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RESUMEN

El incremento de bacterias resistentes y multirresistentes a los antibiéticos es
un problema actual de salud publica. Los animales destinados al consumo
humano suponen un importante reservorio de cepas resistentes capaces de
transmitir genes de resistencia a bacterias potencialmente patégenas. Debido a
la importancia del sector avicola en nuestro pais, se ha realizado un estudio a
partir de cepas de Enterococcus spp. aisladas de gallinas reproductoras de
diferentes edades con el fin de conocer la prevalencia de las resistencias a
antibioticos de interés clinico.

Se realiz6 una identificacion de especies de Enterococcus spp. en gallinas,
con el objetivo de ver el tipo de cepas que predominan en estos animales.
Obteniendo un 79,6% E. faecium y un 20,4% de la especie E.faecalis.
Posteriormente se estudio la tasa de resistencia a varios antibidticos de uso
clinico. Con un resultado del 88,4% de cepas con al menos una resistencia a un
antibiético y un 13,7% de cepas resistentes a mas de un antibiético. La mayoria
de las resistencias se observaron en Tetraciclinas (88%) y en Eritromicina (36%).
El estudio de los perfiles de genes de resistencia emrAy emrB en aquellas cepas
con resistencia a Eritromicina y Dalfopristina/Quinupristina mostré6 que la
presencia de estos genes fue de un 83% en muestras con resistencia a
Eritromicina y un 88% en muestras resistentes a Dalfopristina/Quinupristina.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se establece una elevada presencia
de los géneros E. faecalis y E. faecium en la microbiota intestinal de las aves.
También se ha visto un elevado nimero de resistencias a antibiéticos que en la
actualidad tienen uso clinico. Se ha establecido una posible relacién entre los
genes emrAy emrB a la resistencia de Eritromicina y Dalfopristina/Quinupristina.

RESUM

L'increment de bacteries resistents i multirresistents al antibiotics es un
problema de salut publica. Els animals destinats a la alimentaci6 humana
suposen un important reservori de cepes resistents amb capacitat de transmetre
gens de resisténcia a bacteries potencialment patogenes. Per la importancia del
sector avicola, se ha realitzat un estudi partint de cepes de Enterococcus spp.
aillades de gallines reproductores de diferents edats amb la finalitat de conéixer
la prevalenca de les resisténcies a antibiotics d’interés clinic.

Amb I"objectiu de veure el tipus de cepes que predominen en estos animals.
Obtenint un 79,6% E. faecium i un 20,4% de la especie E. faecalis. Posteriorment
es va estudiar la tasa de resistencia a diversos antibiotics d"as clinic. Amb un
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resultat de 88,4% de cepes amb al menys una resistencia a un antibiotic i un
13,7% de cepes resistents a més d un antibiotic. La majoria de les resisténcies
es van observar en Tetraciclines (88%) i en Eritromicina (36%). L estudi dels
perfils de gens de resistencia emrA i emrB en aquelles cepes amb resistencia a
Eritromicina y Dalfopristina/Quinupristina va mostrar que la presencia de estos
gens va ser d'un 83% en les mostres con resistencia a Eritromicina i d"un 88%
en mostres con resistencia a Dalfopristina/Quinupristina.

Amb aquests resultats obtinguts en aquest treball se estableix una elevada
presencia del generes E. faecalis y E. faecium a la microbiota intestinal de les
aus. També s"ha vist un elevat nombre de resisténcies a antibiotics que en la
actualitat tenen un Us clinic. S ha establit una possible relacié entre el gens emrA
i emrB a la resistencia de Eritromicina i Dalfopristina/Quinupristina.

ABSTRACT

The growth of antibiotic resistant and multiresistant bacteria is a current public
health problem. Animals destined for human consumption represent an important
reservoir of resistant strains capable of transmitting resistance genes to
potentially pathogenic bacteria. Due to the importance of the poultry sector, a
study has been carried out using strains of Enterococcus spp. isolated from
breeding hens of different ages in order to determine the prevalence of antibiotic
resistance of clinical interest.

It was done a species identification in Enterococcus spp. in broilers. In order
to see the type of strains that predominate in these animals. Obtaining 79,6% E.
faecium and 20,4% E. faecalis. Subsequently, the resistance rate to various
antibiotics clinical use was studied. With a result of 88,4% of strains with at least
one resistance to one antibiotic and 13,7% of strains resistant to more than one
antibiotic. Most of the resistances were observed in Tetracyclines (88%) and in
Erythromycin (36%). The study of the profiles of resistance genes emrA and emrB
in those strains with resistance to Erythromycin and Dalfopristin/Quinupristin
showed that the presence of these genes was 83% in samples with resistance to
Erythromycin and 88% in samples resistant to Dalfopristin/Quinupristin.

