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RESUMEN

Las infecciones originadas por bacterias del género Salmonella son una de las principa-
les causas de pérdidas econdémicas en la industria avicola, se caracterizan generalmente
por la presentacién de cuadros diarreicos y septicémicos que llevan a las aves a una
marcada disminucién en la produccién y a la muerte. En Colombia, debido al efecto
negativo que produce Salmonella spp. en las aves, y con el objetivo de poder contro-
lar la enfermedad, se utiliza una gran variedad de productos antimicrobianos, de los
cuales no se posee suficiente informacién acerca de su comportamiento en cuanto a
sensibilidad y resistencia frente a las cepas de Salmonella spp. de campo. El objetivo de
este estudio fue determinar la respuesta de 20 cepas de Salmonellas grupo D (méviles e
inméviles) aisladas de aves ponedoras comerciales en Colombia frente a diferentes an-
timicrobianos. Para su aislamiento y tipificacién se utilizaron técnicas microbioldgicas
convencionales, pruebas bioquimicas, serolégicas y pruebas de susceptibilidad a los
antibidticos por difusién en agar. Los resultados revelaron una resistencia total hacia la
estreptomicina, seguida de altas resistencias para tetraciclina y florfenicol, y una menor
resistencia a productos como fosfomicina y cloramfenicol.

Palabras clave: Salmonella grupo D, prueba sensibilidad antimicrobiana, difusién en

gel agar, sensidiscos antimicrobianos, ponedoras comerciales.

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TEST OF ISOLATES
OF Salmonella GROUP D (MOBILE AND NON MOBILE)
FROM COMMERCIAL LAYING HENS IN COLOMBIA

ABSTRACT

Infections caused by Salmonella bacteria are a major cause of economic losses in the
poultry industry, because caused mainly by the presentation of diarrheas and septice-
mic birds leading to a marked decrease in the production death. In Colombia due to

the negative effect by Salmonella spp. in poultry, and with the aim of controlling the
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disease, the people have been using a variety of antimicrobials, which do not possess

sufficient information about its behavior in terms of sensitivity and resistance against

strains of Salmonella spp. field. The aim of this study was to determine the response of

20 strains of Salmonella group D (mobile and non mobile) isolated from commercial

laying hens in Colombia against different antimicrobials. For the isolation and charac-

terization are using conventional microbiological techniques, biochemical tests, serolo-

gical testing and antibiotic susceptibility by agar diffusion. The results revealed a total

resistance to streptomycin, followed by tetracycline and Florfenicol and less resistance

to products such as Fosfomycin and chloramphenicol.

Key words: Salmonella group D, antimicrobial susceptibility test, agar gel diffusion,

sensidisc, antimicrobials, and commercial layers hens.

INTRODUCCION

Las infecciones por Salmonella spp. en
aves son producidas por dos tipos de
microorganismos; las causadas por es-
pecies de Salmonellas méviles dentro de
las cuales estd Salmonella enteritidis que
ocasiona las denominadas enfermedades
paratifoideas, y las causadas por Salmo-
nellas inmdviles en donde se encuentran
Salmonella gallinarum causante de la t-
foidea aviar, la cual afecta principalmen-
te a aves adultas, y Salmonella pullorum
que produce la pullorosis y afecta por lo
general a aves jévenes; aunque la moti-
lidad en Salmonella pullorum es todavia
controversial (1, 2, 3, 4). Ambas enfer-
medades son de gran importancia en la
industria avicola debido a las altas tasas
de morbilidad y mortalidad que gene-
ran. En cuanto a las cepas mdviles hay
que tener en cuenta las implicaciones
que poseen en salud publica.

Los productos como amoxacilinas,
tetraciclinas y fluoroquinolonas podrfan
ser efectivos para el tratamiento, aunque
ninguno de estos fdrmacos son capaces
de eliminar la infeccién por completo
(5). El aumento en los niveles de resis-
tencia frente a los antimicrobianos utili-
zados cominmente es relativo, y muchas
veces estos tratamientos pueden fallar
debido a que la cepa infectante se vuel-

ve resistente a éstos, lo que conlleva a la
persistencia de la enfermedad (6).

