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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1. LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

Desde su descubrimiento hace mas de 80 afios, los antibidticos y compuestos
relacionados han permitido mantener la tasa de letalidad por enfermedades infecciosas en
niveles bajos, a la vez que han contribuido sustancialmente al incremento de la esperanza
de vida producido durante la segunda mitad del siglo XX. Sin embargo, en las ultimas
décadas, estos logros se estan viendo amenazados por la emergencia y diseminacion de
microorganismos resistentes a los antibioticos. Asi, la resistencia a los antibidticos, que
involucra a los principales agentes patdgenos y compuestos antimicrobianos, es percibida
como un peligro para la Salud Publica mundial, que afectarad especialmente a las futuras

generaciones (Capita y Alonso-Calleja, 2013).

La preocupacion por el incremento de la resistencia bacteriana a los antibidticos ha
aumentado en los ultimos afios y asi ha sido reconocido en diferentes documentos tanto en
el ambito nacional como internacional (Campos y Baquero, 2002; EASAC, 2007). En este
sentido, la resistencia a antibiéticos ha sido definida como una pandemia global (EASAC,
2007), una de los mayores amenazas para la Salud Publica y uno de los principales
desafios sanitarios del siglo XXI (WHO, 2009), una potencial catastrofe mundial (European
Parliament, 2006), y uno de los principales problemas de los Sistemas de Salud en Europa
(ECDC/EMEA, 2009). En base a las tendencias actuales en lo que a tasas de mortalidad se
refiere, y usando modelos logisticos de prediccion, es esperable que a lo largo del siglo XXI
las infecciones vayan ganando el protagonismo que tuvieron hace un siglo (Ausubel et al.,
2001). El problema es tan severo que muchos expertos vaticinan la escasa efectividad que

los antibiéticos tendran dentro de varias décadas (Rosenblatt-Farrell, 2009).

A lo largo de esta Memoria de Tesis Doctoral el término “antimicrobiano” se usara de
manera general para referirse a todos los compuestos, incluyendo antibiéticos y biocidas,
que ejercen un efecto inhibitorio o letal sobre los microorganismos. El término “antibiotico” se
empleara para hacer referencia a compuestos naturales, sintéticos o semisintéticos que a
bajas concentraciones ejercen una accién sobre los microorganismos sensibles (toxicidad
selectiva). Los antibiéticos se emplean para tratar, controlar o prevenir las enfermedades

infecciosas en seres humanos, animales o plantas, asi como (en algunas areas geograficas)
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para mejorar la eficiencia en la utilizacion del pienso y la ganancia diaria de peso
(promotores del crecimiento). Los “biocidas” son compuestos quimicos (descontaminantes,
aditivos o desinfectantes) habitualmente de amplio espectro, usados para destruir,
contrarrestar, neutralizar, impedir la accidén o ejercer un efecto de control sobre cualquier

microorganismo nocivo (SCENIHR, 2009).
1.1. Historiay tendencias de la resistencia a antibioticos

El descubrimiento de los antibiéticos fue un hallazgo casual, que se produjo cuando Sir
Alexander Fleming, al regresar de sus vacaciones de verano en septiembre de 1928,
observé que la presencia de un moho contaminante habia inhibido el crecimiento de
Staphylococcus aureus en una placa de medio de cultivo. Dicho moho fue posteriormente
identificado como Penicillium notatum y el compuesto quimico responsable de la inhibicion
denominado penicilina. La purificacién, produccién en suficientes cantidades y uso de la
penicilina como agente terapéutico se llevé a cabo en 1940 por un grupo de investigadores
de la Universidad de Oxford (particularmente Ernst Boris Chain y Howard Walter Florey). Los
tres cientificos mencionados recibieron el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1945

(Monnet, 2005).

La resistencia a los antibidticos fue descrita poco tiempo después y en una entrevista
publicada en el diario New York Times en 1945, Fleming advirtié que el uso inapropiado de
la penicilina podria provocar la seleccion de células resistentes de Staphylococcus aureus,
que podrian causar infecciones mas severas que las cepas sensibles. Las afirmaciones de
este cientifico fueron corroboradas con el hecho de que solo unos anos después del empleo
masivo de la penicilina como agente terapéutico, mas del 50% de las cepas de

Staphylococcus aureus habian adquirido resistencia al antibiético (Alanis, 2005).

Los datos de resistencia a antibidticos en bacterias aisladas de infecciones
nosocomiales invasivas (principalmente infecciones sanguineas) estan disponibles en el
European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) para los Estados
Miembros de la Unién Europea, Islandia y Noruega. El porcentaje de resistencia a
antibiéticos en varias especies aisladas de pacientes con septicemia, especialmente
bacterias Gram-negativas (por ejemplo Escherichia coli resistente a cefalosporinas), no ha

dejado de crecer en los ultimos afos y asi, en la Union Europea, la resistencia a antibiéticos
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entre las bacterias responsables de infecciones severas en humanos afecta a mas del 25%
de las cepas en algunos estados miembros (EARSS, 2007; ECDC/EMEA, 2009). Un motivo
especial de preocupacion lo constituyen las cepas multi-resistentes, que son responsables
de aproximadamente la mitad de los 27.000 fallecimientos anuales provocados por las
infecciones nosocomiales en los 27 estados miembros de la Uniéon Europea (Watson, 2008).
Otros sistemas de vigilancia disponibles en la Union Europea ponen también de manifiesto
la tendencia al incremento en la prevalencia de resistencia a antibiéticos para la mayoria de
las bacterias entéricas responsables de enfermedades transmitidas por alimentos

(ECDC/EFSA/EMEA/SCENIHR, 2009; European Commission, 2006a; HPA, 2008).

En los EE.UU., la prevalencia de resistencia a antibiéticos ha aumentado también de
forma marcada en los ultimos anos, tanto en el caso de bacterias de origen intestinal
transmitidas por alimentos (NARMS, 2006) como en las responsables de infecciones
nosocomiales (CDC, 2009). Por ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MRSA), un microorganismo responsable de
infecciones hospitalarias que puede transmitirse también por el consumo y manipulacion de
alimentos contaminados (EFSA, 2009a), fue descrito por primera vez en los EE.UU. en
1968. A comienzos de los afios 1990s, se adscribian al grupo MRSA entre el 20% y el 25%
de las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de pacientes hospitalizados. Diez afios
después este porcentaje habia ascendido al 60%. Algo parecido ha ocurrido con los
enterococos resistentes a la vancomicina (vancomycin-resistant enterococci; VRE). Estos
microorganismos provocan con frecuencia infecciones nosocomiales, que pueden también
ser transmitidas a partir de los animales, bien por ingestion de alimentos de origen animal o
por contacto directo (ECDC/EFSA/EMEA/SCENIHR, 2009; Peters et al., 2003). Desde 1990
hasta 2003, la prevalencia de VRE en aislamientos de pacientes hospitalizados en Unidades
de Cuidados Intensivos (UCls) se incrementd desde menos del 1% hasta el 28,5%. Por lo
que respecta a las bacterias Gram negativas resistentes a beta-lactamasas de amplio
espectro (extended spectrum beta-lactamases; ESBLs), fluoroquinolonas, carbapenems, y
aminoglucésidos, éstas han aumentado también su prevalencia de forma considerable. Por
ejemplo, en 1997, el SENTRY Antimicrobial Surveillance Program puso de manifiesto que
entre los aislamientos de Klebsiella pneumoniae realizados en los EE.UU., las tasas de

resistencia a ceftacidima y otras cefalosporinas de tercera generacion fueron 6,6%, 9,7%,
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5,4%, y 3,6% para infecciones de la sangre, neumonias, infecciones cutaneas y del tracto
urinario, respectivamente. En el afio 2003, el 20,6% de todas las cepas de K. pneumoniae
procedentes de UCIs fueron resistentes a estos farmacos, y en el periodo comprendido
entre 1994 y 2000, en un estudio realizado en 43 estados de los EE.UU. se observé que la
susceptibilidad a la ciprofloxacina decrecié desde un 86% a un 76% en el caso de las
bacterias Gram negativas aisladas de pacientes ingresados en UCIs, hecho que fue

asociado al incremento del empleo de fluoroquinolonas en esa area geografica (CDC, 2006).

Recientemente estan recibiendo una gran atencion las bacterias resistentes a todos los
antibioticos conocidos, denominadas pan-resistentes, descritas por primera vez en la ultima

década (European Parliament, 2006).
1.2. Consecuencias de la resistencia a antibioticos

Las infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibiéticos responden con
dificultad a los tratamientos farmacolégicos, lo que se traduce en consecuencias negativas
en relacion con la morbilidad y mortalidad, asi como en un incremento de los costes

economicos asociados (Rice, 2009).
1.2.1. Aspectos relacionados con la Salud Puablica

Las bacterias resistentes a los antibidticos estan asociadas con consecuencias
negativas para la salud humana principalmente por dos motivos. En primer lugar porque
provocan infecciones que de otra forma no ocurririan y, en segundo, porque los fallos en el

tratamiento aumentan la severidad de dichas infecciones.

Es dificil cuantificar con precisién el impacto total de la resistencia a antibidticos en
términos de morbilidad y mortalidad, puesto que la resistencia constituye un problema
adicional a la infeccion inicial. Sin embargo, es un hecho universalmente aceptado que la
resistencia a antibiéticos incrementa la probabilidad de fallecimiento, el coste de las terapias,
la duracion de la enfermedad y la probabilidad de requerir hospitalizacién. Asi, se ha
estimado que las infecciones por bacterias multi-resistentes (aproximadamente 386.000
casos en 2007) causan mas de 25.000 fallecimientos anuales en la Uniéon Europea, Islandia
y Noruega. Con el objeto de interpretar adecuadamente este dato, cabe sefalar que cada
afo se producen unos 48.000 fallecimientos por accidentes de trafico en la misma area

geografica (EARSS, 2007; ECDC/EMEA, 2009). Las infecciones causadas por bacterias
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resistentes a antibidticos se asocian con una calidad de vida reducida, con infecciones
bacterianas en otras localizaciones y con un incremento en las tasas de recidiva (respecto a
las infecciones causadas por cepas sensibles), cronificacion y posteriores infecciones

oportunistas con microorganismos resistentes.

Los fallos en el tratamiento de las infecciones por cepas resistentes incrementan
sustancialmente el riesgo de complicaciones. Las personas inmunodeprimidas, incluyendo
los pacientes con cancer, los nifios con malnutricion o las personas con el sindrome de
inmunodeficiencia (VHI positivo), son mas vulnerables. En estos grupos de poblacion la
existencia de terapias antimicrobianas efectivas resulta esencial para su supervivencia.
Ademas de complicar el tratamiento de las infecciones, la resistencia a antibiéticos dificulta
la realizacién de procedimientos médicos complejos, como el trasplante de érganos o los
implantes de prétesis, donde los antibidticos desempefian un papel crucial para la seguridad

del paciente, previniendo complicaciones (Cars y Nordberg, 2004).

El fallo de una terapia antimicrobiana conduce al dilema de cual es la pauta de
actuacion correcta, si administrar una terapia empirica, por ejemplo utilizando antibiéticos de
amplio espectro, o bien esperar a recibir los resultados del antibiograma, retrasando el
comienzo del tratamiento. Generalmente el empleo de una terapia empirica no suele ser
efectivo en estas infecciones, puesto que existe una dificultad incrementada de predecir las
resistencias. Un estudio llevado a cabo en UCIs puso de manifiesto tasas de mortalidad
significativamente superiores entre los pacientes que recibian una terapia empirica
inadecuada que en aquéllos que recibian el antibiético adecuado (42% vs 17%) (Kollef et al.,
1999). Ademas, si bien es comprensible que algunos profesionales opten por la
administracion de antibiodticos de amplio espectro en las etapas iniciales de las infecciones
severas, hay que sefialar que este hecho provoca un circulo vicioso, ya que existe una
relacién directamente proporcional entre el uso de antibidticos de amplio espectro y el riesgo
de seleccién de bacterias resistentes (Patterson y Rice, 2003). En cualquier caso, y como
consecuencia de un tratamiento inadecuado o retardado, los tiempos durante los cuales
puede producirse la infeccion se prolongan, incrementando el nimero de personas
infectadas en la comunidad, y exponiendo a la poblacion general al riesgo de contraer una

infeccion por una cepa resistente (WHO, 2002).
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Como se ha indicado con anterioridad, los fallos en el tratamiento de estas infecciones
se asocian con una mayor tasa de letalidad. Por ejemplo, en el caso de septicemias por
MRSA, la mortalidad es entre dos y tres veces superior a la que se asocia con infecciones
por cepas de Staphylococcus aureus no resistentes (Cosgrove et al., 2003). De igual forma,
las infecciones por cepas resistentes de Salmonella (Helms et al., 2004), Campylobacter
(Helms et al., 2005) y VRE (Edmond et al., 1996) son mas problematicas y se asocian a
mayores tasas de letalidad que las infecciones por cepas sensibles de estos grupos
microbianos. En una serie de registros llevados a cabo en Dinamarca con el objeto de
determinar la mortalidad asociada con infecciones gastrointestinales por Salmonella enterica
serotipo Typhimurium entre 1995 y 1999, se comprobd que 28 de un total de 953 pacientes
infectados con cepas pan-susceptibles (susceptibles a todos los antibidticos) fallecieron,
siendo la mortalidad 2,3 veces superior a la observada para la poblacién general, mientras
que la infeccidon por cepas multi-resistentes (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas, tetraciclina y acido nalidixico) (40 pacientes; 5 fallecimientos) se asocié con
una mortalidad 13,1 veces mayor que la de la poblacién general de Dinamarca (Mglbak,

2004).

En los ultimos afios se han encontrado vinculos entre resistencia a antibiéticos y
virulencia. Los genes de virulencia, por ejemplo aquéllos asociados con la produccién de
enterotoxinas o la quelacion del hierro, que incrementan la capacidad de invasion en sus
hospedadores, y los genes de resistencia a antibiéticos pueden estar presentes en los
mismos elementos genéticos moviles, transfiriéndose y expresandose de forma conjunta
(Carlson et al., 2007; Doyle y Erickson, 2006). Asimismo, se han descrito algunos genes que
participan tanto en la virulencia como en la resistencia a antibiéticos (por ejemplo bombas de
expulsion en el caso de Campylobacter) (EFSA, 2008a). Hay que sefalar aqui que cualquier
potenciacion de la virulencia en las bacterias patégenas puede afectar de forma adversa al

éxito de un tratamiento con antibidticos.

Finalmente, cabe mencionar que ninguno de los calculos sefalados en los parrafos
precedentes incluye estimaciones de los costes que la resistencia a antibiéticos tendra para
las futuras generaciones, que muy probablemente seran superiores a los que estan siendo
experimentados en la actualidad. En este contexto es necesario también destacar el enorme

impacto econdémico y sanitario que la resistencia a antibiéticos tiene en los paises en vias de
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desarrollo, dadas las generalmente precarias condiciones de sus sistemas de salud y los
bajos ingresos econdmicos, que se traducen en una escasa disponibilidad y un suministro
irregular de los farmacos, conllevan un empleo inapropiado de los antibidticos (Cars y

Nordberg, 2004).
1.2.2. Aspectos econémicos

Las infecciones por bacterias resistentes causan pérdidas econémicas a los hospitales,
a los sistemas de salud y a la sociedad en general, sin olvidar los costes para el paciente,
como consecuencia de la severidad y duracion de la enfermedad y el incremento de las
probabilidades de hospitalizacién. En este sentido, las estimaciones sugieren que los costes
para el sistema sanitario ascienden a 4.000-5.000 millones de ddlares al afio en los EE.UU.
En Europa, los costes anuales debidos al incremento del gasto en antibiéticos ascienden a
9.000 millones de euros, excluyendo los costes asociados a las prescripciones llevadas a
cabo en hospitales (European Parliament, 2006). Recientemente se han llevado a cabo
algunas estimaciones mas modestas (1.300 a 2.700 millones de ddlares en los EE.UU. y
1.500 millones de euros en la Unién Europea), si bien se supone que la mayor parte de las

estimaciones estan subestimadas (ECDC/EMEA, 2009).

2. GENERACION, DISEMINACION Y MECANISMOS DE RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

2.1. Generacio6n de resistencia a antibiéticos

Si bien en algunos casos se ha descrito la induccion de mecanismos de resistencia
como consecuencia de la accion de un antibiético, el desarrollo de resistencia a antibiéticos
es principalmente un proceso de seleccidon Darwiniano (Rosenblatt-Farrell, 2009). Existen
poblaciones microbianas en distintos ambientes (seres humanos, animales, alimentos,
superficies, ambiente). Cuando un factor de estrés (por ejemplo un compuesto
antimicrobiano) actia sobre estas poblaciones, las células susceptibles se inactivaran, pero
no asi aquellas que son resistentes. Por presion selectiva, estas bacterias resistentes seran
capaces de sobrevivir y multiplicarse, produciendo una progenie resistente. Tras un periodo
de tiempo, la poblacion susceptible original habra sido reemplazada por una poblacién

resistente. Cuando los antimicrobianos se usan de forma incorrecta (por ejemplo tiempo
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demasiado corto, cantidad demasiado baja o concentracion inadecuada) las probabilidades

de que las bacterias se adapten y multipliquen aumentan considerablemente (WHO, 2002).

La resistencia a los antibiéticos puede ser innata (intrinseca), relacionada con la
fisiologia o estructura del microorganismo (por ejemplo ausencia de lugar diana para el
agente antimicrobiano, escasa permeabilidad de las cubiertas celulares, produccién de
enzimas que inactivan el antimicrobiano o presencia de bombas de expulsion que
disminuyen la concentracion intracelular del compuesto). La resistencia intrinseca es un
aspecto inherente a ciertas especies bacterianas (denominadas insensibles) y no se ve
afectada por el uso de antibiéticos. Asi, por ejemplo, la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas hace a estos microorganismos relativamente impermeables a los
compuestos hidrofobicos, como es el caso de los antibiéticos macrdlidos. Algunas bacterias
pueden asimismo usar estrategias temporales en las que diferentes genes son expresados o
inhibidos para permitir la supervivencia en la presencia de antibidticos (sistemas de
respuesta al estrés) (Rosenblatt-Farrell, 2009). Sin embargo, la resistencia intrinseca no es
el principal motivo de preocupacion en el contexto de la Salud Publica y la sanidad animal, y
la gran mayoria de los microorganismos resistentes a antibidticos han emergido como
resultado de cambios genéticos, adquiridos por mutacion (evolucidn vertical), o por la
captacion de material genético por transferencia horizontal a partir de otras células
bacterianas (FVE, 2002). La expresion de estos cambios genéticos en la célula conlleva
modificaciones de uno o0 mas mecanismos bioldgicos de la bacteria afectada y determina en

ultima instancia el tipo especifico de resistencia que desarrolla la bacteria (Alanis, 2005).

La resistencia adquirida por mutacion se desarrolla como resultado de un cambio
espontaneo en un locus del cromosoma microbiano que controla la susceptibilidad a un
antibiético determinado. Las mutaciones espontaneas habitualmente provocan
modificaciones en un lugar diana del antimicrobiano (por ejemplo cambios cromosémicos
que provocan resistencia a quinolonas) y que se transmiten de forma vertical. Las
mutaciones pueden contribuir también a la resistencia a antibiéticos causando la
superproduccion de bombas de expulsion (Beinlich et al., 2001) o lugares diana (Flensburg y
Skold, 1984). Las mutaciones son relativamente raras y ocurren con una probabilidad baja,
de aproximadamente 1 por cada 10’ a 10" células (Mulvey y Simor, 2009). La

extremadamente elevada tasa de replicacién de las bacterias posibilita la aparicion de estas
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mutaciones. No obstante, el mayor motivo de preocupacion en relacion con la resistencia a
antibiéticos se asocia con la existencia de sistemas de transferencia de genes
extracromosdémicos entre bacterias, tanto de forma horizontal como vertical. La transferencia
horizontal de genes juega un papel relevante en la diseminacion de resistencias, que puede
ocurrir entre cepas de la misma especie o entre diferentes especies 0 géneros presentes en
el mismo nicho ecoldgico. Este hecho es enormemente preocupante ya que posibilita que
los determinantes de resistencia a antibioticos pasen de bacterias no patégenas a bacterias
patégenas. En este sentido, la comunidad cientifica asume que hay un reservorio de genes
de resistencia en las distintas poblaciones microbianas (microbiota humana o animal,
alimentos, superficies y ambiente). Cuanto mayor sea la cuantia de este reservorio, mayor
sera la probabilidad de que estos genes sean adquiridos por las bacterias patdgenas. Los
genes que codifican para la produccion de enzimas que modifican la estructura del
antibiotico (por ejemplo penicilinasas), asi como los genes que provocan modificaciones en
los lugares diana o que incrementan la sintesis de bombas de expulsion son habitualmente

transferibles.

Finalmente, cabe sefialar que la adquisicion de nuevos determinantes de resistencia
puede ser beneficiosa para la bacteria bajo determinadas condiciones de estrés, si bien
suele tener un coste importante en ausencia de presion selectiva. Sin embargo, las bacterias
pueden adaptarse a las diferentes condiciones ambientales, con el objetivo de reducir este
coste, mediante mutaciones compensatorias o la regulacién de la expresion de esa
resistencia. Estos mecanismos compensatorios permiten a la bacteria persistir incluso en

ausencia de la presion selectiva producida por antibiéticos (Kempf y Zeitouni, 2009).
2.2. Diseminacion de las resistencias a antibioticos

La seleccion de bacterias resistentes se traduce en la seleccion de genes de
resistencia que pueden diseminarse y propagarse a otras bacterias. Las bacterias son
particularmente eficientes en el mantenimiento y diseminacion de estas resistencias dada su
habilidad para multiplicarse con rapidez, pasando los genes de resistencia a su progenie
durante la multiplicacion celular (transmision vertical). Por otro lado, y como se ha indicado
en los parrafos precedentes, las bacterias pueden también diseminar los genes de
resistencia mediante mecanismos de transferencia horizontal (conjugacion, transduccion y

transformacion). La estrategia mas comun y eficiente de transferencia de genes consiste en

11
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el paso de plasmidos (fragmentos circulares de acido desoxirribonucleico -ADN-
extracromosdémico que se pueden replicar independientemente del cromosoma) a través de
estructuras tubulares proteicas, denominadas pili, que conectan de forma temporal las
bacterias donantes y receptoras y permiten el paso de estos fragmentos de ADN a su
través, dejando siempre una copia de la informacién en la bacteria donante, y multiplicando
asi la resistencia a antibidticos a lo largo de las sucesivas generaciones de una poblacion.
Los plasmidos pueden transferirse tanto vertical como horizontalmente, estimandose que la

mayor parte de la resistencia adquirida esta mediada por plasmidos (Alanis, 2005).

Las bacterias pueden también adquirir genes de resistencia por la difusién de
transposones o integrones. Los transposones son fragmentos de ADN especializados que
pueden portar diferentes genes de resistencia. No tienen la capacidad de autorreplicarse
pero pueden moverse dentro del genoma, facilitando la migracion de los genes de
resistencia (por ejemplo del cromosoma al plasmido). Asi, la resistencia codificada en el
cromosoma puede diseminarse horizontalmente ya que los genes de resistencia estan
habitualmente localizados en los transposones. Los integrones pueden también portar
diferentes genes de resistencia. Los integrones no pueden moverse, pero codifican para
mecanismos que les permiten tanto la captura como la escision de genes de resistencia a
antibiéticos, incrementando asi la movilidad horizontal de estos genes. Los integrones se
encuentran habitualmente en plasmidos, pero pueden también estar integrados en los
cromosomas, como ocurre en el caso de Salmonella enterica serotipo Typhimurium DT 104

(SCENIHR, 20009).

La transduccion es otra forma de transmision de genes de resistencia a antibiéticos y
ocurre con la ayuda de un “vector”, generalmente un virus (bacteriéfago) capaz de infectar a
la bacteria. La transformacion es un tercer mecanismo de transferencia genética y tiene
lugar cuando se produce el paso directo de ADN de una bacteria (generalmente inactivada
que presenta soluciones de continuidad y que se encuentra préxima a la bacteria receptora)
a otra. La bacteria receptora incorpora el ADN libre en su propio genoma de forma estable

(Alanis, 2005).

La probabilidad de transferencia horizontal varia ampliamente entre grupos
bacterianos. Asi, las especies del género Enterococcus y de la familia Enterobacteriacae

han desarrollado mecanismos altamente eficientes de transferencia de genes, de forma que

12



Introduccion y Antecedentes

en los habitats habituales de estos grupos (intestino humano y animal) es esperable una
elevada frecuencia de intercambio de genes entre especies no relacionadas (incluyendo el
paso de genes a cepas de microorganismos patdégenos). Por ello, Enterococcus spp. Yy
Escherichia coli son considerados como indicadores o centinela de resistencia a antibidticos.
Por otro lado, el riesgo de transferencia horizontal de genes de resistencia es medio o bajo
en el caso de, por ejemplo, Lactococcus spp. y Bacillus spp., respectivamente (SCENIHR,

2009).

La cuestion de la transferencia horizontal de genes de resistencia se considera un
riesgo tanto directo como indirecto en la Industria Alimentaria. El riesgo directo esta en
relacion con la presencia en los alimentos de bacterias patdégenas (responsables de
enfermedades transmitidas por alimentos) resistentes a antibiéticos, que pueden transmitirse
al consumidor por ingestién o contacto y causar enfermedad (EFSA, 2008a; Hald et al.,
2007). El riesgo indirecto para la salud humana consiste en la transferencia horizontal de
elementos genéticos moviles (plasmidos, transposones o integrones con genes de
resistencia a antibidticos) desde bacterias no patégenas (comensales, probidticas o
tecnolégicas) hasta bacterias patégenas. Esta transferencia horizontal puede ocurrir en
diferentes puntos relacionados con la cadena alimentaria: en el ambiente (por ejemplo
efluentes), en las superficies de las instalaciones y equipos de las industrias alimentarias, en
los alimentos o en el cuerpo de las personas y animales (por ejemplo tracto intestinal o piel)
(Lester et al., 2006). Habitualmente ambos riesgos coexisten. La contribucién relativa de
cada etapa de la cadena alimentaria al riesgo indirecto no ha sido bien determinada hasta el
momento, si bien los investigadores enfatizan la importancia que parecen tener tanto las
aguas residuales como el tracto intestinal de los animales de abasto y seres humanos en la
transferencia de genes de resistencia (Hunter et al., 2008; Li et al., 2010). De hecho, se ha
sugerido que un bajo nivel de cepas resistentes en el cuerpo humano deberia ser un
objetivo de Salud Publica, de la misma manera que lo son los niveles de tension arterial o de

colesterol plasmatico (Nijsten et al., 1994).
2.3. Mecanismos de resistencia a antibiéticos

Los compuestos antimicrobianos presentan varios mecanismos de actuacion, por
ejemplo dificultando o inhibiendo la sintesis de la pared celular (penicilinas), actuando sobre

diferentes partes de las células bacterianas (inhibiendo su sintesis), como el ADN o el acido
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ribonucleico —ARN- (quinolonas), las proteinas (tetraciclinas) o modificando algunas rutas
metabdlicas (sulfonamidas) (Rosenblatt-Farrell, 2009). Las estrategias microbianas para
resistir los efectos de los antimicrobianos incluyen la formacién de biopeliculas o biofilms,
cambios en la permeabilidad de la superficie celular, expulsién o inactivacion enzimatica de
los compuestos antes de que alcancen los targets o lugares diana, modificacion o
sobreproduccion de los lugares diana y adquisicion de rutas metabdlicas alternativas a

aquellas inhibidas por el compuesto (IFT, 2006; Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Al contrario que los antibiéticos, los biocidas tienen varios lugares diana en las células
microbianas. Asi, la emergencia de susceptibilidad reducida a estos compuestos esta a
menudo mediada por mecanismos inespecificos que provocan un descenso en la
concentracion intracelular de los biocidas (por ejemplo cambios en la permeabilidad celular o
bombas de expulsién), y es poco probable que sea causada por la modificacion de los
lugares diana o de determinadas rutas metabdlicas. La modificacién de los lugares diana ha
sido descrita en raras ocasiones como mecanismo de resistencia a los biocidas (por ejemplo
resistencia al triclosan cuando se usa a bajas concentraciones) y no parece ser un
mecanismo ampliamente difundido en las bacterias, si bien es cierto que son escasos los
datos existentes al respecto (Gomez-Escalada et al., 2005; SCENIHR, 2009). Lo mas
habitual es que varios mecanismos de resistencia participen de forma simultanea en el caso

de los biocidas (EFSA, 2008b).

3. PAPEL DE LA INDUSTRIA ALIMENTARIA EN LA EMERGENCIA DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La presion selectiva provocada por el consumo de antibidticos, tanto en medicina
humana como en produccién animal, es el principal factor de riesgo para la emergencia de
resistencia a antibiéticos. A mayor consumo de antibiéticos (especialmente cuando su uso
es inapropiado) mayores son las probabilidades de desarrollo de resistencia a antibiéticos
(Daikos et al., 2008). Ademas, recientemente, esta siendo estudiado el papel de la Industria
Alimentaria en la emergencia de bacterias resistentes a antibidticos, y es un motivo
importante de preocupacién la posibilidad de transmisién de bacterias resistentes a lo largo

de la cadena alimentaria.
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Existen cuatro vias principales que pueden favorecer la generacién de resistencia a
antibioticos en la Industria Alimentaria: uso de antimicrobianos a lo largo de la cadena
alimentaria, cultivos genéticamente modificados, microorganismos empleados en la
produccion de alimentos con finalidad probidtica o tecnoldgica y tratamientos tecnolégicos
aplicados en condiciones subletales. En esta Introduccion se tratara ampliamente la primera
de estas vias (uso de antimicrobianos) por su relaciéon con la presente Tesis Doctoral. El
resto de factores que pueden favorecer la emergencia y diseminacion de resistencia a
antibioticos en la Industria Alimentaria han sido recientemente revisados (Capita y Alonso-

Calleja, 2013).
3.1. Compuestos antimicrobianos usados a lo largo de la cadena alimentaria

Durante la produccion de alimentos se utilizan diferentes compuestos antimicrobianos
con el fin de mejorar la eficiencia de los sistemas y de garantizar la calidad y seguridad de
los productos. En la Tabla 1 se muestran los principales compuestos antimicrobianos

empleados en la Industria Agroalimentaria.
3.1.1. Antibioticos

3.1.1.1. Uso de antibiéticos en produccién animal. Los antibiéticos han sido empleados en

animales productores de alimentos desde hace mas de 60 anos para tratar, controlar o
prevenir enfermedades infecciosas, asi como para mejorar la eficiencia de utilizacién del
pienso y la ganancia media diaria. Tanto en los paises de Norteamérica como en Europa, se
estima que el 50%, en peso, de los antibidticos consumidos se destinan a los animales
productores de alimentos (WHO, 2002). Algunos datos mas concretos se refieren a 1997,
afo en que se consumieron aproximadamente 11.000 toneladas de antibidticos en la Unién
Europea, la mitad en cria animal (54 mg/kg para tratamiento, profilaxis y metafilaxis, y 31
mg/kg como promotores del crecimiento) y la mitad en medicina humana (241 mg/kg)
(Ungemach, 2000). Mas recientemente, Kools et al. (2008) estimaron el uso de antibiéticos
en medicina veterinaria en 25 paises de la UE en 5.393 toneladas, siendo los mas
empleados los antibidticos de las familias de las tetraciclinas y beta-lactdmicos, asi como las
sulfamidas. En los Estados Unidos se usaron en 2007 aproximadamente 12.650 toneladas
de antibidticos en medicina veterinaria (40% tetraciclinas), siendo aproximadamente el 13%

del total consumidos como promotores del crecimiento (AHI, 2008).
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Tabla 1. Definicion de los principales compuestos antimicrobianos usados a lo largo de la

cadena alimentaria (EEA, 2010; IFT, 2006; OJEC, 1998a; SCENIHR, 2009).

1. Antibioticos: sustancias activas usadas a dosis bajas para tratar infecciones en seres humanos,

animales o plantas, inhibiendo el crecimiento (agentes bacteriostaticos) o destruyendo (agentes

bactericidas) las bacterias sensibles (toxicidad selectiva); dichas sustancias pueden ser de origen

natural (por ejemplo penicilina), semisintético (por ejemplo meticilina) o sintético (por ejemplo

sulfonamidas). Los antibidticos se emplean también en animales productores de alimentos con el

objetivo de prevenir enfermedades infecciosas y, en algunos paises, como promotores del crecimiento,

para mejorar el indice de conversién del pienso y la ganancia media diaria de peso.

2. Fungicidas: compuestos quimicos empleados para destruir o impedir el crecimiento de los hongos

responsables de enfermedades (por ejemplo carbendazim, difenoconazol, fludioxonil o tiabendazol).

3. Biocidas: término general que hace referencia a sustancias activas y a preparaciones que contienen

una o mas sustancias activas, en la forma en que son suministradas al usuario, destinadas a destruir,

contrarrestar, detener la acciéon de, o ejercer un control sobre cualquier organismo nocivo (amplio

espectro) por medios fisicos, quimicos o bioldgicos.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Aditivos de piensos: sustancias usadas para preservar los piensos del deterioro causado por

microorganismos (por ejemplo acido citrico, acido lactico, benzoato sddico o sorbato sédico).

Aditivos de alimentos: sustancias usadas para controlar los microorganismos patégenos
presentes en los alimentos y prolongar su vida util protegiéndolos frente al deterioro causado
por los microorganismos (por ejemplo fosfato trisddico, nitrito sddico, acido benzoico o &cido

lactico).

Descontaminantes: biocidas aplicados a la superficie de alimentos frescos (principalmente
carne y vegetales) para mejorar su seguridad y retrasar su alteraciéon. Actuan inactivando o
inhibiendo el crecimiento de los microorganismos patégenos y alterantes (por ejemplo fosfato

trisddico, clorito sédico acidificado, didxido de cloro, peroxiacidos o acido lactico).

Desinfectantes: biocidas usados para mejorar la higiene a lo largo de la cadena alimentaria. Se
aplican habitualmente al aire, aguas residuales, equipos, contenedores, tuberias u otras
superficies (incluyendo las manos de los manipuladores) asociadas con la produccién,
transporte y almacenamiento de alimentos y bebidas (incluyendo agua de bebida). Los
desinfectantes se emplean también en produccién animal para: 1) limpiar y desinfectar los
alojamientos de los animales, asi como los vehiculos y jaulas utilizados durante su transporte,
2) crear barreras (pediluvios y rodaluvios localizados a la entrada de las explotaciones
ganaderas, desinfeccion de materiales durante los brotes de enfermedades infecciosas), 3)
desinfectar la superficie de los animales (bafios de pezones o limpieza de ubres) y 4) preservar
productos especificos, como huevos de peces o semen. Algunos ejemplos de desinfectantes

incluyen hipoclorito sédico, compuestos de amonio cuaternario, etanol o formaldehido.
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La emergencia en la ultima década de microorganismos patégenos para el hombre con
resistencias multiples ha dirigido la atencion, entre otros aspectos, al uso veterinario de
estos farmacos. Asi, la Organizacion Mundial de la Salud ha reconocido que el empleo de
antibiéticos en animales tiene probablemente un impacto importante en la incidencia de la
resistencia a antibiéticos en microorganismos de origen humano, y ha publicado numerosos
documentos enfatizando esta circunstancia (WHO, 2004, 2009). Diversos estudios
realizados hasta el momento ponen de manifiesto que el uso de antibiéticos en cria animal
provoca la aparicion de nuevos determinantes de resistencia entre las bacterias presentes
en los animales tratados y conduce a un incremento de la frecuencia de estos determinantes

una vez que han aparecido.

El principal motivo de preocupacién derivado del uso de antimicrobianos en produccién
animal radica en la posibilidad de que se produzca seleccion de resistencia a estos agentes
en bacterias zoonéticas de origen intestinal y que estos microorganismos se transmitan al
hombre a través de los alimentos, provocando infecciones de dificil tratamiento. Ademas, las
bacterias comensales presentes en el intestino humano o animal pueden transferir
horizontalmente sus genes de resistencia a microbiota previamente susceptible. De hecho,
los genes involucrados en resistencia a antibioticos de uso exclusivo en veterinaria se han
aislado no solo de cepas de origen animal, sino también de microorganismos de origen
humano, tanto microbiota comensal como patdégenos zoonéticos (por ejemplo Salmonella) e
incluso patégenos estrictamente humanos (por ejemplo Shigella). Este hecho pone de
manifiesto que entre seres humanos y animales se produce el paso no solo de cepas

resistentes, sino también de genes de resistencia (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que el uso inadecuado de antibioticos
es un factor critico en la seleccion de resistencia. En cria animal hay numerosos ejemplos
de lo que puede ser un uso inadecuado de antibidticos (por ejemplo el empleo de
antibioticos a dosis subterapéuticas como promotores del crecimiento). Ademas, al contrario
de lo que ocurre en medicina humana, donde cada paciente recibe de forma individual la
dosis de antibidtico correspondiente, la administracion de antibidticos en las explotaciones
ganaderas suele hacerse de forma conjunta a todos los animales. La medicacién en masa
es un procedimiento que favorece la emergencia y la seleccion de resistencia a antibioticos.

Este hecho ha sido reconocido y abordado en diferentes informes (WHO, 2009). Por otro
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lado, en produccion primaria de alimentos existen condiciones que favorecen la
diseminacion de las bacterias, como es la elevada densidad de animales en las
explotaciones. Ademas, los antibidticos se administran en ocasiones sin haber realizado un
diagnostico previo y, puesto que el tratamiento es empirico, suelen usarse compuestos de
amplio espectro. Se ha demostrado que a mayor uso de antibidticos de amplio espectro,
mayores son las probabilidades de desarrollo de resistencia a antibidticos (Alanis, 2005).
Finalmente, hay que sefialar la posibilidad de que los veterinarios pueden dispensar
antibioticos a los granjeros de forma directa, lo que podria permitir a éstos el empleo de

dichos compuestos con un escaso control.

Por otro lado, y puesto que una vez administrados los antibidticos se liberan al
ambiente como consecuencia de su uso, la posible adquisicion de resistencia por parte de
los microorganismos patdogenos presentes en el ambiente supone un motivo adicional de
preocupacion. Tanto los antibidticos de uso en medicina humana como en veterinaria se
excretan a menudo sin sufrir ningun tipo de modificaciéon. Los farmacos excretados pueden
persistir en el ambiente, creando asi la oportunidad para la seleccion de resistencia en las
poblaciones bacterianas expuestas (Rosenblatt-Farrell, 2009). En este sentido se ha
observado, por ejemplo, que la microbiota bacteriana recogida de las zonas que rodean una
explotacion de produccion avicola presentan patrones de resistencia a antibidticos
consistentes con los tipos de antibioticos que se usan en dicha explotacién (Graham et al.,

2009).

Si bien esta perfectamente demostrado que algunas bacterias resistentes a antibioticos
llegan a los consumidores a lo largo de la cadena alimentaria (por ejemplo multidrug-
resistant [MDR] Salmonella Newport), la magnitud y consecuencias clinicas de esa
circunstancia permanecen inciertas (EFSA, 2008a; Varma et al., 2006). Se ha sugerido que
la contribucidon media de las fuentes animales a la resistencia a antibidticos observada en
seres humanos es de aproximadamente un 5% (Bywater y Casewell, 2000). Ademas, las
infecciones zoondticas humanas (por ejemplo Salmonella y Campylobacter) requireren solo
en escasas ocasiones de terapia antibiética, por lo que el impacto del uso de antibidticos en
animales sobre la resistencia a antibiéticos en infecciones humanas parece ser minimo. En
este sentido existe cierto grado de controversia, y hay quien argumenta que el impacto que

tiene el empleo de antibiéticos en animales es escaso en comparacion con el uso en
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medicina humana, debiendo concentrarse los esfuerzos en limitar el empleo inadecuado de
antibioticos en seres humanos. Otros investigadores, por el contrario, ponen de relieve los
peligros del uso innecesario de antibidticos en produccién animal, sobre todo los promotores

del crecimiento.
Antibioticos de uso terapéutico

Los antibidticos se emplean en el tratamiento, prevencién y control de muchos tipos de
infecciones en animales de abasto. Su uso se asocia con la selecciéon de microorganismos
resistentes a antibidticos, que es un fendmeno indeseable pero inevitable. Puesto que
muchos antibiéticos se emplean tanto en medicina humana como en produccion animal, el
impacto de estas resistencias es un motivo de gran preocupacion. Desde una perspectiva de
Salud Publica, las clases de antibiéticos que merecen especial atencion en este contexto
son las quinolonas, las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y los macrélidos
(WHO, 2007). Con el objetivo de minimizar la aparicion de resistencia y maximizar la
efectividad terapéutica de los antibidticos, se han publicado diversas recomendaciones para
un uso responsable y adecuado de estos compuestos en medicina veterinaria (FVE, 2002;

OIE, 2010; WHO, 2000, 2001, 2009).

Ademas de los peligros sefialados en parrafos precedentes, el uso de antibiéticos en
produccion animal se asocia al riesgo de la presencia de residuos en los alimentos de origen
animal. Asi, el informe de 2007 sobre presencia de residuos en alimentos de origen animal
en la UE (European Commission, 2008) incluye un 0,27% de las muestras (especialmente
carne, leche y miel) con resultados no satisfactorios por la presencia de compuestos
antimicrobianos. En el informe de 2008 del RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed),
el 3,4% (107 de 3.139) de las notificaciones de alertas e informaciones se debieron a
residuos de productos usados en medicina veterinaria (especialmente nitrofuranos,
cloranfenicol, sulfamidas y eritromicina) en alimentos de origen animal (principalmente
miel/jalea real y pescados) (European Commission, 2009a). Las posibles consecuencias de
la presencia de residuos de antibiéticos en los alimentos estan en relacion con reacciones
téxicas o alérgicas en los consumidores, asi como con la emergencia de cepas resistentes a
antibioticos en el tracto gastrointestinal. Con el objetivo de minimizar estos riesgos, las
autoridades de la Union Europea han tomado diversas medidas legislativas a lo largo de las

ultimas décadas, incluyendo, entre otras, el desarrollo de programas de control para
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monitorizar le presencia de sustancias farmacolégicamente activas en los alimentos de
origen animal (OJEC, 1996), el establecimiento de criterios para los productos médicos
veterinarios (OJEC, 2001a; OJEU, 2009a) y de limites maximos de residuos para estos
compuestos en los alimentos de origen animal (OJEC, 1990), asi como la creaciéon de
diversas instituciones (European Medicines Agency, EMEA; Committee for Veterinary

Medicinal Products) (OJEU, 2004a; Company¢ et al., 2009).
Antibioticos promotores del crecimiento (APC)

El efecto promotor del crecimiento de los antibidticos fue descubierto en los afios
1940s, cuando se observé que los animales que consumian pienso con micelio de
Streptomyces aureofaciens que contenia residuos de clortetraciclina mejoraban su velocidad
de crecimiento (Castanon, 2007). Los mecanismos de accion de los antibiéticos promotores
del crecimiento estan principalmente relacionados con su efecto sobre la microbiota del
tracto gastrointestinal. Asi, se produce un descenso en la competicion por los nutrientes y
una reduccion de los metabolitos microbianos que deprimen el crecimiento. Un efecto
adicional es la reduccién del grosor de la pared gastrointestinal, que favorece la absorcion
de los nutrientes. Finalmente, se ha observado también una reduccién en los niveles de
microorganismos patdégenos oportunistas y de las infecciones subclinicas (Dibner vy

Richards, 2005).

La FDA (Food and Drug Administration) de los EE.UU. aprobé en 1951 el uso de
antibioticos promotores del crecimiento, como aditivos, sin necesidad de prescripcion
veterinaria. En las décadas de 1960s y 1970s cada miembro de la UE aprobd su propia
normativa nacional en relacibn con el uso de antibiéticos en piensos animales.
Posteriormente se publico la Directiva del Consejo 70/524, y modificaciones posteriores, con
la intencién de armonizar las normas existentes en relacién con los aditivos en piensos.
Como resultado de las recomendaciones del Informe Swann en 1969 (que alertaba del uso
indiscriminado de los antibidticos promotores del crecimiento), dejaron de usarse como
promotores del crecimiento, en la mayoria de los estados miembros, moléculas empleadas
en medicina humana o veterinaria. No obstante, siguieron usandose durante afios como
promotores del crecimiento moléculas analogas estructurales de algunos antibidticos de
importancia clinica, con el consiguiente riesgo de resistencia cruzada (Van den Bogaard y

Stobberingh, 2000).
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El posible riesgo asociado con la presencia de residuos de los APC en los alimentos
de origen animal que pudiese producir reacciones alérgicas o toxicas esta minimizado por el
hecho de que solamente los antibidticos que no pueden absorberse en el tracto digestivo se
usan como promotores del crecimiento (Donoghue, 2003). Otra cosa es la posibilidad de
emergencia de resistencia a antibioticos y transferencia de genes de resistencia desde la
microbiota animal a la humana, que ha sido objeto de preocupaciéon durante afios. La
evidencia obtenida en los paises nérdicos (principalmente Suecia y Finlandia, donde el uso
en piensos de aditivos de diferentes grupos de antibidticos fue prohibido con anterioridad a
la entrada de estos paises en la Unién Europea, en 1995), junto con las conclusiones de la
Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization; WHO, 1997) y el Comité
Econdmico y Social de la Unién Europea (Economic and Social Committee of the European

Union, 1998) han conducido a la prohibiciéon progresiva de los APC en la Unién Europea.

En la década de 1990s, se puso de manifiesto que el APC avoparcina, perteneciente,
al igual que la vancomicina, a la familia de los glucopéptidos, provoca la seleccion en
animales de cepas de Enterococcus faecium resistentes no solo a la avoparcina, sino
también a la vancomicina. Este hallazgo provocd preocupacién entre la comunidad
cientifica, puesto que el uso de la avoparcina podria crear un reservorio animal de
enterococos resistentes a la vancomicina (vancomycin-resistant enterococci; VRE),
representando un riesgo potencial para la Salud Publica, puesto que los VRE son una causa
frecuente de infecciones nosocomiales (WHO, 2003) y pueden asimismo ser transmitidos
por alimentos contaminados (ECDC/EFSA/EMEA/SCENIHR, 2009; Peters et al., 2003). En
los paises donde la avoparcina no ha sido nunca usada (por ejemplo Suecia y los EE.UU.)
se han encontrado bajos niveles de VRE tanto en heces de animales de abasto como de
humanos sanos fuera del ambito hospitalario (Bager et al., 1997; Coque et al., 1996). El
argumento en contra del uso de la avoparcina es que su empleo continuado en produccién
animal podria facilitar la diseminacion de resistencia a vancomicina en seres humanos. Asi,
la avoparcina fue eliminada del mercado de la Uniéon Europea como medida de precaucion

para preservar la utilidad clinica de la vancomicina (OJEC, 1997).

En los meses de julio y septiembre de 1999, otros APC fueron prohibidos por las
autoridades de la UE al pertenecer a clases de antimicrobianos usados también en medicina

humana: bacitracina de zinc (un polipéptido), espiramicina y fosfato de tilosina (macrélidos) y
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virginiamicina (una estreptogramina) (OJEC, 1998b), o bien por representar un riesgo
toxicoloégico ocupacional inaceptable (olaquindox y carbadox) (OJEC, 1998c). En el afio
2006, y en base al Principio de Precaucion, los ultimos cuatro APC que se estaban usando
en la UE fueron prohibidos (OJEU, 2003a): avilamicina (oligosacarido), flavofosfolipol
(fosfoglicolipido), monensina y salinomicina (poliéteres). Desde enero de 2006, solo los
coccidiostaticos e histomonostatos se permiten como aditivos de piensos en la Unidn
Europea. Actualmente se esta estudiando la posibilidad de utilizar diferentes sustancias,
como enzimas, prebidticos, prebidticos o acidos como alternativas a los APC (Castanon,

2007; Rosen, 2004).

