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RESUMEN

La resistencia de las bacterias a los antibiétie®sun problema importante de salud publica, geetafa
diversos ambitos, tanto en medicina, como en vetad, en seguridad alimentaria y ambiental.

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEEBEBzZImas producidas por bacilos gramnegativos y e
especial porEscherichia coli (E. coli) que confieren resistencia a la mayoria de arnitoi® betalactamicos a
excepcion de los carbapenémicos y cefamicinasnalgoria son inhibidas por el acido clavulanico.

Los objetivos de este trabajo ha sido determiagprévalencia de colonizacion en pollosEseherichia coli
productores df-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y evaluaesistencia a diversos antimicrobianos.

Se recogieron 90 muestras rectales de pollosssé@a@ngorde provenientes de granjas avicolas derifee
durante el periodo 2012-2013. Todas las muestrasrsbraron en el medio chromID TM ESBL (bioMérieu3®)

y se incubaron durante 24h a 37°C. La detecciéatifgina dep-lactamasas de espectro extendido se realizé de
acuerdo con las recomendaciones del Clinical atbiadory Standard Institute (CLSI) y por el Métadio Jarlier.

Los ensayos de resistencia antibidtica se realizpoo sistemas automatizados. Los aislados fueaacterizados
fenotipicamente como productores de BLEE. Se ohitiér el perfil de resistencia a antimicrobianottdeal de
cepas aisladas y los patrones de resistencia pheaot®s.

Los resultados muestran una prevalencia totaB@8@%. En todas las granjas muestreadas se deteEtacoli
BLEE. La resistencia a los antibioticos obtenidadlevada.

En conclusion, la prevalencia Becoli BLEE encontrada es muy elevada y superior a lnslies consultados y
dado que pueden actuar como reservorio de esta®arganismos a nivel comunitario, es necesario sgie
aumenten las medidas de deteccion y control eemmdg este microorganismo.

Palabras clave Escherichia coli, B-lactamasas de espectro extendido, pollos.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacilo gramnegativo
comensal en los seres humanos y animales. Esta
cominmente presente en el medio ambiente y se
considera un indicador de la contaminacion fecal en
los alimentos y el agua. La mayoria de las cepas so
comensales, pero algunas cepas Hlecoli son
patégenos para los humanos y los animales (Torres
& Zarazaga 2007; Zhao et al. 2012).

Uno de los principales mecanismos de resistencia
en este tipo de bacterias es la produccionpde
lactalactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Junying et al. 2012). De hecho, en los ultimossafio
se han observado cepas clinicas portadora$-de
lactamasas de espectro extendido (BLEE), fundamen-
talmente en aislados procedentes de pacientes de la
comunidad (Paterson&Bonomo, 2005; Romero et al.,
2005; Rodriguez.-Bafio& Navarro, 2008; Khanfar et
al., 2009; Maina et al., 2012).

En humanos, el principal reservorio &e coli
productoras de BLEE es el tracto digestivo, y su
transmision se facilita por el contacto a travédade
manos, habiéndose descrito transmision plasmidica y
bacteriana de estas enzimas entre personas por
contacto directo. También se ha considerado que
ciertos alimentos de origen animal, principalmearte
relacién con las aves de corral, podrian ser fudate
transmision de enzimas BLEE al hombre. Distintas
publicaciones hacen referencia a la detec&odooli
portadoras de BLEE en muestras fecales de distintos
tipos de animales sanos, tanto animales destireldos
consumo humano como animales de compafiia y
animales salvajes (Torres & Zarazaga 2007; Li et al
2007; Smet et al., 2008; Ewers et al., 2012), asicc
en distintos alimentos de origen animal, indicatado
elevada prevalencia de coli portadora de BLEE en
las aves y mas concretamente en los pollos (Jgnyin
et al. 2012; Dierikx et al., (2013).

Segun el informe publicado porHaropean Food
Safety Authority (EFSA) (2011), es particularmente
complicado determinar los factores de riesgo fara
aparicion de BLEE por la falta de disponibilidad de
datos o falta de precisiéon. El uso de los antimicro
bianos es un factor de riesgo de la seleccionpyda
pagacion de clones resistentes, genes de ressstenci
plasmidos. Como la mayoria de las cepas BLEE
llevan resistencias adicionales a otros de uso nomu
medicamentos veterinarios, el uso genérico de los
antimicrobianos es un factor de riesgo de BLEE y no
se limita especificamente al uso de cefalosporinas.
Otro de los factores de riesgo es el intenso camerc
de animales en miembros de la UE.

