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Resumen

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar la frecuencia y susceptibilidad
antimicrobiana de cepas de Escherichiacoliaisladas de muestras de aves en el laboratorio Bioservice del 2001
al 2014. El estudio se realiz6 entre el mes de marzo y octubre del afio 2015. Se analizé los aislamientos de la
bacteria y los registros de las pruebas de sensibilidad, encontrandose 1 257fichas clinicas positivas a E.colide
aves comerciales, representado una frecuencia relativa de 42,27 %.De estos, los pollos de carne obtuvieron
unafrecuencia mayor (50,30%) con relacion a las gallinas ponedoras (27,10%) y reproductores (28,75%). De
los 2034 6rganos trabajados, procedentes delaparato respiratorio (senos infraorbitarios, cornetes nasales,
traquea, pulmodn), se aislé unafrecuencia mayor deE. coli en cornetes nasales (37,59%) y traquea (31,24%);
de 871 6rganos del aparato digestivo, se obtuvo moderada frecuencia de E. coli en intestinos (25,41%) y saco
vitelino (23,87%) y 58 cepas de E.coli de otros drganos. Las cepas presentaron sensibilidad antimicrobiana a
la espectinomicina (69,93 %), cloranfenicol (49,49%) y colistina (35,06%). La neomicina (38,20%), ceftiofur
(30.91%) y furaltadona (20,05%) presentaron sensibilidad intermedia. Entre los antibiéticos que reportaron
mayor nivel de resistencia se encuentran la clortetraciclina (96,79%), ciprofloxacina - doxiciclina (91,84%),
lincomicina (85,71%), amoxicilina (83,89%) y oxitetraciclina(83,53%).

Palabras clave: Escherichia.coli, aves, susceptibilidad antimicrobiana.



Abstract

The aim of this study was to determine the E.coli frequency of avian samples and their antimicrobial
susceptibility in Bioservice laboratory from 2001 to 2014. The study was developedduring March and October
from 2015, analyzing the bacterial isolation and the sensibility test files. 1 257 clinical files were E.colipositive
to avian samples, representing the 42,27% relative frequency. Chicken had the high frequency (50,30%) in
contrast to laying hens (27,10%) and breeders (28,75%). 2 034 organs from the avian respiratory tract
(infraorbital sinuses, nasal turbinates,trachea,lung and air sacs) were E.coli positive,E. coliisolation from the
nasal turbinate(37,59%)and trachea(31,24%) had a high frequency. 871 organs from the avian digestive
system were E.coli positive, E. coliisolation from the gut (25,41%) and yolk sacs (23,87%) had a moderate
frequency; and 58 strains isolated from other organs.E.coli strains were sensitive to spectinomycin (69,93%),
chloramphenicol(49,49%) and colistin(35,06%). E.coli strains show moderate rates of sensitivity to neomycin
(38,20%), ceftiofur(30.91%) and furaltadone(20,05%). The antibiotics with high resistance levels were
chlortetracycline (96,79%), ciprofloxacin - doxycycline (91,84%), lincomycin (85,71%), amoxicilin (83,89%) and
oxytetracycline(83,53%).

Linked words: Escherichia.coli, fowl, antimicrobial susceptibility.



l. INTRODUCCION

Escherichia coli es considerado como un habitante universal del intestino del hombre y los
animales. Muchos investigadores han reconocido a la bacteria como patégeno oportunista,
debido que algunas cepas desarrollan factores de virulencia y llegan a causar enfermedad

intestinal e infecciones extraintestinales.

En los ultimos afios, las infecciones producidas por Escherichia coli en Aves comerciales
han aumentado. La infeccion con Escherichia coli patogénica aviar (APEC) generalmente
comienza con una infeccion localizada de los sacos aéreos (aerosaculitis) o la enfermedad
de los sacos aéreos en la cual se disemina a otros 6rganos internos resultando en una

infeccion septicémica.

Esta enfermedad ocasiona un grave problema de salud animal y considerables pérdidas
econdémicas en la avicultura mundial, sobre todo en la produccién de pollo de engorda
debido a la falta de desarrollo de las aves por decomisos en los rastros, por el uso limitado

de vacunas experimentales y por el alto costo del tratamiento.

A nivel mundial se han realizado estudios sobre la caracterizacion fenotipica y genotipica
de los aislamientos de Escherichiacolimediante técnicas inmunoldgicas, serologicas,
bioquimicas y moleculares. Sin embargo, es necesario generar conocimientos sobre la
frecuencia de esta bacteria en nuestro pais, analizar su presencia y los factores que
acompafan a la presentacion de la enfermedad, asimismo monitorizar la evolucion de la

resistencia bacteriana en los Ultimos afos.



Por lo tanto, el presente estudio busca enriquecer el campo de la epidemiologia molecular,
contribuyendo a proporcionar una vision sobre la susceptibilidad antimicrobiana de E. coli

en nuestro pais.



Il MARCO TEORICO

6.1. Generalidades sobreEscherichia coli

Escherichiacoli es uno de los principales habitantes del tracto intestinal del hombre y de la
mayoria de las especies animales. Se caracteriza por ser un grupo de bacterias
genéticamente heterogéneo, cuyas cepas son no-patdgenas. Sin embargo, una pequefa
proporcibn de este grupo lo constituyen importantes patégenos intestinales y
extraintestinales, causantes de enfermedades de distribucion mundial, tanto para el hombre

como para los animales (1).

Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, la mayoria de cepas son méviles, ya que
poseen flagelos peritricos y a menudo también fimbrias.Pertenece a la familia
Enterobacteriaceae,son fermentadores de glucosa, carecen de la enzima citrocromo

oxidasa y reducen el nitrato a nitrito (2-5).

Tradicionalmente las cepas de E. coli son serotipadas sobre la base de sus perfiles de
antigeno somatico (O), flagelar (H) y capsular (K) (6). Por otro parte, las cepas de E.coli
patogénicas pueden ser clasificados como E. coli diarrogénicas o E. coli extraintestinales.
Seis patotipos: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli de adherencia difusa (DAEC), son diarrogénicas y 2 patotipos: E. coli uropatogénica
(UPEC) y E. coli causante de meningitis neonatal (MNEC), son los aislados mas comunes
de E. coli extraintestinales (7).

En animales, los mas importantes patotipos son ETEC, EPEC, E. coli productora de

shigatoxina (STEC) y E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (8).Un patotipo adicional en
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animales, conocido comoE. colipatogeno aviar (APEC), produce infecciones
extraintestinales como infeccibn respiratoria, pericarditis y septicemia en aves

comerciales(7).

6.2. Métodos de diagndstico

6.3.1. Técnicas de cultivo

El Agar Mac Conkey es un medio selectivo y diferencial para la recuperacion de
Entereobactericiae y otros microorganismos gramnegativos. Contiene sales biliares y cristal
violeta que inhiben el crecimiento de bacterias grampositivas y algunas gramnegativas
existentes. Tiene a la lactosa como Unica fuente de carbono, y las bacterias fermentadoras
de lactosa producen colonias que tienen distintas tonalidades de color rojo debido a la
conversion del colorante rojo neutro (rojo con pH por debajo de 6,8) por la produccién de
acidos mixtos. Las colonias de bacterias no fermentadoras de la lactosa aparecen sin color

y transparente (5,9).

6.3.2. Pruebas complementarias para la identificacion de Escherichiacoli

6.3.2.1. Tinciobn Gram

La coloracién o tincion de Gram fue descrita en 1884 por el médico danés Christian Gram,
esta es una coloracion diferencial de uso comudn en bacteriologia. Las bacterias segun esta
tincion pueden clasificarse en grampositivas o gramnegativas si retienen o no el colorante
cristal violeta (5). Escherichiacoli aparece en el frotis como bastoncillos gramnegativos

cortos que pueden formar cadenas (10).
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6.3.2.2. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioguimicas son de gran utilidad pues determinan la existencia de una enzima
0 pasos metabdlicos determinados (11). E. coli produce de manera tipica reaccion positiva
al indol, que determinan la presencia de la enzima triptofanasa degradando el
aminoécidotriptofano a indol. Asimismo tiene una reaccion positiva a la lisina
descarboxilasa, que genera la descarboxilacion de la lisina produciendo cadaverina con
liberacion de anhidrido carbonico. Ademas produce acidos y gas a partir de la fermentacion
de carbohidratos (12).

Otras pruebas son la fermentacién del acido formico (rojo de metilo y Voges-Proskauer) y
la utilizacion del citrato como Unica fuente de carbono (Citrato de Simmons). Estas pruebas
constituyen colectivamente el método IMVIC “Indol, Rojo de Metilo, VogesProskauer y
Citrato” (13,14).

6.4. Antibioticos utilizados para el tratamiento de E. coli

6.4.1. Antibi6ticosBetalactamicos

Los antibiéticos betalactamicos presentan actividad bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasméatica alcanzada, siempre que ésta exceda la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del agente causal (15).

Los antibidticos betalactamicos inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana e inducen
ademas un efecto autolitico (25).La pared celular esta formada por cadenas poliméricas de
peptidoglucano, compuestas por N-acetil glucosamina y &acido acetiimuramico se

encuentran unidas por puentes de pentaglicina que le dan la rigidez final a la pared(unidades
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llamadas nucleétidos Park). Los enlaces entre nucleétidos de Park se ven interrumpidos por
las denominadas proteinas fijadoras de penicilinas (PFP).Después de que la penicilina se
ha unido a sus receptores se inhibe la reaccion de transpeptidacion y se evita la union
polimérica de los nucleétidos de Park, blogueandose la sintesis de peptidoglicano. El
resultado es la inhibicién del &cidolipotecoico, con la consecuente activacion de enzimas
autoliticas en la pared celular, es un desequilibrio de presiones que destruye a la bacteria
(16).

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo betalactdmico y un anillo
de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico. Las aminopenicilinas se diferencian
porque son de segunda generacion y semisintéticos como la ampicilina y la amoxicilina que

se utilizan para el tratamiento de infecciones por E.coli(15) (17).

La ampicilina tiene una escasa absorcion oral en aves y, por ende su uso brinda resultados
menos impactantes que la amoxicilina. Sin embargo un factor limitante de la amoxicilina es

la pobre estabilidad en solucién acuosa (16).

Cuando se administra Amoxicilina u Ampicilina en aves de corral, presenta vida media corta,
siendo una caracteristica deseable en cuanto al manejo de los tiempos de retiro en pollos
de engorde. La vida media de la amoxicilina por via intravenosa en dosis de 10 mg/k es de
8 horas(17).

6.4.2. Cefalosporinas

Las cefalosporinasposeen el anillo 3-lactamico fusionado con un anillo dihidrotiazinico,
formando el nucleo cefem. Ejercen su actividad antibacteriana inhibiendo la sintesis del

peptidoglicano, produciendo finalmente lisis bacteriana (18).
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Las cefalosporinas mas utilizadas en avicultura son el ceftiofur, la ceftriaxona y la cefotaxima
Cuando se utiliza ceftiofur en dosis de 0.12, 0.24 y 0.48 mg/animal se logra una vida media
de 5 a 8 h, no obstante, los datos existentes obtenidos a nivel experimental, indican que las
concentraciones séricas a las 24 h no alcanzan niveles minimos inhibitorios para la mayoria

de las cepas de Escherichiacoli (16).

