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RESUMEN

El incremento de consumo de antibiéticos en humanos y en veterinaria ha
ocasionado un aumento de las resistencias antimicrobianas. El sector avicola,
con gran impacto econdmico, tiene un uso generalizado de antibiéticos en sus
distintas fases de cria, que hace que microorganismos con resistencias puedan
llegar al consumidor. Por tanto, el problema de las resistencias en este sector
no solo lo es a nivel de la produccion animal, sino también en la salud humana
e incluso en el medio ambiente. El organismo de analisis fue Escherichia coli
por su capacidad de transmitir resistencias de forma horizontal.

Se analizaron las resistencias antimicrobianas a 9 antibidticos en cepas de
Escherichia coli aisladas de gallinas reproductoras de distintas edades: de cria
(lote A) y de gallinas reproductoras (lote B). Se estudiaron meconios (lote A),
heces y calzas. Los resultados mostraron que un 60,91% del total de las cepas
de E. coli aisladas presentaron resistencia a ampicilina. En el lote A se
observaron mas resistencias, especialmente en los meconios, con un 97,22%
de resistencias a algun antibiético, pero también para heces y calzas (95,51 y
57,50%, respectivamente).

Se observd mediante el analisis de los meconios que parte de las
resistencias se transmiten verticalmente de madres a hijas, aunque también
hay que tener en cuenta el factor ambiental. Es por ello que la presencia de
microorganismos resistentes en aves de cria puede favorecer la presencia de
éstos en los broilers, debido a la transmisién vertical y suponer un riesgo
alimentario y un problema de salud publica.

RESUM

L’increment en el consum d’antibidtics en humans i veterinaria ha ocasionat
un increment de resisténcies antimicrobianes. El sector avicola, amb un gran
impacte economic, té un us generalitzat d’antibiotics en les diferents fases de
cria, el que fa que microorganismes amb resisténcies puguin arribar al
consumidor. Per tant, el problema de les resisténcies a aquest sector no és tan
sols a nivell de produccié animal, sind que també ho és per a la salut humana i
inclus al medi ambient. L’'organisme d’analisi va ser I'Escherichia coli per la
seua capacitat de transmetre resisténcies de forma horitzontal.

Es van analitzar les resisténcies antimicrobianes a 9 antibidtics en soques
d’E. coli aillades de gallines reproductores de diferent edat: de cria (lot A) i de
gallines reproductores (lot B). Es varen estudiar meconis (lot A), excrements i
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peucs. Els resultats mostren que un 60.91% del total de les soques d’E. coli
aillades presenten resisténcia a ampicil-lina. Al lot A es van observar més
resisténcies, especialment als meconis, amb un 97.22% de resisténcies a algun
antibiotic, perd també per a excrements i peucs (95.51 i 57.50%,
respectivament).

Es va observar mitjangant I'analisi dels meconis que part de les resisténcies
es transmeten verticalment de mares a filles, encara que també hi ha que tindre
en compte el factor ambiental. Es per aix0 que la preséncia de
microorganismes resistents en aus de cria poden afavorir la preséncia
d’aquests als broilers, degut a la transmissidé vertical i suposen un risc
alimentari i un problema de salut publica.

ABSTRACT

The increase in the consumption of antibiotics in humans and in veterinary
medicine has caused an increase in antimicrobial resistance. The poultry
sector, with great economic impact, has a widespread use of antibiotics in its
different stages of breeding, which means that microorganisms with resistance
can reach the consumer. Then, the problem of resistances in this sector is not
only at the level of animal production, but also in human health and even in the
environment. The organism of analysis was Escherichia coli for its ability to
transmit resistances horizontally.

The antimicrobial resistance to 9 antibiotics in strains of E. coli isolated from
breeding hens of different ages were analyzed: pre-breeding (lot A) and
breeding hens (lot B). Meconiums (lot A), feces and sock swabs were studied.
The results showed that 60.91% of the total of the strains of E. coli isolated
showed resistance to ampicillin. In lot A, more resistances were observed,
especially in meconiums, with 97.22% resistance to an antibiotic, but also for
feces and sock swabs (95.51 and 57.50%, respectively).

It was observed through the analysis of the meconiums that part of the
resistances are transmitted vertically from mothers to daughters, although the
environmental factor must also be taken into account. That is why the presence
of resistant microorganisms in breeding birds can favor the presence of these
ones in broilers, due to vertical transmission and can be a food risk and a public
health problem.

Palabras clave: resistencias antimicrobianas, produccion avicola, transmision
vertical, E. coli, gallinas, meconios.



(a2 UNIVERSITAT
L|);) POLITECNICA
/ DE VALENCIA

g

INSTITUTO DE INGENIER{A DE
ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

INTRODUCCION

Se calcula que cada afio mueren unas 27.000 personas en la Union
Europea debido a infecciones bacterianas resistentes a antibioticos (Watson,
2008), segun la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria y el Centro
Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades en Espaia entre los
afnos 2011 y 2015 se estima que alrededor de 12.000 personas fallecieron, lo
que supone un 10% de las muertes por esta causa en la Unién Europea.
Suponiendo ademas un incremento en un 38% la mortalidad en nuestro pais
debido a ello (Palumbo y Gama Cubas, 2017).