With the results obtained in this work, a high presence of the genera E.
faecalis and E. faecium is established in the intestinal microbiota of broilers. Has
also been seen a high number of resistances to antibiotics that are currently in
clinical use. A possible relationship between the emrA and emrB genes to
Erythromycin and Dalfopristin/Quinupristin resistance has been established.

Palabras clave: Multirresistencias, Industria Avicola, Enterococcus spp.,
Antibiograma, PCR



INTRODUCCION

Los antibioticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las
infecciones bacterianas, tanto en medicina humana como en animal. Uno de los
mecanismos de adquisicion de la resistencia a los antibioticos se produce
cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de estos farmacos. Estas
bacterias farmacorresistentes pueden causar infecciones en el ser humano y en
los animales y esas infecciones son mas dificiles de tratar que las no resistentes
al no disponer de farmacos que las erradiquen.

La OMS advierte que la resistencia a los antibioticos estd aumentando en
todo el mundo a niveles peligrosos. Dia tras dia estan apareciendo y
propagandose en todo el planeta nuevos mecanismos de resistencia que ponen
en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes.
Un creciente namero de infecciones, como la neumonia, la tuberculosis, la
septicemia, la gonorrea o las enfermedades de transmisién alimentaria, son cada
vez mas dificiles e incluso imposibles de tratar, a medida que los antibiéticos van
perdiendo eficacia (OMS, 2020).

El uso generalizado de antibiéticos en seres humanos y animales contribuye
a este problema. Los antibioticos utilizados en animales productores de
alimentos estan estrechamente relacionados con los utilizados en la medicina
humana y pueden seleccionar resistencia en estos animales. La transmision
entre especies de bacterias resistentes o elementos genéticos resistentes de
animales a humanos puede ocurrir y ocurre (Tang et al., 2017).

El uso rutinario de los antibiéticos en el alimento de animales destinados para
el consumo humano ha contribuido a incrementar la generacién de bacterias
resistentes lo que conlleva a un problema mayor de salud publica (Cota et al.,
2014), desde 2006 se establece la prohibicion de la Unién Europea en el uso
preventivo de antimicrobianos en piensos medicamentosos (Reglamento (UE)
2019/6) para minimizar su impacto en Salud Publica. Otro factor que favorece a
la propagacion de enfermedades infecciosas es el uso de métodos de produccion
intensivo en el que los animales estdn hacinados en espacios muy reducidos
(Silbergeld et al., 2008).

Para abastecer el incremento en la demanda de productos de origen animal
en la Comunidad Valenciana a un precio asequible se implementa la ganaderia
intensiva industrializada, basada en el criado de un elevado nimero de animales
en espacios reducidos. Uno de los sectores mas afectados por este tipo de
produccion animal es el avicola (Instituto de ciencia y tecnologia animal, 2010).

La Autoridad Europea de la Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centro
Europeo para la Prevencion y el Control de enfermedades (ECDC) publico un
informe en 2012 sobre resistencia antimicrobiana a las bacterias zoonéticas que
afectan a seres humanos, animales y alimentos. La resistencia para el indicador
Escherichia coli en aves de corral era alta a la ciprofloxacina, antimicrobiano de
importancia critica, mientras que, para el microorganismo indicador en animales
Enterococcus, se registré alta resistencia de los animales a otro antibiético
importante, la eritromicina (AECOSAN, 2012).

En los ultimos afios el género Enterococcus ha cobrado una gran importancia
al nivel internacional por la adquisicion de resistencia a muchos antimicrobianos.
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De igual manera, son considerados indicadores de la inocuidad de los alimentos,
pues debido a su amplia distribucién, pueden encontrarse en estos productos y
sobrevivir a los procesos de tratamiento a que son sometidos, por su elevada
resistencia a condiciones adversas (Diaz et al., 2010).

Los enterococos se consideran microorganismos integrantes de la microbiota
intestinal del hombre y otros animales. Las especies mas frecuentes en el
intestino humano son E. faecalis y E. faecium. La proporcion de éstas varia
dependiendo de la region geogréfica, lo que hace suponer la influencia de la
dieta y de otros factores ambientales en la presencia de tales microorganismos
en el intestino (Abriouel, et al., 2008). En el ambito hospitalario la presencia de
brotes de E. faecalis representa entre 60% y 90% de los aislamientos clinicos de
enterococos. Mientras que E. faecium en la segunda especia aislada con mayor
frecuencia, representando el 5% al 16% de los aislamientos clinicos (Silvia, I.,
2005).

En el sector alimentario la presencia de enterococos se da con frecuencia en
el producto terminado. En el caso de productos cérnicos la contaminacion tiene
origen fecal y se produce durante el sacrificio (Foulquié Moreno, et al., 2006). En
muestras fecales provenientes de aves, las especies de E. faecalis y E. facium
son predominantes (Ledesma, et al., 2015).