También existen numerosos estudios sobre la relacio
de E. coli BLEE aislados de animales para el
consumo, de carnes y las cepas humanas. En el
estudio de Cortés et al. del 2010, se aislaron y se
caracterizaron el potencial patdgenico de cepas-res
tentes deE. coli a partir de muestras de pollos y cer-
dos en granjas. Entre los 86 aislamientos de granja

23 (26,7%) tenian dos o mas genes de virulencia
tipicos de E. coli patégena extraintestinal. Los
resultados hacen especial hincapié en el riesgo
zoon@tico que se plantea especialmente por las gran
jas de aves de corral, pero también por las gralgas
cerdos, como reservorios d& coli BLEE. Lever-
stein-van Hall et al. (2011) en Dinamarca realiraro
un estudio para comparar las cepagdeoli BLEE

en humanos con las existentes en pollos y muestras
de carne de venta al por menor. Encontraron que el
94% de las muestras de carne de pollo contenian
cepas productoras de BLEE, de los cuales el 39%
pertenecian &. coli con genotipos presentes en
muestras humanas recogidas de hospitales de la zona
Ellos concluyeron que estos resultados son indicati
vos de la transmision de genes de BLEE, plasmidos
y aislados dé. coli de las aves a los seres humanos,
muy probablemente a través de la cadena alimentaria
Johnson et al.,, (2012) estudiaron las asociaciones
entre la resistencia a multiples farmacos, el pidsm
contenido, y el potencial de virulencia entre el
patotipo Escherichia coli patogénica extraintestinal
(EXPEC), las cepds. coli comensales de humanos y
las cepasE. coli de aves de corral. Ellos sugieren
que la cepas deescherichia coli aviar, poseen
cominmente la capacidad de resistir a multiples
agentes antimicrobianos, y pueden servir como
reservorios de plasmidos de resistencia frareoli
extraintestinales patégena y comensales en humanos.
Concluyen que estos hallazgos sugieren quédc.en
coli extraintestinales, la multirresistencia se asocia
mas comunmente con plasmidos, y que estos
plasmidos se encuentran con frecuencia en cEpas
coli aviar a partir de los sistemas de produccion de
aves de corral.

Recientemente, Dierikx et al., (2013), realizaron
un trabajo cuyo objetivo fue establecer la prewcite
de E. coli B-lactamasas (BLEE) y AmpC en las
granjas de pollos de engorde y en los agricultores
holandeses y comparar las cepas de los animales con
las humanas. Encontraron resultados positivos para
todas las granjas y un porcentaje de positividalden
pollos del 80% y el 33,3% (6/18) granjeros y 5
aislamientos eran similares genéticamente a los obt
nidos en los pollos. Ellos indican la existenciau®
alta prevalencia de aves que transporEancoli
BLEE / AmpC y una alta prevalencia d& coli
BLEE / AmpC en los granjeros, lo que consideran
que no es deseable, debido al riesgo que esto supon
para la salud humana y que la investigacion futura
deberia centrarse en la identificacion de la et
estas cepas en la cadena de produccién de polas pa
hacer intervenciones preventivas cuyo resultado sea
la reduccién de estas cepas.

El objetivo del estudio ha sido determinar la
prevalencia de colonizacion d& coli BLEE en
pollos vivos sanos en granjas avicolas de ladisla
Tenerife y el perfil de sensibilidad/resistencia a
antimicrobianos de las cepas aisladas
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MATERIAL Y METODOS

Recogida de muestras

Se recogieron un total de 90 exudados rectales de
pollos en 6 granjas avicolas de la isla de Tendrde
edad de los pollos muestreados era entre 16 ya&l di
Todas eran granjas de pollos de cebo, con una media
del ndmero de pollos en el momento de la visita de
18666 (maximo de 26000 y minimo de 15000) y
todas tenian instalaciones modernas. Eran naves
cerradas, con ambiente controlado en cuanto a tempe
ratura, humedad y ventilacién y disponian de dispo-
sitivos a fin de evitar en la medida de lo posible
entrada de posibles patégenos. Las granjas visitada
cumplian con la normativa vigente, el Real Decreto
692/2010, que establece la normativa minima para la
proteccién de los pollos destinados a la producd@n
carne. En todas ellas la alimentacién era pienso si
adicionar antibioticos.

Las muestras una vez recogidas se conservaron en
el medio Stuart-Amies (Deltalab®) en nevera y se
procesaban dentro de las dos primeras horas.