6.4.3. Fluoroquinolonas

Las Fluoroquinolonas son algunos de los compuestos antimicrobianos mas eficaces
desarrollados para su uso en aves de corral. Estos compuestos son altamente eficaces

contra las infecciones de Gram-positivas, Gram-negativas y Micoplasma (16, 17).

Las fluoroquinolonas estdn compuestas por dos anillos con un nitrdgeno en la primera
posicién, un grupo carbonilo en la posicion cuatro y un grupo carboxilo en la posicion tres.
El &tomo de flior en la posicidn seis aumenta su capacidad de penetracion en la célula
bacteriana. Frente a bacterias Gram negativas también aumenta la potencia si en la posicién
siete hay un grupo piperacinico (norfloxacina, ciprofloxacina); etilpiperacinil (danofloxacina,
enrofloxacina) o un grupo metilpiperacinico (ofloxacina, levofloxacina, gatifloxacina) (16,19).

Las Fluoroquinolonas acttan en el interior de la bacteria, penetrando a través del canal
acuoso de las porinas. Bloquean la duplicacién bacteriana del DNA, al inhibir la

topoisomerasa bacteriana Il (DNA-girasa) y la topoisomerasa IV (16, 19).

Las topoisomerasas son enzimas que controlan el superenrrollamiento y desenrrollamiento
del ADN bacteriano. La inhibicion de la actividad de estas enzimas impide a la célula
bacteriana producir las proteinas necesarias para su reparacion, crecimiento y

reproduccion. Esta inhibicion conduce asi a la muerte celular (16).
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Las fluoroquinolonas tienen un amplio margen de seguridad en aves de corral. Se absorben
rapidamente en el tracto gastrointestinal, alcanzando niveles sanguineos maximos dentro
de 1-2 horas después de la ingestion. La larga vida media delas fluoroquinolonas resulta en

un efecto postantibidtico significativo (17).

6.4.4. Tetraciclinas

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas y son bacteriostaticas para muchas

bacterias grampositivas y gramnegativas (20).

Su mecanismo de accién es anivel del ribosoma bacteriano,mediante difusién pasiva por la
membrana celular exterior a través de los poros hidroéfilos, en el caso de la doxiciclina que
es lipofilica, pasa directamente por la doble capa de lipidos, pero en todos los casos es
necesario un transporte activo dependiente de energia para quelas tetraciclinas atraviesen

la membrana citoplasmatica interna (20).

Cuando ingresa a la célula bacteriana, inhibe la sintesis de proteinas y se liga a la subunidad
30S de los ribosomas, se impide el acceso del aminoacilRNAt al sitio aceptor del complejo
RNAmM-ribosoma y los aminoacidos no se adicionan a la cadena peptidica en crecimiento
(20).

Se ha demostrado que la presencia de oxitetraciclina o clortetraciclina en el alimento de
aves (200 a 400 ppm) desafiados con una cepa patogena de E.coli resistente a tetraciclinas,
evita la adherencia o adhesion de la bacteria al epitelio gastrointestinal y con esto se
previenen brotes por dicha bacteria (16).
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En aves, su farmacocinética ha sido calculada como muy baja(clortetraciclina y
oxitetraciclina) debido a que los iones bivalentes del alimento reaccionan por quelacion con
estos medicamentos y no logran absorberse. Esto es menos marcado con la minociclina y

la doxiciclina que sufren menor quelacion (16).

Las tetraciclinas difunden y logran concentraciones antibacterianas en todo el organismo
pero tienen mayor afinidad por érganos como bazo, higado y pulmén. Difunden bien hacia
liquido pleural, ascitico, sinovial; se depositan en sitios de osificacion activa de la diafisis y
epifisis y en el cascaron del huevo (16).

6.4.5. Aminoglucésidos

Los aminoglucdsidos se componen de aminoazulcares unidos por enlaces glucosidicos a un

alcohol ciclico hexagonal con el componente aminociclitol (21).

Actian sobre gérmenes gramnegativos, con muy poca accion sobre anaerobios y limitada
sobre los grampositivos. A través de la difusién, atraviesan la membrana externa bacteriana
y alcanzan el espacio periplasmético, a traves de un mecanismo activo oxigeno-
dependiente, penetran y alteran la membrana interna citoplasmatica, finalmente se unen a

polisomas e inhiben la sintesis bacteriana (22).

Su sitio intracelular de accién es la subunidad ribosémica 30s, que provoca error de lectura
del RNAmensajero con produccién de una proteina anémala, que induce fuga de sodio,
potasio y otros componentes esenciales, o que conduce al muerte del microorganismo (21,
22).
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Debido a que los aminoglucésidos son de absorcion minima desde el tracto gastrointestinal
cuando se administran por via oral, su uso principal en aves de corral ha sido por inyeccién
subcutanea (16,17).

La gentamicina es el aminoglucosido mas utilizado.Se ha informado que una dosis
terapéutica de 5 mg / kg de peso en pollos de engorde ha sido adecuada cuando se
administra por via intravenosa, intramuscular o subcutanea. La administracion subcutanea
fue asociada con la mejor biodisponibilidad absoluta (100%), mientras que la administracion
oral tenia una biodisponibilidad absoluta de cero (16, 17).

La estreptomicina se obtuvo a partir de Streptomyces griseus. Se absorbe parcialmente
desde los intestinos y por lo tanto puede ser considerado para el uso del tratamiento de
infecciones sistémicas de E. coli. La neomicina es utilizada cominmente para tratar las
infecciones entéricas, administrdndose en el alimento o el agua. A pesar de la mala
absorcién desde el tracto gastrointestinal hay informes que la administracion de la neomicina
ha resultado eficaz en el tratamiento de la colibacilosis en aves de corral, probablemente
debido a un efecto local (17, 23).

La espectinomicina y higromicina son aminociclitoles aprobados para aves de corral. La
espectinomicina es usado en combinacién con la lincomicina para el tratamiento de

aerosaculitis causado por E. coli(17, 24).

6.4.6. Sulfonamidas

Las sulfonamidas son bacteriostaticas e interfieren con la sintesis de acido félico. Son

analogos estructurales y antagonistas de la PABA (acido para-aminobenzoico) (16, 25).



17

Esta accion se ejerce compitiendo por la accién de una enzima bacteriana no responsable
de la incorporacion de PABA al &cido dihidrofélico. Debido a la reduccion en la sintesis de
dihidrofolato, las concentraciones de la forma reducida activa, el tetrahidrofolato (acido

folinico), también disminuyen (16, 26).

La sinergia entre trimetoprim y sulfametoxazol inhibe la sintesis bacteriana de &acido
tetrahidrofélico, la forma fisiologicamente activa de acido félico y un cofactor necesario en

la sintesis de timidina, purinas, y ADN bacteriano (16, 25, 27).

Esta combinacién de antibioticos se utilizan para tratar infecciones bacterianas causadas
por E. coli yPasteurellamultocida, permitiendo una menor dosis terapéutica en cada

producto, disminuyendo el riesgo de toxicidad por sobredosis (17).

Debido a que las aves de corral son altamente copréfago y las sulfonamidas son excretados
en la orina y las heces; posibilita el reciclaje por coprofagia que puede dar lugar a residuos
de antibiéticos en la carne o los huevos. Es por ello que el médico veterinario que prescriba
sulfonamida debe incluir un tiempo de espera adicional para garantizar el tiempo necesario
para el despacho de medicamentos (mayor de 7-10 dias) antes del recojo de carne o huevos
(17).

6.4.7. Derivados del acido fosfénico

La fosfomicina es un antimicrobiano que fue aislada de una cepa de Streptomyces fradiae,

farmaco analogo al fosfoenolpiruvato y a otros derivados del acido fosfonico (16).
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Es bactericida porque bloquea la biosintesis de la pared celular bacteriana en su primera
etapa al interferir en el citoplasma de la bacteria. Inhibe en forma irreversible la accién de la
enzima piruvil transferasa, que cataliza la primera reaccion en la sintesis de la pared celular
al incorporar el fosfoenolpiruvato, impidiendo la formacion de uridin-difosfato N-acetil
muramico. La inhibicién de la sintesis de peptidoglicanos origina una acumulacion de los

nucledtidos precursores con la correspondiente inactivacion de la bacteria (28).

Tiene actividad importante contra Staphilococcus aureus, Staphilococcus sp, E. coli,
Pseudomona aeruginosa, Salmonella sp, Pasteurella sp, Haemophilus sp y Campilobacter
sp (16).

La presencia de alimentos disminuye la absorcion de todas las sales de fosfomicina, por lo
gue debe administrarse en forma de bolo en el agua de bebida y en animales a los que se
le restrinja el alimento por lo menos una hora antes de la dosificacion. Se ha establecido
que es un antibacteriano de excelente distribucién a tejidos. En aves se ha ensayado con
dosis de hasta 10 mg/kg con buenos resultados,aunque se reconoce que existen muchas
calidades de fosfomicinas, algunas de ellas menos potentes y requieren dosis de hasta 40
mg/kg (16).

6.4.8. Fenicoles

El precursor de los fenicoles es el cloranfenicol, descubierto a partir de Streptomyces
venezuelae. El Cloranfenicol no puede administrarse en animales usados como productores
de alimentos, debido a que la toxicidad de sus residuos incrementa el riesgo a desarrollar

anemia aplastica (16).



19

El tianfenicol es un derivado sulfonado del cloranfenicol, utilizado en medicina humana sin
que se haya detectado la produccion de anemia apléstica. Presenta excelente
biodisponibilidad cuando se administra por VO en aves, tiene buena actividad contra
gramnegativos como Escherichia coli, Pasteurella sp, Haemophillus sp, Campylobacter sp
y Micoplasma sp. La dosis recomendada es de 20 - 30 mg/kg /dia, y dado que es un farmaco
tiempo-dependiente, se recomienda aplicarlo un minimo de tres dias para maximos
resultados (16).

El florfenicol es un antibiético de amplio espectro, que surge a partir de tianfenicol al sustituir
un radical hidroxilo de la cadena alifatica por un atomo deflior,como una alternativa para
generar menos dafio en el hombre y disminuir la resistencia bacteriana. Debido a que tiende
a fijarse a proteinas tisulares y acumularse en los tejidos, es necesario limitar el maximo
namero de residuos en la carne, basandose en la ingesta diaria admisible microbiolégica
que es 3 pyg/kg, es decir 180 ug en el hombre (16, 29)

Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas a
nivel ribosomal, es decir, bloquea la incorporacién de aminoacidos a las cadenas peptidicas
de las proteinas en proceso de informacion (26).

En avicultura se puede usar para tratamiento de infecciones por Salmonella sp, Staphiloccus
sp, Haemophilus sp, Manhemia Haemolytica, Pasteurella Multocida, Escherichia coli. No
presenta actividad importante contra micoplasmas. Su dosis es 20 mg/kg x 2-4 dias en agua,
funciona mejor si esta disponible todo el dia en el tinaco. Se promueve la interaccion

medicamentosa con los macrdlidos, las tetraciclinas o las lincosamidas (26, 30).