En el momento actual resulta complicado estimar las consecuencias que la prohibicion
de APC tendra en la UE. En los paises nérdicos, parece que la prohibicion de estos
compuestos, hace ya algunos afos, no ha logrado el efecto deseado de disminuir la
prevalencia de infecciones humanas por bacterias resistentes a antibiéticos. Algunos
autores incluso resaltan los posibles efectos negativos de esta prohibicion, relacionados con
un incremento en el uso terapéutico de antibidticos, que ha conllevado consecuencias
negativas para la salud y el bienestar animal e incluso repercusiones econémicas para los
ganaderos (Casewell et al., 2003; Phillips, 2007; Wierup, 2001). Los principales efectos de la
prohibicion de los APC en los paises nordicos han sido ampliamente revisados

recientemente (Capita y Alonso-Calleja, 2013).

3.1.1.2. Antibiéticos en acuicultura

La produccion de especies acuaticas (pescados, mariscos y otros) se ha incrementado
sustancialmente en la ultima década, pasando de 10 millones a 50 millones de toneladas, lo
que supone casi el 50% del consumo de especies acuaticas (Cole et al.,, 2009). Este
incremento en la produccién se ha acompafado por un aumento de la preocupacion por las
enfermedades en especies acuaticas, incluyendo enfermedades infecciosas. Algunas
estimaciones indican que la cantidad de antibidticos usados por tonelada de producto varia
entre 2 g (Noruega) y 40-100 g (Dinamarca, Francia o Grecia). Fuera de la Unién europea

se han recogido valores tan elevados como 200 g (Chile) 6 700 g (Vietnam) (WHO, 2006).

Ningun antibidtico se ha desarrollado especificamente para ser aplicado en acuicultura,

y los que se usan en este ambito han sido desarrollados para el tratamiento de infecciones
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en seres humanos o animales terrestres. Los antibiéticos de mayor uso en acuicultura son
oxitetraciclina, trimetoprim-sulfadiacina (o bien ormetoprim-sulfadimetoxina en los paises del
continente americano), acido oxolinico y/o flumequine y florfenicol (WHO, 2006). Tanto en la
UE como en los EE.UU., los antibiéticos en acuicultura estan unicamente autorizados para
tratar enfermedades y no pueden usarse como profilacticos o promotores del crecimiento. A
la hora de tratar las enfermedades infecciosas, los antibiéticos se incorporan en los piensos,

no pudiendo afadirse directamente al agua.

El impacto que para la Seguridad Alimentaria y la Salud Publica podria tener el empleo
de antibidticos en acuicultura incluye: 1) la emergencia y diseminacién de bacterias
resistentes a antibidticos, 2) la diseminacion de genes de resistencia y 3) la presencia de
residuos de antibidticos en los alimentos. Las bacterias resistentes pueden causar
infecciones en seres humanos por el consumo de productos de acuicultura contaminados o
de agua de bebida, o bien por el contacto directo con agua, organismos acuaticos o
productos de acuicultura. Hay que sefalar, no obstante, que este riesgo se considera
relativamente bajo ya que la mayoria de los microorganismos patégenos de origen acuatico
no causan infecciones en animales terrestres o seres humanos debido a su incapacidad

para multiplicarse a nuestra temperatura corporal (IFT, 2006).

Por lo que respecta a los genes de resistencia a antibidticos, su diseminacién desde
microorganismos de origen acuatico a patdégenos humanos ha sido ampliamente
documentada. Asi, por ejemplo, se ha puesto de manifiesto la transferencia de plasmidos de
resistencias multiples a Escherichia coli desde Aeromonas salmonicida, Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella tarda, Citrobacter freundii, Photobacterium damselae subsp.

piscicida, Vibrio anguillarum y Vibrio salmonicida (Sgrum, 2006).

Por ultimo, por lo que hace referencia a la presencia de residuos de antibiéticos, segun
el informe del RASFF de 2008, el 59% de las notificaciones de residuos de productos de
medicina veterinaria se asociaron con crustaceos (55%, cloranfenicol y nitrofurantoina) y

pescado (4%, verde malaquita) (European Commission, 2009a).

3.1.1.3. Antibi6ticos en agricultura

La cuantia de antibiéticos que se emplean en cultivos vegetales es minima en relacion

con su uso en seres humanos y animales. En la Union Europea, no hay antibidticos
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autorizados para su aplicacién en plantas (European Commission, 2009b). Sin embargo en
los EE.UU., la estreptomicina y la oxitetraciclina se han usado durante décadas como
tratamientos preventivos para el control de bacterias en diferentes alimentos de origen
vegetal, principalmente Erwinia amylovora, el agente causal del fuego bacteriano, y
Pseudomonas syringae, responsable de las manchas bacterianas en las manzanas. Los
arboles frutales (principalmente los productores de tres tipos de frutas: manzana, pera y
melocotdn) reciben la mayor parte de los antibiéticos de empleo en cultivos vegetales en los
EE.UU. Los antibidticos son aplicados unicamente cuando los arboles estan en flor, por lo
que las frutas no contactan con los compuestos. Algunas estimaciones indican que entre el
0,1% y el 0,5% del uso total de antibidticos en los EE.UU. se usa en cultivos vegetales
(McManus et al., 2002; Vidaver, 2002). La gentamicina se ha usado en México y América
Central durante afios para el control del fuego bacteriano. Sin embargo, se trata de un

antibiético de gran importancia clinica, por lo que su uso ha sido prohibido en los EE.UU.

Por lo que respecta a los residuos de antibidticos, su presencia en las plantas no ha
sido tradicionalmente considerada preocupante por lo que respecta a la posibilidad de
incrementar la resistencia a antibidticos (Vidaver, 2002). Por otro lado, la resistencia a
antimicrobianos en microorganismos patdgenos de plantas plantea cierta inquietud respecto
a la posibilidad de que pueda comprometer el uso de estos compuestos en el tratamiento de
infecciones humanas. Sin embargo, la mayor preocupacién en relacidon con el uso de
antimicrobianos en cultivos vegetales se debe a la diseminacion de los compuestos en el
medio ambiente, que podria favorecer la aparicion de genes de resistencia. Asi, en ciertas
bacterias patdégenas de las plantas se ha detectado resistencia a compuestos
antimicrobianos, especialmente estreptomicina (McManus, 2000). Como conclusién a este
punto, cabe sefialar que no existen datos que indiquen que, en condiciones naturales, pueda
producirse transferencia de determinantes de resistencia a antibidticos desde bacterias
patdgenas de las plantas hasta bacterias responsables de enfermedad humana (McManus

et al., 2002).
3.1.2. Fungicidas

La mayoria de los antimicrobianos empleados en produccion vegetal son fungicidas.
Actualmente los fungicidas usados para tratar micosis en medicina humana o veterinaria son

diferentes a los empleados en cultivos vegetales. Sin embargo, en algunos casos ambos
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grupos de compuestos presenten los mismos lugares diana, por lo que existe cierta

preocupacion en relacion con el uso de fungicidas en agricultura (Hof, 2001; IFT, 2006).

En la Union Europea, los residuos de antimicrobianos en frutas y vegetales son
monitorizados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (OJEU, 2005a). En el
informe anual sobre residuos de pesticidas de los 27 Estados Miembros, Noruega y
Finlandia del afio 2007 (EFSA, 2009b) se incluyeron un total de 74.305 muestras analizadas
(frutas y vegetales, cereales, muestras de comidas para bebés y de comidas preparadas).
Un total del 3,99% de las muestras excedian los limites legales, particularmente en el grupo
de frutas y verduras y de comidas preparadas. Los fungicidas (incluyendo tiabendazol y
tebuconazol) fueron los pesticidas mas frecuentemente encontrados en las muestras de

frutas y vegetales.

Con respecto al informe RASFF del afio 2008, se incluyeron 178 notificaciones (5,6%
del total) en relacién con residuos de pesticidas (European Commission, 2009a), siendo las
frutas y vegetales los productos involucrados. Hay que sefalar que acaricidas e insecticidas

supusieron la mayor proporcion de las notificaciones.
3.1.3. Biocidas

Evidencias cientificas obtenidas recientemente sugieren que la presién selectiva
ejercida por el uso de biocidas, incluyendo aquellos compuestos ampliamente usados en la
Industria de Alimentos, podria contribuir a la expresion y diseminacién de mecanismos de
resistencia a antibidticos. Parece razonable asumir esta posibilidad puesto que los biocidas
y antibidticos puede compartir targets o lugares diana en las bacterias, y ambos tipos de
antimicrobianos pueden desencadenar mecanismos de resistencia frente a ellos (Sheldon,
2005). El uso de biocidas podria contribuir a incrementar la resistencia a antibioticos a través

de cuatro mecanismos diferentes, que se mencionan a continuacion.

e Resistencia cruzada. Este fendmeno ocurre cuando un compuesto antimicrobiano
selecciona (presion selectiva) un gen que expresa mecanismos de resistencia
comunes a diferentes grupos de antimicrobianos. Los principales mecanismos
implicados en la resistencia cruzada entre biocidas y antibiéticos son la
impermeabilidad de las cubiertas celulares y la expresion de bombas de expulsion

(Thorrold et al., 2007; Tkachenko et al., 2007). Si bien algunos autores han descrito
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la formacién de biofilms como mecanismo de resistencia cruzada entre biocidas y
antibiéticos, hay muy poca informacién disponible en relacion con este fenbmeno en
las bacterias sésiles. Por ejemplo, Potenski et al. (2003) han observado en cepas de
Salmonella resistencia cruzada entre aditivos (nitrato sodico) y tetraciclinas, como
consecuencia de la expresion incrementada de bombas de expulsion inespecificas.
La proteccion cruzada tiene lugar cuando la adaptacién a un antimicrobiano
modifica la respuesta fisioldgica de la bacteria (por ejemplo disminuyendo su ritmo
de crecimiento), lo que tiene como resultado una disminuciéon temporal en la
susceptibilidad a varios antimicrobianos no relacionados (biocidas y/o antibiéticos)

(Alonso-Hernando et al., 2009a, b; IFT, 2006; Mah y O'Toole, 2001).

Co-resistencia. Este fendmeno tiene lugar cuando un antimicrobiano selecciona un
gen que codifica para resistencia a dicho compuesto, y este gen esta fisicamente
unido a otro gen que expresa resistencia a otros antimicrobianos. Ambos genes
estan incluidos en elementos genéticos mayores (plasmidos, transposones,
integrones) y son transferidos y expresados de forma conjunta. Esto ocurre, por
ejemplo, el caso de la tolerancia a los compuestos de amonio cuaternario y la
resistencia a los antibidticos beta-lactdmicos en las bacterias Gram-positivas (Sidhu

et al., 2002).

El empleo de un biocida puede seleccionar clones que son resistentes tanto a
biocidas como a antibidticos, como consecuencia de las caracteristicas especificas
de las cepas (por ejemplo estructura de la pared celular). Estas variantes clonales
son consideradas como responsables de los cambios en la prevalencia de
resistencia a antibidticos en los microorganismos patégenos transmitidos por
alimentos, por ejemplo Salmonella Typhimurium DT 104 (Doublet et al., 2008). En
este sentido, sefialar que en un estudio recientemente realizado utilizando cepas de
Salmonella de origen avicola se puso de manifiesto una relacion directa y
significativa entre la resistencia al clorito sddico acidificado (CSA), medida como
valores D o tiempos de reduccién decimal, y la resistencia a antibiéticos, cuantificada
en funcién del numero de antibidticos a los que las cepas fueron resistentes (Capita,

2007).
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e Las situaciones de estrés, incluyendo la exposicion a antimicrobianos, pueden
aumentar la capacidad de las bacterias para reparar su ADN mediante la activacién
de la respuesta SOS. Esta respuesta SOS es un mecanismo de regulacion muy
distribuido encaminado a corregir el dafio a los acidos nucleicos (por ejemplo el
causado por un biocida o un antibidtico) reparando o evitando las regiones
lesionadas (Erill et al., 2007). Recientemente se ha demostrado que la respuesta
SOS controla la activacion de los integrones. Los integrones son fragmentos
complejos de ADN capaces de integrar y regular la expresion de diferentes genes de
resistencia a antibidticos, siendo asi capaces de conferir resistencias multiples

(Guerin et al., 2009).

La cantidad total de biocidas consumidos en la Unién Europea ha aumentado a un
ritmo del 4-5% cada afio en la ultima década. Su valor de mercado ha pasado de 10 a 11
millones de euros en 2006 (SCENIHR, 2009). La creciente importancia cuantitativa de estos
compuestos justifica la preocupacion de las autoridades sanitarias en relacion con su
inocuidad para el consumidor y, recientemente, diferentes comités cientificos de la Union
Europea (European Commission, 1999, 2001, 2006b; EFSA, 2008a, b; SCENIHR, 2009;
SCHER-SCENIHR, 2008) han publicando informes enfatizando este tema. Estos informes
plantean dudas sobre la inocuidad de los biocidas, especialmente cuando se usan de forma

inadecuada.

A pesar de su interés, la resistencia bacteriana a los antibiéticos como consecuencia
del uso de biocidas esta siendo estudiada y caracterizada desde hace poco tiempo y las
investigaciones realizadas hasta el momento son muy escasas, limitdndose a un grupo
reducido de moléculas y grupos bacterianos. Por ello, en este momento, parece dificil
valorar correctamente el riesgo de resistencia a antibiéticos inducida por el uso de biocidas.
Ademas, los estudios realizados hasta la fecha presentan amplias diferencias en la
metodologia utilizada para realizar los experimentos, asi como diferentes resultados, por lo
que existen grandes controversias sobre la probabilidad real de que el empleo de biocidas a
dosis subinhibitorias pueda, ademas de reducir la efectividad de estos compuestos, alterar
los patrones bacterianos de susceptibilidad a antibidticos. La escasez de datos disponibles
hace imposible cuantificar el impacto que el uso de biocidas puede tener en el desarrollo,

seleccion, supervivencia y diseminacion de cepas resistentes a antibidticos y, en este
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sentido, diferentes autoridades sanitarias sefalan la necesidad de realizar nuevos estudios
para determinar qué biocidas y qué condiciones de uso estan asociados con un mayor

riesgo de generar resistencia a antibioticos (SCENIHR, 2009).

3.1.3.1. Aditivos de piensos

Diversos compuestos antimicrobianos pueden afadirse a los piensos para reducir la
carga microbiana y controlar el crecimiento de microorganismos alterantes. En la Uni6n
Europea, los aditivos de piensos se consideran “aditivos tecnolégicos” (OJEU, 2003a). Con
anterioridad a su autorizacién deben ser sometidos a una evaluacion de su seguridad por
parte de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority,
EFSA). La mayoria de los productos autorizados con esta finalidad son acidos organicos

(SCENIHR, 20009).

3.1.3.2. Descontaminantes

La prevalencia y/o niveles de microorganismos en los alimentos frescos (por ejemplo
carne y productos vegetales) puede controlarse aplicando un sistema de control integrado a
lo largo de toda la cadena alimentaria (“de la granja a la mesa”). Ademas, y como medida
complementaria, pueden aplicarse a esos alimentos tratamientos fisicos, quimicos o
bioldgicos con el objetivo de mejorar su seguridad y su estabilidad mediante la inactivacion o

inhibicion del crecimiento de los microorganismos patégenos o alterantes presentes.

En algunos paises, como los EE.UU., Canada, Australia y Nueva Zelanda, es una
practica comun en los mataderos someter la carne a diferentes procedimientos de
descontaminacion. En la Unién Europea, el Reglamento (CE) N° 853/2004, de 29 de abril de
2004, del Parlamento Europeo y del Consejo, por el que se establecen normas especificas
de higiene de los alimentos de origen animal (OJEU, 2004b), con efecto desde el uno de
enero de 2006, proporciona una base legal para el uso de compuestos antimicrobianos con
el objetivo de eliminar la contaminacion superficial de los alimentos de origen animal. Puesto
que la autorizacion de estos tratamientos debe ir precedida por una demostracion de que
son seguros, teniendo en cuenta la microbiota patdégena potencialmente implicada, varios
Comités Cientificos de la Unién Europea han examinado el posible desarrollo de resistencia
a antibioticos ligada al uso de cuatro sustancias usadas para descontaminar la carne de

aves (fosfato trisddico, clorito sodico acidificado, diéxido de cloro y peroxiacidos),
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concluyendo que la informacion cientifica disponible es insuficiente para evaluar la
potencialidad de estos tratamientos para provocar tolerancia a dichos compuestos vy
resistencia incrementada a antibiéticos (EFSA, 2008b; SCHER/SCENIHR, 2008). En mayo
de 2008, la Comision Europea preparé una propuesta de Reglamento en relacién con la
autorizaciéon de estos tratamientos en carne de ave. El 16 de junio de 2008, el Parlamento
Europeo adopté una resolucion no vinculante en contra de la autorizacion de estos
tratamientos. El Principio de Precaucion estuvo detras de esta resolucion, ante la falta de
datos cientificos en la materia. La propuesta de la Comisién fue posteriormente (el 18 de
diciembre de 2008) rechazada por el Consejo de Ministros de Agricultura de la UE, con 26
votos en contra y la abstencién del Reino Unido (OJEU, 2009b). En su Decisién, el Consejo
puso de manifiesto la necesidad de continuar recopilando nuevos datos sobre la efectividad
de estos tratamientos y las posibilidades de desarrollo de resistencia a antibiéticos, asi como
su posible impacto para el medio ambiente. En el afio 2010, la EFSA publicé una guia con
los requisitos que deben cumplir las solicitudes de autorizacién de estos tratamientos

(EFSA, 2010a).

En un estudio reciente, varias cepas de Listeria monocytogenes y Salmonella enterica
se expusieron a concentraciones crecientes subinhibitorias de cinco descontaminantes de
carne de ave (fosfato trisddico, clorito sddico acidificado, acido citrico, diéxido de cloro y
peroxiacidos), calculandose las concentraciones minimas inhibitorias (MICs) antes y
después de la exposicion. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que: 1) la
exposicion a los descontaminantes redujo la susceptibilidad de las cepas, con incrementos
en la MIC de los distintos compuestos (adaptacion y adaptacién cruzada), marcada en el
caso del clorito sddico acidificado (Alonso-Hernando et al., 2009a); 2) la resistencia a varios
antibioticos aumento en las cepas de L. monocytogenes y S. enterica tras la exposicion a los
compuestos (especialmente clorito sédico acidificado) (Alonso-Hernando et al., 2009b); 3) la
exposicion a los descontaminantes acidos (por ejemplo acido citrico) aumentaba el
porcentaje de células de L. monocytogenes supervivientes tras exposicion a estrés acido
(Alonso-Hernando et al., 2009c). Estos hallazgos tienen importantes implicaciones para la
Seguridad Alimentaria y la Industria Alimentaria, y plantean dudas sobre la inocuidad de los
tratamientos descontaminantes, como han sugerido otros autores con anterioridad (Rajkovic

et al., 2009).
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En otro estudio realizado con cepas de Salmonella enterica de origen avicola, se
observé una relacion entre el nUmero de antibidticos a los que las cepas eran resistentes y
su tolerancia a los descontaminantes (se estudiaron los valores D, tiempo necesario para
conseguir la reduccion de una unidad logaritmica en el niumero de bacterias) (Capita, 2007).
En los estudios sefialados se puso de manifiesto la asociacion entre tolerancia a
descontaminantes y resistencia a antibiéticos, si bien se trata de estudios realizados in vitro
con las cepas crecidas en caldo de cultivo, y parece que los descontaminantes no han sido
hasta el momento ensayados en un sistema mas real, como la carne, con el objeto de

investigar la seleccion de poblaciones resistentes a antibidticos.

3.1.3.3. Aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios se afiaden a los alimentos con la intencion de inhibir el
crecimiento de los microorganismos alterantes y prolongar la vida util, asi como para ejercer
un control sobre los microorganismos patégenos responsables de infecciones alimentarias
(Davidson y Zivanovic, 2003). EI Reglamento (CE) 1333/2008 regula el uso de estos
antimicrobianos en la Unidn Europea (OJEU, 2008). Segun este Reglamento, la EFSA debe

evaluar la seguridad de los aditivos alimentarios con anterioridad a su autorizacion.

En relacion con el efecto de los aditivos alimentarios sobre la resistencia a antibioticos,
Potenski et al. (2003) describieron células mutantes de Salmonella enterica serotipo
Enteritidis seleccionadas tras exposicion uUnica a cloro o a aditivos alimentarios de forma
individual (nitrito sodico, benzoato sodico o acido acético) que mostraban resistencia a
multiples antibidticos (tetraciclina, cloranfenicol, acido nalidixico y ciprofloxacina). Estos
autores sugirieron que una mutacién en el operon mar (multiple antibiotic resistance) fue
responsable de la resistencia cruzada a los antibiéticos en estas células mutantes. Esta
mutacién en el operon mar se asocié con la expresion incrementada de las bombas de
expulsion. En base a los resultados obtenidos, los autores enfatizaron la importancia de
monitorizar el uso de los compuestos antimicrobianos para asegurar el empleo de

concentraciones adecuadas que permitan la inactivacion de los microorganismos diana.

3.1.3.4. Desinfectantes

Los desinfectantes son biocidas que se emplean para reducir los niveles de

microorganismos en diferentes etapas a lo largo de la cadena alimentaria. Se usan para la
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limpieza y desinfecciéon de equipos, superficies y aire, asi como para el tratamiento de las
aguas residuales en las plantas procesadores de alimentos. En cria animal los
desinfectantes se usan también para la descontaminacion de productos de piscifactorias
(por ejemplo huevos) y para la desinfeccion de los vehiculos y jaulas usados para el
transporte de los animales. Asimismo se emplean en los pediluvios y rodaluvios presentes
en la entrada de las explotaciones, y a veces se aplican directamente a la superficie de los
animales (por ejemplo bafo de pezones o limpieza de ubres). Cuando la aplicacién de un
desinfectante es objeto de un acto clinico, estos compuestos son considerados productos de
medicina veterinaria y deben ser usados unicamente cuando cumplen las consideraciones
de la Directiva 2001/82/EC sobre productos de medicina veterinaria (OJEC, 2001a). La
Directiva 98/8/EC regula el uso de los desinfectantes en la Union Europea (OJEC, 1998a).
Esta Directiva introduce un periodo de transicién de 10 afios, durante el cual las sustancias
activas existentes deben ser revisadas por lo que respecta a la seguridad de su uso para la
salud humana y el ambiente. La potencialidad de estas sustancias para el desarrollo de

resistencia a antibiéticos no habia sido considerada hasta ahora.

Los desinfectantes (principalmente compuestos clorados) son usados también en el
agua destinada a consumo humano para mantener su calidad microbiolégica (Directiva
98/83/EC; OJEC, 1998d). La aplicacién de desinfectantes con esta finalidad esta regulada
por la Directiva 98/8/EC. Se ha relacionado la cloracién del agua a concentraciones bajas
con la seleccion de cepas de Pseudomonas aeruginosa (un microorganismo patdgeno

oportunista) resistentes a antibioticos (Rosenblatt-Farrell, 2009).

Los diferentes estudios publicados aportan perspectivas muy diferentes sobre la
emergencia de resistencia a antibidticos debida al uso de desinfectantes. Asi, por ejemplo,
Randall et al. (2007) observaron que el uso de ciertos tipos de desinfectantes incrementaba
la resistencia a varios desinfectantes y a antibiéticos. Estos autores expusieron ocho cepas
de Salmonella enterica serotipo Typhimurium a diferentes desinfectantes de uso ganadero
(aceite de alquitran, compuesto oxidante, desinfectante a base de aldehido o compuesto de
amonio cuaternario). Los resultados obtenidos fueron diferentes dependiendo del
desinfectante y la cepa examinados. Asi, la exposicién a compuestos oxidantes disminuyd
notablemente la susceptibilidad a la ciprofloxacina y a varios desinfectantes al inducir la

expresion del sistema de expulsion AcrAB-TolC. Estos autores concluyeron que la
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potencialidad de estos compuestos para provocar resistencia a la ciprofloxacina es un
problema real y que la aplicacion de compuestos oxidantes puede provocar una presion
selectiva para la seleccion y/o mantenimiento de cepas resistentes a este antibidtico en
ausencia del mismo. Otros estudios muestran que el uso de un determinado desinfectante
podria incrementar la resistencia a varios desinfectantes diferentes pero no a antibioticos.
Asi, se observo resistencia estable en cepas de Pseudomonas aeruginosa sometidas a
concentraciones crecientes de diacetato de clorhexidina (Thomas et al., 2000). No se
observo resistencia cruzada a ninguno de los antibidticos examinados, si bien algunos de los
cultivos mostraron resistencia cruzada a cloruro de benzalconio. La presencia de un sistema
de expulsion activa y/o cambios en la permeabilidad de la membrana constituyen los
mecanismos potencialmente responsables de esta resistencia cruzada entre desinfectantes,
segun los autores mencionados. Ledder et al. (2006) expusieron 40 cepas de bacterias a
concentraciones crecientes subinhibitorias de triclosan. La exposicion disminuyd la
susceptibilidad a este compuesto (marcada en el caso de Escherichia coli) pero no afecté a

la susceptibilidad de las cepas a otros compuestos quimicamente no relacionados.

Por otro lado, algunos autores no han observado modificaciones en la resistencia
bacteriana tras la exposicién a desinfectantes. Gradel et al. (2005) pusieron de manifiesto
que la exposicién de 286 cepas de Salmonella de granjas de pollos en Dinamarca a cinco
desinfectantes de uso comun no modificé las MICs de los compuestos. Finalmente, en un
estudio reciente, Cottell et al. (2009) observaron que las cepas de E. coli tolerantes al
triclosan incrementaron su susceptibilidad a los antibiéticos aminoglucésidos. Estos autores
sugieren que las modificaciones en la membrana externa, o la pérdida de plasmidos, pueden
ser responsables de esta relacidon entre tolerancia al desinfectante y susceptibilidad a
antibioticos. Deberia sefialarse aqui que la gran variabilidad observada en los estudios
sefalados pone de manifiesto la necesidad de nuevas investigaciones encaminadas a

evidenciar el impacto del uso de biocidas en la emergencia de resistencia a antibioticos.

En un informe reciente, el SCENIHR (2009) clasificé los biocidas en base a su
potencial intrinseco para generar resistencia/tolerancia. Algunos biocidas, dada la naturaleza
de sus interacciones con las bacterias, tienen una mayor tendencia a la generacion de
resistencia/tolerancia. En este grupo de biocidas de alto riesgo se encuentran los

compuestos de amonio cuaternario, las biguanidas, los compuestos fendlicos y las sales
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metalicas. Otros biocidas, donde se encuentran los compuestos oxidantes, presentan un
bajo riesgo de generar resistencia a antibiéticos y, cuando aparece, ésta se debe a un uso
inapropiado. Finalmente, otros biocidas (isotiazolonas, anilidas, diaminidas, acidos
inorganicos y sus ésteres y alcoholes) se clasifican dentro del grupo de biocidas con riesgo

intermedio de generar resistencia a antibiéticos.

Tal y como se ha indicado en parrafos previos es razonable asumir que, en ciertas
circunstancias, la exposicion a los desinfectantes (asi como a otros biocidas) puede
contribuir a la expresion de mecanismos de resistencia a antibidticos. La probabilidad de que
esto ocurra estd principalmente relacionada con dos situaciones particulares (Cerf et al.,
2010; SCENIHR, 2009). La primera es la aplicacion frecuente de uno o mas desinfectantes a
concentraciones subinhibitorias como consecuencia, por ejemplo, de un uso inadecuado
(concentracion errénea) o almacenamiento incorrecto de los compuestos. Cuando los
desinfectantes se usan a gran escala (por ejemplo cuando los alojamientos de los animales
se someten, en su conjunto, a procedimientos de limpieza y desinfeccion), las superficies
pueden no recibir niveles éptimos de las sustancias activas, siendo altas las probabilidades
de que se seleccionen bacterias con resistencia. Algo parecido ocurre cuando los
compuestos se aplican a los pediluvios o rodaluvios existentes a la entrada de las
explotaciones, donde los niveles de desinfectantes pueden verse reducidos como
consecuencia de la dilucidn provocada por la lluvia. Ademas, es comun que estas
estructuras contengan grandes cantidades de material biolégico, que inactiva muchos
compuestos activos, aumentando el riesgo de aparicion de bacterias resistentes. En
segundo lugar hay que sefalar que algunos biocidas presentan una elevada persistencia
medioambiental, pudiendo alcanzar una concentracion residual por debajo de la
concentraciéon minima inhibitoria, manteniendo una presién selectiva que incrementa el

riesgo de seleccion de bacterias resistentes.

4. INTERES DEL ESTUDIO DE LOS PRODUCTOS AVICOLAS
4.1. Carne de ave

La carne de ave ocupa el segundo puesto por lo que respecta a la produccién anual

del sector céarnico, tanto en el ambito mundial como en la Unién Europea, superando asi a la
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carne de vacuno, y situandose por debajo de la carne de porcino, que ocupa el primer lugar.
Por lo que respecta al afio 2008, la produccion mundial de carne de ave se estimo en 79,3
millones de toneladas (FAO, 2010), siendo en la Unién Europea (UE-27 paises) de unos
11,6 millones de toneladas (t), aproximadamente un 27% del total de carne (unos 43
millones de t) producidos en esta region geografica el citado afio (EUROSTAT, 2010). El
resto de la produccién se corresponde con la carne de cerdo (52-55%), la de vacuno (17-
19%) y, de forma minoritaria, la de ovino y caprino (2,3-3,5%) y la carne de conejo (1,5%),
con cifras variables segun la fuente consultada (MERCASA, 2009; FAO, 2010; EUROSTAT,
2010).

La produccion industrial de carne de pollo de la especie Gallus gallus, conocido
comercialmente como “broiler” o “pollo de carne”, tiene cuantitativamente una considerable
importancia en la produccion total de carne de ave. Para hacer una correcta interpretacion
de los datos estadisticos, debemos tener en cuenta que en los resultados de produccion de
‘carne de ave” se incluye la carne de pollo, la de las gallinas de desvieje y la de otras
especies avicolas como pavo, pato, perdiz o faisan, entre otras (Castell6 Llobet, 2002). Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, la carne de pollo es cuantitativamente la
mayoritaria; sirvan como ejemplo los datos del ano 2007, en el que sobre la produccion total
de carne de ave, la carne de pollo supuso en el mundo un 86%, en Europa un 80% y en

Espafia un 98%.

En Espana, a finales de 2008, existian 9.340 explotaciones para este tipo de ave
(MERCASA, 2009). La produccién de carne de pollo en nuestro pais experiment6 un notable
crecimiento desde las ultimas décadas del pasado siglo hasta la actualidad, constituyendo
los afios 1999 a 2001 los puntos de inflexion a partir de los cuales se sobrepaso el millon de
toneladas anuales producidas (FIAB, 2008). A partir de este momento, la tendencia continta
apuntando hacia el incremento, con ligeras fluctuaciones, entre los afios 2001 y 2008. La
inversion econdmica en la modernizacién progresiva de granjas y mataderos, que supuso
enormes mejoras técnicas en los procesos (Capita, 1998), los excelentes indices de
transformacion respecto al pienso en esta especie (MERCASA, 2009) que hacen que el
alimento sea barato en el mercado determinando un mayor consumo del mismo, y el cada

vez mayor numero de intercambios comerciales con el extranjero, pueden ser algunas de las
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razones para estos resultados positivos. En la actualidad, el pollo sigue ocupando el

segundo lugar en produccién en nuestro pais, por detras de la carne de porcino.

En 2008, la produccién total de carne de aves supuso un 11,5% de la produccién final
agraria, siendo la de “broiler” de unos 1,08-1,15 millones de toneladas (MERCASA, 2009,
FAO, 2010). En 2009, descendid un 3,92% respecto de 2008 (MARM, 2010a, b). El precio
medio del pollo se situé en 149 euros/100 kg de canal en marzo del afio 2010, detectandose
una bajada de un 12,66% respecto al precio medio registrado en el mismo mes del afio

anterior (MARM, 2010a, b).

Desde el afio 2000, en el que el consumo mundial de carne de pollo fue de 48,157
millones de toneladas, hasta el afio 2007 en el que el consumo fue de 62,018 millones de
toneladas, el aumento ha sido constante y ha supuesto un incremento del 28,78%. En el afio
2007, los principales paises consumidores de carne de pollo fueron los EE.UU. (22,0%), la
R.P. China (17,8%), la U.E. (14%) y Brasil (11,6%). Estos paises son responsables del

65,4% del consumo total.

El consumo de carne de ave en los paises de la U.E. supuso 10,3 millones de
toneladas en el afio 2006, lo que se corresponde con unos 22,4 kg/habitante. En ese afio se
produjo un descenso de alrededor del 3% respecto al afo 2005, debido al impacto negativo
del brote de influenza aviar, pero en comparaciéon con el afio 1995 (con una U.E. de 15

paises) se da un aumento de cerca de 3 kg por persona.

En el 4° Congreso Nacional de la Carne, celebrado en Lleida los dias 9 y 10 de
octubre de 2008, D. Francisco Mombiela, Director General de Industria y Mercados
Alimentarios del Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino, notificé que el
consumo de carne en Espana esta estancado en un promedio de 50 kilos por persona y
ano, con un ligero aumento de pollo y porcino, una tendencia a la baja de caprino y ovino y
ninguna variacién en el vacuno. Segun las conclusiones de su informe, la carne de vacuno
esta considerada como la mas sabrosa por los espafioles, el hombre come mas vacuno y la
mujer se decanta por el pollo. El consumo de carne envasada presenta ligeros aumentos,
pero el 80% de la carne se sigue comprando al corte, sin envasar. Ademas, el grado de
confianza de los consumidores en la carne es de un 8 sobre 10, frente a los preparados

carnicos en los que la confianza baja hasta un 3.
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Por lo que se refiere al aspecto concreto del consumo de carne de pollo en Espana,
Castellé LLobet, en el afio 2002 en su obra “Produccion de Carne de Pollo”, sefialaba que
es un tema conflictivo debido a la disparidad de los datos existentes y a su diferente
interpretacion. Sirva de ejemplo el consumo para al afio 2005, que segun los datos
proporcionados por el MAPA en su obra “La Alimentacion en Espafa” (2006) el consumo
estaria en 16,1 kilos por persona, cifra considerablemente inferior a la proporcionada por la

FAOQO para ese mismo ano (31,15 kilos por persona).

En cuanto a la evolucion del consumo de carne de pollo en el periodo de los afios
2000 a 2005 y segun los datos del MAPA (2006), se produjo un maximo en el afio 2002
(17,7 kilos por persona) y un minimo en 2005 (16,1 kilos por persona). La variacion del afo
2004 al 2005 ha sido a la baja, produciéndose un descenso en el consumo del 3,1%. A
pesar de esto, la carne de pollo fue la mas consumida en el afio 2005, seguida por la de

cerdo fresca (13,5 kilos por persona) y la de vacuno (10,2 kilos por persona).

Finalmente, decir que en el informe elaborado por MERCASA (Alimentaciéon en
Espafia 2007), con datos del MAPA, se pone de manifiesto que los espafioles en ese afo
consumimos una media de 16,1 kilos de carne de pollo por persona. Un 82,8% de ese
consumo se realizé en los hogares, un 12,9% en los establecimientos de restauracién y

hosteleria, mientras que el restante 4,3% correspondio6 a los consumos institucionales.

Un encuesta realizada a consumidores espafioles en 2008, revela que el 86,5% de los
entrevistados ingiere carne de pollo de manera habitual, que es mas preferida por las
mujeres que por los hombres y que es considerada como la mas saludable de todos los
tipos de carne comercializados, por todos los participantes, con independencia de su edad y
sexo (MARM, 2010a). Entre otros resultados de interés aplicables a todas las clases de
carnes analizadas incluyendo a la de pollo, el estudio mencionado sefala que los
consumidores muestran preferencia por la carne cortada en el momento de la compra (en
vez de la que se encuentra cortada y envasada previamente) y por la de origen nacional
(frente a la importada); ademas, indica que muestran menos confianza por los platos a base
de carne y envasados por la industria que por los alimentos carnicos elaborados en la propia
carniceria y listos para calentar, aunque en ambos casos la confianza es baja. Por otra

parte, tanto el precio como la calidad son los factores que mas influyen en la eleccion final
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del producto, por encima de otros como el aspecto del mismo o las consideraciones

nutricionales, segun este estudio.

La carne de pollo se considera una fuente de proteinas de alta calidad, conteniendo
varios de los aminoacidos esenciales. Es baja en grasa, ya que la mayor parte de esta se
halla bajo la piel, que se puede retirar, y no infiltrada en el musculo. Es una carne blanda y
de muy buena digestibilidad. Ademas su perfil lipidico es mas saludable que el de otros tipos
de carne, por contener mayor proporcién de acidos grasos insaturados frente a los
saturados (Capita et al., 1999). En cuanto a consideraciones de caracter practico, se puede
afirmar que tiene buena aptitud tecnoldgica, lo que permite elaborar productos carnicos muy
diversos y ademas tiene posibilidades comerciales como alimento funcional (Grashorn,
2007); por otra parte, no entra en conflicto con ningun precepto religioso (a diferencia de lo
que sucede, por ejemplo, con la carne de cerdo), lo que explica su gran nivel de consumo en
todo el mundo (Alonso-Hernando, 2011). Sin embargo, y como contrapartida a los aspectos
sefalados, las caracteristicas de produccion y obtencion de este alimento (Capita, 1998)
hacen que esté frecuentemente implicado en procesos de enfermedad humana. Asi, en el
afio 2010, se produjeron en la Union Europea un total de 5.262 brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (43.473 casos), estando la carne de mamiferos y aves implicada

en el 20,2% de ellos (EFSA, 2012).
4.2. Huevos

Los huevos de mesa son alimentos de alto valor nutritivo y una fuente barata de
proteinas de alta calidad, jugando un papel importante en la dieta humana (Adesiyun et al.,
2006). Debido a sus propiedades multifuncionales (por ejemplo poder emulsificante), los
huevos han sido ampliamente usados en la Industria Alimentaria, a la vez que ha sido una
fuente importante de materia prima para las industrias farmacéutica y cosmética (Matt et al.,
2009). En 2007 la produccién total de huevos de gallina llegé a las 63 millones de toneladas
(aproximadamente un billén (10'?) de huevos). La Unién Europea (UE-27) fue el segundo
productor, seguido de China, con mas de 6,5 millones de toneladas, y un consumo anual
medio de 235 huevos per capita. Por lo que se refiere concretamente a Espafa, la
produccion de huevos en 2008 alcanzé la cifra de 1,6 billones de unidades, con un consumo

per capita de 211 huevos (Pascale, 2010). Los huevos de codorniz, aunque considerados
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una opcidon saludable por sus caracteristicas nutricionales, se asocian a un consumo

unicamente esporadico (Sinanoglou et al., 2011).

Diferentes microorganismos patogenos, particularmente Salmonella, se han aislado de
huevos de gallina, y se han identificado como responsables de numerosos casos de
enfermedad transmitida por alimentos. Asi, en la UE, el 22,1% de los brotes confirmados de
infecciones transmitidas por alimentos en 2010 se debieron al consumo de huevos y
ovoproductos, siendo estos alimentos los implicados con mayor frecuencia en enfermedades
de origen alimentario (EFSA, 2012). La presencia de microorganismos patdégenos en los
huevos es una consecuencia de la contaminacion vertical durante la formacién del huevo o
bien el resultado de la contaminaciéon durante o después de la puesta. Las infecciones e
intoxicaciones asociadas con estos alimentos son consecuencia de la contaminacion

cruzada o de un inadecuado cocinado (Adesiyun et al., 2007).

En los ultimos afnos se estan aplicando diferentes métodos de produccién en gallinas
ponedoras (Directiva del Consejo 1999/74/EC, Reglamento 1804/1999/EC, Reglamento
2295/2003/EC). Estos sistemas se diferencian en como las aves son alimentadas, alojadas y
manejadas. Los cddigos usados son 0, para produccién ecologica, 1 para gallinas
camperas, 2 para gallinas criadas en suelo y 3 para gallinas criadas en jaulas. Brevemente,
las aves pueden ser alojadas en jaulas en bateria, que son pequeinos recintos con pisos
inclinados de alambre soldada. La Directiva del Consejo 1999/74/EC impone la prohibicion,
con efecto desde el 1 de enero de 2012, del alojamiento de gallinas ponedoras en jaulas
convencionales, que han demostrado ser extremadamente pobres desde el punto de vista
de bienestar animal. En los sistemas de cria en suelo, las aves no estan enjauladas y tienen
libertad para moverse dentro de la nave. En el caso de las gallinas camperas, éstas tienen
acceso al exterior de la explotacion, disponiendo de un espacio al aire libre. Finalmente, en
el caso de la produccién organica o ecoldgica, los animales tienen acceso al exterior, a un
terreno de produccion ecolégico. Contrariamente a la produccién convencional, donde se
emplean agentes antimicrobanos con frecuencia para el tratamiento, prevencién y control de
enfermedades, en la produccion organica de huevos el empleo de antimicrobianos esta muy
restringido. Ademas, las aves sometidas a este sistema de produccién pueden ser
alimentadas unicamente con piensos y suplementos producidos de forma organica. Los

porcentajes de consumo en la UE son 2%, 9%, 14% y 75% para cada tipo de huevos,

38



Introduccion y Antecedentes

respectivamente (Pascale, 2010). Por otro lado, la comercializacion de huevos de
produccion domeéstica procedentes de pequefas explotaciones familiares, y que son
distribuidos en mercados locales tradicionales, es una practica frecuente en Espafia. Asi, los
consumidores disponen de un amplio rango de productos de diferentes precios pero carecen

de informacién real sobre sus caracteristicas especificas.

Como se ha comentado con anterioridad, el amplio uso de antimicrobianos en
medicina humana y en produccion animal esta involucrado en la emergencia, seleccion y
diseminacion de cepas de bacterias multi-resistentes a antibiéticos. En este sentido, se ha
sugerido que existe una relacion entre el uso de antibidticos en produccién primaria y la
presencia de bacterias resistentes a antibidticos en infecciones humanas. Recientemente se
han aislado a partir de alimentos bacterias resistentes a antibidticos de diferentes géneros
(Begun et al.,, 2010). En la Unién Europea se monitoriza la resistencia a antibiéticos en
aislamientos de Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli y enterococos de animales y
alimentos (EFSA, 2010b). Sin embargo, existen pocos estudios publicados en relacién con
la resistencia a antibidticos en bacterias, particularmente Escherichia coli, en huevos de

consumo (Musgrove et al., 2006).

5. INTERES DEL ESTUDIO DE Salmonella

Las salmonelas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae; son bacterias Gram
negativas, catalasa positivas y oxidasa negativas, no formadoras de esporas y con
metabolismo oxidativo y fermentativo (Velge et al., 2005). Existe poca uniformidad e incluso
un cierto grado de confusion por lo que respecta a la nomenclatura de estos
microorganismos. Puede considerarse que el género Salmonella consta de tres especies: S.
enterica, S. bongori y S. subterranea. Esta ultima especie no esta incluida en el esquema
tradicional de Kauffmann-White (Popoff et al., 2003), pero se considera como tal en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella en Espafia -LNRSSE- (Echeita
et al.,, 2005a). S. enterica se subdivide a su vez en seis subespecies que se pueden
diferenciar bioquimicamente: enterica (I), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (llIb),
houtenae (IV), e indica (VI), habiendo sido la subespecie V (bongori) elevada a categoria de

especie en 1989 (Echeita et al., 2005a). Recientemente The Judicial Commission of the
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International Committee for Systematics of Prokaryotes (2005) ha establecido dentro del
género Salmonella una Unica especie (S. enterica), con siete subespecies (las indicadas
anteriormente y, ademas, S. bongori). La subespecie | o S. enterica subespecie enterica
agrupa a la inmensa mayoria de los serotipos de Salmonella que se asocian con animales

de sangre caliente y con el hombre.

Hasta el momento actual se han descrito mas de 2.600 serotipos de Salmonella, si
bien solo unos pocos se ven habitualmente implicados en procesos de gastroenteritis
humanas. En Espafa, Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis (S.
Enteritidis), S. Typhimurium, S. Hadar y S. Virchow fueron los serotipos a los que se
adscribieron con mayor frecuencia las cepas clinicas de origen humano entre los afios 2002
y 2003, suponiendo el 57,9%, 22,8%, 2,4%, y 1,8% de los aislamientos, respectivamente
(Echeita et al., 2005a). De igual forma, unicamente un numero limitado de fagotipos son los
predominantes. Asi, los fagotipos 1, 4, 6a y 21 (S. Enteritidis), U302, 193, 104B y 104 (S.
Typhimurium), 1, 2, 17 y 32 (S. Hadar), y 6, 8, 17 y 18 (S. Virchow) son los habitualmente
asociados con salmonelosis humana en Espafa (Echeita et al., 2005a, b). Por lo que
respecta a la Unién Europea, los principales serotipos responsables de enfermedad humana
en 2010 fueron S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Typhimurium variante
monofasica (1, 4, (), 12:i:-) y S. Newport, en este orden (EFSA, 2012). Los principales
fagotipos detectados en cepas de origen clinico en la Unién Europea son 1, 4 y 8 en el caso
de S. Enteritidis y 193, 120 y 104 en el de S. Typhimurium (EFSA, 2012). El protagonismo
de algunos serotipos y fagotipos en los episodios de esta enfermedad pone de manifiesto
que no todas las cepas de Salmonella aisladas de alimentos tienen la misma capacidad para

causar enfermedad humana, como ha sido previamente sefialado (Sarwari et al., 2001).

La salmonelosis es una enfermedad zoonédtica caracterizada por diarrea profusa
acompafada de dolor abdominal, fiebre y, con frecuencia, dolor de cabeza y malestar general.
En ocasiones se asocia a una sintomatologia mas grave, si bien su tasa de letalidad no suele
superar el 1% (D’Aoust, 2001). Esta infeccion, cuyo agente etioldgico son los microorganismos
del género Salmonella, presenta una elevada incidencia, lo que la sitia entre las enfermedades
de transmisién alimentaria de mayor importancia cuantitativa, tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo (Camps et al., 2005). En la Union Europea Salmonella fue

responsable de 1.604 brotes (12.352 casos asociados; 2.201 hospitalizaciones y 16
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fallecimientos) de enfermedad transmitida por alimentos en 2010 (lo que supone un 30,5% de
los 5.262 brotes totales), o que sitia a este microorganismo como primer agente etioldgico
(EFSA, 2012). Por lo que se refiere concretamente a Espana, de los brotes sefialados
anteriormente 482 se produjeron en nuestro pais. Los datos nacionales ponen de manifiesto que
en el afo 2003 se informaron un total de 1.221 brotes de enfermedades de origen alimentario
(857 de etiologia conocida), la mayoria de los cuales estuvieron producidos por Salmonella
(85,5% de los brotes con agente causal conocido), seguida a gran distancia por Staphylococcus
aureus (2,6%) y norovirus (2,6%) (Cevallos et al., 2005). De forma similar, del conjunto de brotes
declarados entre 1993 y 2002 (9.364), Salmonella fue el agente implicado en el 80,8% de ellos
(Hernandez-Pezzi et al., 2004). Una situacion similar a la planteada queda patente también en la
Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, donde Salmonella ha sido responsable en los ultimos

anos del 70-80% de los brotes alimentarios de etiologia conocida (Martin Marin, 2005).