El problema de las resistencias bacterianas no esta solo ocasionado por el
consumo excesivo de antibidticos en humanos, sino también por su uso en la
industria alimentaria (Cho et al., 2012). Espana es el pais donde se venden
mas antibidticos para uso veterinario de toda la Unidn Europea, segun la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) (Palumbo y Gama Cubas, 2017).
Estos antibidticos se utilizan para que el ganado se mantenga libre de
enfermedades, el uso de antibidticos para engordar animales esta prohibido
desde enero de 2006 en toda la Union Europea (Castanon, 2007), pero su uso
excesivo en los animales hace que aumente la probabilidad de que las
bacterias desarrollen resistencias a los farmacos (Vuthy et al., 2017). La
situacion es especialmente grave teniendo en cuenta que muchos de los
antibioticos que se utilizan en los animales son de gran importancia para la
salud humana. Entre ellos se encuentran la amoxicilina, las cefalosporinas
(como la ceftazidima o la cefotaxima) (WHO-AGISAR, 2011) o la ciprofloxacina,
quinolona mas importante usada para tratar la campilobacteriosis (Skarp et al.,
2016).

Ademas, aparte del peligro que representa que bacterias resistentes puedan
encontrarse en alimentos que puedan llegar al consumidor, otro problema a
tener en cuenta es que pueden ir acompanadas de un aumento de su
virulencia. Esto puede llevar a la recombinacién de propiedades de resistencia
y virulencia a través de la integracién de plasmidos, como se ha observado
para Salmonella en algunos casos (Fluit, 2005).

La multirresistencia es un fendbmeno que se produce cuando una bacteria
expresa resistencia a tres o mas familias de antibidticos (Basak et al., 2016).
Las multirresistencias se producen por mutacion espontanea o cuando se
transfieren genes de resistencia de una bacteria a otra (Saldarriaga et al.,
2015). Es por ello que el uso de antimicrobianos de amplio espectro (pueden
actuar frente a un amplio rango de bacterias) provoca una presion selectiva en
la microbiota bacteriana, lo que conlleva a un incremento de la seleccion de
bacterias multirresistentes y da como resultado un circulo vicioso de
tratamientos y aparicion de nuevas bacterias resistentes.

El tracto gastrointestinal humano es un reservorio importante de bacterias
con gran potencial para tanto recibir como transferir genes de resistencia a los
antibiodticos (Schjarring y Krogfelt, 2011). La importancia de la vigilancia de las
resistencias en cepas comensales es debida en gran medida al intercambio de
genes resistentes que puede ocurrir entre patdégenos y no patdégenos, incluso
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entre organismos gram positivos y gram negativos (McEwen y Fedorka-Cray,
2002). La microbiota intestinal de los animales que han sido tratados con
agentes antimicrobianos puede también servir como reservorio de factores de
resistencia, siendo de especial interés los enterococos y Escherichia coli, que
pueden jugar un papel importante en la transmision de genes mdéviles de
resistencia (Salyers, 1995).
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Uno de los mayores problemas de seguridad alimentaria para el hombre en
lo referente a bacterias como Campylobacter o Escherichia coli se encuentra
en el sector de produccion de carne, y especialmente, en el avicola (Newell et
al., 2010). La carne es un medio propicio para el crecimiento de
microorganismos y esto facilita la propagacion de bacterias patégenas y no
patogenas. Ademas, la manera mas habitual de contaminacién es la externa,
debido a la contaminacion cruzada en el momento del sacrificio y en el
procesado de la canal de carne (Gul et al., 2016).

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, de la
familia de las Enterobacteriaceae. Su presencia en la microbiota del tracto
gastrointestinal de humanos y animales de sangre caliente, y su alta capacidad
de producir infecciones intestinales (asi como en otros sistemas, como el
nervioso o el sanguineo), la convierten en un microorganismo de referencia a la
hora de estudiar su comportamiento, especialmente en cuanto a la seguridad
alimentaria se refiere. Un ejemplo de ello seria la aparicidon de Escherichia coli
con resistencia adquirida a cefalosporinas de amplio espectro es un problema
creciente a nivel mundial (Carattoli, 2008; Coque et al., 2008; Mo et al., 2016).
Como anteriormente se ha expuesto, las cefalosporinas son importantes
antibidticos utilizados para infecciones en humanos (WHO-AGISAR, 2011),
encontrandose un gran numero de casos de broilers y gallinas con E. coli
resistentes a cefalosporinas en broilers y gallinas (Ewers et al., 2012).

Ademas, el uso de antibi6ticos en los sistemas de produccion agricola y el
posterior uso del estiércol como abono, practica muy extendida, otorga una via
directa para la introduccion de antibiéticos, asi como de bacterias y genes
resistentes a estos, en los agroecosistemas. En un estudio llevado a cabo en
un rio en el norte de Colorado (Estados Unidos), se comprobd que las areas
cercanas a granjas lecheras tenian mayores concentraciones en genes de
resistencia a antibiéticos como tetraciclina y sulfonamidas. Ademas, en los
suelos fertilizados con estiércol, existia un aumento transitorio de bacterias con
resistencias a antibidticos (Pruden et al., 2006). En general, esta claro que las
actividades de producciéon animal, en concreto las que conllevan el uso de
antibioticos, pueden aumentar las bacterias y los genes de resistencia a
antibioticos en los agroecosistemas (Williams-Nguyen et al., 2016).

