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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un problema global. Una posible causa de aparicién de
resistencia es su uso como promotores de crecimiento en aves. Esto puede producir fallos terapéuticos e
incrementar la transmisién de bacterias resistentes al hombre. El objetivo de este trabajo fue determinar
la sensibilidad a antimicrobianos en bacterias aisladas de aves y subproductos para consumo humano. Se
estudiaron 60 muestras, aislandose Escherichia coli, Salmonella spp. y Enterococcus faecalis. Un 80 % de las
muestras de granja presentaron recuentos >10% UFC/g para E. coli y 95 % para E. faecalis; 70 % de las de
frigorifico tuvieron recuentos >10° UFC/g de E. coli y 85 % de las de supermercado presentaron recuentos
>10% UFC/g de E. faecalis, 15% de E. coli; y 5 % presenté desarrollo de Salmonella spp. De 53 aislamien-
tos de E. coli, 47,1% fueron resistentes a fluoroquinolonas, 9,4 % resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion, y 3,8 % a colistina. De 39 cepas de E. faecalis, una fue resistente a ciprofloxacina, y ninguna a
vancomicina. El aislamiento de Salmonella spp. fue resistente a ciprofloxacina. Nuestros resultados revela-
rian la necesidad de intensificar los controles higiénico-sanitarios en la cadena de manipulacion de aves, e
implementar mejoras para la reduccion de patégenos.
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ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials is a global problem. A possible cause of the emergence of resistance
is their use as growth promoters. This can cause therapeutic failures and increase the transmission of
resistant bacteria. The objective of this work was to determine the sensitivity to antimicrobials of isolated
bacteria from poultry and products for human consumption. Sixty samples were studied and Escherichia
coli, Salmonella spp. and Enterococcus faecalis were isolated. Around 80 % of the farm samples showed
counts of >103 UFC/g for E. coli and 95 % for E. faecalis; 70 % of the refrigerated samples showed counts
of >103 UFC/g for E. coli, and 85 % of the market samples showed counts of > 10* CFU /g for E. faecalis,
15 % for E. coli; and 5 % developed Salmonella spp. Of the 53 E. coli isolations, 47.1 % were resistant to
fluoroquinolones, 9.4 % to third-generation cephalosporins, and 3.8 % to colistin. Of the 39 E. faecalis iso-
lated strains, one was resistant to ciprofloxacin, and none to vancomycin. The isolated Salmonella spp. was
resistant to ciprofloxacin. Our results reveal the need to intensify sanitary and hygiene controls poultry

manipulation chain and implement improvements to pathogens reduction.
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INTRODUCCION

El uso inadecuado de agentes antimicrobia-
nos en seres humanos y en animales de produccién
tiene consecuencias importantes para la salud hu-
mana y animal’. El riesgo mas grande para la salud
de los consumidores de productos de origen animal
no esta dado solamente por los residuos farmaco-
légicos, sino también por el desarrollo de bacterias
resistentes a antimicrobianos. Hasta la fecha, se han
descrito microorganismos resistentes a antimicro-
bianos en humanos, animales, alimentos y el medio
ambiente; por este motivo es importante el com-
promiso de todos los sectores, instando a que no se
prescriban antibiéticos sin necesidad, evitando la
automedicacion y el empleo innecesario de antibio-
ticos en la produccién agroalimentaria. De esta for-
ma se podria evitar que se aceleren los procesos que
incrementan la resistencia antimicrobiana (RAM)°.

Se considera que bacterias como E. coli y
Salmonella spp. multirresistentes y Enterococcus
vancomicina resistentes habrian emergido, en
parte, por el uso agropecuario de antimicrobianos.
Esto ha generado una permanente discusion sobre
la transmision de bacterias resistentes de los ani-
males al hombre y sobre la utilizacién de antibioti-
cos a dosis subterapéuticas para la prevencion de
enfermedades o para el aprovechamiento de sus
beneficios en el proceso productivo'®. Actualmen-
te se considera que su utilizacién para estas apli-
caciones proporciona condiciones favorables para
la emergencia, el desarrollo, la propagaciéon y la

persistencia de bacterias resistentes que pueden
causar infecciones en animales y humanos?.

En nuestro pafs, se cre6 en el afio 2015 el
Programa Nacional de Vigilancia de RAM en ani-
males de consumo humano, atendiendo a lo dis-
puesto en la Resolucion Conjunta 834 del Minis-
terio de Salud y 391 del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, en la cual se establece la Estra-
tegia Argentina para el Control de la RAM*.