Por lo que respecta a los casos esporadicos de enfermedad, en el afo 2010 se
informaron un total de 4.420 casos de salmonelosis por salmonelas no tifoideas (377 en
Castilla y Ledn) (ISCIII, 2012), con una incidencia acumulada anual de aproximadamente 95
casos por millén de habitantes. Hay que sefalar, no obstante, que si bien los datos
correspondientes a brotes se pueden considerar fiables (en Espana la notificacion de brotes
es obligatoria desde 1982 y las situaciones epidémicas y brotes estan incluidas como uno de
los sistemas basicos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica segun el Real Decreto
2210/1995, de creacién de esta Red), los relativos a casos esporadicos se basan en
notificaciones voluntarias de las identificaciones que se llevan a cabo en un conjunto
laboratorios de microbiologia clinica en nuestro pais (lo que se conoce como Sistema de
Informacion Microbioldgica, SIM), por lo que la informacién disponible sobre el niumero de
personas afectadas por salmonelosis no se corresponde con el dato real (una excepcion la
constituyen los casos por los serotipos Salmonella Typhi y S. Paratyphi, adaptados al hombre
y que producen enfermedades de declaracion obligatoria siempre, independientemente de que
se trate o no de procesos asociados a brotes). Por la razén sefalada, y por el hecho de que
menos del 10% de las personas con gastroenteritis reciben asistencia sanitaria, algunos
autores sefalan que el numero real de casos de salmonelosis humana es 20 veces superior al

de informados (Gil Setas et al., 2002; BES, 2004, 2005; Larkin et al., 2004).

La gran importancia de la salmonelosis humana queda también patente fuera de nuestro
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pais, con 99.020 casos (21,5 casos/100000 habitantes) en el afio 2010 en la Unién Europea,
siendo la segunda zoonosis mas frecuente tras la campilobacteriosis (EFSA, 2012). En los
EE.UU. Salmonella provoca 1,5 millones de enfermos anuales (15.000 hospitalizaciones y 500
fallecimientos), cifras que sitian a este microorganismo en el primer puesto por lo que
respecta a incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos en dicho pais (Baldauf et

al., 2007).

El interés de la Administracion por este microorganismo queda patente en el hecho de
que Salmonella fue el peligro responsable del mayor nimero de notificaciones de informacion
(188; 40,17% del total de las producidas por peligros biolégicos), de notificaciones de alertas
(14; 29.78% de las alertas por peligros biolégicos) y de notificaciones de rechazos 69 (31.51%
de las correspondientes a peligros biolégicos) realizadas al Sistema de Coordinado de

Intercambio Rapido de Informacion (SCIRI) en 2011 (AESAN, 2012).

6. INTERES DEL ESTUDIO DE Escherichia coli

Escherichia coli es un contaminante comun en la Industria Alimentaria (Pagedar et al.,
2012). El conjunto de procesos que sufre la materia prima desde la produccién primaria
hasta la planta de procesado de alimentos ofrece numerosos puntos de entrada del
microorganismo en la cadena alimentaria. Esta bacteria es una de las mas abundantes de la
microbiota presente en el tracto gastrointestinal de animales y seres humanos y, aunque la
mayoria de las cepas son apatégenas y consideradas como meros indicadores de una
higiene deficiente y malas condiciones sanitarias (contaminacion fecal), entre el 10% vy el
15% de las cepas de E. coli pertenecen a serotipos patégenos oportunistas (Barnes y Goss,
1997). Asi, en el afo 2010 se produjeron en la Unién Europea 5.262 brotes de enfermedad
transmitida por alimentos (EFSA, 2012). Estos brotes fueron responsables de 43.473 casos
de enfermedad humana, 4.695 hospitalizaciones y 25 fallecimientos. Escherichia coli fue
identificada como el agente etiolégico de 31 brotes (0,6% del total). Esta bacteria es también
un motivo de preocupacién en el sistema sanitario, donde se situa entre los
microorganismos mas frecuentemente implicados en infecciones nosocomiales (Hamadi et
al.,, 2008). Asimismo, se trata de la bacteria Gram-negativa mas frecuentemente asociada

con infecciones extraintestinales, incluyendo infecciones superficiales (heridas), del tracto
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urinario, neumonia, meningitis e incluso septicemia. Por otro lado, la habilidad de E. coli
para adquirir genes de resistencia a antibiéticos es bien conocida, y se basa en los
eficientes mecanismos de transferencia horizontal que han desarrollado estos
microorganismos a lo largo de los afios (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Por ello, este grupo
bacteriano, junto con Enterococcus spp., actua como reservorio de genes de resistencia, lo
que, ademas de ser un motivo de preocupacion en el contexto de la Salud Publica (existe
una alta probabilidad de transferencia a otras especies bacterianas, incluso no
relacionadas), permite la utilizacibn de ambos grupos como microorganismos centinela o
indicadores de resistencia a antibidticos (SCENIHR, 2009). Finalmente, sefalar que E. coli
es una bacteria habitualmente empleada como modelo de experimentacién en los estudios
de laboratorio (Corona-lzquierdo y Membrillo-Hernandez, 2002), por lo que su empleo esta

aconsejado a la hora de comparar los resultados obtenidos en diferentes investigaciones.
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Justificacién del Trabajo

JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Como se ha senalado, la carne es un vehiculo frecuente de microorganismos
patégenos para el hombre. En el afio 2010, se produjeron en la Uniéon Europea un total de
5.262 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (43.473 casos), estando la carne
de mamiferos y aves implicada en el 20,2% de ellos (EFSA, 2012). Entre los principales
microorganismos responsables de infecciones alimentarias se encuentra Salmonella, que
fue responsable de 1.604 brotes (12.352 casos asociados; 2.201 hospitalizaciones y 16
fallecimientos) de enfermedad transmitida por alimentos en 2010 (lo que supone un 30,5% del
total) y sitta a este microorganismo como primer agente etiologico de enfermedades

transmitidas por alimentos (EFSA, 2012).

Con el objetivo de reducir este riesgo, en algunos paises (EE.UU., Canada, Australia o
Nueva Zelanda) se aplican a la carne tratamientos antimicrobianos o descontaminantes (por
ejemplo fosfato trisddico, clorito sédico acidificado o acidos organicos). La efectividad de
estos tratamientos para reducir los niveles y/o la prevalencia de microorganismos patdégenos
y alterantes en la superficie de la carne esta bien documentada (Buncic y Sofos, 2012; Del
Rio et al., 2007). Sin embargo, recientemente, tanto las autoridades sanitarias de la UE
como la comunidad cientifica han comenzado a expresar su preocupacion en relacion con el
uso de estos tratamientos, ante la posible seleccién de microorganismos con susceptibilidad
reducida a antibidticos cuando las bacterias contactan con dosis subinhibitorias de los
descontaminantes (EFSA, 2008; SCHER/SCENIHR, 2008). En este sentido, se ha sugerido
que estos tratamientos podrian favorecer el crecimiento de las bacterias tolerantes
(tolerancia intrinseca o adquirida) a los antimicrobianos en general, dada la eliminacion de la
microbiota sensible competitiva. Por presion selectiva, estas bacterias resistentes podrian
sobrevivir y multiplicarse, originando una progenie resistente (Capita y Alonso-Calleja,
2013). Recientemente se ha demostrado la relacién entre tolerancia a descontaminantes y
resistencia a antibiéticos (Alonso-Hernando et al., 2009; Capita, 2007). Sin embargo, estos
estudios se han llevado a cabo en caldo de cultivo y, hasta donde llega nuestro
conocimiento, son inexistentes los estudios realizados en carne encaminados a
investigar el posible efecto de los tratamientos descontaminantes en la seleccién de

cepas resistentes a antibioticos.
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Efectivamente, a lo largo de los ultimos afnos se ha venido produciendo un aumento de
la preocupacién en relacion con la resistencia bacteriana a los antibiéticos (Capita y Alonso-
Calleja, 2013). En este contexto, la monitorizacion de la resistencia a antibioticos es esencial
para conocer la magnitud y las tendencias de este importante problema de Salud Publica,
asi como para planificar las estrategias de control. En la Unién Europea los Estados
Miembros estan obligados a monitorizar las resistencias en el caso de Salmonella y
Campylobacter de origen animal o alimentario (EFSA, 2010). Sin embargo, es muy escasa
la informacion disponible sobre la prevalencia y susceptibilidad a antibiéticos de
Salmonella en carne de pollo adquirida en establecimientos de venta al publico en el
Noroeste de Espafia y no se han llevado a cabo estudios previos que comparen los

datos obtenidos alo largo de los afios.

Al igual que la carne, los huevos son productos avicolas frecuentemente contaminados
con microorganismos patdégenos para el hombre, principalmente Salmonella. En la UE, el
22,1% de los brotes de enfermedad transmitida por alimentos en 2010 fueron causados por
huevos y ovoproductos, siendo estos alimentos la principal fuente de infecciones de origen
alimentario (EFSA, 2012). Puesto que la concentracién de microorganismos en la superficie
de los huevos esta directamente relacionada con el riesgo de penetracion y contaminacion
de la clara y de la yema, asi como de contaminacién cruzada a otros alimentos, la carga
microbiana de la cascara de los huevos implica un riesgo que debe ser evaluado y
controlado. Hasta el momento, no se han llevado a cabo estudios para determinar el
nivel de contaminacion microbiolégica de la superficie de huevos de mesa en el
Noroeste de Espafia, y tampoco se han realizado, aparentemente, investigaciones
encaminadas a conocer la prevalencia de resistencia a antibiéticos en huevos de aves

procedentes de diferentes sistemas de alojamiento.

Como se ha sefialado, la carne de ave constituye una parte muy importante de la dieta
humana. De hecho, el consumo medio anual de este producto en el ambito mundial (12,60
kg por persona) ha aumentado a lo largo de las ultimas décadas hasta superar al consumo
de carne de vacuno (9,60 kg) y aproximarse al de carne de cerdo (15,00 kg) (FAO, 2011).
Teniendo en cuenta este elevado nivel de consumo, la calidad (incluyendo la calidad
microbioldgica) de la carne de ave en el momento de su consumo es un aspecto importante

para la Industria, la Administracion y el Consumidor. Hay que tener en cuenta que el nivel de
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contaminacion bacteriana de la carne fresca de ave tiene importantes implicaciones tanto

desde el punto de vista de la Seguridad Alimentaria como de la vida util del producto.

Por otro lado los alimentos procedentes de sistemas de producciéon organica,
incluyendo la carne de ave, son de facil acceso en los paises desarrollados y su consumo
estd aumentando desde hace algunos afios (Nie y Zepeda, 2011). Al contrario de lo que
ocurre en la produccion convencional de las aves, donde los agentes antimicrobianos son
ampliamente usados para el tratamiento, control y prevencién de las enfermedades (los
antibioticos estan prohibidos para la promocién del crecimiento en la UE desde enero de
2006; Capita y Alonso-Calleja, 2013), la produccion ecoldgica es muy restrictiva con el uso
de antimicrobianos (Luangtongkum et al., 2006). La percepcion de los consumidores en
relacion con las practicas de cria usadas en las granjas de aves es claramente mas positiva
por lo que respecta a las explotaciones ecolégicas que a las convencionales (cria intensiva).
Esta percepcion influye claramente en la intencion de compra de los consumidores
(Soonthornchaikul et al., 2006). Sin embargo, existe muy poca informacion disponible en
relacion con el impacto de las précticas de produccién organica en la carga
microbiana y en los patrones de resistencia a antibiéticos de las bacterias aisladas de

la carne.

Finalmente, senalar que actualmente una de las técnicas mas empleadas para poner
de manifiesto la resistencia a antibidticos en bacterias de origen alimentario es el método de
difusién por disco sobre agar Mueller-Hinton (Sjélund et al., 2009). Sin embargo, esta
técnica es laboriosa e implica un importante consumo de tiempo y material. Por ello, se han
desarrollado y comercializado en los ultimos afos diferentes pruebas rapidas para la
determinacion in vitro de la susceptibilidad bacteriana a los antibidticos. El sistema “Sensi
Test Gram-negative” (Liofilchem s.r.l., Teramo, ltaly) consta de 24 pocillos con antibi6ticos
deshidratados para la realizaciéon de antibiogramas en bacterias Gram-negativas y
enterococos, que permite la obtencion de resultados en 18-24 horas. Hasta el momento no
existe informacion publicada en relacion con la concordancia entre el procedimiento

convencional de difusién por disco y el sistema miniaturizado sefialado.

En el Anexo |, al final de la presente Memoria, se adjuntan copias de las

publicaciones internacionales (JCR) generadas a partir de esta Tesis Doctoral.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Conocer la influencia de:
1) el afio del analisis (1993 o 2006),
2) algunos tratamientos quimicos de descontaminacion de la carne,
3) el sistema de alojamiento de las aves y
4) la especie animal

en la resistencia a antibidticos de bacterias de origen avicola en Espafia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Conocer la prevalencia, serotipos, fagotipos y antibiotipos de Salmonella en carne de
pollo adquirida en establecimientos de venta al publico del noroeste de Espafia.

2. Conocer los niveles de contaminacion microbiana de carne de ave de diferentes
especies de cria convencional y organica.

3. Conocer y comparar la efectividad antimicrobiana de algunos compuestos
descontaminantes de la carne de pollo.

4. Conocer los patrones de resistencia a antibioticos de Escherichia coli de carne de ave
de diferentes especies de cria convencional y organica.

5.  Conocer la carga microbiana de huevos de gallina y codorniz procedentes de aves
sometidas a diferentes sistemas de alojamiento.

6. Conocer los patrones de resistencia a antibiéticos de Escherichia coli de huevos de
gallina y codorniz procedentes de aves sometidas a diferentes sistemas de
alojamiento.

7. Comparar los resultados obtenidos mediante el sistema tradicional de difusién por
disco y los de un sistema miniaturizado disponible comercialmente para determinar la
resistencia a antibidticos (Sensi Test Gram-negative).
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PREVALENCIA Y RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN SEROTIPOS DE
Salmonella AISLADOS DE CARNE DE AVE EN ESPANA: COMPARACION
ENTRE 1993 Y 2006




Resumen Capitulo |

RESUMEN

Se obtuvieron, en 10 establecimientos de venta al publico del noroeste de Espafia, un
total de 226 muestras de carne de pollo (canales, muslos, alas, cuellos y pechugas) (73 en
1993 y 153 en 2006), que se analizaron para detectar la presencia de Salmonella. Las cepas
aisladas se sometieron a serotipia, fagotipia (Salmonella enterica serotipo Enteritidis y S.
Typhimurium) y se determind su susceptibilidad a antimicrobianos (15 antimicrobianos;
método de difusion por disco). Se detecté Salmonella en 40 (55,0%) muestras en 1993 y en
19 (12,4%) en 2006 (P<0,001). Los serotipos (S. Enteritidis, S. Poona, S. Infantis, S.
Newport y S. Typhimurium) y fagotipos (1, 4, 14b y 35 en el caso de S. Enteritidis y 193 para
S. Typhimurium) que se detectaron se encuentran entre los principales tipos responsables
de salmonelosis humana en Espafa. Todas las cepas eran multi-resistentes (resistentes a
entre 3 y 13 antimicrobianos). EI nUmero medio de resistencias por cepa aumenté (P<0,05)
desde 3,98 en 1993 hasta 5,00 en 2006. Se observé un aumento de la incidencia de
resistencia entre 1993 y 2006 para la cefalotina (P<0,01), enrofloxacina (P<0,001) vy
tetraciclina (P<0,01). La disminucién en la prevalencia de Salmonella observada entre 1993
y 2006 sugiere que las medidas obligatorias que se han introducido a lo largo de la ultima
década en la Unidn Europea para reducir la incidencia de la Salmonella en aves han tenido
éxito. Sin embargo, el aumento en las tasas de resistencia a antibidticos es un motivo de
preocupacion y supone una amenaza para la Salud Publica. Puesto que los datos de este
estudio han puesto de manifiesto que la carne de pollo en el noroeste de Espana es una
fuente potencial de cepas de Salmonella resistentes a antibidticos, se destaca la necesidad

de la educacién del consumidor en buenas practicas higiénicas.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Salmonella enterica es una causa frecuente de gastroenteritis humana tanto en los
paises desarrollados como en aquéllos en via de desarrollo, provocando millones de
enfermedades humanas y animales, asi como importantes pérdidas econémicas, por todo el
mundo. En la Unién Europea, la incidencia de infecciones por Salmonella en 2009 fue de
23,7 por 100.000 habitantes, con un total de 108.614 casos confirmados, siendo ésta la
segunda enfermedad zoonética responsable de enfermedad humana, después de la
campilobacteriosis (EFSA, 2011). Hay varias rutas para contraer salmonelosis, pero el
consumo de alimentos contaminados es, con diferencia, la causa mas frecuente de
infecciones humanas (Lestari et al., 2009). Durante 2009, Salmonella fue responsable de
1.722 brotes de enfermedad causada por alimentos (31,0 % de todos los brotes alimentarios
y 33,2% de los brotes confirmados) en la UE, siendo el agente etiolégico mas comuinmente
asociado a los brotes alimentarios registrados. Salmonella enterica serotipo Enteritidis y S.
Typhimurium fueron los serotipos predominantes asociados a estas infecciones (59,6% vy

15,7% de los brotes de salmonelosis, respectivamente) (EFSA, 2011).

Los métodos de produccién de alimentos de origen animal y las practicas llevadas a
cabo en los mataderos pueden aumentar la propagacion de Salmonella entre los animales
productores de alimentos. En la produccién primaria existen condiciones que facilitan la
diseminacion de las bacterias, tales como la alta densidad de animales. Ademas, en los
mataderos modernos el elevado ritmo de produccion mantiene a los animales en estrecha
proximidad a lo largo del procesado, lo cual conduce a la transferencia de bacterias entre
unas canales y otras (Capita et al., 2007). Por lo tanto, los alimentos de origen animal,
especialmente la carne de aves y mamiferos, son los principales vehiculos para la
transmision de la salmonelosis humana debido a episodios de contaminacion cruzada o a un
cocinado inadecuado (Capita et al., 2007). Segun el informe anual de 2009 del RASFF
(siglas en inglés de Rapid Alert System for Food and Feed — Sistema de alerta rapida para
alimentos y piensos), Salmonella es el microorganismo que se notifica con mas frecuencia,
siendo las notificaciones relacionadas con las aves (aproximadamente 70) y con las carnes
rojas (50) las mas comunes (European Commission, 2010). Teniendo en cuenta la elevada

prevalencia de Salmonella en las aves, se han implementado programas de control en la UE
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en los ultimos afios para las manadas de Gallus gallus (incluyendo manadas de cria,

ponedoras y pollos broiler) (EFSA, 2011).

Durante las ultimas décadas ha crecido la preocupacion por el incremento de las
resistencias a antibidticos en cepas de microorganismos patégenos, incluyendo Salmonella
(Capita y Alonso-Calleja, 2013), y las repercusiones que ello puede tener en el ambito de la
Salud Publica. Aunque la mayoria de los casos de salmonelosis humana son autolimitantes
y suelen resolverse en cinco o siete dias sin necesidad de tratamiento antimicrobiano, la
terapia con antibiéticos (por ejemplo ciprofloxacina en adultos y ceftriaxona en nifios) puede
ser necesaria para casos graves, enfermedad extra-intestinal o pacientes
inmunocomprometidos (Berrang et al., 2009). En este escenario, las cepas de Salmonella
que son resistentes a antimicrobianos son especialmente preocupantes, ya que pueden
comprometer el tratamiento efectivo de la salmonelosis humana. Las personas infectadas
con cepas resistentes a antibioticos tienen mas posibilidades de sufrir eventos adversos,
tales como enfermedad prolongada, aumento de la gravedad de la enfermedad,
hospitalizacion o fallecimiento, que los que estan infectados con cepas susceptibles (Cook et

al., 2009).

Es esencial llevar a cabo una monitorizacién de las resistencias bacterianas a los
antibioticos para facilitar informacion acerca de la magnitud del problema y de sus
tendencias, y poder asi planificar y evaluar el efecto de las intervenciones realizadas. En la
Union Europea, los Estados Miembros estan obligados a monitorizar y a informar de la
resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella y Campylobacter procedentes de
animales y de alimentos (EFSA, 2010). Sin embargo, es muy escasa la informacion acerca
de la prevalencia y de la susceptibilidad a antimicrobianos de Salmonella procedente de
carne de aves en el noroeste de Espafia. Asimismo, no se han llevado a cabo estudios que
comparen los datos obtenidos de los mismos establecimientos a lo largo de varios afios. Por
lo tanto, este estudio se ha llevado a cabo para: 1) determinar la prevalencia, los serotipos y
los fagotipos de Salmonella en carne de ave adquirida en establecimientos de venta al
publico en el noroeste de Espaia, 2) investigar los perfiles de resistencia de las cepas a
antibioticos de uso frecuente como agentes terapéuticos en medicina humana y veterinaria y
3) comparar la prevalencia, los tipos y los perfiles de resistencia a antibiéticos observados

en 1993 y en 2006.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se analizaron un total de 226 muestras (73 en 1993 y en 153 en 2006) de carne de
ave, que consistian en piel de canales y despieces (muslos, alas, cuellos y pechugas) de
pollos criados de forma convencional (cria intensiva). Cada muestra provenia de un ave
diferente. Tanto las muestras de 1993 como las de 2006 se adquirieron en los mismos diez
establecimientos de venta al por menor en la provincia de Ledn, y pertenecian a tres marcas
diferentes (cada marca procedia de un matadero diferente). El numero de muestras que se
tomaron en cada establecimiento variaba entre 6 y 8 en 1993 y entre 14 y 16 en 2006. Las
muestras se transportaron al laboratorio en bolsas individuales en una nevera portéatil y se

almacenaron a 3+1° C durante no mas de una hora antes del comienzo del analisis.
Procedimiento de aislamiento

Los analisis se realizaron siguiendo la norma ISO-6579-1993. Las muestras de piel (un
total de 25 g) se homogeneizaron en un Masticador (IUL, Barcelona, Espafa) junto con 225
mL de agua peptona tamponada (Oxoid Ltd, Hampshire, Reino Unido). En el caso de los
cuellos y las alas cada muestra estaba constituida por dos o mas piezas del mismo lote
(envase), para obtener asi 25 g de piel. Después de la incubacion a 37° C durante 24 horas,
se transfirieron alicuotas de 0,1 mL a tubos conteniendo 10 mL de caldo selectivo
Rappaport-Vassiliadis (Oxoid Ltd.), que se incubaron durante 24 horas a 42° C. Al cabo de
este tiempo se procedié a sembrar por estria, utilizando un asa de nicrom, en la superficie
de agar Rambach (Merck, Darmstadt, Alemania), agar xilosa lisina desoxicolato (XLD, Oxoid
Ltd.) y agar entérico Hektoen (Oxoid Ltd). Las placas se incubaron a 37° C entre 24 y 48 h.
Aquellas colonias con morfologia caracteristica de Salmonella se identificaron en base a la
tincion Gram, la reaccién de la catalasa, la reaccién de la oxidasa y la oxidacion/
fermentacion de glucosa. Las cepas que se correspondian con bacilos Gram negativos,
catalasa positivos, oxidasa negativos y con capacidad para oxidar y fermentar glucosa se
sometieron a caracterizacion utilizando galerias minaturizadas API 20E (bioMérieux, Marcy
L’Etoile, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las bacterias se

identificaron utilizando la base de datos API LAB Plus versién 3.2.2. (bioMérieux).

76



Material y Métodos Capitulo |

Las cepas de Salmonella se mantuvieron congeladas a -20° C después de su re-
suspension en caldo triptona de soja (Oxoid Ltd.) (TSB) con 20% (v/v) de glicerol. En el afio
2006 todas las cepas fueron sometidas a serotipia, fagotipia y pruebas de susceptibilidad a

antimicrobianos. Se tipificé una cepa de Salmonella de cada muestra positiva.
Serotipia y fagotipia

La asignacion a serotipos y a fagotipos (sé6lo se fagotiparon las cepas de los serotipos
S. Enteritidis y S. Typhimurium) se llevé a cabo en el “Laboratorio Nacional de Referencia
para Salmonella y Shigella de Espafa” (LNRSSE) del Instituto de Salud Carlos i,
Majadahonda, Madrid, Espana.

Evaluacién de la susceptibilidad a antimicrobianos

Se examiné la susceptibilidad de las cepas frente a un panel de 15 antimicrobianos en
agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.) por el método de difusién por disco, segun describe el
Clinical and Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008). Se utilizaron los
siguientes discos de antibidticos (Oxoid Ltd.): gentamicina (GEN; 10ug), estreptomicina
(STR; 10ug), neomicina (N; 10ug), rifampicina (RD; 5ug), ampicilina (AMP; 10ug),
amoxicilina-acido clavulanico (AMC; 30ug), cefalotina (CF; 30ug), sulfametoxazol-
trimetoprim (SXT; 25ug), eritromicina (E; 15ug), cloranfenicol (C; 30ug), enrofloxacina (ENR,;
5ug), ciprofloxacina (CIP; 5ug), acido nalidixico (NA; 30ug), tetraciclina (TE; 30ug) y
furazolidona (FR; 50ug). Se midieron los halos de inhibicién y las cepas se clasificaron como
sensibles, de susceptibilidad intermedia o resistentes de acuerdo con los criterios del Clinical
and Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008). Los aislamientos de
susceptibilidad intermedia se contabilizaron junto con los que eran resistentes en sentido
estricto (Cardinale et al., 2005). Se utilizaron Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus
aureus ATCC 29213 como cepas de referencia para el control de los discos de antibioticos.
Una cepa se definid como resistente si mostraba resistencia a uno o mas de los agentes
analizados, mientras que las cepas resistentes a dos 0 mas antimicrobianos se clasificaron

como multi-resistentes (Capita et al., 2007).
Anélisis estadistico

La prevalencia de Salmonella en la carne de ave y la frecuencia de las cepas

resistentes a antibiéticos se compararon por medio de las pruebas de Chi-cuadrado y de
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Fisher. La prueba t de Student se realizé para comparar el nimero medio de antibidticos a
los que las cepas eran resistentes. Los analisis se realizaron utilizando el paquete

informatico Statistica® 6.0 (Statsoft Ltd., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).
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RESULTADOS

Prevalencia de Salmonella

Del total de las 226 muestras analizadas en 1993 y 2006, 59 (22,7%) fueron positivas
para Salmonella, con un limite de deteccion de una unidad formadora de colonias por 25 g
(1 ufc/25 g) de piel. Se encontraron prevalencias similares entre todos los tipos de muestras
tanto en 1993 como en 2006. El porcentaje de muestras con Salmonella detectada
descendié de forma significativa (P<0,001) entre 1993 (40 de 73; 55% de muestras
positivas) y 2006 (19 de 153; 12,4%).

Serotipos y fagotipos

De las 40 cepas de Salmonella aisladas en 1993, 28 (70,0%) se identificaron como
Salmonella enterica serotipo Enteritidis y 12 (30,3%) como S. Poona. Entre las 19 cepas
positivas para Salmonella en 2006, 14 (73,7%) estaban contaminadas con S. Enteritidis, 2
(10,5%) con S. Infantis, 2 (10,5%) con S. Newport y 1 (5,3%) con S. Typhimurium. Las
cepas de S. Enteritidis se adscribieron a cuatro fagotipos (4 y 35 en 1993; 1y 14b en 2006).

La cepa perteneciente al serotipo S. Typhimurium se asigné al fagotipo 193.
Susceptibilidad a antimicrobianos

Se determiné la susceptibilidad a antimicrobianos de 59 cepas de Salmonella enterica
(40 de 1993 y 19 de 2006) aisladas de muestras de carne de ave. Las Tablas .1 y I.2
resumen los patrones de resistencia a 15 antimicrobianos de las cepas aisladas en 1993 (9
patrones diferentes) y 2006 (13 patrones). El patron predominante fue la resistencia a
RD/E/NA, que fue mostrado por 8 cepas en 1993 y por 5 cepas en 2006. Todas las cepas
analizadas presentaron resistencia a los antibiéticos mencionados anteriormente. No se
observo ninguna asociacion entre los patrones de resistencia antimicrobiana y un serotipo o

fagotipo en particular.
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Resultados

Tabla 1.1. Perfiles de resistencia a antibioticos de los 40 aislamientos de Salmonella

procedentes de aves en 1993.

Serotipo / Fagotipo

Perfil de resistencia

NUumero de cepas

nu nu nu no no n non

. Enteritidis / 4
. Enteritidis / 4
. Enteritidis / 4
. Enteritidis / 4
. Enteritidis / 35
. Poona

. Poona

. Poona

S. Poona

RD/E/NA
STR/RD/E/NA
N/RD/E/NA
RD/SXT/E/NA
RD/SXT/E/NA
RD/E/NA
STR/RD/E/NA
STR/N/RD/E/NA
N/RD/SXT/E/NA

g = N O N W o1

N

GEN (gentamicina; 10ug), STR (estreptomicina; 10ug), N (neomicina; 10ug), RD (rifampicina; 5ug), AMP

(ampicilina; 10pg), AMC (amoxicilina-acido clavulanico; 30ng), CF (cefalotina; 30ung), SXT (sulfametoxazol-

trimetoprim; 25ug), E (eritromicina; 15ug), C (cloranfenicol; 30ng), ENR (enrofloxacina; 5ug), CIP (ciprofloxacina;

5ug), NA (acido nalidixico; 30ug), TE (tetraciclina; 30ug) y FR (furazolidona; 50ug).

Tabla 1.2. Perfiles de los 19 aislamientos de Salmonella resistentes a antibiéticos procedentes

de aves en 2006.

Serotipo / Fagotipo

Perfil de resistencia

Numero de cepas

nu nu nu no no no nonuonnonuon

S. Typhimurium / 193

. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 1
. Enteritidis / 14b
. Infantis

. Infantis

. Newport
. Newport

RD/E/NA/TE
STR/RD/E/NA/TE
RD/AMP/E/NA

RD/E/ ENR/NA
STR/N/RD/CF/E/NA
STR/RD/E/ ENR/NA/TE
STR/N/RD/AMP/AMC/CF/SXT/E/C/ ENR/NA/TE/FR
RD/E/NA
STR/N/RD/E/NA
STR/N/RD/E/ENR/NA
N/RD/CF/E/ENR/NA
STR/N/RD/CF/E/ENR/NA
N/RD/AMC/CF/E/NA

B e N . T © ) IS N P N &'© I G S

Para interpretacion, ver la Tabla 1.1.
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Todas las cepas mostraron resistencias multiples a tres o mas compuestos
antimicrobianos. Las 40 cepas de Salmonella de 1993 eran resistentes a 3 (25,0%), 4
(52,5%) 6 5 (22,5%) antibidticos, mientras que las cepas obtenidas en 2006 (19) mostraron
resistencia a 3 (26,3%), 4 (26,3%), 5 (10,5%), 6 (26,3%), 7 (5,3%), o incluso 13 (5,3%)
antibiéticos diferentes (Figura 1.1). EI numero medio de antibidticos a los que las cepas
fueron resistentes fue menor (P<0,05) en 1993 (3,98) que en 2006 (5,00). De los serotipos
identificados en el presente estudio, S. Enteritidis mostré el menor nimero medio de
resistencias por cepa, tanto en 1993 (3,71) como en 2006 (4,64). Los datos para otros
serotipos fueron 4,58 (S. Poona), 5,50 (S. Infantis), 6,50 (S. Newport) y 6,00 (S.
Typhimurium).

70+

60

52,5

Porcentaje de cepas

5,3 53

6 7 8-12 13

Numero de resistencias a antibiéticos

B Cepas aisladas en 1993 & Cepas aisladas en 2006

Figura I.1. Distribucion de las cepas de Salmonella aisladas de aves segln el niumero de

antibioticos a los que fueron resistentes.
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La mayor incidencia de resistencia (P<0,001) en 1993 y 2006 se encontré para la
rifampicina, eritromicina y acido nalidixico (100% de las cepas). En 1996 se observé también
resistencia frente a SXT (40%), N (30%) y STR (27,5%). En 2006, se observé una incidencia
intermedia de resistencia frente a STR, N, CF, ENR y TE, con un numero de entre 4 y 8
cepas resistentes (entre 21,1% y 42,1%). Algunas cepas en 2006 mostraron resistencia a
AMC, AMP (10,5%), SXT, C y FR (5,3%) (Figura 1.2). Se observé un aumento en la
incidencia de la resistencia entre 1993 y 2006 para CF (P<0,01), ENR (P<0,001) y TE
(P<0,01). La resistencia a SXT disminuyé (P<0,01) entre 1993 y 2006.
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Antibiético

W 1993 & 2006

**, P<0,01; ***, P<0,001

GEN (gentamicina; 10ug), STR (estreptomicina; 10ug), N (neomicina; 10ug), RD (rifampicina; 5ug), AMP
(ampicilina; 10ng), AMC (amoxicilina-acido clavulanico; 30ng), CF (cefalotina; 30ung), SXT (sulfametoxazol-
trimetoprim; 25ug), E (eritromicina; 15ug), C (cloranfenicol; 30ng), ENR (enrofloxacina; 5ug), CIP (ciprofloxacina;
5ug), NA (acido nalidixico; 30ug), TE (tetraciclina; 30ug) y FR (furazolidona; 50ug).

Figura l.2. Porcentaje de cepas de Salmonella resistentes a cada antibidtico analizado.
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DISCUSION

Prevalencia de Salmonella

La prevalencia de Salmonella observada por otros autores en productos avicolas,
muestreando diferentes partes de la canal y utilizando distintos tamafios de muestra, oscila
entre 0 y 100% (Foley et al., 2008; Waldroup, 1996), con porcentajes de contaminacién
generalmente inferiores en los paises mas desarrollados (Dallal et al., 2010; Galanis et al.,
2006). Tasas de contaminacion similares a las del presente estudio (22,7%) han sido
observadas en Sudafrica (19% en canales pollo adquiridas en establecimientos de venta al
por menor utilizando el método no destructivo de lavado; Nierop et al., 2005), en Marruecos
(20,83% en canales, despieces y menudillos de pollo procedentes de establecimientos de
venta al por menor analizando 25 g de muestra; Abdellah et al., 2009), en Lousiana (20,8-
22,0% en canales de pollos de cria convencional y organica procedentes de
establecimientos minoristas de alimentacion empleando el método de lavado; Lestari et al.,
2009), en Québec (21,2% de canales de pollo a nivel de matadero mediante el método de
lavado; Arsenault et al., 2007), en Ontario (24% de despieces de pavo procedentes de
establecimientos al por menor analizando 25 g de piel; Cook et al., 2009) y Turquia (29,3%
de carne de aves procedentes de establecimientos delicatessen, analizando 25 g de carne;
Arslan y Eyi, 2010). Al igual que en el presente estudio, Cook et al. (2009) no observaron
diferencias significativas en la prevalencia de Salmonella entre diferentes tipos de muestras
de pavo (pechugas, alas o muslos) en Canada. En establecimientos de venta al publico del
Sur de la India, Suresh et al. (2011) detectaron una prevalencia similar de Salmonella en
distintas partes de la canal de pollos (utilizando la técnica de hisopado). Por otra parte,
Miranda et al. (2009) observaron mayores tasas de contaminacion con Salmonella en la piel
del cuello que en el resto de las muestras de pollos broiler (muslos, pechugas y alas)
recogidas en supermercados y establecimientos al por menor en Méjico, y Abdellah et al.
(2009) detectaron en Marruecos una mayor prevalencia de Salmonella en despieces que en

canales de pollo.

En el presente estudio se ha observado un descenso significativo en la prevalencia de
Salmonella en carne de pollo entre 1993 y 2006. Teniendo en cuenta que la prevalencia de

Salmonella en la carne de ave puede ser un reflejo de la incidencia de este micro-organismo
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en las granjas de las que procedian los pollos (Rodrigo et al., 2006), las tasas de
contaminacion relativamente bajas que se han observado podrian deberse a una
combinacién de varios factores. En primer lugar, a lo largo de los ultimos afos, los
productores de aves en Espafia han estado vacunando contra Salmonella ciertas manadas
(por ejemplo las de pollos de carne y las de gallinas ponedoras). Ademas, la introduccién en
Espafia, asi como en otros paises de la Union Europea, de la obligatoriedad de sacrificio
(con compensacion econdmica) de las manadas de aves reproductoras y de gallinas
ponedoras infectadas con S. Enteritidis 0 S. Typhimurium puede haber contribuido también
al descenso de la prevalencia de Salmonella en carne de ave (Capita et al., 2007; EFSA,
2011). La legislacion exige también trazabilidad y vigilancia de las manadas de
reproductoras y pollos broiler, asi como los detalles de movimiento de las aves. La
introduccion de sistemas obligatorios basados en el Andlisis de Peligros y Puntos de Control
Critico (HACCP por sus siglas en inglés) en las plantas de procesado de aves de la UE
durante los 1990 (Anénimo, 1993) puede haber jugado también un papel importante en la
reduccion de la Salmonella en las aves en los ultimos anos. Al igual que en el presente
estudio, las publicaciones recientes en la Unién Europea también muestran un descenso en
la prevalencia de Salmonella en las aves como consecuencia de la implementacién de las

normativas sefaladas (Hue et al., 2011).
Serotipos y fagotipos

Cuatro de los cinco serotipos detectados en el presente estudio (S. Enteritidis, S.
Infantis, S. Newport y S. Typhimurium) estan entre los 5 serotipos mas frecuentemente
implicados en casos de salmonelosis humana en Espafia (Velasco et al., 2009) y en la
Unién Europea (EFSA, 2011) en los ultimos afos. En los EE.UU., los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) han indicado que S. Enteritidis, S.
Typhimurium y S. Newport, en este orden, son los serotipos mas frecuentemente registrados
por los laboratorios de Salud Publica (CDC, 2011). Este hecho confirma la opiniéon de que
muchos casos de salmonelosis humana podrian tener su origen en los alimentos de origen

avicola, como se ha sugerido con anterioridad (Capita et al., 2007).

Los serotipos de Salmonella detectados en el presente estudio coinciden con datos
obtenidos en la Unidn Europea, en los que se indica que S. Infantis y S. Enteritidis eran los

serotipos predominantes en canales de pollos broiler en 2009, ocupando S. Typhimurium la
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cuarta posicion (EFSA, 2011). S. Enteritidis fue el serotipo aislado con mayor frecuencia en
la investigacion que presentamos aqui (70% de muestras positivas en 1993 y 73,7% en
2006). Este serotipo ha sido también el predominante en productos avicolas en estudios
llevados a cabo con anterioridad, en los que la carne de ave y los huevos se han identificado
como el principal reservorio de S. Enteritidis (Cardinale et al., 2005; Dogru et al., 2010;
Hernandez et al., 2005). La elevada prevalencia de S. Enteritidis en aves es un reflejo de la
presencia de estos microorganismos en el tracto intestinal de los pollos broiler vivos,
produciéndose la contaminacién de las canales durante el sacrificio y procesado (Capita et
al., 2007), lo que conlleva un aumento del riesgo de infeccién en seres humanos. De este
modo, algunos datos obtenidos en Asia, Europa y Latinoamérica ponen de manifiesto que S.
Enteritidis es el serotipo mas comun entre los aislamientos humanos (EFSA, 2011; Galanis

et al., 20006).

Mediante la utilizacién de modelos matematicos que combinan datos epidemiolégicos
con la biologia de las manadas de aves se ha sugerido que S. Gallinarum y S. Pullorum
(serotipos responsables de enfermedades en las aves) ejercian una exclusién competitiva
sobre el serotipo S. Enteritidis en las explotaciones avicolas (Rabsch et al., 2000). Durante
las décadas de 1960s y 1970s se implementaron medidas de control para reducir ambas
infecciones avicolas. Parece probable que S. Enteritidis pasdé entonces a ocupar el nicho
ecoldgico creado por el descenso de S. Gallinarum y S. Pullorum en las aves (Foley et al.

2008).

Las cepas de S. Typhimurium tienen una capacidad superior para causar salmonelosis
humana que otros serotipos (Sarwari et al., 2001). Aunque S. Typhimurium es un serotipo
ampliamente distribuido, se detecta con frecuencia en carne de ave (Arslan y Evi, 2010;
Parveen et al., 2007; Yildrim et al.,, 2011). En Espana, S. Typhimurium fue el segundo
serotipo, después de S. Enteritidis, mas frecuentemente detectado en aislamientos clinicos

humanos en el periodo comprendido entre 2000 y 2008 (Martinez et al., 2008).

Varios investigadores (Abdellah et al., 2009; Cetinkaya et al., 2008; Cook et al., 2009;
Yildrim et al., 2011) han obtenido aislamientos de S. Infantis y S. Newport a partir de carne
de ave. Finalmente, y por lo que respecta a S. Poona, algunos autores (Dione et al., 2009)
han detectado cepas en carne de pollo. Sin embargo, este serotipo se asocia con mas

frecuencia al agua que a los alimentos (Capita et al., 2007).
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Los fagotipos de S. Enteritidis (1, 4, 14b y 35) y S. Typhimurium (193) detectados en la
presente investigacion son coincidentes con hallazgos previos en carne de aves (Chung et
al., 2004; Ellerbroek et al., 2010; Valdezate et al., 2007). Estos fagotipos estan entre los mas
frecuentemente involucrados en casos de salmonelosis humana tanto en Espafia (Echeita et
al. 2005a, b; Hernandez et al., 2005) como fuera de nuestras fronteras (Anaraki et al., 2005;

Gillespie et al., 2005).
Susceptibilidad a antimicrobianos

Las cepas de Salmonella fueron examinadas para determinar su susceptibilidad a 15
antibioticos de importancia clinica tanto en medicina humana como veterinaria. Hay que
destacar, como hecho preocupante, que numerosas cepas del presente estudio mostraron
resistencia a varios agentes antimicrobianos, es decir fueron multi-resistentes. La elevada
incidencia de la combinacion de resistencia frente a la rifampicina, la eritromicina y el acido
nalidixico, observada en las 59 cepas analizadas, podria indicar la presencia de sistemas de
transferencia de genes, tales como plasmidos conjugativos bacterianos o transposones,
portadores de genes que confieren resistencia a estos antimicrobianos (Capita y Alonso-

Calleja, 2013).

El porcentaje de cepas de Salmonella enterica multi-resistentes observado en este
estudio (100%) es mucho mayor que los encontrados en otras investigaciones en el sur de
Italia (2,3% de cepas resistentes; Nastasi et al., 2000). Por otra parte, elevados porcentajes
de cepas resistentes o multi-resistentes, similares a los observados en nuestro estudio, se
han detectado en carne de ave en Turquia (100%; Arslan y Eyi, 2010; Dogru et al., 2010;
Yildirim et al., 2011), Espafha (100%; Carraminana et al., 2004), Brasil (100%; Dias de
Oliveira et al., 2005), Nepal (100%; Shrestha et al., 2010), los EE.UU. (92%; Zhao et al.,
2005), Méjico (85,4%; Miranda et al., 2009), China (80%; Yang et al., 2010), Marruecos
(75,43%; Abdellah et al., 2009) y Portugal (75%; Antunes et al.,, 2003). En un estudio
realizado recientemente en Korea, Hur et al. (2010) observaron que todos los aislamientos
de Salmonella procedentes de aves eran resistentes a uno o mas antimicrobianos y muchas
(65,2%) de las cepas eran resistentes a tres o mas compuestos. Estos hallazgos vienen a
confirmar que las aves son un reservorio importante de cepas de Salmonella multi-
resistentes, y sugieren la dificultad de alcanzar una terapia antimicrobiana eficaz para la

salmonelosis causada por cepas de origen avicola.
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Se sabe que el uso de antimicrobianos en animales productores de alimentos provoca
una seleccion que causa la emergencia de resistencia a antibidticos tanto en
microorganismos patdégenos como comensales (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Por lo tanto,
la alta prevalencia de cepas de Salmonella resistentes o multi-resistentes observada en el
trabajo presentado aqui y en estudios anteriores puede deberse al uso excesivo de
antimicrobianos en el ambito mundial. Para prevenir la generacion, seleccion y diseminacion
de resistencias antimicrobianas, el reglamento (CE) N° 1831/2003 prohibe el uso de
antimicrobianos como promotores del crecimiento en animales de abasto dentro de la Unién
Europea. Desde enero de 2006 los antibidticos sélo pueden usarse con una finalidad
terapéutica o profilactica. El efecto de esta prohibicion es aun desconocido (Capita y Alonso-
Calleja, 2013). El uso de antibidticos para la promocion del crecimiento y para aumentar la
velocidad de ganancia de peso esta permitido en los EE.UU., Canada y en muchos otros

lugares del mundo (Yildirim et al., 2011).

El elevado numero de antibidticos a los que las cepas fueron resistentes en el presente
estudio (hay que destacar que una cepa aislada en 2006 fue resistente a 13 compuestos)
confirma los hallazgos de otros autores. Asi, Yang et al. (2010) indicaron que
aproximadamente el 28% de los aislamientos de pollo eran resistentes a 9 o mas
antimicrobianos. Parveen et al. (2007) detectaron resistencia a ocho antimicrobianos en dos
cepas de Salmonella procedentes de carne de ave. Shrestha et al. (2010) encontraron
cepas de Salmonella procedentes de aves en Nepal resistentes a 5 (15,4%), 6 (69,2%), 7
(7,7%) y 8 (5,2%) antimicrobianos. Pan et al. (2010) detectaron en China dos cepas de S.
Pullorum resistentes a 12 antimicrobianos. En Korea, Hur et al. (2010) aislaron a partir de

carne de ave una cepa de S. Enteritidis resistente a 15 antimicrobianos.

El numero medio de antimicrobianos a los que las cepas fueron resistentes (3,98 en
1993 y 5,00 in 2006) confirma los resultados de Logue et al. (2003), que encontraron un
valor medio de resistencia a 4 antimicrobianos en cepas de Salmonella procedentes de aves
en los EE.UU. El aumento de la resistencia a antibioticos observado en 2006 en
comparacion con 1993 coincide con los datos epidemiolégicos, que muestran un aumento
en la resistencia a antibioticos de Salmonella del 20% al 30% a principios de la década de

1990’s, alcanzando un 70% en algunos paises una década después (Su et al., 2004).
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El hecho, observado en el presente estudio, de que S. Typhimurium esté entre los
serotipos con niveles mas elevados de resistencia a antibidticos, es un resultado con
coincide con la mayoria de las investigaciones (Abdellah et al., 2009; Barton, 2000; Berrang
et al., 2009; Capita et al., 2007; Hernandez et al., 2005; Shresta et al., 2010; Usera et al.,
2002). Esta informacion es alarmante puesto que, segun se ha indicado con anterioridad, S.
Typhimurium tiene consecuencias mas negativas para la salud humana que la mayoria de
los serotipos de Salmonella. Por otra parte, tal y como se ha puesto de manifiesto
previamente en Espana (Capita et al., 2007), Inglaterra (Jones et al., 2002), Korea (Yang et
al,, 2002) y China (Yang et al., 2010), el serotipo S. Enteritidis es menos proclive al

desarrollo de resistencias que otros serotipos.

