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RESUMEN

La resistencia bacteriana se ha convertido en una preocupacion creciente para la salud
publica a nivel mundial. Se genera por la presion seleccionadora que ejercen los
antimicrobianos y en particular por su uso inadecuado. Los sistemas de produccion animal
son una fuente importante de bacterias resistentes que son potencialmente transmisibles
al hombre. Cepas E. coli son utilizadas como bacterias indicadoras de resistencia
bacteriana en los programas de vigilancia, ya que son representativas de poblaciones
bacterianas y actian como reservorios de genes de resistencia. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de los tratamientos con enrofloxacino, oxitetraciclina, florfenicol y
tilosina en gallinas ponedoras sobre los perfiles de sensibilidad de 566 cepas E. coli
aisladas de la microbiota intestinal de 75 aves provenientes de dos predios de la Region
Metropolitana. Los perfiles de sensibilidad se determinaron a través de la prueba
fenotipica de Kirby Bater frente a un panel de 11 antimicrobianos. Se determin6 que la
resistencia a doxiciclina, ciprofloxacino, cloranfenicol y sulfametoxazole-trimetoprim fue
mayor en gallinas tratadas con tilosina en comparacion a las gallinas que no recibieron
tratamiento (p < 0,05). En conclusion, la administracion de tratamientos antimicrobianos
puede seleccionar bacterias resistentes a antimicrobianos que no estan relacionados a los
administrados. De esta manera, el uso prudente de antimicrobianos en animales
productores de alimentos es algo fundamental para prevenir el aumento de la resistencia

bacteriana.

Palabras clave: resistencia bacteriana, salud publica, produccién animal, bacterias

indicadoras, tilosina.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance has become an increasing public health concern worldwide. Is
generated due to the selection pressure caused by the use of antimicrobials, particularly
their misuse. Animal production systems are an important source of resistant bacteria
potentially transmissible to humans. E. coli strains are used as indicator bacteria in
bacterial resistance surveillance programs, as they are representative of bacterial
populations and act as reservoirs of resistance genes. The goal of this study was to
evaluate the effect of the treatment with enrofloxacin, oxytetracycline, florfenicol and
tylosin in laying hens on the susceptibility profiles of 566 E. coli strains isolated from the

intestinal microbiota collected from 75 birds from two farms of the Metropolitan Region.



Susceptibility profiles were determined by the phenotypic Kirby Bauer test against a panel
of 11 antimicrobials. Resistance to doxycycline, ciprofloxacin, chloramphenicol, and
trimethoprim-sulfamethoxazole was higher (p < 0.05) in hens treated with tylosin compared
to untreated hens. In conclusion, the administration of antimicrobial treatments can select
antimicrobial resistant bacteria that are not related to the administered antimicrobials.
Thus, the prudent use of antimicrobials in food-producing animals is critical to prevent the

increase in bacterial resistance in humans.

Keywords: antimicrobial resistance, public health, animal production, indicator

bacteria, tylosin.



INTRODUCCION

Los antimicrobianos son la principal herramienta terapéutica para tratar las enfermedades
infecciosas de origen bacteriano en animales y humanos (Pantozzi et al., 2010). Sin
embargo, la utilizacion de antimicrobianos trae consigo la emergencia y propagacion de
microorganismos resistentes, lo que se ha convertido en motivo de preocupacion mundial
en los ultimos afos. La resistencia bacteriana en medicina humana es cada vez mas
grave y muchas infecciones ya no se pueden curar facilmente, lo que ocasiona
tratamientos prolongados, de mayor costo econémico y aumenta el riesgo de muerte
(OMS, 2012).

El uso de antimicrobianos en animales de produccién se reconoce como una de las
principales fuentes y causas del aumento de la resistencia bacteriana (Acar y Moulin,
2006). Segun la Federal Agency for the Safety of the Food Chain (FASFC), en los
sistemas de produccién intensiva es frecuente la administracion de antimicrobianos a
través del agua o del alimento a un gran niamero de animales en condiciones de alta
densidad (FASFC, 2013). De esta manera, estos ecosistemas agricolas proveen
ambientes apropiados para la emergencia, amplificacion y diseminacién de bacterias

resistentes.