El desarrollo de cepas resistentes fren-
te a los antimicrobianos comtinmente
usados es un tema de preocupacién no
solo en medicina veterinaria sino en sa-
lud publica. En muchos paises se ha en-
contrado una alta proporcién de cepas
de Salmonella spp., resistentes a multi-
ples medicamentos y la principal causa
de esta resistencia es el uso excesivo e in-
discriminado de éstos (7)

La resistencia bacteriana es la capa-
cidad de un microorganismo para desa-
rrollar mecanismos de defensa contra la
accién de los antibidticos (8), esta puede
ser innata o adquirida (9, 10). La resis-
tencia adquirida puede generarse por al-
teraciones que sufre el microorganismo
debido a mutaciones cromosémicas o
por mecanismos de transferencia de ge-
nes. Se han identificado varios elemen-
tos que participan en la transferencia de
genes de resistencia, de los cuales los m4s
conocidos son transposones, bacteriéfa-
gos, pldsmidos, integrones y cassettes ge-
néticos de resistencia. Estos tres tltimos
implicados en la resistencia de Salmone-
lla spp. (11, 12, 13).

Con respecto a los mecanismos de
resistencia que posee Salmonella spp. se
conocen los siguientes:
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* Produccién de enzimas que inactivan
los antibidticos siendo las betalac-
tamasas las mds importantes; a este
mecanismo se le atribuye gran parte
de la resistencia de Salmonella spp.
frente a penicilinas, cefalosporinas,
ampicilinas, ceftiofur y ceftriaxona
(14, 15). Gran parte de la resistencia
a aminoglucésidos en Salmonella spp.
se asocia a la modificacién de enzimas
que incluyen a los aminoglucésidos
fosfotransferasas, aminoglucésidos
acetiltransferasas y adeniltransfera-
sas, los cuales funcionan mediante la
fosforilacién, acetilacién y adenila-
cién de sus aminoglucdsidos (16).

* Modificaciones bacterianas que im-
piden la llegada del antibidtico al
punto diana; esto generalmente se
da por medio de mutaciones, para el
caso de las quinolonas estas mutacio-
nes se dan en los genes que codifican
para las topoisomerasas bacterianas,
éstas son el sitio de accién de estos
firmacos (8, 10, 17, 18).

* La expulsién de antibidticos como
tetraciclina y cloramfenicol median-

te bombas de flujo (10).

Existe gran variedad de técnicas de
laboratorio que permiten evaluar la sen-
sibilidad de bacterias in vitro; dentro de
éstas se encuentran las pruebas de difu-
sién por discos y las pruebas de dilucién
en caldo y en agar, esta dltima es la mds
utilizada debido a que se encuentra nor-
malizada y estd recomendada por el Co-
mité Nacional para la Normatizacién de
Laboratorios Clinicos (NCCLS, por su
sigla en inglés). Dentro de estas pruebas
se encuentra el método de Kirby-Bauer,
el cual ha sido descrito de manera mds
completa, y se han desarrollado tablas
de interpretacién respaldadas por datos

clinicos y de laboratorio; este método
consiste en el uso de una cantidad deter-
minada del antimicrobiano en un disco
de papel (sensidisco) aplicado sobre la
superficie del agar en el que se ha sem-
brado el microorganismo, de esta forma
se genera un gradiente de concentracién
del antimicrobiano. La sensibilidad del
microorganismo estd indicada por el ta-
mafo de la zona de inhibicién del creci-
miento alrededor del sensidisco (19, 20,
21).