Enterococcus se caracteriza por presentar resistencia intrinseca de grado
variable a un gran numero de antibidticos, y pueden adquirir nuevas resistencias
con una gran facilidad. Son comunes las resistencias adquiridas a cloranfenicol,
eritromicina, a altos niveles de aminoglicésidos y a tetraciclinas. La resistencia a
antibiéticos es un factor clave para la prevalencia de los de los Enterococcus en
las infecciones nosocomiales, ya que dificultan su erradicacion. Asi mismo, los
enterococos pueden contribuir a la diseminacion de genes de resistencia fuera
del ambito hospitalario, lo que tiene una especial importancia en alimentos
(Abriouel, et al., 2008).

Debido a la creciente preocupacion generada por el incremento de las
resistencias en Enterococcus spp. a distintos antibiéticos y su potencial
diseminacién a otros microorganismos presentes en la microbiota intestinal con
el consiguiente riesgo de salud publica se plante6 este trabajo que tiene como
objetivo el estudio y la caracterizacion de las resistencias antimicrobianas en
cepas de Enterococcus spp. aisladas de gallinas reproductoras como
potenciales transmisores de las resistencias a los pollos de consumo.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El estudio se realizé durante los meses de junio a diciembre de 2017, los lotes
obtenidos fueron de dos granjas de gallinas reproductoras. Las gallinas del lote
A al inicio de estudio tenian 1 dia de vida y al final del estudio 28 semanas. En
el caso de las gallinas del lote B, la edad al inicio del muestreo fue de 27 semanas
y al final de 54 semanas. Las muestras se comprendieron de meconios (solo en
el primer muestreo del lote A) y de heces y calzas (en ambos lotes). El muestreo
del estudio abarcé un total de 328 muestras distribuidas segun la tabla 1.



En el muestreo A se tomaron cinco muestras, la primera de ella tras 24 horas
de su nacimiento, las dos siguientes a las 4 y 19 semanas y las ultimas dos a las
25 y 28 semanas donde las gallinas eran adultas. Las muestras se codificaron
en orden cronoldgico desde M1 a M5, siendo M1 el primer muestreo. De las
muestras se seleccionaron 15 cepas de cada uno a excepcion de M1 que fueron
30.

TABLA 1. Muestreo de las gallinas por lotes y origen de las cepas.

Lote Muestreo Muestra Edad (dias) N ° Cepas

M1 Meconios 1 30

Heces 28 15

M2 Calzas 28 15

M3 Heces 76 15

A Calzas 76 15
M4 Heces 175 15

Calzas 175 15

M5 Heces 196 15

Calzas 196 15

M1 Heces 189 8

Calzas 189 10

M2 Heces 210 10

Calzas 210 10

M3 Heces 231 10

Calzas 231 10

M4 Heces 252 10

M5 Heces 273 10

Heces 294 10

B M6 Calzas 294 10
M7 Heces 315 10

Calzas 315 10

M8 Heces 336 10

Calzas 336 10

MO Heces 357 10

Calzas 357 10

Heces 378 10

M10 Calzas 378 10

Para el muestreo B se tomaron 10 muestras, la primera de ellas en gallinas
adultas de 27 semanas, este muestreo se repetiria cada tres semanas hasta el
altimo muestreo con las gallinas adultas de 54 semanas. Las muestras se
codificaron en orden cronologico desde M1 a M10, siendo M1 el primer muestreo.
De cada muestra se seleccionaron 10 cepas. En el caso de las M3y M4 no se
realizaron pruebas de calzas y en el muestreo M1 de heces solo hubo 8
muestras.

Tras la toma de muestras llevadas a cabo por el veterinario de la granja las
muestras fueron trasladadas hasta la Universitat Politecnica de Valéncia a 4°C.
Una vez recibidas las muestras en el laboratorio se conservaron a 4°C durante
24 horas hasta su analisis.



Tratamiento de muestras

Para las muestras de heces y meconios se pesaron 25 gramos y se afiadieron
225 gramos de agua de peptona (Buffered Peptone Water (ISO), Sharlau.
Barcelona, Espafia) obteniendo la disolucion 1:10. En el caso de las muestras
de calzas se ajusto la cantidad de agua de peptona hasta llegar a la dilucién 1:10.
A partir de esta primera dilucion se realizaron diluciones decimales seriadas con
agua destilada.

Aislamiento e identificacion de Enterococcus spp.