En un estudio llevado a cabo en Brasil, donde aislaron E.coli de lesiones de celulitis en

pollos, las muestras presentaron una alta sensibilidad al Florfenicol (31)
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6.4.9. Polimixinas

Las polimixinas B y E son antibiéticos polipeptidicos derivados de Bacillus colistinus
(colistina o polimixina E) y Bacillus polymyxa (polimixina B).Su estructura quimica
estacompuesta por un decapeptido ciclico catidnico unido a un &cido graso. Asimismo son
de naturaleza hidrosoluble, estables en medios con pH acido pero se descomponen con

facilidaden medios alcalinos (21, 26).

Actian como detergentes cationicos a nivel de la membrana celular bacteriana, interfiriendo
en el equilibrio de iones y liquidos entre el medio interno y el externo. Se liberan purinas y

pirimidinas y se detiene el metabolismo celular, en muchos casos induce lisis (16, 32).

Tiene actividad bactericida frente aPseudomona sp, Salmonella sp, Escherichia coli y
Proteus sp. La colistina tiene una actividad anti- endotoxina debido a que se une y neutraliza

a los fosfolipidos y polifosfatos de las endotoxinas de las enterobacterias (16,32).

Se considera que las bacterias que son sensibles, lo deben ser a concentraciones que
fluctien entre 1 - 5 pg /ml. La colistina se absorbe lentamente y muy poco por el tubo
Gastrointestinal obteniéndose bajas concentraciones plasméticas, por ello no se

recomienda su uso en infecciones sistémicas (16).

Para aplicacién parenteral se utiliza la colistina soédica o sal sulfato. La dosis es 3 mg/kg/12h,
no mas de tres dias. Las polimixinas no se deben combinar con cuaternarios de amonio

porque existe un antagonismo competitivo (16).
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6.4.10. Macroélidos

El término macrolido se aplica por la estructura constituida por un anillo lactona macrociclico
multimembrado al cual se unen desoxiazucares aminados. Los macrélidos son bases

débiles altamente liposolubles. (16, 33).

Un ejemplo es la Espiramicina, macrolido de 16 carbonos que bloquea la sintesis proteica
a nivel ribosomal interfiriendo con la enzima peptidil transferasa. Actla primero como
bacteriostatico y después como bactericida. Al igual que otros macrdlidos, llega al interior
de macroéfagos polimorfonucleares y contribuye al proceso de acumulacion de espiramicina
en el sitio de infeccion. Ademas de esto posee una miosacarosa que le confiere mayor

actividad contra enterobacterias(16).

La tilosina es un producto de la fermentacion de Streptomyces fradiae, se combina con
minerales organicos para producir sales mas solubles como el tartrato y fosfato. La sal
tartrato es soluble en agua en medios acidos, en sus formas inyectables contiene 50 % de
propilengicol y tienden a la precipitacion cuando se mezclan con otros farmacos. Es activa
contra microorganismos grampositivos, destacandoMicoplasma gallisepticum. También

actla sobre algunos gramnegativos (16).

La sal tartrato presenta una mejor absorcion intestinal cuando se administra en agua de
bebida y la sal fosfato en premezclas por presentar mayor estabilidad. Para aplicar por via
IM o SC es mejor el tartrato, a pesar de que puede provocar irritacion y dolor temporal en la
zona de aplicacion. En problemas por micoplasmas se recomienda a una dosis de 0.5 g/l
del agua de bebida. En aves de postura se ha dado concentraciones de 500 mg por litro de
agua durante tres dias, en tratamientos de enfermedades respiratorias y enteritis necraética,

estas dosis corresponde a 75 mg/kg/ dia (16).
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Entre las interacciones, se da una adicidbn del efecto en las administraciones con
dihidroestreptomicina ya que la tilosina actuara en contra de micoplasma y otras bacterias
sensibles y la dihidroestreptomicina contra bacterias como Escherichia coli. Su tiempo de

retiro es de cinco dias (16).

6.4.11. Pleuromutilinas

Su origen se encuentra en Pleurotus mutilus, el cual es un hongo comestible.La tiamulina
es un antibacteriano diterpeno. Se une a un sitio especifico del centro de la peptidil-
transferasa de la subunidad ribosomal 50S. La base triciclica de la tiamulina se coloca en el
sitio de union del A-ARNt, esta unién también bloquea en forma indirecta el sitio de uniéon P-
ARNL, por lo que se inhibe la formacion de péptidos. Asimismo, la tiamulina se une al sitio V
del 23S ARN induciendo interacciones hidrofébicas y cambios que bloguean la sintesis de

proteinas (16).

El fumarato hidrogenado de tiamulina es un derivado semisintetito de las pleuromutilinas,
efectivo en el tratamiento de aerosaculitis por Micoplasma sp, Escherichia coli y infecciones
virales como bronquitis y la enfermedad de New Castle (34).

La tiamulina se administra a una dosis de 25 a 50 mg/kg, dependiendo de la edad y tipo de
ave, administrada durante tres y cinco dias consecutivos en el agua de bebida. Este
antibiético muestra compatibilidad con tetraciclinas en pollos broiler (16, 34)

6.4.12. Lincosamidas

La lincomicina es un antibiético producido por Streptomyces lincolnensis. Es una base débil

y liposoluble en un medio con pH 7.4-7.6. Su espectro de accién es contra bacterias
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grampositivas y muestra actividad contra micoplasma. Es comidn su combinacién con

espectinomicina y sulfadimidina (16).

Posee una baja o nula actividad contra la mayoria de las bacterias gramnegativas, enlas
cuales no logra acumularse ni llegar a concentraciones inhibitorias. La combinacion de
lincomicina con espectinomicina (1:2) se ha usado en aves con problemas de micoplasmosis
y complicaciones por Escherichia coli, a razén de 200 ppm durante las primeras semanas

de vida o bien con dosis de 300 - 400 ppm en aves pesadas (16).

Se maneja un periodo de siete dias de retiro en aves de carne, no se permite su uso en
aves de postura.Puede llegar a generarse resistencia cruzada con macroélidos vy
clindamicina(16).

6.5. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana puede definirse como la capacidad de un microorganismo para

crecer en presencia de un antimicrobiano a dosis terapéuticas (35).

En el Perq, la vigilancia de resistencia se realiza de manera in vitro mediante métodos
fenotipicos, donde se determina la sensibilidad o resistencia antibiética, siendo muy pocos
los estudios de investigacion realizados para la busqueda de genes de resistencia antibiética
y aun menos los dirigidos hacia enteropatdégenos especificamente. Dentro de los pocos
estudios realizados en el pais, se muestra por ejemplo la diseminacion de las beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) tipo CTX-M en Escherichiacoli aisladas de nifios

sanos menores de cuatro afos (36).
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En veterinaria, el empleo de antibiéticos como promotores de crecimiento genero
preocupaciones a los consumidores debido a la cantidad de residuos que quedan en la
carne de los animales y en sus productos, sin contar con la resistencia generada en algunas
cepas bacterianas por la administracion continuada, por lo que se usan otras alternativas

como los probibticos (37).

6.5.1. Principales mecanismos de resistencia

La mutacion y la movilidad de la informacion genética en bacterias son mecanismos
fundamentales en la aparicion y diseminacion de la resistencia a antibiéticos. Un gen de
resistencia puede aparecer por «mutacién» de un gen bacteriano que posee una actividad
diferente. Otro origen posible de los genes de resistencia a antibiéticos son las propias
bacterias productoras de antibiéticos. No se debe olvidar que los antibiéticos, como la
estreptomicina, son producidos por bacterias del género Streptomyces, y que estas
bacterias del suelo son naturalmente resistentes a los antibiéticos que ellas mismas
producen. Los estreptomicetos coexisten en el suelo con otras especies a las que han

podido transferir sus genes de resistencia (38).

El nUmero de genes de resistencia a antibiéticos identificados es muy grande y preservan a
los gérmenes de la destruccibn mediada por los antibidticos a través de los

mecanismos(17,38):

* Bloqueo del transporte del antibidtico: se consigue resistencia a la fosfomicina por pérdida
del sistema de transporte del glicerol-fosfato que es el que usa la fosfomicina para alcanzar
el interior de la bacteria.

* Induccién de la sintesis de enzimas que modifican o degradan el antibiético: El

cloranfenicol se inactiva por acetilacion catalizada por una cloranfenicol-acetiltransferasa.
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* Inactivacion o eliminacion del antibidtico:Los betalactamicos son inactivadas mediante
hidrolisis de las betalactamasas

» Expulsién del antibiético por un mecanismo activo de bombeo: Se sintetizan bombas de
«flujo hacia fuera» que expulsan al antibiético del interior de la célula, antes de que tenga
tiempo de encontrar su lugar-diana molecular. La tetraciclina se expulsa de forma activa del
interior de las bacterias resistentes.

* Modificacion del blanco o sitio de accion del antibidtico: La metilacion del ARN23S en una
posicion especifica confiere resistencia a los macrdlidos que no pueden fijarse al ribosoma
y producir su efecto inhibitorio.

* Produccion de una enzima alternativa que evita el efecto inhibitorio (bypass): la resistencia
al trimetoprim se consigue produciendo una dihidrofolato-reductasa nueva que deja sin
efecto la inhibicion de la dihidrofolato-reductasa normal de la bacteria.

Los genes de resistencia se suelen encontrar localizados en el cromosoma bacteriano (ADN
que almacena la informacion necesaria para la reproduccién y el mantenimiento de rutina
de la bacteria) si bien muchos genes de resistencia se localizan en elementos
extracromosomicos autonomos que se denominan plasmidos (minusculos anillos de ADN)
y especialmente plasmidos R. Habitualmente, los plasmidos tienen la capacidad de
transferirse o donarse de una bacteria a otra por el proceso de conjugacion bacteriana. La
conjugacion es posible entre bacterias de diferentes géneros e incluso de diferente caracter

Gram (conjugacion interGram) (39).

6.5.2. Resistencia deantibi6ticos utilizados en la avicultura

En la industria avicola, los antibiéticos son utilizados en grandes cantidades, no solo para
terapia y prevencion de enfermedades bacterianas, sino también como promotores de
crecimiento. Por lo tanto la resistencia en la bacteria por presion de seleccion de antibidtico
es alta y como consecuencia su flora fecal contiene una relativa alta proporcion de bacteria
resistente (40-41).
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Los aspectos que favorecen la proliferacion de microorganismos resistentes son el uso
inadecuado de antibidticos en agentes virales, la comercializacion indiscriminada de
antibioticos, aplicaciones terapéuticas sin cumplir el tiempo de supresion y la debilidad de

los servicios publicos y privados en la vigilancia y control de productos veterinarios (42).

Bravo et al evaluo los niveles de resistencia y sensibilidad de antibiéticos, pertenecientes a
los beta-lactamidos, quinolonas, sulfas, fosfomicinas, aminoglucésidos, entre otras
combinaciones, los que fueron enfrentados a cepas de E.coli aisladas de pollos de carne,
obteniendo un 54% de resistencia, 29% sensibilidad y 17% perfil de sensibilidad intermedio
(43).

