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RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS DE USO VETERINARIO EN
ENTEROBACTERIAS Y CAMPYLOBACTER AISLADAS DE POLLOS
FAENADOS EXPENDIDOS EN EL MERCADO “EL ARENAL’" DE
CUENCA.

RESUMEN

El uso inadecuado de antibiéticos en animales de consumo es uno de los determinantes
que contribuye a la aparicion de resistencia bacteriana en el ser humano. En el presente
trabajo se busca determinar la susceptibilidad a antibi6ticos en bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y Campylobacter spp. Se analizaron 72 muestras, mediante
pruebas bioquimicas MICRO GEN ID se identificaron a once especies de bacterias
que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, siendo las bacterias de mayor
prevalencia: Klebsiella oxytoca, Burkholderia pseudomallei, Escherichia coli.
Aplicando la prueba de resistencia a antibioticos a las Enterobacterias indentificadas
se determindé que mdas del 75% de estas bacterias presentd resistencia a los 12
antibi6ticos probados. Para la identificacion de Campylobacter spp se aplic6 el método
colorimétrico Simplate, analizando 72 muestras, de las cuales 27 dieron positivas
representando el 37,5% del total de las muestras, y fueron resistentes a los 12

antibiéticos probados en mas del 67% de Campylobacter spp., aislado.

Palabras Claves: Susceptibilidad, Enterobacteriaceae, Campylobacter spp., método
Simplate, MICRO GEN ID.
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RESISTANCE TO VETERINARY-USE ANTIBIOTICS IN ENTEROBACTERIA
AND CAMPYLOBACTER ISOLATED FROM SLAUGHTERED CHICKENS
SOLD AT THE ARENAL MARKET IN CUENCA

ABSTRACT

Inadequate use of antibiotics in food animals is one of the determinants that contributes
to the emergence of bacterial resistance in humans. This work aimed to determine
susceptibility to antibiotics in bacteria of the Enterobacteriaceae and Campylobacter
spp. family. Seventy-two samples were analyzed through MICRO GEN ID biochemical
tests. Eleven bacterial species belonging to the Enterobacteriaceae family were
identified, being Klebsiella oxytoca, Burkholderia pseudomallei, Escherichia coli, the
most prevalent bacteria. After applying the antibiotic resistance test to the identified
Enterobacteriaceae, it was possible to determine that more than 75% of these bacteria
showed resistance to the 12 antibiotics tested. The Simplate colorimetric method was
applied for the identification of Campylobacter spp. Seventy two samples were
analyzed, of which 27 were positive, representing 37.5% of the total samples. They
were resistant to the 12 antibiotics tested in more than 67% of Campylobacter spp
isolated.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de los antibidticos en el siglo XX supuso una revolucion en la
medicina, contribuyendo de forma significativa a la solucion de maultiples

enfermedades y aumentando la esperanza de vida de la poblacion.

Sin embargo, desde hace algunos afios, se ha determinado que las bacterias han
desarrollado mecanismos de resistencia frente a los antibioticos a causa del
inadecuado uso de los mismos por parte del hombre. Segiin Gonzéles, Cordero y San
Millan (2010) la resistencia adquirida es la capacidad de ciertas bacterias de "resistir"
y sobrevivir después de haber estado expuestas a un antibidtico especifico que

normalmente debio eliminarlas.

En las granjas el uso de los antimicrobianos comenzé con el fin de prevenir
enfermedades bacterianas a los animales, pero posteriormente se descubrié que no
solo tenia efectos terapéuticos, profilacticos y metafilacticos, sino que también
actuaban como promotores de crecimiento mas conocidos como los APC, cuyo fin es
aumentar la tasa de crecimiento y rendimiento productivo en los animales, lo que

produjo que aumente el consumo de los antibioticos (INFOSAN, 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2001) revela que en América y Europa,
mas del 50% del tonelaje de toda la produccion de antimicrobianos se usa en animales
de consumo humano, incluidas las aves. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO,2004) el uso de farmacos en la produccion
animal es una practica no regularizada que carece de control y supervision, como

consecuencia favorece el uso inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de
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cepas resistentes a los antibioticos, tanto de bacterias patégenas como no patdgenas.
Existiendo asi el riesgo de que estos microorganismos resistentes en animales se
puedan transferir al ser humano; ya sea por contanto directo con el animal o por el
consumo de alimentos y agua contaminados con estas bacterias. También el incorrecto
manejo de los residuos animales aporta a la contaminacion y propagacion de estos

microorganismos al ambiente.

Actualmente, la produccion animal se ha elevado de manera incontenible. Segln la
Corporacion Nacional de Avicultores del Ecuador (2014) el consumo de pollo en los
hogares Ecuatorianos ha crecido cinco veces mas en los ultimos 23 afios. Mientras en
1990 cada persona consumia 7 Kg al afio, en el 2013 este indicador subi6 a 35 Kg al
afio. Aunque este hecho favorece a la economia del Ecuador, es realmente el motivo
de preocupacion debido a la falta de control por parte de las autoridades para que los
negocios de expendio de productos veterinarios cumplan con las normas en la venta
de medicamentos para el tratamiento de enfermedades que puedan presentar los
animales de consumo humano; ya que si el medicamento que se administra es
inadecuado y no esta en la dosis correcta, contribuye a dar origen a la aparicion de

resistencia bacteriana.

Segun Pérez, Alcantara, Hurtado y Cota (2014) las enfermedades trasmitidas por los
alimentos causan la muerte a mas de 3 millones de personas por afio en todo el mundo,
y se ha demostrado que los principales microorganismos causantes de estas infecciones
han adquirido resistencia a antibiéticos. Por lo que esta investigacion servira de base
para promover a realizar otros estudios en otras partes del Ecuador sobre resistencia
bacteriana y se tomen las medidas de control necesarias, ya que cientificos afirman
que si no se realizan las acciones correctivas para disminuir el consumo global de
antibidticos podriamos enfrentar problemas graves en la que infecciones simples
podrian ser mortales, a causa de que los antibiéticos ya no servirian para tratar
enfermedades bacterianas porque no causaria ningun efecto en los microorganismos

resistentes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la susceptibilidad a los antibidticos de uso veterinario en
Enterobacterias y Campylobacter spp., aisladas de pollos faenados que se

expenden en el Mercado “"El Arenal” de la ciudad de Cuenca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una encuesta en los diferentes locales de expendio de productos
veterinarios, sobre los antibiéticos comunmente aplicados a los pollos.

e Aislar e identificar las Enterobacterias mediante pruebas bioquimicas
Microgen® GN A + GN B.

e Aislar e identificar Campylobacter spp., mediante la técnica Simplate® y por
la tincion de Gram.

e Determinar la susceptibilidad de las bacterias patdgenas identificadas a los
antibidticos comUnmente utilizados.

e Comparar los resultados entre los diferentes proveedores, de donde se

adquiriran las muestras de pollos para los diferentes analisis
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CAPITULO 1:

MARCO TEORICO

1.1 Los antibidticos y su uso en los animales de consumo humano

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden,
eventualmente, destruirlos. Es indispensable en el tratamiento de enfermedades

infecciosas de origen bacteriano tanto en la medicina humana como animal.

En los animales destinados para el consumo humano se puede emplear los

antimicrobianos para los siguientes fines:

1.1.1 Tratamiento terapéutico
Se emplean en animales que estan enfermos, por lo cual se debe hacer un analisis

microbiol6gico para determinar el microorganismo y suministrar el tratamiento
adecuado. (Anaddn, 2007, p. 15)

1.1.2 Tratamiento metafilactico
Cuando un numero elevado de animales de un mismo grupo presenta los mismos

sintomas, todo el lote de animales estén enfermos o0 no son tratado para evitar un brote
de la enfermedad (Errecalde, 2004, p. 31).

1.1.3 Tratamiento profilactico
Se lleva a cabo en todos los animales de un mismo grupo, medicandolos a través del

alimento o del agua, con el fin de prevenir enfermedades (Falcén, y otros, 2010, p.
79).

1.1.4 Tratamiento para prevenir y estimular el crecimiento
A finales de los afios 40, se descubrié el método de prevenir y estimular el crecimiento

en los animales, cuando se observo que las aves alimentadas con productos de la
fermentacion de Streptomyces aureofaciens mejoraban su desarrollo, identificando el
factor de crecimiento en dichos extractos como residuos de clortetraciclina,
posteriormente se confirmo esta propiedad en mdltiples antibioticos (Vélez, 2013, p.
25). Expertos indican que el mecanismo por el cual los antibioticos favorecen a

estimular el crecimiento en los animales se debe a que actian modificando cuantitativa
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y cualitativamente la flora microbiana intestinal, provocando una disminucion de los
microorganismos causantes de enfermedades subclinicas. Todo ello conduce a una
mejora en la productividad y reduce la mortalidad de los animales (Torres & Zarazaga,
2002, p. 109).

1.2 La resistencia a los antibiéticos

La resistencia a los antibidticos es un fendmeno que se da tanto en humanos como en
animales, el cual ha surgido como respuesta a cambios en diferentes factores
ambientales, pero la causa mas relevante ha sido la practica constante de suministrar

los antimicrobianos tanto en el hombre como en los animales de forma inadecuada.

En la actualidad este problema va en aumento y esta teniendo serias repercusiones
sanitarias, sociales y econdmicas (Gonzales, Cordero, & San Millan, 2010, p. 1).
Aunque, en 1998 la Organizacion Mundial de la Salud, identificd la resistencia
antimicrobiana como un problema de salud puablica que requiere intervencién
inmediata y se indujo a los Estados miembros a implementar sistemas de vigilancia
sostenibles para detectar agentes patdgenos resistentes a los antimicrobianos, hasta el
momento no se ha podido controlar la diseminacion de bacterias resistentes (WHO,
2001).

Se cree que una de las causas que influyen directamente en la aparicion de
microorganismos resistentes es el uso de agentes antimicrobianos en animales de
produccién para el consumo humano. Por otra parte, se debe tener en cuenta que
algunos agentes antimicrobianos que se utilizan en el trataminto de los animales son
similares a los utilizados en medicina humana, produciendo una resistencia cruzada
es decir que las bacterias resistentes de los animales, también sean resistentes a

antimicrobianos de uso humano. (Martinez, 2012, p. 12)

La transferencia de bacterias al ser humano pude ocurrir por contacto directo con los

animales o indirectamente, a través de alimentos o agua.

A lo largo de los afios se ha podido clasificar dos tipos de resistencia: la primera
Ilamada resistencia natural o intrinseca, la cual es propia de cada familia, especie o
grupo bacteriano. La segunda se denomina resistencia adquirida la cual es de

importancia clinica, debido a que las bacterias presentan mecanismos que impiden
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que el antibiotico que supuestamente deberia actuar en ellos no lo haga llevando a un
fracaso terapéutico y limitando las posibilidades de tratamiento de la infeccion.

En lo que respecta a la resistencia adquirida, presenta varios mecanismos los cuales

se podria clasificar de la siguiente manera:

1.2.1 Modificacion enzimatica del antibiotico
Los microorganismos presentan enzimas capaces de provocar modificaciones en la

estructura del antibiotico, haciendo que este pierda su funcionalidad. Las enzimas de
mas relevancia son las f-Lactamasas ya que son capaces de hidrolizar el anillo B-
Lactdmico que poseen los antibidticos de esta familia (Tafur, Torres, & Villegas,
2008, p. 218).

1.2.2 Bombas de expulsién
Este tipo de resistencia puede llegar a suprimir la sensibilidad a un amplio rango de

antimicrobianos. Debido a que las bacterias especialmente las Gram negativas
mediante un sistema de flujo expulsa el antibidtico del espacio periplasmico hacia el
medio externo, de esta manera se evita que el farmaco llegue al sitio de accion
(Cabrera, Gomez, & Zufiga, 2007, p. 156).

1.2.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana externa
En este mecanismo de resistencia se produce un cambio de la membrana, alterando su

permeabilidad a causa de las porinas que son proteinas que forman canales llenos de
agua embebidos en la membrana externa, las mismas trabajan como filtros, teniendo
la capacidad de regular el acceso de los antibi6ticos al interior de la bacteria (Tafur,
Torres, & Villegas, 2008, p. 223).

1.2.4 Alteraciones del sitio de accion
Algunos antibidticos ejercen su accion contra las bacterias uniéndose a una proteina

esencial para la supervivencia de estas, sin embargo las bacterias pueden alterar el sitio
donde el antibiotico se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de esta, se

da principalmente en las bacterias Gram positivas (Martinez, 2012, p. 18).



Dota Cabrera 7

1.3 Clases de Antibidticos y los mecanismos de resistencia de los
microorganismos frente a estos medicamentos

1.3.1 Antibidticos Beta-Lactamicos

Segun Malgor (2000) las bacterias con el fin de evitar la accion de los antibioticos
Beta- Lactdmicos, son capaces de sintetizar una enzima llamada Beta-Lactamasa, que
actia hidrolizando las moléculas del antibiotico. Para combatir este fenomeno se
efectia modificaciones en la molécula basica de la penicilina, con el fin de obtener

compuestos mas estables a la hidrélisis producida por las Beta-Lactamasas.