Se realizo el aislamiento de Enterococcus spp y su identificacion se llevo a
cabo mediante UNE ISO 7899-2, pero con una dilucion inicial de la muestra. A
partir de las diluciones decimales seriadas se sembraron en el medio selectivo
para enterococos Slanetz & Bartley (Slanetz Bartley Agar, Sharlau, Barcelona,
Espafia) mediante triple estria con el objetivo de obtener colonias aisladas. Se
incubaron a 37°C durante 48 horas. A partir de este cultivo, se seleccionaron
aleatoriamente 15 colonias tipicas de Enterococcus spp. para las muestras
provenientes del lote A y 10 colonias provenientes del lote B. Las colonias
seleccionadas se cultivaron en medio de agar caldo infusion cerebro corazén
(BHIA) (Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth), Sharlau, Barcelona. Espafia; Agar
Agar powder, for bacteriology, Scharlau, Barcelona. Espafia) y se incubaron a
37°C durante 24 horas.

Para la identificacion de Enterococcus spp. se sometieron las colonias
sospechosas a partir del cultivo en BHIA a la prueba de hidrélisis de la Esculina,
realizando una estria sobre el medio Agar Esculina (Kanamycin esculin azide
agar, Scharlau, Barcelona. Espafia) y se incubaron a 42°C durante 2-4 horas.
Todas aquellas colonias que produjeron un ennegrecimiento del medio por la
aparicion de sales insolubles de hierro resultante de la hidrélisis de la esculina
se consideraron positivas. Todas las colonias positivas de dicho andlisis se
consideraron Enterococcus spp.

Conservacion de las muestras.

Una vez aisladas las cepas, se realizé un cultivo en agar caldo infusion
cerebro corazon (BHIA) y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se
seleccionaron dos/tres colonias y se conservaron a -21°C en crioviales Pro-lab
Diagnostics Microbank TM para posteriores analisis.

Extraccién de DNA e identificacion molecular de E.faecalis y E. faecium.

Se llevo a cabo la PCR de identificacion de E. faecalis y de E. faecium para
todas las cepas aisladas. Para la extraccién del DNA se empled el kit comercial
Sigma-Aldrich (GenElute Bacterial Genomic DNA kit, USA) y se siguieron las
indicaciones del fabricante.

Las condiciones empleadas para la PCR de identificacion de especies fueron
las descritas por Depardieu et al. (2004) tal y como se muestra en la tabla 2.
Estas condiciones fueron las siguientes, 2.5 pl de NH4 Buffer (NH4 reaction
buffer, Biotagtm Dna Polymerase Bioline), 1.5ul MgClz2 a concentracion 1.5mM
(MgCl Solution, Biotagtm Bioline), 0.2 ul primers E. faecalis y E. faecium (Roche
diagnostics, Tib-molbiol. Berlin) en fase normal y fase reversa a concentracion
0.4 uM como se observa en la tabla 2, 0.2 pl de dNTP’s (DNTP Mix 100mM.



Bioline) a concentracion 200mM/nucledtido y 1,25U Taq polimerasa (Biotagtm
Dna Polymerase Bioline) Para un volumen total de 25 pl.

La reaccion PCR se llevo a cabo mediante el termociclador (Mastercycler ep
gradient S, Eppendorf). Los ciclos fueron: un primer ciclo a 94°C durante 3 min,
30 ciclos que constaron de las siguientes etapas: 94°C durante 1 min, 54°C
durante 1 min, 72°C durante 1 min y una extension final de 7 min a 72°C.

TABLA 2. Primers empleados en la identificacion molecular de E. faecalis y E.

faecium
Primer Secuencia Escala(umol) Referencia
E. faccalis (F)  CACCTGAAGAAACAGGC 04 Depardieu et
al. 2004
E. faecalis (R) ATGGCTACTTCAATTTCACG 0.4 Zefz’g'bdf“ et
E. faecium (F)  GAGTAAATCACTGAACGA 0.4 Zelfz’g'(')dfu et
E. faecium (R)  CGCTGATGGTATCGATTCAT 0.4 Zegggdfu et

La lectura de los resultados de la PCR se realizO mediante eletroféresis
convencional en gel Agarosa a 1,2% (Agarose D1 LOW EEO, Pronadisa) a pH
8.3 y 100bp. Utilizando Redsafe 5% (Redsafe, intRON Biotechnology) como
marcador fluorescente ultravioleta. Por un periodo de 1 hora a 100V.

Estudio de las resistencias antibioticas

Una vez identificadas las cepas a nivel de especie, se realizaron los
antibiogramas mediante la técnica de disco-placa (CLSI, 2014) en medio Muller-
Hinton (Muller-Hinton Broth, Sharlau, Barcelona. Espafia). Se seleccionaron los
antibidticos en base a las indicaciones de EFSA (2008) para la monitorizacion de
resistencias a antibidticos en cepas comensales aisladas de animales. Se
utilizaron los siguientes discos de antibiéticos a las concentraciones de
antibiotico que se detallan: Eritromicina (E) 15ug, Vancomicina (VA) 30ug,
Gentamicina (CN) 120ug, Estreptomicina (S) 300ug, Dalfopristina/Quinupristina
(QD) 15ug, Ampicina (AMP) 10 ug, Tetraciclina (TE) 30ug, Cloranfenicol (C)
30ug, Ciprofloxacina (CIP) 5ug, (Antimicrobial Susceptibility Test Disc, OXOID).
Se incubaron las placas a 37°C durante 24h.