Analisis microbiolégico

Todas las muestras se sembraron en el medio
chromIiD TM ESBL (bioMérieux® SA) y se incu-
baron durante 24h a 37°C. Se trata de un medio cro-
mogénico selectivo destinado al cribado de entero-
bacterias productoras de BLEE, gracias a que
contiene una mezcla de antibioticos y sustratos cro
mogénicos que permiten la identificacién directa de
E.coli BLEE por la coloracién espontanea (rosa a
burdeos) de las cepas productoras fegluco-
ronidasa. A las colonias sospechosas se les realiza
ron las pruebas de la oxidasa (Fluka® analytical) e
indol (Panreac®) mediante tiras reactivas pardiveri
car que se trataban d& coli (oxidasa negativo e
indol positivo). Después, dichas colonias, se sem-
braron en el medio selectivo y diferencial de McCon
key (bioMérieux® SA) con el fin de conseguir un
cultivo puro y las pruebas bioquimicas y la resiste
cia a los antibidticos se realizaron mediante tasje
AST-N243 para Vitek 2 BioMérieux®). El test
confirmatorio de la produccion de BLEE utilizado
fue la prueba de sinergia de doble disco (método de
Jarlier).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se observa la prevalenci&deoli
BLEE segun las distintas granjas muestreadas. El
100% de las granjas fueron positivas para estds-bac
rias. La prevalencia dE. coli BLEE en las granjas
oscilo entre el 73,3% y el 100%. En el total de las
muestras analizadas el porcentaje de positividad fu
del 86,6.

En la Tabla 2 aparecen reflejados el porcentaje de
resistencia a los antibiéticos estudiados de las 78
cepas deE. coli BLEE estudiados. La multirresis-

Tabla 1. Prevalencia d&. coli BLEE segun
granja de procedencia.

N° de| N° de muestras| Prevalencia
granja positivas

1 13 86,7

2 12 80,0

3 12 80,0

4 15 100

5 11 73,3

6 15 100

Tabla 2. Porcentaje de resistencia de las cepas a
los antibidticos ensayados.

Antibiético % de
resistencia

Amoxicilina/Acido Clavulanico 100
Piperacilina/Tazobactam 100
Ampicilina 100
Cefuroxima 100
Cefuroxima Axetil 100
Cefoxitina 100
Cefotaxima 100
Ceftazidima 100
Cefepima 100
Ertapenem 0
Imipenem 0
Amikacina 0
Gentamicina 6,8
Acido Nalidixico 92,4
Ciprofloxacina 73,4
Tigeciclina 0
Trimetropina/Sulfametoxazol 24,1

tencia observada incluye cefalosporinas de tercera
generacion, aminoglucésidos, quinolonas y cotrimo-
xazol. Las mayores resistencias, sin considelas a
B-lactdmicos no carbapenémicos, aparecen en las
quinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacino), sig

do del trimetropin/sulfametoxazol (cotrimoxazol).

DISCUSION

En nuestro estudio encontramos una elevada
prevalencia de colonizacion de pollos por cepak.de
coli BLEE, superior a los distintos estudios consul-
tados, como se observa en la Tabla 3, en la que
aparecen reflejados diversos estudios sobre
colonizacion de muestras de pollos pocoli BLEE,
el pais de realizacién del estudio y la prevalencia
obtenida.
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Tabla 3.Prevalencia en otros estudios de
colonizacion de pollos pdt. coli BLEE

Referencia Pais Prevalencia|
Brifias et al., 2003 Espafia 4.2%
Brifias et al., 2005 Espafna 6.3%
Smet et al., 2008 Bélgica 45%
Costa et al., 2009 Portugal 42.1%
Yuan et al., 2009 China 80%
Lietal., 2010 China 67%
Randall et al., 201) Gran Bretafia 50%
Geser et al., 2011 Suiza 6,3%

Diversos estudios hablan de la diseminacion en
Europa de cepas dé. coli BLEE aisladas en los
pollos. El empleo de cefalosporinas de amplio
espectro en animales podria ser un factor de sé@hecc
de bacterias productoras fidactamasas de espectro
extendido, unido al sistema de cria intensiva y el
hacinamiento al que se ven sometidos con frecuencia
los animales, lo que facilita enormemente, tanto el
intercambio de bacterias entre individuos como el
intercambio de genes de resistencia entre bacterias
(Torres & Zarazaga, 2007; Leverstein-van Hall et al
2011).