La microbiota intestinal de individuos tratados con antimicrobianos cumple un papel
importante en el desarrollo de resistencia bacteriana. La presion selectiva que generan
estos farmacos produce cambios en la microbiota intestinal, llevando a la seleccién de
bacterias resistentes. Dentro del intestino se produce un ambiente adecuado para la
transferencia horizontal de genes de resistencia entre bacterias que pueden ser incluso de
distinta familia (Cavalieri et al, 2005). Las bacterias resistentes pueden permanecer por
meses en el intestino sin causar signos clinicos y contaminar el medioambiente a través
de las heces (Carlet, 2012).

Entre los principales mecanismos de transferencia horizontal de genes de resistencia se
encuentran la conjugacion, la transduccion y la transformacién. La conjugacion, es
considerado el mecanismo mas importante, donde elementos génicos mdviles como

plasmidos, transposones conjugativos e integrones, que contienen uno o mas genes de
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resistencia, son transferidos entre una bacteria donadora y una receptora a través de pili
sexuales. La transduccion implica que los genes de resistencia son transferidos entre
bacterias mediante virus bacteri6fagos, que al multiplicarse en una bacteria pueden
empacar genes de resistencia en sus estructuras. La transformacion se refiere a la
adquisicion de fragmentos de material genético desnudo libre en el espacio extracelular,
gue contiene genes de resistencia, provenientes de la lisis de otras bacterias (Cavalieri et
al, 2005; Medina, 2011).

Por otra parte, los alimentos de origen animal a menudo se contaminan con bacterias
durante su manipulacién en plantas faenadoras o en su procesamiento, constituyendo una
de las principales rutas de transmision de bacterias resistentes y genes de resistencia
desde animales a personas (WHO, 2011). El contacto directo con animales y la
contaminacién ambiental con bacterias y genes de resistencia son otras posibles vias de
transmisién (Comision Europea, 2011). En el caso particular de las aves de corral, es
frecuente que durante su procesamiento en la planta faenadora se produzcan rupturas de
visceras que contaminan la canal del animal. En sistemas de gallinas ponedoras, los
huevos se pueden contaminar con bacterias resistentes durante su formacion por
transmisién vertical (transovarica), durante la postura por contaminacion fecal o durante la

manipulacién o el almacenamiento (Uribe y Suéarez, 2006).

Asi, por ejemplo, Campylobacter spp. es una causa frecuente de diarrea en el hombre,
producto del consumo de alimentos de origen animal contaminados. Las infecciones por
Campylobacter resistentes a las fluoroquinolonas en humanos son cada vez mas
comunes y se asocian al consumo de carne de ave y con la introduccion del enrofloxacino
en la industria avicola, cuyo metabolito activo es ciprofloxacino (Nelson et al., 2007). El
ciprofloxacino es considerado un antimicrobiano de importancia critica en medicina
humana para el tratamiento de varios patdgenos, entre ellos Campylobacter spp.,
enfermedades invasivas causadas por Salmonella spp., e infecciones por Shigella spp.
resistente a multiples medicamentos (FAO et al., 2011; Gonzalez-Hein et al., 2013). El
aumento de la prevalencia de infecciones causadas por cepas de Campylobacter
resistentes a fluoroquinolonas, ha llevado a la prohibicién del uso de enrofloxacino en
animales productores de alimento en Estados Unidos de América desde el afio 2005, por

el riesgo y el efecto perjudicial sobre la salud publica (FDA, 2005).
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Segun la American Veterinary Medical Association (AVMA), en los sistemas de
produccion de gallinas ponedoras y pollos broiler, los antimicrobianos mas utilizados son
aquellos destinados al tratamiento de las enfermedades infecciosas bacterianas mas
prevalentes, que pueden generar grandes pérdidas econdmicas. Dentro de estas
enfermedades, destacan algunas como la colibacilosis, causada por variedades de E. coli;
la enfermedad respiratoria cronica y la sinovitis infecciosa, causadas por Mycoplasma
gallisepticum y Mycoplasma synoviae, respectivamente; el célera aviar por Pasteurella
multocida; coriza infecciosa por Haemophilus gallinarum; enteritis necrotica por
Clostridium perfringens; tifoidea aviar por Salmonella gallinarum; salmonelosis o pullorosis
por Salmonella pollorum; y enfermedades estafilocécicas y estreptocécicas (Houriet,
2007; AVMA, 2013).

Control de la resistencia bacteriana

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) enfatiza la necesidad de controlar la
resistencia bacteriana, ya que las enfermedades infecciosas causadas por bacterias
resistentes pueden ser intratables o encarecer el tratamiento, ya que deben utilizarse
medicamentos de segunda linea. De esta manera, la OMS y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura (FAO), a través del Codex Alimentarius fomentan el
uso prudente y responsable de los antimicrobianos en los animales productores de
alimento, mediante el Cédigo de practicas para reducir al minimo y contener la resistencia
a los antimicrobianos (OMS y FAO, 2009).