Dentro de este grupo se encuentra el acido clavulanico y el sulfabactan que se emplean

en combinacion con la amoxicilina y ampicilina para potenciar su accion.

La capacidad de producir betalactamasas ha sido muy evaluada, esta accién varia
mucho de una bacteria a otra destacando las producidas por Staphylococcus aureus,

Clostridium spp. y todas los Gram negativas.

1.3.2 Tetraciclinas
Conjunto de antibidticos obtenidos de especies de Streptomyces spp., estos

antibidticos acttan accediendo al interior celular por un doble mecanismo de difusién
pasiva y transporte activo, una vez que se encuentran ahi se une a una subunidad del
ribosoma bloqueando la fijacion del aminoacil- tRNA que es un ARN de
transferencia unido a un aminoacido. De esta forma actia como bacteriostatico al

impedir la adicién de nuevos aminoéacidos a la cadena peptidica (Ochoa, 2006, p. 1).

El mecanismo de resistencia se basa en un proceso por el que la bacteria impide la
penetracion del antibidtico desde el exterior. La resistencia es cruzada para todas las
tetraciclinas y se transmite por plasmidos (Ochoa, 2006, p. 2).

1.3.3 Quinolonas
Son un grupo de antimicrobianos sintéticos cuya funcion es intervenir en la sintesis de

ADN de la bacteria, causando que el ADN pierda su forma enrollada y como
consecuencia aumente el volumen, produciendo la muerte del microorganismo. Las
quinolonas de primera generacion tiene un espectro reducido ya que solo se utilizan
en infecciones de las vias urinarias, por el contrario las fluroquinolonas se utilizan

también en infecciones respiratorias, de la piel y problemas gastrointestinales. Se ha
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utilizado ampliamente para el tratamiento de infecciones intra y extra-hospitalarias,
en la agricultura y procesamiento de alimentos lo que hace que el incremento de
resistencia a este grupo de antibidticos vaya cada vez en aumento. La resistencia a
quinolonas puede producirse mediante tres mecanismos: a través de mutaciones
cromosdmicas en genes codificados, al reducir las concentraciones
intracitoplasmaticas de manera activa o pasiva y por genes codificadores de bombas
de flujo (Alvarez, Garza, & Véazquez, 2015, p. 501).

1.3.4 Sulfonamidas — Trimetoprim
Fueron introducidas al mercado en 1935, son bacteriostaticas e interfieren con la

sintesis del acido folico, actuando como inhibidores competitivos del acido p-
aminobenzoico en los microorganismos susceptibles. Su espectro de accion es variado
abarcando la mayoria de bacterias Gram positivas y muchos Gram negativas, pero su

uso se ha limitado debido al desarrollo de resistencia (Cué & Morejon, 1999, p. 157).

1.3.5 Antibioticos Macrélidos
Constituye un grupo muy numeroso con estructura y propiedades muy similares,

presentandose entre ellos resistencia cruzada. Son administrados por via oral y actdan
impidiendo la sintesis de proteinas en la bacteria a nivel cromosémico. La resistencia
se produce por diferentes mecanismos, en los bacilos Gram negativos se presenta
resistencia en ciertas ocasiones debido a la incapacidad del medicamento de penetrar
en los sitios receptores. Lo que no sucede con las bacterias Gram positivas ya que la
resistencia se produce por mutacién y otras veces es mediada por plasmidos (Gudian,
Barreto, Rodriguez, Opino, & Lim, 2008, p. 73).

1.3.6 Antibiéticos Anfenicoles
A este grupo pertenecen el Cloranfenicol, Florfenicol y Tianfenicol, estructuralmente

derivados del &cido dicloroaceético, obtenidos inicialmente de cultivos de Streptomyces
venezuelae, aunque actualmente es un farmaco obtenido por sintesis quimica. Estos
medicamentos son utilizados como ultima opcidn para el tratamiento de infecciones
graves tanto en humanos como en animales. En muchos lugares en el mundo estos
antimicrobianos son prohibidos en la crianza de animales ya que puede dar lugar a una
anemia plasmatica a mas de adquirir maltiples resistencias. Su espectro de accion va
frente a una gran variedad de microorganismos Gram positivos y negativos, inhibiendo
la sintesis proteica bacteriana al unirse a nivel de las subunidades de los ribosomas.

La resistencia frente a estos antibidticos va medida por plasmidos o bien por un
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mecanismo de reduccion de la permeabilidad bacteriana al antibiético (Bregante &
San Andés, 2004, p. 2).

1.4  Familia Enterobacteriacea y su resistencia a antibioticos

Las Enterobacterias son bacterias Gram negativas en las que se incluye mas de 30
géneros y méas de 100 especies que adopta la morfologia de cocos o bacilos, su estudio
es importante porque estos microorganismos tienen la capacidad de adquirir

resistencia a los antibioticos.

Poseen una membrana interna (citoplasmatica), una cubierta de péptidoglicano que los
rodea y una compleja membrana externa donde se encuentran las porinas, que son
canales para la penetracion de antibiéticos y nutrientes. Se caracterizan por ser
aerobios no formadores de esporas, pero pueden desarrollarse en anaerobiosis es decir
son anaerobios facultativos (Puerta & Mateos, 2010, p. 3425).

Esta familia de bacterias se caracteriza por ser capaces de reducir los nitratos a nitritos,
producen catalasa y son oxidasa-negativos a excepcion de Plesiomonas. Pueden ser
moviles, dependiendo de la presencia o no de flagelos peritricos o inmdéviles (Puerta
& Mateos, 2010, p. 3426).

Segun, Gali (2010) “Las Enterobacterias son las responsables de una tercera parte de
los aislamientos en las bacteriemias, de dos tercios de los aislamientos en
gastroenteritis, y de tres cuartas partes de los aislamientos en infecciones del tracto

urinario”.

La mayoria de las Enterobacterias poseen plasmidos, que son unidades de ADN extra
cromosomico que se auto replican y que transportan su propia estructura de
replicacion, aungue la multiresistencia antibidtica de estos microorganismos es con
frecuencia mediada por plasmidos, ciertas especies de Citrobacter spp, Enterobacter
spp, Proteus spp, Serratia spp poseen un gen cromosoémico que codifica una -

Lactamasa de amplio espectro (Gali, 2010, p. 6).

Normalmente estas bacterias colonizan la mucosa de los seres vivos, suelen ubicarse

en el tracto gastrointestinal y urinario, por lo que la mayoria de cuadros clinicos
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presentados suelen darse a partir de estas localizaciones. Estudios médicos indican que
el 35% de las septicemias son producidas por esta familia de bacterias (Puerta &
Mateos, 2010, p. 3427).

1.5 Campylobacter spp.

Campylobacter spp. es un bacilo Gram negativo curvo, con forma caracteristica de
“sacacorchos”, mide de 0,2-0,9 um de ancho por 0,5 um de longitud, su motilidad esta
dada por un flagelo polar presente en uno o ambos extremos. La mayoria de las
especies son microaerofilicos y termotolerantes (crecen a 42°C), siendo
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli las especies que causa infecciones en el
hombre. (Instituto de Salud Publica de Chile, 2014)

Estas bacterias habitan en el intestino de animales de sangre caliente como aves de
corral, vacunos, porcinos, ovinos y avestruces. Por lo general la via de transmision es
al ingerir carnes contaminadas en especial las carnes de aves ya que las cavidades
internas de las aves permanecen positivas para Campylobacter spp., ain después de

que han sido limpiados, empacados y congelados. (Moreno, 2015, p. 1)

Segun la Organizacion mundial de la salud (WHO, 2016) Campylobacter spp., es una
de las cuatro principales causas de enfermedad diarreica y esta considerada una de las
bacterias que produce frecuentemente cuadros clinicos de gastroenteritis, problema
que se da tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, y conjuntamente
con Salmonella spp., se consideran las bacterias que presentan mayor nimero de casos

de infecciones en todo el mundo.

La infeccion causada por Campylobacter spp., casi siempre es autolimitada se
caracteriza por fiebre, dolor abdominal, diarrea, cuyos sintomas se pueden confundir
por infecciones producidas por otras bacterias, lo que dificulta el diagndstico. Su
periodo de incubacién va de 2 a 5 dias, incluso han existido casos que han llegado a
los 10 dias. Las infecciones extraintestinales por esta bacteria pueden llegar a una

meningitis, osteomielitis y sepsis neonatal (Instituto de salud Pablica de chile, 2014).

Aungue Campylobacter spp. es una bacteria termosensible, el riesgo sin embargo se

vincula como un importante factor de contaminacion cruzada, ya que no todas las
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personas en sus hogares o en establecimientos de comida toman las debidas
precauciones para el manejo de aves crudas. (Hartnett et al., 2009, p 15). Razén por
la cual son frecuentes los casos de enfermedades producidos por esta bacteria y en
muchas ocasiones la bacteria llega a ser resistente a los antibidticos complicando y
encareciendo el tratamiento de la enfermedad. Este es un problema emergente, dado
que en los ultimos afios se ha observado un incremento en la resistencia a antibioticos
principalmente a las fluroquinolonas y macrélidos. Esto es de gran importancia dado
que estos farmacos son utilizados como primera eleccion para el tratamiento de

campilobacteriosis. (Pulgar, 2016, p. 4)
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CAPITULO 2:

MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion
Para llevar a cabo el presente trabajo de investigacion, se procedié a tomar las

muestras de pollos que se expenden en el mercado “El Arenal”, el mismo que se
encuentra ubicado al Oeste de la Ciudad de Cuenca, en la Avenida de las Américas

entre las calles Eduardo Arias y Roberto Crespo.
2.2 Recursos

2.2.1 Recursos Institucionales
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencia y tecnologia de la Universidad

del Azuay.

2.2.2 Recursos Materiales
Los recursos empleados para la toma de muestras y procesamiento de las mismas en

el laboratorio se detallan en el Anexo 1.

2.3 Universo de la Muestra

Se recogi6 un total de 72 muestras de pollos frescos (pollos enteros faenados),
adquiridos de cuatro proveedores, se compraron 3 pollos por cada proveedor dando
un total de 12 pollos, esto se realizo al inicio y fin de mes, dando un total de 24 pollos

por mes; esto se realizé por un periodo de tres meses.

2.4 Encuesta a los diferentes locales de expendio de productos veterinarios
Se realiz6 una encuesta en los diferentes locales de expendio de productos veterinarios

ubicados a los alrededores del mercado el arenal con la finalidad de conocer los

medicamentos que se expenden para tratar enfermedades en los pollos.

Se elaboré un formato de encuesta que se detalla en el Anexo 2.
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2.5 Recoleccion de las muestras
Se adquirieron los pollos enteros y se colocaron en fundas ziploc para ser transportados
inmediatamente al laboratorio de microbiologia de la Universidad del Azuay y realizar

los andlisis microbioldgico establecidos en los objetivos del trabajo de titulacion.
2.6 Metodologia

2.6.1 Determinacion de Campylobacter spp.
a) Afadir 400 ml de agua de peptona al 1% en la funda ziploc que contiene un

pollo con su respectiva menudencia, para realizar el enjuague.

b) Tomar 100ml del enjuague en un recipiente estéril y proceder segun el
flujograma establecido en lo que respecta a la identificacion de Campylobacter
spp. mediante el método Simplate®. (Anexo 3)

c) Del mismo enjuague realizar la siembra en placas bi-petri de agar base sangre
al 5 % con suplemento de skirrow, mediante la técnica de estria cruzada e
incubar por 48 horas a 42°C en una atmosfera microaerofilica.

d) Condichas colonias realizar la tincion de Gram para verificar la morfologia de
las bacterias. Con el método Simplate® Campylobacter spp. y la tincion de
Gram se busca asegurar la veracidad de los resultados.

e) Una vez confirmada la presencia de Campylobacter spp., proceder con estas
colonias a realizar la técnica de Kirby Bauer, segun el flujograma establecido

en el Anexo 4.

Técnica Simplate®

Fundamento de la técnica Simplate®: Es un sistema de reactivos basado en
reacciones de 6xido- reduccion y de enzimas multiples para detectar, cuantificar y
analizar los microorganismos como Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, “la
multiplicacion de las bacterias altera el potencial redox del medio lo que conlleva a un
cambio de color a partir de una reduccion bioquimica, donde la resazurina se
transforma en resorufina (rojo) o en dihydroresorufina (incoloro)” (Smith &
Townsend, 1999). Los resultados se obtienen interpretando solamente un cambio de

colores y fluorescencia.
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Procedimiento:

Para realizar el analisis mediante la técnica Simplate® se realiz6 los siguientes pasos:

a)

b)

f)

2.6.2

b)

Reconstituir el medio en polvo, adicionando 9 ml de agua destilada estéril y
homogenizar hasta disolucién completa.

Adicionar 1 ml de muestra (enjuague del pollo) al medio previamente
reconstituido, continuamente afiadir 40ul de aditivo de skirrow y 40 ul de
aditivo hemina, homogenizando después de cada adicion.

Retirar la tapa del dispositivo Simplate® para adicionar la mezcla medio-
muestra y tapar inmediatamente.

Cuidadosamente distribuir la mezcla medio-muestra en todos los pocillos,
retirando el exceso en la cavidad esponja, ubicada en la parte lateral del
dispositivo.