El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la susceptibilidad de 20 cepas
de Salmonella grupo D (méviles e inmé-
viles) aisladas en ponedoras comerciales
en Colombia, que presentaron cuadros
de elevada mortalidad y disminucién en
la produccién, frente a 18 productos,
con el fin de evaluar la respuesta de estas
cepas frente a antimicrobianos tanto de
uso comdn como restringido en avicul-
tura (cloramfenicol).

MATERIALES Y METODOS
Cepas utilizadas

Para este trabajo se utilizaron 20 cepas
de Salmonella spp. aisladas de ponedoras
comerciales, las cuales fueron tipificadas
y clasificadas como grupo D, utilizando
antisueros polivalentes para Salmonella
(Poly A-I y Vi) (B.D Difco®) y anti-
suero Salmonella factor 9 para grupo D
(B.D Difco®). Se realizaron pruebas de
motilidad con los agares Sulfuro Indol
Motilidad (SIM) y Medio para Prueba
de Motilidad (Motility Test Medium),
el resultado fue 13 aislamientos de ce-
pas inméviles y 7 de cepas méviles; a las
13 inmdviles se les realizé tipificacién
molecular mediante PCR especifico con
lo que se obtuvieron 11 cepas de Salmo-
nella gallinarum y 2 cepas de Salmonella
pullorum.
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Prueba de sensibilidad

Se preparé el agar Mueller-Hinton, de
acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante (OXOID®), y se verti6 en cajas de
Petri de 150 mm dejando un espesor de
15 milimetros (aproximadamente 20 a
25 mililitros). Posteriormente, se some-
ti6 a prueba de esterilidad la cual con-
siste en la incubacién por 24 horas a 37
°C. Una vez transcurrido este tiempo se
verificé que no hubiera crecimiento de
colonias en el medio, lo que significaba
que se podia utilizar para la prueba.

Se realizé una suspension de la bacte-
ria en solucién salina al 0,85% (tubo 0,5
de la escala de Mac-Farland), lo cual es

equivalente a inocular 1,5 X 10® Unida-
des Formadoras de Colonias (UFC)/ml, y
se procedid a la siembra en el medio Mue-
ller-Hinton. Se seleccionaron los sensidis-
cos teniendo en cuenta que se trataba de
enterobacterias gram negativas (22); se
introdujeron 7 discos, 6 en la periferia y 1
en el centro, y fueron incubados durante
24 horas a 37 °C. Luego del periodo de
incubacién se midieron los halos con una
regla de medicién comun. Los resultados
se interpretaron como sensible, sensibili-
dad media o resistente de acuerdo con el
didmetro del halo de inhibicién tomado
en mm y usando como referencia la tabla

del NCCLS (tabla 1).

TABLA 1. Lectura e interpretacion de las zonas de inhibicion

Antimicrobiano ?:::it;'::; Sens(il.l:i‘lli:e::limn;edia Sensible (Halo mm)
Amikacina 12 13-14 15
Amoxacilina 16 17-20 21
Ampicilina 12 13-15 16
Cefalexina 13 14-17 18
Ciprofloxacina 12 13-17 16
Cloramfenicol 12 13-16 17
Doxiciclina 10 11-15 16
Enrofloxacina 14 15-18 19
Estreptomicina 12 13-16 17
Florfenicol 12 13-17 18
Fosfomicina 15 16-20 21
Fosfomicina més

fructosa 1,6 difosfato 13 14-16 17
Fosfomicina mas

fructosa 1,6 difosfato 16 17-20 21
y Tilosina

Gentamicina 12 13-15 16
Kanamicina 15 16-20 21
Norfloxacina 14 15-16 17
Tetraciclina 14 15-17 18
Trimetoprim sulfa 18 19-22 23

Fuente: Normas CLSI-NCCLS, 2005.
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RESULTADOS

Para el andlisis de datos los resultados
se expresaron en medidas de tendencia
central como frecuencia y promedio, re-
presentados en figuras y tablas.