Un elemento importante para contener este problema es la instauracién de programas de
vigilancia y contar con datos sobre la resistencia bacteriana y el consumo de
antimicrobianos a distinta escala para una evaluacion de riesgos a nivel nacional o
regional. Esto permite conocer el efecto de las campafas de uso responsable,
implementar medidas de intervencion dirigidas y restricciones legales de uso, establecer
objetivos para la reduccién del consumo y aplicar medidas preventivas (OMS, 2001; EMA,
2013).



Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), para determinar el estado de la
resistencia bacteriana a distinta escala, los programas de vigilancia deben evaluar los
perfiles de sensibilidad in vitro de bacterias aisladas de animales productores de alimento
y productos alimenticios de origen animal frente a diferentes antimicrobianos (OIE, 2012).
Para ello, existen distintas pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, como los métodos
cuantitativos de dilucion para determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de un
antimicrobiano frente a distintas especies bacterianas y métodos cualitativos como el
Kirby-Baler que determinan si las bacterias son sensibles, resistentes o de sensibilidad
intermedia, frente a distintos antimicrobianos (Moreno, 2009).

Los programas de vigilancia en general incorporan tres tipos de bacterias en sus
monitoreos: patdgenas, zoondticas e indicadoras. Destacan las bacterias indicadoras,
como E. coli y Enterococcus faecium, que son parte de la flora intestinal normal de
diversos animales, ya que se caracterizan por ser representativas de poblaciones
bacterianas y que actlan como reservorios de genes de resistencia que pueden
transmitirse a bacterias patégenas o zoongéticas (San Martin et al., 2005; Moreno, 2009;
OIE, 2012). Ademas, en los ultimos afios se han utilizado pruebas moleculares, con el fin
de caracterizar los genes de resistencia y el origen de ellos, lo que a su vez ha permitido
analizar epidemiolégicamente la resistencia bacteriana (Jiménez, 2009; Medina, 2011;
Gonzélez-Hein et al., 2013).

En Chile, la resistencia bacteriana en medicina humana se ha monitoreado desde el afio
2007 a través de tres grupos de vigilancia: el ISP, el proyecto PRONARES de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile y el Ministerio de Salud. Estos grupos han
generado informacion respecto a la frecuencia de resistencia antimicrobiana en distintas
especies bacterianas, en muestras procedentes de pacientes en centros de salud (ISP,
S.f.; Wolff, 2002; Silva et al., 2011). En relacion a la resistencia bacteriana en animales,
en el pais no existen programas de vigilancia y sélo se han realizado investigaciones
aisladas en ganado bovino, cerdos y aves de corral, observandose en todas ellas
elevados niveles de resistencia a ciertos antimicrobianos. En particular en las aves de
corral se han observado altos niveles de resistencia para tetraciclinas, penicilinas,
eritromicina y ciprofloxacino (San Martin et al., 2002; San Martin et al., 2005; Lapierre et
al., 2010; Gonzalez-Hein et al., 2013).



Debido a la alta resistencia antimicrobiana descrita previamente en aves de corral en el
pais, asi como el desconocimiento de la magnitud en que los antimicrobianos
administrados a estos animales generan resistencia bacteriana, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de cuatro antimicrobianos, administrados a gallinas ponedoras en
condiciones terapéuticas, sobre los perfiles de sensibilidad de cepas E. coli aisladas
desde la microbiota intestinal.



MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos microbiolégicos y el manejo de desechos, se realizaron de acuerdo a
los métodos establecidos por el Laboratorio, segun las normas 1ISO 17025 of 2005.

1.- Muestras

Se trabajé con un cepario de 566 cepas de E. coli mantenidas a -20 + 2° C en una
suspension de caldo tripticasa soya y 30% de glicerol.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron aisladas por Araya (2012), Chacon (2012) y
Segovia (2012), desde la microbiota intestinal de aves ponedoras raza Leghorn. Las aves
fueron tratadas con diferentes antimicrobianos a las 25 semanas de edad, en condiciones
terapéuticas, de acuerdo a lo sefalado por el Sistema de Medicamentos Veterinarios del
Servicio Agricola y Ganadero (SAG 2014). Las cepas fueron agrupadas y codificadas de

acuerdo a su origen y tratamiento, de la siguiente manera:

Predio 1:

Control 1: 126 cepas aisladas de 10 aves adquiridas de un dia de edad, que no recibieron

tratamiento con antimicrobianos.
Grupo 2: 90 cepas aisladas de 10 aves que fueron tratadas con florfenicol.