Incubar cada dispositivo Simplate® durante 48 horas a 42°C en ambiente
microaerofilico.

Realizar la lectura de los dispositivos Simplate® positivos como se detalla en

el Anexo 5.

En el Anexo 6 se muestran algunas imagenes de los resultados obtenidos por

la técnica Simplate® vy por la tincion de Gram.

Identificacion de Enterobacterias
Del mismo enjuague realizado anteriormente con agua de peptona al 1% tomar

100ml del enjuague en un recipiente estéril y sembrar en las placas de agar
verde brillante y agar VRB, mediante la técnica de estria cruzada e incubar a
37°C por 24 horas.

Pasado el tiempo predispuesto observar las placas en busca de colonias
sospechosas, con dichas colonias proceder a sembrar en agar PCA para
aislarlas para las pruebas bioquimicas Microgen® GN A + GN B e incubar a
37°C por 24 horas. ( Anexo 7)

Proceder segun el flujograma establecido en lo que respecta a pruebas

bioquimicas de Enterobacterias.(Anexo 8 )
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d) Una vez identificadas las bacterias pertenecientes a la familia de
Enterobacteriaceae mediante las pruebas bioquimicas, proceder a realizar la

técnica de Kirby Bauer.

Pruebas bioquimicas Microgen® GN A + GN B.

El Sistema Microgénico GNA-ID es empleado para la identificacion de
Enterobacterias actualmente reconocidas y un amplio rango de bacilos gram negativos
que den positivos a la oxidasa, microorganismos que se encuentran comunmente en
alimentos 0 muestras de origen medico. Esta identificacion se logra mediante la

combinacion de los sistemas de identificacion Microgen® GN A + GN B.

Este sistema comprende 24 sustratos, combinando 12 sustratos de los paneles de
Microgen® GN Ay 12 sustratos de Microgen® GN B, que permiten una identificacion
répida y clara. Ademas, este sistema esta soportado por el software de identificacion
por computadora (MID60), que posee una base de datos completa y actualizada, donde
se introducen los resultados y el sistema automaticamente dara el nombre de la bacteria
y el porcentaje en que reconoce dicha bacteria. Motivo por el cual la bacteria a
analizarse debe estar cuidadosamente aislada para que el porcentaje de reconocimiento

que dicta el sistema sea lo mas cercano al 100%.
Procedimiento:

a) Preparar una solucion salina de NaCl al 1% en tubos de ensayo y autoclavar a
120°C por 15 minutos

b) Seleccionar cuatro o cinco colonias bien aisladas con un hisopo para realizar
la prueba de oxidasa.

c) Se inocula con un hisopo 4 a 5 colonias bien aisladas en los tubos de ensayo
que contienen la solucion salina de NaCl 0,1 % y homogenizar la mezcla.

d) Usando la pipeta automatica previamente colocar de 3 a 4 gotas (50 ul) de la
suspension bacteriana en cada pocillo del Microgen® GNA y Microgen®
GNB, hasta llenar los 24 sustratos e incubar a 35°C por 24 horas, excepto si la
prueba de oxidasa da positivo el tiempo de incubacién se prolonga por 48
horas.

e) Realizar la interpretacion visual de los 24 sustratos del Microgen® GN A +
GN By comparar con el protocolo de Microgen® (Anexo 9) que ird dando
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un numero de acuerdo al color que presente, los mismos que serviran para
introducir al software de identificacion por computadora, para conocer

finalmente el nombre de la bacteria (Anexo 10).

2.6.3 Determinacion de la Resistencia a antibioticos en bacterias de la Familia
Enterobacteriaceae y Campylobacter spp.

El método de Kirby Bauer llamado también método de difusion por disco, es una
técnica cualitativa basada en la presencia o ausencia de una zona de inhibicion de
crecimiento bacteriano que se mide en milimetros. Se interpreta como sensible (S),

intermedio (1) o resistente (R) y esta disefiado para cada bacteria o familia de bacterias.

Este método implica la colocacién de un disco de papel cargado de una concentracion
conocida de un antibiotico sobre la superficie del agar en el que los microorganismos
han sido sembrados, inmediatamente se incuba y se determina la sensibilidad de los

microorganismos segun el tamafio del halo de inhibicion.

Para obtener resultados fiables, las técnicas utilizadas, los medios y los procedimientos
empleados deben estar normalizados. Hoy en dia, el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) es responsable de la actualizacidén y modificacion del
procedimiento original de Kirby Bauer a traves de un proceso de consenso global. Esto
asegura la uniformidad de la técnica y la reproducibilidad de los resultados. (Cavalieri
et al., 2006, p. 39)

Procedimiento:

a) Se prepara previamente el agar Mueller Hinton de acuerdo a las
especificaciones del fabricante y la solucién salina de CINa al 0,1% en tubos
de ensayo.

b) Inmediatamente preparar el estandar 0,5 de McFarlane que contiene (9,95ml
H2SO4 y 0,05 ml Cl2Ba), que es el patron de referencia para ajustar la turbidez
de las muestras de las bacterias

c) Segun indica la técnica proceder a seleccionar los discos de antibidticos para

Enterobacterias y Campylobacter spp., segin indica la NCCLS. (Anexo 11)
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f)

9)

9)
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Se selecciona cuatro o cinco colonias bien aisladas con un hisopo y se inoculan
en los tubos de ensayo que contienen la solucién salina de CINa al 0,1 %
ajustando el inoculo de acuerdo al estandar de McFarlane 0,5. Inmediatamente
sumergir un hisopo estéril en la suspension y presionar firmemente en la pared
interna del tubo por encima del nivel del liquido para eliminar el exceso de
inéculo.

Réapidamente sembrar en las placas previamente preparadas con el agar Mueller
Hinton, estriando con el hisopo en tres direcciones para asegurar una
distribucion uniforme del inéculo y se deja secar la placa a temperatura
ambiente por 3 a 5 minutos para quitar el exceso de humedad.

Posteriormente colocar los discos de antibidticos anteriormente seleccionados,
con la ayuda de una pinza estéril, presionando suavemente sobre cada disco
para asegurar un contacto completo sobre la superficie del agar. Siguiendo las
normas que indica la NCCLS, donde explica que no deben colocarse mas de
12 discos en una placa de 150 mm, ni mas de 6 discos en una placa de 100mm
de didmetro interno.

Se incuba las placas en posicion invertida a 35°C dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, el tiempo de incubacion serd de
acuerdo a las normas (NCCLS), donde se especifica para cada bacteria o
familia de bacterias. En el caso de Campylobacter spp incubar durante 48 horas
a42°C en ambiente microaerofilico y para la familia de Enterobacterias incubar
a 35°C por 15-18 horas.

Finalmente examinar cada placa y medir los didmetros de los halos de
inhibicidn alrededor de cada disco y comparar los resultados con las tablas de

las normas NCCLS para determinar si las bacterias presentan sensibilidad o

resistencia. (Anexo 12)
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 72 muestras de enjuagues de pollos enteros tomados al azar
y adquiridos en el mercado “El Arenal”, con el fin de determinar la presencia de
bacterias pertenecientes a la familia de Enterobacterias y Campylobacter spp.

resistentes a antibioticos.

3.1 Resultados de la Encuesta
Se visito 10 locales de expendio de productos veterinarios, porque era la cantidad de

locales que se encuentran alrededor del mercado “El Arenal”. La finalidad de la
encuesta es conocer los antibioticos que se venden para tratar enfermedades de origen
bacteriano en los pollos de engorde, para lo cual se formul6 cinco preguntas de las que

se obtuvo las siguientes respuestas.

1. Al formular la primera pregunta, ¢Para la venta de sus medicamentos exige

usted que su cliente presente receta médica?

Los diez locales respondieron que no era necesario presentar receta médica para la
venta de sus medicamentos. Lo que concuerda con la resolucion N° 0072 de la
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad (AGROCALIDAD) que indica en
el Articulo N% que para el expendio de productos veterinarios no es necesario que el
cliente presente receta médica a excepcion si se trata de productos como:
psicotropicos, estupefacientes, anestésicos generales y locales, tranquilizantes,
eutanasicos, anabolicos, relajantes musculares. También indica que un local comercial
veterinario y agropecuario debe contar con la presencia continua de un profesional

médico veterinario.
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2. Conrespecto a la segunda pregunta, ¢ Con qué frecuencia sus clientes presentan
receta médica prescrita por un Médico Veterinario?,

En todos los locales visitados indicaron que rara vez un cliente presenta receta médica,
porque no era necesario, indican que las consultas para la compra de los medicamentos
lo hacen al momento de la compra 0 a veces contratan al médico veterinario del

negocio para llevarlo a la granja y evaluar los pollos de engorde para medicarlos.

3. Segun la tercera pregunta formulada, ¢Que tipos de enfermedades presentan

comunmente los pollos?

Haciendo un resumen de lo que contestaron en los 10 locales, las enfermedades
bacterianas son: infecciones gastroentéricas, neumonias, pericarditis, peritonitis,
infeccion de saco vitelino, onfalitis, salmonelosis, tifoidea aviar, enteritis, colera aviar,
pasteurelosis, sindrome ocular derecho, enfermedad respiratoria cronica, arizonosis
aviar, salpingitis, enterocolitis, celulitis, septicemia neonatal, cloacitis, panoftalmitis,

artritis, osteomielitis, bursitis sternalis.

4. A la cuarta pregunta formulada, ¢Qué sintomas o enfermedades son las
comunmente consultadas en su negocio sobre los pollos de crianza destinados

al consumo?

Respondieron que enfermedades relacionadas con problemas digestivos causadas
principalmente por Escherichia coli o Salmonella spp. son las que se consultan
diariamente en su negocio aunque dos locales indicaron que las enfermedades

respiratorias son las mas comunes.

5. Finalmente en los 10 locales dieron respuestas parecidas al formular la
siguiente pregunta, ¢Podria mencionar los antibioticos mas utilizados o
vendidos en su local, para tratar las enfermedades de origen bacteriano en los

pollos?

En los locales que se visitaron nombraron algunos medicamentos, de los cuales hemos
escogido los mas utilizados para enfermedades producidas por Enterobacterias, siendo

los siguientes:

e Maydox-C: medicamento que viene en polvo, su forma de administracién es

oral, estd compuesto por colistina, antibiotico que se utiliza para tratar
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enfermedades producidas por Escherichia coli como pericarditis, peritonitis,
septicemias, enfermedades respiratorias cronicas.

Viracol: medicamento en gotero, que se puede administrar de forma oral en el
agua de bebida de las aves, su principio activo es la colistinay la amoxicilina,
antibioticos que en combinacidn sirven para tratar enfermedades producidas
por Enterobacterias como Salmonela spp. y Escherichia coli, aunque también
se usa en el tratamiento de enfermedades producidas por Campylobacter spp.
Sulfavit: medicamento que viene en polvo, su forma de administracion es oral,
estd compuesto por sulfadimetoxina, se usa en el tratamiento de colera aviar y
otras enfermedades producidas por bacterias Gram Negativas.

Eritrovet: medicamento que viene en polvo para suministrar con el agua de
bebida de las aves, esta compuesto por eritromicina, que es un antibiotico del
grupo de los macrolidos, con efecto bacteriostatico, bloqueando la sintesis
proteica de la bacteria. Empleado para tratar enfermedades producidas por
bacterias Gram negativas, en especial para el tratamiento de enteritis producida
por Campylobacter jejuni.

Abicxasin: medicamento en gotero, que se puede administrar de forma oral en
el agua de bebida de las aves, estd compuesto por norfloxacina que se emplea
en el tratamiento de infecciones paratificas, bursitis, enfermedades
respiratorias crénicas, onfalitis que son producidas por bacterias Gram
negativas.

Enroxil: medicamento en gotero, que se puede administrar de forma oral en el
agua de bebida de las aves, su principio activo es la enrofloxacina, antibiotico
que sirve para el tratamiento de enfermedades producidas por E.
coli, Salmonella spp., Klebsiella spp., Haemophilus spp., Pasteurella ssp.
Maiz Antibiotico: medicamento en tabletas, que se debe administrar de 2 a 4
tabletas x kg de peso, cada ocho horas durante 3 dias seguidos como minimo.
El tratamiento debe hacerse ave por ave, colocando la tableta en el pico y
empujandola hasta que el animal ingiera, su principio activo es la ampicilina
trihidrato, antibidtico que se utiliza en el tratamiento de peritonitis producida
por Eschericia coli y otras enfermedades causadas por Proteus spp. y

Klebsiella spp.



3.2

Dota Cabrera 21

Garacil: solucién inyectable que contiene una combinacion antibiotica
bactericida de amplio espectro, compuesta por gentamicina y acido nalidixico
con accion sinérgica, que presenta una excelente distribucion a los tejidos
respiratorios, digestivos y urinarios. Funciona como auxiliar en el tratamiento
de enfermedades bacterianas en aves como coriza infecciosa, colera aviar,
tifoidea aviar, salmonelosis, psitacosis, onfalitis e infeccidn del saco vitelino.