Una vez las placas incubadas, se midieron los halos de cada antibiotico y
segun los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014)
se interpretaron los resultados, pudiendo ser cepas resistentes, intermedias o
sensibles.

Identificacién de genes de resistencia

Para la PCR de deteccibn de genes de resistencia a macrolidos-
lincosamidas-estretograminas B (MLS) ermA y ermB se emplearon las cepas que
resultaron ser resistentes a Eritromicina y a Dalfopristina/Quinupristina. La
busqueda de los genes de resistencia ermA y ermB es debido a que es el



mecanismo mas frecuente que confiere resistencia a los MLS (Ardanuy, et. al.,
2011).

Las condiciones empleadas para la PCR de emrA se seleccionaron en base
al articulo de Chen et al. (2007) que se muestran en la tabla 3. Las PCR se
realizaron en un volumen final de 25ul con la siguiente concentracién de los
reactivos: 1x NHa reaction buffer (Biotagtm Dna Polymerase Bioline), 2.5mM
MgCl2 (MgCl Solution, Biotagtm Bioline),), 0.25 pul primers emrA (Roche
diagnostics, Tib-molbiol. Berlin) en fase normal y fase reversa a concentracion
0.3 ul, 0.5mM pl de dNTP’s (DNTP Mix 100mM. Bioline) y 1.25U Tagpolimerasa
(Biotagtm Dna Polymerase Bioline). Las temperaturas del termociclador
(Mastercycler ep gradient S, Eppendorf) fueron de 94°C durante 4min, 30 ciclos
de 94°C/30s, 55°C/30s y 72°C/45s y la extension final de 7 min a 72°C.

TABLA 3. Primers empleados en la deteccidn de los genes de resistencia a
Eritromicina y Dalfopristina/Quinupristina.

Primer Secuencia Escala(umol) Referencia

ermA (F) GAAATYGGRTCAGGAAAAGG 0.01 Chen et al.
2007

ermA (R) AAYAGYAAACCYAAAGCTC 0.01 Chen et al.
2007

ermB (F) GATACCGTTTACGAAATTGG 0.01 Depardieu

et al. 2004

ermB (R) GAATCGAGACTTGAGTGTGC 0.01 Depardieu

et al. 2004

Las condiciones para la PCR emrB fueron las descritas por Depardieu et al.
(2004) (tabla 3) exceptuando la concentracién de los primers emrB que se ajusté
a 0.01umol obteniéndose resultados mas claros. Asi mismo se modifico las
condiciones del termociclador que de un 1 ciclo inicial a 94°C durante 4min, 30
ciclos de 94°C durante 30s, 58°C durante 30s y 72°C durante 45s y la extension
final de 7 min a 72°C.

La lectura de los resultados se realiz6 mediante eletroforesis convencional en
gel Agarosa a 1,2% (Agarose D1 LOW EEO, Pronadisa) a pH 8.3 y 100bp.
Utilizando Redsafe 5% (Redsafe, intRON Biotechnology) como marcador
fluorescente ultravioleta. Por un periodo de 1 hora a 100V.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron un total de 328 cepas de Enterococcus spp., de las cuales, 150
pertenecieron al lote Ay 178 al lote B. En cuanto al origen de muestras de las
cuales procedian se obtuvieron 30 cepas de meconios (todas del lote A), 158
cepas de heces (60 del lote Ay 98 del lote B) y 140 cepas de calzas (60 del lote
Ay 80 del lote B).

Identificacién de especies

Una vez se realizo la identificacion mediante PCR se obtuvo como resultado
gue todas las cepas estudiadas pertenecian a las dos especies de enterococos,
tal y como se muestra en la figura 1. La especie predominante fue E. faecium
con 261 cepas (79,6% del total) mientras que la especie E. faecalis se identifico
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en 67 cepas (20,4%). Los resultados obtenidos fueron similares al estudio de
Ballesteros et al. (2004), en el cual el 90% de las muestras pertenecian a las
especies E. faecalis y E. faecium. Aunque hay una diferenciacion en el
porcentaje de cada una de las especies, siendo el 77,1% de las muestras
analizadas de la especie E. faecalis y el 13,3% de la especie E. faecium.