Grupo 3: 125 cepas aisladas de 10 aves de tratadas con tilosina.

Predio 2:

Control 2: 48 cepas aisladas de 15 aves adquiridas de 16 dias de edad, que no recibieron

tratamiento con antimicrobianos.
Grupo 4: 75 cepas aisladas de 15 aves que fueron tratadas con enrofloxacino.

Grupo 5: 102 cepas aisladas de 15 aves que fueron tratadas con oxitetraciclina.



2.- Panel de antimicrobianos

A cada una de las cepas E. coli se les determin6d sus perfiles de sensibilidad frente a un

panel de once antimicrobianos que se sefialan en la tabla 1.

Tabla 1: Panel de antimicrobianos a evaluar en cada cepa aislada.

FAMILIA ANTIMICROBIANO

B-lactdmicos Ampicilina
Amoxicilina-acido clavulanico
Cefotaxima

Aminoglucdsidos Gentamicina

Estreptomicina

Tetraciclinas Tetraciclina
Doxiciclina
Quinolonas Acido nalidixico

Ciprofloxacino

Fenicoles Cloranfenicol

Sulfonamidas, Sulfametoxazole-trimetoprim

diaminopirimidinas

3.- Estudio de sensibilidad

La sensibilidad bacteriana se determind mediante la prueba cualitativa de Kirby-Bauer, a
través de la medicion del diametro de la zona de inhibicion, de acuerdo a las pautas
establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).

Los diametros de inhibicion se compararon con las tablas del CLSI (2008) y CLSI (2012),
clasificandose cada cepa como sensible o resistente. Debido a su susceptibilidad reducida
y para facilitar el analisis, las cepas con sensibilidad intermedia se consideraron como

cepas resistentes. Como cepa control se utilizé E. coli ATCC 25922.



Andlisis de resultados

1. Se realiz6 un analisis porcentual de la resistencia frente al panel de antimicrobianos
en cada grupo de los dos predios.

2. Mediante la prueba de Chi cuadrado (X?) se determind si hubo asociacién entre los
tratamientos antimicrobianos y cambios en los perfiles de sensibilidad, permitiendo
establecer una asociacion significativa, cuando p < 0,05, entre cepas aisladas de las aves
tratadas y su respectivo grupo control, considerando una confianza del 95%, a través del
programa estadistico Infostat® (Di Rienzo et al., 2010).



RESULTADOS

1. Andlisis de la resistencia bacteriana de las cepas E. coli aisladas de las aves del
predio 1, tratadas con florfenicol y tilosina.

Al analizar el grupo control, se observd que los porcentajes de resistencia mas altos
fueron para estreptomicina, tetraciclina, doxiciclina y acido nalidixico. Los niveles de
resistencia mas bajos fueron para ampicilina, cefotaxima y gentamicina. Todas las cepas
de este grupo fueron sensibles a amoxicilina-acido clavulanico. En aquellas cepas
provenientes de gallinas tratadas con florfenicol, los porcentajes de resistencia fueron
similares a los observados en el grupo control. En el grupo tratado con tilosina, los niveles
de resistencia fueron similares a los del grupo control, excepto para doxiciclina,
ciprofloxacino, cloranfenicol y sulfametoxazole-trimetoprim, donde se observaron mayores

porcentajes de resistencia (Tabla 2).

En la tabla 3 se muestra el efecto tratamiento con florfenicol sobre los niveles de
resistencia. La ausencia de significancia de la prueba estadistica no permitié asociar al

tratamiento con cambios en los perfiles de resistencia, respecto al grupo control.

En la tabla 4 se muestra el efecto del tratamiento con tilosina sobre los niveles de
resistencia. Se observaron cambios atribuibles al tratamiento (p < 0,05), observando un
aumento de cepas resistentes a doxiciclina, ciprofloxacino, cloranfenicol vy

sulfametoxazole-trimetoprim, respecto al grupo control.



Tabla 2. Porcentajes de cepas E. coli sensibles y resistentes aisladas de las gallinas del

predio 1, tratadas con florfenicol y tilosina.