De las 20 cepas de Salmonella grupo
D analizadas, se pudo determinar una
resistencia total frente a estreptomicina
con 20 cepas resistentes (100%), tetra-

ciclina con 18 (90%), florfenicol con
13 (65%), y una menor resistencia a
productos como fosfomicina mds tilo-
sina en donde no se presentaron cepas
resistentes, mientras la combinacién
fosfomicina mds fructuosa obtuvo 2 ce-
pas resistentes (10%) y fosfomicina sola
mostré una cepa resistente (5%) (tabla
2, figura 1).

TABLA 2. Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana (difusion en agar) de 20
aislamientos de Salmonella grupo D en ponedoras comerciales

Antimicrobiano R(;s.,iz?p"acsif % Sel:\;sli(:)(::iadad % s(wosll;i;:l:)d %
Amikacina 6 30 5 25 9 45
Amoxacilina 9 45 8 40 3 15
Ampicilina 6 0 10 50 4 20
Cefalexina 8 40 0 0 12 60
Ciprofloxacina 6 30 8 40 6 30
Cloramfenicol 1 5 2 10 17 85
Doxiciclina 7 35 9 45 4 20
Enrofloxacina 6 30 6 30 8 40
Florfenicol 13 65 3 15 4 20
Fosfomicina 1 5 6 30 13 65
fuctoss 1 cfostat 2w 0 0 1 o0
Fosfomicina més

fructosa 1,6 difosfato 0 0 0 0 20 100
y Tilosina

Gentamicina 4 20 6 30 10 50
Kanamicina 6 30 7 35 7 35
Norfloxacina 4 20 15 75 1 5
Estreptomicina 20 100 0 0 0 0
Tetraciclina 18 90 1 5 1 5
Trimetoprim sulfa 0 0 3 15 17 85

La sensibilidad en ambas cepas fue
elevada para fosfomicina mds fructuosa
con un 92,3% para cepas inméviles y
85,7% para cepas méviles. En el caso del
cloramfenicol se observé una cepa mévil
resistente y una cepa inmdvil con sensi-

bilidad media, que alcanza el 92,3% de
sensibilidad.

Para la estreptomicina todas las cepas
obtuvieron el mismo porcentaje de re-
sistencia (100%). La resistencia varidé en
los casos de tetraciclinas pues fue mayor
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FIGURA 1. Resultados de la prueba de sensibilidad antibiograma de 20 aislamientos de Sa/monella
grupo D provenientes de ponedoras comerciales (%)

F1: Fosfomicina m4s fructosa F+T: Fosfomicina mds fructosa 1,6 difosfato y Tilosina

en cepas inméviles (92,3%) comparada
con la resistencia de las cepas méviles
(85,7%), la cual obtuvo una cepa con
sensibilidad media frente a este fdrmaco.
Las cepas inmdviles mostraron un mayor
grado de resistencia frente a florfenicol
con 76,9%, amikacina 38,5%, doxici-
clina 38,5% y fosfomicina con el 7,7%,
frente a las cepas méviles que mostraron
para estos antibidticos un 42,9, 14,3,
28,6y 0% de resistencia respectivamente.
Las cepas méviles obtuvieron mayor resis-
tencia para cefalexina, ampicilina y cipro-
floxacina, las tres con el 57,1%; kanami-
cina y enrofloxacina, ambas con 42,9%,
comparadas con las cepas inméviles que
obtuvieron para cefalexina y kanamici-
na 30,8%; enrofloxacina y norfloxacina

23,1%, y ampicilina y ciprofloxacina con
15,4% de resistencia (tabla 3, figura 2).

