente como verticalmente, lo que facilita su expansién entre las
diferentes cepas de la poblacion bacteriana, a diferencia de la resistencia a
NA que normalmente se transfiere solo verticalmente (Bradford, 2001;
Fabrega et al., 2008). Esto da mas fuerza a la importancia de la transmision
de resistencias de los progenitores a la descendencia y después, mediante
presiones selectivas se van seleccionando conjuntamente otras resistencias
qgue vayan juntas en elemento genéticos maéviles. Se ha visto también que la
resistencia al NA no disminuye la fitness de las cepas resistentes respecto
de las cepas sensibles (Bagel et al., 1999; Giraud et al., 1999, 2003; Hopkins
et al., 2005) lo que hace que no pierdan peso en la poblacion debido a la
resistencia y se mantengan constantes.

Los antibidticos en los que mas crece el numero de aislados resistentes,
son AMC, AMP, KF y TE. En el caso de NA, la cantidad de aislados
resistentes se mantiene en valores similares durante todo el estudio, a
excepcion de en el muestreo 2 donde se da un pico mayor de aislados
resistentes.

En el afio 2009, los datos de resistencias aves de corral (Gallus gallus)
fueron el 45% para tetraciclinas, 11% para C, 50% para AMP, 47% para CIP,
40% para S y 44% para NA. El mayor nivel de resistencia para CIP se dio en
Espafa (87%) (EFSA y ECDC, 2011). Estos datos estan dentro de lo que se
ha visto en el estudio, excepto que en nuestro caso, el nivel de resistencia a
S fue bastante inferior al 40%. Estos datos sugieren una elevada expansion
de las resistencias entre las distintas granjas, asi como en los centros de
cria de las aves de corral.

Es remarcable el incremento de cepas con resistencia para KF o TE, ya
que incrementan su numero desde menos de 10 en el primer muestreo, a
mas de 20 en los posteriores, y esto teniendo presente que la presion
selectiva aplicada es para b-lactamicos. Este hecho sugiere también la
presencia de elementos genéticos moviles, como plasmidos, portadores de
genes de resistencia que se van extendiendo por la poblacién microbiana del
ecosistema intestinal.

RESISTENCIAS DURANTE EL ESTUDIO VS GRUPO DE DOSIS

El primer muestreo se excluye de la comparacién debido a que aun no se
administré dosis de antibiotico a ningun pollo.

Los resultados de resistencias y sensibilidades a lo largo del estudio
muestré como en el grupo de control se mantienen mas o menos estables.
Sin embargo, en los grupos sometidos a tratamiento antibiético el numero de
resistencias disminuy6 con el paso del tiempo, excepto para el grupo DN,
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donde se aprecié un incremento en el numero final de resistencias respecto
del inicio. Este incremento puede ser debido a un efecto mayor de la presion
antibidtica sobre la poblacion y por ello, se incrementa el numero de
resistentes con el tiempo.

Los patrones de resistencias (figura 5) muestran que en el grupo Control
se mantienen las resistencias a los mismos antibidticos, excepto por la
aparicion de resistencia a CIP en el muestreo 3,aCenel4yaTEenel 3y
el 4. En los grupos de dosis B y DN la evolucion de las resistencias a los
diferentes antibidticos sigue un patrén similar en ambos grupos. En éstos, a
medida que avanzo6 el estudio se incrementd la variedad de resistencias a
diferentes antibiéticos. Ademas, en el grupo DN el patron de resistencias fue
el mismo para el muestreo 3 que el 4.
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FIGURA 5. Evolucion de las resistencias a antibidticos segun grupo de dosis en cada muestreo

A medida que transcurre el estudio, el numero de resistencias disminuye,
pero la variedad de éstas aumenta. Ademas, las resistencias se van
homogenizando. Esto ocurre por una expansion de las cepas que expresan
un fenotipo mas favorable para las condiciones que se dan en el intestino, ya
que estas seran las que mas se dividiran y por lo tanto, las que terminan
dominando la poblacién bacteriana.