Panel de antimicrobianos Control Florfenicol Tilosina

% S % R % S % R % S % R
Ampicilina 96,0 4,0 90,0 10,0 93,6 6,4
Amoxicilina-ac. clavulanico 100,0 0,0 100,0 0,0 99,2 0,8
Cefotaxima 97,6 2,4 100,0 0,0 98,4 1,6
Gentamicina 99,2 0,8 100,0 0,0 100,0 0,0
Estreptomicina 63,5 36,5 72,2 27,8 67,2 32,8
Tetraciclina 73,8 26,2 80,0 20,0 81,6 18,4
Doxiciclina 71,4 28,6 78,9 21,1 52,8 47,2
Acido nalidixico 75,4 24,6 82,2 17,8 69,6 30,4
Ciprofloxacino 89,7 10,3 95,6 4.4 75,2 24,8
Cloranfenicol 91,3 8,7 94,4 5,6 77,6 22,4
Sulfametoxazole-trimetoprim 88,1 11,9 94,4 5,6 75,2 24,8

% S: porcentaje de cepas sensibles; % R: porcentaje de cepas resistentes.

Tabla 3: Efecto del tratamiento con florfenicol sobre los niveles de resistencia de cepas E.

coli aisladas de aves ponedoras del predio 1.

Control Florfenicol Intervalo de
Panel de antimicrobianos (n = 126) (n = 90) confianza | P value
S S R (95%)

Ampicilina 121 5 81 9 0,91-7,97 | 0,0759
Amoxicilina-ac. clavulanico 126 0 90 0

Cefotaxima 123 3 90 0

Gentamicina 125 1 90 0

Estreptomicina 80 46 65 25 0,37-1,20 | 0,1781
Tetraciclina 93 33 72 18 0,37-1,34 | 0,2909
Doxiciclina 90 36 71 19 0,36 -1,26 | 0,2147
Acido nalidixico 95 31 74 16 0,34-1,29 | 0,2307
Ciprofloxacino 113 13 86 4 0,13-1,22 | 0,1140
Cloranfenicol 115 11 85 5 0,21-1,76 0,3798
Sulfametoxazole-trimetoprim 111 15 85 5 0,16 - 1,20 | 0,1125

*p<0,05
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Tabla 4: Efecto del tratamiento con tilosina sobre los niveles de resistencia de cepas E.
coli aisladas de aves ponedoras del predio 1.

Control Tilosina Intervalo de

Panel de antimicrobianos (n=126) (n=125) confianza | p value
S R S R (95%)
Ampicilina 121 5 117 8 0,55 -4,98 0,3847
Amoxicilina-ac. clavulanico 126 0 124 1 0,3144
Cefotaxima 123 3 123 2 0,13-3,44 | 0,6580
Gentamicina 125 1 125 0 0,3183
Estreptomicina 80 46 84 41 0,51-1,43 0,5371
Tetraciclina 93 33 102 23 0,35-1,15 | 0,1383
Doxiciclina 20 36 65 58 1,32-3,76 | 0,0025*
Acido nalidixico 95 31 87 38 0,77-2,33 | 0,3037
Ciprofloxacino 113 13 94 31 1,43-5,74 | 0,0026*
Cloranfenicol 115 11 97 28 1,46 - 6,30 | 0,0028*
Sulfametoxazole-trimetoprim 111 15 94 31 1,25-4,75 | 0,0083*
*p <0,05

2. Analisis de la resistencia bacteriana de las cepas E. coli aisladas de las aves del

predio 2, tratadas con enrofloxacino y oxitetraciclina.

Al analizar el grupo control, se observé que los porcentajes de resistencia mas altos
fueron para tetraciclina, doxiciclina, acido nalidixico, ciprofloxacino y estreptomicina. Los
niveles de resistencia mas bajos fueron para ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico y
cefotaxima. Todas las cepas de este grupo fueron sensibles a gentamicina, cloranfenicol y
sulfametoxazole-trimetoprim. En las cepas provenientes de gallinas tratadas con
enrofloxacino y oxitetraciclina, los porcentajes de resistencia fueron similares a los

observados en el grupo control (Tabla 5).

En las tabla 6 y 7 se muestra el efecto tratamiento con enrofloxacino y oxitetraciclina,
respectivamente, sobre los niveles de resistencia. La ausencia de significancia de la
prueba estadistica no permitié asociar los tratamientos con cambios en los perfiles de

resistencia, respecto al grupo control.
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Tabla 5. Porcentajes de cepas E. coli sensibles y resistentes aisladas de las gallinas del
predio 2, tratadas con enrofloxacino y oxitetraciclina.