Se identifico resistencia antimicrobiana en 468 cepas de E. coli aisladas de aves en Espafa,
mostrando altos niveles de resistencia a sulfametoxazol+trimetropin (67%) vy
Fluoroquinolonas. Como estos agentes antimicrobianos pueden causar resistencia cruzada

con patdgenos entéricos humano, se recomienda uso prudente en veterinaria (44).

Un estudio llevado a cabo en Bangladesh, revel6 que el 87,50 % de aislamientos de
E.coliaislados de muestras fecales de pollos de engorde presentaron resistencia a

ampicilina y sulfametoxazol (45).

Salehi y Bonab en Iran, estudian cepas de E. coli obtenidas de pollos con colisepticemia y
encuentran resistencia multiple a los antimicrobianos en todos los aislamientos, asi como
una alta prevalencia de resistencia a quinolonas, esto se deberia al incremento en el uso de
antibidticos como aditivo para la promocion del crecimiento y la prevencion de

enfermedades (46).
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Saidi, Mafirakureva y Mbanga en Zumbabwe obtuvieron 103 aislamientos con E.coli de 503
pollos diagnosticados con colibacilosis, muchos de los aislamientos exhibieron resistencia
a mas de un antibiético, indicando una resistencia maxima a tetraciclina, bacitracina,

cloxacina y ampicilina (47)

En México, se realizo la prueba de sensibilidad antimicrobiana en pollitas de reemplazo,
mostrando un porcentaje mayor a 90% de cepas resistentes a tilosina y amoxicilina, seguido
por oxitetraciclina y doxiciclina (80%). Asimismo sulfacloropirimidacinay clortetraciclina

obtuvieron el 70% de resistencia (48).

Resistencia a enrofloxacina, ceftiofur y ampicilina fue baja desde 1998 hasta 2001, pero se

incrementd al afio siguiente en el estado de Minesota (49).

En el centro de sanidad avicola de Catalunya y Arago de Espafia, las principales
resistencias se observaron frente a enrofloxacina, doxiciclina y amoxicilina. Mientras que los
dos primeros antimicrobianos sufren un incremento del porcentaje de cepas resistentes en
los ultimos cinco afos, las resistencias a amoxicilina se mantienen elevadas durante todos
los afios (70,4 % de las cepas analizadas). También se detecté un aumento de aparicion de
cepas resistentes a los aminoglucésidos, concretamente frente a la neomicina que sufre un

incremento considerable del afio 2011 al 2013 (16,7 % a 57,1%respectivamente) (50).

6.6. Escherichia coli en la produccién avicola

Entre el 2005 y 2006, la actividad avicola ha experimentado un incremento de 7,7 % del
valor de la produccion en el subsector pecuario. Asimismo, en diciembre del 2014, la mayor

produccion de aves (4,8%) se vio reflejada en mas de 1'600 000 aves beneficiadas (51,52).
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Sin embargo, la mayor velocidad de crecimiento y el mejoramiento de los pardmetros de
produccion del pollo de engorde han tenido un precio, ya que al mismo tiempo que se ha
logrado reducir la susceptibilidad a enfermedades como el sindrome ascitico, se ha vuelto
mas sensible a fallas de manejo, factores ambientales como el frio o calor, deficiencias

nutricionales y a la accién de microorganismos patdégenos (53).

Escherichiacoli patogénica aviar (APEC) es considerada como la mayor causa de morbilidad
y mortalidad, desencadenando pérdidas economicas en la industria avicola porque se
asocia a otras enfermedades como patdgeno principal o secundario, extendiéndose hacia

organos y causando la colibacilosis, una enfermedad sistematica fatal (54,55).

APEC se adhiere al epitelio del tracto respiratorio por medio de las fimbrias e ingresa al
torrente sanguineo via pulmones y sacos aéreos hasta alcanzar los érganos internos. Las
fimbrias tipo 1 son mayormente expresadas por la bacteria colonizando la traquea,

pulmones y sacos aéreos, mas no colonizando tejidos profundos o sangre (8).

Por otro lado, la fimbria P del serotipo F11, producida por algunas cepas de APEC, son
expresadas por bacterias colonizadoras de sacos aéreos, pulmones y 6rganos internos pero
no por aquellos que colonizan traquea, sugiriendo una participacion en la fijacion bacteriana
en tejidos profundos. Una fimbria recién conocida llamada Stg, parece estar implicada en la

colonizacion de los sacos aéreos (8).

Los factores de virulencia suelen estar localizados en islas de patogenicidad en plasmidos
0 agrupados en cromosomales. Los genes relacionados a toxina y bacteriocinas, como el
gen estructural del opero ColV estan localizados en los plasmidos. Mientras las adhesinas,

como Crl, gen que codifica las fibras curli de adhesion e internalizacion, estan ubicadas en
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el genoma. Otros factores de virulencia de APEC son el antigeno K1 y los sistemas de
captacion de hierro (aerobactin, sit, salmochelin y hemaglutinina sensitiva a la temperatura)
(8, 56).

Los aislamientos de APEC en aves de corral comUnmente pertenecen a ciertos serogrupos,
particularmente los serogrupos 078, O1, and O2 y en cierto grado también O15 and O55
(57,58). La colibacilosis aviar se encontr6 ampliamente prevalente en pollos de todas las
edades (9,52 to 36,73%) con alto rango de prevalencia en gallinas ponedoras (36,73%) (59).
La ocurrencia de la colibacilosis esté predispuesta por la enfermedad de bursitis infecciosa
(IBD), micoplasmosis, coccidiosis, enfermedad de Newcastle o bronquitis, asi como también
deficiencias nutricionales. Sin embargo, la contaminacion fecal del huevo puede dar como
resultado la penetracion de Escherichiacolia través de la cascara y difundirse hacia el pollo
durante la incubacién y a menudo es asociado con altos rangos de mortalidad, o podria dar

lugar a infecciondel saco vitelino (60).

El riesgo de colibacilosis se incrementa con la presion de las infecciones en el medio
ambiente. Otros factores de riesgo son la duracion de las exposiciones, virulencia de la
cepa, cultivo y el estado inmunitario del ave. Todo dafio al sistema respiratorio favorece la
infeccion con APEC (61, 62).

Carranza et al muestreo 36 pollos entre los 14 y 31 dias, obtenidas de explotaciones
avicolas del norte, centro y sur de Peru, hallandose 65.9% de cepas patogénicas de E.coli
mediante analisis de PCR mudltiple, identificando colonias portadoras de dos 0 mas genes
codificadores de virulencia. (63).
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Un estudio sobre caracterizacion de aislamientos de E.coli con PCR multiple en embriones
de pollo, comprobo la asociacion entre la virulencia y el numero de genes patdégenos, debido
a que un aislamiento contenia cuatro genes y tuvo la capacidad de matar a mas de un

embridn en comparacion con otros aislados (64).

En Bélgica, de un gran nimero de aves enfermas y muertas examinadas, identificaron
APEC como patdgeno responsable. La incidencia parece ser alta en gallinas ponedoras con
un promedio de 38.6 %. (65)

6.7. Escherichia coli en la salud publica

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) son producidas por la ingestién de
alimentos o agua contaminados con microorganismos patdgenos, toxinas 0 sustancias
qguimicas. La prevencion de las enfermedades de transmision alimentaria depende de la
manipulacion cuidadosa de los productos crudos y de los productos terminados en la cadena
de produccién (66, 67).

Segun la direccion general de epidemiologia, las ETAS en el Peru tienen significacion en la
salud publica, considerando que solo 38 % de hogares tienen acceso al agua. Entre los
afios 2010 al 2012 se han reportado 35 brotes de ETA por ano, 47% relacionados con

salmonelosis (67).

Escherichiacoli productor de toxina Shiga (STEC) es considerado un patdgeno emergente
transmitido por alimentos asociado a casos esporadicos y brotes de diarrea, colitis

hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH). Escherichiacoli O157:H7 es el
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prototipo de mas de 150 serotipos que comparten el mismo potencial patogénico. Las cepas
STEC asociadas a enfermedades severas en el hombre pertenecen a la categoria de E.
colienterohemorragica (EHEC) (68,69).

La carne de pollo es uno de los productos de mayor demanda a nivel mundial por sus
ventajas como facil digestibilidad y su aceptacion por la mayoria de gente (70). Segun la
norma técnica peruana, los derivados de aves(carcasas, cortes, menudencias, apéndices y
despojos) para consumo humano deberan proceder de centro de beneficios autorizados y
cumplir con la inspeccion veterinaria. En carne fresca y congelada, el recuento permitido de

E.coli debera ser menor a 10 2 ufc/g (71).

Reportes epidemiolégicos sugieren que la carne de ave continua siendo la primera causa
de intoxicacion alimentaria (72).Durante el retiro del animal de la granja, se presenta
dificultades como su captura, tiempo de transporte y manejo en la planta de procesamiento,
lo cual genera estrés en el ave y desencadena problemas en la calidad de la canal y de la
carne (73).

Mediante la técnica de PCR, Alonso M et al , detecto E.coli enteropatégeno (EPEC)
colectado de hisopados cloacales (19%), carcasas evisceradas no lavadas (49%) y
carcasas lavadas (33%) de pollos en el proceso de faena (74). En otro estudio de Alonso
también detecté EPEC en cloacas, demostrando que el proceso de faena no se realiza bajo

las condiciones adecuadas (75).

Asimismo Ramirez P aislo E.coli productora de Shiga toxinas (STEC) como grupo mas
comun de 150 cepas de E.coli de las canales de pollo, seguido por ETEC y EPEC. Sin

embargo 14 aislamientos solo dieron positivos a genes de virulencia (76).
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Investigaciones han sugerido que cuando se beneficia a los pollos, las cepas resistentes del
intestino inmediatamente ensucian las carcasas de aves comerciales y como resultado los
productos céarnicos del pollo a menudo se contaminan con E. colimultirresistente; igualmente
los huevos se llegan a contaminar durante la puesta. Por lo tanto, E. coli resistente fecal de
las aves puede infectar a los humanos directamente mediante el alimento. Esta bacteria
resistente puede colonizar el tracto intestinal del humano y propiciar genes resistentes a la

flora endogena del ser humano (41).

Los serotipos O2:K1 de E. coli aislados de infecciones del tracto urinario humano y de pollos
septicémicos estan fenotipicamente muy relacionados. Se diferencian ambos grupos solo
examinando su contenido del plasmido (77). En un estudio realizado se obtuvo resultados
similares para un grupo de aislamientos y concluyeron que los pollos podrian ser la fuente

de infecciones septicémicas humanas (78).

A pesar de que E. coli 0157 verotoxigenica (VTEC) haya sido detectada en broilers, el pollo
no es considerado como un importante reservorio para este serotipo zoondtico a menudo

reportado (79).