Tras los resultados obtenidos se observd una gran diferencia entre los
distintos porcentajes de especies segun el origen de las muestras como se
observa en la figura 1. La Unica especie aislada de las muestras de meconios
fue E. faecalis, siendo el 100% de las muestras. En el caso de las pollitas (4-19
semanas) fue un 20% E.faecalis frente a un 80% de E. faecium. Mientras que
para ambos lotes y todos los tipos de muestras de gallinas adultas hubo un
cambio en el porcentaje, predominando E. faecium (89,5%). Este cambio podria
deberse a la utilizacion de cepas de E. faecium como probiotico, ya que estudios
como Chavez, et al. (2016) y Diaz et al. (2017) lo consideran como un promotor
del crecimiento en el sector avicola ya que evita la proliferacion de
microorganismos perjudiciales para las aves en su intestino siendo su uso muy
extendidos.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% ) . . | L]
1 dia Pollitas Adultas Adultas
Lote A Lote A Lote A Lote B
m E.faecalis 100% 20% 8,33% 11,11%
m E.faecium 0% 80% 91,67% 88,89%

FIGURA 1. Porcentaje de cepas E. faecalis y E. faecium en los distintos tipos de
muestras.

Resistencias antibidticas

En el estudio que se realizo entre las resistencias de las 328 cepas aisladas
a los nueve antibioticos utilizados, los resultados fueron de 245 (74,7 %) cepas
resistentes a un antibidtico, 45 (13,7%) cepas multirresistentes y 38 (11,6%)
cepas sensibles a todos los antibidticos.

Los resultados en E. faecalis fueron de 15 (22,4%) cepas resistentes a un
antibiotico, 35 (52,2%) cepas multirresistentes y 17 (25,4%) cepas sensibles a
todos los antibioticos. Para los resultados para E. faecium se encontraron 155
(59,4%) cepas resistentes a un antibiotico, 85 (32,6%) cepas multirresistentes y



21 (8%) cepas sensibles a todos los antibidticos. En la figura 2, podemos
observar los resultados obtenidos a las resistencias antibioticas.
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FIGURA 2. Resistencias antibioticas de las especies de E. faecalis y E. faecium.

Los resultados de las resistencias a cada antibiético se reflejan en la tabla 4,
donde se observan las diferencias en los porcentajes segun el antibiético
estudiado.

TABLA 4. Porcentajes de resistencias en antibioticos.

Antibidtico E QD |APM | TE C CIP | VA CN S

N° cepas 117 43 1 287 28 35 0 0 0

% 36 13 0,3 88 9 11 0 0 0

En los antibidticos de Eritromicina y Tetraciclinas el porcentaje es muy
elevado al igual que el estudio de resistencias en aves de Alcala (2018), donde
el resultado es de un 49% y 57% respectivamente.

La ausencia de cepas resistentes a Vancomicina se debe a que no esta
asociada dicha resistencia al sector avicola ya que las cepas resistentes
encontradas en animales datan de los afios 90 y se asociaron al uso de un
promotor del crecimiento animal llamado avoparcina que se prohibié en el afio
1997 en la Unién Europea (Farifias y Torres, 2007). En el estudio de Lapierre et.
al. (2010) de un total de 96 muestras de heces en aves se obtuvieron todas las
cepas de enterococos sensibles a Vancomicina. Con lo que concluimos que los
resultados obtenidos en nuestro estudio son los esperados por el origen de las
muestras y las especies de las cepas.

La funcién de los Macrolidos como la Eritromicina y las Estreptograminas
como la Dalfopristina/Quinupristina actian sobre el ribosoma de la bacteria
inhibiendo la sintesis de proteinas. EI gen emrB codifica una enzima que
disminuye dicha union confiriendo resistencia a este tipo de antibidticos
(Carrilero, 2017). También en el estudio de Abriouel, et al. (2008) asocia el gen
emrA a la resistencia de antibiéticos a través del mismo mecanismo.
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En la lectura de resultados observamos una ausencia de especies con
resistencia a estreptomicina. Debido a la ausencia de tratamientos con este
antibiotico destinados para aves, como se puede comprobar en la agencia
espafola de medicamentos y productos sanitarios.

Como en el estudio de Lapierre et. al. (2010) se obtuvo ausencia de muestras
resistentes a Gentamicina debido al escaso uso de este antibidtico en aves.

Prevalencia de resistencias antibidticas entre especies

Para un segundo estudio sobre las resistencias antibidticas se relacionaron
el tipo de muestras y los distintos lotes, pero se observé que no habia diferencia
significativa entre ambos y que una comparativa entre muestras con una gran
diferencia en las especies de cepas no aportaba informacion de importancia. Por
lo tanto, la siguiente comparacién de las resistencias a antibiéticos que se llevo
a cabo fue en base al tipo de especie como se puede observar en la figura 3.