Panel de antimicrobianos Control Enrofloxacino Oxitetraciclina
% S % R % S % R % S % R
Ampicilina 95,8 42 96,0 4.0 92,2 7,8
Amoxicilina-ac. clavulanico 95,8 42 98,7 1,3 95,1 49
Cefotaxima 97,9 2,1 97,3 2,7 92,2 7,8
Gentamicina 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
Estreptomicina 68,8 31,3 77,3 22,7 56,9 43,1
Tetraciclina 14,6 85,4 6,7 93,3 9,8 90,2
Doxiciclina 14,6 85,4 6,7 93,3 9,8 90,2
Acido nalidixico 31,3 68,8 30,7 69,3 32,4 67,6
Ciprofloxacino 50,0 50,0 48,0 52,0 57,8 42,2
Cloranfenicol 100,0 0,0 96,0 4,0 100,0 0,0
Sulfametoxazole-trimetoprim 100,0 0,0 98,7 13 100,0 0,0

% S: porcentaje de cepas sensibles; % R: porcentaje de cepas resistentes.

Tabla 6: Efecto del tratamiento con enrofloxacino sobre los niveles de resistencia de

cepas E. coli aisladas de aves ponedoras del predio 2.

Control Enrofloxacino | |ntervalo de
Panel de antimicrobianos (n=48) (n=75) confianza | p value
S R S R (95%)

Ampicilina 46 2 72 3 0,18-5,06 | 0,9636
Amoxicilina-ac. clavulanico 46 2 74 1 0,04 -2,43 0,3204
Cefotaxima 47 1 73 2 0,16 - 10,07 | 0,8379
Gentamicina 48 0 75 0

Estreptomicina 33 15 58 17 0,29-1,44 0,2899
Tetraciclina 7 41 5 70 0,64-6,01 | 0,2467
Doxiciclina 7 41 5 70 0,75-7,66 | 0,1489
Acido nalidixico 15 33 23 52 0,47 - 2,23 0,9455
Ciprofloxacino 24 24 36 39 0,53-2,22 | 0,8286
Cloranfenicol 48 0 72 3 0,1607
Sulfametoxazole-trimetoprim 48 0 74 1 0,4218
*p <0,05
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Tabla 7: Efecto del tratamiento con oxitetraciclina sobre los niveles de resistencia de

cepas E. coli aisladas de aves ponedoras del predio 2.

Control Oxitetraciclina | |ntervalo de
Panel de antimicrobianos (n=48) (n=102) confianza | p value
S R S R (95%)

Ampicilina 46 2 94 8 0,46 - 8,37 | 0,3998
Amoxicilina-ac. clavulanico 46 2 97 5 0,26 - 5,50 | 0,8421
Cefotaxima 47 1 94 8 0,68 - 23,49 | 0,1659
Gentamicina 48 0 102 0

Estreptomicina 33 15 58 44 0,81-3,42 | 0,1644
Tetraciclina 7 41 10 92 0,57 -4,30 | 0,3890
Doxiciclina 7 41 10 92 0,57 - 4,30 | 0,3890
Acido nalidixico 15 33 33 69 0,46 - 1,97 | 0,8925
Ciprofloxacino 24 24 59 43 0,37-1,44 | 0,3674
Cloranfenicol 48 0 102 0

Sulfametoxazole-trimetoprim 48 0 102 0

*p < 0,05
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DISCUSION

La evaluacion periodica de los perfiles de sensibilidad en bacterias indicadoras, como E.
coli aisladas desde la microbiota intestinal de animales de produccién, es importante
debido a que estas bacterias se consideran representativas de poblaciones bacterianas
ya que actian como reservorios de genes de resistencia (Moreno, 2009; OIE, 2012).
Estas bacterias y sus genes de resistencia pueden ser potencialmente transmitidos entre
los animales de un mismo predio y al hombre a través de los alimentos, por contacto

directo y por contaminacion del medio ambiente (Comision Europea, 2011).

Es importante destacar que en esta Ultima década, el mundo cientifico ha comenzado a
analizar el problema de la contencién de la resistencia bacteriana desde otra dimension,
considerando que existe un continuo flujo de bacterias resistentes y de genes de
resistencia entre los diferentes ecosistemas (humano, animal, acuatico, terrestre, etc.), tal

como lo han sefialado diferentes autores (Canton, 2009; Martinez, 2009).