La contaminacién de la carne de aves de
corral con bacterias, principalmente de origen
fecal, a través del procesamiento, manejo, comer-
cializaciéon y almacenamiento, puede conducir a
enfermedades en humanos. Entre los principales
agentes bacterianos causantes de infecciones in-
testinales humanas asociadas a productos avico-
las se encuentran Salmonella spp. y E. coli *?’. Las
infecciones causadas por bacterias resistentes a
antimicrobianos presentan un desafio para su
tratamiento. A su vez, se produce un incremento
en los costos médicos, se prolongan las estancias
hospitalarias y aumenta la mortalidad®. Uno de
los mecanismos mas importantes en las bacterias
gram negativas es la produccion de betalactama-
sas, enzimas capaces de inactivar a los antibio6ticos
betalactadmicos. Dentro de este grupo, las betalac-
tamasas de espectro extendido (BLEE) confieren
resistencia a penicilinas, oximino-cefalosporinas
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y
monobactamicos (aztreonam). Pueden ser inhibi-
das por acido clavulanico u otros inhibidores de
B-lactamasas como tazobactam y sulbactam? 23,

InVet Vol. 23 N22, 2021



Resistencia a antimicrobianos en productos avicolas

Por su asociacion a enfermedades trans-
mitidas por alimentos, la relevancia de la resis-
tencia y su uso como indicador de contaminacién
fecal, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la
RAM en aislamientos de E. coli, Salmonella spp. y
Enterococcus spp., obtenidos a partir de muestras
de origen avicola para consumo humano, en las di-
ferentes etapas del proceso de produccién (gran-
ja, frigorifico y supermercado).

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 60 muestras en 3 etapas
de la cadena productiva de una misma empresa
(granja, frigorifico y supermercado) de la provin-
cia de Buenos Aires en el afio 2018: 20 muestras
en granja (pollos), 20 muestras en frigorifico (filet
de pechuga, muslo, pata, pechuga con carcasa, car-
casa y ala) y 20 muestras en supermercado (ala,
pechuga, muslo, pata y patamuslo). Las mismas
se recolectaron con guantes y bolsas de cortes y
se transportaron rotuladas y refrigeradas hasta el
laboratorio para su procesamiento. Los analisis mi-
crobiolodgicos se realizaron en el Centro de Alimen-
tos y Medio Ambiente, Instituto de Analisis Fares
Taie de la ciudad de Mar del Plata.

Deteccion de E. coli

Se siguid la metodologia de acuerdo con la
norma ISO 16649-1:2018'¢. Se contaron las unida-
des formadoras de colonias (UFC) de E. coli, que fue-
ron identificadas mediante pruebas bioquimicas:
TSI (triple azdcar hierro), citrato de Simmons, SIM
(SH,, indol y movilidad), urea de Christensen, LIA
(lisina hierro), y MIO (movilidad, indol, ornitina).

Deteccion de Salmonella spp.

Se siguié la norma ISO 6579-1:2017%.
Las colonias presuntivas se confirmaron median-
te pruebas bioquimicas TSI, citrato de Simmons,
SIM, urea, LIA, y MIO.

Deteccion de Enterococcus spp.

Se realiz6 segin la norma ISO 7899-
2:2000%. Las colonias fueron identificadas me-
diante pruebas bioquimicas (l-pirrolidonilarila-
midasa-Pyr, crecimiento en cloruro de sodio, bilis
esculina y telurito).

Conservacion de los aislamientos

En los casos que hubo crecimiento, se to-
maron colonias individuales de la maxima dilucién
positiva y se colocaron en crioviales conteniendo
caldo nutritivo con 10 % de glicerol. Los aislamien-
tos se conservaron a -70 2C.

Interpretacion de resultados

E. coli: teniendo en cuenta los criterios
microbiol6gicos nacionales e internacionales reco-
mendados en aves?*?8, se establecié como criterio
inaceptable cualquier recuento > 1.000 UFC/g.

Salmonella spp.: se consider6 inaceptable
su presencia en 25 g de muestra, siguiendo el criterio
obligatorio de la Resolucién N° 198/95 de SENASAZ,

Enterococcus spp.: considerando que no
existen criterios microbioldgicos para pollos y que
se trata de un microorganismo fecal, se utilizo el mis-
mo punto de corte que para E. coli.