La reduccion con el tiempo del numero de resistencias (excepto en el
grupo DN), puede ser debido a que la presion antibidtica, al darse muy
espaciada en el tiempo (cada 11 dias) y por espacios cortos de tiempo
(durante 3 dias) no hace un efecto selectivo lo suficientemente fuerte como
para que las cepas resistentes tengan una fithess superior a las salvajes y
puedan dominar la poblacion bacteriana. Sin embargo, en el grupo DN, todo
y que el modo de administracion fue el mismo que en los otros, al ser la
dosis terapéutica, la presion selectiva fue mas fuerte. Por ello, las cepas
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resistentes verian incrementada su fithess lo suficiente respecto a las
salvajes, al menos durante los dias del tratamiento, como para incrementar
su peso en la poblacion bacteriana del intestino e ir dispersando las
resistencias a la poblacion. Asi, si las resistencias estan mas esparcidas
entre la poblacion, su persistencia serd mayor y con las exposiciones
posteriores se incrementaria mas.

Transferencia genética horizontal

En el ensayo de la conjugacion se observo la adquisicion de resistencia a
S en la Salmonella sensible usada como cepa receptora. Esto confirma la
presencia de elementos genéticos moviles (EGM) en las cepas de E. coli
aisladas de los pollos. El antibiograma realizado a ésta Salmonella, no
mostro la adquisicidn de resistencia a ninguno de los antibidticos para los
que se buscaron resistencias en las E. coli aisladas previamente (AMP,
AMC, CIP, NA, C, AK, K, CRO, S, TE, KF, CN), a pesar de que el E. coli
usado como cepa donadora era multirresistente (resistente a AMC, AMP,
CIP, CN, KF, NA, Sy TE).

Este resultado permite confirmar la presencia de EGM, pero no que estos
sean capaces de transferir multirresistencias. Por ello, es posible el EGM
adquirido por la Salmonella sea un integrén y no un plasmido, ya que los
integrones son mas pequefios y contienen menos genes que los plasmidos
(que son capaces de albergar varios genes).

Se descarto la posibilidad de que la Salmonella resistente a S fuese un
mutante espontaneo que se hubiese seleccionado durante la incubaciéon en
la placa selectiva con S. Se volvieron a sembrar en placas con antibioticos
las células obtenidas de los filtros donde se produjo la conjugacion, y se
volvié a obtener una cepa de Salmonella con resistencia a S.

CONCLUSIONES

El uso de antibioticos, incluso a bajas concentraciones hace disminuir la
poblacion bacteriana del intestino de los pollos.

Las resistencias estan presentes desde el inicio del estudio, los pollos ya
son portadores de cepas resistentes transmitidas por los progenitores, sobre
todo a acido nalidixico y ampicilina y también a amoxicilina-clavulamico.

El numero de resistencias en el conjunto de los grupos de pollos
disminuye con el tiempo. Sin embargo, por grupos de tratamiento, ésta
reduccion es menor en aquellos con mayor dosis.

El patron de resistencias tiende a homogeneizarse. Esto indica una
posible seleccion y expansién de la poblacion de bacterias con el genotipo
mejor adaptado para el ambiente generado por la introduccion de la presion
selectiva del antibidtico (amoxicilina).

La forma de administracion (oral o por bebedero) no influye en la cantidad
de resistencias seleccionadas.

La transferencia de las resistencias observadas en las cepas de
Escherichia coli se transfieren a cepas de Salmonella previamente sensibles,
lo que confirma la presencia de elementos genéticos moviles.
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Las principales propuestas de mejora para estudios posteriores son: 1) el
tipo de muestra debe ser el mismo en todos los muestreos; 2) Seleccionar
mas de dos cepas por pollo para analizar el perfil de resistencias. Ya que
aunque requiere un mayor tiempo de estudio y de recursos materiales y
humanos, aportaran la ventaja de una mejoria en la exactitud de la
extrapolacion del nivel de resistencias para el resto de la poblacion
bacteriana; 3) confirmar mediante técnicas moleculares la presencia de
elementos genéticos méviles y de los genes de resistencia para estudiar la
relacion existente entre las diferentes bacterias de los diferentes muestreos y
determinar que genotipo es el que mas se extiende, lo que permitiria hacer
comparaciones con los resultados obtenidos por otros estudios relacionados
con la expansion de las resistencias.
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