La ampicilina y el cloranfenicol han sido durante décadas los farmacos elegidos para el
tratamiento de la salmonelosis humana. No obstante, en afos recientes, debido al aumento
de la resistencia a estos antimicrobianos, el uso de fluoroquinolonas (en adultos) y de
cefalosporinas de amplio espectro (en nifios) se ha generalizado (Miranda et al., 2009). En
la investigacion que se presenta aqui, sélo dos y una cepas fueron resistentes en 2006 a la
ampicilina y al cloranfenicol, respectivamente. La baja tasa de resistencia al cloranfenicol
podria deberse a que no se utiliza en producciéon animal. Debido al riesgo toxicolégico para
los consumidores (carcinogenicidad y mutagenicidad) provocado por el cloranfenicol y los
nitrofuranos (incluida la furazolidona), a mediados de los 90 se prohibié en la UE el uso de
cloranfenicol en animales productores de alimentos. Ambos antimicrobianos estan incluidos
en el Anexo IV de la Directiva del Consejo 2377/90, que establece una tolerancia cero hacia
estos farmacos en todos los productos alimentarios de origen animal. Habria que destacar,
sin embargo, que a pesar del hecho de que estos antimicrobianos no se hayan utilizado en
las granjas avicolas espafolas durante afos, los mecanismos de resistencia cruzada o de
co-resistencia (Capita y Alonso-Calleja, 2013) podrian ser la causa de la resistencia
observada a ambos compuestos tanto en el presente trabajo como en otras investigaciones
(Duijkeren et al., 2003; Yildirim et al., 2011). Se ha indicado desde hace anos que el uso de
antibioticos modifica los genes de resistencia a antibioticos presentes en una comunidad
microbiana (resistoma), y que los efectos en el resistoma microbiano perduran durante
décadas después del cese en el uso de antibioticos (Sommer y Dantas, 2011). Por lo tanto,

es esperable que los genes que confieren resistencia al cloranfenicol y a los nitrofuranos
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perduren en la microbiota del ganado después de la prohibicion del uso de ambos

compuestos (Johnsen et al., 2011).

El hecho de que la resistencia a la cefalotina haya aumentado de forma significativa a
lo largo del periodo estudiado, del 0% de las cepas en 1993 al 26,3% en 2006, supone un
motivo de preocupacion, dado el uso clinico de estos compuestos, como se ha indicado con
anterioridad. Se han identificado también en estudios previos aislamientos con

susceptibilidad reducida a las cefalosporinas (Lestari et al., 2009).

El aumento de la resistencia a la tetraciclina y a la enrofloxacina observados en el
presente estudio entre 1993 y 2006 no es sorprendente si tenemos en cuenta que estos
compuestos han estado entre los antibiéticos mas ampliamente utilizados con finalidad
terapéutica en granjas avicolas en Espana (Capita et al., 2007). Las fluoroquinolonas fueron
aprobadas en numerosos paises europeos a partir de 1980. En las décadas que siguieron a
la autorizacion de estos antibidticos, se produjo un incremento en la prevalencia de cepas de
Salmonella resistentes a las quinolonas, hecho observado tanto en Espafa (Saenz et al.,
2001) como en el resto del mundo (Dias de Oliveira et al., 2005; Ellerbroek et al., 2010;
Schroeter et al., 2004; Shrestha et al., 2010; Wilson, 2004) en aislamientos clinicos y de
origen carnico. Este hecho es extremadamente preocupante ya que, como se ha indicado
antes, las fluoroquinolonas se han considerado durante mucho tiempo como farmaco de

eleccioén para el tratamiento de la salmonelosis humana en adultos.

Al igual que en el presente estudio, en otros trabajos realizados con productos avicolas
se ha observado con frecuencia resistencia a estreptomicina, neomicina, eritromicina,
tetraciclina, amoxicilina-acido clavulanico y sulfamidas (Arslan y Eyi, 2010; Barton, 2000;
Cardinale et al., 2005; Carramifiana et al., 2004; Dias de Oliveira et al., 2005; Hur et al.,
2010; Parveen et al., 2007; Shrestha et al., 2010; Usera et al., 2002; Yildirim et al., 2011).
Afortunadamente, no hemos encontrado cepas resistentes a la gentamicina o a la
ciprofloxacina, lo que sugiere que éstos son tratamientos potencialmente efectivos para
tratar las infecciones por Salmonella. De manera similar al presente trabajo, Yildirim et al.

(2001) no encontraron tampoco resistencia a estos antimicrobianos.
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LOS TRATAMIENTOS DE DESCONTAMINACION PUEDEN INCREMENTAR LA
PREVALENCIA DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN POBLACIONES
NATURALES DE Escherichia coli EN CARNE DE AVE




Resumen Capitulo 1l

RESUMEN

El principal objetivo de este trabajo ha sido determinar la potencialidad de varios
tratamientos quimicos de descontaminacién para incrementar la prevalencia de resistencia a
antibidticos en poblaciones de Escherichia coli presentes en carne de ave. Se trataron
muslos de pollo por inmersion durante 15 minutos en soluciones acuosas (p/v) de fosfato
trisddico (FTS; 12%), clorito sédico acidificado (CSA; 1,200 ppm), acido ascorbico (AA; 2%),
acido citrico (AC; 2%) o agua (control). Las muestras se analizaron inmediatamente después
del tratamiento (dia 0) y al cabo de cinco dias de almacenamiento a 7+1° C. Un total de 250
cepas de E. coli (50 de cada grupo de muestras; 25 aisladas el dia 0 y 25 el dia 5 de
almacenamiento) se examinaron frente a un panel de 12 antibiéticos de importancia clinica
mediante la técnica estandar de difusion por disco. Se observd una elevada prevalencia de
resistencia a antibiéticos en el caso de las cepas de E. coli procedentes de las muestras
control, con tres (6,0%) aislamientos susceptibles, tres (6,0%) resistentes a un antibiotico y
44 (88,0%) multi-resistentes (resistentes a dos o mas antibidticos). Cuando los datos
obtenidos en ambos dias de muestreo (dias 0 y 5) se consideran de forma conjunta, los
aislamientos de las muestras control mostraron una menor prevalencia de resistencia que
los de las muestras tratadas en el caso de ampicilina-sulbactam (P<0,01, muestras tratadas
con FTS), amoxicilina-acido clavulanico (P<0,001, CSA, AA y AC), cefotaxime (P<0,05,
FTS), trimetoprim-sulfametoxazol (P<0,05, AA; P<0,01, AC), tetraciclina (P<0,01, AC),
ciprofloxacina (P<0,001, CSA; P<0,05, AA; P<0,01, AC) y nitrofurantoina (P<0,01, FTS).
Estos resultados sugieren que los descontaminantes quimicos examinados podrian
favorecer la emergencia, seleccidén y/o proliferacién de cepas resistentes a antibiéticos en

las poblaciones microbianas de la carne de pollo.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La carne de mamiferos y aves es un vehiculo frecuente de microorganismos
patdgenos para el hombre. En 2010, se produjeron en la Uniéon Europea un total de 5.262
brotes de enfermedad transmitida por alimentos (43.473 casos), estando la carne implicada
en un 20,2% de ellos (EFSA, 2012). Con el objetivo de reducir este riesgo, pueden aplicarse
tratamientos descontaminantes, por ejemplo fosfato trisdédico (FTS), clorito sédico acidificado
(CSA) o acidos organicos, a la carne durante su obtencion en el matadero. La efectividad de
estos tratamientos para reducir los niveles de microorganismos patdégenos y alterantes en la

carne esta bien documentada (Buncic y Sofos, 2012; Del Rio et al., 2007a).

Los tratamientos descontaminantes estan autorizados desde hace afios en los
paises de América del Norte. Sin embargo, dentro de la Union Europea (UE) no se permite
el uso de antimicrobianos para el tratamiento de las canales de mamiferos o aves, ni de sus
partes o visceras (Buncic y Sofos, 2012). Recientemente, las Autoridades Sanitarias de la
Union Europea y la comunidad cientifica han comenzado a cuestionarse la inocuidad de
estos tratamientos de la carne, teniendo en cuenta la posible seleccion de microorganismos
con susceptibilidad reducida a antimicrobianos cuando estan presentes concentraciones
subdptimas de los compuestos (EFSA, 2008; SCHER/SCENIHR, 2008). Asi se ha sugerido
que los procesos de descontaminacion favorecen el crecimiento de las bacterias tolerantes
(con tolerancia intrinseca o adquirida) en la superficie de las canales al producirse la
eliminacion de la flora competitiva sensible. Es posible que, por presion selectiva, las
bacterias tolerantes puedan sobrevivir y multiplicarse, originando una poblaciéon de bacterias

tolerantes (Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Como se ha comentado a lo largo de la Introduccién de esta Memoria, existe una
relacion entre tolerancia a biocidas y resistencia a antibidticos. Los mecanismos que
contribuyen a la tolerancia a biocidas son inespecificos y estan a menudo relacionados con
modificaciones en la permeabilidad de las cubiertas celulares y con cambios en la actividad
de bombas de expulsién activa, mecanismos también relacionados con la resistencia a
antibioticos (Sheridan et al., 2012), por lo que las bacterias capaces de sobrevivir en
presencia de biocidas tendran probablemente incrementada su resistencia a antibiéticos

(Karatzas et al., 2008). La contribucién de algunos biocidas, diferentes a los

100



Introduccién Capitulo Il

descontaminantes, en el incremento de la prevalencia de bacterias resistentes a antibiéticos
ha sido cientificamente demostrada (SCENIHR, 2009). Sin embargo, se conoce muy poco
acerca de la posible contribucion de los descontaminantes a dicha resistencia. Teniendo en
cuenta el incremento de la preocupacion por la resistencia a antibiéticos en el ambito de la
Salud Publica (Capita y Alonso-Calleja, 2013), diferentes instituciones de la Uniéon Europea
han establecido recomendaciones para que no se autoricen los procedimientos de
descontaminacion de la carne hasta que se haya demostrado que dichas técnicas son

seguras, teniendo en cuenta la microbiota patégena presente (EFSA, 2008; FVE, 2005).

En dos estudios recientes (Alonso-Hernando et al.,, 2009a, 2009b) se puso de
manifiesto que la exposicion de Salmonella enterica y Listeria monocytogenes a
concentraciones  sub-inhibitorias crecientes de descontaminantes provocé una
susceptibilidad reducida tanto a descontaminantes como a antibiéticos. Por otro lado,
cuando se usaron cepas de Salmonella enterica procedentes de carne de ave, se observo
una relacion entre el numero de antibiéticos al que las cepas fueron resistentes y su
tolerancia a los descontaminantes (tolerancia estudiada en base a los valores D, tiempo
necesario para conseguir una reduccion logaritmica en la concentracion de bacterias)
(Capita, 2007). En estos estudios previos se demostro la asociacion entre la tolerancia a los
descontaminantes y la resistencia a antibiéticos. Sin embargo, en la investigacién sefalada
las cepas se hicieron crecer exclusivamente en caldo de cultivo. Hasta donde llega nuestro
conocimiento no se han realizado hasta el momento estudios similares en modelos reales,

como puede ser la carne.

Escherichia coli es una de las bacterias mas comunes del tracto gastrointestinal de los
animales y seres humanos. Si bien la mayoria de las cepas son apatdgenas y su interés
radica en que son microorganismos marcadores de contaminacion fecal de los alimentos,
entre el 10% y el 15% de las cepas de E. coli son patégenas (Barnes y Gross, 1997).
Ademas, E. coli, junto con Enterococcus spp., son considerados indicadores de resistencia a
antibioticos (SCENIHR. 2009). El principal objetivo de este estudio ha sido investigar si una
exposicion unica de la carne de ave a concentraciones habituales de descontaminantes
puede incrementar la prevalencia de resistencia a antibidticos de importancia clinica en

poblaciones naturales de E. coli. La efectividad antimicrobiana de los descontaminantes y
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los patrones de resistencia a antibidticos en cepas de E. coli aisladas de la carne de ave han

sido también determinados.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Un total de 50 muslos de pollo fueron recogidos inmediatamente tras la evisceracion en
un matadero local. Los muslos se introdujeron individualmente en bolsas de plastico
estériles. El transporte al laboratorio se realizd en una nevera portatil. Las muestras se

almacenaron a 3+1°C durante un maximo de 5 horas antes del comienzo del analisis.
Tratamientos antimicrobianos

Los muslos de pollo se dividieron de forma aleatoria en cinco grupos, cada uno de ellos
conteniendo 10 muslos. Las muestras de cuatro grupos se sumergieron durante 15 minutos
en 500 mL de soluciones estériles (p/v) de fosfato trisédico (Merck, Darmstadt, Alemania)
(FTS); 1.200 ppm de clorito sédico (Fluka, Madrid, Espafa) acidificado a pH 2,7 por adicion
de &cido citrico (Panreac, Barcelona, Espafia) (CSA); 2% de acido ascorbico (Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Madrid, Espana) (AA); y 2% de acido citrico (Panreac, Barcelona, Espafia)
(AC). Los valores de pH de las soluciones medidos en el momento de la aplicacién fueron:
13,06+0,08 (FTS), 2,70+0,01 (CSA), 2,17+0,02 (AA) y 2,19+0,02 (AC). Las muestras del
grupo restante se sumergieron en 500 mL de agua estéril (control). La temperatura de las
soluciones fue 20+1°C. Tras el tratamiento, los muslos de pollo se mantuvieron sobre un
papel de filtro durante minutos a temperatura ambiente (20+1°C) para permitir el escurrido.
Posteriormente las muestras se colocaron de forma individual en contenedores de plastico

estéril y se almacenaron a 7+1° C.
Andlisis microbiolégico

Los andlisis microbiolégicos se realizaron al cabo de 0 y 5 dias de almacenamiento. El
dia 0 los muslos se examinaron immediatamente después del escurrido. Las muestras, que
consistian en 5 g de piel tomados con un bisturi estéril, fueron colocadas en una bolsa de
stomacher con 45 mL de agua de peptona tamponada estéril (Oxoid Ltd., Hampshire, Reino
Unido) y homogeneizadas (Masticator IUL, Barcelona, Espana) durante dos minutos. A partir
del homogeneizado se realizaron diluciones decimales en agua de peptona (p/v) al 0,1%
(Oxoid Ltd.). Los recuentos de microbiota aerobia viable se llevaron a cabo en la superficie

de placas de agar para recuento en placa (plate count agar, PCA; Oxoid Ltd.) incubado

durante 72 horas a 30+1° C. Para la enumeracion de coliformes fecales, se sembraron en
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profundidad alicuotas de 1 mL de las diluciones apropiadas de la muestra en medio agar
cristal violeta, rojo neutro y sales biliares (violet red bile agar; VRBA; Oxoid Ltd.), afadiendo
una sobrecapa del mismo medio de cultivo. Las placas se incubaron a 44+1° C durante 24
horas. Se procedi6é al recuento de las placas con entre 25 y 250 colonias (técnica de

siembra en superficie) o entre 30 y 300 colonias (técnica de siembra en profundidad).
Aislamiento e identificacion de las cepas de E. coli

Una vez realizados los recuentos microbianos, se seleccionaron entre tres y seis
colonias de VRBA a partir de cada muestra. Estas colonias fueron sembradas en agar
triptona de soja (tryptone soy agar, TSA; Oxoid Ltd.) e incubadas a 44 +1° C durante 24
horas con el objetivo de obtener cultivos puros. Se realizé la tincion de Gram y se
determinaron las actividades oxidasa y catalasa. Las cepas consideradas presuntas E. coli
en base a los resultados de las pruebas anteriores se inocularon en los microtubos de las
galerias APl 20E (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las bacterias fueron identificadas usando la base de datos APl LAB Plus version
3.2.2. (bioMérieux). Las cepas de E. coli se mantuvieron en congelacion a -20° C tras su
resuspension en caldo triptona de soja (tryptone soy broth, TSB; Oxoid Ltd.) con 20% (v/v)

de glicerol.
Pruebas de susceptibilidad a antibi6ticos

Se determind la susceptibilidad a antibiéticos en un total de 250 cepas (25 tomadas el
dia 0 y 25 el dia 5 a partir de cada grupo de muestras). La antibiotipia se realizé con un
panel de 12 antibidticos en agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.) utilizando la técnica de difusion
por disco descrita por el Clinical and Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008).
Se emplearon los siguientes discos de antibidticos (Oxoid Ltd.): gentamicina (GEN; 10 ug),
ampicilina-sulbactam (AMS; 20 ug), amoxicilina-acido clavulanico (AMC; 30 nug), piperacilina-
tazobactam (TZP; 110 ug), cefotaxime (CTX; 30 ng), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT; 25
ug), cloranfenicol (C; 30 pg), tetraciclina (TE, 30 pg), acido nalidixico (NA; 30 png),
ciprofloxacina (CIP; 5 ug), fosfomicina (FOS; 200 pg) y nitrofurantoina (F; 300 pg). Las
zonas de inhibicion se midieron y las cepas se clasificaron como susceptibles, de
susceptibilidad intermedia o resistentes de acuerdo con los criterios del Clinical and

Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008). Escherichia coli ATCC 25922 y
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 se usaron como cepas de referencia para el control de
los discos de antibidticos. A la hora de hacer los calculos, los aislamientos de susceptibilidad
intermedia se contaron junto con los resistentes en sentido estricto. Una cepa se considero
multi-resistente cuando mostré resistencia o resistencia intermedia a dos o mas

antimicrobianos (Alvarez-Fernandez et al., 2012).
Analisis estadistico

Se analizaron, en dias separados, 10 muslos de pollo para cada grupo microbiano,
tratamiento y dia de muestreo. Los recuentos microbianos (ufc/g de piel) se transformaron
en unidades logaritmicas (logso), calculandose las medias y desviaciones estandar. Los
valores medios se compararon usando la prueba de rango multiple de Duncan. Se llevo a
cabo un analisis de varianza (ANOVA) para los tres factores: grupo microbiano (G), tipo de
tratamiento (T) y dia de muestreo (D) asi como sus interacciones. Ademas, se realizé un
ANOVA para ambos grupos microbianos por separado con el objeto de comprobar si los
recuentos medios eran iguales para los distintos tratamientos y dias de almacenamiento. Se
examinaron también las interacciones (T x D). La prevalencia de cepas resistentes se
comparé mediante las pruebas de Fisher y Chi-cuadrado. Para comparar el nUmero medio
de antibiéticos al cual los aislamientos eran resistentes se emplearon las pruebas de Mann-
Whitney U (comparacién entre tratamientos dentro del mismo dia de muestreo) y de
Wilcoxon (comparacion entre los dias 0 y 5 para el mismo tratamiento). Las diferencias
significativas se establecieron para un nivel de probabilidad del 5% (P<0,05). Todas las
pruebas se llevaron a cabo usando el paquete estadistico Statistica® 6.0 (Statsoft Ltd.,

Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).
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RESULTADOS

Recuentos microbianos

El andlisis de varianza (ANOVA) de los tres factores (G, T y D) puso de manifiesto la
influencia (P<0,001) de todos los factores y de sus interacciones. El compuesto quimico y el
dia de muestreo influyeron significativamente (P<0,001) en los niveles de microbiota aerobia
viable y de coliformes fecales. Las interacciones T x D fueron también significativas

(P<0,001) para ambos grupos microbianos.

Los recuentos microbianos (logso ufc/g) iniciales en las muestras control fueron
5,66+0,92 (microbiota aerobia viable) y 3,08+0,64 (coliformes fecales), como muestran las
Tablas 1.1 y 11.2. Estos valores son superiores (P<0,001) a los obtenidos en las muestras
tratadas (valores medios de 4,86+0,53 y 1,92+0,68 en el caso de microbiota aerobia viable y
coliformes fecales, respectivamente). Todos los compuestos quimicos redujeron
significativamente (P<0,05) los niveles bacterianos iniciales en comparacion con las
muestras control. Los muslos tratados con acido ascérbico presentaron los niveles mas
bajos de coliformes fecales. Los recuentos aumentaron a lo largo del almacenamiento en
todos los grupos de muestras. Las muestras control presentaron mayores (P<0,001) niveles
de contaminacion que las muestras tratadas al final del almacenamiento, tanto por lo que
respecta a los recuentos en PCA (8,27+0,80 log4o ufc/g versus 7,62+0,77 logo ufc/g) como a
los coliformes fecales (4,38+0,78 logs ufc/g versus 3,73+0,70 logso ufc/g). El dia 5 de
almacenamiento, el FTS y el AC (en el caso de la microbiota aerobia viable), y el FTS y el
clorito sddico acidificado (para los coliformes fecales) fueron los compuestos mas efectivos

para reducir los recuentos microbianos.
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Tabla 1l.1. Recuentos de microbiota aerobia viable (log;o ufc/g de piel) en muslos de pollo
sumergidos en agua o en soluciones acuosas de descontaminantes antes y después del

almacenamiento durante 5 dias a 7+1° C.

Tratamiento Tiempo de almacenamiento (dias)

0 5
Control (agua) 5,66+0,92Aa 8,27+0,80Ba
Fosfato trisédico (12%) 4,90+0,24Ab 7,35+0,87Bb
Clorito sédico acidificado (1.200 ppm) 4,71+0,48Ab 8,05+0,51Bac

Acido ascérbico (2%) 4,75+0,64Ab 7,72+0,63Bbc

Acido citrico (2%) 5,15+0,70Ab 7,31+£0,80Bb

Cada valor es la mediatdesviacion estandar de 10 determinaciones.

Los valores en la misma fila que no comparten ninguna letra mayuscula son significativamente diferentes
(P<0,05). Los valores en la misma columna que no comparten ninguna letra mindscula son significativamente
diferentes (P<0,05).

Tabla Il.2. Recuentos de coliformes fecales (log; ufc/g de piel) en muslos de pollo sumergidos
en agua o en soluciones acuosas de descontaminantes antes y después del almacenamiento

durante 5 dias a 7+1° C.

Tratamiento Tiempo de almacenamiento (dias)

0 5
Control (agua) 3,08+0,64Aa 4,38+0,78Ba
Fosfato trisédico (12%) 2,07+0,69Abc 3,13+0,56Bb
Clorito sédico acidificado (1.200 ppm) 1,77+0,64Abd 3,41+£0,44Bb
Acido ascérbico (2%) 1,39+0,64Ad 4,32+0,35Ba
Acido citrico (2%) 2,22+,56Ac 4,36+0,40Ba

Para interpretacion, ver Tabla I1.1.
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Resistencia a antimicrobianos

Se examinaron un total de 250 cepas de E. coli (50 de cada grupo de muestras) para
determinar su resistencia frente a 12 antimicrobianos usando el método convencional de
difusién por disco. Las cepas de E. coli mostraron resistencia a un nimero de antibidticos que
oscilo entre 0 y 10 (Tabla 11.3). En las muestras control, se encontraron un total de tres (6,0%),
tres (6,0%) y 44 (88,0%) cepas sensibles, resistentes a un antibidtico y multi-resistentes
(resistentes a dos o mas antibidticos), respectivamente. Si las cepas de todos los grupos de
muestras son consideradas de forma conjunta, un total de 23 (9,2%) y 219 (87,6%) cepas
mostraron resistencia a un antibiético y multi-resistencia, respectivamente, mientras que 8
(3,2%) aislamientos fueron sensibles. El nimero medio de antibidticos a los que las cepas
fueron resistentes el dia 0 fue similar (P>0,05) en las muestras control (3,76+2,01) y en las
muestras tratadas (4,23+1,94). Sin embargo, al final del almacenamiento (dia 5), el numero de
antibiodticos al que las cepas fueron resistentes fue mayor (P<0,001) en las muestras tratadas
(4,68+2,16) que en las control (3,44+1,42). En las muestras tratadas, las cepas fueron

resistentes a un mayor numero de antibiéticos (P<0,001) el dia 5 que el dia 0.

La Figura 11.1. muestra los porcentajes de cepas de E. coli resistentes a cada uno de los
antibiéticos. Los aislamientos presentaron una elevada prevalencia de resistencia a AMC, SXT,
TE, NA y CIP. Considerando simultaneamente todos los descontaminantes, se observo una
mayor prevalencia de resistencia a antibidticos en las muestras tratadas que en las control por lo
que respecta a amoxicilina-acido clavulanico (P<0,01) el dia 0, y para amoxicilina-acido
clavulanico (P<0,001), trimetoprim-sulfametoxazol (P<0,05) y ciprofloxacina (P<0,01) el dia 5 de
almacenamiento. Cuando los descontaminantes se consideran por separado, se observaron
mayores prevalencias de resistencia (P<0,05) el dia 0 en las muestras tratadas que en las
muestras control para ampicilina-sulbactam (P<0,05, FTS) y amoxicilina-acido clavulanico
(P<0,01, CSA y AC, y P<0,001, AA). El dia 5 se obtuvieron prevalencias de resistencia
superiores en los muslos tratados en el caso de amoxicilina-acido clavulanico (P<0,01, ASC;
P<0,001, AA 'y P<0,05, CA), trimetoprim-sulfametoxazol (P<0,01, AA y P<0,05, CA), tetraciclina
(P<0,05, CA), ciprofloxacina (P<0,001, ASC y CA, y P<0,05, AA) y nitrofurantoina (P<0,05,
FTS). En el caso de la gentamicina se observd una mayor (P<0,05) prevalencia de resistencia

en las muestras control que en las tratadas el dia 0 de almacenamiento (AA y CA).
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Tabla I1.3. Nimero (porcentaje) de cepas de Escherichia coli susceptibles, resistentes y multi-resistentes aisladas a partir de grupos de muslos de

pollo control o tratados con soluciones acuosas de descontaminantes® y no almacenadas o almacenadas durante 5 dias a 7+1° C.

Tiempo de Tratamiento

Numero de antibiéticos a los que las cepas fueron resistentes:

almacenamiento

(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Namero medio
por cepa
0 Control 2(8) 2B 2(8) 5(20) 5(0) 2(8) 6(24) 1(4) 3,76+2,01%
FTS 9(36) 1(4) 1(4) 1(4) 6(24) 4(16) 1(4)  2(8) 3,80+2,48%,
CSA 6(24) 10(40) 4(16) 2(8)  3(12) 4,4411,29°,
AA 2(8) 1(4)  2(8) 4(16) 10(40) 6(24) 4,48+1,48%,
AC 4(16)  1(4) 1(4) 5(20) 6(24) 5(20) 3(12) 4,20+2,29%,
5 Control 1(4) 1(4) 3(12) 8(32) 7(28) 3(12) 2(8) 3,44+1,42%,
FTS 5(20) 3(12) 4 (16) 6(24) 5(20) 1(4) 1(4)  4,64+2,64°
CSA 3(12) 7(28) 7(28) 3(12) 3(12) 2(8) 5,16+1,65%
AA 14) 3(12) 2(8) 3(12) 5(0) 3(12) 4(16) 2(8) 1(4)  1(4) 4324250,
AC 6 (24) 3(12) 9(36) 5(20) 2(8) 4,60+1,78%,

@ Los descontaminantes son FTS (12% de fosfato trisodico); CSA (1.200 ppm de clorito sddico acidificado); AA, 2% de acido ascorbico; y AC (2% de acido citrico).

Se examinaron un total de 250 cepas (25 en cada grupo de muestras). Los numeros medios de resistencias por cepa dentro del mismo dia de muestreo (diferentes

tratamientos) que no comparten ninguna letra (superindice), son significativamente diferentes (P<0,05). EI niumero medio de resistencias por cepa dentro del mismo

tratamiento (dia 0 versus dia 5) que no comparten ninguna letra (subindice), son significativamente diferentes (P<0,05).
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Se examinaron un total de 250 aislamientos de E. coli (25 el dia 0 y 25 el dia 5 a partir de cada grupo de muestras). Los valores que, para un mismo dia y antibiético, no
comparten ninguna letra son significativamente diferentes (P<0.05).

Figura Il.1. Porcentajes de aislamientos de E. coli resistentes a antibiéticos procedentes de muslos de pollo sumergidos en agua (control) o en
soluciones de descontaminantes quimicos y almacenados durante 5 dias a 7+1° C.
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Puesto que la carne de pollo puede consumirse al cabo de diferentes dias de
almacenamiento, los resultados obtenidos en ambos dias de muestreo se combinaron para
obtener valores medios. Cuando todos los descontaminantes son considerados de forma
conjunta, se observd una mayor prevalencia de resistencia a antibidticos en las muestras
descontaminadas que en las control en el caso de amoxicilina-acido clavulanico (P<0,001),
trimetoprim-sulfametoxazol (P<0,05) y ciprofloxacina (P<0,01). Si cada descontaminante es
considerado por separado, los aislamientos procedentes de los muslos control mostraron
una menor prevalencia de resistencia que los tratados por lo que respecta a ampicilina-
sulbactam (P<0,01, muestras tratadas con FTS), amoxicilina-acido clavulanico (P<0,001,
ASC, AA y AC), cefotaxime (P<0,05, FTS), trimetoprim-sulfametoxazol (P<0,05, AA; P<0,01,
AC), tetraciclina (P<0,01, AC), ciprofloxacina (P<0,001, CSA; P<0,05, AA; P<0,01, AC) y
nitrofurantoina (P<0,01; FTS). Asi, el numero de antibidticos al que a los que cada uno de
los descontaminantes provocé un incremento en la prevalencia de resistencia, respecto a las
muestras control, durante el almacenamiento oscilé6 entre dos (CSA) y cuatro (AC). Una
mayor prevalencia de resistencia se encontro en las muestras control que en las tratadas en

el caso de gentamicina (P<0,01, AA, y P<0,001, AC) y del acido nalidixico (P<0,01, FTS).

En la mayoria de los casos, el incremento en la prevalencia de resistencia en los
aislamientos de las muestras tratadas con respecto a los de las muestras control fue
consecuencia de diferencias marcadas en los halos de inhibicién, siendo las cepas
puntuadas como “susceptibles” (muestras control) y de “susceptibilidad intermedia” o
“resistentes” (muestras tratadas), en base a los criterios usados. En otros casos, el diametro
de las zonas de inhibicion en las cepas de los muslos descontaminados disminuyé en
relacién con las procedentes de las muestras control, a pesar de lo cual las cepas se

clasificaron dentro de la misma categoria (“susceptible” o “resistente”).

La prevalencia de resistencia en las cepas de E. coli de las muestras control fue
similar (P>0,05) en los dias 0 y 5 de almacenamiento para todos los antibidticos. Sin
embargo, en las muestras tratadas (considerando conjuntamente todos los
descontaminantes) se observé un incremento en la prevalencia de resistencia entre el dia 0
y 5 para TZP (P<0,001), C (P<0,001) y CIP (P<0,01). Cuando cada descontaminante es
considerado por separado, la prevalencia de resistencia a antibiéticos aumenté del dia 0 al

dia 5 en el caso de TZP (P<0,05, FTS y CSA), C (P<0,01, CSA) y CIP (P<0,05, CA).
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DISCUSION

Recuentos microbianos

El presente trabajo amplia hallazgos previos en relacién con el efecto del fosfato
trisddico, el clorito sddico acidificado y los acidos organicos sobre la contaminacion
microbiana de la carne de ave, poniendo de manifiesto que todos los descontaminantes
estudiados redujeron significativamente los niveles microbianos (en relacion con las
muestras control) tanto después del tratamiento (efecto bactericida) como durante el
almacenamiento en refrigeracion (accién bacteriostatica). En trabajos publicados con
anterioridad utilizando FTS, CSA y AC se han observado resultados similares (Del Rio et al.,
2007b; Loretz et al., 2010). Los hallazgos del presente trabajo tienen especial interés puesto
que el acido ascérbico no ha sido previamente estudiado como agente descontaminante de
la carne de ave. Debe sefalarse, no obstante, que aunque estadisticamente significativas,
las relativamente pequefias diferencias que hemos observado en la carga microbiana de las

muestras control y tratadas, nos hacen dudar sobre su relevancia practica.

Nuestros hallazgos en relacion con el compuesto con mayor efectividad
antimicrobiana son similares a los obtenidos con anterioridad (Del Rio et al., 2007a),
identificandose al AC y al FTS como los compuestos mas efectivos frente a las bacterias

Gram-positivas, y el CSA el mas efectivo frente a las Gram-negativas.

La influencia del grupo microbiano (G), el tipo de tratamiento (T), y el dia de
almacenamiento (D) en los recuentos bacterianos observada en el presente estudio es
coincidente con los resultados de la mayoria de los autores consultados para carne de
mamiferos y aves. Las interacciones D x T encontradas sugieren que las diferencias medias
entre tratamientos fueron generalmente de diferentes magnitudes en los dias 0 y 5 de

almacenamiento.
Resistencia a antimicrobianos

La preocupacién por la resistencia a antibidticos en bacterias procedentes de
animales de abasto y alimentos de origen animal estd aumentando en los ultimos afios tanto
en el ambito nacional como en el internacional. Si las bacterias responsables de infecciones
alimentarias son resistentes a antibidticos de importancia clinica, se produce un problema

afiadido para las personas infectadas, puesto que la mayoria de las infecciones requieren
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terapia antimicrobiana apropiada. Asi, la morbilidad y mortalidad en infecciones provocadas
por bacterias resistentes a antibiéticos son considerablemente mayores que las provocadas
por bacterias susceptibles. Ademas, las bacterias resistentes a antibidticos (incluso las
bacterias no patdgenas) pueden representar un reservorio de genes de resistencia que son
transportados en elementos genéticos moéviles, los cuales pueden ser transferidos a
bacterias de importancia clinica a lo largo de la cadena alimentaria, incluyendo el tracto

digestivo humano (Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Las pruebas de resistencia a antibiéticos en el presente estudio indicaron que la
mayoria de los aislamientos de E. coli fueron resistentes a dos 0 mas antimicrobianos. Estos
resultados estan en concordancia con los hallazgos de otros autores, que han puesto de
manifiesto que la mayoria de las cepas de E. coli aisladas de carne de mamiferos y aves
son multi-resistentes (Jasson et al., 2009; Soufi et al., 2011; Van et al., 2008), hecho que
sugiere el importante papel de estos aislamientos como reservorio de genes de resistencia a

antibioticos.

La considerable prevalencia de resistencia a AMC, SXT, TE, NA y CIP encontrada en el
presente trabajo es un hecho observado en la mayoria de los estudios de otros autores, en
los que la resistencia a penicilinas, derivados de las tetraciclinas, quinolonas y sulfamidas
fueron comunes en las bacterias procedentes de carne de ave (Jasson et al., 2009; S4enz et
al., 2001; Schroeder et al., 2003; Soufi et al., 2011; Van et al., 2008). La elevada frecuencia
de resistencia a AMC, SXT, TE y fluoroquinolonas observada en el presente estudio puede
ser debida al amplio uso de estos antibiéticos en produccion avicola en gran parte del
mundo, incluida Espafa. Asi, la presion selectiva ejercida por el uso (especialmente el uso
incorrecto) de antibidticos, en animales y seres humanos se considera la principal causa en
la emergencia de resistencia bacteriana a estos antimicrobianos (Capita y Alonso-Calleja,
2013). Las elevadas tasas de resistencia a CIP en las cepas de E. coli es un hecho
destacable, puesto que las fluoroquinolonas son antibidticos de primera eleccion para tratar

las infecciones importantes por E. coli en seres humanos (Van et al., 2008).

Como se ha indicado con anterioridad, los alimentos contaminados con bacterias
resistentes a antibidticos, tanto patégenas como apatdgenas, suponen un desafio en el
contexto de la Salud Publica. Asi, se ha enfatizado la prevencion de la emergencia o

seleccion y de la diseminacién de bacterias resistentes a antibidticos y genes de resistencia
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en la Industria Alimentaria (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Recientemente se ha abierto un
debate sobre la relacion entre los tratamientos descontaminantes de las canales de pollo y
la diseminacidn de cepas resistentes a antibiéticos. En este contexto, los comités cientificos
de la Union Europea han recomendado realizar investigaciones sobre la potencialidad de

estos tratamientos para favorecer la aparicion de resistencia a antibioticos (EFSA, 2008).

La relacion entre susceptibilidad reducida a compuestos descontaminantes de la
carne de ave y a antibidticos ha sido demostrada con anterioridad en caldo de cultivo
usando cepas individuales de Salmonella enterica (Capita, 2007). Ademas, en una
investigacion previa (Alonso-Hernando et al., 2009a, 2009b), se puso de manifiesto que el
cultivo de Listeria monocytogenes y Salmonella enterica en presencia de concentraciones
crecientes subinhibitorias de descontaminantes provocaba un descenso (pequefo pero
significativo) en la susceptibilidad de las cepas tanto a los compuestos descontaminantes
como a antibidticos. Sin embargo, no se han llevado a cabo estudios para investigar la
influencia de la descontaminacion en la frecuencia de resistencia a antibidticos en la
microbiota natural de la carne de pollo. En la investigacion que se presenta, los patrones de
resistencia a antibidticos de las poblaciones de E. coli en carne de ave expuesta a
descontaminantes ha sido comparada, por primera vez, con la de poblaciones procedentes

de carne no expuesta, usando la técnica estandar de difusion por disco.

Hay muchas similitudes entre los mecanismos por los que una bacteria adquiere
resistencia a antibidticos y a biocidas (Braoudaki y Hinton, 2004). Por lo tanto, parece
razonable suponer que la aplicacion de biocidas (incluyendo descontaminantes) a
concentraciones sub-inhibitorias pueda seleccionar cepas no solo resistentes a biocidas sino
también a antibidticos, contribuyendo asi a la emergencia de multi-resistencia a antibiéticos
(Capita y Alonso-Calleja, 2013). En el contexto de la descontaminacién de la carne de ave,
estas concentraciones sub-inhibitorias podrian ocurrir como consecuencia de una
inadecuada distribucion o dosificacion de los compuestos usados, o cantidad excesiva de
materia organica, con capacidad para inactivar biocidas, en el tanque de inmersién. Por otro
lado, pueden alcanzarse concentraciones insuficientes en las anfractuosidades de la piel.
Asi, se ha demostrado que las bacterias pueden ser retenidas en las arrugas y foliculos
pilosos de la piel de pollo (Capita et al., 2002). Es dificil para los compuestos quimicos

alcanzar las bacterias unidas a, o atrapadas en, estos lugares. En esas condiciones, las
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cepas bacterianas probablemente alcanzan concentraciones sub-6ptimas de
descontaminantes que podrian suponer una presion selectiva que favoreceria la seleccion y
proliferacion de cepas resistentes de forma natural. Ademas, es posible que la tolerancia de
los organismos a un agente se incremente mediante mecanismos de adaptacién, que
pueden implicar también un incremento de la resistencia a otros compuestos, en la forma de
co-resistencia o resistencia cruzada (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Asi, es esperable que
las poblaciones de E. coli en carne de pollo almacenada en refrigeracion son muy
heterogéneas, conteniendo cepas con susceptibilidad reducida intrinseca o adquirida a un
rango de antimicrobianos, incluyendo antibioticos. Este hecho puede explicar los resultados
del presente estudio, en el que se observd un incremento en la prevalencia de resistencia a
antibidticos (tanto el dia 0 como, y especialmente, al cabo de varios dias de almacenamiento
en refrigeracion) en las cepas obtenidas a partir de las muestras descontaminadas, en

comparacion con las procedentes de las muestras control.

El incremento en la prevalencia de resistencia a diferentes antibiéticos (AMS y AMC el
0 de almacenamiento, GEN, AMS, AMC, SXT, TE, CIP y F el dia 5, o AMS, AMC, CTX,
SXT, TE, CIP y F cuando ambos dias de muestreo son considerados de forma conjunta)
observado en las poblaciones de E. coli tras los tratamientos descontaminantes es un hecho
preocupante, puesto que estos antibidticos se encuentran entre los farmacos de eleccién
para el tratamiento de las infecciones humanas (Alonso-Hernando et al., 2012; Alvarez-
Fernandez et al., 2012). Hay que sefalar que los resultados del presente trabajo estan en
consonancia con hallazgos previos en caldo de cultivo (Alonso-Hernando et al., 2009b), en
los que se ha observado un incremento de la resistencia a varios antibi6ticos en el caso de
cepas de Listeria monocytogenes y de Salmonella enterica tras la exposicion a los

descontaminantes quimicos.

Como se ha sefialado con anterioridad, en el presente estudio se observaron
importantes diferencias entre las zonas de inhibicion provocadas por las cepas de las
muestras control y las aisladas de las muestras tratadas. Ademas, en algunos casos se
encontraron pequefios descensos en el tamafio de los halos de inhibicién, insuficientes para
permitir la adscripcion de las cepas a diferentes categorias. Segun Braudaki y Hinton (2004),

incluso las pequefias disminuciones en las zonas de inhibicion podrian ser significativas,
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puesto que un modesto cambio en la susceptibilidad puede en ultima instancia conferir una

ventaja de crecimiento a una cepa.

No se obtuvieron diferencias sustanciales entre descontaminantes por lo que respecta
a su potencialidad para incrementar la prevalencia de resistencia a antibiéticos en las
poblaciones de E. coli presentes en la carne de ave. Estos resultados no son coincidentes
con los resultados obtenidos con anterioridad en caldo de cultivo (Alonso-Hernando et al.,
2009b; Whitehead et al., 2011), en los que se puso de manifiesto que la capacidad para

incrementar la resistencia a antibiéticos varia entre biocidas.
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RESUMEN

Se determinaron los niveles microbianos (microbiota aerobia viable, microorganismos
psicrotrofos, enterobacterias, coliformes, Pseudomonas spp., Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp. y el grupo de mohos y levaduras) en la cascara de 240 huevos de
mesa en el noroeste de Espana. Se analizaron huevos de seis procedencias diferentes (40
muestras de cada una): huevos de gallina de cinco sistemas de produccién (de gallinas
criadas en jaulas convencionales en bateria, criadas en suelo, camperas, de produccion
ecologica y de pequefias explotaciones domésticas o “gallinas caseras”) y huevos de
codorniz. Se obtuvieron un total de 120 cepas de Escherichia coli (20 a partir de cada
procedencia) que fueron examinadas para determinar su resistencia a un panel de 12
antimicrobianos de importancia clinica usando la técnica de difusion por disco. Los
recuentos de microbiota aerobia viable oscilaron entre 1,96+1,00 (gallinas camperas) vy
3,69+0,72 (caseras) log ufc/cm? Los recuentos de la mayoria de los grupos microbianos
variaron significativamente en funcién de la procedencia de las muestras, mostrando los
huevos de produccién doméstica los mayores (P<0,05) niveles de contaminacion por lo que
respecta a microbiota aerobia viable, microorganismos psicrotrofos, coliformes fecales,
Enterococcus spp. y el grupo de mohos y levaduras, asi como la mayor prevalencia de E.
coli. Un total de 23 (21,67% del total) cepas de E. coli fueron pan-susceptibles y 78,33%
mostraron resistencia a uno (22,50%) o mas (58,33%) antimicrobianos. El sistema de
produccion influyé (P<0,05) en el nUmero medio de resistencias por cepa, con los mayores
valores observados en huevos procedentes de cria en jaula convencional (2,85) y camperos
(3,10), seguidos por cria en suelo (1,55) y codorniz (1,95). Los huevos de produccion
organica (1,00) y los de explotaciones domésticas (0,75) mostraron los menores numeros.
La mayor prevalencia de resistencia se observé para los grupos de antimicrobianos mas
frecuentemente usados en las explotaciones avicolas. Estos resultados sugieren que hay
una relacion entre la prevalencia de resistencia a antibiéticos en E. coli y el uso de estos
compuestos en las explotaciones avicolas, como se deduce del hecho de que los huevos
procedentes de sistemas convencionales de produccion (jaulas, suelo, camperas) presentan
mayores tasas de resistencia que los de explotaciones ecoldogicas o domésticas. Estos
resultados enfatizan la necesidad de educar al consumidor en buenas practicas higiénicas,

para evitar la contaminacion cruzada o el insuficiente cocinado de los huevos.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los huevos de mesa son alimentos muy nutritivos y suponen una fuente barata de
proteinas de alta calidad, jugando un papel importante en la dieta humana (Adesiyun et al.,
2006). Gracias a sus propiedades multi-funcionales (por ej., capacidad emulsionante) los
huevos son muy utilizados en la industria alimentaria, al mismo tiempo que son buenas
fuentes potenciales de materia prima tanto para la industria farmacéutica como la cosmética
(Matt et al., 2009). En el afio 2007 la produccion mundial total de huevos de gallina alcanzé
los 63 millones de toneladas (lo que equivale a un millén de millones de huevos). La Uni6n
Europea (EU-27) fue el segundo productor, después de China, con mas de 6,5 millones de
toneladas, y una media de consumo de 235 huevos per capita. En Espafa, el consumo per
capita en 2008 fue de 211 huevos (Pascale, 2010). Aunque los huevos de codorniz se han
identificado como una opcion saludable para la dieta humana, su consumo es solo

esporadico (Sinanoglou et al., 2011).

En diferentes investigaciones se han aislado microorganismos patégenos, en concreto
Salmonella, a partir de la superficie y del interior de huevos de mesa, que han sido
responsables de numerosas enfermedades de origen alimentario en todo el mundo. En la
UE, el 23,1% de los brotes confirmados de toxi-infecciones alimentarias en 2008 fueron
causados por huevos y ovoproductos, siendo con diferencia la fuente alimentaria mas
frecuentemente involucrada en estos procesos (EFSA, 2010). La presencia de bacterias
patdgenas en los huevos es una consecuencia de la contaminacion vertical o el resultado de
la penetracion de la cascara por parte de las bacterias depositadas en la superficie de los
huevos después de la puesta. Las toxi-infecciones alimentarias surgen como consecuencia
de episodios de contaminacion cruzada o son el resultado de un cocinado inadecuado
(Adesiyun et al., 2007).

Escherichia coli es una de las especies de microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal de animales y seres humanos. Si bien la mayoria de los aislamientos son
apatégenos y considerados meros indicadores de contaminacién fecal de los alimentos,
aproximadamente entre el 10% y el 15% de las cepas de E. coli corresponden a serotipos
patdgenos o patdgenos oportunistas (Barnes y Gross, 1997). Por otro lado, Escherichia coli,
junto con Enterococcus spp., son considerados indicadores de resistencia a antibioticos

(SCENIHR, 20009).
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La preocupacion por la resistencia a antibiéticos estd aumentando en los ultimos afios
tanto en el ambito nacional como internacional (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Asi, la
resistencia a antibioticos se ha definido como una pandemia global (EASAC, 2007) y como
uno de los mayores desafios de Salud Publica del siglo XXI (WHO, 2009). El amplio uso,
especialmente cuando éste es inadecuado, de antibiéticos en seres humanos y animales
estd a menudo involucrado en la emergencia, seleccion y diseminacion de cepas multi-
resistentes. Asi, se ha sugerido que existe un vinculo entre el uso de antibidticos y la
presencia de bacterias resistentes en infecciones humanas, y numerosos estudios
realizados en los ultimos afios han puesto de manifiesto la presencia frecuente de bacterias
resistentes en muestras de alimentos (Begun et al., 2010). En la Union Europea se
monitoriza de forma rutinaria la resistencia a antibiéticos en aislamientos de Salmonella,
Campylobacter, Escherichia coli y Enterococcus spp. procedentes de animales y alimentos
(EFSA, 2010). Sin embargo, hay pocos estudios publicados en relacion con la resistencia a
antibioticos en bacterias, particularmente Escherichia coli, procedentes de cascara de

huevos (Musgrove et al., 2006).