Evaluacion de resistencia a antimicrobianos

Los estudios de susceptibilidad a los anti-
microbianos se realizaron utilizando la técnica de
difusion con discos en medio sélido seglin normas
estandarizadas del CLSI-M1008. Los antibi6ticos
ensayados fueron:

- Cefalotina (CTN) 30 pg, ciprofloxacina (CIP) 5 pg,
ac. nalidixico (NAL) 30 pg, imipenem (IMI) 10 pgy
colistina (COL) 10 g, para E. coli y Salmonella spp.
- Vancomicina (VAN) 30 pg, para Enterococcus spp.

Se incub6 en estufa de 37 °C por 24 hy se
midieron los halos de inhibicién interpretandose
como sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) se-
gun las categorias establecidas en la norma vigente.
Enlas cepas que presentaron resistenciaa CTN (halo
< 14 mm) se realizé una prueba fenotipica para de-
teccion de BLEE con discos de ceftazidima (30 pg),
amoxicilina + 4cido clavulanico (AMC) 30 pg y cefo-
taxima (30 pg), para evaluar el efecto sinérgico entre
AMCy las cefalosporinas de tercera generacion.

RESULTADOS

Se analizaron 60 muestras de pollos obteni-
das de granja, frigorifico y supermercado. En la Tabla
1 se indica procedencia de cada muestra, cantidad y
porcentaje de aislamientos obtenidos. La tinica espe-
cie de enterococos hallada fue Enterococcus faecalis.
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A partir del andlisis de los resultados, se observé que
un 80 % de las muestras obtenidas en granja pre-
sentaron recuentos inaceptables (es decir > 1.000
UFC/g) para E. coli y un 95 % para E. faecalis. De las
muestras obtenidas en frigorifico, 17 (85 %) tuvieron
crecimiento de E. colj, siendo inaceptables 14 (70 %).
En ninguna se aislaron enterococos ni Salmonella
spp- Tomando en cuenta las distintas partes del pollo,
en carcasa y muslo el 100 % de los cultivos fueron
positivos a E. coli. Mientras que en ala, filet pechuga,
patay pechuga con carcasa, el porcentaje con recuen-
tos inaceptables fue del 50 %, 62,5 %, 75 %y 66,7 %,
respectivamente. De las muestras de supermercado,
el 100 % de los cultivos fueron positivos al menos a
uno de los microorganismos buscados. E1 85 % de las
muestras presentaron recuentos inaceptables de E.
faecalis y el 15 % de E. coli. Tomando en cuenta las
distintas partes del pollo, E. coli se aislé con mayor
frecuencia en patamuslo (50 %), seguido de pata y
muslo (20 %). E1 5 %, correspondiente a una muestra

de pata, present6 recuentos inaceptables para Salmo-
nella spp., E. coli y E. faecalis.

Los aislamientos obtenidos fueron analiza-
dos frente a distintos antimicrobianos. En este ana-
lisis se incluyeron el total de aislamientos obtenidos
independientemente del recuento, para tener valo-
res representativos de la RAM. Del total de muestras
analizadas se obtuvieron 93 aislamientos, 53 de E.
coli, 39 de E. faecalis y 1 de Salmonella spp. En la
Tabla 2 se muestran los mecanismos de resistencia
presentes en E. coli, donde se observa que el mas fre-
cuente fue la sensibilidad disminuida a CIP, presente
en 47,1 % de los aislamientos, con resistencia acom-
pafante a cefalosporinas de tercera generacion por
mecanismo BLEE en 9,4 % de los mismos. La resis-
tencia a COL fue de 3,8 %. En E. faecalis solamente
un aislamiento (2,6 %) presentd resistencia a CIP, al
igual que la tnica cepa de Salmonella spp. Ninguna
cepa de E. coli presentd resistencia a carbapenemes
y no observamos resistencia a VAN en E. faecalis.

Tabla 1: Aislamientos segin procedencia (N= niimero de muestras)

Muestras Cultivos
positivos
Granja N N % N
Total granja 20 19 95 16
Muestras Cultivos
positivos
Frigorifico N N % N
Ala 2 2 100 1
Carcaza 1 1 100 1
Filet Pechuga 8 7 87,5 5
Muslo 2 2 100 2
Pata 4 3 75 3]
Pechuga con 3 2 66,7 2
carcaza
Total 20 17 85 14
Frigorifico
Muestras Cultivos
positivos
Supermercado N N % N
Ala 3 3 100 0
Muslo 5 5 100 1
Pata 5 5 100 1
Patamuslo 2 2 100 1
Pechuga 5 5 100 0
Total 20 20 100 3]
Supermercado

E. coli E. faecalis

> 1000 UFC/g

> 1000 UFC/g

> 1000 UFC/g

Salmonella spp.