Por todo ello, el objetivo de este trabajo es el estudio y caracterizacion de
las resistencias antimicrobianas en cepas de Escherichia coli aisladas de
gallinas reproductoras de diferentes edades. A su vez, se busca analizar la
prevalencia de la resistencia a distintos antibiéticos de uso clinico y estudiar el
efecto del ambiente en la aparicion de dichas resistencias, las cuales pueden
suponer un riesgo para la salud publica.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras

Las muestras utilizadas en el estudio se obtuvieron de una explotacion
comercial de gallinas reproductoras. Dichas muestras se dividieron en dos
lotes: el lote A, en el cual, al inicio, las gallinas tenian un dia de vida (cria), y el
lote B, obtenido inicialmente de gallinas reproductoras con 27 semanas de vida
que se encontraban en una granja diferente. De cada uno de los dos lotes, se
obtuvieron tres muestras (M1, M2 y M3), de forma que en el lote A se
obtuvieron de gallinas jovenes de cria de 1 dia, 4 semanas y 19 semanas de
vida, respectivamente. Mientras, en el lote B se obtuvieron de gallinas de
reproduccion de 27, 30 y 33 semanas de vida para cada muestra. En cada
muestra se obtuvieron heces de las gallinas, de las calzas de los trabajadores
de la granja (al pisar en el gallinero, se obtiene una mezcla de materiales como
paja o las propias heces que se encuentran en el suelo donde habitan las aves)
y agua, salvo para la muestra 1 del lote A, que se obtuvieron meconios y las
cajas en las que se recogieron éstos dado que las gallinas estaban recién
nacidas. Las muestras se mantuvieron a 4 oC hasta el momento de su
procesado.

Aislamiento de Escherichia coli

A partir del material obtenido de la explotacién, se tomaron 25 gramos de
cada una de las muestras, y se diluyeron en agua de peptona tamponada
(APT) (DIFCO-BDTM, Le Pont de Claix, Francia) para hacer la dilucion inicial.
Posteriormente, se realizaron diluciones decimales seriadas, con el objetivo de
tener colonias aisladas. Se sembré en superficie 0,1 ml por duplicado en placas
de agar Triptona-Bilis-X-Glucuronido (TBX) (ScharlauTM, Barcelona, Espafia),
que se llevaron a incubar a 44+1 °C durante 24 horas, de forma que se
permitiera el crecimiento de E. coli. Finalmente, se produjo el recuento de las
colonias obtenidas.

Seleccion de cepas de Escherichia coli

Para la seleccion de cepas se tomaron, de las placas incubadas
previamente tal y como se ha descrito en el apartado anterior, 40 colonias
aleatorias de cada muestra de entre las que presentaban bordes definidos de
color verde azulado, siendo las consideradas como colonias tipicas de E. coli.
Tras esto, se hicieron pases a placas con Plate Count Agar (PCA)
(ScharlauTM, Barcelona, Espafa), realizando una siembra en triple estria y
dejando incubar a 37+1 °C durante 24 horas. Para la confirmacién, se realizd
como prueba bioquimica la prueba del Indol.

Conservacion de cepas de Escherichia coli

Las cepas de E. coli se congelaron para estudios posteriores. Para ello, se
hicieron pases a placas con medio Plate Count Agar (PCA) (Scharlau™,
Barcelona, Espafia) para, tras un dia de incubacion a 37+1°C, pasar a
congelarlas en crioviales (Pro-lab Diagnostics MicrobankTM).
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Estudio de la susceptibilidad antimicrobiana

La determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E. coli
aisladas se completdé mediante un estudio por difusion con discos (Test de
Discos para Susceptibilidad Microbiana, OXOID™, Inglaterra, Reino Unido) en
agar Mueller Hinton (MH) (DIFCO-BD™, Le Pont de Claix, Francia). Las cepas
de E. coli se enfrentaron a 9 antibitticos diferentes: acido nalidixico (NA) 30 ug,
ampicilina (AMP) 10 pg, cefotaxima (CTX) 30 ug, ceftazidima (CAZ) 30 ug,
ciprofloxacina (CIP) 5 pg, cloranfenicol (C) 30 ug, estreptomicina (S) 10 ug,
gentamicina (CN) 10 ug y tetraciclina (TE) 30 ug.

Para la realizacion de los antibiogramas se utiliz6 el método del
antibiograma disco-placa de acuerdo a las indicaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Las placas sembradas y con los
discos dispuestos se incubaron a 37+1 °C durante 24 horas.

Cada antimicrobiano posee un diametro de inhibicion estandarizado (segun
CLSI, 2012), y se expresan en milimetros. Tras la lectura de los halos de
inhibicion, se interpretan de tres formas posibles: sensible (S), intermedia (1) o
resistente (R), en base a las referencias dadas por el CLSI. Se us6 E. coli
ATCC 25922 como control. Los niveles de resistencia se determinaron de
acuerdo a las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2014).