Existen diferentes sistemas de cria de gallinas para la produccién de huevos, tal y
como se define en la Directiva del Consejo 1999/74/EC (EU, 1999a), en el Reglamento
(EEC) 2092/91 (EU, 1991), en el Reglamento 1804/1999/EC (EU, 1999b) y en el
Reglamento 2295/2003/EC (EC, 2003). Estos sistemas varian en la forma en que las aves
son criadas, alimentadas y manejadas. Brevemente, los animales pueden ser confinados en
jaulas en bateria, que son pequefios habitaculos de rejillas de alambre y suelos inclinados.
La Directiva 1999/74/EC prohibe, desde el uno de enero de 2012, la cria de gallinas de
puesta en jaulas convencionales en bateria, dadas sus limitaciones a la hora de permitir el
mantenimiento de un alto grado de bienestar animal. En los sistemas de cria en suelo, las
aves tienen la libertad para moverse dentro de la explotacion, sin posibilidades de salir al
exterior, circunstancia que se permite en el caso de las gallinas camperas. En la produccién
organica o ecoldgica, los animales, que tienen acceso a espacios exteriores, deben ser
criados sobre un terrero de produccidén organica. Al contrario de lo que ocurre en los
sistemas de cria tradicional, donde los agentes antimicrobianos son ampliamente usados
para el tratamiento, control y prevencion de enfermedades, en la produccién organica el uso

de antimicrobianos estd muy restringido. Ademas, para ajustarse a las estrictas normas
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relativas al uso de sustancias antimicrobianas, las aves de cria organica deben ser
alimentadas exclusivamente con piensos y suplementos de produccién ecologica. Los
porcentajes de consumo de los distintos tipos de huevos en la UE oscilan en torno al 75%
(jaula), 14% (suelo), 9% (produccidon campera), y 2% (produccion organica) (Pascale, 2010).
Ademas, es una practica comun en Espafia la venta en mercados locales de huevos
procedentes de pequefias explotaciones domésticas. De esta manera, los consumidores
disponen de un amplio rango de productos de precios muy diferentes pero sin informacion

real sobre sus cualidades especificas.

Puesto que una elevada concentracion de microorganismos en la superficie de los
huevos incrementa el riesgo de penetracién a través de la cascara y de contaminacién de la
yema Yy de la clara, asi como de contaminacién cruzada, la carga microbiana de la cascara
de los huevos constituye un motivo de preocupacion (Messens et al.,, 2007). Hasta el
momento, no esta disponible ninguna informacion sobre la contaminacidén microbiolégica de
la superficie de huevos de mesa en el noroeste de Espafa, y aparentemente no se han
llevado a cabo investigaciones para conocer la prevalencia de resistencia a antibiéticos de
uso comun en bacterias presentes en la superficie de los huevos. Este trabajo se ha
realizado para determinar los niveles de contaminacion microbiolégica en la cascara de
huevos de gallina y codorniz adquiridos en establecimientos de venta al publico en el
noroeste de Espafia, asi como para obtener informacion en relacién con la resistencia a
antibioticos de las cepas de E. coli aisladas de estos alimentos. La influencia de los sistemas
de alojamiento (cria en jaulas convencionales, en suelo, cria campera, organica o
doméstica) sobre los recuentos microbianos y la resistencia bacteriana a los antibidticos fue

también determinada.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se adquirieron un total de 50 muestras de huevos de gallina de categoria A (talla L; EC,
2003) y 10 muestras de huevos de codorniz a lo largo de un afio (de octubre de 2008 a
septiembre de 2009) en diferentes supermercados de la provincia de Ledn (noroeste de
Espana). Las muestras se adquirieron cinco dias antes de la fecha de caducidad. Cada
muestra consistia en un envase de una docena de huevos del mismo lote. Los huevos de
codorniz procedian de sistemas de cria en jaula convencional y los huevos de gallina de
diferentes sistemas de produccion: cria en jaulas convencionales en bateria, en suelo,
gallinas camperas, de produccion organica y de produccion “casera” (pequefias
explotaciones domésticas). Los huevos se adquirieron en base a los cédigos impresos en
las cascaras y en los envases (0 para produccion organica, 1 para gallinas camperas, 2 para
cria en suelo y 3 para los sistemas de cria en jaulas). Los huevos “caseros” fueron
adquiridos en mercados locales tradicionales en la misma semana en que los huevos fueron
puestos. Se examinaron cinco marcas diferentes (dos muestras de cada marca) para cada
uno de los seis tipos de huevos (huevos de codorniz y huevos de gallina de diferentes
sistemas de alojamiento). Para cada una de las 60 muestras se examinaron cuatro huevos
diferentes, de forma que se analizaron un total de 240 huevos. Una vez en el laboratorio, los
huevos se mantuvieron a 4+1° C y se analizaron dentro de las 24 horas siguientes a su
adquisicion.

Recuentos microbianos

Las cascaras de cada huevo se colocaron individualmente (tras la eliminacion del
contenido) en un mortero estéril de porcelana, donde se trituraron durante un minuto.
Posteriormente, el contenido del mortero se introdujo en una bolsa de plastico estéril junto
con 66 mL (huevos de gallina) o 22 mL (huevos de codorniz) de agua de peptona
tamponada (Oxoid Ltd., Hampshire, UK) y se homogeneizé (Masticator IUL, Barcelona,
Espafa) durante dos minutos. Experimentos previos pusieron de manifiesto que la superficie
media de los huevos de gallina y codorniz era 66 cm? y 22 cm?, respectivamente. Los
medios de cultivo (todos de Oxoid Ltd., Hampshire, Reino Unido) y los parametros de

incubacién se muestran en la Tabla Ill.1. Las placas se sembraron por duplicado y se
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incubaron en aerobiosis. La suciedad de la cascara (presencia de heces, tierra, contenido
del huevo —yema o clara-, plumas o sangre) se evalud visualmente. Para detectar las fisuras

en la cascara los huevos se observaron con ayuda de una lampara.

Tabla lll.1. Medios de cultivo, tiempos y temperaturas usados para la realizacion de los analisis
microbioldgicos.

Incubacion
Grupo microbiano Medio de cultivo Temp. (°C) Tiempo (h)
Microbiota aerobia viable! Plate count agar (PCA) 30 72
Psicrotrofos? Plate count agar (PCA) 7 240
Enterobacteriaceas? Violet red bile glucose agar (VRBGA)3 35 24
Coliformes fecales? Violet red bile agar (VRBA)® 44 24
Pseudomonas spp.1 Pseudomonas agar con suplemento de cefaloridina, o5 ”
fucidina y cetrimida (CFC)
Enterococcus spp.2 Kanamycin aesculin azide agar (KAA) 42 24
Staphylococcus spp.' Baird-Parker agar (B-P) 35 48
Mohos y levaduras’ Oxytetracycline glucose yeast extract agar (OGYEA) 25 120

! técnica de siembra en superficie (0,1 mL); ? técnica de siembra en profundidad (1 mL) ; * sobrecapa.

Aislamiento e identificacién de E. coli

Una vez realizados los recuentos microbianos, se seleccionaron, de forma aleatoria,
para cada muestra entre una y cuatro colonias crecidas en agar cristal violeta rojo neutro y
sales biliares (violet red bile agar, VRBA; Oxoid Ltd.). Las colonias fueron transferidas a agar
triptona de soja (tryptone soy agar, TSA; Oxoid Ltd.) e incubadas bajo las mismas
condiciones de tiempo y temperatura que se reflejan en la Tabla Ill.1 para este grupo
bacteriano. Los cultivos puros se sometieron a la prueba de tincién de Gram, y se determiné
su actividad catalasa y su actividad oxidasa. Las presuntas cepas de E. coli se confirmaron
en base a la presencia de beta-glucuronidasa (habilidad para hidrolizar el compuesto 4-
methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide o MUG), beta-galactosidasa (habilidad para hidrolizar
el compuesto ortho-nitrophenyl-beta-D-galactopyranoside o ONPG) y triptofanasa (habilidad
para producir indol a partir del triptéfano) usando el sistema miniaturizado E. coli test

(Liofilchem s.r.l., Teramo, Italia).
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Determinacién de la susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas de E. coli

Las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos se llevaron a cabo con un total de 120
cepas (20 cepas de cada sistema de produccion). Los aislamientos se examinaron frente a
un panel de 12 antibiodticos en agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.) utilizando la técnica de
difusién por disco descrita por el Clinical and Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI,
2008). Se emplearon los siguientes discos de antibioticos (Liofilchem s.r.l., Teramo, Italia):
gentamicina (CN; 10 pg), ampicilina-sulbactam (AMS; 20 pg), amoxicilina-acido clavulanico
(AUG; 30 png), piperacilina-tazobactam (TZP; 110 ug), cefotaxime (CTX; 30 png),
sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 25 ug), cloranfenicol (C; 30 ug), ciprofloxacina (CIP; 5 ug),
acido nalidixico (NA; 30 ug), tetraciclina (TE, 30 ug), nitrofurantoina (F; 300 ug) y fosfomicina
(FOS; 200 pug). Se midieron las zonas de inhibicion y las cepas se clasificaron como
susceptibles, de susceptibilidad intermedia o resistentes de acuerdo con los criterios del
CLSI. Los aislamientos de susceptibilidad intermedia se consideraron junto con los
aislamientos que fueron resistentes stricto sensu (Cardinale et al., 2005). Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se usaron como cepas de referencia
para el control de calidad de los discos de antibiéticos. Un aislamiento se consideré multi-
resistente cuando presentaba resistencia o susceptibilidad intermedia a dos o mas

antimicrobianos (Capita et al., 2007).
Anélisis estadistico

Los recuentos microbianos se transformaron en log ufc/cm?, calculandose las medias vy
las desviaciones estandar. Los datos se evaluaron mediante técnicas de analisis de varianza
(ANOVA), con separacion de medias con la prueba de rango multiple de Duncan. Se realizé
un ANOVA para los dos factores, grupo microbiano (G) y sistema de produccién (P), y sus
interacciones. Se realiz6 asimismo un ANOVA para todos los grupos microbianos. La
prevalencia de cepas resistentes y los patrones de multi-resistencia se compararon
mediante las pruebas de Fisher y Chi-cuadrado. La prueba t de Student se realizé para
comparar el numero medio de antibidticos a los que las cepas fueron resistentes. Las
diferencias significativas se establecieron para un valor de probabilidad del 5% (P<0,05).
Todos los andlisis se llevaron a cabo usando el paquete estadistico Statistica® 6.0 (Statsoft

Ltd., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).
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RESULTADOS

Recuentos microbianos

El ANOVA de los dos factores, G y P, puso de manifiesto la influencia significativa
(P<0,01) de ambos factores y su interaccion. Los niveles de microbiota aerobia viable fueron
similares en los huevos de gallina y de codorniz (P>0,05) con valores de 2,49+1,14 y
2,59+1,63 log ufc/cm?, respectivamente. De manera similar, no se observaron diferencias
entre las cascaras de huevos de gallina y de codorniz en el caso de Enterococcus spp.
(0,49+0,97 y 0,65+0,89, respectivamente) y Staphylococcus spp. (1,85+1,00 y 1,85+0,72,
respectivamente). Por el contrario, las cascaras de huevos de gallina presentaron mayores
(P<0,05) recuentos que los huevos de codorniz por lo que respecta a microorganismos
psicrotrofos (1,79+0,83 y 1,19+0,78), Enterobacteriaceae (0,81+1,02 y 0,19+0,46),
coliformes fecales (0,65+0,92 y 0,16+0,45) y Pseudomonas spp. (1,89+1,10 y 1,27+0,60).
Los recuentos de mohos y levaduras fueron superiores (P<0,05) en las cascaras de huevos

de codorniz (2,44+1,65) que en los de gallina (media de 1,52+1,21).

La influencia del sistema de alojamiento en los recuentos microbianos de los huevos de
gallina se muestra en la Tabla I1l.2. Los niveles de microbiota aerobia viable, Enterococcus
spp. y mohos y levaduras fueron superiores (P<0,05) en la superficie de los huevos de
produccion doméstica que en el resto. Los mayores recuentos microbianos (P<0,05) de
microorganismos psicrotrofos se obtuvieron en los huevos procedentes de gallinas
camperas y en huevos caseros, los de enterobacterias en los de gallinas criadas en jaula, en
suelo, de produccion organica y doméstica, los de coliformes en los huevos de gallinas
criadas en suelo y en huevos caseros, los de Pseudomonas spp. en gallinas camperas y los
de S. aureus en la superficie de huevos de gallinas criadas en jaula, en suelo y de
produccion doméstica. Los porcentajes de huevos contaminados con cada uno de los
grupos microbianos oscilaron entre el 80% y el 100%, dependiendo del sistema de
produccion (psicrotrofos), entre el 20% y el 75% (recuentos en VRBGA), entre el 10% vy el
75% (VRBA), entre el 25% y el 80% (KAA) y entre el 70% y el 100% (OGYEA). Todos los
huevos estaban contaminados con microbiota aerobia viable, Pseudomonas spp. y S.

aureus (Tabla 111.2).
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De los 240 huevos examinados, el 45% fue positivo para E. coli, con un rango de
prevalencia que oscilé entre el 20% (jaula) y el 85% (produccion doméstica). Los huevos de
gallinas criadas en suelo, de gallinas camperas, de produccion organica y de codorniz

mostraron una prevalencia de E. coli del 80%, 25%, 35% y 25%, respectivamente.

Un total de 42 de los 240 huevos examinados (17,5%) presentaron suciedad en su
cascara. Ninguno de los huevos procedentes de jaulas convencionales, de gallinas
camperas o de produccidn organica presentaron suciedad en su superficie, mientras que el
10%, el 15% y el 80% de los huevos procedentes de gallinas criadas en suelo, de codorniz o
de produccion doméstica presentaban suciedad, respectivamente. En todos los casos las

cascaras de los huevos estaban intactas, sin fisuras.

Tabla 1l.2. Recuentos microbianos (log ufc/cm? en la cascara de huevos recogidos de

diferentes establecimientos de venta al publico en el noroeste de Espafia.

Huevos de gallina Huevos de
codorniz
g?gfoebr};?%s Cria en jaula Criaen Camperas Produccion  Produccion )
convencional suelo organica doméstica (jaula)
Microbiota aerobia 2,34+1,16°°,  1,96+1,00% 2,1840,86™, 2,25+1,05%, 3,69+0,72%  2,59+1,63"
viable (100%)" (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Microorganismos 1,5441,2%  1,7141,1%,  2,19+0,5%  1,41£0,5%  2,11£0,4%: 1,19+0,8%
psicrotrofos o o o o o o
(80%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Enterobacteriaceas 0,91+1,2% 0,89+0,6°%.  0,26+0,8°%  0,90+1,3%  1,1040,9% 0,19+0,5%
(45%) (75%) (20%) (50%) (65%) (20%)
Coliformes fecales 0,10+0,2% 1,3541,0°%c  0,19+0,8% 0,25+0,5% 1,35+0,9°¢ 0,1640,5%
(15%) (70%) (10%) (25%) (75%) (15%)
Pseudomonas spp. 1,9441,3%%,  1,5640,8%,  2,39+1,1%  1,49+1,02%°, 2,08+1,2%%  1,27+0,6%q
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Enterococcus spp. 0,13+0,4% 0,13+0,3%  0,10+0,4%  0,27+0,4%  1,8441,4%.  0,65+0,9%:
(25%) (25%) (25%) (55%) (80%) (60%)
Staphylococcus spp.  2,14+1,0%,  1,9441,0%  1,3040,7%  1,36+0,4%,  2,49+12%,  1,85+0,7°%%
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Mohos y levaduras 1,0241,1%4 1,11£1,0%  1,2240,8%  1,3040,9%.  2,97+1,0% 2,4441,7%
(75%) (70%) (100%) (80%) (100%) (80%)

Los valores medios que en la misma fila no comparten ninguna letra (superindice) son significativamente

diferentes (P<0,05). Los valores medios que en la misma columna no comparten ninguna letra (subindice) son

significativamente diferentes (P<0,05). Y porcentaje de huevos contaminados con cada grupo microbiano.
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Resistencia a antimicrobianos

Se examinaron 120 cepas de E. coli (20 de cada tipo de sistema de produccion). Un
total de 23 (19,17%) aislamientos fueron pan-susceptibles, 27 (22,50%) resistentes a un
compuesto, y 70 (58,33%) mostraron multi-resistencia (resistencia a dos o mas
antimicrobianos), tal y como se muestra en la Tabla IIl.3. Las cepas multi-resistentes
presentaron resistencia a 2 (21 cepas; 17,50%), 3 (43 cepas; 35,83%), 4 (4 cepas; 3,33%) o
5 (2 cepas; 1,67%) antimicrobianos. La mayor (P<0,05) frecuencia de multi-resistencia (95%
de las cepas) se observo en los aislamientos procedentes de cria en jaula convencional y
cria en suelo. Por otro lado, los porcentajes mas elevados (P<0,05) de cepas susceptibles

se detectaron en huevos procedentes de produccion doméstica (70%) y organica (30%).

Tabla 1ll.3. Susceptibilidad, resistencia y multi-resistencia a antibiéticos en cepas de E. coli
presentes en la cascara de huevos recogidos en diferentes establecimientos de venta al

publico del noroeste de Espafia.

Huevos de gallina Huevos de MEDIA

NGmero de codorniz (n=120)
o Jaula Criaen Camperas Produccién Produccién . -
antibiodticos convencional suelo (n=20) organica doméstica (jaula) (n=20)
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

0 1(5)% 1(5)% 1(5)% 6 (30)°, 14 (70)% 0 (0)% 23 (19,17),
1 0 (0)% 0 (0)% 9 (45)% 8 (40)% 2 (10)%%, 8 (40)% 27 (22,50),
>2 19 (95)% 19 (95)% 10 (50)°% 6 (30)*°, 4 (20)% 12 (60)°% 70 (58,33),

! ntmero (porcentaje) de aislamientos de E. coli. Los valores medios en la misma fila que no comparten ninguna
letra (superindice) son significativamente diferentes (P<0,05). Las medias en la misma columna que no

comparten ninguna letra (subindice) son significativamente diferentes (P<0,05).

El nimero medio de resistencias por cepa varié entre los distintos sistemas de
produccion, con los mayores (P<0,001) valores observados en cria en jaula convencional
(2,85) y cria en suelo (3,10) y los menores en huevos de gallinas camperas (1,55) y de
produccién organica (1,00) y doméstica (0,75). Los huevos de gallina (considerando
simultaneamente todos los tipos de producciéon) y los huevos de codorniz mostraron un

numero similar (P>0,05) de resistencias por cepa: 1,85 y 1,95, respectivamente.
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La mayor prevalencia de resistencia se observd para TE (60,83% de las cepas
estudiadas) y AUG (51,67%), seguida por SXT (27,50%), F y FOS (17,50%). Una baja
prevalencia de resistencia (del 0,83 al 2,50% de las cepas) se encontré para el resto de los

antimicrobianos examinados (Tabla Il1.4).

Tabla lll.4. Frecuencia de resistencia a agentes antimicrobianos en aislamientos de Escherichia
coli de la cascara de huevos de mesa adquiridos en establecimientos de venta al publico del
noroeste de Espafia.

Huevos de gallina Huevos de Media

Antimicro Jaula Suelo Camperas Organicas Domeésticas . codorniz (n=120)
biano (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (aula) (n=20)

CN 00y 2(10%  0(0)% 0(0)% 0 (0% 0 (0% 2 (1,67)
AMS 0(0)% 0(0)% 0(0)% 3 (15)% 0 (0)% 0 (0)% 3(2,50)a
AUG 18 (90)% 18(90)%  7(35)™ 4 (20), 4 (20), 11 (55)%, 62 (51,67,
TZP 0 (0)% 2(100.  0(0)s 0 (0)’% 0 (0)% 0 (0)%, 2(1,67).
CTX 0 (0)% 1(5)% 0(0)% 0(0) 0(0) 0(0) 1(0,83)a
SXT 17 (85)% 10 (50  1(5)% 3 (15)% 2 (10)°% 0 (0)%% 33 (27,50),
C 0 (0)a 3(15)% 0 (0" 0 (0" 0 (0% 0 (0%, 3 (2,50),
cIp 0 (0)% 0 (0)% 0 (0)% 0 (0)% 1(5) % 0 (0)% 1(0,83)a
NA 0 (0)% 1(5)a 0(0)% 0(0)% 1(5)° 0 (0)% 2 (1,67)a
TE 19 (95)% 18 (90)™, 14 (70)% 0 (0)% 4 (205, 18 (90)™, 73 (60,83)
F 3(15)% 4(20)°, 9 (45) 0(0)% 1 (5)%, 4 (20, 21 (17,5)4
FOS 0(0)% 3(15%.  0(0)% 10 (50)% 2 (10)% 6 (30)™% 21 (17,50)4

! numero (porcentaje) de aislamientos de E. coli resistentes. Los valores medios en la misma fila que no
comparten ninguna letra (superindice) no muestran diferencias significativas entre si (P>0,05). Los valores
medios en la misma columna que no comparten ninguna letra (subindice) no muestran diferencias significativas
entre si (P>0,05). Gentamicina (CN; 10 pg), ampicilina-sulbactam (AMS; 20 ng), amoxicilina-acido clavulanico
(AUG; 30 pg), piperacilina-tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 pg), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT;
25 ng), cloranfenicol (C; 30 ng), ciprofloxacina (CIP; 5 pg), acido nalidixico (NA; 30 ng), tetraciclina (TE, 30 pg),

nitrofurantoina (F; 300 pg) y fosfomicina (FOS; 200 pg).
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La Tabla Ill.5 muestra los patrones de prevalencia de resistencia en los aislamientos de
E. coli. Los patrones mas frecuentes fueron: AUG/SXT/TE (30 cepas; 25%), AUG/TE/FOS
(12 cepas; 10%), TE/F (10 cepas; 8,33%) y F (10 cepas; 8,33%). Las restantes cepas

resistentes o multi-resistentes (35) exhibieron 16 patrones diferentes.

Tabla IIl.5. Patrones de resistencia a antibiéticos de las cepas de E. coli resistentes o multi-

resistentes aisladas de la superficie de huevos de mesa en el noroeste de Espafa.

PATRON DE RESISTENCIA NUMERO DE CEPAS
CN/AUG/TZP/CTX/FOS 1
AUG/SXT/CIP/NAITE 1
AUG/C/TE/FOS 2
AUG/TZP/NA/TE 1
AUG/TE/F/IFOS 1
CN/AUG/TE 1
AUG/SXT/TE 30
AUG/TE/FOS 12
AUG/SXT 1
AUG/TE 8
TE/F 10
TE/FOS 2
AMS 3
AUG 4
SXT 1
C 1
TE 5
F 10
FOS 3

Gentamicina (CN; 10 pg), ampicilina-sulbactam (AMS; 20 ng), amoxicilina-acido clavulanico (AUG; 30 pg),
piperacilina-tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 ng), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 25 ug),
cloranfenicol (C; 30 ng), ciprofloxacina (CIP; 5 pg), acido nalidixico (NA; 30 ug), tetraciclina (TE, 30 png),
nitrofurantoina (F; 300 ng) y fosfomicina (FOS; 200 ng).
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DISCUSION

Recuentos microbianos

Con la excepcién de los huevos de produccion doméstica (3,69+0,72 log ufc/cm?), los
niveles de microbiota aerobia viable en el presente estudio estuvieron por debajo de los
valores recogidos en la bibliografia consultada, entre 2,61 y 5 log ufc por cascara (Anénimo,
2004; De Reu et al.,, 2009; Mallet et al., 2006; Wall et al., 2008). Debe senalarse, no
obstante, que la mayoria de los trabajos publicados se refieren a contaminacién inicial,
inmediatamente después de la puesta, mientras que las muestras recogidas en el presente
trabajo fueron analizadas al cabo de varios dias de la distribucion comercial. En este
sentido, y a la hora de comparar los distintos resultados, cabe senalar que, tal y como ha
sido sugerido por algunos autores (De Reu et al., 2008), el almacenamiento de los huevos,
en refrigeracién o a temperatura ambiente, tiene como consecuencia un descenso
significativo en la contaminacion bacteriana de la superficie de los huevos. Asimismo, las
diferencias en el método usado para la recuperacion de las bacterias presentes en la
cascara podrian ser parcialmente responsables de los menores recuentos obtenidos en el
presente trabajo, en relacion con los de otros autores consultados. De Reu et al. (2005)
observaron que el lavado y frotado de las cascaras de huevo intactas con agua de peptona
o PBS (phosphate buffer saline) daba recuentos estadisticamente superiores que el triturado
de la cascara en agua de peptona tamponada. Los niveles de microbiota aerobia viable de
las cascaras de huevo en este estudio estuvieron por debajo de 5 logiy ufc por cascara
(considerando que la superficie media de la cascara es de 66 cm? para los huevos de gallina
y 22 cm? para los de codorniz), un limite considerado como aceptable desde el punto de

vista de calidad higiénica (De Reu et al., 2008).

Investigaciones previas han puesto de manifiesto diferencias en la contaminacion
bacteriana de las cascaras de huevo dependiendo de los sistemas de alojamiento de las
aves. Algunos estudios han mostrado que los huevos de gallinas criadas en suelo estaban
mas contaminados con bacterias aerobias que los huevos de gallinas criadas en jaula (De
Reu et al., 2008, 2009). Las diferencias en la construccion o el manejo de la explotacion
podrian también influir en la contaminacion bacteriana de la cascara de los huevos (De Reu

et al., 2008). Este hecho podria explicar ciertas discrepancias entre los hallazgos del
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presente estudio y los de publicaciones previas. También el manejo de los huevos a lo largo
de la cadena de distribucion de alimentos podria explicar algunas de las diferencias entre

trabajos.

Los mayores recuentos microbianos observados en los huevos de produccion
domeéstica comparados con el resto de los sistemas de producciéon podrian estar en relacién
con la mayor prevalencia de huevos sucios en el caso de los huevos “caseros”. Sin
embargo, Wall et al. (2008) han puesto de manifiesto una relacion pobre entre grado de
suciedad de los huevos y los niveles de contaminacion. Asi, no es posible estimar los
niveles de contaminacion de la cascara de los huevos en base a observaciones visuales. El
hecho de que los huevos procedentes de gallinas criadas en jaula presentaban un menor
grado de suciedad superficial que los de gallinas criadas en suelo es congruente con los
hallazgos de Djuki¢-Stoj€ic¢ et al. (2009). Estos autores han indicado que la limpieza de los
huevos de las gallinas criadas en suelo depende de las condiciones ambientales, de los
porcentajes de huevos puestos fuera del nido y de la organizacion del trabajo en la

explotacion (por ejemplo la frecuencia de recoleccion y la limpieza de los nidos).

El elevado porcentaje medio de cascaras de huevos contaminadas con cepas de E.
coli (45%) no ha sido en absoluto sorprendente, ya que es un hecho ampliamente
reconocido que los huevos frescos se contaminan frecuentemente con heces tanto durante
la puesta como posteriormente por contaminacion ambiental (Adesiyun et al., 2006). Asi, la
mayor prevalencia de E. coli en los huevos domésticos podria estar en relacién con la
elevada frecuencia de suciedad en estas muestras. De forma similar a nuestros resultados,
Ali Akond et al. (2009) pusieron de manifiesto que el 42% de los huevos analizados en

Bangladesh estaban contaminados con E. coli.
Resistencia a antimicrobianos

La elevada prevalencia de cepas de E. coli resistentes o multi-resistentes observada
en huevos de mesa en el presente estudio (80,83%) es comparable a las cifras indicadas
por otros autores (Adesiyun y Kaminjolo, 1992; Adesiyun et al., 2007; Ali Akond et al., 2009;
NARMS, 2011). Esta elevada prevalencia de resistencia, que puede tener importantes
implicaciones terapéuticas, puede ser debida al uso excesivo de agentes antimicrobianos en

las explotaciones de gallinas ponedoras (Capita y Alonso-Calleja, 2013). En este sentido hay
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que senalar que el uso de antimicrobianos ha creado una enorme presion que favorece la
emergencia, seleccion y diseminacion de resistencia a antimicrobianos en las bacterias de la
microbiota de las aves (Miles et al., 2006; Miranda et al., 2009). Puesto que la cascara de
los huevos se contamina durante la puesta, no es raro que, como consecuencia de una
contaminacion cruzada y/o un insuficiente cocinado, las cepas de E. coli presentes pueden
infectar al consumidor. Ademas se ha demostrado que las bacterias pueden adquirir
resistencia a antimicrobianos como consecuencia de la contaminacién ambiental, y de esta
forma se han encontrado bacterias resistentes a antibidticos en carne de ave y huevos de
explotaciones que no emplean estos compuestos (Miles et al., 2006). Las bacterias
resistentes de los alimentos pueden colonizar el tracto intestinal humano y asi transferir sus
genes de resistencia horizontalmente a las bacterias de la microbiota intestinal. Se ha
demostrado que la resistencia en el intestino de las aves puede persistir durante largos
periodos de tiempo incluso en ausencia de antibiéticos (Chaslus-Dancla et al., 1987). Asi,
tanto los huevos como la carne de ave se han identificado en diferentes paises como una
fuente de bacterias resistentes a antibiodticos en seres humanos (Van den Bogaard et al.,

2001).

Un hecho preocupante es que numerosas cepas en el presente estudio (58,33%)
mostraron resistencia a dos o mas agentes antimicrobianos (multi-resistencia). Un problema
asociado con estas cepas multi-resistentes es la reduccion del espectro de antimicrobianos
efectivos en la practica clinica. La alta prevalencia de cepas de E. coli multi-resistentes en
los sistemas de produccion convencional (gallinas criadas en jaula, en suelo y camperas),
donde el numero de antimicrobianos empleado es relativamente restringido, pone de
manifiesto que los mecanismos de resistencia a diferentes antibidticos estan ligados (Capita
y Alonso-Calleja, 2013). La deteccion de cepas resistentes a nitrofurantoina, un agente
antimicrobiano prohibido en la Unién Europea en medicina veterinaria en los afios 1990s,
proporciona una evidencia adicional a la hipétesis de que la aplicacion de un antimicrobiano
puede seleccionar para resistencia no solamente al farmaco aplicado, sino también a otros

compuestos, hecho que puede provocar la aparicion de fenotipos de multi-resistencia.

De manera similar a los resultados de otros autores (Ojeniyi, 1985; Papadopoulou et
al., 1997), la mayor prevalencia de resistencia a antimicrobianos en el presente estudio se

observo para las cepas de E. coli aisladas de cascaras de huevos procedentes de gallinas
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de cria en jaulas convencionales, en suelo y de gallinas camperas, en comparacion con las
procedentes de sistemas de produccion organica y doméstica, en los que el uso de
antimicrobianos es previsiblemente menor. Este hecho sugiere que estos sistemas de
produccién pueden limitar el desarrollo y diseminacién de resistencia a antibiéticos en las
bacterias presentes en los alimentos. Ademas del uso de antibioticos, el hacinamiento y el
saneamiento deficiente, dos factores frecuentemente asociados con las explotaciones de
cria intensiva (por ejemplo cria en jaula), son también causas principales de la seleccién de
resistencia a antimicrobianos. Existe, por parte de los consumidores, una tendencia a pensar
que los huevos de explotaciones ecoldgicas y domésticas son mas saludables y seguros
que los productos convencionales (Magkos et al., 2006). Los resultados del presente trabajo
justifican en parte la percepcién de los consumidores. Por el contrario, se ha sefalado que,
en comparacion con los sistemas de produccién convencional en jaulas, los sistemas que
permiten el movimiento libre de las aves (cria en suelo, gallinas camperas, de produccion
organica o doméstica) son por definicion mas dificilmente controlables desde el punto de
vista higiénico y las aves pueden contactar mas facilmente con contaminantes a los que son
inaccesibles en las explotaciones intensivas convencionales, hecho que se traduce en un
incremento del riesgo de infecciones e intoxicaciones por agentes bidticos o abidticos

(Kijlstra et al., 2009).

El elevado porcentaje de cepas de E. coli resistentes a AUG, SXT y TE observado en
el presente estudio es consistente con los hallazgos de otros investigadores (Lanz et al.,
2003; Musgrove et al., 2006; NARMS, 2011; Van de Bogaard et al., 2001). Debe tenerse en
cuenta que éstos se encuentran entre los principales antibidticos usados para tratar las
enfermedades infecciosas en manadas de aves de corral en el ambito mundial, incluida
Espafia. Asi, no es extrafio que algun grado de resistencia haya emergido a lo largo del
tiempo (Adesiyun et al., 2005; Miles et al., 2006). El escaso porcentaje de cepas resistentes
a las fluoroquinolonas en el presente estudio (entre el 0% y el 5%) es sorprendente, puesto
que estos antibidticos se encuentran entre los compuestos mas frecuentemente usados en
las granjas avicolas en Espafa (Capita et al., 2007). Estudios previos realizados en Espafna
ponen de manifiesto una elevada prevalencia de resistencia a fluoroquinolonas en las cepas

de E. coli procedentes de aves y de poblaciones humanas (Oteo et al., 2005).
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RESUMEN

Se adquirieron, en ocho establecimientos de venta al publico del noroeste de Espafa
seleccionados aleatoriamente, un total de 120 muestras de canales de ave (pollo, pavo y
codorniz de sistemas de produccion convencionales y pollo de granjas organicas; 30
muestras de cada grupo), que fueron sometidas a analisis microbiolédgicos. Los recuentos de
microorganismos psicrotrofos oscilaron entre 4,87+0,83 log1o ufc/cm? de piel en codorniz y
6,01+0,38 logy, ufc/cm? de piel en pavo. Los niveles de coliformes fecales fueron superiores
(P<0,05) en las muestras de carne de pollo de producciéon convencional (2,95+0,48 log+g
ufc/cm? de piel) que en el resto de las muestras (de 1,71+0,29 log4, ufc/cm? de piel en pavo
a 2,19+0,34 log+o ufc/cm? de piel en codorniz). Se detecté la presencia de Escherichia coli en
todas las muestras analizadas. Se examinaron 60 cepas de E. coli (15 de cada tipo de
muestra) para determinar su susceptibilidad a antimicrobianos, utilizando tanto el método
convencional de difusion por disco (12 antimicrobianos) como un sistema miniaturizado
disponible comercialmente (Sensi Test Gram-negative). La técnica de difusién por disco
puso de manifiesto que el 91,7% de los aislamientos eran multi-resistentes (resistentes a
dos o mas antimicrobianos). La resistencia al acido nalidixico fue el hallazgo mas comun
(85,0% de las cepas), seguida por la resistencia a ampicilina (75,0%), ciprofloxacina (73,3%)
y tetraciclina (61,7%). EI numero medio de resistencias por cepa fue superior (P<0,05) en
carne de ave de produccién convencional (de 5,20 en pollo a 6,40 en codorniz) que en pollo
organico (2,53). Se observd una concordancia (coeficiente kappa) de 0,74 entre los dos
meétodos ensayados. Usando como método de referencia el método de difusion por disco, la
sensibilidad, especificidad y eficiencia del sistema miniaturizado fueron 71,52%, 97,60% y
89,63%, respectivamente. Los hallazgos de este trabajo apuntan hacia un vinculo entre el
uso de antimicrobianos en explotaciones convencionales de aves y la seleccién de bacterias
resistentes a antibidticos en carne, a la vez que aconsejan la necesidad de un uso prudente
de antibidticos en produccion animal. Puesto que la carne de ave es un reservorio
importante de cepas de E. coli resistentes a antibidticos, se enfatiza la conveniencia de que
el consumidor reciba formacion en buenas practicas higiénicas, para evitar la contaminacion

cruzada o el insuficiente cocinado de la carne de ave.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La carne de ave supone una parte importante de la dieta humana. De hecho, el
consumo medio anual de carne de ave (12,60 kg por persona) se ha ido incrementando a un
ritmo constante en los ultimos afos y actualmente excede al consumo de carne de vacuno
(9,60 kg) y se aproxima al del cerdo (15,00 kg) (FAO, 2011). Dado su elevado nivel de
consumo, la calidad (incluyendo la calidad microbiol6gica) de la carne de ave procedente de
establecimientos de venta al publico es un motivo de preocupacién para los distribuidores,
los consumidores y los técnicos oficiales de Salud Publica. La contaminacion bacteriana de
las canales refrigeradas de ave tiene importantes implicaciones desde un punto de vista
sanitario y econémico. Los niveles de microorganismos psicrotrofos han sido usados para
estimar la calidad y seguridad microbiolégica de la carne de mamiferos y aves, las
condiciones higiénicas durante el procesado y como un indicador general de la vida util
potencial del producto (Guevara-Franco et al., 2010). Los recuentos de coliformes y de
Escherichia coli se emplean como indicadores de la higiene durante el procesado y del

adecuado almacenamiento del producto (Capita et al., 2002).

Los alimentos organicos, incluyendo la carne de ave, estan habitualmente disponibles
en los establecimientos comerciales de los paises desarrollados, donde su consumo esta
creciendo con rapidez (Nie y Zepeda, 2011). Al contrario de lo que ocurre en la produccion
convencional de carne de ave, donde los agentes antimicrobianos son usados ampliamente
para el tratamiento, control y prevencion de enfermedades (Capita et al., 2007) (los
antibidticos estan prohibidos como promotores del crecimiento en la Unién Europea desde
2006; Capita y Alonso-Calleja, 2013), las practicas de produccion organica tienen muy
restringido el uso de antimicrobianos. Ademas, las aves de cria ecologica deben ser
alimentadas exclusivamente con piensos y suplementos de produccion organica
(Luangtongkum et al., 2006). La percepcion de los consumidores en relacion con las
practicas de cria de las aves es que la carne organica es de mejor calidad que la
convencional (de cria intensiva), y esta creencia influye en su intencion de compra
(Soonthornchaikul et al., 2006). Sin embargo, es escasa la informacion disponible en
relacion con el impacto de las practicas de produccion organica en los recuentos
microbianos y en los patrones de resistencia a antibidticos de las bacterias presentes en la

superficie de las aves.
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La presencia de bacterias resistentes a antibiéticos en los alimentos es un problema de
Salud Publica dada la posibilidad de transferencia de bacterias patégenas a las poblaciones
humanas. Ademas, las bacterias resistentes a antibiéticos pueden suponer un reservorio de
genes de resistencia transferibles a bacterias patégenas o comensales del tracto digestivo
humano (Capita y Alonso-Calleja, 2013). E. coli es la bacteria mas prevalente en el tracto
gastrointestinal de los animales de sangre caliente y de los seres humanos, donde supone
aproximadamente entre 10° y 10° ufc/g de heces. E. coli puede contaminar los alimentos
facilmente durante la evisceracidon en el matadero o por contacto con superficies
contaminadas. E. coli es también un agente zoondtico, que puede estar involucrado en
infecciones intestinales y extraintestinales (Lei et al., 2010). Ademas, el nivel de resistencia
a antimicrobianos en las cepas comensales de E. coli se considera un excelente indicador
de la presion selectiva ejercida por el uso de antibidticos y puede ayudar a predecir los
problemas de resistencia esperables asociados a las bacterias patégenas (SCENIHR,

2009).

Actualmente, la técnica de difusién por disco es el método mas frecuentemente usado
para determinar la susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas de E. coli (Sjolund et al.,
2009). Sin embargo, este método es tedioso al implicar gran carga de trabajo y gasto de
material, por lo que en los ultimos afios se han desarrollado pruebas rapidas comerciales
para la determinacion in vitro de la susceptibilidad bacteriana a antimicrobianos. El sistema
“Sensi Test Gram-negative” (Liofilchem s.r.l., Teramo, Italia) consta de 24 pocillos en los que
hay antibiéticos deshidratados para la determinacion de la susceptibilidad de las bacterias
Gram-negativas y enterococos, obteniéndose los resultados en 18-24 horas. No se ha
publicado informacion sobre la concordancia entre el método convencional de difusion por

disco y el sistema miniaturizado.

Los objetivos de este estudio han sido comparar (i) la calidad microbiolégica y (ii) los
patrones de resistencia a antibiéticos de cepas de E. coli procedentes de muestras de carne
de ave convencional (pollo, pavo y codorniz) y de pollo organico en el noroeste de Espana.
Ademas, se han comparado los resultados del método de difusion por disco y del sistema

miniaturizado disponible comercialmente “Sensi Test Gram-negative”.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Entre septiembre de 2010 y septiembre de 2011, se obtuvieron 120 canales de ave,
incluyendo pollo organico (n=30), pollo de cria convencional (n=30), pavo de cria
convencional (n=30) y codorniz de cria convencional (n=30). Las muestras se adquirieron en
ocho establecimientos de venta al publico, aleatoriamente seleccionados, de la provincia de
Ledn, y todas ellas procedian de granjas y mataderos espafioles. Todas las muestras se
colocaron en bolsas de plastico estéril individuales para prevenir el goteo y la contaminacion
cruzada, y fueron inmediatamente transportadas en una nevera portatil al laboratorio, donde
se almacenaron a 3° C£1° C hasta el momento del andlisis, que tuvo lugar en el plazo

maximo de una hora desde la llegada de las muestras al laboratorio.
Recuentos microbianos

Con la ayuda de pinzas y bisturi y de una plantilla estéril, se tomaron de cada canal
25 cm? de piel de la pechuga. Las muestras de piel se homogeneizaron (Masticator UL,
Barcelona, Espafia) durante dos minutos en 225 mL de agua de peptona al 0,1% (p/v)
(Oxoid Ltd.). Posteriormente se realizaron diluciones decimales empleando el mismo
diluyente. La determinacion de los microorganismos psicrotrofos se llevdo a cabo en la
superficie de agar para recuento en placa (plate count agar, PCA; Oxoid Ltd.) incubado
durante 10 dias a 7° C£1° C. Para la enumeracion de coliformes fecales se sembraron, en
profundidad y por duplicado, las diluciones apropiadas en placas de agar cristal violeta rojo
neutro y sales biliares (violet red bile agar, VRBA; Oxoid Ltd.), con sobrecapa, que fueron
incubadas a 44° C+1° C durante 24 horas. Las placas se incubaron en condiciones de
aerobiosis. El recuento de colonias se realizé en las placas que, tras la incubacion,
presentaban el crecimiento de entre 30 y 300 colonias (siembra en profundidad) o entre 25 y

250 colonias (siembra en superficie).
Aislamiento e identificacion de E. coli

Una vez realizados los recuentos bacterianos, entre una y cinco colonias crecidas en
VRBA se seleccionaron aleatoriamente a partir de cada muestra, se transfirieron a la
superficie de agar triptona de soja (tryptone soy agar, TSA; Oxoid Ltd.) y se incubaron bajo

las mismas condiciones de tiempo y temperatura anteriormente sefialados para este grupo
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microbiano. Una vez obtenidos cultivos puros, éstos se examinaron para determinar su
morfologia y caracteristicas celulares (tincion de Gram) y actividades oxidasa y catalasa.
Las presuntas cepas de E. coli fueron confirmadas mediante el sistema miniaturizado de

identificacion E. coli test (Liofilchem s.r.l., Teramo, ltalia).
Determinacién de la susceptibilidad a antimicrobianos de los aislamientos de E. coli

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos con un total de 60
aislamientos (15 de cada tipo de muestra). Cada cepa procedia de una canal diferente y su
seleccion fue aleatoria. Se llevaron a cabo dos grupos de pruebas. Por un lado, las cepas se
examinaron para un panel de 12 antimicrobianos utilizando la técnica convencional de
difusiéon por disco en agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.), segun los criterios del Clinical and
Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008). Se emplearon los siguientes discos
de antibidticos (Liofilchem s.r.l.): gentamicina (GEN; 10 pg), ampicilina (AMP; 10 png),
amoxicilina-acido clavulanico (AMC; 30 pg), piperacilina-tazobactam (TZP; 110 png),
cefotaxime (CTX; 30 ug), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 25 ng), cloranfenicol (C; 30 ug),
tetraciclina (TE, 30 pg), acido nalidixico (NA; 30 nug), ciprofloxacina (CIP; 5 ug), fosfomicina
(FOS; 200 ng) y nitrofurantoina (F; 300 pg). Las zonas de inhibicion se midieron y las cepas
se clasificaron como susceptibles, de susceptibilidad intermedia o resistentes segun los
criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute -EE.UU.- (CLSI, 2008). Los 60
aislamientos se examinaron también usando el sistema miniaturizado “Sensi Test Gram-
negative” (Liofilchem s.r.l.) (23 antimicrobianos) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En funcién del color de los pocillos tras la incubacion, las cepas se clasificaron
como susceptibles, de susceptibilidad intermedia o resistentes. Las cepas de susceptibilidad
intermedia se consideraron conjuntamente con las resistentes stricto sensu (Cardinale et al.,
2005). Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se usaron como
cepas de referencia para el control de los discos de antibidticos. Un aislamiento se
considerd multi-resistente cuando mostraba resistencia o susceptibilidad intermedia a dos o

mas antimicrobianos (Capita et al., 2007).
Andlisis estadistico

Los recuentos microbianos se transformaron en log+g ufc/cm? de piel, calculandose las

medias y desviaciones estandar. Los datos se evaluaron mediante técnicas de analisis de
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varianza (ANOVA) y la prueba de rango multiplo de Duncan. La prevalencia de cepas
resistentes se comparé mediante las pruebas de Fisher y Chi-cuadrado. La prueba de
Mann-Whitney U se realiz6 para comparar el numero medio de antimicrobianos al que las
cepas fueron resistentes. Las diferencias significativas se establecieron para un nivel de
probabilidad del 5% (P<0,05). Las pruebas se realizaron con el programa estadistico

Statistica® 6.0 (Statsoft Ltd., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).

La evaluacién del sistema miniaturizado se realizé mediante el calculo de la
sensibilidad, especificidad, eficiencia y valor predictivo. Las definiciones y calculos de estos
valores se muestran en la Figura IV.1. Puesto que la verdadera susceptibilidad de las cepas
era desconocida, se consider6 que el método convencional de difusién por disco era el valor
real. Las dos pruebas se compararon mediante el calculo del coeficiente kappa (Capita et

al., 2001).

Método de difusion por disco

+ —_—
Prueba miniaturizada + a b
- c d

a = verdadero positivo, resistencia a antibioticos detectada con ambos métodos (convencional y miniaturizado)

b = falso positivo, resistencia a antibiéticos detectada con el método miniaturizado pero no con el convencional

¢ = falso negativo, resistencia a antibiéticos detectada con el método convencional pero no con el miniaturizado
d = verdadero negativo, resistencia a antibioticos no detectada con ninguno de los dos métodos

e Sensibilidad (capacidad para detectar resistencia a antibidticos) = a/(a+c)
o Especificidad (capacidad para detectar susceptibilidad a antibiéticos) = d/(b+d)
e Eficiencia (probabilidad de que el resultado sea correcto) = (a+d)/(a+b+c+d)
e Valor predictivo:
de una prueba positiva (probabilidad de que un resultado positivo sea correcto) = a/(a+b)
de una prueba negativa (probabilidad de que un resultado negativo sea correcto) = d/(c+d)
o Kappa coefficient = (eficiencia - X)/(1-X)

X = [(a+b/n) (a+c/n) + (c+d/n) (b+d/n)]

Figura IV.1. Definicion y calculo de la sensibilidad, especificidad, eficiencia, valor predictivo y
coeficiente kappa.