Nitrofurazone: medicamento en gotero, su principio activo es la
nitrofurantoina que es un nitrofurano antibacteriano que se utiliza
especificamente para el tratamiento de las infecciones urinarias producidas por
gérmenes gram-negativos como scherichia coli, citrobacter, salmonella en el
caso de Enterobacter spp y Klebsiella spp requieren dosis mas altas y algunas

cepas pueden ser resistentes.

Identificacion de Enterobacterias

Se analizaron 72 muestras mediante pruebas bioguimicas MICRO GEN ID,

identificando las siguientes bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Los datos para el desarrollo de la figura se observan Anexo 13.
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Figura N° 3. 1 Enterobacterias identificadas mediante pruebas bioquimicas
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Procesando las 72 muestras mediante las pruebas bioquimicas MICRO GEN ID, se
identificaron 11 bacterias, entre ellas K. oxytoca representando el 22,22% del universo
total de la muestra, le sigue B. pseudomallei con un 20,83% Yy E.coli con 13,88% que
son las bacterias mas frecuentes en casi todas las muestras tomadas de los los pollos

de diferentes lugares de procedencia.

3.2.1 Enterobacterias identificadas en pollos provenientes de los Cantones
Paute y Santa Isabel
En cada local donde se obtuvieron las muestras, se consultd la procedencia de los

pollos, para realizar las comparaciones entre los resultados obtenidos.

En la figura N°3.2 y 3.3, se observa los resultados de los analisis microbioldgicos de
las muestras de los pollos provenientes de Cantones de la Provincia del Azuay como

son Paute y Santa Isabel, analizando 18 pollos por cada lugar de origen que provienen

los pollos.
38,88%
40,00 —
27,27%
30,00 -/
16,66% 16,66%

20,00
10,00

0,00

E. cloacae K. oxytoca E.coli E. fergusonii

Figura N° 3. 2 Enterobacterias identificadas en pollos provinientes del Cant6n Paute

En la figura 3.2 se observa que Klebsiella oxytoca es la bacteria con mayor incidencia
en los pollos provenientes del Canton Paute con un 38, 8%, continuado de Escherichia
fergusonii conun 27,27% vy por Gltimo Enterobacter cloacae y Escherichia coli que

presentan porcentajes iguales del 16,66%.
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Figura N° 3. 3 Enterobacterias identificadas en pollos provenientes del Canton

Santa Isabel

En la figura N° 3.3 se observa que Klebsiella oxytoca y Serratia odorifera son las
bacterias méas frecuentes determinando un 33, 33% cada una, continuado de
Burkholderia pseudomallei y Klebsiella ornithinolytica que presentan porcentajes
iguales, con un 16,66% del total de las muestras analizadas procedentes de este
proveedor.

3.2.2 Enterobacterias identificadas en pollos de procedencia de proveedores
con marca ly marca 2

En las figuras N°3.4 y 3.5, se muestra los resultados de los analisis mediante pruebas
bioquimicas de las muestras de pollos procedentes de proveedores con marca 1 y
marca 2, los mismos que se venden empacados Yy etiquetados y son marcas muy

consumidas en el mercado, adquiriendo 18 pollos por cada proveedor.
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Figura N° 3. 4 Enterobacterias identificadas en pollos de procedencia del proveedor
con marca 1
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En la figura N° 3.5 se observa que del 100% de muestras analizadas de pollos
procedentes de este proveedor, Escherichia coli, Proteus mirabilis, y Serratia
liquefaciens son las bacterias que presentan un valor igual, con un 22, 22% cada una.
De la misma forma Burkholderia pseudomallei y Enterobacter sakazakii presentan

porcentajes iguales, con un valor del 16,66%.
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K. oxytoca E. coli B. pseudamallei A. hydrophila

Figura N° 3. 5 Enterobacterias identificadas en pollos de procedencia del proveedor
con marca 2

EnlafiguraN® 3.5 seobservaque B. pseudomallei es la bacteria con mayor incidencia
reflejada en los resultados con un 50, 00% y Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y

Aeromona hidrophyla presentan porcentajes iguales del 16,66% cada bacteria.

3.3 Enterobacterias resistentes a antibidticos

En la Figura N° 3.6 se observa tres tipos de valoraciones en base a las pruebas de
resistencia a antibidticos (Kirby Bauer) aplicadas a las Enterobacterias aisladas. Para
el desarrollo de las pruebas se utilizaron 12 antibidticos anteriormente seleccionados
en base a las encuestas y las normas NCCLS. Los datos para el desarrollo de la figura
se observan en el Anexo 14.

Estas valoraciones son: resistente (R), susceptibilidad intermedia (I) o sensible (S)
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Figura N° 3. 6 Resultados de las Pruebas de Resistencia

En el grafico se observa que el 100% de bacterias aisladas presentaron resistencia a
eritromicina, &cido nalidixico, ampicilina y trimetroprim sulfametoxazol. También,
entre el 89 - 96% de bacterias aisladas presentd resistencia a cloranfenicol,
ciprofloxacina, colistina, enrofloxacina, amoxicilina y nitrofurantoina, siendo el 75%

de las bacterias aisladas resistentes a norfloxacina.

Puntualmente en el caso del antibiético ceftazidima del 100% de bacterias aisladas el
21,42% presenta sensibilidad, el 42,85% presenta resistencia intermedia y el 35,71%

es resistente a este antimicrobiano.

3.3.1 Resistencia de cada Enterobacteria identificada a los 12 antibiéticos

Se realiz6 las pruebas de resistencia para cada una de las 11 bacterias identificadas
pertenecientes a la Familia Enterobactereaceae, los antibidticos utilizados para las
pruebas fueron 12: ampicilina, &cido nalidixico, eritromicina, ciprofloxacina,
amoxicilina, trimetoprima sulfametoxazol, cloranfenicol, ceftazidima, nitrofurantoina,
norfloxacina, colistina y enrofloxacina.

Los resultados se expresaron en: resistente (R), susceptibilidad intermedia (1),
susceptible (S).
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Klebsiella oxytoca: EI 100% de estas bacterias aisladas resulta resistente
(R) a 11 antibidticos, excepto a ceftazidima ya que el 71.42 % presenta
susceptibilidad intermedia (I).

Burkholderia pseudomallei: EI 100% de las bacterias aisladas resulta
resistente (R) a 9 antibidticos, excepto el 20% presenta susceptibilidad
intermedia (1) a ceftazidima, el 25% a Nitrofurantoina y el 40% a
Norfloxacina. EI 60% de estas bacterias aisladas es susceptible (S) a
ceftazidima y Norfloxacina.

Escherichia coli: EI 100% de estas bacterias aisladas resulta resistente (R)
a 9 antibidticos, excepto el 75% presenta susceptibilidad intermedia (1) a
ceftazidima y el 25% a Nitrofurantoina. EI 25% de bacterias aisladas es
susceptible (S) a Amoxicilina.

Serratia odorifera: ElI 100% de estas bacterias aisladas resulta resistente
(R) a 11 antibioticos, excepto a ceftazidima ya que el 100 % presenta
susceptibilidad intermedia (I).

Escherichia fergusonii: EI 100% de estas bacterias aisladas presenta
resistencia (R) a 1os 12 antibidticos mencionados.

Serratia liquefaciens: ElI 100% de estas bacterias aisladas presenta
resistencia (R) a 1os 12 antibi6ticos mencionados.

Proteus mirabilis: EI 100% de estas bacterias aisladas resulto resistente (R)
a 9 antibioticos, excepto a cloranfenicol ya que el 50% presenta
susceptibilidad intermedia (1) y el 100 % presenta susceptibilidad (S) a

ceftazidima y enrofloxacina.

Klebsiella ornithinolytica: EI 100% de estas bacterias aisladas resulta
resistente (R) a 10 antibioticos, excepto a amoxicilina ya que el 100%
presenta susceptibilidad intermedia (1) y el 100 % presenta susceptibilidad
(S) a colistina.

Aeromona hydrophila: El 100% de estas bacterias aisladas resulta
resistente (R) a 10 antibidticos, excepto a ceftazidima y norfloxacina ya que

el 100% presenta susceptibilidad intermedia (1).
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e Enterobacter sakazakii: EI 100% de estas bacterias aisladas resulta
resistente (R) a 11 antibioticos, excepto a ciprofloxacina ya que el 100%
presenta susceptibilidad intermedia (I) a este antibidtico.

e Enterobacter cloacae: El 100% de las bacterias aisladas resulta resistente
(R) a 10 antibidticos, excepto a ciprofloxacina y norfloxacina ya que el
100% de las bacterias aisladas presenta susceptibilidad intermedia (I) a

estos antibidticos.

3.3.2 Resistencia a antibioticos en las Enterobacterias identificadas en pollos
provenientes de los Cantones Paute y santa Isabel
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Figura N° 3. 7 Resistencia en Enterobacterias aisladas de pollos provenientes del
Canton Santa Isabel

En la grafica N° 3. 7 se puede observar que el 100% de Enterobacterias aisladas de los
pollos procedentes del Canton Santa Isabel presenta resistencia (R) aampicilina, acido
nalidixico, eritromicina, ciprofloxacina, trimetroprim sulfametoxazol y cloranfenicol,
y el 83,33% de las bacterias presenta resistencia (R) a amoxicilina, colistina y
norfloxacina. Habiendo una sensibilidad (S) a colistina en el 16,67% de las bacterias.
Puntualmente en el caso del antibidtico ceftazidima del 100% de bacterias aisladas el
16,67% presenta sensibilidad, el 50% presenta resistencia intermedia y el 33,33% es
resistente a este antimicrobiano
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Figura N° 3. 8 Resistencia a antibidticos en Enterobacterias aisladas de pollos
provenientes del Canton Paute

En la figura N° 3.8 se observa que el 100% de Enterobacterias aisladas de los pollos

procedentes del Canton Paute presentan resistencia (R) a ampicilina, &cido nalidixico,

eritromicina, amoxicilina, trimetroprim sulfametoxazol, cloranfenicol, colistina y

enrofloxacina. También el 85,71% de las bacterias presenta resistencia (R) a

norfloxacina, nitrofurantoina y ciprofloxacina. Existiendo una sensibilidad intermedia

(1) en el 42,86% de las bacterias aisladas a ceftazidima y en un porcentaje mas bajo

del 14,29% presenta sensibilidad intermedia (I) a norfloxacina, ciprofloxacina y

nitrofurantoina.
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3.3.3 Resistencia a antibidticos en las Enterobacterias identificadas en pollos
procedentes de los proveedores con marca 1y marca 2
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Figura N° 3. 9 Resistencia a antibidticos en Enterobacterias aisladas de pollos
procedentes del proveedor con marca 1

En la figura N° 3. 9 se observa que el 100% de bacterias aisladas de este proveedor
presentaron resistencia a ampicilina, acido nalidixico, eritromicina, ciprofloxacina,
trimetroprim sulfametoxazol, cloranfenicol, nitrofurantoina, colistina y enrofloxacina.
Habiendo una sensibilidad intermedia (I) considerable a ceftazidima en el 71,42% de

bacterias aisladas y una sensibilidad (S) en el 28,57% a norfloxacina.
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Figura N° 3. 10 Resistencia a antibioticos en Enterobacterias aisladas de pollos
procedentes del proveedor con marca 2

En la figura N° 3. 10 se observa que el 100% de bacterias aisladas presenta resistencia
a ampicilina, acido nalidixico, eritromicina y trimetroprima sulfametoxazol, y el
87,5% presenta resistencia a amoxicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol,
nitrofurantoina, norfloxacina y colistina. Existiendo una sensibilidad (S) considerable
a ceftazidima en el 50% de bacterias aisladas. En el caso de la enrofloxacina el 25%
presenta sensibilidad (S).

También, se puede observar que existe una sensibilidad intermedia (I) y sensibilidad

(S) en el 12,5% de bacterias a algunos antibiéticos que se puede observar en la figura.
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3.4 Presencia de Campylobacter spp.

De las 72 muestras analizadas en lo que concierne a la presencia de Campylobacter
spp., determinado por la técnica Simplate®, dio como resultado 27 muestras positivas
lo que representa el 37,5 % del universo total de la muestra y 45 muestras negativas lo

que representa 62,5%. Los datos para el desarrollo de la figura se observan Anexo15.

m Ausencia
® Presencia

Figura N° 3. 11 Presencia de Campylobacter spp., en pollos frescos

3.4.1 Presencia de Campylobacter spp., segun el lugar de procedencia de la
muestra

En los lugares donde se adquirieron las muestras se realiz6 una consulta previa, con el
objetivo de conocer el lugar de origen de la muestra. En la Figura N° 3.12, se observa
los resultados del analisis de los pollos que provienen de dos Cantones de la Provincia
del Azuay llamados Paute y Santa Isabel y de pollos que proceden de dos proveedores

con marca 1y marca 2, los mismos que vienen empacados y etiquetados.
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Pollos de marca 1 Pollos de Paute Pollos de marca2  Pollos de Santa Isabel

Figura N° 3. 12 Campylobacter spp., segun el lugar de procedencia de la muestra

Para obtener los resultados de la figura N° 3. 12 se analizaron 18 muestras tomadas de
los pollos por cada lugar de procedencia. Por lo tanto las 18 muestras de los pollos

representan el 100% del universo total de la muestra para cada proveedor.