Analisis estadistico

Se realiz6 una chi cuadrada mediante una tabulacion cruzada con los datos
de las resistencias antibidticas a los distintos antibiéticos empleados y se
consideraron como estadisticamente significativos, aquellos analisis con un p <
0,05. Asi mismo se realizd una ANOVA unifactorial para analizar si los
resultados de los antibiogramas en los distintos origenes, lotes y muestreos
eran estadisticamente significativos (p<0,05). Los calculos se realizaron con el
Software STATGRAPHICS Centurion XVI (Version 16.2.04).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento

Se aislaron un total de 444 cepas de E. coli. De éstas, 238 pertenecian al
lote Ay 206 al lote B. En cuanto al numero de cepas segun el origen de la
muestra, se obtuvieron 35 que fueron aisladas de los meconios y 33 de las
cajas en el muestreo 1 del lote A. En heces se aislaron un total de 208 cepas
(90 en el lote Ay 118 en el lote B), y de las calzas de aislaron 168 (80 en el lote
Ay 88 en el lote B). En la figura 1 se resumen las cepas obtenidas.
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Figura 1. Numero de cepas de E. coli aisladas en total, por lotes y segun la procedencia de
la muestra.

Resistencias antimicrobianas

En primer lugar, observamos el porcentaje de resistencias totales
(prevalencia) que se detectaron en el conjunto de ambos lotes. El numero total
de resistencias detectadas fue de 729, lo que equivale a un 18,24 % (frente a
un 73,80 % de susceptibles y un 7,96 % de intermedias). Este porcentaje no es
el de cepas resistentes, sino el de resistencias que se detectaron a algun
antibidtico (cada cepa se expuso a nueve antibioticos).

ANTIBIOTICO INTERMEDIAS RESISTENTES SENSIBLES

AMP 11 270 163
2,48% 60,81% 36,71%

Cc 10 8 426
2,25% 1,80% 95,95%

CAZ 89 8 347
20,05% 1,80% 78,15%

CIP 5 20 419
1,13% 4,50% 94,37%

CN 25 51 368
5,63% 11,49% 82,88%

CTX 54 33 357
12,16% 7,43% 80,41%

NA 43 68 333
9,68% 15,32% 75,00%

S 39 61 344
8,78% 13,74% 77,48%

TE 42 210 192
9,46% 47,30% 43,24%

Tabla 1. Prevalencia de resistencias a diferentes antibiéticos en cepas de E. coli aisladas
de gallinas (AMP: ampicilina; C: cloranfenicol; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; CN:
gentamicina; CTX: cefotaxima; NA: acido nalidixico; S: estreptomicina; TE: tetraciclina).

El porcentaje de cepas que presentaron alguna resistencia a uno, dos o
mas antibidticos fue del 71,96 % (320/444), mientras que 28,04 % del total de
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cepas (124/444) resultaron ser sensibles a todos los antibiéticos. Si nos fijamos
en la prevalencia (Tabla 1), el antibidtico para el que se detectaron mas
resistencias fue la ampicilina (AMP), con un 60,91 % de cepas resistentes. Mas
alejada, pero también destacable, resulto la tetraciclina (TE) con un 47,30 %.
Por el lado contrario, los antibioticos que mejores resultados obtuvieron fueron
el cloranfenicol (C), con un 95,95 % de cepas sensibles y sélo un 1,80 % de
resistentes y un 2,25 % de intermedias, asi como la ciprofloxacina (CIP), que
obtuvo un 94,37 % de cepas sensibles, un 4,50 % de resistentes y un 1,13 %
de intermedias.

La elevada resistencia a ampicilina puede ser debida al excesivo uso de
amoxicilina como antibiético en la granja de gallinas (la amoxicilina y la
ampicilina son ambas B-lactamicos y comparten los mismos mecanismos de
resistencia), mientras que la resistencia a la tetraciclina podria estar causada
por el uso de este mismo antibidtico (Pruksakorn et al., 2016; Van der Bogaard
et al., 2000). En el estudio que realiz6 la EFSA y el ECDC de resistencias en E.
coli y otros indicadores, también se observd una resistencia frecuentemente
alta a ampicilina y tetraciclina (ademas de a fluoroquinolonas y sulfonamidas,
mientras que para las cefalosporinas de tercera generacién (como la
cefotaxima o la ceftazidima), dicha resistencia era poco frecuente (EFSA,
2018). Esto puede ser debido a que muchas resistencias se encuentran en el
mismo elemento genético movil, plasmido, transposén o integron, lo que facilita
la co-seleccion de resistencias (Baker-Austin et al., 2006).

Resistencias antibioticas en el Lote A

Dentro del Lote A, gallinas jovenes de cria, se observan cuales han sido las
resistencias que se han detectado. Se presentan los resultados por origen de la
muestra: meconios (incluyen los resultados de las cajas, puesto que se trataron
como meconios), heces y calzas.