150




Resultados Capitulo IV

RESULTADOS

Recuentos microbianos

Las 120 muestras examinadas estaban contaminadas con microorganismos
psicrotrofos, coliformes fecales y E. coli. La Figura IV.2 muestra los recuentos de
psicrotrofos y coliformes fecales en pollo (convencional y organico), pavo y codorniz. Los
niveles de psicrotrofos oscilaron entre 4,87+0,83 logy, ufc/cm? (codorniz) y 6,01+0,38 log1o
ufc/cm? (pavo). De entre los distintos tipos de muestras estudiadas, las canales de pollo de
cria convencional presentaron los mayores (P<0,05) recuentos de coliformes fecales
(2,95+0,48 logo ufc/cm?). El resto de las muestras mostraron niveles similares (P>0,05) de

coliformes fecales, que oscilaron entre 1,71+0,29 (pavo) y 2,19+0,34 (codorniz).
Resistencia a antibiéticos

Se estudio la resistencia a antibiéticos de 60 cepas (15 de cada tipo de muestra)
frente a 12 antibidticos usando la técnica convencional de difusion por disco. Cuatro (6,7%)
aislamientos fueron pan-susceptibles, uno (1,7%) resistente a un compuesto y 55 (91,7%)
mostraron multi-resistencia (resistencia a dos 0 mas antimicrobianos). Se obtuvieron cepas
multi-resistentes frente a dos (3 cepas; 5,0%), tres (7 cepas; 11,7%), cuatro (7 cepas;
11,7%), cinco (14 cepas; 23,4%), seis (10 cepas; 16,7%), siete (7 cepas; 11,7%), ocho (4
cepas; 6,7%) o nueve (3 cepas; 5,0%) antimicrobianos (Tabla 1V.1). Todas las cepas de los
sistemas de produccidon convencionales mostraron resistencia frente a dos o mas
antibioticos diferentes. Por otro lado, en el caso del pollo de cria organica, se observaron
cepas susceptibles a todos los compuestos (26,7%) y resistentes a un compuesto (6,7%).
Se obtuvieron diferencias sustanciales en el nimero de resistencias por cepa entre los
diferentes tipos de aves (Tabla IV.1), con valores medios menores (P<0,05) en pollo

organico (2,53) que en pollo convencional (5,36).
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Los datos son valores medios (desviacion estandar); las medias en la misma grafica que no comparten ninguna letra son significativamente (P<0,05) diferentes.

Figura IV.2. Recuentos microbianos obtenidos en piel de diferentes especies de aves.
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Tabla IV.1. Porcentaje de cepas de E. coli susceptibles, resistentes y multi-resistentes
en cada tipo de muestra.

Tipo de Numero de antibidticos a los que las cepas fueron resistentes Numero medio de

muestra resistencias por
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 cepa

Pollo 13,3 13,3 40,0 20,0 13,3 5,20+1,47°

convencional

Pollo 26,7 6,7 13,3 20,0 20,0 6,7 6,7 2,53+2,10°

orgéanico

Pavo 6,7 13,3 6,7 20,0 26,7 13,3 6,7 6,7 5,47+1,92%¢

convencional

Codorniz 6,7 26,7 20,0 26,7 6,7 13,3 6,40+1,50°
convencional

Media 6,7 1,7 5,0 1,7 11,7 234 16,7 117 6,7 5,0 4,90+2,25

Se examinaron un total de 60 cepas (15 en cada tipo de muestra). Los numeros medios de resistencias por cepa

que no comparten ninguna letra (superindice) son significativamente diferentes (P<0,05).

La resistencia al acido nalidixico (85,0% de las cepas), ampicilina (75,0%),
ciprofloxacina (73,3%) y tetraciclina (61,7%) fue el hallazgo mas comun, seguido por la
resistencia a amoxicilina-acido clavulanico y sulfametoxazol-trimetoprim (45%). Las cepas
aisladas de carne de pollo organica mostraron los menores valores de resistencia a estos
cuatro compuestos (diferencias significativas para el acido nalidixico y la ciprofloxacina). Se
obtuvo una baja prevalencia de resistencia (entre el 0,0% y el 10,0% de las cepas) en el

caso de la fosfomicina, piperacilina-tazobactam y cefotaxime (Tabla IV.2).
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Tabla IV.2. Porcentaje de pruebas positivas (resistencias).

Tipo de muestra

Antimicrobiano Pollo Pollo Pavo Codorniz Media
convencional organico convencional convencional

GEN 40,0%, 0,0°, 13,3, 33,3%%, 21,7
AMP 100,0%, 53,3% 80,07 86,7% 75,004
AMC 73,3%. 20,0 53,3%,, 33,3%,, 45,04
TZP 13,3%, 13,3%, 6,7%, 0,0%, 8,3,

CTX 0,0%, 26,7% 6,7%, 6,7% 10,0,
SXT 33,3%,, 6,7%¢ 60,0 80,0% 45,04
C 20,0, 6,7%¢ 40,0%,. 46,6, 28,3
TE 40,0%, 46,7°, 66,7%°, 93,3°, 61,7ce
NA 1002, 40,0°, 100%, 100%, 85,04
CIP 73,3% 26,7% 100%, 93,37, 73,34
FOS 0,0, 0,0, 0,0, 0,0, 0,0,

F 26,7%%,. 13,3%, 20,0%,¢ 66,7° 31,7y
Media 43,3? 21,1° 45,6° 53,3° 40,8

Gentamicina (GEN; 10 ng), ampicilina (AMP; 10 ng), amoxicilina-acido clavulanico (AMC; 30 ng), piperacilina-
tazobactam (TZP; 110 ng), cefotaxime (CTX; 30 ng), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 25 pg), cloranfenicol (C;
30 pg), tetraciclina (TE, 30 pg), acido nalidixico (NA; 30 ng), ciprofloxacina (CIP; 5 ug), fosfomicina (FOS; 200
ug) y nitrofurantoina (F; 300 pg). Los valores medios en la misma fila que no comparten ninguna letra
(superindice) son significativamente diferentes (P<0,05). Los valores medios en la misma columna que no

comparten ninguna letra (subindice) son significativamente diferentes (P<0,05).

Comparacion de métodos para determinar la susceptibilidad a antibiéticos de E. coli

Se examinaron sesenta cepas de E. coli frente a nueve antimicrobianos (gentamicina,
amoxicilina-acido clavulanico, piperacilina-tazobactam, cefotaxime, sulfametoxazol-
trimetoprim, acido nalidixico, ciprofloxacina, fosfomicina y nitrafurantoina) usando tanto el
método convencional de difusion por disco como el método miniaturizado. La Tabla I1V.3

muestra la sensibilidad, especificidad y eficiencia del sistema miniaturizado “Sensi Test
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Gram-negative”, su valor predictivo para una prueba positiva y negativa, respectivamente, y
el coeficiente kappa (concordancia). EI método de difusion por disco se empled como
método de referencia. La sensibilidad media del método “Sensi test Gram negative” fue
71,52%. Se observaron valores bajos (<50%) de sensibilidad para amoxicilina-acido
clavulanico, piperacilina-tazobactam, cefotaxime, fosfomicina y nitrafurantoina. La
especificidad media (capacidad para identificar las cepas susceptibles) fue del 97,60%. La
capacidad del sistema miniaturizado para detectar la susceptibilidad a antibiéticos fue del
100% para la amoxicilina-acido clavulanico, piperacilina-tazobactam, cefotaxime,
sulfametoxazol-trimetoprim, ciprofloxacina y fosfomicina. La gentamicina (97,89%), acido
nalidixico (90%) y nitrofurantoina (86%) mostraron una sensibilidad también elevada. La
eficiencia media del sistema miniaturizado fue del 89,63%, con los valores mas bajos
observados en el caso de los compuestos amoxicilina-acido clavulanico (81,67%),
ciprofloxacina (73,33%) y nitrofurantoina (76,67 %). El valor predictivo para los tests positivos
fue elevado (290%) para todos los antimicrobianos con la excepcion de la nitrofurantoina
(30%). El valor predictivo para los tests negativos oscil6 entre el 52,94% (ciprofloxacina) y el
98,30% (cefotaxime y fosfomicina). Los valores kappa oscilaron entre el 0,16

(nitrofurantoina) y el 0,97 (sulfametoxazol-trimetoprim), con un valor medio de 0,74.
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Tabla IV.3. Evaluacion del sistema miniaturizado (Sensi Test Gram-negative) para la

determinacion de la susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de E. coli.

Sensibilidad Especificidad Eficiencia  Valor predictivo (%)  Coeficiente

(%) (%) (%) kappa
ANTIMICROBIANO pruebas pruebas
positivas  negativas
GEN 69,23 97,87 91,67 90,00 92,00 0,73
AMC 31,25 100 81,67 100 80,00 0,40
TZP 25,00 100 95,00 100 94,92 0,39
CTX 50,00 100 98,33 100 98,30 0,66
SXT 96,15 100 98,33 100 97,14 0,97
NA 94,00 90,00 93,33 97,92 75,00 0,78
CIP 61,90 100 73,33 100 52,94 0,49
FOS 50,00 100 98,33 100 98,30 0,66
F 30,00 86,00 76,67 30,00 86,00 0,16
Todos los 71,52 97,60 89,63 92,91 88,62 0,74
antibioticos

Gentamicina (GEN; 10 ng), amoxicilina-acido clavulanico (AMC; 30 pg), piperacilina-tazobactam
(TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 ug), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT; 25 ng), acido nalidixico
(NA; 30 ng), ciprofloxacina (CIP; 5 ug), fosfomicina (FOS; 200 pg) y nitrofurantoina (F; 300 ug).
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DISCUSION

Recuentos microbianos

Los microorganismos psicrotrofos, predominantes en la carne refrigerada de ave, son
habitualmente empleados para conocer la verdadera carga microbiolégica de las canales a
la vez que para proporcionar una estimacién de la calidad higiénica de la carne (Alvarez-
Astorga et al., 2002). Desde un punto de vista legislativo, no hay criterios microbiologicos
establecidos especificamente para carne de ave por lo que respecta los recuentos de
microorganismos psicrotrofos. EI Reglamento (EC) 2073/2005 hace referencia a los niveles
de recuentos de microorganismos totales en carne picada y preparados de carne, que debe
estar entre 5,70 y 6,70 logs, ufc/g. Estos valores son similares a los de los niveles
orientativos establecidos por Pascual-Anderson (1992) en Espafia (5 logso ufc/g). Los
resultados del presente estudio (de 4,87+0,83 a 6,01+0,38 log1o ufc/cmz) encajan en los
criterios anteriormente mencionados y son similares a los observados con anterioridad en
carnes de pollo y pavo (Colmegna et al., 2009; Guevara-Franco et al., 2010). Si bien muchos
articulos recogen el nivel de contaminacién en carne de pollo y pavo en establecimientos de
venta al publico en diferentes partes del mundo, hay muy poca informacién publicada en
relacidon con la calidad microbiolégica de la carne de codorniz. En un estudio llevado a cabo
con carne de codorniz de caza, El-Dengawy y Nassar (2001) observaron niveles de
psicrotrofos de 3,60 log+ ufc/g, un valor inferior que los recuentos obtenidos en la presente

Tesis Doctoral.

Los recuentos de coliformes fecales en el presente estudio (entre 1,71+0,29 y
2,95+0,48 logyo ufc/cm?) son similares a los niveles de coliformes encontrados por otros
autores en canales de ave (Capita et al.,, 2002; Colmegna et al., 2009; El-Dengawy y
Nassar, 2001; Fliss et al., 1991; |zat et al., 1989; Mead et al., 1993). Debe sehnalarse, no
obstante, que la mayoria de los autores consultados usan una temperatura de incubacion
inferior (35-37° C; coliformes totales) que la empleada en el presente trabajo (44° C+1° C;

coliformes fecales).

No se obtuvieron diferencias sustanciales (aunque en algunos casos fueron
significativas) entre tipos de muestras por lo que respecta a los niveles de microorganismos

psicrotrofos o de coliformes. Este hallazgo no es coincidente con los resultados de Miranda
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et al. (2008), quienes pusieron de manifiesto que los recuentos microbianos son diferentes
dependiendo del tipo de sistema de produccion animal considerado. Asi, estos autores
observaron que los recuentos eran superiores en carne de pavo convencional que en carne
de pollo (organica o convencional), cuyos procedimientos de manejo implican menor uso de

antimicrobianos que en cria convencional de pavo.

E. coli es un contaminante habitual de los alimentos de origen animal, como
consecuencia de la presencia de estos microorganismos en el ambiente y en las heces. En
el presente estudio, todas las muestras estaban contaminadas con E. coli. Estos resultados
estan en consonancia con los de Soufi et al. (2011), que recuperaron E. coli a partir de todas
las muestras de ave examinadas en Tunez. De manera similar, en trabajos llevados a cabo
previamente por nuestro grupo de investigacion se ha observado una prevalencia del 93,3%
en canales de pollo en Esparia (Capita et al., 2002). Por otro lado, una prevalencia de E. coli
sustancialmente inferior fue obtenida por Schroeder et al. (2003) en carne adquirida en
establecimientos comerciales de los EE.UU.: 39% en canales de pollo y 12% en pechugas
de pavo. La prevalencia de este microorganismo encontrada por otros autores ha sido 67%

en muestras de ave (Bulte y Reuter, 1989) y 74,5% en carne picada (Vorster et al., 1994).
Resistencia a antibidticos

Como se ha comentado con anterioridad, hay una preocupacién creciente en relacion
con el riesgo que supone para la salud humana la presencia de bacterias resistentes a
antibiodticos en animales de abasto y en alimentos de origen animal. Los alimentos
contaminados con bacterias resistentes a antibiéticos (incluso las no patdégenas) suponen un
problema en el ambito de la Salud Publica, pues existe la posibilidad de que los genes que
codifican resistencia a antibiéticos estén presentes en elementos genéticos moéviles que

pueden transferirse a bacterias de importancia en medicina humana.

La determinacién de la susceptibilidad a antibiéticos mediante la técnica de difusion
por disco indicé que la mayoria (91,6%) de las cepas de E. coli eran multi-resistentes
(resistentes a dos o mas antimicrobianos). En este sentido, estudios publicados con
anterioridad han puesto de manifiesto que la mayoria de las cepas de E. coli aisladas de
carne de mamiferos y aves son multi-resistentes (Jasson et al., 2009; Miranda et al., 2008;

Schroeder et al., 2004; Song et al., 2008; Soufi et al., 2011; Van et al., 2008).
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En el presente estudio, las cepas de E. coli mostraron una prevalencia considerable de
resistencia a ampicilina, tetraciclina, acido nalidixico, ciprofloxacina, amoxicilina-acido
clavulanico y sulfametoxazol-trimetoprim, hecho que indica que los aislamientos de E. coli
de carne de ave podrian ser un reservorio de resistencia a antibioticos. Estos resultados
concuerdan con los hallazgos de varios estudios previos, que ponen de manifiesto que la
resistencia a tetraciclina, penicilinas, quinolonas y sulfamidas es comun en cepas
bacterianas aisladas de las aves (Jasson et al., 2009; Lei et al., 2010; Miranda et al., 2008;
Schroeder et al., 2003, 2004; Song et al., 2008; Soufi et al., 2011; Van et al., 2008). Los
compuestos sefalados se encuentran también entre los principales antibiéticos a los que las
cepas de E. coli aisladas de infecciones humanas y de animales productores de alimentos

en Espana son resistentes (Oteo et al., 2002, 2005; Saenz et al., 2001).

La elevada prevalencia de resistencia a la ampicilina, tetraciclina y ciprofloxacina,
compuesto estrechamente relacionado con la enrofloxacina, observada en este estudio
podria ser debido al hecho de que durante los ultimos afnos estos antimicrobianos han sido
comunmente usados como agentes profilacticos y terapéuticos en animales productores de
alimentos en Espana. El uso de compuestos antimicrobianos en animales de granja ejerce
una presion selectiva que favorece la propagacion de bacterias resistentes a antibidticos

(Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Un hecho destacable fueron las elevadas tasas de resistencia observadas en las cepas
de E. coli para el acido nalidixico (85,0%) y la ciprofloxacina (73,3%). Las fluoroquinolonas
son antibidticos de gran importancia para el tratamiento de las infecciones graves por E. coli
en seres humanos, de forma que es especialmente importante la monitorizacién continuada
para detectar la emergencia de fenotipos resistentes a fluoroquinolonas (Van et al., 2008).
En Espana, la resistencia de E. coli de origen clinico humano a las fluoroquinolonas ha sido
escasa durante afos, hasta que el uso de estos compuestos aumento a partir de 1990. En el
momento actual, la resistencia a la ciprofloxacina en cepas de E. coli de origen humano
excede el 20%, encontrandose entre las resistencias mas frecuentes en Europa (Oteo et al.,
2005). La resistencia de E. coli a la ciprofloxacina es también frecuente en los animales
productores de alimentos. Saenz et al. (2001) observaron mayores porcentaje de resistencia
a la ciprofloxacina en cepas de E. coli de heces de pollos broiler (38%) que en heces de

cerdo (3%), mascotas, ganado vacuno y caballos (0%). Estos autores sefialan que la
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elevada prevalencia de E. coli resistente a ciprofloxacina en pollos broiler es un reflejo de un
mayor uso de quinolonas en pollos que en cerdos u otros animales. Las cefalosporinas son
los antimicrobianos de primera eleccion para tratar las infecciones bacterianas humanas (Lei
et al., 2010). El bajo porcentaje de cepas resistentes a este compuesto observado en el

presente estudio es un resultado satisfactorio.

Nuestros resultados ponen de manifiesto claramente que E. coli es un microorganismo
muy prevalente en carne de ave, tanto procedente de sistemas de produccién organicos
como convencionales. Sin embargo, las tasas de resistencia a antimicrobianos varian de
forma importante entre tipos de sistemas de produccion. Las cepas de E. coli procedentes
de pollos de cria convencional, pavos y codornices presentaron una mayor prevalencia de
resistencia a antibiéticos que las cepas procedentes de animales de produccion organica.
Puesto que los antimicrobianos son compuestos de amplio uso en los sistemas de
produccion intensiva (Capita et al., 2007), no es en absoluto sorprendente la elevada tasa de
resistencias a estos compuestos obtenida en cepas de E. coli procedentes de las granjas de
produccién convencional. Sin embargo, y a pesar de lo sefalado, es sorprendente la
elevada prevalencia de cepas de E. coli multi-resistentes observada en carne de ave
convencional en este estudio, teniendo en cuenta que no todos los antimicrobianos a los que
las cepas de E. coli fueron resistentes se emplean en producciéon de carne de ave intensiva
en Espafa. Recientemente, diferentes fenotipos de multi-resistencia se han asociado con
grandes plasmidos transferibles, los cuales pueden portar elementos méviles de ADN (por
ejemplo integrones) que a menudo contienen genes de resistencia a antibiéticos que pueden
transferirse y expresarse de forma conjunta en una nueva bacteria. Asi, la resistencia a
antibioticos no usados de forma rutinaria en medicina tiene implicaciones potenciales para la
salud humana a través de la co-seleccion de resistencia a antibioticos de eleccion (Capita y
Alonso-Calleja, 2013; Schroeder et al., 2004). Los fenémenos de co-seleccién son de gran
relevancia, ya que contribuyen a la persistencia masiva de cepas multi-resistentes (Martins
da Costa et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que los clones resistentes a antibiéticos
son estables y capaces de persistir en las explotaciones después de varias rotaciones,
incluso si no ha habido presion selectiva en la granja durante largos periodos de tiempo
(Song et al., 2008). Asi, se ha sugerido que la tasa de resistencia a antimicrobianos en una

explotacion no esta directamente relacionada con las cantidades de antimicrobianos usadas

160



Discusién Capitulo IV

(Luangtongkum et al., 2006). Recientemente, Martins da Costa et al. (2011) estudiaron el
impacto del uso de antimicrobianos en pollos broiler sobre la prevalencia de resistencia a
antibidticos en E. coli, encontrando que el empleo de antimicrobianos en pienso
(enrofloxacina, gentamicina o amoxicilina) provocaba la aparicion de nuevos fenotipos de
resistencia que continuaban existiendo una vez finalizado el periodo de exposicién a los
compuestos. Segun estos autores, el cambio en el perfil de resistencia podria explicarse por
la gran capacidad de E. coli para intercambiar genes de resistencia, y podria también ser
debido a cambios en la estructura de la comunidad (proliferacion selectiva de fenotipos no

detectados previamente).

Smith et al. (2007) encontraron también que la exposicidon sucesiva a antimicrobianos
creaba una resistencia estable, de forma que las cepas resistentes pueden competir con las
cepas susceptibles incluso en la ausencia de los efectos selectivos de los antimicrobianos.
Se ha puesto de manifiesto también que aplicaciones sucesivas de antimicrobianos pueden
tener un efecto acumulativo, aumentando la prevalencia de cepas multi-resistentes y
aumentando su persistencia con cada aplicacion sucesiva (Martins da Costa et al., 2011).
Esta hipotesis esta sustentada en el hecho de que en este estudio se han encontrado cepas
de E. coli resistentes al cloranfenicol y a la furazolidona, a pesar de que estos compuestos
no se emplean en produccién animal en Espana (Anexo IV de la Directiva del Consejo
2377/90). Ademas, ninguno de los aislamientos resistentes mostrd resistencia Unica al
cloranfenicol o a la nitrofurantoina, hecho que sugiere una co-seleccion debida al uso de
alguno de los antimicrobianos (ampicilina, tetraciclina, ciprofloxacina) que estaban
generalmente asociados con el cloranfenicol o la nitrofurantoina en los patrones de

resistencia observados.

La relativamente elevada prevalencia de resistencia a ampicilina, tetraciclina y
quinolonas observada en las cepas de E. coli procedentes de aves de cria organica en el
presente estudio es un resultado sorprendente. Una posible explicacién a este hecho radica
en que, tal y como se ha indicado en los parrafos precedentes, los patrones de multi-
resistencia pueden encontrarse incluso en ausencia de presion selectiva (Martins da Costa
et al., 2011). Teniendo en cuenta que estos compuestos (ampicilina, tetraciclina,
ciprofloxacina) se han usado en las granjas de pollo en Espafia como agentes terapéuticos

durante largos periodos de tiempo (Capita et al.,, 2007), es posible que E. coli haya
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evolucionado hasta adquirir resistencia a estos compuestos, permitiendo la amplia
distribucion de cepas resistentes en reservorios animales independientemente del tipo de
sistema productivo. Segun Apajalahti et al. (2004), la dieta y el ambiente pueden modificar la
microbiota de las aves directamente, aportando microorganismos, o indirectamente al
modificar los mecanismos de defensa de las aves. Una prevalencia considerable de cepas
resistentes a antibidticos en las bacterias procedentes de sistemas de produccion organica

ha sido encontrada también por otros autores (Cui et al. 2005; Luangtongkum et al., 2006).

Comparacion de métodos para determinar la susceptibilidad a antibiéticos de E. coli

Los sistemas disponibles comercialmente para determinar la susceptibilidad a
antimicrobianos son interesantes para el trabajo rutinario de laboratorio, al permitir
monitorizar los patrones de resistencia a antibiéticos con mayor rapidez. Dada la importancia
de E. coli como indicador de resistencia a antibiéticos, es deseable contar con sistemas que
permitan la deteccion rapida y precisa de las resistencias a antimicrobianos en este
microorganismo. El presente trabajo representa el primer estudio comparativo entre el
método convencional de difusion por disco y el sistema miniaturizado “Sensi Test Gram-
negative” para la determinacion de los patrones de resistencia a antibidticos de aislamientos

de E. coli de carne de ave.

Puesto que el verdadero caracter de la cepa (resistente o susceptible) era desconocido,
la evaluacion del sistema miniaturizado se llevé a cabo comparando el funcionamiento del

método comercial con el del método convencional de difusién por disco.

El coeficiente kappa en el presente estudio oscilé entre 0,16 (nitrofurantoina) y 0,97
(sulfametoxazol-trimetoprim). Un valor de 1 indica una concordancia perfecta, mientras que
un valor de 0 pone de manifiesto ausencia de concordancia o una concordancia que podria
explicarse Unicamente por azar. El coeficiente kappa es un parametro atil cuando se
compara una prueba nueva con una prueba estandar cuando no hay informacion disponible
sobre la sensibilidad y especificidad del test clasico (Capita et al., 2001). Segun escalas
comunmente aceptadas (Landis y Koch, 1977), el método convencional de difusién por disco
y el sistema miniaturizado disponible comercialmente Sensi Test mostraron una
concordancia casi perfecta (kappa>0,80) en el caso de sulfametoxazol-trimetoprim

(coeficiente kappa de 0,97). La concordancia fue sustancial (coeficiente kappa de 0,61 a
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0,80) para la gentamicina (kappa 0,73), fosfomicina (kappa 0,66), cefotaxime (kappa 0,66) y
acido nalidixico (kappa 0,78). Para el resto de los antimicrobianos se obtuvo un coeficiente
kappa moderado (de 0,41 a 0,60; amoxicilina-acido clavulanico, ciprofloxacina), medio (de
0,21 a 0,40; piperacilina-tazobactam) o reducido (de 0,01 a 0,20; nitrofurantoina). De
acuerdo a la escala sefalada, la concordancia media obtenida entre el método convencional

de difusién por disco y el método miniaturizado fue sustancial (coeficiente kappa de 0,74).

La mayoria de las discrepancias observadas entre los dos métodos fueron debidas a
aislamientos resistentes segun el método de difusién por disco pero susceptibles en base al
método miniaturizado (falsos negativos). Esto ocurrié para la gentamicina (4 cepas),
amoxicilina-acido  clavulanico (11), piperacilina-tazobactam (3), fosfomicina (1),
nitrofurantoina (7), cefotaxime (1), acido nalidixico (3), ciprofloxacina (16) y sulfametoxazol-
trimetoprim (1). Por otro lado, se detectaron falsos positivos (resistencia detectada usando el
sistema miniaturizado pero no con método el convencional) solo para la gentamicina (una
cepa), acido nalidixico (7 cepas) y nitrofurantoina (una cepa). De hecho, el método
comercializado puede subestimar la resistencia a varios antimicrobianos dada su
relativamente baja sensibilidad (Tabla 1V.3). Teniendo en cuenta el hecho de que es mas
importante la capacidad de un método de antibiotipia para identificar la resistencia a un
compuesto que para identificar la susceptibilidad (Luber et al., 2003), los resultados del
presente estudio sugieren que el método “Sensi Test Gram-negative” puede ser poco fiable
para predecir la resistencia a varios antimicrobianos en aislamientos de E. coli de carne de

ave.
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PRIMERA. Los resultados de este trabajo sugieren que las estrategias implementadas en
los ultimos afios en la Union Europea para reducir la prevalencia de Salmonella en las
manadas y en la carne de aves han sido efectivas. Sin embargo, la presencia en carne de
pollo de venta al por menor de serotipos y fagotipos de Salmonella frecuentemente
asociados con casos de salmonelosis humana constituye una amenaza para la Salud
Publica. El aumento significativo en la prevalencia de resistencia a antibiéticos producido

entre 1993 y 2006 es también un motivo de preocupacion.

SEGUNDA. Si bien todos los descontaminantes tuvieron un efecto bactericida vy
bacteriostatico sobre la microbiota de la carne de ave, la exposicién a dichos compuestos
incrementé durante el almacenamiento la prevalencia de resistencia a antibidticos,
respecto a las muestras no tratadas, en las poblaciones de Escherichia coli presentes de
forma natural en la superficie de la carne. La capacidad de las cepas con resistencia
intrinseca para multiplicarse a lo largo del tiempo a expensas de las cepas sensibles y la
adquisicion de genes de resistencia (favorecida probablemente por el estrés que suponen
los tratamientos descontaminantes), podrian ser las causas de este aumento de la

prevalencia de resistencia a antibiéticos en la carne descontaminada.

TERCERA. La carga microbiana de la cdscara de huevos de mesa vari6é sustancialmente
entre sistemas de produccién, presentando los huevos procedentes de explotaciones
domésticas los mayores porcentajes de muestras sucias, los mayores niveles de
contaminacién para la mayoria de los grupos microbianos y la mayor prevalencia de E.
coli. La influencia del sistema de produccién en el grado de contaminacién fue poco

marcada en el caso de la carne.

CUARTA. Se observo una relacion entre resistencia a antibioticos y sistema de produccion.
Asi, la prevalencia de resistencia a antibiéticos fue mayor en la carne y en los huevos
procedentes de aves de sistemas convencionales de alojamiento que en las de cria
organica o doméstica. Estos hallazgos podrian ser consecuencia de un menor o nulo
empleo de antibidticos en estos sistemas de produccién. Se sugiere que, puesto que las
bacterias resistentes que emergen como consecuencia del empleo de antibidticos

perduran en los alimentos durante mas tiempo que los residuos de antibidticos, la
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monitorizacién de las bacterias resistentes en la carne o en los huevos podria ser una
medida adecuada para detectar el uso de antibiéticos en las explotaciones avicolas y

poner de manifiesto su uso fraudulento en produccioén organica.

QUINTA. Se ha observado resistencia a algunos antibiéticos cuyo empleo esta prohibido
desde hace afos en produccién animal. Este hecho sugiere la presencia de mecanismos
de resistencia cruzada o co-resistencia y pone de manifiesto que los genes de resistencia
a un compuesto pueden ser capaces de transmitirse y persistir incluso en ausencia de
presién selectiva, perdurando en la microbiota de las aves durante largos periodos de

tiempo.

SEXTA. En comparacién con el método convencional de difusion por disco, el sistema
miniaturizado “Sensi Test Gram-negative” es sencillo y puede proporcionar resultados en
poco tiempo. Sin embargo, este sistema presenta algunas limitaciones en relacién con el
rango de compuestos antimicrobianos que pueden ser ensayados. Se ha observado una
concordancia sustancial entre el método convencional de difusion por disco y el método
miniaturizado a la hora de poner de manifiesto las resistencias a antibidticos de E. coli.
Sin embargo, su limitada capacidad para detectar la resistencia de E. coli a varios
antibidticos (elevado porcentaje de falsos negativos) podria limitar su uso rutinario con

esta finalidad.

SEPTIMA. Los elevados niveles de resistencia observados, incluyendo resistencia a
compuestos de importancia clinica, sugieren que los aislamientos de Salmonella y E. coli
procedentes de productos avicolas son reservorios de genes de resistencia a antibioticos,
hecho que supone un riesgo potencial para los consumidores. Estos resultados enfatizan
la necesidad de aplicar estrategias encaminadas a reducir la presencia de bacterias
resistentes en los alimentos de origen avicola y minimizar asi la probabilidad de
transferencia horizontal de genes de resistencia a lo largo de la cadena alimentaria.
Puesto que la contaminacién fecal de la carne y de los huevos de ave es inevitable, deben
destinarse esfuerzos para educar a los consumidores en practicas correctas de higiene
con el fin de reducir el riesgo asociado a la transmision de resistencia a antibidticos a
través de los alimentos, evitando el consumo de carne de ave y huevos poco cocinados,

asi como la contaminacion cruzada.
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Salmonella enterica itidis and 193 for S. Typhimurium) detected are among the main types responsible for human salmonellosis
Poultry in Spain. All strains were multi-resistant (resistant to 3-13 antimicrobials). The average number of resis-
Prevalence tances per strain increased (P<0.05) from 3.98 in 1993 to 5.00 in 2006. An increase in the incidence of resis-

Antimicrobial resistance tance was observed between 1993 and 2006 for cephalothin (P<0.01), enrofloxacin (P<0.001) and
Spain tetracycline (P<0.01). The decreases in the prevalence of Salmonella between 1993 and 2006 suggest that
the mandatory measures introduced over the last decade in the European Union to reduce the incidence of
Salmonella in poultry have apparently been successful. However, the increase in antibiotic resistance rates
is of concern and constitutes a threat to public health. Because the data in this study demonstrated that chick-
en in North-Western Spain is a potential source of antibiotic-resistant Salmonella strains, the need of consum-

er education on good sanitary practices is highlighted.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Salmonella enterica is a leading cause of human gastroenteritis in
both developed and developing countries, causing millions of
human and animal illnesses and significant economic losses world-
wide. In the European Union, the reported incidence of Salmonella in-
fections in 2009 was 23.7 per 100,000 people, with a total of 108,614
confirmed cases, this being the second most often reported zoonotic
disease in humans, following campylobacteriosis (EFSA, 2011).
There are several routes for contracting salmonellosis, but the con-
sumption of contaminated foods is by far the most frequent cause of
human infections (Lestari et al., 2009). During 2009, Salmonella was
responsible for 1722 outbreaks of food-based infection (31.0% of all
reported food-borne outbreaks and 33.2% of all verified outbreaks)
in the EU, remaining the most commonly recognized causative
agent in the food-borne outbreaks reported. S. enterica serotype
Enteritidis and Salmonella Typhimurium were the predominant sero-
types associated with these infections (59.6% and 15.7% of the out-
breaks, respectively) (EFSA, 2011).
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Industrial food animal production methods and slaughterhouse
practices may increase the spread of Salmonella among food-
producing animals. In primary production, conditions exist which fa-
cilitate the spread of bacteria, such as high density of animals. More-
over, in modern slaughterhouses the rapid rate of production keeps
the animals in close proximity to each other throughout processing,
leading the transfer of bacteria from carcass to carcass (Capita et al.,
2007). Thus, foods of animal origin, especially poultry and meat, are
the major vehicles for the transmission of human salmonellosis due
to cross-contamination events or inadequate cooking (Capita et al.,
2007). According to the 2009 RASFF (Rapid Alert System for Food
and Feed) annual report, Salmonella is the most frequently notified
micro-organism, notifications relating to poultry (approximately 70)
and to red meat (50) being the commonest (European Commission,
2010). Taking into consideration the high prevalence of Salmonella
on poultry, control programmes have been implemented in the EU
in recent years for flocks of Gallus gallus (including breeder, layer
and broiler flocks) (EFSA, 2011).

During the past few decades, there has been growing public health
concern over the worldwide emergence of antibiotic-resistant strains
of a number of pathogenic bacteria, including Salmonella (Capita and
Alonso-Calleja, in press). Although most cases of human salmonello-
sis are self-limiting and typically resolved in five to seven days with-
out antimicrobial treatment, antibiotic therapy (e.g. ciprofloxacin in
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adults and ceftriaxone in children) may be necessary for severe cases,
extra-intestinal disease or immune-compromised patients (Berrang
et al.,, 2009). In this scenario, Salmonella strains that are resistant to
antimicrobials are especially threatening because they may compro-
mise the effective treatment of human salmonellosis. People infected
with antibiotic-resistant strains are more likely to suffer an adverse
health event such as prolonged illness, increased severity of illness,
hospitalization or death than those infected with susceptible strains
(Cook et al., 2009).

Monitoring of antimicrobial resistance is essential for providing
information on the magnitude of, and trends in, resistance, and to
plan and monitor the effect of targeted interventions. In the European
Union, Member States are obliged to monitor and report antimicrobi-
al resistance in Salmonella and Campylobacter from animals and food
(EFSA, 2010). However, limited information about the prevalence
and antimicrobial susceptibility of Salmonella isolates from retail
poultry is currently available in North-Western Spain, and it would
appear that no reports have been drawn up that compare data
obtained from the same establishments over several years. Hence,
this study was conducted to: 1) determine the prevalence, serotypes
and phage types of Salmonella on retail poultry in North-Western
Spain, 2) investigate the resistance profiles of Salmonella isolates to
antibiotics currently used in veterinary and human therapy and 3)
compare the prevalence, the types and the antibiotic resistance pro-
files observed in 1993 and 2006.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

A total of 226 chicken samples, consisting of skin of carcasses and
cuts (legs, wings, necks and breasts) from conventionally-reared
poultry were analyzed in 1993 (73 samples) and in 2006 (153).
Each sample proceeded from a different bird. Samples in both 1993
and 2006 were purchased from the same ten retail stores in the Prov-
ince of Le6n in North-Western Spain, and belonged to three different
brands (each brand preceded from a different slaughterhouse). The
number of samples taken in each retail outlet ranged from 6 to 8 in
1993 and from 14 to 16 in 2006. Samples were transported to the lab-
oratory in individual bags in an ice chest, being stored at 3+ 1 °C for
no longer than 1 h before mixing with enrichment broth.

2.2. Isolation procedure

Poultry samples were analyzed for Salmonella according to the
1S0-6579-1993 standards. Samples of skin (totalling 25 g) were ho-
mogenized in a Masticator (IUL, Barcelona, Spain) with 225 ml of
buffered peptone water (Oxoid Ltd., Hampshire, England) for pre-
enrichment. In the case of wings and necks each sample was consti-
tuted for two or more pieces in the same lot (package), in order to ob-
tain 25 g of skin. After incubation at 37 °C for 24 h, 0.1 ml was
transferred to 10 ml of selective Rappaport-Vassiliadis broth (Oxoid
Ltd.) and incubated for 24 h at 42 °C. A loopful of broth culture was
streaked on Rambach agar (Merck, Darmstadt, Germany), Xylose ly-
sine desoxycholate agar (XLD, Oxoid Ltd.) and Hektoen enteric agar
(Oxoid Ltd.) and incubated at 37 °C for 24 to 48 h. Presumptive Sal-
monella colonies were identified on the basis of Gram stain, catalase
reaction, oxidase reaction and oxidation/fermentation of glucose. Ba-
cilli that were Gram negative, catalase positive, oxidase negative and
capable of oxidation and fermentation of glucose were inoculated
onto microtubes of API 20E strips (bioMérieux, Marcy L'Etoile,
France) in accordance with the manufacturer's instructions. The bac-
teria were identified using the database API LAB Plus version 3.2.2.
(bioMérieux). One Salmonella isolate from each positive sample was
typed by means of the tests listed below.

Salmonella strains were kept frozen at — 20 °C after re-suspension
in tryptic soy broth (Oxoid Ltd.) (TSB) with 20% (v/v) glycerol. Sero-
typing, phage typing and assessment of antibiotic susceptibility tests
were performed in 2006 for all strains.

2.3. Serotyping and phage typing

Assignment to serotypes and phage types (only Salmonella Enter-
itidis and S. Typhimurium strains were phage typed) was carried out
at the “Laboratorio Nacional de Referencia para Salmonella y Shigella
de Espafia” (LNRSSE) at the Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda,
Madrid, Spain.

2.4. Assessment of antimicrobial susceptibility

Isolates were screened for susceptibility to a panel of 15 antimi-
crobials on Mueller-Hinton agar (Oxoid Ltd.) by the disk diffusion
method, as described by the National Committee for Clinical and Lab-
oratory Standards (CLSI, 2002; NCCLS, 2000). The following disks
(Oxoid) were used: gentamicin (GEN; 10 pg), streptomycin (STR;
10 pg), neomycin (N; 10 pg), rifampicin (RD; 5 pg), ampicillin (AMP;
10 pg), amoxicillin-clavulanic-acid (AMC; 30 pg), cephalothin (CF;
30 pg), sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg), erythromycin
(E; 15 pg), chloramphenicol (C; 30 pg), enrofloxacin (ENR; 5 pg), cip-
rofloxacin (CIP; 5 pg), nalidixic acid (NA; 30 pg), tetracycline (TE;
30 pg) and furazolidone (FR; 50 pg). The inhibition zones were mea-
sured and scored as sensitive, intermediate susceptibility and resis-
tant according to the NCCLS guidelines. Isolates of intermediate
susceptibility were counted together with the isolates that were re-
sistant stricto sensu (Cardinale et al., 2005). Escherichia coli ATCC
25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were used as reference
strains for antibiotic disk control. An isolate was defined as resistant if
it was resistant to one or more of the agents tested, whereas isolates
resistant to two or more antimicrobials were classified as multi-
resistant (Capita et al., 2007).

2.5. Statistical analysis

The prevalence of Salmonella on poultry and the frequency of
strains resistant to antibiotics were compared by means of the chi-
square and the two-tailed Fisher's exact tests. The Student t-test
was performed to compare the average number of antibiotics to
which the strains were resistant. The tests were carried out using
the Statistica® 6.0 software package (Statsoft Ltd., Tulsa, Oklahoma,
USA).

3. Results
3.1. Prevalence of Salmonella

Of the total of 226 samples analyzed in 1993 and 2006, 59 (22.7%)
were positive for Salmonella spp. at a detection limit of one colony-
forming unit to 25g (1 cfu/25¢g) of skin. Similar prevalence rates
were found among all sample types in both 1993 and 2006. The per-
centage of samples with Salmonella detected significantly (P<0.001)
decreased from 1993 (40 out of 73; 55% of positive samples) to
2006 (19 out of 153; 12.4%).

3.2. Serotypes and phage types

Of the 40 Salmonella isolates in 1993, 28 (70.0%) were identified as
S. enterica serovar Enteritidis and 12 (30.0%) as Salmonella Poona.
Among the 19 samples positive for Salmonella in 2006, 14 (73.7%)
were contaminated with S. Enteritidis, 2 (10.5%) with Salmonella
Infantis, 2 (10.5%) with Salmonella Newport and 1 (5.3%) with S.
Typhimurium. Four phage types (4 and 35 in 1993 and 1 and 14b in
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2006) were identified among the S. Enteritidis isolates. The S. Typhi-
murium strain was assigned to the phage type 193.

3.3. Antimicrobial susceptibility

Antimicrobial susceptibility of 59 S. enterica strains (40 isolated in
1993 and 19 in 2006) from retail poultry samples was determined.
Tables 1 and 2 summarize the resistance patterns to 15 antimicrobials
of the strains isolated in 1993 (9 different patterns) and 2006 (13 pat-
terns). The predominant pattern was resistant to RD/E/NA, which was
shown by 8 strains in 1993 and 5 strains in 2006. All strains tested
showed resistance to the above-mentioned antibiotics. There did
not appear to be any association between antimicrobial resistance
patterns and a particular serotype or phage type.

All strains exhibited multiple resistances to three or more antimi-
crobial drugs. The 40 Salmonella isolates from 1993 were resistant to
3(25.0%), 4 (52.5%) or 5 (22.5%) antibiotics, while strains obtained in
2006 (19) showed resistance to 3 (26.3%), 4 (26.3%), 5 (10.5%), 6
(26.3%), 7 (5.3%), or even 13 (5.3%) different antibiotics (Fig. 1). The
average number of antibiotics to which the strains were resistant
was lower (P<0.05) in 1993 (3.98) than in 2006 (5.00). Of the sero-
types identified in this study, S. Enteritidis showed the lowest average
number of resistances per strain, in both 1993 (3.71) and 2006 (4.64).
Data for other serotypes were 4.58 (S. Poona), 5.5 (S. Infantis), 6.5 (S.
Newport) and 6.0 (S. Typhimurium).

The highest incidence of resistance (P<0.001) in 1993 and 2006
were found for rifampicin, erythromycin and nalidixic acid (100% of
strains). Drug resistance was also found in 1993 for SXT (40%), N
(30%) and STR (27.5%). In 2006, an intermediate incidence of resis-
tance was observed against STR, N, CF, ENR and TE, with between 4
and 8 (from 21.1% to 42.1%) resistant strains. Some strains in 2006
showed resistance to AMC, AMP (10.5%), SXT, C and FR (5.3%)
(Fig. 2). An increase in the incidence of resistance was observed be-
tween 1993 and 2006 for CF (P<0.01), ENR (P<0.001) and TE
(P<0.01). The resistance to SXT fell (P<0.01) from 1993 to 2006.

4. Discussion
4.1. Prevalence of Salmonella

The prevalence of Salmonella in chicken products observed by
other authors, using various chicken parts and different sample
weights, varied between 0 and 100% (Foley et al., 2008; Waldroup,
1996), with generally lower contamination percentages in more de-
veloped countries (Dallal et al., 2010; Galanis et al., 2006). Rates of
Salmonella contamination of poultry similar to those found in the pre-
sent study (22.7%) were reported in South Africa (19% in whole chick-
en carcasses from retail outlets using the non-destructive rinse
method; van Nierop et al, 2005), Morocco (20.83% in chicken

Table 1
Antibiotic resistant profiles of the 40 Salmonella isolates from poultry in 1993.

Serotype/phage type Resistance profile Number of strains

S. Enteritidis/4 RD/E/NA 8
S. Enteritidis/4 STR/RD/E/NA 5
S. Enteritidis/4 N/RD/E/NA 3
S. Enteritidis/4 RD/SXT/E/NA 7
S. Enteritidis/35 RD/SXT/E/NA 5
S. Poona RD/E/NA 2
S. Poona STR/RD/E/NA 1
S. Poona STR/N/RD/E/NA 5
S. Poona N/RD/SXT/E/NA 4

GEN (gentamicin; 10pg), STR (streptomycin; 10pg), N (neomycin; 10ug), RD
(rifampicin; 5 pg), AMP (ampicillin; 10 pg), AMC (amoxicillin-clavulanic acid; 30 pg), CF
(cephalothin; 30 pg), SXT (sulfamethoxazole-trimethoprim; 25 pg), E (erythromycin;
15 pg), C (chloramphenicol; 30 pg), ENR (enrofloxacin; 5 pg), CIP (ciprofloxacin; 5 pg),
NA (nalidixic acid; 30 pg), TE (tetracycline; 30 pg) and FR (furazolidone; 50 pg).

Table 2
Antibiotic resistant profiles of the 19 Salmonella isolates from poultry in 2006.
Serotype/phage Resistance profile Number of
type strains
S. Enteritidis/1 RD/E/NA/TE 1
S. Enteritidis/1 STR/RD/E/NA/TE 1
S. Enteritidis/1 RD/AMP/E/NA 1
S. Enteritidis/1 RD/E/ENR/NA 3
S. Enteritidis/1 STR/N/RD/CF/E/NA 1
S. Enteritidis/1 STR/RD/E/ENR/NA/TE 1
S. Enteritidis/1 STR/N/RD/AMP/AMC/CF/SXT/E/C/ENR/NA/TE/FR 1
S. Enteritidis/14b  RD/E/NA 5
S. Infantis STR/N/RD/E/NA 1
S. Infantis STR/N/RD/E/ENR/NA 1
S. Newport N/RD/CF/E/ENR/NA 1
S. Newport STR/N/RD/CF/E/ENR/NA 1
S. Typhimurium/  N/RD/AMC/CF/E/NA 1
193

For interpretation see Table 1.

carcasses, chicken parts and giblets from retail outlets when analyz-
ing 25¢g of each sample; Abdellah et al., 2009), Louisiana (20.8-
22.0%, conventionally and organically whole chicken carcasses from
retail grocery stores, rinse method; Lestari et al., 2009), Quebec
(21.2%, chicken carcasses from slaughterhouses, rinse method;
Arsenault et al., 2007), Ontario (24%, turkey pieces from retail outlets,
25 g of skin; Cook et al., 2009) and Turkey (29.3%, poultry from deli-
catessens, 25 g of meat; Arslan and Eyi, 2010). In a similar way to
what is reported here, Cook et al. (2009) did not observe significant
differences in prevalence among varying types of turkey pieces
(breasts, wings or legs) in Canada. In retail outlets from Southern
India, Suresh et al. (2011) reported similar prevalences for Salmonella
on various different chicken body parts (using sterile cotton swabs).
On the other hand, Miranda et al. (2009) observed a higher preva-
lence of Salmonella on neck skin than on the rest of the broiler
chicken samples (drumsticks, breasts and wings) collected in su-
permarkets and retail stores in Mexico, and Abdellah et al. (2009)
noted in Morocco higher contamination rates among chicken parts
than on chicken carcasses.

A decrease in the prevalence of Salmonella on poultry between
1993 and 2006 was observed in the present study. Taking into ac-
count that the incidence of Salmonella on poultry may be a reflection
of the incidence of this micro-organism at the farms from which the
chickens emanated (Rodrigo et al., 2006), the relatively low contam-
ination rates found here could be due to a combination of various fac-
tors. Firstly, over recent years producers in Spain have been
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Fig. 1. Distribution of the Salmonella strains isolated from poultry according to the
number of antibiotics to which they were resistant.
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vaccinating certain flocks (e.g. broiler-breeding and laying flocks)
against Salmonella. Moreover, a compulsory slaughter and compensa-
tion policy was introduced in Spain, as well as in other European
Union countries, for commercial breeding and laying flocks infected
with S. Enteritidis or S. Typhimurium (Capita et al., 2007; EFSA,
2011). Legislation also requires traceability and surveillance of
breeders and hatcheries, as well as details of bird movements. The in-
troduction of mandatory systems based on Hazard Analysis and Crit-
ical Control Points (HACCP) into EU poultry processing plants during
the 1990s (Anonymous, 1993) may also have played an important
part in the reduction of Salmonella on poultry in the last few years.
Recent publications in the European Union also show a decrease in
the prevalence of Salmonella on poultry as a consequence of recent
mandatory Regulations (Hue et al., 2011).