En el caso de las muestras tomadas de los pollos del proveedor con marca 1, del 100%
de estas muestras el 33,33% dio positivo a Campylobacter spp., seguido de pollos que
provienen del Cantén Paute y de proveedores con marca 2 que presentan un 25,22%
y 22,22% de Campylobacter spp, respectivamente, y por ultimo los pollos que

provienen del Cantdn Santa Isabel el 18,51% es positivo a Campylobacter spp.
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3.5 Campylobacter spp resistente a antibioticos

En la Figura N° 3.14 se observa tres tipos de valoraciones en base a las pruebas de
resistencia a antibioticos (Kirby Bauer) aplicadas a Campylobacter spp. Para el
desarrollo de las pruebas se utilizaron 12 antibidticos anteriormente seleccionados en

base a las encuestas y las normas NCCLS.

Estas valoraciones son: resistente (R), susceptibilidad intermedia (I) o sensible

(Sprobadas a 12 antibidticos en Campylobacter spp.

Los datos para el desarrollo de la figura se observan Anexo 16.
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Figura N° 3. 13 Campylobacter spp. resistente a antibioticos

En la figura se observa que el 100% de Campylobacter spp., aislado presenta
resistencia (R) a eritromicina, acido nalidixico, trimetroprima sulfametoxazol y
colistina, y del 62,69 — 88,89% de esta bacteria presenta resistencia (R) a
enfofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, ceftazidima, cloranfenicol, amoxicilina,
ciprofloxacina y ampicilina como se muestra en la figura. Existiendo una sensibilidad
intermedia (1) en el 22,22 — 33,33% de Campylobacter spp. a ciprofloxacina,
nitrofurantoina, norfloxacina, enrofloxacina y ampicilina. También el 11,11%

presenta sensibilidad (S) a ceftazidima, amoxicilina y ampicilina.
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3.5.1 Campylobacter spp., resistente a antibioticos segun el lugar de
procedencia de la muestra

En la Figura N°3.14 y 3.15 se observa los resultados de resistencia a antibidticos en
Campylobacter spp., aislado e identificado anteriormente mediante pruebas simplate
de pollos provenientes de Cantones de la Provincia del Azuay como son Paute y Santa

Isabel.

De la misma forma en la Figura N°3.18 y 3.19, se presenta los resultados de las pruebas
de resistencia realizadas en Campylobacter spp., aislado de pollos procedentes de
proveedores con marca 1 y marca 2, estos pollos se venden empacados y etiquetados.
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Figura N° 3. 14 Resistencia a antibioticos en Campylobacter spp. aislado de pollos
provenientes del Cantén Paute

En la figura N° 3. 14 se observa que el 100% de Campylobacter spp., aislado de los
pollos provenientes del Canton Paute, presenta resistencia a eritromicina, ampicilina,
trimetroprima sulfametoxazol, cloranfenicol, colistina, norfloxacina, acido nalidixico
y enrofloxacina. Existiendo una sensibilidad intermedia (I) en el 42,86% a
ciprofloxacina y nitrofurantoina, y una sensibilidad (S) en el 42, 86% de

Campylobacter spp. a ceftazidima y amoxicilina.
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Figura N° 3. 15 Resistencia a antibioticos en Campylobacter spp. aislado de pollos
provenientes del Canton Santa Isabel

En la figura N° 3. 15 se observa que el 100% de Campylobacter spp. aislado de los

pollos provenientes del Cantdn Santa Isabel, presenta resistencia a los 12 antibioticos

probados.
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Figura N° 3. 16 Resistencia a antibiéticos en Campylobacter spp. aislado de pollos
procedentes del proveedor con marca 1

En la figura N° 3. 16 se observa que el 100% de Campylobacter spp. aislado de los

pollos procedentes del proveedor con marca 1, presenta resistencia a eritromicina,

acido nalidixico, colistina, trimetroprima sulfametoxazol y ceftazidima. El 66,66%



Dota Cabrera 36

presenta sensibilidad intermedia (1) a norfloxacina y ciprofloxacina, y el 33,33% de

Campylobacter spp también presenta sensibilidad intermedia (I) a cloranfenicol,

amoxicilina y nitrofurantoina. En el caso de la enrofloxacina el 100% de

Campylobacter spp. presenta sensibilidad intermedia (I). Solo existe sensibilidad (S)

en el 33,33% de Campylobacter spp. a la ampicilina.
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Figura N° 3. 17 Resistencia a antibioticos en Campylobacter spp. aislado de pollos
procedentes del proveedor con marca 2

En la figura N° 3. 17 se observa que el 100% de Campylobacter spp. aislado de los

pollos procedentes del proveedor con marca 2, presenta resistencia

antibioticos probados.

a los 12
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DISCUSION

La resistencia bacteriana constituye en la actualidad un problema de salud publica, que
esta teniendo series repercusiones sanitarias, sociales y econdémicas, éste problema ha
venido aumentando sin control con el tiempo, debido principalmente a que es un
problema multicausal donde estan involucrados varios sectores los cuales no tienen

claridad sobre la magnitud del problema. (Martinez, 2012, p. 86)

Si bien se ha intensificado el control para el uso de antibidticos en paises como:
Estados Unidos, Europa y Asia Oriental, la informacion es limitada en Paises de
continuo desarrollo en América latina. Motivo por el cual se deben realizar
continuamente investigaciones sobre resistencia bacteriana a antibioticos, para tener
una idea de los riesgos a los que estamos expuestos y tomar medidas correctivas para

evitar enfermedades por consumo de alimentos.

El uso de antibioticos en la produccion de aves de corral es un factor de riesgo que
favorece a la aparicion de bacterias Gram negativas resistentes (Errecalde, 2004). La
encuesta realizada no aport6 informacion suficiente, ya que en los locales de venta de
productos veterinarios no dan la informacion necesaria sobre los tratamientos con
antibidticos que venden para los pollos de engorde, pero a breves rasgos mencionaron
nombres cormeciales de medicamentos, como: eritrovet, maydox, abicxasin, sulfavit,
floran, enroxil, nitrofurazone, viracol, maiz antibiético y garacil. Estos medicamentos
tiene en su composicién uno o dos antibidticos, entre ellos: enrofloxacina, colistina,
eritromicina, ampicilina, amoxicilina, acido nalidixico, florfenicol, nitrofurantoina,

sulfadimetoxina y ceftazidima.

Se analizaron 72 muestras tomadas de pollos que se expenden en el mercado “El
Arenal”, los mismos que provienen de los Cantones Paute y Santa Isabel y otros pollos
que proceden de proveedores con marca 1 y marca 2, estos ultimos se venden
empacados y etiquetados. Mediante pruebas bioquimicas MICRO GEN ID, se
identificaron ~ a once especies de bacterias que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, las cuales son: Klebsiella oxytoca que esta presente enel 22,22%
del universo total de la muestra, Burkholderia pseudomallei (20,83%), Escherichia
coli (13,88%), Serratia odorifera (8,33%), Escherichia fergusonii (6,64%), Proteus
mirabilis (5,56%), Serratia Liquefaciens (5,56%), Klebsiella ornithinolytica (4,17%),
Aeromonas hydrophila (4,17%), Enterobacter sakazakii (4,17%), Enterobacter
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cloacae (4,17%). Siendo K. oxytoca la bacteria identificada en mas del 30% en las
muestras de los pollos provenientes de los Cantones Paute y Santa Isabel y B.
pseudamallei, P. mirabilis y E. coli que son las bacterias identificadas en mas del 20%
de las muestras tomadas de los pollos procedentes de los proveedores con marca 1y

marca 2

Tomando en cuenta que la Organizacion Mundial de la Salud el 27 de febrero del
2017 divulgd su primera lista de “patogenos prioritarios” resistentes a los antibidticos,
en las que mencionan doce familias de bacterias mas peligrosas para la salud. La lista
se divide en tres categorias, segun la prioridad sea: critica, alta 0 media. En la categoria
critica figuran las familias de bacterias Ilamadas: Moraxellaceae, Pseudomonadaceae
y Enterobacteriaceae dentro de las cuales nombran especies como: Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ornithinolytica, E. coli, Serratia odorifera,
Serratia liquefacienes y Proteus mirabilis, que pueden provocar infecciones graves y
a menudo letales. Refiriéndonos con esta publicacion, las bacterias identificadas en

nuestro trabajo se encuentran dentro de la categoria critica.

Sin dejar de mencionar que dentro de las bacterias identificadas en los pollos
procedentes del proveedor con marca 1, estd E. sakazakii, que es considerado una
bacteria de peligro para la salud publica. Aunque esta bacteria no es muy frecuente,
sin embargo su tasa de mortalidad es elevada del 40-80% y puede incluir graves
secuelas neuroldgicas como retraso en el desarrollo neuronal. (Castro, Gomez, &
Vargas, 2010)

Sobre el comportamiento en general de las Enterobacterias en las pruebas de
resistencia a antibidticos, el 100% de las bacterias es resistente (R) a eritromicina,
trimetoprima sulfametoxazol, ampicilina y acido Nalidixico, y del 89- 96% presenta
resistencia a enrofloxacina, colistina, nitrofurantoina, cloranfenicol, amoxicilina y
ciprofloxacina, siendo el 75% de las bacterias aisladas resistentes a norfloxacina. Solo
en el caso del antibiotico ceftazidima del 100% de las Enterobacterias aisladas el
35,71% es resistente (R), el 21,42% presenta sensibilidad (S), el 42,85% presenta

resistencia intermedia (1).

De las once especies de Enterobacterias analizadas todas presentan resistencia
minimo a 9 antibidticos. Siendo las bacterias mas resistentes, Escherichia fergusonii

y Serratia liquefaciens, las mismas que presentan resistencia en el 100% de cepas
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aisladas a los 12 antibioticos probados, por otro lado el 100% de Klebsiella
ornithinolytica presenta sensibilidad (S) a colistina y es la Unica bacteria sensible a
este antimicrobiano. También del 20 — 100% de cepas aisladas de Klebsiella oxytoca,
Burkholderia pesudomallei, Escherichia coli, Serratia odorifera, Proteus mirabilis y
Aeromona hydrophila presentan sensibilidad intermedia (I) o sensibilidad (S) a
ceftazidima, enfatizando que es el Unico antibidtico de los 12 a los que estas bacterias
reaccionaron favorablemente al menos con una sensibilidad intermedia. En el caso de
Enterobacter sakazakii al Gnico antibidtico al que presenta sensibilidad intermedia ()
esa ciprofloxacina. Segun, Gali (2010) “Las Enterobacterias son las responsables de
una tercera parte de los aislamientos en las bacteriemias, de dos tercios de los
aislamientos en gastroenteritis, y de tres cuartas partes de los aislamientos en

infecciones del tracto urinario.”

Estos resultados coinciden con investigaciones realizadas en los ultimos afios, donde
indican que un porcentaje cada vez mayor de las bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae especialmente Klebsiella spp. y Enterobacter spp., han
desarrollado resistencia  incluso a las cefalosporinas de tercera generacion
(ceftazidima) debido al desarrollo de enzimas B-Lactamasas. Por otro lado, el
desarrollo de resistencia a quinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina) es
cada vez mas preocupante y esta relacionado con el consumo indiscriminado de estos
antibidticos (Gali, 2010, pag. 6).

En el caso de Enterobacter sakazakii, estudios demuestran que es susceptible a
antibiéticos como ampicilina, gentamicina y cloranfenicol, sin embargo, ultimamente
se ha visto que algunas de estas cepas han desarrollado resistencia contra estos
antimicrobianos, por lo que se propuso usar cefalosporinas de tercera generacion para
el tratamiento de enfermedades producidas por esta bacteria (Lujan, Trevifio, &
Aguilar, 2014, p. 28). Pero en nuestra investigacion Enterobacter sakazakii presenta
unicamente sensibilidad intermedia (1) a ciprofloxacina, y resulta resistente a todos
los antibioticos nombrados anteriormente, incluso a cefatazidima que es una
cefalosporina de tercera generacion, dejando en evidencia que estamos tratando con

bacterias resistentes que podrian llegar a causar enfermedades graves al consumidor.

En cuanto a los resultados de nuestra investigacion con respecto a Escherichia coli

concuerdan con investigaciones realizadas en pacientes de un Hospital de Barbastro,
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donde se encontraron resistencias a nitrofunrantoina y cefalosporinas de tercera
generacion, manifestando que la resistencia a amoxicilina ha ido aumentando cada vez.
Ademas, los maximos niveles de resistencia son a sulfametozaxol, ciprofloxacina y
ampicilina (Betran, Costés, & Lopez, 2015, p. 263).

De las 72 muestras analizadas en lo que concierne a la presencia de Campylobacter
spp. determinado por la técnica Simplate®, dio como resultado 27 muestras positivas
lo que representa el 37,5 % del universo total de la muestra, si comparamos estos
resultados con las normas de la Unién Europea (UE) en las que manifiestan que en las
aves (pollos de engorde, pavos, patos) se acepta un valor maximo de Campylobacter
spp.: durante el sacrificio en el matadero debe estar entre 18-83%, en la manipulacion
y preparacion es de 26-53% y del 22-60% en su comercializacion. (Elika, 2006), lo
que indica que el 37,5% de Campylobacter spp. en los pollos analizados estaria dentro

del rango permitido durante la comercializacion.