No obstante, otros estudios han reportado que la carne de pollo fue positivo a VTEC (80,81).
Adicionalmente, en un estudio caso control se demostré que el consumo frecuente de pollo
esta asociado con la infeccion del tracto urinarioproducidas por E.coli multiresistente. Por lo
tanto, E. coli aviar representa un grave problema en el bienestar animal y un riesgo para la
salud publica (82).
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6.7.1. Epidemiologia molecular de E.coli

En América Latina las infecciones transmitidas por alimentos representan alrededor del 70
% de los casos de enfermedad diarreica aguda, segun estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (83).

La Epidemiologia molecular busca cuantificar la exposicion a determinado agente y su
efecto bioldgico temprano e identificar la presencia de genes codificadores de
susceptibilidad (84).

Las técnicas moleculares ayudan a estratificar y refinar los datos al proporcionar mediciones
mas sensibles y especificas, que facilitan las actividades epidemiolégicas, incluyendo la
vigilancia de enfermedades, las investigaciones de brotes, la identificacién de los patrones
de transmision y los factores de riesgo entre los casos aparentemente distintos,
caracterizando las interacciones hospedero-patégeno y la deteccion de organismos que no

poseen la capacidad de ser cultivado (85).

Los métodos moleculares de tipificacion pueden utilizar como diana tanto ADN cromosémico
como ADN de elementos genéticos méviles de transmisién horizontal (plasmidos,
transposones, integrones y secuencias de insercion). Las técnicas moleculares abarcan
estudios de los perfiles de restriccion del ADN (plasmidico o cromos6mico); técnicas de
amplificacion de secuencias de ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

y técnica de secuenciacién parcial de genes (86).
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La frecuencia con la que las infecciones de E. coli 0157: H7 se han reportado sigue
aumentando, probablemente reflejando gran interés por este patbgeno y un aumento en su

incidencia y distribucion geografica (87).

El genoma de las cepas patogénicas de E. coli es diverso y puede ser hasta 1 Mb mayor
qgue el de las cepas comensales, debido principalmente a la adquisicion y pérdida de islas
de patogenicidad y material accesorio genético. Se cree que las cepas de E. coli
secuenciadas tienen un ndcleo del genoma de aproximadamente 2,200 genes y un pan-
genoma de aproximadamente 13,000 genes. Es intrigante que aunque la mayoria de los
genomas de las cepas de E.coli patbgenas pueden codificar mas de 5,000 genes menos de
la mitad de estos genes constituyan el nlcleo del genoma. Esto permite una considerable
diversidad y plasticidad genética, debido a la pérdida y la ganancia de genes que conlleva

a la aparicion de un conjunto diverso de patotipos de E.coli (88).

Para el estudio de E. coli patogénica aviar (APEC), se han utilizado métodos de
caracterizacion molecular. Serotipos predominantes asociados a la colibacilosis, por medio
del método electroforesis de enzima multilocus, aparecen filogenéticamente distantes,
aungue los clones patogénicos estan estrechamente relacionados con respecto a las cepas
comensales. El método de tipificacibn de secuencia multilocus de las cepas O 78 ha
revelado una estrecha relacion de los clones a residir en diferentes huéspedes y una fuerte
correlacion entre virulencia y su origen clonal (89- 92).

Otros estudios como tipificacion filogenética basada en PCR vy tipificacion de secuencia
multi- locus han revelado una conexiébn entre APEC y Escherichiacoli patogena
extraintestinal (EXPEC) de humano, sugiriendo una potencial fuente ExXPEC humano de

origen alimentario (93).
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Por lo tanto, son necesarios los estudios de epidemiologia molecular que involucran
aislamientos de origen animal, alimentario, humano y del medio ambiente para reunir mas
evidencia sobre el potencial zoonotico de EXPEC y para evaluar todos los riesgos de
reservorios animales para la salud humana. Uno de los riesgos asociados con la transmision
de EXPEC a partir de reservorios animales, ademas de propagar una enfermedad potencial,

es la diseminacion de resistencia a los antimicrobianos (94).

6.8. Sindromes infecciosos causados por Escherichiacoli en aves comerciales

6.8.1. Enfermedad respiratoria aviar

Se caracterizan por estornudo, tos, fluidos nasales, conjuntivitis e incremento de la
mortalidad considerandose hasta el 20 % en algunos casos (95).

La susceptibilidad de las aves a esta infeccion se incrementa por la deciliacion a las células
epiteliales del tracto respiratorio superior después de la exposicion al amoniaco y al polvo

del entorno del ave (96).

Dependiendo de la severidad de la enfermedad, se puede observar traqueitis y congestion
del higado, bazo y rifién. Los sacos aéreos aparecen de consistencia viscosa y cubiertos
con coagulo de fibrina, asociandose a pericarditis, perihepatitis y peritonitis (95).

6.8.2. Onfalitis

En las aves el saco vitelino suele estar afectado debido a su estrecha relacion anatémica.
La infecciébn continla con contaminacion del ombligo no cicatrizado con APEC. La
contaminacion fecal de huevos es considerada como la fuente mas importante de infeccion
(97).
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El incremento de mortalidad en el octavo dia causado por onfalitis da como resultado pobre
ganancia de peso del pollito. Es decir, si la prevalencia de E.coli aumenta en pollitos de un
dia, también se incrementara la mortalidad en la primera semana. Sin embargo si existiera
70% de pollitos colonizados por E. coli, esto no significaria que la mortalidad sera 70%,
aumentando el riesgo si no se controla el manejo de los pollitos durante el proceso de
incubacion. (98, 99).

Inflamacién, edema, enrojecimiento, y posiblemente pequefios abscesos caracterizan la
inflamacion aguda del ombligo. EI abdomen esté distendido y los vasos sanguineos estan
hiperémicos. En los casos graves la pared del cuerpo y la piel que lo recubre se someten a

lisis y estan humedos y sucios (97).

Puede haber otros cambios no especificos como deshidratacion, gota visceral, emaciacion,
conductos de ventilacibn pegados y vesicula biliar agrandada. El saco vitelino esta
normalmente distendido porque la yema no ha sido absorbido y productos inflamatorios se
han afiadido. La yema posee color, consistencia y olor anormal, y puede contener un
exudado visible. Los vasos sanguineos del saco vitelino a menudo son prominentes. Los
pollos con el saco vitelino infectado que viven mas de 4 dias también pueden tener
pericarditis o perihepatitis, indicando diseminacion sistémica del organismo desde el saco
vitelino (97).

6.8.2. Celulitis

La celulitis se ha convertido en un sindrome econdmicamente significativoen pollos de
engorde, resultado del incremento de sacrificios, degradacion de procesamientos, y el
aumento de los costos asociados con el recorte y el reprocesamiento de las carcasas
afectadas (100).
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La celulitis se caracteriza por una difusa reaccion inflamatoria en el tejido subcutaneo.
Escherichiacoli ha sido el organismo predominante recuperado de lesiones de celulitis en
un namero de estudios y se considera el agente causante de la celulitis. Trauma o dafios a
la piel por rascado se ha demostrado que aumenta las lesiones de celulitis formadas porE.
coli. En un estudio se observd que en una parvada con alta mortalidad por celulitis también
poseia alta tasa por otras lesiones con infeccién de E. coli (100,101).

6.8.3. Sindrome de la cabeza hinchada

Es una celulitis aguda a subaguda que involucra los tejidos subcutaneos periorbitarios y
adyacentes de la cabeza. El sindrome de la cabeza hinchada(SHS) fue descrita por primera
vez en los pollos de engorde en Sudafrica asociados con E. coli y una infecciéon por
coronavirus no identificado. La hinchazén de la cabeza es causado por un exudado
inflamatorio debajo de la piel que se acumula en respuesta a las bacterias, por lo general E.
coli, seguidas de infecciones virales del tracto respiratorio superior (pneumovirus aviar, virus
de la bronquitis infecciosa). El amoniaco agrava la enfermedad. El portal de entrada se
considera que es la conjuntiva, las membranas mucosas inflamadas de los senos

paranasales o en la cavidad nasal (97).

6.8.4. Enteritis

La diarrea resulta de las infecciones con E. colienterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteropatogena (EPEC), o enteroinvasiva (EIEC); cada tipo posee ciertos factores
de virulencia que determinan las caracteristicas de cada tipo de enfermedad entérica. Las
cepas de EHEC y EPEC producen lesiones adherentes y obliterantes en la superficie de la
mucosa intestinal. La enterotoxigenicidad causada por cepas de ETEC es poco comun en
la APEC (97).
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6.8.5. Peritonitis y Salpingitis

La salpingitis se caracteriza por ser un proceso supurativa subaguda que compromete el
oviducto, el desarrollo del embrion y el tiempo de vida del polluelo. E. colien aves
adultaspuede infectar el tracto reproductivo causando salpingitis, ooforitis y peritonitis que
induce a la muerte. La infeccién temprana en las reproductoras puede ser clinicamente
asintomatica; en ciertos casos responsable del aumento de la mortalidad embrionaria en
incubadora (97,102).

La peritonitis por yema es una leve a moderada peritonitis difusa que resulta de la yema
libre en la cavidad corporal. Exudacion marcada, inflamacion extensa, y cultivos positivos
caracterizan a la peritonitis por coliformes y sirven para distinguirla de la peritonitis por yema
(97).

6.8.6. Colisepticemia

La colisepticemia se define como la presencia de E. coli virulento en el torrente sanguineo.
Lavirulencia de la bacteria y la inmunidad del ave determinan la duracion, el grado, y el
resultado de la enfermedad, asi como el patrén y la gravedad de las lesiones. La
colisepticemia progresa a través de las siguientes etapas: septicemia aguda, poliserositis

subaguda, e inflamacion granulomatosa crénica (97).

La pericarditis esta asociado con la colisepticemia. Los vasos del pericardio se vuelven
prominentes debido a la hiperemia y el pericardio se vuelve nublado y edematosa.
Inicialmente masas blandasde exudado palido se acumulan dentro del saco pericardico
seguidos de exudado fibrinoso. El exudado se puede ver débilmente adherido al epicardio

cuando se abre el saco pericardico (97).
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[I. MATERIALES Y METODOS

1. Espacio y tiempo

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de la Empresa BIOSERVICE en el
distrito de Villa Maria del Triunfo y en el Laboratorio de Computo de la Universidad Alas

Peruanas - Sede Pachacamac, entre los meses de marzo y octubre del 2015.

2. Poblacion y muestra

Se revisaron 2 974fichas clinicas que contienen los registros de cultivos bacterianos y
antibiogramas provenientes de tejidos con aislamientos deEscherichiacolide muestras de

aves comerciales del laboratorio Bioservice desde el 2001 al 2014.

3. Disefio de la investigacién

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo observacional, registro de fichas clinicas de
resultados de aislamientos de E. coli en aves comerciales y su perfil de susceptibilidad
antimicrobiano del laboratorio Bioservice. Se tabularon los datos en una hoja de calculo,
procesando los resultados y determinando la tendencia de susceptibilidad antimicrobiana

mediante el analisis de regresion lineal. (Ver anexo 1).
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4. EQUIPOS Y PROCEDIMIENTOS

4.1 Materiales

- Informes de analisis de laboratorio (Cultivo bacteriano, identificacion bioquimica y
antibiogramas) de los afios 2001-2014.