1) Meconios

En las cepas aisladas procedentes de meconios se observaron un 97,22 %
de cepas resistentes (66/68) a 1 o0 mas antibioticos, y tan sélo un exiguo 2,78 %
que no mostré ninguna resistencia. En todos los casos de cepas que
presentaron alguna resistencia, la ampicilina siempre estuvo presente. Por
antibidticos, el resultado fue 100 % de cepas resistentes para ampicilina,
97,14% para tetracilina, 77,14 % para cefotaxima, 57,14 % para estreptomicina,
48,57 % para gentamicina, y un 10,29 % para ceftazidima. En cuanto a
multirresistencias, se observd que el 77,79 % de las cepas presentan
resistencia a 3 o mas antibidticos, siendo sélo un 19,44 % resistentes
unicamente a ampicilina y tetraciclina. De entre las cepas que presentaron
multirresistencias, el perfil de resistencias mas observado fue AMP-TE-CN-
CTX-S. Se encontraron resultados similares en el estudio de Martins da Costa
et al. (2009), en el cual aparecieron cepas obtenidas de gallinas de un dia de
vida con resistencias a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina y gentamicina.

Esta elevada presencia de cepas multirresistentes puede estar debida muy
probablemente a que las cepas aisladas de las gallinas tengan las resistencias
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a los antibidticos debido a una transmision vertical, ya que no hubo ningun
suministro de antibidtico previo (Jiménez-Belenguer et al., 2016). También
puede verse agravada por la contaminacion de la granja (Dierikx et al., 2013) o
un manejo defectuoso o imperfecto durante la eclosion o hatching de los
huevos (Kim y Kim, 2010). De acuerdo con Bortolaia et al. (2010), la teoria de
la transmision vertical de las resistencias de madres a hijas es las mas
consistente, debido a que las diferencias entre las colonias obtenidas de ambos
grupos eran indistinguibles.

2) Heces

En cuanto a las heces, se encontraron un elevado porcentaje de cepas que
presentaban resistencia a la ampicilina, sola o en presencia de otros
antibidticos. En concreto, un 80,90 % de las cepas (73/90) eran resistentes a
ampicilina, siendo un 22,47 % correspondiente a la ampicilina en solitario y el
resto a combinaciones con los demas antibioticos, donde la mas repetida fue la
de ampicilina y tetraciclina con un 38,20 %. Solamente un 4,49 % fueron
sensibles a todos los antibidticos. En la Tabla 2 se resumen todas las
combinaciones obtenidas.

ANTIBIOTICO RESISTENCIA %
NA-TE 1,12 %
AMP-TE 38,20 %
AMP 22,47 %
NA-AMP 1,12 %
NA-AMP-TE 7,87 %
TE 14,61 %
AMP-C-CN 1,12 %
AMP-C-TE 1,12 %
AMP-CN 1,12 %
AMP-TE-S 7,87 %

Tabla 2. Combinaciones de resistencias a diferentes antibidticos en cepas de E. coli
aisladas de heces de gallinas del lote A (AMP: ampicilina; C: cloranfenicol, CN: gentamicina;
NA: acido nalidixico; S: estreptomicina; TE: tetraciclina).

Segun el estudio realizado por Jensen et al. (2018), las resistencias
cruzadas en antimicrobianos de uso comun, tales como la tetraciclina, la
ampicilina o la estreptomicina, pueden mantener las resistencias a otras
familias de antimicrobianos quimicamente distintas. La co-resistencia pudo ser
la razén de la presencia de resistencia a los antibioticos criticos importantes
para el tratamiento humano en E. coli en cerdos daneses, después de que la
industria hubiese dejado de usar dichos antimicrobianos. De esta forma, la
eliminacién de la prevalencia de resistencia antimicrobiana no deseada se hace
extremadamente dificil. La resistencia cruzada que se produjo entre ampicilina
y las cefalosporinas de tercera generacion hace pensar que el uso de
ampicilina puede mantener la resistencia ya adquirida a estos antimicrobianos
criticos de importancia. Los resultados del estudio de Jensen et al. coinciden
con el resultado obtenido para ampicilina en este estudio, por lo que la teoria
de la co-resistencia se refuerza.
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3) Calzas

El principal antibiético para el que se encontraron resistencias en la muestra
2 fue el acido nalidixico, con un 22,5 % de cepas (18/80), el mismo porcentaje
que para aquellas que no presentaron resistencia a ninguno de los antibiéticos
suministrados. En segundo lugar, se obtuvo un 17,5 % de cepas resistentes a
ampicilina. Mas alejadas, con un 7,5 y un 5 % respectivamente, quedaron las
combinaciones de AMP-C-CN-CTX y AMP-C-CN. Para el muestreo 3, un 37,5
% de cepas presentaron resistencia a ampicilina, mientras que el resto, en
porcentajes mucho mas bajos, fueron combinaciones de ampicilina con otros
antibidticos. Mientras, un 42,5 % de cepas no presentaron resistencia a
ninguno de ellos. En la figura 2 se resumen en las dos graficas los resultados
de ambos muestreos.

25
B AMP

m AMP-C-CN
® AMP-C-CN-CTX
AMP-C-TE-CN-S
B AMP-CTX-CAZ
B AMP-S
m AMP-TE
AMP-TE-S
NA
10 NA-AMP
B NA-AMP-CIP
® NA-AMP-CIP-TE
5 NA-AMP-TE
NA-TE
TE
TE-CN

20

15 -

0 .