4.2. Serotypes and phage types

Four out of the five serotypes detected in the present study (S.
Enteritidis, S. Infantis, S. Newport and S. Typhimurium) are in the
top 5 most frequent serotypes associated with human salmonellosis
in Spain (Velasco et al., 2009) and the European Union in the last
years (EFSA, 2011). In the USA, the Centers for Disease Control and
Prevention have reported that S. Enteritidis, S. Typhimurium and S.
Newnport, in this order, are the most prevalent serotypes reported
by public health laboratories (CDC, 2011). This fact confirms the
view that many cases of human salmonellosis may have a poultry-
borne origin, as previously suggested (Capita et al., 2007).

The serotypes of Salmonella detected in the present study are in
agreement with data in the European Union, in which S. Infantis
and S. Enteritidis were reported as the most prevalent serotypes in
broiler carcasses in 2009, with S. Typhimurium reaching fourth
place (EFSA, 2011). S. Enteritidis was the most common serotype
identified in the research being presented here (70% of positive sam-
ples in 1993 and 73.7% in 2006). This serotype was also found to be
the predominant serotype in poultry products in earlier survey stud-
ies, in which poultry meats and eggs have been identified as the
major reservoir of S. Enteritidis (Cardinale et al., 2005; Dogru et al.,
2010; Hernandez et al., 2005). The high prevalence of S. Enteritidis
in poultry reflects the presence of these organisms in the intestinal
tract of live broilers, contaminating carcasses during slaughter and
processing (Capita et al., 2007). This leads to an increase in the prev-
alence of infection in chicken and humans. Thus, data from Asia,
Europe and Latin America have indicated that S. Enteritidis is the
most common serovar among human isolates (EFSA, 2011;
Galanis et al., 2006).

Mathematical models combining epidemiological data with poul-
try flocks biology suggest that Salmonella Gallinarum and Salmonella
Pullorum (responsible for pullorum disease and fowl typhoid, respec-
tively) competitively excluded S. Enteritidis from poultry (Rabsch et al.,
2000). During 1960s and 1970s control measures were implemented to
decrease both avian infections. Therefore, it appears likely that S.
Enteritidis filled an ecologic niche that was created by the decrease
of S. Gallinarum and S. Pullorum in poultry (Foley et al., 2008).

S. Typhimurium strains have a greater ability to cause human sal-
monellosis than other serotypes (Sarwari et al., 2001). Although S.
Typhimurium is widespread, strains from this serotype are frequently
detected in poultry (Arslan and Eyi, 2010; Parveen et al., 2007;
Yildirim et al., 2011). In Spain, S. Typhimurium was the second sero-
type, after S. Enteritidis, in its frequency of detection in human clinical
isolates in 2000-2008 (Martinez et al., 2008).

Several researchers (Abdellah et al., 2009; Cetinkaya et al., 2008;
Cook et al., 2009; Yildirim et al., 2011) have reported the isolation
of S. Infantis and S. Newport from poultry. The isolation of S. Poona
from chicken has been reported by some authors (Dione et al.,
2009). Nevertheless, this serotype is more often associated with
water than with food (Capita et al., 2007).

The phage types of S. Enteritidis (1, 4, 14b and 35) and S. Typhi-
murium (193) identified in the present research are in agreement
with previous findings in poultry (Chung et al., 2004; Ellerbroek et al.,
2010; Valdezate et al., 2007). These phage types are among those
most frequently implicated in human salmonellosis both in Spain
(Echeita et al, 2005a,b; Hernandez et al, 2005) and worldwide
(Anaraki et al., 2005; Gillespie et al., 2005).

4.3. Antimicrobial susceptibility

Salmonella strains were tested for susceptibility to 15 antimicrobi-
al drugs of veterinary and human health significance. It is worthy of
note that numerous strains in the present study showed resistance
to a range of antimicrobial agents. The high incidence of the combina-
tion of resistance to rifampicin, erythromycin and nalidixic acid, ob-
served in all the 59 tested strains, could be indicative of the
presence of gene transfer systems, such as bacterial conjugative plas-
mids or transposable elements, carrying genes conferring resistance
to these antimicrobials (Capita and Alonso-Calleja, in press).

The percentage of multi-resistant S. enterica strains observed in
this study (100%) is far higher than those found in Southern Italy
(2.3% of resistant strains; Nastasi et al., 2000). On the other hand,
high percentages of resistant or multi-resistant strains, similar to
those observed in the research being presented here, have been
reported for poultry in Turkey (100%; Arslan and Eyi, 2010; Dogru
et al., 2010; Yildirim et al., 2011), Spain (100%; Carramifiana et al.,
2004), Brazil (100%; Dias de Oliveira et al, 2005), Nepal (100%;
Shrestha et al., 2010), the USA (92%; Zhao et al., 2005), Mexico
(85.4%; Miranda et al., 2009), China (80%; Yang et al., 2010), Morocco
(75.43%; Abdellah et al., 2009) and Portugal (75%; Antunes et al.,
2003). In a study recently performed in Korea, Hur et al. (2010) ob-
served that all Salmonella isolates from poultry were resistant to at
least one antimicrobial, and many (65.2%) of the strains were resis-
tant to three or more drugs. These findings confirm that poultry is a
major reservoir of multi-resistant Salmonella, and suggest it is difficult
to achieve successful antimicrobial therapy for salmonellosis caused
by strains of poultry origin.

It is known that antimicrobial use in food-producing animals se-
lects for resistance in both pathogens and commensal bacteria
(Capita and Alonso-Calleja, in press). Therefore, the high incidence
of resistant or multi-resistant Salmonella isolates in the work pre-
sented here and in earlier studies may be due to the worldwide over-
use of antimicrobials in different fields. In order to prevent the
generation, selection and dissemination of antimicrobial resistances,
Regulation (EC) No 1831/2003 prohibits the use of antimicrobials
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within the EU as growth-promoters in animal husbandry. From
January 2006 antibiotics may be used only therapeutically or pro-
phylactically. The effect of this ban is as yet unknown (Capita and
Alonso-Calleja, in press). Antibiotics usage for growth promotion
and to increase the rate of weight gain is permitted in the USA,
Canada and much of the rest of the world (Yildirim et al., 2011).

The large number of antibiotics to which the strains were resis-
tant in the present study (it is noteworthy that one strain isolated in
2006 was resistant to 13 drugs) is consistent with the findings of
other authors. Yang et al. (2010) reported that approximately 28%
of chicken isolates were resistant to 9 or more antimicrobials.
Parveen et al. (2007) detected resistance to eight antimicrobials in
two Salmonella isolates from poultry. Shrestha et al. (2010)
reported that high percentages of Salmonella isolates from poultry
in Nepal were resistant to 5 (15.4%), 6 (69.2%), 7 (7.7%) and 8 (5.2%)
antimicrobials. Pan et al. (2010) detected in China two S. Pullorum
strains resistant to 12 antimicrobials. In Korea, Hur et al. (2010)
reported a S. Enteritidis strain isolated from poultry resistant to 15
antimicrobials.

The average number of antibiotics to which the strains were resis-
tant (3.98 in 1993 and 5.00 in 2006) is a result consistent with the fig-
ures from Logue et al. (2003), who found an average of resistance to 4
antimicrobials in Salmonella from poultry in the USA. The increase in
antibiotic resistance observed in 2006 in comparison with 1993 is in
accordance with surveillance data, which showed an increase in over-
all antimicrobial resistance among salmonellae from a range of 20% to
30% in the early 1990s to as high as 70% in some countries in the
2000s (Su et al., 2004).

The fact that S. Typhimurium is among the serotypes showing the
highest average antimicrobial resistances in the present study is a re-
sult consistent with most surveys (Abdellah et al., 2009; Barton,
2000; Berrang et al., 2009; Capita et al., 2007; Hernandez et al.,
2005; Shrestha et al., 2010; Usera et al., 2002). This is an alarming in-
formation because, as previously indicated, S. Typhimurium causes
more serious consequences on human health than most Salmonella se-
rotypes. On the other hand, as demonstrated in Spain (Capita et al.,
2007), England (Jones et al., 2002), Korea (Yang et al, 2002) and
China (Yang et al, 2010), Salmonella serotype Enteritidis was less
prone to developing resistances than other serotypes.

Ampicillin and chloramphenicol have been for decades the drugs
of choice in the treatment of human salmonellosis. Because of in-
creasing resistance to these antimicrobials, the use of fluoroquino-
lones (in adults) and extended spectrum cephalosporins (in
children) has become common (Miranda et al., 2009). In the research
being presented here, only two and one strains were resistant in 2006
to ampicillin and chloramphenicol, respectively. The low rate of resis-
tance to chloramphenicol could be attributed to its non-use in animal
production. Due to the toxicological hazard for human consumers
(carcinogenicity and mutagenicity) provoked by chloramphenicol
and nitrofurans (including furazolidone), a ban on their use in
food-producing animals was imposed in the EU in the mid 1990s.
Both antimicrobials are included in Annex IV of the Council Direc-
tive 2377/90, which establishes a zero tolerance for these drugs in
all foodstuffs of animal origin. It should be pointed out, however,
that despite the fact that these antimicrobials have not been used
on Spanish poultry farms for years, cross-resistance or co-
resistance mechanisms (Capita and Alonso-Calleja, in press) could
be the cause of the resistance observed to both drugs in the present
report and other research (van Duijkeren et al., 2003; Yildirim et al.,
2011). It has long been reported that antibiotic usage alters the an-
tibiotic resistance genes encoded by a microbial community (resis-
tome), and the effects on antimicrobial resistome persist for
decades after the cessation of antibiotic use (Sommer and Dantas,
2011). Thus, genes conferring resistance to chloramphenicol and ni-
trofurans are expected to persist in life stock microbiota after abol-
ishment of the use of both antibiotics (Johnsen et al., 2011).

It is an issue for concern that the resistance observed for cepha-
lothin has increased significantly over the period of time studied,
from 0% of strains in 1993 to 26.3% in 2006. Isolates with decreased
susceptibility to cephalosporins have been previously identified
(Lestari et al., 2009).

The increase in resistance to tetracycline and enrofloxacin ob-
served in the present study between 1993 and 2006 is not surprising
because these drugs have been among the antibiotics most frequently
used therapeutically on poultry farms in Spain (Capita et al., 2007).
Fluoroquinolones were approved in numerous European countries
from the 1980s onwards. In the decades following the licensing of
these drugs, there has been an increasing prevalence of quinolone-
resistant salmonellae, observed in clinical and poultry isolates both
in Spain (Saenz et al., 2001) and worldwide (Dias de Oliveira et al.,
2005; Ellerbroek et al., 2010; Schroeter et al., 2004; Shrestha et al.,
2010; Wilson, 2004). This fact is extremely worrisome, because, as in-
dicated above, fluoroquinolones have long been considered a drug of
choice to treat salmonellosis in human adults when necessary.

As in the present study, resistance to streptomycin, neomycin,
erythromycin, tetracycline, amoxicillin-clavulanic acid, and sulfa-
mides have also been frequently reported in a number of other stud-
ies on poultry products (Arslan and Eyi, 2010; Barton, 2000; Cardinale
et al., 2005; Carramifiana et al., 2004; Dias de Oliveira et al., 2005; Hur
et al,, 2010; Parveen et al., 2007; Shrestha et al., 2010; Usera et al.,
2002; Yildirim et al., 2011). Luckily, no isolates were identified that
were resistant to gentamicin and ciprofloxacin, suggesting that
these are potentially effective treatments for Salmonella infections.
As in this current piece of work, no resistance was observed to
these antimicrobials by Yildirim et al. (2011).

Results in the present work suggest that the strategies implemen-
ted in recent years in the EU for the control of Salmonella in avian
flocks and poultry meat have been satisfactory. However, the pres-
ence on retail chicken of serotypes and phage types of Salmonella as-
sociated with human disease constitutes a threat to public health. The
increase in the incidence of antibiotic resistance between 1993 and
2006 is also a matter for concern. These results suggest the risk of
human salmonellosis if chicken is consumed under-cooked or cross-
contamination during meal preparation occurs. The need to find
strategies to minimize the risk of development and spread of antimi-
crobial resistance is highlighted.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to determine the ability of various decontaminants to increase the
prevalence of resistance to antibiotics in Escherichia coli populations on poultry. Chicken legs were
dipped for 15 min into aqueous solutions (wt/vol) of trisodium phosphate (TSP; 12%), acidified sodium
chlorite (ASC; 1200 ppm), ascorbic acid (AA; 2%) or citric acid (CA; 2%), or tap water (control). Samples
were analyzed immediately after treatment (day 0) and after five days of storage at 7 + 1 °C. A total of
250 E. coli isolates (50 from each group of samples; 25 on day 0 and 25 on day 5) were tested against
twelve antibiotics of clinical significance by means of a standard disc-diffusion technique. A high prev-
alence of resistance to antibiotics was observed for E. coli strains from control samples, with three (6.0%)
isolates sensitive, three (6.0%) resistant to one antibiotic and 44 (88.0%) isolates resistant to two or more
antibiotics. Isolates from control samples had a lower prevalence of resistance than those from treated
samples to ampicillin-sulbactam (P < 0.01, samples treated with TSP), amoxicillin-clavulanic acid
(P < 0.001, ASC, AA and CA), cephotaxime (P < 0.05, TSP), trimethoprim-sulphamethoxazole (P < 0.05,
AA; P < 0.01, CA), tetracycline (P < 0.01, CA), ciprofloxacin (P < 0.001, ASC; P < 0.05, AA; P < 0.01, CA) and
nitrofurantoin (P < 0.01, TSP). These results suggest that the chemical decontaminants tested could favor
the emergence, selection and/or proliferation of antibiotic-resistant strains in microbial populations on

poultry meat.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Red meat and poultry are vectors for pathogenic micro-
organisms. In 2010, a total of 5262 food-borne outbreaks (43,473
cases) were reported in the European Union, with meat and poultry
products being implicated in 20.2% of these (EFSA, 2012). In an
attempt to overcome this risk, solutions of antimicrobials, such as
trisodium phosphate (TSP), acidified sodium chlorite (ASC), or
organic acids can be applied to meat and poultry during the
carcass-dressing process. The effectiveness of decontaminants in
reducing pathogenic and spoilage micro-organisms on foods of
animal origin is well documented (Buncic and Sofos, 2012; Del Rio
et al., 2007a).

Decontamination procedures have been permitted for years
in North America. However, within the European Union (EU)
decontaminants are not permitted for treating red meat or poultry
carcasses, neither parts nor viscera (Buncic and Sofos, 2012). In
recent years, European authorities and scientists have expressed

* Corresponding author. Tel.: +34 987 29 1000x5633; fax: +34 987 44 20 70.
E-mail address: rosa.capita@unileon.es (R. Capita).

0740-0020/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2012.11.011

concern with regard to the use of chemical treatments in meat and
poultry facilities, owing to the possible selection of micro-organisms
with reduced susceptibility to decontaminants when bacteria
encounter sub-optimal concentrations of compounds (EFSA, 2008;
SCHER/SCENIHR, 2008). It has been suggested that decontamination
could allow preferential growth of bacteria having intrinsic or
acquired tolerance, because of the removal of sensitive competitive
micro-biota (Capita and Alonso-Calleja, 2013).

A relationship between tolerance to biocides and resistance to
antibiotics has been suggested. Mechanisms contributing to biocide
tolerance often relate to changes in the permeability of the cell
membrane and to altered activities of membrane-associated efflux
pumps, which are also involved in resistance to antibiotics
(Sheridan et al., 2012). Thus, bacteria that survive biocides are likely
to be resistant to antibiotics (Karatzas et al., 2008). The contribution
of certain biocides, other than decontaminants, to the increased
occurrence of antibiotic-resistant bacteria is supported by current
scientific evidence (SCENIHR, 2009). However, very little is known
about the possible contribution of decontaminants to such a resis-
tance. In the light of the increasing threat to public health from
antibiotic-resistant bacteria, it has been recommended that the
decontamination of meat and poultry should not be allowed in the
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European Union unless it is demonstrated that such techniques are
safe, taking into account the potential pathogenic micro-biota
involved (EFSA, 2008; FVE, 2005).

In two recent studies (Alonso-Hernando et al., 2009a,b) it was
demonstrated that growing Salmonella enterica and Listeria mono-
cytogenes in culture broths containing increasing sub-inhibitory
concentrations of decontaminants led to reduced susceptibilities
to both decontaminants and antibiotics. Moreover, when S. enterica
isolates from poultry were used, a relationship between the
number of antibiotics to which the strains were resistant and their
tolerance of decontaminants was found (Capita, 2007). However,
the effects of decontaminants on the antimicrobial resistance of
bacteria in complex food system, such as red meat or poultry, have
not been investigated.

Escherichia coli is common in the gastrointestinal tracts of
animals and human beings. Although most isolates are non-
pathogenic they are considered to be indicators of faecal contam-
ination of food, and between 10% and 15% of E. coli strains are
pathogenic (Barnes and Gross, 1997). E. coli is regarded as a useful
indicator of antibiotic resistance and plays a prominent role in
many existing surveillance systems for antibiotic resistance in
animals and foodstuffs (SCENIHR, 2009). The main objective of this
research was to investigate whether a single exposure of poultry
tissues to concentrations of decontaminants used in commercial
practice can increase the prevalence of resistance to clinically
important antibiotics in natural E. coli populations. The antimi-
crobial effectiveness of such decontaminants and the antibiotic
resistance profiles in E. coli isolates from poultry were also
determined.

2. Materials and methods
2.1. Poultry samples

Fifty chicken legs were collected from carcasses immediately
after they were eviscerated at a local poultry processing plant. Each
leg was placed in a separate sterile plastic bag and transported to
the laboratory in an ice chest, where samples were stored at
3 4 1 °C for no longer than 5 h before being used.

2.2. Antimicrobial treatments

The chicken legs were randomly divided into five batches, each
containing ten legs. Samples from four batches were individually
dipped for 15 min into 500 mL of sterile solutions (wt/vol) of tri-
sodium phosphate (TSP; Merck, Darmstadt, Germany); 1200 ppm
sodium chlorite (SC; Fluka, Madrid, Spain) acidified (ASC) to pH 2.7
by adding citric acid (Panreac, Barcelona, Spain); 2% ascorbic acid
(AA; Sigma—Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain); and 2% citric acid
(CA; Panreac, Barcelona, Spain). The pH values of the chemical
solutions measured at the time of application were: TSP, 13.06 +
0.08; ASC, 2.70 + 0.01; AA, 2.17 + 0.02; and CA, 2.19 + 0.02. Legs in
the remaining batch were dipped into 500 mL of sterile tap water
(control). The temperature of the solutions was 20 4+ 1 °C. After
treatment, the chicken legs were drained in aseptic conditions on
absorbent paper for 15 min at room temperature (20 £ 1 °C), with
the external side of the legs facing upwards. Thereafter the samples
were placed in individual sterile plastic containers and stored
at7 £1°C

2.3. Microbiological analysis
Samples were evaluated for microbiological quality after 0 and 5

days of storage. On day O the legs were tested immediately after the
dipping treatment had been completed. Each sample was prepared

by excising 5 g of skin with a sterile knife blade. The samples were
placed in a sterile stomacher bag containing 45 mL of sterile buff-
ered peptone water (Oxoid Ltd. Basingstoke, England) and
homogenized (Masticator IUL, Barcelona, Spain) for 2 min. Decimal
dilutions in sterile 0.1% (wt/vol) peptone water (Oxoid) were
prepared from the homogenate. Aerobic plate counts (APC) were
determined on plate count agar (PCA; Oxoid) incubated for 72 h at
30 + 1 °C. For faecal coliform enumeration, duplicate pour plates of
violet red bile agar (VRBA; Oxoid), with overlay, prepared using
1 ml volumes of appropriate dilutions were incubated at
44 °C + 1 °C for 24 h. Plates with between 25 and 250 colonies
(spread-plate technique) or between 30 and 300 colonies (pour
plate technique) were counted, and mean counts were calculated.

2.4. Isolation and identification of E. coli strains

Three to six colonies in VRBA were selected from plates of each
sample, transferred onto tryptone soy agar (TSA; Oxoid) and incu-
bated at 44 + 1 °C for 24 h in order to obtain pure cultures. These
pure cultures were examined for colony and cell morphology, Gram
stain, and oxidase and catalase activities. Presumptive E. coli strains
were inoculated into API 20E strips (bioMérieux, Marcy L'Etoile,
France) in accordance with the manufacturer’s instructions. The
bacteria were identified using the database API LAB Plus version
3.2.2. (bioMérieux). The E. coli strains were kept frozen at —20 °C
after re-suspension in tryptone soy broth (TSB; Oxoid) with 20%
(vol/vol) glycerol.

2.5. Antibiotic susceptibility testing

A total of 250 isolates (25 taken on day 0 and 25 taken on day 5
from each group of samples) were screened, on Mueller—Hinton
agar (Oxoid), for susceptibility to a panel of twelve antibiotics by
the disc-diffusion method as described in the Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) guidelines (CLSI, 2008). The
following discs (Oxoid) were used: gentamicin (GEN; 10 pg),
ampicillin-sulbactam (AMP; 20 ung), amoxicillin-clavulanic acid
(AMC; 30 pg), piperacillin-tazobactam (TZP; 110 pg), cephotaxime
(CTX; 30 pg), trimethoprim-sulphamethoxazole (SXT; 25 pg),
chloramphenicol (C; 30 pg), tetracycline (TE, 30 pg), nalidixic acid
(NA; 30 pg), ciprofloxacin (CIP; 5 pg), phosphomycin (FOS; 200 pg)
and nitrofurantoin (F; 300 pg). The inhibition zones were measured
and scored as showing sensitivity, intermediate susceptibility or
resistance in accordance with the CLSI guidelines. E. coli ATCC
25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were used as refer-
ence strains for antibiotic disc activities. Isolates of intermediate
susceptibility were counted together with the isolates that were
wholly resistant. A strain was considered multi-resistant when it
showed resistance or intermediate susceptibility to two or more
antimicrobials (Alvarez-Fernandez et al., 2013).

2.6. Statistical analysis

Ten replicate chicken legs were sampled for each microbial
group, treatment and sampling day. Replications were performed
on separate days. Microbial counts (cfug~!) were converted to logyg
values, and mean and standard deviations were calculated. Means
were separated using Duncan’s multiple range test. An ANOVA was
performed for the three factors: microbial group (G), type of
treatment (T) and sampling day (D) and their interactions. Also,
ANOVAs for both microbial groups were performed. Hypothesis
tests were conducted to determine whether average microbial
counts were equal for type of treatment and day of storage. The
interactions T x D were also tested. The prevalence of resistant
isolates was compared by means of the two-tailed Fisher’s exact



114 R. Capita et al. / Food Microbiology 34 (2013) 112—117

and Chi-square tests. To compare the average number of antibiotics
to which the isolates were resistant the Mann—Whitney U
(comparisons between treatments in the same sampling day) and
the Wilcoxon (comparisons between days 0 and 5 for the same
treatment) tests were performed. Significance was set at the level
P < 0.05. The tests were carried out using the Statistica® 6.0 soft-
ware package (Statsoft Ltd., Tulsa, Oklahoma, USA).

3. Results
3.1. Microbial counts

The antimicrobials used and the sampling day significantly
(P < 0.001) affected APC and faecal coliform loads. The T x D inter-
actions were also significant (P < 0.001) for both microbial groups.

All antimicrobial solutions significantly reduced (P < 0.05)
initial bacterial loads compared with control samples (Tables 1
and 2). Similar APC were observed on day 0 for all decontamina-
tion treatments. Legs treated with ascorbic acid showed the lowest
initial faecal coliform loads. Microbial counts increased during
storage in all groups of poultry legs. On day 5 of storage, APC were
least on legs treated with TSP or CA, and faecal coliform counts
were least on legs treated with TSP or ASC.

3.2. Antibiotic resistance

The E. coli isolates showed some degree of resistance to between
0 and 10 antibiotics (Table 3). The mean numbers of antibiotics to
which the strains in control (3.76 4+ 2.01) and treated (all treat-
ments taken together) samples (4.23 + 1.94) showed some degree
of resistance were not significantly different (P > 0.05) on day O.
However, after storage for 5 days, the mean number of antibiotics to
which the strains showed resistance was significantly higher
(P < 0.001) in treated (4.68 + 2.16) than in control (3.44 + 1.42)
samples. The mean number of antibiotics to which the strains from
treated samples showed resistance was significantly higher
(P < 0.001) after storage for five days than on day 0.

Fig. 1 shows the percentages of E. coli isolates resistant to each
antibiotic in both control and decontaminated samples. With the
results for all decontaminants considered together, a higher preva-
lence of resistance in E. coli from treated than from control samples
was observed for amoxicillin-clavulanic acid (P < 0.01) on day 0, and
for amoxicillin-clavulanic acid (P < 0.001), trimethoprim-
sulphamethoxazole (P < 0.05) and ciprofloxacin (P < 0.01) on day
5 of storage. When each decontaminant was considered separately,
the prevalence of resistant E. coli was higher on day 0 in treated than
in control samples for ampicillin-sulbactam (P < 0.05, legs treated
with TSP) and amoxicillin-clavulanic acid (P < 0.01, ASC and CA;
P < 0.001, AA). On day 5, higher prevalence of resistant E. coli in

Table 1

Aerobic plate counts (APC; logo cfug™! of skin) recovered from chicken legs dipped
in tap water or in solutions of decontaminants before or after storage for 5 days at
7+1°C

Treatment Storage time (days)

0 5
Control (tap water) 5.66 + 0.92Aa 8.27 + 0.80Ba
Trisodium phosphate (12%) 4.90 + 0.24Ab 7.35 + 0.87Bb
Acidified sodium chlorite (1200 ppm) 4.71 + 0.48Ab 8.05 + 0.51Bac

Ascorbic acid (2%)
Citric acid (2%)

4.75 + 0.64Ab
5.15 + 0.70Ab

7.72 + 0.63Bbc
7.31 + 0.80Bb

Each reported value is the mean + standard deviation of ten determinations.

Data in the same row with no capital letters in common are significantly different
(P < 0.05).

Data in the same column with no lowercase letters in common are significantly
different (P < 0.05).

Table 2
Numbers of fecal coliforms (log;o cfug™! of skin) recovered from chicken legs dipped
in tap water or in solutions of decontaminants before or after storage for 5 days at
7 £ 1°.

Treatment Storage time (days)
0 5
Control (tap water) 3.08 + 0.64Aa 438 4+ 0.78Ba

Trisodium phosphate (12%) 2.07 + 0.69Abc 3.13 + 0.56Bb
Acidified sodium chlorite (1200 ppm) 1.77 + 0.64Abd 3.41 + 0.44Bb
Ascorbic acid (2%) 1.39 + 0.64Ad 4.32 + 0.35Ba
Citric acid (2%) 2.22 + 0.56Ac 4.36 + 0.40Ba

Each reported value is the mean + standard deviation of ten determinations.

Data in the same row with no capital letters in common are significantly different
(P < 0.05).

Data in the same column with no lowercase letters in common are significantly
different (P < 0.05).

treated than control samples was observed for amoxicillin-
clavulanic acid (P < 0.01, ASC; P < 0.001, AA; P < 0.05, CA),
trimethoprim-sulphamethoxazole (P < 0.01, AA; P < 0.05, CA),
tetracycline (P < 0.05, CA), ciprofloxacin (P < 0.001, ASC and CA;
P < 0.05, AA) and nitrofurantoin (P < 0.05, TSP). A greater (P < 0.05)
prevalence of resistance to antibiotics in control than in treated
samples was observed on day 0 for gentamicin (AA and CA).

Because chicken may be consumed after different times of
refrigerated storage, data from both sampling days were combined
to obtain mean values for the prevalence of resistant E. coli. For all
decontaminants together, a higher prevalence of E. coli resistant
to antibiotics in test than in control samples was observed
for amoxicillin-clavulanic acid (P < 0.001), trimethoprim-
sulphamethoxazole (P < 0.05) and ciprofloxacin (P < 0.01). For
individual treatments, isolates from control samples showed
a lower prevalence of resistance than those in treated samples
with respect of ampicillin-sulbactam (P < 0.01, samples treated
with TSP), amoxicillin-clavulanic acid (P < 0.001, ASC, AA and CA),
cephotaxime (P < 0.05, TSP), trimethoprim-sulphamethoxazole
(P < 0.05, AA; P < 0.01, CA), tetracycline (P < 0.01, CA), cipro-
floxacin (P < 0.001, ASC; P < 0.05, AA; P < 0.01, CA) and nitro-
furantoin (P < 0.01; TSP).

The increase in the prevalence of resistance in isolates from
treated samples as compared with isolates from control samples
was a consequence of marked differences in the diameter of inhi-
bition zones, scored as “sensitive” (control samples) and “inter-
mediately sensitive” or “resistant” (treated samples), in accordance
with the guidelines used. Moreover, in some cases, the diameter of
the inhibition zones in isolates from treated samples decreased
relative to the isolates from control samples, even though both
groups of strains were classified in the same group (“sensitive” or
“resistant”).

The prevalence of resistance in E. coli isolates from control
samples was similar (P > 0.05) on days 0 and 5 of storage for all the
antibiotics tested. However, for isolates from treated samples (all
treatments considered together) a greater frequency of resistance
to antibiotics for isolates recovered on day 5 than on day 0 was
observed for TZP (P < 0.001), C(P < 0.001) and CIP (P < 0.01). When
the effect of each decontaminant was considered separately, the
prevalence of resistance to antibiotics increased during storage for
TZP (P < 0.05, samples treated with TSP and ASC), C (P < 0.01, ASC)
and CIP (P < 0.05, CA).

4. Discussion
4.1. Microbial counts

The present study extends previous findings about the effects of
TSP, ASC and organic acids on the microbial contaminants of
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Table 3

Number (percentage) of sensitive, resistant and multi-resistant Escherichia coli isolates from groups of chicken legs treated with antimicrobial® solutions and not-stored or

stored for 5 daysat 7 + 1 °C.

Storage time Treatment Number of antibiotics to which the strains were resistant Mean number

(days) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 per strain

0 Control 2(8) 2(8) 2(8) 5 (20) 5 (20) 2(8) 6 (24) 1(4) 3.76 + 2.01%,
TSP 9(36) 1(4) 1(4) 1(4) 6(24) 4(16) 1(4) 2(8) 3.80 + 2.48%,
ASC 6 (24) 10 (40 4(16)  2(8) 3(12) 444 + 129,
AA 2(8) 1(4) 2(8) 4(16 10(40)  6(24) 448 + 1482,
CA 4(16)  1(4) 1(4) 5(20 6(24) 5(20) 3(12) 420 + 2297,

5 Control 1(4) 1(4) 3(12) 8(32) 7(28 3(12) 2(8) 3.44 + 1.42°,
TSP 5 (20) 3(12 4(16 6 (24) 5(20) 1(4) 1(4) 4.64 + 2.64%
ASC 3(12) 7 (28 7(28)  3(12)  3(12) 2(8) 5.16 + 1.65%,
AA 1(4) 3(12) 2(8) 3(12) 5(20 3(12)  4(16)  2(8) 1(4) 1(4) 432+ 250,
CA 6 (24) 3 (12 9(36)  5(20) 2(8) 4.60 + 1.78%,

A total of 250 strains (25 in each group of samples) were tested. The average numbers of resistances per strain on the same day (different treatments) with no letters in
common (superscript), are significantly different (P < 0.05). The average numbers of resistances per strain within the same treatment (day 0 versus day 5) with no letters in

common (subscript), are significantly different (P < 0.05).

2 Antimicrobials are TSP, 12% trisodium phosphate; ASC, 1200 ppm acidified sodium chlorite; AA, 2% ascorbic acid; and CA, 2% citric acid.

poultry carcasses, which shows that use of the decontaminants
tested reduced bacterial loads both initially and on chill stored
product (Del Rio et al., 2007b; Loretz et al., 2010). The findings of
this study are comparable with a previous report (Del Rio et al.,
2007a), which identified CA and TSP as the antimicrobials most
effective against Gram-positive bacteria, and ASC and TSP as the
most effective against Gram-negative bacteria. Ascorbic acid alone
has apparently not previously been tested as a decontaminant of
poultry carcasses.

4.2. Antimicrobial resistance

Concerns about drug resistance in bacteria isolated from farm
animals and from foods of animal origin have been growing for
a number of years and have been raised at both national and
international levels. Food-borne pathogenic bacteria that are
resistant to clinically important antibiotics can cause problems for
treatment of people contracting infections caused by them.
Morbidity and mortality in infections by antibiotic-resistant
bacteria are therefore considerably higher than those caused by
bacteria sensitive to antibiotics (Capita and Alonso-Calleja, 2013).
Moreover, antibiotic-resistant bacteria (including bacteria that are
not pathogenic) may provide a reservoir of resistance genes which
can be transferred to bacteria of clinical significance for humans
(Nijsten et al., 1994).

In this study, the majority of E. coli isolated from control samples
were resistant to two or more antimicrobials. These findings are
similar to those of others (Alvarez-Fernandez et al., 2013). The
relatively high prevalence of resistance to AMC, SXT, TE, NA and CIP
found in this study agrees with the findings from several previous
studies, and could be related with the widespread use of these
antibiotics in poultry production in a number of countries around
the world, including Spain (Alvarez-Fernindez et al., 2012; Sienz
et al., 2001). The very high rates of resistance to CIP in E. coli
isolates are of note, because fluoroquinolones are critically impor-
tant for treating serious E. coli infections in humans (Van et al., 2008).

Bacteria on poultry carcasses may be exposed to sub-lethal
concentrations of biocides because of inadequate distribution or
doses of the chemicals, or excessive amounts of organic matter,
which can inactivate biocides (Alonso-Hernando et al., 2009a), in
the dipping tank. Sub-lethal concentrations may also occur in
selected niches on the poultry skin. It has been demonstrated
that bacteria may be retained mechanically in ridges, crevices,
channels and feather follicles of poultry skin (Capita et al., 2002). It
is difficult for chemical compounds to reach the bacteria attached
to, or entrapped in, these sites. Sub-lethal concentrations of

decontaminants could provide selective pressure for the selection
and proliferation of strains resistant to these compounds, and cross
resistance to antibiotics. It is thus to be expected that E. coli pop-
ulations on poultry held in refrigerated storage will be very
heterogeneous and comprise strains with intrinsic or acquired
reduced susceptibility to a range of antimicrobials, including anti-
biotics. This state of affairs might explain the results of the present
study, in which the highest prevalence of resistance to antibiotics
was observed for isolates recovered from treated samples, both on
day 0 and, especially, after 5 days of storage. Previous laboratory
studies have also shown that use of different decontaminants can
select for antibiotic-resistant bacteria, particularly when exposure
to sub-optimal concentrations is either prolonged or repeated
(SCENIHR, 2009).

The increase in the prevalence of resistance to the antibiotics
AMS, AMC, CTX, SXT, TE, CIP and F in E. coli populations after
decontaminant treatments is of concern, because these antibiotics
are among the drugs of choice for treating human infections
(Alonso-Hernando et al., 2012; Finch et al.,, 2010). The greater
prevalence of resistance in control samples than in samples treated
with AA or CA observed on day O for gentamicin is in agreement
with the report of Cottell et al. (2009), who observed that biocide-
tolerant E. coli strains showed a decreased susceptibility to five
aminoglycoside antibiotics. These authors suggested loss of plas-
mids encoding aminoglycoside tolerance, or changes to the outer
membrane, might explain the relationship between biocide toler-
ance and aminoglycoside hypersusceptibility in E. coli.

No substantial differences were found between decontaminants
in respect of their potentiality to increase the prevalence of resis-
tance to antibiotics in E. coli populations on poultry. These results
are not in agreement with previous findings in culture broth
(Alonso-Hernando et al., 2009b; Whitehead et al., 2011), in which it
was suggested that the potential to increase antibiotic resistance
varies among biocides. The differences between studies would be
probably due to the different microbial groups and growth media
(culture broth or poultry meat) used.

Our results suggest that extended use of chemicals may have
a substantial effect on antibiotic resistance among E. coli pop-
ulations on poultry, but additional research would be needed to
verify these findings. There is a need for further studies to reveal
the mechanisms of increase of resistance, and to determine the
contributions of different types of decontaminants and conditions
of treatment to the emergence of antibiotic resistance in several
microbial populations on poultry, in order to prevent or minimize
the selection of bacteria for resistance to antibiotics. Even though
minor differences were found in the mean numbers of antibiotics to
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Fig. 1. Percentages of antibiotic-resistant E. coli isolates from chicken legs dipped in tap water (control) or in solutions of chemical decontaminants and stored for 5 days at 7 + 1 °C.
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which strains in control and treated samples showed resistance
(about one drug difference), the increase in the prevalence of
resistance after decontamination is a matter for concern because
drugs of choice for treating human infections were affected. Addi-
tional studies should also be performed to determine if increases in
the mean number of antibiotics to which isolates from treated
samples are resistant are of clinical significance.
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ABSTRACT

Microbial counts (aerobic bacteria, psychrotrophs, Enterobacteriaceae, coliforms, Pseudomonas spp., Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp., and molds and yeasts) were obtained for the shells of 240 table eggs in northwestern Spain. Eggs from six
sources (40 samples in each) were analyzed: chicken eggs from five different housing systems (conventional battery cages, barn,
free range, organic, and domestic breeding) and quail eggs (cages). A total of 120 Escherichia coli strains (20 from each source)
were tested by the disk diffusion method for resistance to 12 antimicrobial drugs of veterinary and human health significance.
Aerobic plate counts ranged from 1.96 + 1.0 (barn) to 3.69 + 0.7 (domestic) log CFU/cm?. Counts for most microbial groups
differed significantly between sources. Eggs from domestic production had the highest contamination loads (P < 0.05) for
aerobic bacteria, Enterococcus spp., and molds and yeasts and the highest prevalence of E. coli. Twenty-three E. coli isolates
(19.17%) were susceptible to all antimicrobials tested, and 80.83% were resistant to one (22.50%) or more (58.33%)
antimicrobials. The housing system had a significant influence (P < 0.05) on the average resistance per strain, with the highest
resistance in conventional cage (2.85) and barn (3.10) systems followed by free range (1.55) and quail (1.95). Eggs from organic
(1.00) and domestic (0.75) production systems had the lowest resistance per strain. The highest prevalence of resistance was
observed for the groups of antimicrobials more frequently used on poultry farms. Our results suggest that a relationship exists
between the prevalence of antimicrobial resistance in E. coli strains and the more frequent use of antimicrobials in conventional
(cage, barn, and free range) than in domestic and organic chicken housing systems. Education covering good sanitary practices

for handling eggs to avoid cross-contamination or inadequate cooking is needed.

Escherichia coli is one of the common microorganisms
of the gastrointestinal tract of animals and human beings.
Although most isolates are nonpathogenic and are consid-
ered merely indicators of fecal contamination in food, 10 to
15% of E. coli strains are opportunistic and pathogenic (7).
E. coli and Enterococcus spp. also are considered indicators
of antibiotic resistance (37).

Serious concerns about bacterial resistance to drugs
have been increasing at both national and international
levels (9). Antimicrobial resistance has been defined as a
global pandemic (/8), one of the major global public health
threats, and one of the major health challenges of the 21st
century (40). The widespread use (especially overuse or
misuse) of antimicrobials in humans and animals often is
involved in the emergence, selection, and dissemination of
multidrug-resistant bacterial strains. A link between the
agricultural use of antibiotics and the emergence of drug-
resistant bacterial strains causing human infections has been
suggested, and many resistant bacteria have been isolated
from food samples in recent years (8). Antibiotic resistance

* Author for correspondence. Tel: 34 987 291000, Ext 5633; Fax: 34 987
442070; E-mail: carlos.alonso.calleja@unileon.es.

among Salmonella, Campylobacter, E. coli, and Enterococ-
cus isolates from animals and foodstuffs is monitored in the
European Union (20). However, few published studies have
included information on antimicrobial resistance in bacteria,
particularly E. coli, recovered from eggshells (37).

The European Union is the second highest producer of
table eggs, following China, with more than 6.5 million tons
and an average consumption of 235 eggs per capita (36). In
recent years, several different methods and systems for
producing eggs have evolved and have been addressed by
European Council Directive 1999/74/EC (22), Council
Regulation (EEC) No 2092/91 (21), Council Regulation
(EC) No 1804/1999 (23), and Commission Regulation (EC)
No 2295/2003 (19). These systems differ in how the birds
are housed, fed, and managed. Hens can be confined in
battery cages, which are small enclosures with welded wire
mesh sloping floors. In barn systems, the layers are kept on
litter, and the birds have freedom to move around within the
poultry house, whereas in free-range systems the layers also
have access to an outdoor run. In organic (ecological)
production facilities, hens must be free range and must be
ranged on organic land. In contrast to conventional
production of poultry, where antimicrobial agents are
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TABLE 1. Culture media and techniques, incubation times, and temperatures used for microbiological analysis

Incubation
Microorganism Culture medium Culture technique Temp (°C) Time (h)
Aerobic bacteria Plate count agar Spread plate (0.1 ml) 30 72
Psychrotrophs Plate count agar Pour plate (1 ml) 7 240
Enterobacteriaceae Violet red bile glucose agar Pour plate (1 ml) (plates were overlaid) 35 24
Fecal coliforms Violet red bile agar Pour plate (1 ml) (plates were overlaid) 44 24
Pseudomonas spp. Pseudomonas agar with cephaloridine, Spread plate (0.1 ml) 25 24
fucidin, and cetrimide
Enterococcus spp. Kanamycin aesculin azide agar Pour plate (1 ml) 42 24
Staphylococcus spp. Baird-Parker agar Spread plate (0.1 ml) 35 48
Yeasts and molds Oxytetracycline glucose yeast extract agar Spread plate (0.1 ml) 25 120

widely used for treatment, control, and prevention of
diseases, organic production practice involves restricted
use of antimicrobials. In addition to being subjected to strict
rules regarding the use of antimicrobials, organic birds must
be given only organically produced feed and supplements.

Consumption in the European Union by type of eggs is
75% from conventional cages, 14% from barns, 9% from
free range, and 2% from organic production (36).
Domestically produced eggs from small family holdings
frequently are sold in Spanish traditional local markets.
Thus, consumers face a broad range of products at very
different prices but without any real information about
specific qualities. European Council Directive 1999/74/EC
(22) imposes a full ban that took effect on 1 January 2012
on the housing of laying birds in conventional battery cages,
which are considered poor for poultry welfare.

Because high numbers of microorganisms on the
eggshell can increase the risk of microbial penetration of
the eggshell, contamination of the egg content, and of cross-
contamination of other eggs, the microbial load on eggshells
is an issue of concern (28). To date, information on the
microbiological contamination of the shells of eggs in
northwestern Spain has been unavailable, and no investiga-
tions have been undertaken to determine the level of
resistance to commonly used antimicrobial agents by
bacteria present on table eggs. This study was therefore
conducted to determine the microbial loads on the shells of
chicken and quail eggs collected at retail outlets in
northwestern Spain and to gather information about the
antimicrobial resistance of E. coli isolates from eggshells.
The influence of housing systems (conventional cage, barn,
free range, organic, and domestic breeding) on microbial
counts and bacterial drug resistance was assessed for
chicken eggs.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection. Fifty samples of commercial grade A
chicken eggs (size L (/9)) and 10 samples of quail eggs were
collected from October 2008 to September 2009 in different
supermarkets in the Province of Ledn in northwestern Spain 5 days
before their expiration dates. Each sample consisted of 12 eggs
from the same batch (one boxed dozen). Quail eggs were from
conventional cage systems, and the chicken eggs came from five
different housing systems: conventional battery cages, barn, free
range, organic, and domestic production. Eggs were collected

based on the code numbers stamped on the packages (0 for organic
production, 1 for free range, 2 for barn, and 3 for cage systems).
Eggs from small family holdings were purchased in traditional
local markets within the week in which the eggs were laid. Five
brands (two samples for each brand) of quail eggs and chicken
eggs were tested for all housing systems. Four eggs were randomly
selected and tested individually in each sample. Thus, a total of 240
eggs were studied. On arrival in the laboratory, the eggs were kept
at 4 + 1°C and analyzed within 24 h of purchase.

Microbial counts. To recover bacteria, individual eggshells
(after removal of egg content) were placed in a mortar of sterile
porcelain and crushed for 1 min. The contents of the mortar were
placed in a plastic bag with 66 ml (chicken eggs) or 22 ml (quail
eggs) of buffered peptone water (Oxoid Ltd., Hampshire, UK), and
homogenized (Masticator IUL, Barcelona, Spain) for 2 min.
Previous experiments revealed that the average surface areas of
chicken and quail eggs were 66 and 22 cm?, respectively. Details
of the culture media (all from Oxoid) and incubation parameters
used are shown in Table 1. Duplicate culture plates were incubated
under aerobic conditions. Eggshell dirt (e.g., feces, dust, egg yolk,
egg white, feathers, and blood) was evaluated visually. To detect
cracked eggs, eggs were examined visually using candle light.

Isolation and identification of E. coli. Once the bacterial
counts were determined, one to four colonies on violet red bile agar
(VRBA) were selected for each egg sample, transferred onto
tryptone soy agar (Oxoid), and incubated under the same time and
temperature conditions as used for isolation, to obtain pure
cultures. The pure cultures were evaluated preliminarily for their
colony and cell morphology, Gram staining, and oxidase and
catalase activities. Presumptive E. coli strains were confirmed on
the basis of the presence of beta-glucuronidase (ability to
hydrolyze 4-methylumbelliferyl-beta-p-glucuronide), beta-galacto-
sidase (ability to hydrolyze ortho-nitrophenyl-beta-p-galactopyr-
anoside), and tryptophanase (ability to produce indole from
tryptophan) using the E. coli test (Liofilchem s.r.l., Teramo, Italy).

Determination of the antimicrobial sensitivity of E. coli
isolates. A total of 120 isolates (20 from each housing system)
were used for antimicrobial susceptibility testing. Isolates were
screened for susceptibility to a panel of 12 antibiotics on Mueller-
Hinton agar (Oxoid) by a disk diffusion method as described by the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (/3). The
following disks (Liofilchem) were used: gentamicin (CN; 10 pg),
ampicillin-sulbactam (AMS; 20 pg), amoxicillin—clavulanic acid
(AUG; 30 pg), piperacillin-tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime
(CTX; 30 pg), sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg),
chloramphenicol (C; 30 pg), ciprofloxacin (CIP; 5 pg), nalidixic
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TABLE 3. Sensitive, resistant, and multiresistant patterns in Escherichia coli strains isolated from the shells of eggs collected from retail

outlets in northwestern Spain

No. of Chicken eggs
antimicrobials Quail eggs
to which eggs Conventional Barn Free range Organic Domestic production (conventional
were resistant cage (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) cage) (n = 20)  Mean (n = 120)
0 1(5)aa 1 (5)Aaa 1(5)aa 6@30)Ba 14 (70) c a 0@0)aa 23 (19.17) a
1 0@0)aa 0@0)aa 945 BDb 8 (40) B a 2 (10) ac b 8 (40)B b 27 (22.50) a
=2 19 95)ab 19 95) A b 10 (50) B b 6 (30) BC a 4(20)chb 12 (60) B b 70 (58.33) b

“ Values are the number (percentage) of E. coli isolates. Within a row, means with no uppercase letters in common are significantly

different (P < 0.05). Within a column, means with no lowercase letters in common are significantly different (P < 0.05).

contaminated with aerobic bacteria, Pseudomonas spp., and
S. aureus (Table 2).