Resistencias antibiéticas entre cepas E. faecalis y E. faecium
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FIGURA 3. Prevalencias entre cepas de E. faecalis y E. faecium

Tras los resultados se observa que el 100% de las resistencias a AMP fueron
muestras de la especie E. faecium, al igual que en el estudio clinico de Sanchez
et, al. (2004), dénde hubo diferencias signiticativas en las resistencias entre
especies, 1% en E. faecalis y de un 67% en E. faecium.

Por otro lado, el 100% de las resistencias a C fueron de la especie E. faecalis.

El porcentaje de cepas total resistentes a Eritromicina fue de un 36%. Segun
el origen de las muestras fue de un 50% en meconios, 36% en heces y un 33%
en calzas. Mientras que, segun la especie, el porcentaje de resistencia fue de un
45% en E. faecalis y un 33% en E. faecium.

El porcentaje de cepas resistentes a Dalfopristina/Quinupristina segun el
origen de las muestras fue de un 50% en meconios, 7% en heces y un 11% en
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calzas. Mientras que, segun la especie, el porcentaje de resistencia fueron de un
52% en E. faecalis y un 3% en E. faecium. En estos resultados la diferencia con
el estudio de Alcalda 2018 es significativa ya que se obtuvo un 65,7% de
resistencia en E. faecium, esta gran diferenciacion puede ser consecuencia de
la alimentacion de nuestras aves de cria frente a las aves en libertad.

Perfiles de resistencias antibidticas

Con el objetivo de conocer las resistencias desde otro punto de vista y en
base al articulo Magiorakos (2012), clasificamos las cepas en base a resistencias
obtenidas de los diferentes antibi6ticos. A través de los datos obtenidos se pudo
concluir que el tipo de muestra no afecta a la prevalencia de las cepas a los
antibiéticos estudiados. En cambio, la especie de cada cepa estudiada es un
factor de relevancia. Por lo que los perfiles de resistencias se llevaron a cabo
para cada lote por la especie de la cepa ya sea E. faecalis o E. faecium como se
observa en la tabla 5.

TABLA 5. Perfiles de resistencia de E. faecalis y E. faecium.

Lote A Lote B

Perfiles E.faecalis E. faecium E.faecalis E. faecium

n % n % n % n %

E 28 8,5 60 | 18,3 2 0,6 27 8,2
TE 37 | 11,3 98 299 | 13 4 139 | 42,4
E-TE 28 8,5 58 17,7 2 0,6 26 7,9

E-AMP 0 0 1 0,3 0 0 0 0
E-QD-TE 28 8,5 7 2,1 2 0,6 1 0,3
E-TE-CIP 28 8,5 6 1,8 0 0 1 0,3

E-TE-C-CIP 28 8,5 0 0 0 0 0 0

En la tabla 5 se observa en tanto lotes como cepas que el perfil de
resistencia presente similitudes tal que un gran nimero de muestras con perfiles
de resistencia a Eritromicina y Tetraciclinas. Al igual que en el estudio de
Pantozzi et. al. (2010) donde obtuvo un 73% de resistencia a Eritromicina y
Tetraciclina. Estos resultados son debidos al uso de estos antibitticos utilizados
como promotores del crecimiento en pequefias dosis con el fin de controlar la
microbiota intestinal de las aves y mejorar la absorcion de nutrientes como hace
referencia el estudio de Ardoino et. al. (2017).

Perfiles de genes de resistencia a Eritromicina

Tras obtener 117 muestras resistentes a Eritromicina se estudié la relacion
de dicha resistencia obtenida en las diferentes cepas y la presencia de genes de
resistencia emrA 'y emrB.

De las 117 muestras con resistencias a Eritromicina, 97 muestras (83%)
contenian al menos uno de los dos genes de resistencias estudiados y 20 (17%)
no presentaba ninguno de estos genes. En comparacion con el estudio Lapierre
et. al. (2010) del cual tenemos un 80% de muestras resistentes a Eritromicina
con presencia de genes de pares de bases iguales a emrB y un 3% con genes
de pares de bases iguales a emrA.
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En el caso de las 15 muestras provenientes de meconios, el 100% contenian
al menos un gen de resistencia estudiado, mientras que en las muestras de
heces fueron 76% (38) y en calzas 85% (44).

Resistencia a Eritromicina
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FIGURA 4. Genes resistentes a Eritromicina por tipo de muestra.

En las muestras de meconios, el 100% de los perfiles de resistencia
mostraron la presencia de los genes ermA y ermB. Para las muestras de heces,
un 52% de las muestras mostraron Unicamente la presencia del gen ermB y en
el 24% de las muestras se encontraban tanto el gen ermA como el gen ermB. En
las muestras de calzas un 6% de las muestras se encontraban ambos genes de
resistencias. Un 2% de las muestras contenian Unicamente el gen ermA y un
77% solamente presentaban el gen ermB.