Comparando el comportamiento
de las cepas de Salmonella gallinarum y
Salmonella pullorum frente a estos anti-
microbianos (tabla 4, figura 3) se pudo
establecer que las cepas de S. pullorum
tuvieron mayor porcentaje de resisten-
cia frente a productos como amikacina y
fosfomicina. Para todos los antimicrobia-
nos, las cepas de Salmonella gallinarum
mostraron mds sensibilidad y tuvieron
un comportamiento similar frente a tri-
metoprim sulfa, fosfomicina mds fructosa
1,6 difosfato y cloranfenicol, a diferencia
de una cepa S. gallinarum que tuvo una
sensibilidad media frente a este ultimo
medicamento. En cuanto a estreptomici-
na, ambas cepas fueron resistentes.
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TABLA 3. Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana (difusion en agar) de cepas
de Salmonella grupo D (13 inmaviles y 7 maviles)

Inméviles Méviles
- ) Resistencia Sensibilidad Resistencia Sensibilidad
Antimicrobiano % SM % % % M % %
N° cepas N° cepas N° cepas N° cepas
Amikacina 5 385 3 23,1 5 385 1 143 2 28,6 4 57,1
Amoxacilina 6 46,2 5 38,5 2 154 3 42,9 3 42,9 1 14,3
Ampicilina 2 154 7 53,8 4 30,8 4 57,1 3 429 0 0,0
Cefalexina 4 30,8 0 0,0 9 69,2 4 571 0 0,0 3 429
Ciprofloxacina 2 15,4 7 53,8 4 308 4 57,1 1 14,3 2 28,6
Cloramfenicol 0 0 1 11 12 923 1 14,3 1 14,3 5 A
Doxiciclina 5 385 5 385 3 23,1 2 28,6 4 57,1 1 14,3
Enrofloxacina 3 231 6 46,2 4 30,8 3 429 0 0,0 4 571
Streptomicina 13 100 0 0,0 0 0,0 7 100 0 0,0 0 0,0
Florfenicol 10 76,9 1 1,1 2 154 3 42,9 2 28,6 2 28,6
Fosfomicina 1 11 5 385 7 53,8 0 0 1 14,3 6 85,7
Fosfomicina 1 17 0 0,0 12 92,3 1 14,3 0 0,0 6 85,7
mas fructosa 1,6
difosfato
Fosfomicina méas 0 0 0 0,0 13 100 0 0 0 0,0 7 100
fructosa 1,6
difosfato y Tilosina
Gentamicina 2 154 5 385 6 46,2 2 28,6 1 14,3 4 57,1
Kanamicina 4 30,8 3 23,1 6 46,2 3 429 3 429 1 14,3
Norfloxacina 3 23,1 9 69,2 1 17 1 14,3 6 85,7 0 0,0
Tetraciclina 12 923 1 11 0 0,0 6 85,7 0 0,0 1 143
Trimetoprim sulfa 0 0 2 15,4 " 84,6 0 0 1 143 6 85,7

SM: sensibilidad media
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FIGURA 2. Resultados de la prueba sensibilidad de 20 cepas de Salmonella grupo D (13 inméviles y
7 moviles) aisladas de ponedoras comerciales (porcentaje de resistencia)
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TABLA 4. Resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana (difusion en agar) de 11 cepas
de Salmonella gallinarumy 2 de Salmonella pullorum

Salmonella gallinarum Salmonella pullorum

Antimicrobiano Resistencia % SM %  Sensibilidad %  Resistencia % SM % Sensibilidad %