Si se compara los datos obtenidos de este estudio con el realizado en Espafa para
Campylobacter spp., en aves de corral, se observa que la prevalencia en dicho pais
disminuye a medida que las aves pasan del matadero 46%, a la manipulacién 38% y
comercializacion en un 25% (Elika, 2006); indicAndonos que existe una notable
diferencia del 12.5% de presencia de Campylobacter spp. en nuestra investigacion ya
que el porcentaje que se obtuvo fue de 37,5% durante el proceso de comercializacion,
lo cual puede deberse al proceso de faenado que tiene cada pais, el tipo de transporte
de los pollos al mercado o la falta de condiciones para el expendio de los pollos (venta

al aire libre sin refrigeracion).

En la Universidad del Azuay se llevd a cabo un estudio sobre la presencia de
Campylobacter spp. en pollos frescos, dando positivo en un 44% (Moreno, 2015),
concordando con nuestra investigacion lo que indica que se deben realizar estudios de
resistencia bacteriana a antibidticos, a fin de orientar la implementacion de medidas
preventivas oportunas y necesarias para evitar brotes o epidemias, asi como para

determinar una prevalencia real de estos microorganismo en nuestro medio.

En cuanto a la sensibilidad de Campylobacter spp. a antibiéticos, el 100% de esta
bacteria presenta resistencia a eritromicina, &cido nalidixico, colistina y trimetoprima
sulfametoxazol, del 62,69 — 88,89% de esta bacteria presenta resistencia (R) a

enfofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, ceftazidima, cloranfenicol, amoxicilina,
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ciprofloxacina y ampicilina. Existiendo una sensibilidad intermedia (I) en el 22,22 —
33,33% de Campylobacter spp. a ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina,
enrofloxacina y ampicilina. También el 11,11% presenta sensibilidad (S) a

ceftazidima, amoxicilina y ampicilina.

Estos resultados concuerdan con una investigacion realizada en Chile ya que probaron
con dos de los antibioticos con los que se realizd las pruebas de resistencia, se
desarrollaron los analisis en Campylobacter jejuni aislados de humanos, bovinos y
carne de aves, donde los resultados indican que en carnes de pollo el 58,2% de cepas
de Campylobacter jejuni present6 resistencia a la ciprofloxacina y eritromicina; en
bovinos el 18,2% de cepas aisladas de Campylobacter jejuni presento resistencia a la

ciprofloxacina (Gonzales-Hein, Cordero, Garcia, & Figuero, 2013, p. 136).

En el 2016 se realizd otro estudio de resistencia en Campylobacter spp., en 120 cepas
aisladas de carne de bovino y cerdo, analizando frente a los siguientes antibidticos
ciprofloxacina, tetraciclina, eritromicina y gentamicina observando que el 10,5% de
ellas fueron resistentes a gentamicina, el 57,9% a eritromicina, el 82,6% a
ciprofloxacina y el 91,4% lo fue a tetraciclina, mientras que el 87,1% de las cepas
fueron clasificadas como multiresistentes (Pulgar, 2016, p. 12). Los resultados de estos

analisis concuerdan con los obtenidos en el estudio presente.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion “Resistencia a antibidticos
de uso veterinario en Enterobacterias y Campylobacter aisladas de pollos faenados
expendidos en el Mercado ""El Arenal”” de Cuenca”, es posible plantear las siguientes
conclusiones con respecto a las 72 muestras analizadas.

Se realizo la encuesta a 10 locales de expendio de productos veterinarios, obteniendo
la informacion a breves rasgos, debido al sigilo por parte de los duefios de los locales,
indicaron que en algunas granjas los antibidticos son utilizados en bajas cantidades
como promotores del crecimiento, en otras se llevan a cabo tratamientos profilacticos
a todos los individuos desde la primera semana de vida, estos tratamientos en masa se
realizan frecuentemente debido a la facilidad que presenta la administracion de
antibidticos en el agua, suministrando el tratamiento innecesario a los pollos que no
estaban enfermos, de esta manera aumenta el riesgo de acelerar el fenédmeno de
resistencia antimicrobiana. Por lo tanto, se supone que el uso de antibiéticos en los
criaderos de pollos es alto, debido en parte a los protocolos sanitarios que maneja este
sistema de produccion de animales para el consumo humano, los cuales sugieren el
uso de antimicrobianos sin contar con un previo diagnostico en laboratorio, con el fin
de evitar una réapida propagacion de la enfermedad que se sospecha en el galpon.
Ademas, las normas Ecuatorianas respaldan su consumo, en la resolucion N° 0072 de
la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad (AGROCALIDAD) indicaen el
Articulo N% que para el expendio de productos veterinarios no es necesario que el
cliente presente receta médica a excepcion si se trata de productos como:
psicotropicos, estupefacientes, anestésicos generales y locales, tranquilizantes,

eutanasicos, anabolicos y relajantes musculares.

Se aislaron e identificaron once especies de Enterobacterias, algunas de ellas se
encuentran dentro la lista de superbacterias de alto riesgo segun el comunicado que
lanzé la OMS en Marzo del 2017, las mismas que pueden producir infecciones graves
y a menudo letales. De las cuales Klebsiella oxytoca, Burkholderia pseudomallei y
Escherichia coli son las que presentaron mayor prevalencia, teniendo en cuenta que

Klebsiella oxytoca es la bacteria identificada en mas del 30% en las muestras de los
pollos provenientes de los Cantones Paute y Santa Isabel y B. pseudamallei, P.

mirabilis y E. coli que son las bacterias identificadas en mas del 20% de las muestras
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tomadas de los pollos procedentes de los proveedores con marca 1 y marca 2, en
pollos procedentes del proveedor con marca 1, se encontrd E. sakazakii que es una

bacteria de alto riesgo para los bebés, nifios, ancianos y personas inmunodeprimidas.

En cuanto a las pruebas de resistencia antimicrobiana, de las once especies de
Enterobacterias analizadas, mas del 75% de cepas aisladas de estas bacterias
resultaron resistente minimo a 9 de los 12 antibidticos probados. Determinando que
la ceftazidima es el Unico antibiotico que obtuvo una respuesta favorable, ya que 6 de
las 11 bacterias presentaron sensibilidad intermedia y en base al porcentaje de
resistencia frente a este antibidtico las Enterobacterias aisladas de los pollos
provenientes del Cantdn Paute resultaron mas resistentes. Datos que alertan a tomar
acciones necesarias por parte de las autoridades competentes para frenar o disminuir
este problema. Aunque, estas bacterias son termolabiles y pueden ser destruidas con
la coccidn, no se puede descartar que se presenten casos de intoxicacion alimentaria a
causa de una contaminacién cruzada por una mala preparacion tanto en la industria
como en el hogar.

En lo que concierne a la presencia de Campylobacter spp. determinado por la técnica
Simplate®, dio como resultado 27 muestras positivas lo que representa el 37,5 % del
universo total de la muestra. Siendo los pollos procedentes del proveedor con marcal,
los que presentaron mayor prevalencia de Campylobacter spp. Estos resultados,
indican que se debe tener precaucion, en la manipulacion de carnes crudas, ya que esta
bacteria se encuentra por naturaleza en el intestino de animales como aves de corral y
ganado. Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2016) en su ultima
actualizacidn, indica que la campilobacteriosis padecen 1 de cada 10 personas y son

causa de la muerte de 33 millones de personas por afo.

El 100 % de Campylobacter spp. aislado presento resistencia a eritromicina, acido
nalidixico, colistina y trimetroprima sulfametoxazol, y solo el 11,11% presenta
sensibilidad (S) a ceftazidima, amoxicilina y ampicilina. Los pollos procedentes del
Canton Santa Isabel y de los proveedores con marca 1, fueron resistentes a todos los
antibidticos probados. Lo cual representa a un problema grave para la salud ya que 6
de los antibioticos (Ampicilina, Eritromicina, Ciprofloxacina, Amoxicilina,
Cloranfenicol y Acido Nalidixico) utilizados en las pruebas son los que mas se recetan

para tratar enfermedades por Campylobacter spp (Pulgar, 2016, p. 1).
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RECOMENDACIONES

El uso de antibidticos en los animales de consumo humano debe ser controlado por un
médico veterinario, ya que a diosis inadecuadas o intervalos demasido largos o cortos
de administracion de estos medicamentos  produce resistencia en las bacterias,

Ilevando a un fracaso terapdtico y gasto de dinero.

Administar los antimicrobianos solo si el médico indica que es necesario, para ellos es
indispensable realizar los exdamenes de laboratorio para administrar el medicamento

correcto.

Al momento de manipular alimentos de origen animal que esten crudos, tener en
cuenta las précticas de higine para la manipulacion de alimentos y sus utencilios, con
el fin de evitar contaminaciones cruzadas que pueden terminar en fuertes infecciones

que muchas de las veces pueden llevar a la muerte.

Lavarse las manos antes y depues de manipular alimentos, y mantener las superficies

limpias y desinfectadas para evitar contaminaciones cruzadas.

La mayoria de médicos veterinarios son conscientes de las grandes cantidades de
antibidticos que se utilizan en estas explotaciones, sin embargo la decision de su uso
no depende exclusivamente de ellos en la mayoria de las ocasiones, sino de los duefios
de las granjas, motivo por el cual es importante llevar a cabo capacitaciones no solo a
los veterinarios sino también a los duefios de las granjas donde se les ensefie sobre el
uso de acuado antibidticos en los animales, para prevenir la transmision de agentes

patdgenos resistentes que afectan la sanidad de las granjas.

Es importante hacer una actualizacion a algunos profesionales del area de la salud
humana y animal, donde se concienticen sobre la importancia del uso adecuado de
antimicrobianos, para que de esta manera antes de seleccionar un farmaco para
tratamiento se realice un diagnostico correcto, identificando el germen responsable con

ayuda de pruebas de laboratorio.
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Recursos Materiales
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EQUIPOS

Tuttnauer autoclave- steam sterilizer

Estufa o Incubadora Bacterioldgica

Balanza Analitica

Camara Ultravioleta

Cabina de flujo laminar

Destilador de Agua

Refrigeradora

MATERIALES

Agar VRB

Agar Verde Brillante

Agar PCA(Plate count agar)

Agar base sangre

Agar Cetrimida

Agua de peptona

Pruebas bioquimicas Micro GN A

Pruebas bioquimicas Micro GN B

Set de reactivos para pruebas bioquimicas

Suplemento selectivo para campylobacter Skirrow

Aditivo Hemina

Pruebas Simplate Campylobacter

Agua destilada estéril

Set de reactivos para tincion de Gram

Aceite de inmersion

Sangre estéril desfibrando
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MATERIALES VARIOS

Vasos (250ml, 500ml,100ml)

Probeta (500ml)

Cajas bi- petri descartables 90mm * 15mm

Pipetas automaticas (10 - 100l , 100-100 pl)

Asa bacteriologica

Hisopos

Placas portaobjetos 25,4 * 76,2 mm

Fundas ziploc

Lampara de alcohol

pipetas seroldgicas (5,10 ml)

espatulas
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ANEXO 2

Formato de encuesta realizada en los diferentes locales de expendio de productos
veterinarios

ENCUESTA

1.- ;Para la venta de sus medicamentos exige usted que su cliente presente receta
médica?

SI()NO ()

2.- ¢ Con qué frecuencia sus clientes presentan receta médica prescrita por un Médico
Veterinario?

Siempre
Rara vez
Nunca

4.- ¢ Qué tipos de enfermedades presentan comdnmente los pollos?

3.- ¢ Qué sintomas o enfermedades son las mas cominmente consultadas en su
negocio sobre los pollos de crianza destinados al consumo humano?

5.- Podria mencionar los antibidticos mas utilizados o vendidos en su local, para
tratar las enfermedades en los pollos.
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ANEXO 3

Flujograma de identificacion de Campylobacter spp.

Muestra (Pollos enteros )

100ml de enjuague
|
| L
‘ Simplate Campylobacter ‘ ‘ Agar Sangre/Skirrow ‘
| Reconstinir |
Mezclar : Medio en polvo+ 9 ml giell'clar d .:';ngrl;:se rsflégr il cor
de agua destilada estéril + 1 ml SUPEMEN) € SKITTOW ™ Sangre o €
de |2 muestra incubar por 48 horas a 42 C
40ul de aditivo de Skirrow + Observacis Observacis
40ul de aditivo de hemina sefvacion Jervacien
Macroscopica Microscopica
| Homogenizar | Tincién de Gram
}.-Ilazclafr: medio+ fuestra y Colonias grandes Bacilos Gram Negativos
dlsll?'bmr en la placa smplate difusas, planas v 0.2-0,5ul de ancho *
untormemene | grises o hemoliticas 0,5-5ul de longitud en
forma de "S"
Microaerofilia a 42°C *
48 horas
| Conteo
| |
Pocillos rojos Luz UV. fluorescencia
azul (360nm)
| |
Realizar los calculos con las
tablas de conversion

Stmplate®
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ANEXO 4

Flujograma de la técnica Kirby Bauer para determinar resistencia en
Campylobacter spp. y en la familia de Enterobacterias

Metodo de Kirby Bauer

| Preparar: agar Mueller Hinton,
solucion salina de ClNa al 1% v

estandar de McFarlane 0.5

Seleccionar

4 o 5 colonias con una asa de siembra o hisopo e
mocular en los tubos con solocion salina 0.1 %0

Ajustar el moculo al
— estandar de
McFarlane 0.5

| Sembrar

placas de agar Mueller Hinton: estriar con el
hisopo en tres direcciones para asegurar una

distribucion uniforme del moculo

| Aplicar

discos de antibioticos anteriormente seleccionados

segun la NCCLS

[ Incubar

Placas en posicion

|7 imvertida

Campvlobacter:
48 horas a 42°C en
co

ambiente microaesrofili

Medir

nterobacterias:
35°C por 15-18 hnrasj

Diametros de los

halos de inhibicion
alrededor de cada

disco.