- Programa estadistico MINITAB 16.

- Editor de textos y hojas de calculo (Microsoft Word y Excel)

- Computador personal

- Material de oficina (lapiceros, resaltadores, pizarra acrilica, plumones, mota,
archivadores)

- USB Flash Drive Memory (Medio de almacenamiento externo)

- Hojas bond 80g

4.2  Procedimientos
4.2.1 Autorizacion de la empresa de servicios

Se envid una solicitud al laboratorio BIOSERVICE para obtener la autorizacion para el uso
de su laboratorio y de sus registros clinicos para realizar la investigacion.

4.2.2. Recopilacion de Datos

Se trabaj6é con las fichas de resultados del laboratorio obtenidas a partir del analisis de
muestras de aves comerciales remitidasal laboratorio. Se recolectaron y tabularon los
resultados de los aislamientos de E.coli y niveles de susceptibilidad bacteriana a los
antibioticos evaluados en la prueba de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos a partir de

protocolos del laboratorio (Ver anexo 2-5).
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En las pruebas de susceptibilidad se colocaron valores de susceptible, intermedio y
resistente de acuerdo a los halos de inhibicion bacteriana frente a los antibiéticos usados.

Para la determinacién del perfil de susceptibilidad se utilizé el Manual del Comité Nacional
de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS) donde se detallan los datos de potencia de
los antibioticos y los estandares de los halos de inhibicion bacteriana a cada uno de los

antibioticos (103)Ver anexo 6.

4.2.3. Andlisis de Datos

La informacion recopilada en el presente estudio fue introducida a una base de datos de

Microsoft Excel 2013 y expresada en porcentaje para determinar:

e Frecuencia de presentacion de Escherichiacolien las muestras de aves comerciales en
el laboratorio BIOSERVICE durante el periodo 2001-2014.

e Frecuencia de susceptibilidad antimicrobiana deEscherichiacoli; durante el periodo de
estudio, determinando que antibioticos resultaron ser los mas eficientes para las

infecciones con E.coli.

Asimismo, para analizar la variable de susceptibilidad antimicrobiana de E.coli durante el
periodo de estudio, el porcentaje de susceptibilidad fue introducida a una hoja de trabajo del

programa estadistico MINITAB 16, para determinar la regresion lineal y analisis de varianza
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V. RESULTADOS

En el periodo 2001-2014 se analizaron en el laboratorio 19497 muestras de microbiologia,
de los cuales 2 974 pertenecieron a la especie aviar, representando el 16,54 % del total. El
namero de muestras con aislamientos deEscherichiacolifuel 257, representando el 42,27
%. La mayor frecuencia de aislamientos de E.coli se obtuvo de los pollos de carne (Cuadro

N° 1) Ver anexo 7.

Cuadro N° 1.- Frecuencia de Aislamiento de E. coli por finalidad

Finalidad del ave Cazos totales N°caso_s E. Frecuencia (%)
e aves coli
Pollos de carne 1566 859 54,85
Gallinas de postura 893 246 27,55
Reproductores 494 145 29,35
Gallos 21 7 33,33
TOTAL 2974 1257 42,27

De las muestras de aves comerciales enviadas durante el periodo 2001 — 2014 al laboratorio
Bioservice, la mayor frecuencia de aislamientos deE. coli en el aparato respiratorio se obtuvo
de los cornetes nasales (37,59%), traquea (37,24%) y senos infraorbitarios(31,54%). En
otros érganos se observd una alta frecuencia en el corazén (83,33%), la cavidad oral
(80,00%) y ojos (33,33 %), y moderada frecuencia en la barbilla (27,5%), el intestino
(25,41%) y el saco vitelino (23,87%) Ver Anexo 8.
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En las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para los aislamientos de E.coli, se
utilizaron una amplia gama de antibidticos, entre los cuales destacan las fluoroquinolonas
como la ciprofoxacina, norfloxacina, enrofloxacina y levofloxacina; los betalactamicos como
la amoxicilina y la ampicilina; las tetraciclinas como la oxitetraciclina, doxiciclina, tetraciclina
y clortetraciclina; las sulfonamidas como el Sulfametaxol- trimetropim y los derivados de

acido fosfénico como la fosfomicina.

De los diversos aislamientos de E.coli obtenidos de muestras de aves comerciales en el
periodo 2001- 2014, se encontr6 que las cepas de E. coli fueron susceptibles a
espectinomicina con 66.93 % (168/251), cloranfenicol con 49.49% (194/392) y colistina con
35.06% (61/174) (Cuadro N° 2)

Antibiéticos como la neomicina (68/178), ceftiofur (34/110) obtuvieron un porcentaje de

sensibilidad intermedia a cepas de E.coli de 38.20 y 30,91 respectivamente (Cuadro N° 2).

Los antibiéticos individuales que presentaron mayores niveles de resistencia bacteriana en
las pruebas de susceptibilidad fueron la clortetraciclina con 96.79 (151/156), lincomicina con
85.71% (114/133), amoxicilina con 83.89% (859/1024), oxitetraciclina con 83.53%
(852/1020), levofloxacina con 78.50% (168/214), doxiciclina 77.72 (565/727), tetraciclina
con 77.44 (127/164), enrofloxacina con 73.38 % (838/1111), norfloxacina con 60,71%
(669/1102), entre otros.
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Cuadro N 2. Resultados de la prueba de susceptibilidad de antibiéticos individuales en los

aislamientos de Escherichia coli de muestras de aves en el periodo 2001-2014.

ANTIBIOTICOS SUSCEPTIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
Ne % Ne % Ne %  TOTAL
. Amoxicilina 126 12,30 39 3,81 859 83,89 1024
Betalactamicos L
Ampicilina 0 0 0 0 7 100 7
Ceftiofur 16 14,55 34 30,91 62 56,36 110
Cefalosporinas  Ceftriazona 14 18,67 14 18,67 47 62,67 75
Cefazolina 4 8,33 3 6,25 41 85,42 48
Polimixinas Colistina 61 35,06 56 32,18 57 32,76 174
Ciprofloxacina 259 22,72 151 13,25 730 64,04 1140
. Norfloxacina 341 30,94 92 8,35 669 60,71 1102
Fluorquinolonas ,
Enrofloxacina 120 10,25 213 18,19 838 7156 1171
Levofloxacina 29 13,55 17 7,94 168 78,50 214
Oxitetraciclina 93 9,12 75 7,35 852 83,53 1020
- Tetraciclina 20 12,20 17 10,37 127 77,44 164
Tetraciclinas L
Doxiciclina 76 10,45 86 11,83 565 77,72 727
Clortetraciclina 4 2,56 1 0,64 151 96,79 156
Gentamicina 142 34,89 39 9,58 226 5553 407
. . Neomicina 42 23,60 68 38,20 68 38,20 178
Aminoglucosidos o
Kanamicina 1 100 0 0 0 0 1
Espectinomicina 168 66,93 39 15,54 44 1753 251
Furaltadona 131 31,72 81 19,61 201 48,67 413
Nitrofuranos Furazolidona 0 0 0 0 100
Nitrofurantoina 0 0 0 0 2 100 2
) Eritromicina 0 0 0 0 6 100 6
Macrolidos o
Tilosina 3 6,12 0 0 46 93,88 49
Pleuromutilina Tiamulina 0 0 0 0 34 100 34
Derivados Del -
P ) Fosfomicina
Acido Fosfonico
326 32,28 106 10,50 578 57,23 1010
Lincosamidas Lincomicina 8 6,02 11 8,27 114 85,71 133
. Cloranfenicol 194 49,49 29 7,40 169 43,11 392
Fenicoles ]
Florfenicol 153 25,46 74 12,31 374 6223 601
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Los antibioticos asociados que fueron resistentes a cepas de E.coli aisladas de aves
comerciales  fueron la  ciprofloxacina+doxiciclina  con 91.84% (180/196),
enrofloxacina+amoxicilina con 74.39 % (334/449), sulfametaxazol+trimetropin con 72.69 %
(812/1117), entre otros. (Cuadro N 3).

Cuadro N 3. Resultados de la prueba de susceptibilidad a antibiéticos asociados en los

aislamientos de Escherichia coli de muestras de aves en el periodo 2001-2014.

ANTIBIOTICOS SUSCEPTIBLE | INTERMEDIO RESISTENTE TOTAL
N° % Ne % N° %

Sulfametoxazol- trimetropin 251 22,47 54 4,83 812 72,69 | 1117
Ciprofloxacina + Amoxicilina 75 14,10 92 17,29 365 68,61 532
Norfloxacina + Amoxicilina 111 19,82 45 8,04 404 72,14 560
Enrofloxacina + Amoxicilina 57 12,69 58 12,92 334 74,39 449
Fosfomicina + Trimetropin 86 27,48 3 0,96 224 71,57 313
Ciprofloxacina + Doxiciclina 6 3,06 10 5,10 180 91,84 196
Levofloxacina + Colistina 13 10,16 16 12,50 99 77,34 128
Lincomicina + espectinomicina 8s 29,14 59 19,54 155 51,32 302

De los antibioticos individuales procesados en el andlisis de regresion lineal, la amoxicilina
y norfloxacina presentaron un coeficiente de variacion menor a 0,05. Asimismo en las
combinacion antibiética ciprofloxacina+amoxicilina, se obtuvo resultados similares que

demostrarian asociacion entre las variables Antibiotico-afio (Ver anexo 9).
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V. DISCUSION

En el Peru, la colibacilosis, al igual que otras enfermedades genera pérdidas econémicas,
por ello es fundamental el estudio de Escherichia coli como agente primario en el desarrollo
de infecciones en aves comerciales, basdndose principalmente en la caracterizacién

genética de las cepas patdgenas y el perfil de susceptibilidad antimicrobiana (43,63).

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo, de las 2974 muestras de especie
aviar, se aislo un 42,27 % cepas pertenecientes a Escherichia coli en aves comerciales en
el laboratorio Bioservice. Este porcentaje es mayor contrastando con Malik y col (2005), que
de un total de 218 cepas extraidas de muestras 6rganos respiratorios de pollos de un
laboratorio en Minesota desde el 1998 a 2002, tuvo como frecuencia de E.coliun 36.7 %
(49).

El nUmero de aislamientos de E. coli en aves ha sido mayor en los ultimos 4 afios. De estos
resultados podemos sefialar el aumento de los procesos infecciosos por E. colien muestras
de avesdurante el periodo 2001-2014, lo que indica una alta ocurrencia de las infecciones
a través del tiempo, concordando asi con lo sostenido por Koga (2010),quien muestra en la
casuistica de Avibacterium paragallinarum, Pasteurella multocida, Gallibacterium anatis y
Ornithobacterium rhinotracheale realizada entre el 2005 y el 2009, afirmando que existe un

alta prevalencia de infecciones bacterianas (103)
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La mayor frecuencia de E.coli ha sido en pollos de carne. Como sostiene Mosqueda (2013),
los resultados demuestran la sensibilidad que tiene el pollo de engordea fallas de manejo
como factores ambientales, deficiencias nutricionales y a la accion de microorganismos
patdogenos. Asimismo, el Instituto Nacional de Estadisticas de Peru (2014), afirma el
predominio de la poblacion de pollos de carne en comparacion a las gallinas vy
reproductores. Por otro lado, Vandemale(2002) en Bélgica,reporto una alta incidencia de
E.coli en gallinas ponedoras desde 1997 a 2000, mientras que en reproductoras y broilers

la incidencia fue menor (51, 52 ,62).