>1000 UFC/g (presencia)

% N % N %
80 19 95 0 0
E. coli E. faecalis Salmonella spp.

>1000 UFC/g (presencia)

% N % N %
50 0 0 0 0
100 0 0 0 0
62,5 0 0 0 0
100 0 0 0 0
75 0 0 0 0
66,7 0 0 0 0
70 0 0 0 0
E. coli E. faecalis Salmonella spp.

>1000 UFC/g (presencia)

% N % N %
0 3 100 0 0
20 5 100 0 0
20 4 80 1 20
50 1 50 0 0
0 4 80 0 0
15 17 85 1 5
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Tabla 2. Perfil de resistencia a los antimicrobianos en E. coli

N BLEE*+ FQ FQ** COL***
Granja 19 0 8 2
Frigorifico 17 4 7 0
Supermercado 17 1 5 0
Total 53 5 20 2
Resistencia 9,4 37,7 3,8
(%)

N: nimero de aislamientos analizados

* BLEE indica deteccién de Betalactamasas de espectro extendido

**FQ: fluoroquinolonas; ***COL: colistina

DISCUSION

El sector avicola continua creciendo e in-
dustrializidndose en muchas partes del mundo?'.
Sin embargo, algunas practicas de la produccién
de carne de aves a gran escala han generado pro-
blemas sanitarios, entre ellos la transmision de
bacterias patégenas al hombre y la seleccion de
bacterias resistentes a antimicrobianos®. Este tra-
bajo tuvo como objetivo caracterizar la RAM de los
aislamientos de E. coli, Salmonella spp. y Entero-
coccus spp., obtenidos en las distintas etapas de la
cadena productiva de carne avicola.

En el analisis de las muestras de granja, se
aislaron cepas de E. coli y E. faecalis en altos por-
centajes (80 % y 95 %, respectivamente). Por otro
lado, y a pesar de que estudios en granjas de las
provincias de Buenos Aires y Entre Rios, en el mar-
co de la vigilancia epidemioldgica del SENASA, esti-
man una prevalencia de 43-45 %%, en nuestro es-
tudio no detectamos Salmonella spp., en esta etapa.

Un alto porcentaje de muestras obtenidas
en frigorifico (70 %) resultaron inaceptables por
altos recuentos de E. coli. Se ha sugerido que la
contaminacién cruzada entre aves vivas y canales,
y temperaturas incorrectas en los distintos pro-
cesos, entre otros factores, contribuirian a la pro-
pagacién bacteriana en mataderos®, coincidiendo
con nuestra apreciacion, si bien estos factores no
fueron examinados en nuestro trabajo.

También en las muestras de supermer-
cado se observd alta contaminacion fecal a través
de la deteccion de un alto porcentaje (85 %) de
muestras con altos recuentos de E. faecalis, con un

porcentaje bastante menor (15 %) de recuentos
inaceptables de E. coli. Fallas en la cadena de ma-
nipulacion debido a malas practicas higiénicas de
los operarios, en el traslado debido a la contami-
nacién de los elementos y variaciones de tempe-
ratura, y también en la comercializacién, podrian
ser algunos de los factores que contribuyen a la
contaminacién observada en los productos de su-
permercado®®. En nuestro estudio, el porcentaje
de E. coli en muestras de supermercado fue mucho
menor que en las muestras de granja y frigorifico,
lo que demuestra que los lavados y procesos a los
que son sometidas las aves antes de comercializar-
se habrian sido eficientes. Sin embargo, debemos
aclarar que el punto de corte de inaceptable para
Enterococcus spp., al no hallarse establecido en
ninguna norma nacional ni internacional, se con-
siderd igual al de E. coli, de manera que podriamos
estar sobreestimando el porcentaje de muestras
inaceptables por contaminacién con enterococos
en muestras de supermercado.

Se detectd Salmonella spp. en una muestra
de pata, la cual representé el 5 % de las muestras
de supermercado analizadas. Si bien esta cifra es
menor a la reportada en un trabajo en El Salvador
(Centro América), en el que se identificé Salmonella
spp. en un 56 % de las muestras de carne de pollo
fresco colectadas en supermercados'?, la presencia
de Salmonella spp. es indicadora de contaminacién
fecal e implica un alto riesgo de consumo debido a
que puede causar intoxicacion alimentaria®.