Comparar los
resultados con las
tablas de las
normas NCCLS
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ANEXO 5

Dispositivo Simplate® Campylobacter spp.

Para realizar la siembra en el dispositivo Simplate® se debe seguir los siguientes
pasos: rehidratar el medio en polvo con 9ml de agua destilada estéril y 1 ml de la
muestra, posterior adicionar 40ul de aditivo de hemina y skirrow. Posteriormente
verter la mezcla al centro de la placa como se observa en la Tabla y seguir los pasos

indicados por Simplate® Campylobacter. Biocontrol e incubar por 48 horas.

Verter la mezcla
muestra/medio en el
centro de la placa.

Tapar la placa, agitar

suavemente para
distribuir la muestra en
todos los pocillos.

Tocar suavemente la
placa sobre una
superficie dura para
eliminar burbujas de

Sostener la cubierta,
inclinar la placa hacia
usted para permitir que
el liquido drene.

aire.

Figura N°1: Procedimiento Simplate® Campylobacter. Biocontrol 2010

Interpretacion de los datos

Pasados las 48 horas de la incubacion, se procedié a contar los pocillos que
presentaron cambio de color (rojos) teniendo en cuenta que la intensidad de color
puede variar y que algunos pocillos puede contener particulas rojas en el fondo o
pueden estar rodeadas de un anillo de color rojo se les considera presuntos positivos a

la presencia de Campylobacter spp.

Una vez realizado el conteo de pocillos rojos, se llevo la placa Simplate® a la camara
U.V (360nm de longitud de onda) para realizar el conteo de los pocillos rojos que
presentan fluorescencia azul, tomando en cuenta que pueden haber pocillos que no son
de color rojo pero emiten fluorescencia, los cuales no se deben contar ya que no son

presuntivos para Campylobacter spp.
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Determinacion de la poblacion de Campylobacter spp.

= N% de pocillos rojos — N°de pocillos rojos que emiten fluorescencia

Con la cantidad obtenida al realizar dicha diferencia se procede a comparar con la tabla
de conversion Simplate® para determinar el nimero total de microorganismos por

placa.

Figura 2: Tabla de Conversién Simplate® Campylobacter

SimPlate

Normal Counting Range
(NCR) Conversion Table

No. of positive wells = population per plate*

| = 2 29 = 70 $7 = 190

2 = 4 30 = 74 58 = 196

3 = 6 31 = 76 59 = 202

4 = 8 32 = 80 60 = 208

5 = 10 33 = 84 6l = 216

6 = 12 34 = 86 62 = 224

7 = 14 35 = 90 63 = 232

8 = 16 36 = 94 64 = 240

9 = 18 37 = 96 65 = 248

10 = 22 38 = 100 66 = 256

1 o= 24 39 = 104 67 = 266

12 = 26 40 = 108 68 = 276

13 = 28 4 = 112 69 = 288

14 = 30 42 = 116 70 = 298

IS = 32 43 = 120 71 = 312

16 = 36 44 = |24 72 = 324

17 = 38 45 = 128 73 = 138

18 = 40 46 = 1302 74 = 354

19 = 42 47 = 136 75 = 372

20 = 46 48 = |42 76 = 392

21 = 48 49 = 146 R e
22 = 50 50 = 150 78 = 440 gy
23 = 54 51 = 156 79 = 470 npojed
24 = 5§ 52 = |60 80 = 508 i there sre no
25 = 58 53 = 166 8l = 556 Do
2% = 62 s4 = 172 82 = 624 popitioc
27 = 64 55 = |78 83 = 738

28 = &8 $6 = 184 84 = >738

'mmm.uuwammmw To determine the aumber of
mkmp«m(ﬂ)wmhb:-lm Interpretation saction in deections
e
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ANEXO 6

Resultados Obtenidos de Campylobacter spp. mediante la técnica Simplate®y
tincion de Gram

e Campylobacter spp. en agar sangre

e Tincion de Gram
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e Meétodo Simplate® Campylobacter (Muestra Positiva)

e Meétodo Simplate® Campylobacter (Muestra Negativa)
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ANEXO 7

Siembra en medios VRB, Verde Brillante para posterior aislamiento de
colonias en a medio PCA

e Pollos Provenientes de proveedores industriales

e Pollos provenientes de proveedores artesanales y su respectivo enjuague en
agua de peptona al 1%
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e Ejemplos de colonias formadas en medio VRB

e Ejemplos de colonias formadas en medio Verde Brillante
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ANEXO 8

Pruebas bioquimicas de Enterobacterias

Bacterias aisladas Pruebas Bioquimicas
et mediicr PCA Microgen® GN A+ GNB
Prueba Oxidasa

preparar solucion salina de NaClal 1% v
autoclavar a 120°C por 15 minutos

Inocular colomas atsladas

Usando la pipeta automatica colocar de 3 a4 gotas (30 pl) de la
suspension bacteriana en cada pocillo del Microgen® GINA v
Microgen® GNB, hasta llenar los 24 sustratos

Incubar por 24 horas excepto si la prueba de
oxidasa da positivo el tiempo sera 48 horas

interpretacion visual de los 24 sustratos del

Microgen® GN A+ GNB
|

introducir los resultados al software de
identificacion por computadora
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ANEXO 9

Protocolo Microgen® GN A + GN B para interpretacion visual de los datos

Colour chart/Farbtafel/Tableau ‘de couleurs

Microgea™ GN A 1D

WELLMAPRCHEN 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 1 12 7
Reactisn Lysime Onithime Hs Gilucose Manmitel Nylose MG Indale Urease VP Citrate T.DoA. Nitrate
wae ()OO0 ®| (O O O
o o ® o
: S @S @ : 20 0@
ositive . . ® ° .

Microgea™ GN B ID

WELLMNAPFCHEN

MEODET 13

Adonitol | Raffinose | Salicin | Argigine24hrs | Arginine 48hrs

Negative * . . ‘ O
O 2 o elel|O

Positive . . O 2 .

CAUTIHON: Keepout of direct sunlight. Due 1o Legend:
lameraie discolouwation and paper ageing, the Appropniaie reagenis to be added prior bo readma.
walours on thes chart will change.
@ Owerlaid with sterile mineral oil.
These colours are provided as general susde to the mnge of test colours.
O ot overlaid with ol for axidase positive organism.

aEm
- Microgen Bioprodwcts Limited, 1 Admirslty Way, Camberley Swrrey GUIS3DT UK

li<e|
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ANEXO 10

Software de identificacion por computadora de Microgen® GN A + GN B

e Ejemplo

MICROGEN GN-ID A+B PANEL

REPORT FORM
ron e Spocieen Wps: ‘);,;@a//c//
T/ Date: ‘,‘2”%7 A0.2 moesacers

GN A wolils @N'B wcrll?
0
+

AK CAEIED

rlefsfwin]x

o e S - I[{:.';V' CIENK _l’ '!:,"I‘i.". [
PRRERE =

e éi@@%iﬁ LR B

[ e 2 o 2 s o e

Roaction 41217 .T;.'I, 4?2.1 4t2j1 O?Zj‘ 4jz'1 4:2E1 452?, 2131

=~ g | Zl€ lo lo|<lé lo

Profle No: & + OO 76 Final Identification: é,/ cole

15

iy

f

|File Edit System Help
Specimen Details Date | 25/05/2017 Motes

Lab Rel

Noaerw

Speceen Tspe

Sowrce [maedocahon)
Results Entry Y8 -Xa -0 -SO0R  —ADO
~0RN ~—ONP ~—T0A ~—RMA - RAF

Test System Marogen GNAs B Oxdase Nogytve - = H2S = ND - GEL - SucC - SAL
- GLY - U8 - MAL - LAC - ARG

Dctal Code m = MaN -VP = INO - ARA

Press ENTER to Caloutate Identificanon Lysire Decarbosgdane
Identification Analysis

Select © Choce

Prebasdty
Percent Probaddry
Lieinood
Human holate
Tosts aganst

Yest t

Teat 2

Test)
Acdrtcnai Tess

Asdtona Comrronts

Identification Comments

Additional Comments

_Appond ) guum ) fdnt.. ) \f:_lg's:/

[MINDAT Mrrenem GNA R Ovidsca Noast (CADromenm Flae HSAN Mirsnnanl N Vaetinn 1 Ymid mne
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’q‘fi"‘r”j*‘?: ,”
Sp.cﬁn.nm Date 250672017 Notes
LabRel |
N
Specimen Type -
Source wadocasen| v
Results Entry +IYS =X +0T ~SOR  -ADD
~0RN +O0NP ~TDA +RAMA +RAF
Tot Spon Merogen GNAe B OsdusaNegwive v/ —HXS  +WND -GEL +SuC +saL
s g +6 ~UR  -MAL LA +ARG
Octal Code [0660067 TMAN VP ~IND AR
Press ENTER to Calcuiste idertifcaion Lysne Decabonylase
Identification
£ sakazakii Ecol £ apgomerans comples £ anegenus bogp 1 K. oryoosescens
Seiect O Choxce L 5 ) o) )
Provasdey R).QW (17100000000 | <1/100000000 | 17100000000 | < 1710000000
Percent rzosedey I (e 24 o T oo
Lieinosd | «m [amx | @ox | onx | @y
Human solste | Yer L Yes { Yes | Yes I Ye
Tusta aganst
Toat1 L LSEIR) | WEIm | LSIx | LS@1%) | ORNM@9SY)
Test2 Xy | oTny MRGIIX) | @ | Wi
Testd C ORN(91Z) sy WL [93%) NOQDAX) | ARGIONX)
Addtcoel Tests v v B v v
Apha Memyi0Gue | 962 oy | b3 | % 3
AcdfomCelotose | 998% | & | £33 T
YeowPgret | sx | x| ™ oix | o
Acd fromOuktol | 5% | | 15% 01% L0x
Acd fromMelbiose | 99.9% I | o By o o#x
Addeonal Commants | 13 l A
Identification Comments
Acceptable Identification of Enterobacter sakazakii
Tho svaim is not typicel (multiple 10445 are againsf), itis woll separatod from other seggestod identéication choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTFICATION.
Additional Comments
1} wm qumomn W._-...
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ANEXO 11

Segun indica la técnica se procedio a seleccionar los discos de antibidticos para

Enterobacterias y Campylobacter segun indica la NCCLS. (Anexo 12)

Taba 6. Antibioticos y Nametros Crticos para Enterobactorias

ANTIMIC ROBLAND CONTEMIDO DEL DIAMETRO EN mm
DISCO R I | | s

PEMICILINAS
Ampiciina | 10 pg | £13 | 14-18 | 7
CEFALOSPORINAS
Cafalotina 30 pg £14 15-17 18
Cafuronima amelil (oral) 30 pg £14 15-22 123
Cafuroxima sodium (parenteral) 30 pg £14 15-17 18
Caloitina 30 g £14 15-17 18
Calotaxima 30 pg £14 15-22 FE]
Caflriaxona 30 g £13 14-20 *
Caltaridima 30 pg £14 15-17 18
Cafixima 5 g £15 16-18 19
Cafpirome * 30 pg £14 15-17 18
Calepime 30 g £14 1517 18
E LACTAMICOY INHIEIDOR DE BETALACTAMASA
AmpiciinaSulbactam V10 py £1 12-14 15
Amaicilinalitn Clawlinico 2010 pg £13 14-17 18
Celoperazonaisulbacam + 75 pg/30 pg £15 16-20 N
MONOBACTAMS
Azireonam | 30 pg [ £15 | 16-11 | 13z
CAREAPENEMS
Imipenam 10 pg £13 14-15 16
Mempenem 10 pg £13 14-15 L
AMROGLUCOSIDOS
Genlamicna 10 pg £12 1310 5
Amikacna 30 pg £14 1516 7
OLINCLONAS
Acitn nalidiico 30 pg £13 14-18 19
Marflaxacina 10 pg £12 13-16 7
Ciprofloxacina 5 g £15 16-20 N
Difioxacing 5 g £12 1315 16
TETRACICLINA
Tetraciclina | 30 pg [ £14 [ 15-18 | 119
OTROS
Cloramfenicol 30 g £12 1317 18
Trimetoprimdsulfametaxazol 1,25123,75)0 £10 11-15 18

* Didmeos crilicos adaptados del CFA = SFW, 2000 - 2007,
+ Adtaplade & party & os didesles criices de b Celoperarona seyn el NCCLS 2001
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Tablas de las normas NCCLS de resistencia bacteriana 2016

HALOS DEINHIBICION CLSE ENERO 1016 M1005 I6thed.