Figura 2. Combinaciones de resistencias a diferentes antibiéticos en cepas de E. coli
aisladas de calzas de gallinas del lote A para el muestreo 2 (AMP: ampicilina; C: cloranfenicol;
CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; CN: gentamicina; CTX: cefotaxima; NA: &cido nalidixico;
S: estreptomicina; TE: tetraciclina).

En este caso, se observaron menos multirresistencias que para las heces.
Esto puede deberse a que, en el suelo y el ambiente, las bacterias tienen una
tasa de supervivencia menor, debido a su susceptibilidad a la depredacion,
inanicion o por la accion de microorganismos liticos (Acea et al., 1988), de
forma que se considera a E. coli un indicador de contaminacion fecal reciente.
Se ha supuesto tradicionalmente que E. coli muestra disminuciones naturales
en entornos abiertos. Sin embargo, al formar un reservorio ambiental de un
tamano dado en diferentes condiciones, pueden existir riesgos para la salud
humana. Los factores que determinan la tasa de supervivencia de
determinadas cepas de E. coli, y por lo tanto los riesgos, no son todavia
facilmente predecibles, por lo que comprender los efectos del habitat
secundario (especialmente en el suelo y agua) en E. coli seran importantes
para poder manejar el organismo desde perspectivas ambientales y de salud
publica (Van Elsas et al., 2010).
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Figura 3. Combinaciones de resistencias a diferentes antibiéticos en cepas de E. coli
aisladas de calzas de gallinas del lote A para el muestreo 3 (AMP: ampicilina; C: cloranfenicol;
CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; CN: gentamicina; CTX: cefotaxima; NA: &cido nalidixico;
S: estreptomicina; TE: tetraciclina).

Se analizaron los datos mediante una chi cuadrada, comparando los
porcentajes de resistencias para cada antibiético, asi como las medias de los
halos obtenidos en los antibiogramas. Cada antibiotico tiene un rango distinto
en los halos para determinar si la cepa era resistente, intermedia o sensible,
pero permite dar una idea de cuales son los antibiéticos que han presentado
mayor numero de resistencias. Comparando los porcentajes de resistencias, y
observando los P-valor, se vio que existen diferencias significativas para AMP,
TE, CTX, CN, NA, S y CAZ al comparar meconios con heces y meconios con
calzas, mientras que solo existen para AMP, TE y CTX al comparar heces con
calzas.

Con el fin de comparar los valores de resistencia antibiética (medida de los
halos en mm) entre los distintos origenes y muestreos, se realizaron varios
ANOVA que manifestaron la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en todos los casos, como se puede observar en las graficas que
muestran los intervalos LSD (figuras 4 y 5). Se observd que hay diferencias
significativas en todos los muestreos, asi como entre los tres origenes,
observandose los valores menores en diametro de halo que corresponden a los
valores de resistencia antibidtica.

halo (mm) A
]
1
‘
halo (mm) A
S X
.
H—
=
b

=

o0 I

19 B 19} i

1 2 3 calzas heces meconios
muestreo origen

Figuras 4 y 5. Analisis de medias e Intervalos LSD correspondientes a los ANOVA
realizados al comparar los valores de resistencia antibidtica (halos mm) en los distintos
muestreos (4, izda.) y origenes (5, dcha.) en el lote A.
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Resistencias antibioticas en el Lote B

Dentro del Lote B, gallinas reproductoras, se observan cuales han sido las
resistencias que se han detectado. Se presentan los resultados por origen de la
muestra: heces y calzas.

1) Heces

En las heces, nuevamente se obtuvieron un elevado porcentaje de cepas
con resistencia unicamente a ampicilina, un 17,80 % (21/118), asi como a
ampicilina con otras combinaciones de antibiéticos (destacando 11,86 % para
NA-AMP-CIP-TE y 10,17 % para AMP-TE). Un 32,20 % de las cepas no
presentaron ninguna resistencia, un valor mucho mas alto que en el lote A,
donde no llegaba al 5 %. Por antibioticos, se obtuvo un 47,46 % de cepas
resistentes a ampicilina, 44,07 % para tetraciclina, 28,81 % para &cido
nalidixico, 12,71 % para ciprofloxacina, 2,54 % para estreptomicina y 0,85 %
para gentamicina. Ademas, del 67,80 % de cepas que presentaron alguna
resistencia, un 18,64 % fueron multirresistentes, siendo la combinacién mas
repetida NA-AMP-CIP-TE.

ANTIBIOTICO RESISTENCIA %

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 TOTAL
AMP 22,22 % 11,43 % 17,5 % 17,80 %
AMP-TE 20 % 2,86 % 5% 10,17 %
AMP-TE-CN 2,22% 0 % 0% 0,85 %
AMP-TE-S 2,22% 0% 0 % 0,85 %
NA 4,44% 2,86 % 5% 4,24 %
NA-AMP 0% 2,86 % 0 % 0,85 %
NA-AMP-CIP-TE 11,11 % 22,86 % 25% 11,86 %
NA-AMP-TE 6,67 % 8,57 % 0 % 5,08 %
NA-CIP-TE 0% 2,86 % 0 % 0,85 %
NA-TE 2,22 % 0% 15 % 5,93 %
S 0 % 0 % 25% 0,85 %
S-TE 0% 2,86 % 0 % 0,85 %
TE 4,44 % 2,86 % 15 % 7,63 %

Tabla 3. Combinaciones de resistencias a diferentes antibidticos en cepas de E. coli
aisladas de heces de gallinas reproductoras del lote B segun la muestra y en todo el conjunto
(AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CN: gentamicina; NA: acido nalidixico; S: estreptomicina;
TE: tetraciclina).