Al analizar los resultados de este trabajo, en primer lugar es importante destacar en forma
particular los perfiles de sensibilidad obtenidos de las cepas aisladas de los grupos
controles. Estos grupos de aves fueron adquiridas con un dia y con 16 dias de edad,
provenientes del predio 1 y del predio 2, respectivamente. Ambos grupos de aves que no
fueron tratadas, presentaron altos niveles de resistencia a estreptomicina, tetraciclina,
doxiciclina y acido nalidixico. Estos antimicrobianos coinciden con los utilizados con
mayor frecuencia en la industria avicola a nivel nacional (San Martin et al., 2005; Lapierre
et al., 2010), como también en distintas partes del mundo (Musgrove et al., 2006; Pantozzi
et al., 2010).

Si bien es cierto, la resistencia bacteriana se relaciona principalmente con los tratamientos
antimicrobianos que hayan sido administrados previamente (Marshall y Levy, 2011), en la
actualidad existe preocupacion por la presencia de resistencia en cepas aisladas de
animales que no se han expuesto a terapias antimicrobianas (Acar y Moulin, 2006). Al
respecto, la OMS ya en el afio 2001 sefial6 que la diseminacién de la resistencia
bacteriana era un problema complejo, que exige la blsqueda de respuestas

multifactoriales. En el afio 2011, destacé6 ademas, la necesidad de establecer una
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estrategia comun y coordinada a nivel mundial, para buscar las causas relacionadas con
la emergencia y la extraordinaria diseminacion de bacterias multirresistentes. En el afio
2012, la OMS publicd el documento “The evolving threat of antimicrobial resistance:
options for action”, planteando nuevamente la apremiante necesidad de abordar este
tema (WHO, 2012).

Una de las respuestas a la rapida diseminacion de la resistencia bacteriana, podria estar
relacionada con los mecanismos de transferencia de los genes de resistencia entre las
bacterias. Una vez que la bacteria es resistente, es capaz de transferir el material
genético que codifica esta resistencia de forma vertical a su descendencia, o bien de
forma horizontal a bacterias que pueden ser de diferente especie e incluso género
(Alekshun y Levy, 2007).

En términos epidemioldgicos, el origen de la resistencia, ademas de ser una herramienta
clave para identificar la fuente de la resistencia, es predictivo del riesgo de diseminacion.
La resistencia producto de mutaciones cromosomales tiene menor implicancia
epidemioldgica, ya que se transfiere principalmente a la progenie de la cepa mutante. Por
el contrario, la resistencia producto de adquisicién exdégena de genes de resistencia, es de
mayor preocupacion desde el punto de vista epidemiolégico, ya que se disemina entre
microorganismos de distinta especie, género, e incluso entre bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Chopra et al., 2003; Kurenbach et al., 2003).

Algunos elementos genéticos asociados a la diseminacion de la resistencia, como
plasmidos, transposones y casetes génicos en integrones, hacen posible la transmision
de resistencia entre bacterias. Un mismo elemento genético, puede contener varios genes
implicados en la resistencia a diferentes familias de antimicrobianos, provocando que las
bacterias que los poseen presenten fenotipos de multirresistencia (Medina, 2011). Asi por
ejemplo, integrones multirresistentes han sido aislados desde plasmidos conjugativos,
responsables de la rapida propagacion de multirresistencia en bacterias Gram-negativas
(Baharoglu et al., 2010).
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Por otra parte, las bacterias resistentes, asi como los antimicrobianos administrados que
no fueron modificados a nivel hepético en los animales, son eliminados al medio ambiente
a través de las fecas, contaminando aguas residuales y terrenos adyacentes, entre los
cuales se pueden considerar un corral, un predio o un plantel, provocando un
desequilibrio en los ecosistemas (Baquero et al., 2008). Segun un estudio de Li et al
(2013), residuos de tetraciclinas y enrofloxacino, antimicrobianos ampliamente utilizados
en la industria avicola, fueron los mas comunmente encontrados en fecas de pollos de

explotaciones masivas del noreste de China.

Las fecas en acumulacion bajo las jaulas de gallinas ponedoras y en las camas de pollos
broiler, que contengan residuos de antimicrobianos, bacterias resistentes y genes de
resistencia, actuarian como sitios adecuados para el desarrollo de la resistencia
bacteriana, de forma paralela a lo que ocurre en los intestinos de los animales. La
presencia de bacterias resistentes en distintos nichos llevara a que éstas puedan pasar de
un sitio a otro y sobrevivir, sirviendo como reservorios y facilitando la mantencién y la

propagacion de la resistencia en el lugar (Acar y Moulin, 2006).