N° cepas N° cepas N° cepas N° cepas
Amikacina 3 213 3 213 5 455 2 100 0 0,0 0 0,0
Amoxacilina 6 54,5 3 213 2 18,2 0 0,0 2 100 0 0,0
Ampicilina 1 9,1 7 63,6 3 213 1 50 0 0,0 1 50
Cefalexina 4 36,4 0 0,0 7 63,6 0 0,0 0 0,0 2 100
Ciprofloxacina 1 9,1 6 54,5 4 36,4 1 50 1 50 0 0,0
Cloramfenicol 0 0,0 1 9,1 10 90,9 0 0,0 0 0,0 2 100
Doxiciclina 5 455 3 213 3 213 0 0,0 2 100 0 0,0
Enrofloxacina 3 273 4 36,4 4 36,4 0 0,0 2 100 0 0,0
Estreptomicina il 100 0 0,0 0 0,0 2 100 0 0,0 0 0,0
Florfenicol 8 72,7 1 9,1 2 18,2 2 100 0 0,0 0 0,0
Fosfomicina 1 9,1 4 36,4 6 54,5 0 0,0 1 50 1 50
Fosfomicina 0 0,0 0 0,0 1" 100 1 50 0 0,0 1 50
mas fructosa 1,6
difosfato
Fosfomicina 0 0,0 0 0,0 " 100 0 0,0 0 0,0 2 100
mas fructosa 1,6
difosfato y Tilosina
Gentamicina 2 18,2 5 455 4 36,4 0 0,0 0 0,0 2 100
Kanamicina 3 213 3 213 5 455 0,0 1 50 1 50
Norfloxacina 1 9.1 9 81,8 1 9,1 2 100 0 0,0 0 0,0
Tetraciclina 10 90,9 1 9,1 0 0,0 2 100 0 0,0 0 0,0
Trimetoprim sulfa 0 0,0 2 18,2 9 81,8 0 0,0 0 0,0 2 100

SM: sensibilidad media
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FIGURA 3. Resultados de la prueba sensibilidad de 11 cepas de S. gallinarumy 2 de S. pullorum
aisladas de ponedoras comerciales (porcentaje de resistencia)
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos en
los andlisis realizados a 20 cepas de Sa/-
monella grupo D (méviles e inmdviles)
aisladas en ponedoras comerciales, se
pudo observar un comportamiento de
resistencia muy variado que va desde el
0% para productos combinados como
fosfomicina mds tilosina y trimetoprim
sulfa, hasta el 95% y 100% para produc-
tos de uso comun, como estreptomicina
y tetraciclinas. Los porcentajes de sen-
sibilidad que presentaron los productos
combinados se pueden deber a que atn
se registra poco uso de éstos. Por el con-
trario, los elevados niveles de resistencia
que se evidenciaron para otros medica-
mentos podrian explicarse por el con-
tinuo uso de los mismos, lo que genera
una presién de seleccién sobre las cepas
de Salmonellas grupo D aisladas.

El cloramfenicol ha sido prohibido
por la OIE en animales de abasto. Por
tal motivo, se esperarfa un porcentaje de
sensibilidad del 100%, pero el valor ob-
tenido fue de 85%, por tal motivo es re-
comendable tomar medidas estrictas de
control para el uso de estos productos.

Comparando cepas mdviles con in-
méviles se pudo observar que ambas
obtuvieron una respuesta similar para
tetraciclina y estreptomicina, con un
porcentaje de resistencia por encima del
90%, esto puede deberse al continuo uso
de estos medicamentos para tratar dos ti-
pos de enfermedades en aves (pulorosis y
tifoidea aviar, producidas por las cepas
inméviles y enfermedades paratifoideas
producidas por cepas mdviles).

Tanto Salmonella pullorum como Sal-
monella gallinarum mostraron resisten-
cia similar a estreptomicina y tetraclinas;
por el contrario, frente a amikacina, la
biovariedad gallinarum fue mis sensible,

por tal motivo serfa necesario realizar un
estudio en donde se evalde un ndmero
mayor de cepas de Salmonella pullorum,
con el fin de poder determinar con ma-
yor precisién su comportamiento frente
a estos antimicrobianos.

El género Salmonella son microor-
ganismos que se puede transmitir di-
rectamente de la gallina, ya sea por su
presencia en los foliculos ovdricos o por
contaminacién en la cdscara median-
te materia fecal. Es importante resaltar
que la presencia de esta bacteria altera la
calidad e inocuidad del huevo, no solo
por contaminacién directa, sino por los
residuos de antimicrobianos utilizados
indiscriminadamente.
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