En las 30 cepas resistentes de la especie E. faecalis el 100% presentaron al
menos un gen de resistencia estudiado, mientras que de las 67 cepas de E.
faecium el porcentaje fue del 77%.

En total se obtuvo una presencia del 88% de genes emrB en cepas
resistentes a Eritromicina en concordancia con el estudio de Felix et. al, 2018.
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FIGURA 5. Genes resistentes a Eritromicina por cepas.
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En las cepas pertenecientes a E. faecalis, el 93% de los perfiles de resistencia
presentaron los genes ermA y ermB y el 7% contenian Unicamente el gen de
resistencia ermB. En las muestras de E. faecium un 2% de las muestras se
encontraban ambos genes de resistencias, un 1% de las muestras contenian
Unicamente el gen ermA y un 74% solamente presentaban el gen ermB.

Perfiles de genes de resistencia a Dalfopristina/Quinupristina

Tras los resultados obtenidos en la resistencia a Dalfopristina/Quinupristina
se procedié a estudiar la relacion de dicha resistencia obtenida en las diferentes
cepas y la presencia de genes de resistencia emrA y emrB.

En el total de las 43 muestras con resistencias a Dalfopristina/Quinupristina
el 88% (38) contenian al menos uno de los dos genes de resistencias estudiados
y el 12% no presentaba ninguno de estos genes.

En el caso de las 15 muestras provenientes de meconios el 100% de las
cepas con resistencia a Dalfopristina/Quinupristina contenian al menos un gen
de resistencia estudiado, en las muestras de heces el porcentaje era del 83%
(15) y en calzas del 80% (8).

Resistencia Dalfopristina/Quinupristina
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FIGURA 6. Genes resistentes a Dalfopristina/Quinupristina por tipo de muestra.

En las muestras de meconios, el 100% de los perfiles de resistencia
presentaron los genes ermA y ermB. Para las muestras de heces, un 17% de las
muestras contenian Unicamente el gen ermB y en el 67% de las muestras se
encontraban tanto el gen ermA como el gen ermB. En las muestras de calzas un
10% de las muestras se encontraban ambos genes de resistencias y un 70% de
las muestras contenian unicamente el gen ermB.

En el caso de muestras resistentes de la especie E. facelis el 86% presentaron
al menos un gen de resistencia estudiado, en las muestras de cepas E. faecium
el porcentaje resulté ser del 100%.
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Resistencia Dalfopristina/Quinupristina
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FIGURA 7. Genes resistentes a por cepas.

En las muestras de E. facelis, el 80% de los perfiles de resistencia contenian
los genes ermA y ermB y el 6% contenian Unicamente el gen de resistencia
ermB. En las muestras de E. faecium el 100% de las muestras contenian
Unicamente el gen ermB.

Este elevado numero de muestras con presencia de ermA y/o emrB constata
la idea de que estos genes son los responsables de la resistencia a
Quinupristina/Dalfopristina como menciona el articulo Abriouel, et al., (2008).

CONCLUSIONES

La totalidad de los microorganismos aislados en los muestreos pertenecieron a
las especies E. faecalis y E. faecium, que al igual que en otros estudios son las
especies mas comunes en aves.

Entre el tipo de muestras existio una diferencia de especies mientras que en
todas las muestras provenientes de meconios la Unica especie que se encontrd
fue E. faecalis, mientras que en heces y calzas la especie E. faecium tuvomayor
presencia.

La resistencia de Enterococcus spp. a los antibiéticos estudiados fue similar
segun el tipo de muestra y por lo tanto no fue una variable que afecté a los
resultados obtenidos.

La resistencia de Enterococcus spp. a antibidticos resulto ser elevada y variable,
presentando mayores resistencias a Eritromicina y Tetraciclina, mientras que
mostré sensibilidad en todas las muestras estudiadas a Vancomicina,
Gentamicina y Estreptomicina.
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Las resistencias a antibidticos variaron segun las cepas, mientras que en E.
faecium se encontraron resistencias a Cloranfenicol, en E. faecalis todas las
muestras fueron sensibles a dicho antibiotico.

Los perfiles de resistencia mostraron que las cepas de Enterococcus spp.
estudiadas manifestaron multiresistencias tanto a 3 como a 4 antibidticos,
ademas las multirresistencias se encontraron con mayor frecuencia en las
muestras de Lote A que eran las pollitas de menos edad.

Los genes ermA y ermB aparecieron en un gran numero de cepas resistentes a
Eritromicina y Dalfopristina/Quinupristina, lo que lleva a pensar una cierta
posibilidad de que estos genes confieran resistencias a estos antibioticos, lo cual
supondria un riesgo de salud publica si se transmitieran a los pollos de consumo.
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