Lo expuesto puede explicar los resultados encontrados en los grupos controles de este
estudio. La elevada resistencia bacteriana en las cepas aisladas de estos grupos podria
estar reflejando la generacion, la mantencion y la diseminacién de bacterias resistentes

dentro de los planteles de los cuales provenian las aves.

En cuanto a los resultados obtenidos al evaluar los perfiles de resistencia después de los
tratamientos con antimicrobianos, s6lo aquellas cepas aisladas de aves tratadas con
tilosina presentaron cambios en sus perfiles de resistencia atribuibles al tratamiento,
aumentando los niveles de resistencia a ciprofloxacino, doxiciclina, cloranfenicol y
sulfametoxazole-trimetoprim respecto al grupo control. Estos antimicrobianos tienen un

mecanismo de accidn diferente al de los macroélidos, grupo al cual pertenece la tilosina.
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La aplicacion de un solo antimicrobiano, ademas de seleccionar bacterias resistentes a
ese antimicrobiano, también puede generar resistencia cruzada, es decir, resistencia a
varios antimicrobianos estructuralmente relacionados, y co-resistencia, es decir,
resistencia a varios antimicrobianos no relacionados estructuralmente. Por ejemplo, la
presion selectiva que trae el uso de tetraciclina tiene un impacto significativo en la
resistencia a multiples antimicrobianos en cepas E. coli aisladas de animales productores
de alimentos (Harada y Asai, 2010).

De esta manera, el aumento de la resistencia posterior al tratamiento con tilosina podria
estar explicada por el mecanismo de co-resistencia que provocaria la seleccién que ejerce
el antimicrobiano administrado. La presion de seleccién haria predominar cepas
resistentes a la tilosina que ademas tendrian perfiles de resistencia a los otros
antimicrobianos que no estan relacionados, en desmedro de aquellas que fueron

sensibles al tratamiento.

Los resultados de este estudio coinciden en parte con los de Juntunen et al. (2010), que
evaluaron el efecto del tratamiento con tilosina en cerdos, sobre los perfiles de
sensibilidad en cepas de Campylobacter coli. Al igual que en este estudio, observaron un
aumento de los niveles de resistencia a ciprofloxacino, ademas de un aumento de la
resistencia a eritromicina, acido nalidixico y estreptomicina en relacién a los cerdos no
tratados. En otro estudio realizado por los mismos investigadores, se observo que cerdos
tratados con danofloxacino y luego con tilosina, antimicrobianos de las familias de las
fluroquinolonas y los macrélidos respectivamente (farmacos de eleccion para el
tratamiento de la campilobacteriosis en humanos), también presentaron un aumento en la

resistencia a eritromicina y ciprofloxacino (Juntunen et al., 2011).

En cuanto al aumento de la resistencia a doxiciclina, cloranfenicol y sulfametoxazole-
trimetoprim posterior al tratamiento con tilosina, observado en este estudio, podria
deberse al mismo mecanismo de presion de seleccion mencionado previamente. Sin
embargo, al conocimiento de este autor, no se han documentado mas estudios que
asocien el uso de tilosina con el aumento de resistencia a los antimicrobianos

mencionados.
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En general, los antimicrobianos son fundamentales para tratar enfermedades y evitar
brotes en planteles avicolas, asi como en otras explotaciones animales masivas. La alta
densidad de animales y la acumulacion de sus desechos determinan condiciones
adecuadas para la emergencia, la amplificacion y la diseminacién de bacterias resistentes
dentro y fuera del plantel. Las bacterias resistentes pueden ser transmitidas al hombre a
través de la cadena alimentaria principalmente, ademas por contacto directo con los
animales o por contaminacidbn ambiental con bacterias y genes de resistencia. Son
numerosos los estudios que prueban el nexo entre el empleo generalizado de
antimicrobianos en animales productores de alimentos y la aparicion de cepas resistentes

en seres humanos.

Los resultados expuestos en este trabajo no sélo reflejan la importancia que tiene el uso
prudente y adecuado de los antimicrobianos en animales productores de alimento, con el
fin de prevenir el aumento de la resistencia bacteriana. Ademas, muestran la necesidad
de respetar las medidas de bioseguridad en la industria avicola, tales como el lavado y
desinfeccién de galpones, bebederos y otras instalaciones, con el fin de limitar o disminuir

la persistencia de bacterias con genes de resistencia en el ambiente.
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