Observando las resistencias segun el muestreo se puede ver la variacién en
el tiempo de estas. Se pudo comprobar un ligero descenso de las resistencias
para ampicilina, mientras que para tetraciclina se observd un notable aumento
para la muestra 3, pasando de porcentajes bajos a un 15 % de cepas
resistentes para este antibidtico en solitario 0 en combinacidon con el acido
nalidixico. En la Tabla 3 se resumen los porcentajes de resistencias para cada
muestra y en total en el Lote B.
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2) Calzas

En el Lote B no se aislaron cepas para la muestra 3, solo parala 1y 2. El
principal antibiotico para el que se encontraron resistencias en las calzas del
Lote B fue la ampicilina, con un 18,18 % (16/88). Si observamos el resultado
segun la muestra, se obtuvo un 31,11 % para ampicilina en la muestra 1 y un
4,35 % en la muestra 2, siendo este ultimo porcentaje muy similar al de otras
combinaciones de antibioticos. En segundo lugar, se obtuvieron un 6,82 % de
cepas resistentes a ampicilina y tetraciclina. Un 56,82 % no presentaron
ninguna resistencia a alguno de los antibidticos testados. Por antibioticos, se
obtuvieron un 36,36 % de cepas resistentes a ampicilina, 19,32 % a tetraciclina,
11,36 % a acido nalidixico, 3,41 % a ciprofoxacina, 2,27 % a estreptomicina y
1,14 % a cefotaxima y gentamicina. Del 43,18 % que presentaron alguna
resistencia, solo un 6,82 % de las mismas presentaron multirresistencia, siendo
la combinacion mas repetida NA-AMP-CIP-TE, al igual que sucedia con las
heces del Lote B, con un 3,41 %. En las figuras 6 y 7 se resumen los
porcentajes obtenidos para cada muestra en el lote B.

35
= AMP
30 = AMP-TE
= AMP-TE-CN-CTX
25 AMP-TE-S
20 ENA
= NA-AMP
15 NA-AMP-CIP-TE
NA-AMP-TE
10 - NA-TE
TE
5 . TE-S
O ,

Figura 6. Combinaciones de resistencias a diferentes antibiéticos en cepas de E. coli
aisladas de calzas de gallinas del lote B para el muestreo 1 (AMP: ampicilina; CIP:
ciprofloxacina; CN: gentamicina; CTX: cefotaxima; NA: acido nalidixico; S: estreptomicina; TE:
tetraciclina).

5

m AMP

4 ® AMP-TE
® AMP-TE-CN-CTX
AMP-TE-S
3 mNA
B NA-AMP
2 NA-AMP-CIP-TE
NA-AMP-TE
1 NA-TE
TE
0 TE-S

Figura 7. Combinaciones de resistencias a diferentes antibiéticos en cepas de E. coli
aisladas de calzas de gallinas del lote B para el muestreo 2 (AMP: ampicilina; CIP:
ciprofloxacina; CN: gentamicina; CTX: cefotaxima; NA: acido nalidixico; S: estreptomicina; TE:
tetraciclina).
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Nuevamente, se observaron menos multirresistencias en las calzas que en
las heces debido en parte a la baja tasa de supervivencia bacteriana en el
suelo y el ambiente. Los dos antibidticos que presentan mas resistencia en casi
todos los casos fueron ampicilina y tetraciclina, especialmente el primero. Los
B-lactamicos tienen varios mecanismos de resistencia, siendo uno de ellos
debido a la produccién de una enzima -lactamasa o penicilinasa, que hidroliza
el anillo B-lactamico y haciéndolo inefectivo. Los genes que codifican estas
enzimas pueden adquirirse mediante un plasmido o estar presentes en el
material genético de la bacteria (Drawz & Bonomo, 2010). Esto supone un
riesgo en los humanos, ya que los B-lactamicos es una de las familias de
antibidticos mas usadas para tratar infecciones bacterianas (Crowder et al.,
2006). Es por ello que suelen ser administrados con inhibidores de -
lactamasa, como el acido clavulanico con la amoxicilina (hay que recordar que
se usa habitualmente en granjas de gallinas), de forma que ésta no se vea
afectada por la accidén de las enzimas (Leonard et al., 2013).

' ,||||_ - POLITECNICA
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La pérdida de tratamientos efectivos con antibioticos debido a las
resistencias tiene no soélo impacto en las implicaciones clinicas, como el
aumento de la mortalidad, la reduccion de la eficacia de los antibidticos o el
incremento de la aparicion y diseminacion de patdogenos que afecten al ser
humano (World Health Organization Study Group, 2002), sino también en otros
aspectos. También hay consecuencias econdmicas debido al incremento en los
costes de los tratamientos y la estancia de los pacientes en hospitales para ser
tratados (Bengtsson & Greko, 2014), asi como consecuencias para el medio
ambiente, como la contaminacion del suelo y el agua (Cole et al., 2000).