El desarrollo y utilizaciéon de antimicro-
bianos ha sido de gran importancia para la reso-
lucién de muchas infecciones. La presion de selec-
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cién que estos antimicrobianos ejercen sobre las
bacterias favorece la aparicion y diseminacion de
distintos mecanismos de resistencia a nivel mun-
dial. E1 fenémeno de la RAM se ve impulsado por
el uso de estas drogas en medicina veterinaria y
humana, y también en la producciéon de alimen-
tos?*. Diversos estudios demuestran que la situa-
cién de RAM es alarmante en todo el mundo. En
China, Yang et al,, realizaron un estudio para ca-
racterizar cepas de E. coli multirresistentes aisla-
das en pollos?®!, obteniendo un 100 % de resisten-
cia a NAL, 98 % a tetraciclina, 79% a ampicilina,
77 % a estreptomicina y el 76 % a trimetoprima
sulfametoxazol. También se detecto resistencia a
fluoroquinolonas, tales como levofloxacina y ci-
profloxacina. Asimismo, Camacho et al. realizaron
un estudio en México para detectar Salmonella
spp. en muestras de pollo, donde evaluaron la re-
sistencia a 18 antimicrobianos’. Las mayores re-
sistencias se observaron con cefalotina, amoxicili-
na mas acido clavulanico, cefoxitina, y ampicilina,
todos ellos pertenecientes al grupo de los betalac-
tamicos. En Venezuela, Bricefo et al. evaluaron la
resistencia a fluoroquinolonas en Salmonella spp.,
aisladas en el procesamiento de pollo entero®, que
evidenciaron un alto porcentaje de resistencia
a NAL (73 %) y baja resistencia (3 %) a CIP. En
nuestro estudio, la Unica cepa de Salmonella spp.
fue resistente a CIP.

De los 93 aislamientos analizados en
nuestro trabajo (53 E. coli, 39 E. faecalis y una
Salmonella spp), 30 presentaron resistencia a an-
timicrobianos: 15 fueron resistentes sélo a una
clase de antimicrobianos, y 15 fueron resistentes
a 2 clases. El perfil mas prevalente en E. coli fue
la sensibilidad disminuida a CIP. Cinco aislamien-
tos (9,4 %) fueron resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion por produccién de BLEE. Esto
es de gran importancia ya que éstas son enzimas
producidas por bacilos Gram negativos y confieren
resistencia a la mayoria de los antibi6ticos betalac-
tamicos. Estas bacterias se aislaron principalmen-
te en muestras de frigorifico y no se detectaron en
muestras de granja. Estos resultados difieren de un
estudio en China que report6 un 25 % de prevalen-
cia de E. coli BLEE en pollos?’. La resistencia a COL
fue muy baja, observandose sélo en 2 aislamientos
obtenidos de granja. Por otro lado, Novais et al.,
llevaron a cabo un estudio prospectivo en pollos
entre los afios 1999 a 2001 en Portugal determi-
nando la presencia de Enterococcus spp. resisten-

tes a diferentes antibi6ticos?!, hallando resistencia
a VAN en un 48 %, y a otros antimicrobianos tales
como gentamicina, estreptomicina y kanamicina.
En nuestro trabajo no se detectaron aislamientos
de enterococos resistentes a VAN.

Se considera que la exposicion prolonga-
da a dosis bajas de antimicrobianos (por ej. con-
tenido en alimentos) tiene mayor probabilidad
de dar origen a la aparicién de resistencia que el
tratamiento o la prevencion de infecciones en los
animales®. En este sentido, y en el marco de la
lucha contra la RAM, el SENASA ha prohibido los
registros y certificados de uso y comercializacion
de alimentos con antibidticos para animales desde
principios del 2019%. La aparicién de resistencia
es una preocupacion a nivel mundial en la salud
humana y animal. Por este motivo, la accién coor-
dinada entre ambos sectores es fundamental para
preservar la eficacia terapéutica de los tratamien-
tos utilizados en infecciones humanas a futuro?=

CONCLUSIONES

La entrada de patdgenos en la cadena ali-
mentaria representa un riesgo para los consumido-
res y, desde el punto de vista de la salud publica,
esta situacion se ve agravada por la presencia de
cepas resistentes a antimicrobianos. Los resultados
de este estudio revelan la necesidad de intensificar
los controles higiénico-sanitarios en la cadena de
manipulacion de las aves, e implementar mejoras
para la reduccién de patdgenos en carne de pollo.

El compromiso con la salud publica de los
gobiernos a nivel global, debe fortalecerse a través
de la ejecucion de mecanismos de vigilancia, regu-
lacion, fiscalizacién, capacitacién, investigacion y
promocion social, para lograr prevenir y controlar
el avance de la resistencia antimicrobiana.
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