Dierikx et al, (2010a), indica el aumento de la
prevalencia de estas cepas relacionandola coroel us
indiscriminado de antibidticos en veterinaria. Eroo
estudio de Dierikx et al. (2010b) describieron un
aumento de la prevalencia Hscherichia coli BLEE
en el tracto gastrointestinal de animales sanos
productores de alimentos, en especial pollos, gasan
del 3% en 2003 al 15% en 2008 y en 2009, se
detectaron en el 100% de las granjas estudiadas (26
granjas). Estos resultados del 2009 concuerdan con
los obtenidos por nosotros con un 100% de granjas
positivas.

Randall et al. (2011) en un estudio realizado con
la finalidad de determinar la prevalencia de
Escherichia coli productor de p-lactamasas de
amplio espectro (BLEE) en las aves en Gran Bretafia,
encontraron que el 50% de las muestras de pollo
tenian un crecimiento positivo para estas bacterias
resistentes, indicando que este resultado sugiere u
alto porcentaje de colonizacion de estos animades p
este tipo de cepas. El porcentaje, sin embargo, es
claramente inferior al obtenido por nosotros.

En este mismo pais, Horton et al. (2011)
estudiaron la prevalencia de estos microorganismos
en ganado vacuno, cerdos y pollos, encontrando la

mayor prevalencia, asi como el mayor recuento de
estas bacterias en muestras procedentes de pollos,
indicando que es importante determinar el ndmero
absoluto de bacterias que secretan los animalas a |
hora de realizar los estudios epidemiolégicos para
evaluar los riesgos de transmisién de estas basteri
por los alimentos.

Geser et al. (2011) en un estudio realizado en
Suiza sobre prevalencia Haterobacteriaceae BLEE
en distintos animales de granja (vacas, cerdoga®ve
y pollos) en 100 granjas diferentes encontraron una
prevalencia variable segun el animal. En los gdbo
prevalencia fue del 63,4% muy superior a la
encontrada en las muestras de los otros animales
estudiados, pero inferior a la encontrada por mosot
Diversos autores indican que el nivel de resistenci
los antimicrobianos dE. coli representa un indicador
Gtil de la difusion de la resistencia en poblacgode
bacterias y de la presion selectiva impuesta psr lo
antimicrobianos utilizados en el tratamiento de los
seres humanos y de animales productores de
alimentos (Sgrum et al., 2001; Alhaj et al., 2007)

Séenz et al. (2001), demostraron que la frecuencia
de resistencia a diferentes agentes antimicrobianos
E. coli diferian de acuerdo a la fuente de los aisla-
mientos. LosE. coli aislados de voluntarios humanos
sanos presentaban una resistencia del 16% y 8% a la
ciprofloxacino y gentamicina respectivamente, mien-
tras que los E. coli aislados de pollos de engorde
presentaban una resistencia mayor a la ciproflogaci
(CIP) (38%) y gentamicina (GM) (40%). Nosotros
encontramos resistencias a estos dos antibiéticos e
porcentajes, superior en el caso de la ciproflaxaei
inferior para el antibiético gentamicina.

Geser et al., (2012), encontraron en Suiza que de
62 cepas productoras dE. coli BLEE, aisladas de
muestras rectales de pollo: 51 eran resistentesraa
ciclina (82.3%), 37 a cotrimoxazol (59,7%), 24 a
acido nalidixico (38.7%), 6 a aminoglucdsido (9.7%)

2 a cloranfenicol (3.2%), 4 a ciprofloxacino (6.6%6
ninguna de las cepas analizadas fue resistente a
imipenem. Nosotros encontramos porcentajes de re-
sistencia superiores en el caso de la ciprofloxagi
acido nalidixico e inferiores para la gentamicina
cotrimoxazol.

En China, Li et al., (2010), encuentran que de 56
cepas productoras de BLEE, 54 aislamientos conte-
nianp-lactamasas del tipo CTX-M de distintos tipos.
Encontraron que mas de tres cuartas partes de las
cepas productoras de BLEE en pollo también eran
resistentes a la ciprofloxacino, porcentaje algeesu
rior al obtenido por nosotros del 65,4%.

En conclusion, hemos encontrado una alta preva-
lencia de cepaB. coli portadoras d@-lactamasa, por
lo que es necesario que se aumenten las medidas de
deteccion y control en origen de este microorganis-
mo, ya que estos animales pueden actuar como
reservorio de este microorganismo a nivel
comunitario.
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