La frecuencia de aislamientos de E.colide los 6rganos del aparato respiratorio fue elevada,
sugiriendo que la bacteria ha sido inhalado por los pollos y ha causado la infeccién en el
tracto respiratorio, como lo ha comprobado Dho-Moulin y col (1999), en algunos de sus
modelos experimentales que la infeccién por APEC ocurri6 a través de la inhalacion de polvo
contaminado con heces. Asimismo, Vandemaele (2002), sostiene que los sindromes
asociados a la Infeccion con E.coli empiezan con aerosaculitis, evolucionando a una

bacteriemia y una infeccion generalizada que se manifiesta como una poliserositis (90, 96).

En cuanto a la frecuencia de aislamientos de E.coli en 6rganos del aparato digestivo de las
aves, el intestino y el saco vitelino tuvieron una frecuencia menor a 30 por ciento.Los
resultados de Skyberg y col (2003),sugieren que cepas intestinales aisladas de aves
aparentemente sanas podrian causar enfermedad en huéspedes susceptibles, dependiendo

de la combinacion de los factores de virulencia que se presenten (64).

En las pruebas de susceptibilidad, las bacterias presentaron niveles altos de susceptibilidad
a antibiéticos como espectinomicina, cloranfenicol y colistina.Con respecto a Cloranfenicol,

Sumano (2010), ha documentado que debido a la toxicidad de sus residuos, tan solo una
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parte por millon (ppm) es suficiente para inducir anemia aplastica o sindrome del nifio gris,
por lo que se descarta su uso en veterinaria (16).

Por otro lado se corrobord los resultados deAntilles y col (2013),los que presentaron un
porcentaje mayor a 50% en cepas de E.coliaisladas de aves que fueron sensibles a Colistina
(50). En otro estudio, Rahman y col (2013), sostiene que 50 % de aislamientos de E.coli de

pollos de engorde fueron sensibles a cloranfenicoly 37.50% a la gentamicina(59).

Las cepas de E.colipresentaron sensibilidad intermedia a neomicina. Antilles y col (2013),
reporto que mas del 60 % de las cepas de E. colide pollos de engorde resultaronsensibles
a la neomicina (50). Latolerancia o susceptibilidad intermedia debe ser considerada como

un tipo de resistencia (42).

Dentro del estudio se encontr6 un alto nivel de resistencia bacteriana, por encima del 50%,
para las tetraciclinas, lincosamidas, betalactamicos, flouroquinolonas, sulfonamidas,
cefalosporinas, fenicoles y aminoglucésidos. En medicina veterinaria, crianza intensiva
(aves, porcinos, ovinos), los antimicrobianos son usados en dosis subterapéuticas como
promotores de crecimiento, profilacticos para prevencion de enfermedades y para terapia
en animales. Por ello, se ha registrado resistencia bacteriana desde 1950, evolucionando a
través del tiempo. La venta indiscriminada de antibidticos en veterinaria y la minima
vigilancia de resistencia por las autoridades son factores que han contribuido con el
problema de resistencia (42). Asimismo, la investigacion realizada por Moulin (2007), en la
cual reporto la transferencia de genes de Escherichia coli patogénica extraintestinal de aves
a humano, nos hace reconocer que pueden existir residuos de antibiéticos que transmitan
genes de resistencia a través de la ingestiéon de pollo, considerandose a la resistencia

bacteriana como un riesgo para la salud publica (93).
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Mas del 70 % de las cepas de E.coli fueron resistentes a las tetracicillinas,comprobado
también por Saidi y col (2013),quienes reportaron que un 100 % de los aislamientos de E.

coli de aves fueron resistentes a este antibiético (47).

En el caso de los flouroquinolonas, entre 60-70% de las cepas de E.coli fueron resistentes,
siendo similar a los resultados deSalehi y col (2006),quienes muestran alta prevalencia de
resistencia de enrofloxacina(68%) y ciprofloxacina (67%) (46).Asimismo, Bravo y col (2014),
también encontraron que cepas de E.coliprocedentes de pollos de carne presentaron

elevados niveles de resistencia a enrofloxacina (80%) y norfloxacina(77%) (43).

En el estudio, la resistencia a la amoxicilina fue 83,89 %, coincidiendo con Antilles y col
(2013), quienesencontraron que la amoxicilina es el antibiético con mayor ndmero de
aislados de E. coli resistentes 70,4% (64.6- 81.0%) (50).

Mas del 50 % de aislamientos de E.coli fueron resistentes a los antibidticos asociados. Bravo

y col (2014), encontr6 un nivel de resistencia de 90% a la sulfa asociada al trimetoprim(43).

El andlisis de regresion lineal (p) para la amoxicilina, norfloxacina vy
ciprofloxacina+amoxicilina, sefiala que ellos presentan un coeficiente de regresién negativo

para susceptibilidad, es decir un aumento de resistencia bacteriana a través del tiempo.
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VI. CONCLUSIONES

La frecuencia relativa de los aislamientosde E. coli demuestras de aves comerciales
remitidas a la empresa Bioservice fue de 42,27%. Asimismo las cepas de
E.colipresentaron altos niveles de resistencia bacteriana a las tetraciclinas, lincomicinas
y Fluoroquinolonas. Mientras que E.colipresenté sensibilidad ante la espectinomicina,

cloranfenicol y colistina.
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Vil.  RECOMENDACIONES

1. Concientizar a los criadores de pollos comerciales con el propésito de detener la
aplicacion indiscriminada de antibidticos, instaurar una lista de antibidticos para el
tratamiento de E.coli y modificarla de acuerdo al comportamiento del agente en el

tiempo.

2. Promover la utilizacion de mezclas de exclusion competitiva como los prebiéticos y

probidticos.

3. Creacion de programas para monitorear la transmision de resistencia antimicrobiana

mediada por plasmidos.
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ANEXO 1

Formato 1: Ficha de recopilacion de datos

MUESTRAS POSITIVAS A ESCHERICHIA COLI

# Ficha
Microbiolégica

Fecha de
ingreso

Finalidad del
ave

Organo aislado
con E.coli

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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ANEXO 2

Criterios para la recopilacion de datos

Finalidad del ave: Gallina de postura, gallos, pollo de engorde, reproductores

Diagnostico de E. coli en base a los érganos lesionados

Organos del aparato respiratorio: Sacos aéreos, pulmones, traquea, senos infraorbitarios y
cornetes nasales.

Organos del aparato digestivo: Cavidad oral, saco vitelino, higado, bazo, intestino

Organos del aparato reproductor: Ovario, oviducto

Organos del aparato urinario: Rifiones

Otros: Articulaciones barbilla , ojos, tejido subcutaneo, saco pericardico

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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ANEXO 3
Formato 2: Protocolo de procesamiento de la muestras (Aves comerciales)

1. OBJETIVO
2. REFERENCIAS

2.1. A Laboratory Manual for the Isolation and Identification of Avian Pathogens, Fifth Edition, 2008. Edited by L.
Dufour-Zavala, Swayne D. J. Glisson, M. Jackwood, J. Pearson, W. Reed, M. Jackwood, and P. Woolcock.
Published by The American Association of Avian Pathologist, University of Pennsylvania, USA.

2.2. Manual de Procedimientos Técnicos de Laboratorio, 5° Edicién 2007. Editado por MVZ J.C. Valladares, 2007,
Laboratorio de Control de Calidad y Patologia Aviar, PAPSA, México.

3. PROCEDIMIENTO

3.1. MUESTRAS: Aves bebes, jovenes y/o adultas (Broilers, Ponedoras, Reproductoras).

3.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:Solucién desinfectante, alcohol, formol al 10%, frascos para muestras,
algoddn, jeringas, agujas, papel desechable, hisopos, mandiles plésticos.

3.3. METODO:

3.3.1. El personal debera colocarse el mandil plastico antes de comenzar el procedimiento. La inspeccion clinica debe
realizarse antes de la toma de muestras y al sacrificio de las aves, registrando de severidad de los signos.

3.3.2. Para el sacrificio de las aves utilizamos los métodos fisicos como la dislocacion cervical (Aves jovenes y
Adultas) y la decapitacion (Aves bebes).

3.3.3. Las aves sacrificadas se colocan en bandejas en posicion decubito dorsal, con los miembros inferiores hacia el
extremo y se llevan al &rea microbioldgica donde se encuentra el instrumental y material necesario para la
necropsia y toma de muestras.

3.3.4. Se hace una incisién cortando la piel desde la parte ventral del pico hasta la punta del esternon, por la linea media
y continuarla por ambos lados hasta las piernas por la parte ventral. A partir de la incision, separar la piel del
tejido subcutaneo hacia ambos lados, hasta exponer los 6rganos cervicales y las masas musculares de torax,
abdomen y piernas.

3.3.5. Sedesarticula la articulaciéon coxofemoral de ambas piernas haciendo traccion hacia arriba hasta liberar la cabeza
del fémur de su acetbulo.

3.3.6. Se realiza una segunda incision para exponer las visceras, cortando con las tijeras de necropsias los huesos
pectorales desde la punta del esternén, hacia ambos lados de la pechuga, en direccion caudo craneal hasta la
articulacion clavicular, desprender las articulaciones de un lado y desplazar la pechuga hacia arriba para exponer
la cavidad toracoabdominal.

3.3.7. Se seleccionan y recolectan las muestras para estudios microbioldgicos: Con el fin de evitar contaminacion,
antes de manipular los érganos y tejidos dentro de las cavidades, se deben seleccionar y recolectar las muestras
para bacteriologia en caso necesario, de acuerdo a los datos de la Historia Clinica y a los estudios requeridos;
estas muestras deben tomarse en condiciones de esterilidad. Las muestras para aislamiento de microorganismos
pueden ser tomadas por la diseccion de una porcion del tejido, bien ser tomadas con un hisopo estéril.

3.3.8. Para colectar muestras de 6rganos con un hisopo estéril, se debe flamear con la espatula al rojo la superficie del
6rgano en el caso de 6rganos parenquimatosos, o la pared en el caso de 6rganos tubulares. Cortar con tijeras la
superficie o la pared del 6rgano, introducir el hisopo en la abertura, girdndolo sobre su eje mayor. Se puede usar
el mismo hisopo para muestrear hasta 10 aves, siempre y cuando la muestra proceda del mismo 6rgano. El hisopo
con la muestra puede ser colocado en tubos con medio de transporte o puede ser sembrado mediante una estria
primaria sobre la superficie del medio de cultivo contenido en cajas de Petri.