Of the 240 samples tested, 45% were positive for E.
coli, with a range of 20% (conventional cages) to 85%
(domestic production). Barn, free-range, and organic
chicken eggs and quail eggs had E. coli prevalences of
80, 25, 35, and 25%, respectively.

A total of 42 (17.5%) of 240 eggs analyzed had dirt on
the shell. None of the conventional cage, free-range, or
organic eggs had dirt, whereas 10, 15, and 80% of barn,
quail, and domestic eggs, respectively, had dirt. Intact shells
(without cracks) were confirmed for all eggs sampled.

Antimicrobial resistance. A total of 120 E. coli strains
(20 from each type of housing system) were analyzed.
Twenty-three (19.17%) of these isolates were susceptible to
all antimicrobials tested, 27 (22.50%) were resistant to one
antimicrobial, and 70 (58.33%) were multiresistant (resis-
tant to two or more antimicrobials) (Table 3). Resistance to
two (21 strains; 17.50%), three (43 strains; 35.83%), four (4
strains; 3.33%), and five (2 strains; 1.67%) antimicrobials

was observed among multiresistant strains. The highest
frequency (P < 0.05) of multiresistance (95% strains) was
observed in isolates from conventional cage and barn
systems. The highest frequency (P < 0.05) of sensitive
strains was detected in eggs from domestic (70%) and
organic (30%) production.

The mean number of antimicrobials to which each
strain type was resistant differed among housing systems,
with the highest (P < 0.001) resistance observed in
conventional cage (2.85 antimicrobials) and barn (3.10
antimicrobials) systems and the lowest in free-range (1.55
antimicrobials), organic (1.00 antimicrobials), and domestic
(0.75 antimicrobials) production. Chicken eggs (all produc-
tion types) and quail eggs had a similar (P > 0.05) mean
number of antimicrobials to which each strain type was
resistant: 1.85 and 1.95 antimicrobials, respectively.

The highest prevalence of resistance was observed for
TE (60.83% of strains tested) and AUG (51.67%), followed
by SXT (27.50%), and F and FOS (17.50%). Low
prevalence of resistance (from 0.83 to 2.50% of strains)
was detected for the rest of antimicrobials tested (Table 4).

TABLE 4. Frequency of resistance to antimicrobial agents among Escherichia coli isolates from the shells of eggs collected from retail

outlets in northwestern Spain®

Chicken eggs

Quail eggs
Conventional Barn Free range Organic Domestic production (conventional Mean
Dmgh cage (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) cage) (n = 20) (n = 120)
CN 0@0)aa 2(10)aa 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 2 (1.67) a
AMS 00)aa 00)aa 00)aa 315 aa 00)aa 0@0)aa 3(2.50) a
AUG 18 (90) A b 18 (90) A b 7 (35) BC b 4(20)Ba 4(20)Ba 11 (55) ac b 62 (51.67) b
TZP 0@0)aa 2 (10) A a 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 2 (1.67) a
CTX 0@ aa 1(5)aa 0@O)aa 0@O)aa 0@ aa 0@ aa 1 (0.83) a
SXT 1785 A b 10 (50) B ¢ 19 ca 3(15)ca 2(10)ca 0@ ca 33 (27.50) ¢
C 0@0)aa 3(15)Aaa 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 0@0)aa 3(250)a
CIP 0@ aa 0@0)aa 0@O)aa 0@O)aa 1(5)aa 0 (0) aa 1 (0.83) a
NA 0@0)aa 1(5)aa 0@)aa 0@0)aa 1(5)aa 0@0)aa 2 (1.67) a
TE 19 (95) A b 18 (90) ABb 14 (70) B C 0@0)ca 4(20)ca 18 (90) aB d 73 (60.83) b
F 3(15) aa 4 (20) aB a 9 (45) B bc 0@O)aa 1(5)aa 4 (20) aB ¢ 21 (17.5)d
FOS 0@0)aa 3(15)Aaa 0@0)aa 10 (50) B b 2(10)Aa a 6 (30) aB bc 21 (17.50) d

“ Values are the number (percentage) of E. coli isolates resistant. Within a row, means with no uppercase letters in common are
significantly different (P < 0.05). Within a column, means with no lowercase letters in common are significantly different (P < 0.05).
b Drugs tested were gentamicin (CN; 10 pg), ampicillin-sulbactam (AMS; 20 pg), amoxicillin—clavulanic acid (AUG; 30 pg), piperacillin-
tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 pg), sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg), chloramphenicol (C; 30 pg),
ciprofloxacin (CIP; 5 pg), nalidixic acid (NA; 30 pg), tetracycline (TE; 30 pg), nitrofurantoin (F; 300 pg), and phosphomycin (FOS;

200 pg).
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TABLE 5. Resistance patterns among resistant and multiresistant
Escherichia coli isolates from eggshells®

Resistance pattern No. of strains

CN, AUG, TZP, CTX, FOS
AUG, SXT, CIP, NA, TE
AUG, C, TE, FOS

AUG, TZP, NA, TE
AUG, TE, F, FOS

CN, AUG, TE

AUG, SXT, TE

AUG, TE, FOS

AUG, SXT

AUG, TE

TE, F

TE, FOS

AMS

AUG

SXT

C

TE

F

FOS

—_ = N =

— —_
0 = N O

WO W == b W o

—_

“ Drugs tested were gentamicin (CN; 10 pg), ampicillin-sulbactam
(AMS; 20 pg), amoxicillin—clavulanic acid (AUG; 30 png),
piperacillin-tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 pg),
sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg), chloramphenicol
(C; 30 pg), ciprofloxacin (CIP; 5 pg), nalidixic acid (NA; 30 ug),
tetracycline (TE; 30 pg), nitrofurantoin (F; 300 pg), and
phosphomycin (FOS; 200 pg).

Table 5 shows the antimicrobial resistance patterns
among E. coli isolates. The most common patterns were
AUG, SXT, TE (30 strains; 25%), AUG, TE, FOS (12
strains; 10%), TE, F (10 strains; 8.33%), and F (10 strains;
8.33%). The remaining 35 resistant or multiresistant strains
had 16 different patterns.

DISCUSSION

Microbial counts. With the exception of eggs from
domestic production (3.69 + 0.7 log CFU/cm2), APCs in
the present study were lower than reported values of 2.61 to
5 log CFU per eggshell (6, 16, 27, 39). However, most
reports refer to initial eggshell contamination, whereas the
samples in the present study were analyzed after several
days of retail display. Storage of table eggs, whether
temporarily refrigerated or not, resulted in a significant
decrease in bacterial eggshell contamination (/5). The
method used for the recovery of bacteria from the eggshell
could also be partially responsible for the lower counts
obtained in the present study. De Reu et al. (/4) found that
washing of intact eggs in buffered peptone water or
phosphate buffer saline by rubbing resulted in statistically
higher counts than obtained when the shell was crushed in
buffered peptone water. The APCs for eggshells in this
study were below 5 log CFU per eggshell, a limit considered
as acceptable as an indicator of hygienic quality (75).

Other researches have found differences in bacterial
contamination of eggshells depending on housing systems.
Eggs from hens kept in floor systems were more
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contaminated with aerobic bacteria than were eggs from
cage systems (15, 16). Differences in farm construction or
management also could influence bacterial eggshell con-
tamination (/5), which may explain certain discrepancies
between the findings in the present study and those in
previous reports. The handling of eggs in the food supply
chain also may explain some of the differences.

The higher microbial counts on eggs from domestic
production compared with eggs from other housing systems
could be associated with the higher prevalence of dirty eggs.
However, Wall et al. (39) suggested that the correlation
between visual shell contamination and bacterial contami-
nation is poor. Thus, rating bacterial contamination of
eggshells based on visual examination may not be highly
reliable. The fact that eggs produced in the conventional
cage system were cleaner than those from barn production is
congruent with the findings of Djuki¢-Stojci¢ et al. (17),
who reported that cleanliness of eggs from hens kept in floor
systems depends on the conditions of the environment, the
percentage of eggs taken out of the nest, and the
organization of the work on the farm (e.g., how often eggs
are collected and the cleanliness of the nests).

The high average percentage of eggshells contaminated
with E. coli strains (45%) was expected because freshly laid
eggs are readily contaminated with feces during laying and
in their environment (3). Thus, the high prevalence of E.
coli on domestic eggs could be related to the frequent
presence of dirt on these samples. Similar to our results, Ali
Akond et al. (5) reported in Bangladesh that 42% of
eggshells were contaminated with E. coli.

Antimicrobial resistance. The high prevalence of
resistant or multiresistant E. coli strains on table eggs in the
present study (80.83%) is comparable to the figures reported
by other authors (7, 4, 5, 32). This high prevalence of
resistance, which may have important therapeutic implica-
tions, may be due to the overuse of antimicrobial agents on
birds laying eggs (9). This overuse of antimicrobials favors
the emergence, selection, and dissemination of antimicrobial
resistance among bacterial pathogens and birds’ endogenous
fecal microbiota (29, 30). Because eggshells become
contaminated during laying, resistant fecal E. coli strains
from poultry can infect humans via the food chain. Bacteria
can acquire antimicrobial resistance from environmental
exposure, and multidrug-resistant bacteria have been
detected in poultry and eggs from farms that did not report
antibiotic use (29). Resistant bacteria from food may
colonize the human intestinal tract and pass on resistance
genes horizontally to endogenous human bacteria. Drug
resistance in the avian intestinal tract may persist for a long
time even in the absence of antibiotics (/2). Thus, in several
countries chickens (both their meat and their eggs) have
been described as a source of antibiotic resistant bacteria in
humans (38).

Numerous strains in the present study (58.33%) were
resistant to two or more antimicrobial agents. An outcome
of the proliferation of these multidrug-resistant strains is a
reduction in the number and types of antimicrobials that are
effective in clinical practice. The high prevalence of
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multidrug-resistant E. coli isolates in conventional chicken
housing systems (cage, barn, and free range), where only a
limited number of antimicrobials are frequently used,
highlights the fact that resistance mechanisms may be
linked (9). The detection of strains resistant to nutrofur-
antoin, an antimicrobial agent banned in the middle 1990s
for veterinary use in the European Union, provides
additional support for the hypothesis that drug application
may select for resistance not merely to the applied drug but
to multiple drugs.

Similar to findings by other authors (33, 35), the higher
prevalence of antimicrobial resistance in the current study
was observed in E. coli strains isolated from conventional
cage, barn, and free-range housing compared with organic
and domestic production systems, in which antimicrobial
use was assumed to be less, suggesting that these alternative
housing systems may limit the development and spread of
antimicrobial resistance among foodborne bacteria. In
addition to antibiotic use, crowding and poor sanitation,
two factors typically associated with intensive poultry
farming (e.g., cage systems), also are major forces selecting
for antimicrobial resistance. A prevalent belief on the part of
consumers is that organic and domestic production eggs are
healthier and safer than conventional eggs (26). Results
found in the present study justify in part this consumer
perception. However, compared with conventional cage
systems outdoor (barn, free-range, domestic, or organic)
systems are inherently less controllable from a hygienic
point of view and can be affected by pollutants that have not
been an issue for intensive farms, resulting in increased food
safety risk from microbial infections or environmental
contamination (24).

The high percentage of E. coli strains resistant to AUG,
SXT, and TE in the present study is consistent with findings
by other authors (25, 31, 32, 38). These agents are among
the main drugs used against infectious diseases in chicken
flocks in numerous countries worldwide, including Spain.
Hence, some level of resistance is expected to have emerged
over time (2, 29). The small percentage of strains resistant to
fluoroquinolones in the current study (0 to 5%) is surprising
because these drugs are among those most frequently used
in poultry farms in Spain (/0). Previous studies in Spain
revealed a high prevalence of resistance to fluoroquinolones
in E. coli strains from both chicken and human populations
(34).

The microbiological contamination of eggshells dif-
fered substantially between housing systems. Domestically
produced eggs had the highest percentage of dirty samples,
the highest counts for most microbial groups, and the
highest prevalence of E. coli. The high prevalence on
eggshells of E. coli strains resistant or multiresistant to
antimicrobial agents, some of which are used in treating
human diseases, poses a potential health hazard to
consumers. The results obtained in this study suggest a
relationship between antibiotic resistance and housing
system. The prevalence of antimicrobial resistance was
significantly higher in conventional egg production systems
than in organic and domestic systems. These findings could
reflect the less prevalent use of antibiotics in these housing

J. Food Prot., Vol. 75, No. 5

systems and highlight the need for more prudent use of
antimicrobials in all food-producing animals. Because
resistant bacteria that survive antimicrobial treatment
survive longer than do the drug residues in foods, the
monitoring of antimicrobial-resistant bacteria on eggshells
could be one method for detecting antibiotic use in laying
hens and uncovering fraudulent use of antimicrobial
treatments in organic breeding systems.
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A total of 120 poultry carcasses (chicken, turkey and quail from conventional poultry farms, and chicken
from organic farms; 30 samples in each group), collected from eight randomly selected retail outlets in
North-Western Spain, was subjected to microbiological examination. Psychrotrophic counts ranged from
4,87 + 0.83 logyo cfu/cm? skin in quail to 6.01 + 0.38 logo cfu/cm? skin in turkey. Higher (P < 0.05) faecal
coliform load was found on conventionally produced chicken (2.95 + 0.48 logyg cfu/cm? skin) than in the
other types of sample (from 1.71 =+ 0.29 logyo cfu/cm? skin in turkey to 2.19 + 0.34 logo cfu/cm? skin in
quail). All the samples harboured Escherichia coli. Sixty E. coli strains (15 from each type of sample) were
tested for antimicrobial susceptibility using both the conventional agar disc diffusion method (12
antimicrobials) and a commercially available miniaturized test (Sensi Test Gram-negative). The disc
diffusion method showed that 91.7% of isolates were multi-resistant (resistant to two or more
antimicrobials). Resistance to nalidixic acid was the commonest finding (85.0% of strains), followed by
resistance to ampicillin (75.0%), ciprofloxacin (73.3%) and tetracycline (61.7%). A significantly (P < 0.05)
higher average number of resistances per strain was found in conventionally raised poultry (from 5.20 in
chicken to 6.40 in quail) than in organic chicken (2.53). An agreement (kappa coefficient) of 0.74% was
found between the two testing methods. Using the agar disc diffusion as the reference method, the
sensitivity, specificity and accuracy of the miniaturized test were 71.52%, 97.60% and 89.63%, respectively.
Findings in this study suggest a linkage between the use of antimicrobials on conventional poultry farms
and selection for antimicrobial-resistant bacteria on meat, and highlight the need for the prudent use of
antimicrobials with food-producing animals. Because poultry meat is an important reservoir of
antimicrobial-resistant E. coli, the need for consumer education on good hygiene practices is emphasized.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

life of the product (Guevara-Franco, Alonso-Calleja, & Capita, 2010).
Coliforms and Escherichia coli counts have an indicator function for

Poultry meat constitutes a substantial portion of the human
diet. In fact, the world average annual consumption of poultry
(12.60 kg per person) has increased steadily and now exceeds beef
(9.60 kg) and is approaching pork (15.00 kg) (FAO, 2011). Because of
this high level of consumption, the quality (including the micro-
biological quality) of poultry purchased in retail markets is
a concern for suppliers, consumers and public health officials
worldwide. Bacterial contamination of fresh poultry carcasses has
important implications for food safety and product shelf life. Psy-
chrotrophic plate counts have been used to assess the microbio-
logical safety and quality of meat and poultry, hygiene conditions
during processing, and as a general indicator of the potential shelf-
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processing hygiene and storage quality (Capita, Alonso-Calleja,
Garcia-Arias, Moreno, & Garcia-Fernandez, 2002).

Organic foods, including poultry, are now readily available from
retail outlets in developed countries and their consumption is
growing rapidly (Nie & Zepeda, 2011). In contrast to the conven-
tional production of poultry, where antimicrobial agents are widely
used for the treatment, control and prevention of diseases (Capita,
Alonso-Calleja, & Prieto, 2007) (antibiotics have been banned for
growth promotion in the European Union since 2006; Capita &
Alonso-Calleja, in press), organic production practice has
restricted the use of antimicrobials. In addition to being subjected
to strict rules regarding the use of antimicrobial substances,
organically reared birds must be fed only on organically produced
feed and supplements (Luangtongkum et al., 2006). Consumers’
perceptions of rearing practices on chicken farms would be that
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organic poultry is of better quality than conventional (intensively-
reared) poultry. This view influences their choice of purchase
(Soonthornchaikul, Garelick, Jones, Jacobs, Ball, & Choudhury,
2006). However, relatively little is known about the impact of
organic production practices on the microbial loads and the anti-
microbial resistance patterns of bacteria on poultry.

The presence of antimicrobial-resistant bacteria in food prod-
ucts is a public health issue of concern because of the potential for
the transfer of antimicrobial-resistant food-borne pathogens to
human populations. Moreover, antimicrobial-resistant bacteria
may represent a reservoir of resistance genes transferable to
pathogenic or commensal bacteria of the human digestive tract
(Capita & Alonso-Calleja, in press). E. coli are the most prevalent
bacteria in the intestinal tract in warm-blooded animals and
humans, where they constitute approximately 10° to 10° cfu/g of
stool. E. coli can easily contaminate food products during animal
evisceration after slaughter, through contact with tainted water or
during food handling. E. coli are also a major zoonotic agent, which
can be involved in intestinal and extra-intestinal infectious diseases
(Lei et al., 2010). In addition, the level of antimicrobial resistance in
commensal E. coli is considered to be an excellent indicator of the
selection pressures exerted by the use of antibiotics and of the
resistance problems to be expected in pathogenic bacteria
(SCENIHR, 2009).

At present, the agar disc diffusion method is most often used for
the susceptibility testing of E. coli strains (Sjolund et al., 2009).
However, as this method is very time- and labour- intensive, fast
commercial tests for the in vitro determination of bacterial
susceptibility to antimicrobials have been developed. The “Sensi
Test Gram-negative” (Liofilchem s.r.l., Teramo, Italy) is a 24-well
system containing dried antibiotics for the susceptibility testing
of Gram-negative bacteria and enterococci, which produces results
in 18—24 h. No information has been published on agreement
between the conventional disc diffusion method and the minia-
turized system.

The objectives of this study were to compare (i) the microbio-
logical quality and (ii) the antimicrobial resistance patterns of E. coli
strains on conventional poultry (chicken, turkey and quail) and
organic chicken retail samples in North-Western Spain. In addition,
the results of the disc diffusion method and the commercially
available miniaturized “Sensi Test Gram-negative” system were
compared.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

From September 2010 to September 2011, 120 poultry carcasses,
including organic chicken (n = 30), conventional chicken (n = 30),
conventional turkey (n = 30) and conventional quail (n = 30) were
purchased at random from eight retail outlets in the Province of
Le6n in North-Western Spain. Poultry samples proceeded from
Spanish farms and slaughterhouses. All the samples were placed in
separate sterile plastic bags to prevent spilling and cross-
contamination, and were immediately transported in an ice chest
to the laboratory, being stored at 3 °C &= 1 °C for no longer than 1 h
before analysis.

2.2. Microbial counts

With the aid of a sterile scalpel and template, 25 cm? of breast
skin were removed from each carcass. These skin samples were
homogenized (Masticator IUL, Barcelona, Spain) for 2 min in 225 ml
of 0.1% (w/v) peptone water (Oxoid Ltd.). Decimal dilutions were
carried out using the same diluent. The determination of

psychrotrophs was carried out on plate count agar (PCA; Oxoid Ltd.)
incubated for 10 days at 7 °C &+ 1 °C. For faecal coliform enumera-
tion, duplicate 1 ml pour plates of violet red bile agar (VRBA; Oxoid
Ltd.), with overlay, were prepared using appropriate dilutions and
incubated at 44 °C + 1 °C for 24 h. Duplicate plates were incubated
under aerobic conditions. Plates with between 25 and 250 colonies
(spread-plate technique) or between 30 and 300 colonies (pour
plate technique) were counted, and mean counts were calculated.

2.3. Isolation and identification of E. coli

Once the bacterial counts had been determined, one to four
colonies on VRBA were selected in each sample, transferred onto
tryptone soy agar (TSA, Oxoid Ltd.) and incubated under the same
conditions of time and temperature as previously during isolation
in order to obtain pure cultures. Such pure cultures were investi-
gated preliminarily for their colony and cell morphology, Gram
stain, oxidase and catalase activities. Presumptive E. coli strains
were confirmed by the E. coli test (Liofilchem s.r.l, Teramo, Italy)
identification system.

2.4. Determination of the antimicrobial susceptibility of E. coli
isolates

A total of 60 isolates (15 from each sample type) was used for
antimicrobial susceptibility testing. Each isolate proceeded from
a different carcase and was selected at random. Isolates were
screened in two ways. Firstly, strains were tested for susceptibility to
apanel of twelve antimicrobials on Mueller-Hinton agar (Oxoid Ltd.)
by the disc diffusion method as described in the National Committee
for Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2008). The following
discs (Liofilchem s.r.l., Teramo, Italy) were used: gentamicin (GEN;
10 pg), ampicillin (AMP; 10 pg), amoxicillin-clavulanic acid (AMC;
30 pg), piperacillin-tazobactam (TZP; 110 nug), cefotaxime (CTX;
30 pg), sulphamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg), chloram-
phenicol (C; 30 pg), tetracycline (TE, 30 pg), nalidixic acid (NA;
30 ug), ciprofloxacin (CIP; 5 ug), fosfomycin (FOS; 200 ug) and
nitrofurantoin (F; 300 pg). The inhibition zones were measured and
scored as sensitive, intermediate susceptibility and resistant
according to the National Committee for Clinical and Laboratory
Standards guidelines (CLSI, 2008). The sixty isolates were also tested
using the miniaturized “Sensi Test Gram-negative” (Liofilchem s.r.1.,
Teramo, Italy) (23 antimicrobial drugs) in accordance with the
manufacturers’ instructions. The susceptibility testing was inter-
preted by assessing the change in colour of the wells in the system,
and the strains defined as sensitive, intermediate or resistant.
Isolates of intermediate susceptibility were counted together with
the isolates that were resistant stricto sensu (Cardinale et al., 2005).
E. coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were used
as reference strains for antibiotic disc control. An isolate was
considered multi-resistant when it showed resistance or interme-
diate resistance to two or more antimicrobials (Capita et al., 2007).

2.5. Statistical analysis

Microbial counts were converted to logjg cfu/cm? skin values.
Means and standard deviations were calculated. Data were evalu-
ated by analysis of variance techniques (ANOVA) and Duncan’s
multiple-range test. The prevalence of resistant strains was
compared by means of the two-tailed Fisher’s exact and Chi-square
tests. The Mann—Whitney U-test was performed to compare the
average number of antimicrobials to which the strains were resis-
tant. Significance was set at the level P < 0.05. The tests were
carried out using the Statistica® 6.0 software package (Statsoft Ltd.,
Tulsa, Oklahoma, USA).
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Evaluation of the commercial miniaturized test was made by
calculation of sensitivity, specificity, efficiency and predictive
values. Definitions and calculations of these values are shown in
Fig. 1. As the true sensitivity of strains was not known, the method
of calculation assumed that the conventional agar disc diffusion
method was the true value. Furthermore, the two tests were
compared by calculation of the kappa coefficient (Capita, Alonso-
Calleja, Moreno, & Garcia-Fernandez, 2001).

3. Results
3.1. Microbial counts

The 120 samples tested were positive for psychrotrophs, faecal
coliforms and E. coli. Fig. 2 shows the psychrotrophic and faecal
coliform counts on chicken (conventional and organic), turkey and
quail from North-Western Spain. Loads of psychrotrophs ranged
from 4.87 + 0.83 logyg cfu/cm? (quail) to 6.01 + 0.38 logyg cfujcm?
(turkey). Among all the various poultry meat samples tested in this
study, conventional chicken carcasses had the highest (P < 0.05)
counts for faecal coliforms (295 + 0.48 logiy cfu/cm?). The
remaining samples showed similar (P > 0.05) counts for faecal
coliforms, which ranged from 1.71 + 0.29 (turkey) to 2.19 + 0.34
(quail).

3.2. Antimicrobial resistance

A total of 60 E. coli strains (15 from each sample type) were
tested for their resistance to twelve antimicrobial drugs using the
conventional agar disc diffusion method. Four (6.7%) isolates were
pan-susceptible, one (1.7%) resistant to one compound, and 55
(91.7%) showed multi-resistance (resistance to two or more anti-
microbials). Multi-resistance was observed to two (3 strains; 5.0%),
three (7 strains; 11.7%), four (7 strains; 11.7%), five (14 strains;

Miniaturized method +

23.4%), six (10 strains; 16.7%), seven (7 strains; 11.7%), eight (4
strains; 6.7%) or nine (3 strains; 5.0%) antimicrobials (Table 1). All
strains from conventional production systems showed multi-
resistance. On the other hand, sensitive (26.7%) and resistant (to
one compound; 6.7%) strains were detected in organic chicken.
Substantial differences were observed in the number of resistances
per strain between different poultry types (Table 1), with lower
(P < 0.05) average values observed in organic chicken (2.53) than in
conventional poultry (5.36).

Resistance to nalidixic acid (85.0% of strains tested), ampicillin
(75.0%), ciprofloxacin (73.3%) and tetracycline (61.7%) was the most
common finding, followed by resistance to amoxicillin-clavulanic
acid and sulphamethoxazole-trimethoprim (45%). Strains isolated
from organic chicken meat showed the lowest level of resistance to
these four compounds (significant for nalidixic acid and cipro-
floxacin). A low prevalence of resistance (from 0.0 to 10.0% of
strains) was detected for fosfomycin, piperacillin-tazobactam and
cefotaxime (Table 2).

3.3. Comparison of methods for testing the antimicrobial
susceptibility of E. coli

Sixty E. coli strains were tested against nine antimicrobials
(gentamicin, amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam,
cefotaxime, sulphametoxazole-trimethoprim, nalidixic acid, cipro-
floxacin, fosfomycin and nitrofurantoin) using both the conven-
tional and the miniaturized testing methods. Table 3 displays the
sensitivity, specificity, efficiency of the “Sensi Test Gram-negative”
system, its predictive value for a positive and a negative test,
respectively, and the calculation of the kappa coefficient (agree-
ment). Agar disc diffusion was used as the reference method. The
average sensitivity of the “Sensi test Gram negative” method was
71.52%. Low (<50%) sensitivity values were observed with the
miniaturized test for amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-

Disc diffusion method

+ _
a b
C d

a = true positive, antibiotic resistance detected with both conventional and miniaturized methods

b = false positive, antibiotic resistance detected with miniaturized but not with disc diffusion method
¢ = false negative, antibiotic resistance detected with disc diffusion but not with miniaturized method
d = true negative, antibiotic resistance not detected with disc diffusion or miniaturized method

e Sensitivity (the ability to detect antibiotic resistance) = a/(a+c)

e Specificity (the ability to detect antibiotic susceptibility) = d/(b+d)

® Accuracy (the probability of a given result being correct) = (a+d)/(a+b+c+d)

® Predictive value:

of a positive test (the probability of a positive result being correct) = a/(a+b)

of a negative test (the probability of a negative result being correct) = d/(c+d)

® Kappa coefficient = (accuracy - X)/(1-X)

X = [(a+b/n) (a+c/n) + (c+d/n) (b+d/n)]

Fig. 1. Definition and calculation of sensitivity, specificity, efficiency, predictive value and kappa coefficient.
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Fig. 2. Microbial loads obtained on skin from different poultry species. Data are means (standard deviations); means in the same graph with no letters in common are significantly

(P < 0.05) different.

tazobactam, cefotaxime, fosfomycin and nitrofurantoin. The
average specificity (identification of sensitive isolates) was 97.60%.
The ability to detect antimicrobial sensitivity of the miniaturized
test was 100% for amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-
tazobactam, cefotaxime, sulphametoxazole-trimethoprim, cipro-
floxacin and fosfomycin. Slightly lower specificity was shown for
gentamicin (97.89%), nalidixic acid (90%) and nitrofurantoin (86%).
The average accuracy was 89.63%, with the lowest values observed
for amoxicillin-clavulanic acid (81.67%), ciprofloxacin (73.33%) and
nitrofurantoin (76.67%). The predictive value for a positive test was
high (>90%) for all antimicrobials with the exception of nitro-
furantoin (30%). The predictive values for a negative test ranged
from 52.94% (ciprofloxacin) to 98.30% (cefotaxime and fosfomycin).
Kappa values ranging from 0.16 (nitrofurantoin) to 0.97 (sulpha-
metoxazole-trimethoprim), with an average of 0.74, were found.

4. Discussion
4.1. Microbial counts

Psychrotrophs are the predominant bacteria in refrigerated
poultry meats, and are the microorganisms chosen to indicate the
true microbiological loads of poultry and provide a better estimate
of the keeping qualities of a product (Alvarez-Astorga, Capita,
Alonso-Calleja, Moreno, & Garcia-Fernandez, 2002). It is to be
noted, from a legislative point of view, that there are no reference
limits established specifically for poultry meats with regard to
psychrotrophic counts. Regulation (EC) 2073/2005 refers solely to
the values for total bacterial contamination in minced meat and
meat preparations, which must be within 5.70 and 6.70 logo cfu/g.
These limits are similar to the guidelines established by Pascual-
Anderson (1992) in Spain (5 logyo cfu/g). Results in the present
study (from 4.87 = 0.83 to 6.01 + 0.38 logjo cfu/cm?) fit the above-
mentioned criteria and are similar to those previously observed in

Table 1

chicken and turkey meats (Colmegna et al., 2009; Guevara-Franco
et al,, 2010). Although many papers have reported on the level of
contamination in retail chicken and turkey meat worldwide, very
little work has been carried out on quail meat. In a study performed
on wild quail carcasses, El-Dengawy and Nassar (2001) observed
psychrotrophic loads of 3.60 logyg cfu/g, a figure lower than those
obtained in the study being presented here.

Levels of faecal coliforms in the present study (from 1.71 + 0.29
t0 2.95 & 0.48 logo cfu/cm?) are similar to the coliform loads found
by other authors in poultry carcasses (Capita et al., 2002; Colmegna
et al.,, 2009; El-Dengawy & Nassar, 2001; Fliss, Simard, & Ettriki,
1991; Izat, Colberg, Driggers, & Thomas, 1989; Mead, Hudson, &
Hinton, 1993). It should be pointed out, however, that most
authors consulted use a lower temperature for incubation
(35—37 °C; total coliforms) than that in the present study
(44 °C+1 °C; faecal coliforms).

No substantial differences in psychrotrophic or coliform loads
were observed between sample types. This finding are not
congruent with those of Miranda et al. (2008), who indicated that
microbial loads varied depending on the type of animal production
system considered. Thus, these authors observed higher microbial
counts in conventional turkey than in conventional and organic
chicken, for which farming procedures require a lesser use of
antimicrobials than does conventional turkey farming.

E. coli isolates frequently contaminate food of animal origin,
owing due to the presence of these microorganisms in the envi-
ronment and in faeces. In the present study, all samples harboured
E. coli. These results are in agreement with those of Soufi et al.
(2011), who recovered E. coli from all the poultry samples that
they tested in Tunisia. Similarly, a prevalence of 93.3% has previ-
ously been observed in chicken carcasses from Spain (Capita et al.,
2002). On the other hand, a substantially lower prevalence of E. coli
was found by Schroeder et al. (2003) in meat offered for retail sale
in the USA: 39% in chicken carcasses and 12% in turkey breasts.

Percentage of sensitive, resistant and multi-resistant Escherichia coli strains in each type of sample.

Sample type Number of antibiotics to which the strains were resistant Average number of
0 1 3 3 P 5 5 7 3 ) resistances per strain

Conventional chicken 133 133 40.0 20.0 133 520 + 1.47°

Organic chicken 26.7 6.7 133 20.0 20.0 6.7 6.7 253 +2.10°

Conventional turkey 6.7 133 6.7 20.0 26.7 133 6.7 6.7 547 + 1.92%

Conventional quail 6.7 26.7 20.0 26.7 6.7 133 6.40 + 1.50°

Average 6.7 1.7 5.0 11.7 11.7 234 16.7 11.7 6.7 5.0 490 + 2.25

A total of 60 strains (15 in each sample type) were tested. The average number of resistances per strain with no letters in common (superscript) are significantly different

(P < 0.05).
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Table 2
Percentage of positive tests (resistance).

Antimicrobial Sample type

Conventional Organic Conventional Conventional Average

chicken chicken turkey quail

GEN 40.03, 0.0 13.3% 33.3% 217
AMP 100.03 5330 80.02 8673g 75,0cd
AMC 73.33. 20.05, 53330 33.3% 45.0¢¢
TZP 13.3% 13.33, 6.73 0.0 8.3,

CTX 0.0 26.7%, 6.74e 6.7 10.0,
SXT 33.3% 6.73 60.05 80.0, 45.0¢¢
C 20.02 6.7, 40.05‘3e 46.66c 28.3p¢
TE 40.03, 46.73 66.72 93.33 61.7ce
NA 1007 40.08, 1003 1003 85.04
cip 73.33. 26.7% 1003 93.33 73.3ca
FOS 0.0¢ 0.0, 0.0p 0.0, 0.0

F 26.73 13.33, 20.03¢ 66.7% 31.7p¢
Average 4332 21.1° 45.6° 53.3% 40.8

All types of sample and antimicrobial tested were considered together.

Gentamicin (GEN; 10 pg), ampicillin (AMP; 10 pg), amoxicillin-clavulanic acid (AMC;
30 pg), piperacillin-tazobactam (TZP; 110 pg), cefotaxime (CTX; 30 png),
sulphamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 pg), chloramphenicol (C; 30 pg), tetra-
cycline (TE, 30 pg), nalidixic acid (NA; 30 ng), ciprofloxacin (CIP; 5 ng), fosfomycin
(FOS; 200 pg) and nitrofurantoin (F; 300 pg). Means in the same row with no letters
in common (superscripts) are significantly different (P < 0.05). Means in the same
column with no letters in common (subscripts) are significantly different (P < 0.05).

Incidence percentages found by other authors have been 67% in
poultry samples (Biilte & Reuter, 1989) and 74.5% in minced meat
(Vorster, Greebe, & Nortjé, 1994).

4.2. Antimicrobial resistance

There is on-going concern about the risks posed to human
health by antimicrobial-resistant bacteria isolated from farm
animals and from foods of animal origin. Foods contaminated with
antimicrobial-resistant bacteria (even non-pathogenic bacteria) are
a major threat to public health, as there is the possibility that genes
encoding antimicrobial resistance determinants that are carried on
mobile genetic elements may be transferred to other bacteria of
human clinical significance.

Antimicrobial susceptibility testing of isolates by the disc
diffusion method indicated that the majority (91.6%) of E. coli
strains in the study being presented here were multi-resistant
(resistant to two or more antimicrobials). Previous published
reports indicate that most E. coli recovered from meat and poultry
are antimicrobial-resistant (Schroeder, White, & Meng, 2004).
Multi-resistant E. coli strains are also frequently reported on poultry
(Jasson et al., 2009; Miranda et al., 2008; Song et al., 2008; Soufi
et al., 2011; Van, Chin, Chapman, Tran, & Coloe, 2008).

Table 3

In the present study, the E. coli strains showed a considerable
prevalence of resistance to ampicillin, tetracycline, nalidixic acid,
ciprofloxacin, amoxicillin-clavulanic acid and sulphamethoxazole-
trimethoprim, indicating that E. coli isolates of poultry meat
origin could be a reservoir of antimicrobial resistance. These results
agree with the data from several previous studies, which found that
resistance to tetracycline derivatives, penicillins, quinolones and
sulpha drugs is common among bacterial strains isolated from
poultry (Jasson et al., 2009; Lei et al., 2010; Miranda et al., 2008;
Schroeder et al., 2003, 2004; Song et al., 2008; Soufi et al., 2011; Van
et al., 2008). These are also among the main drugs to which the
E. coli strains isolated from human patients and food-producing
animals in Spain are resistant (Oteo, Campos, Baquero, & Spanish
members of the European Antimicrobial Resistance Surveillance
System (EARSS), 2002; Oteo et al., 2005; Saenz et al., 2001).

The high rate of antimicrobial resistance to ampicillin, tetracy-
cline and ciprofloxacin, which is closely related to enrofloxacin,
observed in this study might be due to the fact that during the last
few years these antimicrobials have been commonly used for
prevention or treatment in food producing animals in Spain. The
use of antimicrobial agents on farm animals exerts a selective
pressure favourable to the propagation of antimicrobial-resistant
bacteria (Capita & Alonso-Calleja, in press).

It was noteworthy that the study being presented here revealed
very high rates of nalidixic acid (85.0%) and ciprofloxacin (73.3%)
resistance in E. coli isolates. Fluoroquinolones are critically impor-
tant for treating serious infections by E. coli in humans, and
continued surveillance is required to detect emerging
fluoroquinolone-resistant phenotypes (Van et al., 2008). In Spain,
resistance of E. coli from human patients to quinolones has
remained rare for years, until their use increased in 1990s.
Currently, ciprofloxacin resistance in E. coli isolates from human
clinical infections exceeds 20% and is among the highest of Europe
(Oteo et al., 2005). Resistance of E. coli to ciprofloxacin is also
frequent in food-producing animals. Saenz et al. (2001) observed
higher percentages of ciprofloxacin resistance in E. coli strains from
faeces of broilers (38%) than in faeces of pigs (3%), pets, bulls or
horses (0%). These authors conclude that the high prevalence of
E. coli resistant to ciprofloxacin in broilers might reflect a higher use
of quinolones for chickens than in pigs or other animals. Cephalo-
sporins are the first-line antimicrobials for treating human bacte-
rial infections (Lei et al., 2010). The low percentage of strains
resistant to this drug in the present result is a satisfactory result.

Our findings clearly show that E. coli is strongly prevalent in
both organic and conventional poultry production systems.
However, the antimicrobial resistance rates vary significantly
between production types. Conventionally raised broilers, turkeys
and quail harbour E. coli strains with a greater average number of

Evaluation of the miniaturized test (Sensi Test Gram-negative) for checking the antibiotic susceptibility of E. coli strains.

Antimicrobial Sensitivity (%) Specificity (%)

Accuracy (%)

Predictive value (%) Kappa coefficient

Positive tests Negative tests

GEN 69.23 97.87 91.67
AMC 31.25 100 81.67
TZP 25.00 100 95.00
CTX 50.00 100 98.33
SXT 96.15 100 98.33
NA 94.00 90.00 93.33
CIP 61.90 100 73.33
FOS 50.00 100 98.33
F 30.00 86.00 76.67
All antibiotics 71.52 97.60 89.63

90.00 92.00 0.73
100 80.00 0.40
100 94.92 0.39
100 98.30 0.66
100 97.14 0.97

97.92 75.00 0.78
100 52.94 0.49
100 98.30 0.66

30.00 86.00 0.16

92.91 88.62 0.74

Gentamicin (GEN), amoxicillin-clavulanic acid (AMC), piperacillin/tazobactam (TZP), cefotaxime (CTX), sulphamethoxazole-trimethoprim (SXT), nalidixic acid (NA),

ciprofloxacin (CIP), fosfomycin (FOS) and nitrofurantoin (F).
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resistances per strain than chicken from organic farms. Because
antimicrobials are widely used in conventional poultry operations
(Capita et al., 2007), it was not surprising that there was consid-
erable resistance to these compounds in E. coli strains isolated from
intensive poultry farms. However, the great prevalence of multi-
resistant E. coli strains observed in conventional poultry in this
study is striking, since not all the antimicrobial agents to which
E. coli isolates from conventionally-raised poultry were resistant
are used in intensive poultry production in Spain. In recent years,
a number of multi-drug resistance phenotypes have been associ-
ated with large transferable plasmids, which may carry mobile DNA
elements (e.g. integrons) which often contain several antimicrobial
resistance genes that are transferred in a single event and
expressed jointly in a new bacterial host. Thus, resistance to anti-
microbial drugs not used routinely in clinical medicine has poten-
tial human health implications through co-selection for resistance
to those drugs that are so used (Capita & Alonso-Calleja, in press;
Schroeder et al., 2004). The extent of co-selection phenomena has
been found to be particularly relevant, contributing to the massive
persistence of multi-resistant strains (Martins da Costa, Oliveira,
Ramos, & Bernardo, 2011). Moreover, it has been established that
antimicrobial-resistant clones are stable and able to persist in flocks
during several rotations, even though there has been no selective
pressure on the farm concerned for a long period of time (Song
et al., 2008). Thus, the antimicrobial resistance rate in a flock may
not be directly correlated with the antimicrobial usage data
(Luangtongkum et al., 2006). Recently, Martins da Costa et al. (2011)
assessed the impact of antimicrobial use in broiler chickens on the
occurrence of antimicrobial-resistant E. coli, reporting that the use
of antimicrobials in feed (enrofloxacin, gentamicin, or amoxicillin)
resulted in the emergence of new resistant phenotypes that
continued beyond the period of antimicrobial exposure. According
to these authors, this shift in resistance profile could be explained
by the strong capacity of E. coli to exchange resistance genes, and
could also be due to changes in the E. coli community structure
(selective proliferation of previously non-detected phenotypes).
Smith et al. (2007) also found that successive antimicrobial
exposure creates stable resistance, so that the resistant strains can
compete with susceptible strains even in the absence of
antimicrobial-selective effects. It has also been shown that
successive antimicrobial applications may result in cumulative
effects, with multi-resistant strains becoming more prevalent and
persisting longer with each successive application (Martins da
Costa et al., 2011). This hypothesis is supported by the fact that
E. coli strains resistant to chloramphenicol and furazolidone have
been found in the study being presented here, although they are
not used for animal production in Spain (Annex IV of the Council
Directive 2377/90). Moreover, none of the resistant isolates showed
single resistance to chloramphenicol or nitrofurantoin, suggesting
co-selection due to any of the antimicrobials (ampicillin, tetracy-
cline, ciprofloxacin) which were almost always observed with
chloramphenicol or nitrofurantoin in multiple resistance patterns.
The relatively high prevalence of resistance to ampicillin,
tetracycline and quinolones observed in E. coli strains from
organically raised birds in the study being presented here is an
apparently surprising result. As indicated in previous paragraphs,
multi-resistant patterns are also found in the absence of selective
antimicrobial pressure (Martins da Costa et al., 2011). Since these
compounds have been used on poultry farms in Spain for thera-
peutic purposes for a long period (Capita et al., 2007), it is possible
that E. coli may have evolved to become resistant to these classes of
antimicrobials, leading to the widespread distribution of resistant
strains in animal reservoirs regardless of the type of production.
According to Apajalahti, Kettunen, and Graham (2004), the diet and
the environment can change the microbiota of poultry directly,

providing a source of bacteria, or indirectly by influencing the birds’
defence mechanisms. A considerable prevalence of antimicrobial-
resistant strains in bacteria isolated from organic production
systems has also been found by other authors (Cui, Ge, Zheng, &
Jianghong, 2005; Luangtongkum et al., 2006).

4.3. Comparison of methods for testing the antimicrobial
susceptibility of E. coli

Commercially prepared systems for antimicrobial susceptibility
testing are very suitable for routine laboratory work, which enables
the monitoring of the patterns of resistance of bacteria to a greater
extent. Because of the importance of E. coli as an indicator for
antimicrobial resistance, reliable systems for detecting resistant
E. coli strains are highly desirable. The present study represents the
first comparative study between the conventional disc diffusion
and the “Sensi Test Gram-negative” methods for determining the
antibiotic resistance patterns of E. coli strains from poultry.

Because the true status of the isolates (resistant or sensitive)
was not known, the evaluation of the miniaturized test was
assessed by a comparison of the performance of the commercial
method with that of the conventional agar diffusion disc method.

The kappa coefficient in the present study ranged from 0.16
(nitrofurantoin) to 0.97 (sulphamethoxazole-trimethoprim). A
perfect agreement would give a kappa value of 1, and a kappa value
of 0 would indicate no agreement at all, or agreement which could
only be explained by sheer chance. It is a useful parameter when
comparing a new test with a standard test if no information on the
sensitivity and specificity of the standard test is available (Capita
et al., 2001). According to commonly accepted scales (Landis &
Koch, 1977), the conventional agar disc diffusion method and the
commercially available Sensi Test method showed an almost
perfect agreement (kappa>0.80) for sulphamethoxazole-
trimethoprim resistance detection (kappa index of 0.97). Their
agreement was substantial (kappa from 0.61 to 0.80) for gentamicin
(kappa 0.73), fosfomycin (kappa 0.66), cefotaxime (kappa 0.66) and
nalidixic acid (kappa 0.78). For the rest of antimicrobials
a moderate (kappa from 0.41 to 0.60; amoxicillin-clavulanic acid,
ciprofloxacin), fair (kappa from 0.21 to 0.40; piperacillin-
tazobactam) or slight (kappa from 0.01 to 0.20; nitrofurantoin)
agreement was found. According to this scale a substantial average
agreement was observed between the agar disc diffusion method
and the Sensi test method (kappa 0.74).

Most discrepancies between the two methods were due to
isolates resistant according to the disc diffusion method but
susceptible according to the miniaturized test (false negatives). This
happened for gentamicin (4 strains), amoxicillin-clavulanic acid
(11), piperacillin-tazobactam (3), fosfomycin (1), nitrofurantoin (7),
cefotaxime (1), nalidixic acid (3), ciprofloxacin (16) and
sulphamethoxazole-trimethoprim (1). On the other hand, false
positive strains (resistance detected using the miniaturized but not
the conventional method) were detected only for gentamicin (one
strain), nalidixic acid (7 strains) and nitrofurantoin (one strain).
Thus, the commercial method may underestimate the resistance to
several antimicrobials because of its relatively low sensitivity
(Table 3). Taking into account the fact that for a test evaluating the
antimicrobial susceptibilities of bacteria it is most important to
identify resistance to a compound (Luber, Bartelt, Genschow,
Wagner, & Hahn, 2003), the results in the present study suggest
that the “Sensi Test Gram-negative” method may be unreliable for
predicting resistance to several antimicrobials in E. coli isolates
from poultry.

To sum up, the high levels of antimicrobial resistance in E. coli
strains, including resistance to clinically valuable antimicrobials,
suggest that E. coli from poultry in Spain may play a considerable
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role as a reservoir for resistance genes and be a key source for the
transfer of resistance to other major human pathogens. Results in
this study emphasize the need for more rigorous surveillance and
improved farming practices (including the strict regulation of
antibiotic usage in food-producing animals), which can reduce the
carriage of antibiotic-resistant bacteria on foods and thereby
minimize the likelihood of horizontal gene transfer of mobile
antibiotic resistance genes to other bacteria through the food chain.
Because faecal contamination of poultry products cannot be pre-
vented entirely, efforts to educate consumers in proper food
handling and preparation methods in order to reduce or eliminate
the risk from antibiotic resistance and pathogenic bacteria origi-
nating from raw foods are also highlighted.

This study revealed higher antimicrobial-resistance rates in
conventional than in organically farmed poultry, supporting the
idea that organic farming may limit the development and spread of
antimicrobial resistance among food-borne bacteria. However, high
rates of resistance to some antimicrobials were observed in strains
from organically raised poultry, where no antimicrobials are used,
suggesting that antimicrobial-resistant E. coli strains are stable and
able to transmit and persist in poultry even in the absence of
selection pressure.

In comparison with the conventional agar diffusion method, the
“Sensi Test Gram-negative” system is technically simple and can
yield results out more rapidly. However, this test shows limitations
with regard to the range of antimicrobial agents with which E. coli
could be tested. Results in the present study revealed a substantial
average agreement between the conventional agar disc diffusion
method and the miniaturized system in testing the antibiotic
resistance of E. coli. However, its limited ability to detect resistance
to various antibiotics could restrict its use for routine susceptibility
testing of E. coli strains.
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