Una vez analizados los datos del lote B se obtuvieron los P-valor mediante
una chi cuadrada, observando que soélo CIP, NA y TE mostraron diferencias
significativas al comparar los porcentajes de resistencias obtenidos en heces y
calzas. Una vez realizado el ANOVA se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) entre el muestreo 1 y los muestreos 2
y 3, pero no entre estos. En el muestreo 1 si se habia observado mayor
numero de resistencias que en los posteriores posiblemente debido a las
resistencias transmitidas por las progenitoras. También se obtuvieron
diferencias significativas entre los distintos origenes (p< 0,05), coincidiendo con
la presencia de mas resistencias en heces que en calzas.

28 -
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11 1] I

24 B 24 -

halo (mm) B
halo (mm) B

1 2 3 calzas heces
muestreo ongen

Figuras 8 y 9. Andlisis de medias e Intervalos LSD correspondientes a los ANOVA
realizados al comparar los valores de resistencia antibidtica (halos mm) en los distintos
muestreos (8, izda.) y origenes (9, dcha.) en el lote B.
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Resistencias antibiéticas en gallinas de recria vs gallinas reproductoras

Comparando el lote A con el B se pueden ver las similitudes y diferencias
entre las resistencias obtenidas en las gallinas de recria y las reproductoras, y
ver como evolucionan en el tiempo y con el cambio de ambiente. Para la
comparacion, se enfrentaron heces de un lote con heces del otro, asi como
para las calzas. Los meconios no se tuvieron en cuenta debido a que el
impacto de 1 dia frente a las semanas de vida no se considera.

Observando los porcentajes de cepas resistentes a cada antibidtico, en las
heces se obtuvieron los P-valor mediante una chi cuadrada y se apreciaron
diferencias significativas para AMP, TE, CIP y NA, mientras que para las calzas
se encontraron en AMP, C y CN.

El ANOVA realizado puso de manifiesto que en ambos casos tanto en heces
como en calzas los valores eran estadisticamente significativos, encontrandose
en ambos que en el lote A las medias fueron siempre menores y por
consiguiente  se  encontraron mayor numero de  resistencias
independientemente del tipo de origen de la muestra: heces o calzas. En las
figuras 10 y 11 se pueden observar los intervalos obtenidos para cada origen
en los distintos lotes.
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Figuras 10 y 11. Andlisis de medias e Intervalos LSD correspondientes a los ANOVA
realizados al comparar los valores de resistencia antibidtica (mm) de las heces de los lotes A 'y
B (10, izqda..) y de las calzas (13, dcha.).
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Para las heces hay diferencias significativas, y se observa como claramente
hay un mayor numero de resistencias en las gallinas de cria que en las
reproductoras, de igual forma que sucede para las calzas. Esto lleva a pensar
que, por un lado, la mayoria de resistencias vienen adquiridas por la propia
gallina (pese a no tener en cuenta los meconios, que era donde mas
resistencias aparecieron, los resultados arrojan grandes diferencias entre un
lote y otro). Por otro lado, la contaminaciéon ambiental no es tan acusada y las
resistencias por este motivo (en las calzas) disminuyen al pasar las gallinas de
una granja a otra.
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CONCLUSIONES

Las resistencias a los antibidticos se encuentran presentes desde el
nacimiento de las gallinas. Las madres las transmiten a las hijas, ya que en los
analisis de los meconios se obtuvieron una alta cantidad de resistencias, donde
las recién nacidas aun no habian recibido suministro de antibiético de ningun
tipo. La cantidad de resistencias a la ampicilina, tetraciclina y acido nalidixico
fueron especialmente altas al igual que a las combinaciones de ellas entre si o
con otros antibidticos.

El numero de resistencias en ambos lotes y a lo largo del tiempo disminuye
de forma general. Sin embargo, segun el antibidtico esta disminucién no se
produce como en el caso de ampicilina que mantiene el nivel de resistencia en
todos los origenes y lotes.

Aparece un mayor numero de resistencias en las cepas aisladas de heces
que en las calzas, debido a que Escherichia coli no presenta tanta
supervivencia en el suelo o el ambiente como en el tracto intestinal. Por tanto,
el manejo de las heces y su eliminacién en el ambiente debe de considerarse
de forma adecuada para no incrementar la carga ambiental de bacterias con
resistencia antibidtica.

Las resistencias en las cepas obtenidas de las calzas disminuyen de un lote
a otro debido al cambio de ambiente una vez que las gallinas pasan de cria a
reproduccion una vez son adultas. Por tanto, aunque el factor ambiental
también es determinante para la seleccion de las resistencias, el principal factor
desencadenante es el suministro de antibidticos a las gallinas y la transmision
vertical de madres a hijas.

La administracion de antibidticos puede causar la seleccion de las cepas de
microorganismos resistentes presentes en las aves de cria, lo que puede
favorecer la transmision de cepas resistentes desde las gallinas reproductoras
hasta los broilers debido a la transmision vertical y suponer un riesgo
alimentario y un problema de salud publica.
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