Fuente: Laboratorio Bioservice
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ANEXO 4

Formato 3. Protocolo de aislamiento e identificacion bioquimica de enterobacterias (A
excepcion de Salmonella spp. y Yersinea spp.)

o

OBJETIVO:
2. REFERENCIAS
2.1. Markey B., Leonard F.,Archambault M.,Culliname A., Maguire D.2013. ClinicalVeterinaryMicrobiology. 2da Ed.
Section 2: Bacteriology, Chapter 17.
2.2. Bergey's manual of Systematic Bacteriology.
3. PROCEDIMIENTO
3.1. MUESTRA: Heces, tejidos, leche (mastitis), orina, descargas uterinas y exudados.
3.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS: Agar sangre, agar MacConkey, estufa 37°C.
3.3. METODO:
3.3.1. Sembrar la muestra en agar sangre y MacConkey. Para esto colocar la muestra en contacto con la superficie del
agar:
3.3.1.1. Heces colocar de 1 a 3 gotas de heces diarreicas o de una suspension de heces, sembrar por agotamiento.
3.3.1.2. Organos poner en contacto la mucosa o parénquima con la superficie del agar, sembrar por agotamiento.
3.3.1.3. Leche (mastitis), exudados, orina: Colocar de 1 a 3 gotas en la superficie del agar, sembrar por
agotamiento.

3.3.2. Incubar a 372 C por 24 a 48 horas.

3.3.3. Examinar la presencia o ausencia de crecimiento en los agares. Evaluar las caracteristicas coloniales y la
morfologia mediantes tincién gram.

3.3.4. Seleccionar las colonias que crecieron en el agar MacConkey(rojas: lactosa positiva, claras: lactosa negativa) y
realizar las pruebas bioguimicas.

3.3.5. Realizar la prueba de oxidasa, catalasa y fermentacion de glucosa.

3.3.6. Para que sea una enterobacteria, debe ser oxidasa negativo, catalasa positivo, fermentador de glucosa.

3.3.7. Realizar la identificacién bioquimica por tubos multiples o mediante sistema APl o0 RAPID.

3.3.8. Tubos multiples: Realizar el test IMViC (Produccion de indol, rojo de metilo, VVoger Proskauer, utilizacion del
citrato), descarboxilacion de la lisina, produccién de la enzima ureasa, produccion de la enzima
betagalactosidasa.

3.3.9. Para la identificacion del género bacteriano y especie bacteriana ver Anexo 1y 2.

4. REGISTRO

5. CONTROL DE CAMBIOS
6. ANEXOS

Fuente: Laboratorio Bioservice
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ANEXO 5

Formato 4.Protocolo de prueba de sensibilidad antimicrobiana

1. OBJETIVO:

2. REFERENCIAS
2.1.Comité Nacional de Estandares Clinicos de Laboratorio (NCCLS). 2002. Performance Standards for
Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Test for Bacteria Isolated from Animals. M31-A2, Ed.2, vol.22,
N° 6.
2.2. Comité Nacional de Estandares Clinicos de Laboratorio (NCCLS).2000. Performance standards for
antimicrobial disk susceptibility test. M2-A7. Ed. 7, vol. 20,N° 1.
2.3. Comité Nacional de Estandares Clinicos de Laboratorio (NCCLS). 2008. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. M100- S19. Ed. 19.

3. PROCEDIMIENTO
Cada muestra fue inoculada en el medio Mueller-Hinton, aplicando los discos de sensibilidad e incubando a 37°C

para su posterior medicion del halo de inhibicion, segun las normas del Comité Nacional de Estandares Clinicos
de Laboratorio (NCCLS)para los antibioticos de diferentes familias

Los antibioticos (discos de sensibilidad que fueron utilizados en las pruebas de susceptibilidad, se encuentran

agrupados dentro de las siguientes familias:

e  Betalactdmicos: Amoxicilina y ampicilina.

e  Cefalosporinas: Ceftiofur, ceftriazona y cefazolina.

e  Fluroguinolonas: Ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina, levofloxacina.

e  Polimixinas: Colistina

e  Lincosamidas: Lincomicina

e Aminoglucésidos:Gentamicina, neomicina, kanamicina y espectinomicina.

e  Macrolidos: Eritromicina y tilosina.

e  Pleuromutilina: Tiamulina

e  Tetraciclinas: Clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina y tetraciclina.

e Nitrofuranos: Furaltadona, furazolidona y nitrofurantoina.

e  Fenicoles: Cloranfenicol y florfenicol.

e  Sulfonamidas: Sulfametaxol + Trimetroprim.

e  Derivados del acido fosfonico: Fosfomicina

e Antibidticos asociados: Ciprofloxacina + amoxicilina, norfloxacina + amoxicilina, enrofloxacina +
amoxicilina, fosfomicina + trimetropin, ciprofloxacina + doxiciclina, levofloxacina + colistina y

lincomicina + espectinomicina.

Fuente: Laboratorio Bioservice



ANEXO 6

Formato 5: Halos de inhibicién estandares (NCCLS)

CONTENIDO ZONA DE DIAMETRO (mm)

ANTIBIOTICOS DISCO SENSIBLE |INTERMEDIO| RESISTENTE
BETALACTAMICOS
Amoxicilina 20ug >17 14-16 <13
AMPICILINA 10ug >17 14-16 <13
CEFALOSPORINAS
CEFTIOFUR 30 ug >21 18-20 <17
CEFTRIAZONA 30 pg =21 14-20 <13
Cefazolina 30 ug >18 15-17 <14
POLIMIXINAS
COLISTINA 10 ug >11 9-10 <8
FLUORQUINOLONAS
Ciprofloxacina 5ug =21 16-20 <15
Norfloxacina 10 ug >17 13-16 <12
Enrofloxacina 5ug >23 17-22 <16
LEVOFLOXACINA 5ug >17 14-16 <13
TETRACICLINAS
Oxitetraciclina 30 ug =19 15-18 <14
TETRACICLINA 30 ug >19 15-18 <14
DOXICICLINA 30 ug =19 15-18 <14
Clortetraciclina 30 ug =19 15-18 <14
AMINOGLUCOSIDOS
GENTAMICINA 10 ug >15 13-14 <12
NEOMICINA 30 ug >17 13-16 <12
KANAMICINA 30 ug >18 14-17 <13
ESPECTINOMICINA 100 pg =14 11-13 <10
NITROFURANOS
FURALTADONA 15 ug >18 15-17 <14
FURAZOLIDONA 100 pg >17 15-16 <14
NITROFURANTOINA 300 pg =17 15-16 <14
MACROLIDOS
ERITROMICINA 2 ug =21 16-20 <15
TILOSINA 15 ug >18 15-17 <14
PLEUROMUTILINA
TIAMULINA 10 ug | =22 | 19-20 ] <18
DERIVADOS DEL ACIDO FOSFONICO
Fosfomicina 50 ug | >18 | 1317 | <12
LINCOSAMIDAS
LINCOMICINA 15 g | 218 | 1417 | <13
FENICOLES
CLORANFENICOL 30 ug >18 13-17 <12
FLORFENICOL 30 ug >19 15-18 <14
SULFONAMIDAS
Sulfametoxazol- trimetropin 1.25 /23.75 ug > 16 11-15 <10
ANTIBIOTICOS ASOCIADOS
Ciprofloxacina + Amoxicilina 5/20ug >21 16-20 <15
Norfloxacina + Amoxicilina 10/ 20 pg >18 14-17 <13
Enrofloxacina + Amoxicilina 5/20ug =21 16-20 <15
Fosfomicina + Trimetropin 50/ 5ug >15 13-14 <12
Ciprofloxacina + Doxiciclina 5/30ug =21 16-20 <15
Levofloxacina + Colistina 5/ 10ug >17 14-16 <13
Lincomicina + espectinomicina 15/ 100 ug =20 17-19 <16




ANEXO 7

Frecuencia de Aislamiento de E. coli por afio

Afios Casos totales  N° de aislamientos Frecuencia
del laboratorio  de E. colien aves relativa de E.coli
(%)
2001 81 45 55,56
2002 131 59 45,04
2003 142 49 34,51
2004 127 53 41,73
2005 109 34 31,19
2006 193 86 44,56
2007 202 74 36,63
2008 173 46 26,59
2009 206 77 37,38
2010 189 63 33,33
2011 297 117 39,39
2012 346 168 48,55
2013 405 180 44,44
2014 373 206 55,23
TOTAL 2974 1257 42,27

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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ANEXO 8
Frecuencia de aislamientos de E.coli segun diagndstico de 6rganos durante los afios 2001
- 2014
Diagnéstico de drganos Casos totales N2 de casos Frecuencia
E.coli (%)
Sacos aéreos 2 876 415 14,43
Pulmones 2 884 371 12,86
Aparato Traquea 1724 658 38,16
respiratorio | >€"%S 1595 516 32,35
infraorbitarios
cornetes 290 111 38,28
nasales
Cavidad oral 5 4 80,00
Higado 2 843 374 13,16
Aparato Bazo 2310 179 7,75
digestivo -
Intestino 185 48 25,95
Saco vitelino 1123 273 24,31
Ovario 96 12 14,89
Aparato
reproductor | Oviducto 47 7 14,89
Aparato | piggn 20 1 5
Urinario
Articulacién 16 3 18,75
Barbilla 80 18 22,50
Ojos 9 3 33,33
Otros i
Tejido . 8 7 87,5
subcutaneo
Saco
Pericardico 6 > 83,33

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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ANEXO 9

Resultados del analisis de regresion lineal del porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana
en los aislamientos de Escherichia coli de muestras de aves en el periodo 2001-2014

Antibioticos utilizados 2001 - ANALISIS DE
2014 VARIANZA (p)

Betalactamicos
Amoxicilina 0,036*
Ampicilina ID
Cefalosporinas
Ceftiofur ID
Ceftriaxona ID
Cefazolina ID

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina 0,078
Norfloxacina 0,029*
Enrofloxacina 0,409
Levofloxacina 0,687

Tetraciclinas

Oxitetraciclina 0,932
Tetraciclina 0,472
Doxiciclina NR
Clortetraciclina 0,109
Aminoglucosidos

Gentamicina NR
Neomicina NR
Kanamicina ID
Espectinomicina NR

Nitrofuranos
Furaltadona NR
Furazolidona ID

Nitrofurantoina ID




Macrolidos

Eritromicina ID
Tilosina NR
Tiamulinas

Tiamulina NR
Polimixinas

Colistina NR
Fosfomicina NR
Lincosamidas

Lincomicina NR
Fenicoles

Cloranfenicol NR
Florfenicol ID
Sulfametoxazol- trimetropin 0,155
Combinaciones antibioticas

Ciprofloxacina + Amoxicilina 0,002*
Norfloxacina + Amoxicilina 0,000
Enrofloxacina + Amoxicilina 0,027
Fosfomicina + Trimetropin 0,829
Ciprofloxacina + Doxiciclina 0,049
Levofloxacina + Colistina 0,028
Lincomicina + espectinomicina 0,009

*Presento regresion
NR: No presento regresién

ID: Insuficiente datos para un andlisis de regresion.

Fuente: Elaboracion propia, 2016
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