VALID(: HASTA MARZO DEL 1017

ANTIMICROBIAND GEN |SIGLA | POTENCIA | RESISTENTE SUSCEPTIBLE

AMIEACINA AK 0 meg | <14mm 217 mn

AMPICTLINA AL |1 meg | <13mm(28) (18H (I6E (13)5h 21T mm (9% (21H (ITE (24)5h

AMP-SULBACTAM SAM [ 1010mez | <11 mm (19)H 215 mn (20)H

AMOXICILINA AX 2% meg |<limm 217 mn

AMOX- ACCLAVULANICO AMC (2010 meg | <13mm (19)F (19H 218 mm (20)% (20)H

AMOX-SULBACTAM 50 1010meg | <13 mm (19)* (19H 218 mm (20 (20)H

ACIDO NALIDIXICO W 0 weg | <13mm(25)Nm 219 mun (26)Nm

ACIDO OXOLINICO 0 1 meg |<l0mm 211 mmn

ACIDO PIPEMIDICO | 0 meg |<limm 219 mn

AZTTROMICTNA AIT |1 meg | <13 mu(IDH (19N 218 mum (12)5¢H (20)¥m

ATTREQNAM AL 30 mez |<l5mm(l7)Eb (25H 233 mn (21ER (26)H

CEFADROXILO () |CPH |3 mez |<l4mm 218 mn

CEFACLOR (23 |FAC |30 mez |<]4mm(l6H 218 mm ((20)H

CEFALEXINA I |8 0 meg | <14mm 218 mn

CEFALOTINA Iy |CF 30 meg | <l4mm 218 mm

CEFAZOLINA (1) |CEZ |30 meg | <19 mm (14)Inf UrinariasNo complicadas 213 mun (18)*(16)Inf Urinaria:No complicadas

CEFAMANDOL () [CMA |30 mez |[<ldmm 218 mm

CEFEPDME # (4) |CPM |30 meg | <18 mm SDD (30)N (235H (21)5(23)8h,(14) Ae | 228 mmSDD (3UN (26H (24)5v5h (14)P (18)Ac

CEFIDMA (3 |CEM |3 meg | <18 mm(200H (30N 219 mm (2H (31N

CEFOPER-SULBACTAM (3 |5 |30 me |<12mn 53] mm

CEFOTANIMA 3 |CIX |3 mez |<l4mm (2HEb (23)50H (30N (23)5h 213 mmi26)EbH (31)N (24)5h (28)5+ (34)Nm
(33)Nm

CEFONITIA @ [CA |9 mez | <l4mn (L ALCIN 18 mn ()AL OO (5

CEFFROZIL () [CPR |30 mez |<]dmm =18 mm

CEFRADINA Iy |CD 0 meg |<l4mm 218 mmn

CEFTAZIDIVMA () |CAZ |30 meg |<]4mm (ITERCEHH G0N (7B 218 mm (AELE (26)H (31N

CEFTRIAXONA (3 |CTR |30 meg |<l3mm 221 mm (23)Eb (26)H2T)Sv{2H5bE5NE)Nm
(19)EB( 23 H{H)S+{2)8b 34N Nm

CEFUROXIMA i+ () | | mez |<ldmm(l6)H (25N 218 mm (20H 31N

CIPROFLOXACINO (P % meg |<1$mm(20HTN (32N (20)5tapp 23] mun (JDH (41N (21 (35)8m (31)Stpp

CLARTTROMICTVA (IR |15 meg | <13 mm(10H (16)5,5%5h 218 mm (LVH (21)5,55h

CLINDAMICIVA Da D omeg | <14 mm (155555 23] mn (19)5,5.5v.5h

CLORANFENICOL C N meg | <12 mw (25HE0S 1755 (19)Nm 218 mn (29 (21)5.5v.5h (26)Nm

CLOXACTLINA X 1 mez |210mm 213 mn

COLISTIN (L 10 mez |<10mm 211 mn

DICLOXACILINA DX 1 meg |<10mm 213 mn

DOXICICLIVA DXS |30 mez | <10umn () (LFE (5 >14 mm (L)< (6E (95

ENOXACINOD E 10 mez | <14 mm (N 218 mm 36N

ERITROMICINA M |1 meg | <13 mm (15)55v5h 213 mm (21)8,5v,5h

ERTAPENEM EIP |10 meg | <1 mm(18)Ek(15)H 219 mm (22)Eb (19)H

=
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ESTEEPTOMICTHA 3 0 me |dlem 2limm

ESTREPTOMICTYA 300 5% |30 mg | maE 10 mmE

FLOCLONACILINA X Tme |<llex =1 mm

FOSFOMICTNA FO |0 g |silem zlimm

FURAZOLIDONA FL |10 mez |<ldem 217 mm

GENTAMICTA GE |11 =g |sllem zimm

CENTAMICINA 120 [ 110 mez | <8 mmk =10 meE

DIIFENEM * PM |10 mep | <13 mm (10)Eb (15EF (154 =16 mum (23)Eb (16)H [I9F (1)4

EAVAMICTA K W =g |sliem zlimm

LEVOFLOXACTO TV [ mep |<lmm (16H (157 =17 mm19)*

LINCOMICTHA L 1 me |lfem 271 mm

LEZOLD LI |30 meg |<limmE 211 mm (Z3)E

MEROPENEM © MEF |10 mo | <13 mm (19)EB(ISH(IE)E 216 mm (23)Fh (20)H (1B (30%¥m (18P (5)Ac
(20 Km{15P(4)Ac

MINOCILLIVA M [0 meg <) em(35Nm 4BSm*E 2lfmz 26Ne (10BSm"E

MOXIFLOXACTNO MIF | 5 mep |<dmmi) 0TH (1418 =M mm () (15H (153

NEOMICIA w W =g |sllem =T mm

NITROFCRAR TOTA WIT |30 mez |<ldem Ao

NORFLOXACTYO WOR |10 wmg [silem T mm

OFLOXACTND FIX |5 mep [<0)mm(M)N (14 (198 216 mm B1N (15" (6)H

ONACILIWA OX |1 mep | <19 mmd (107 (1750 210 mm$ (13)* (1850

FERICILTVA E 10 TOF | <10 mm? (28)* (26 (U (1356 =20 mm$ (29 (TN (15F (415

PIERACILTNA FE_ 1M mez | <17 mm(14F 211 mm

PIPFRACTAZOBACTAM TZ | 10000 meg | <17 mm (20 (14F 21 mm HP (18

POLDITNA R TE 300 dlem 21 mm

REAMPILTNA i3 T mep |dfmm(fm 220 me 10} (5m

ROXTTREOAICTA FXT |15 mg |slimm imm

SULFATRETOPRDM ST |55 m | <limm(l5 (50w 216 mm (193 (30{Nm

SCLFONALIDA ¥ |10 meg |dllem o7 mm

TEICOPLANDIA TEL |30 =g [sllem sldmm

TETEACICLINA Te |30 mop | <11 mam (248 (0N (25 (140 KV (18)5.50 | =15 mum (2805 (38N (9/H 08" EV (1)558

TOBRAMICTVA T |11 =g |silem zimm

TROMETOPAI TP |5 mer |<llem Hims

VANCOMICTNA VA |30 me |<lfmm(4F 17 mm §E5h

GENTAMICINA HTAR [ 10 meg |< 6mm <l mm

FETREPTOMICTNA HLAR 5T |0 =z |< fmm Al mm

*  Suphrlacocons spp.
A Seaphylococoms surens

L 5 lerdunensis
5m 5. maltophilia

§  Srreprococous poeumoniae

** Sisphy.cosgulaza-negativa
5t Salmonella ryphiexrra imtesdnal spp

P Pu Aeruginazs
Ac Acinecobacier spp.
Eb Enterbacteriacess

E  Esteraceccus spp.
Sv  Strept.viridans

B B cepacia

Nm N. meamgitidiz

Sp 5. psendinfermedins

H Huemephius spp

5b  Sirepd. Bera hemoliticus
N N ponorrhoess

¥V  Vibrie cholerae

NOTAS: Para Burkholderia cepacia salo se informs CAZL v MEP
FPara Seemotrophomeona: maliophilia solo ¢ informa LVX v 53X
Clorsmiemicol 1o s informa en capas dal tacto urinaria.

Ex Salmonells spp. ¥ Shigells spp. Las Cefalosporinas de primera y segunda
generacion pusden ser acHvas i vir, no son efectvas cimicamente, parlo que no
deben informare come 5.

NOTAS: Klebsiells spp. vE. coli que preduces beta-lactamaza de expectra
expandido (ELEE), pueden ser clinicamente K a Penicilina:, Cefalozporina: o
Asiveomam 5 pezar de ser 5 in wiive.

E= cepas de LCR debe informarse CTX v CTR
CFM mo ¢35 aplicable 3 Morpanells spp.
CFR mno 3 aplicable 3 Providescia spp. por dar § fala

NOTA: Cepaz de Staphrlococcns aurew: Resistente a los macralide: v cepaz de
Stwplvlecocoums spp. coagnlacs negadva:, pueden temer resistenca comstinativa o
inducible 1la Clindamicizs ; o puedes ser reziztentes selo 2 bz macrelidaz.

La reziseencia inducida 2 a Chndamicina se puede decectar usando el Test de
Aprorimacisn de Discos, poniendo el disco de Clindamiring ? meg entre 15 2 16
mm del dizco de Enifromicizs 15 mes,

Diezpuss de la incubacioz, lox microorgazizme: que no meesiraz “aplanamiencs ©
del kalo de La Clindamirina debertas reportarse come “C indamiring
Smsceptible”™ , por atra parte, agmello: que presentan “splanamiens™ del halo de
la Clindamicing sdjscente al disce de Eritromicing (REFERIDA COMO ZONA
“D") indica Resistemcia Inducible 2 la Clindamicing. Fstas cepaz deben
infermarse como “CLINDAMICTNA RESISTENTE .

PRINCIFALES NOVEDADES 2015 v 1016:
CEFATOLINA: Baja ramee didmetre Inf Urinarizz. No complicada: E.coll
K. poenmeaise 7 P.mirshiliz .
CEFOXITINA:s¢ incorperan.  Sisphrlecocons spp.y 5. poendintermeding
CEFEFIME: baja hale B para Streptecoccns spp Bees hemalatics (Sb), KUEVO
Hale K pars Acineiobacter spp.

ATTTROAICTNA: solo Samonells tvphi de laz Enterobacteria:
CLARTTROAMMCTNA: e incorpara pars Sereprocacons spp Beta hemalitica(5h).
CLINDAMICINA: se incorpara para Streprecoccns spp Bedn hemalitico(5h).
FRITROMICINA: se incerpara para Screprecocens spp Beds hemaleticn(Sh).
SD0D:  Suscepiible dependiente de la Desiz{dosis mayores 2 b normales)




ANEXO 13

Pruebas Bioguimicas Micro (GN A + GN B)

% en que
Identifica el
programa de
Lugar de Micros Micro(GN A +
Cad. N. Fecha de |adquisicién de| Procedencia de | ldentificado GN GN B) por
Muestra | Muestra| Muestreo |la muestra la Muestra AY GNB computadora
Pollos de Marca
1 1 26/07/2016 El Arenal 1 K. oxytoca 99,65%
Pollos de Marca
1 2 26/07/2016 El Arenal 1 K. oxytoca 99,60%
Pollos de Marca
1 3 26/07/2016 El Arenal 1 K. oxytoca 99,50%
Pollos de Marca
1 4 26/07/2016 El Arenal 2 E. sakazakii 93%
Pollos de Marca
1 5 26/07/2016 El Arenal 2 E. sakazakii 92,09%
Pollos de Marca
1 6 26/07/2016 El Arenal 2 E. sakazakii 93,05%
1 7 26/07/2016 El Arenal Pollos de Paute E. clocae 96,80%
1 8 26/07/2016 El Arenal Pollos de Paute E. clocae 95,90%
1 9 26/07/2016 El Arenal Pollos de Paute E. clocae 96,01%
Pollos de Santa
1 10 26/07/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,91%
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Pollos de Santa

1 11 26/07/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,00%
Pollos de Santa

1 12 26/07/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,91%
Pollos de Marca

2 13 12/09/2016 El Arenal 1 E. coli 99,40%
Pollos de Marca

2 14 12/09/2016 El Arenal 1 E. coli 99,00%
Pollos de Marca

2 15 12/09/2016 El Arenal 1 E. coli 99,80%
Pollos de Marca

2 16 12/09/2016 El Arenal 2 E. coli 92,58%
Pollos de Marca

2 17 12/09/2016 El Arenal 2 P. mirabilis 98,83%
Pollos de Marca

2 18 12/09/2016 El Arenal 2 P. mirabilis 98,00%

2 19 12/09/2016 El Arenal Pollos de Paute K. oxytoca 99,96%

2 20 12/09/2016 El Arenal Pollos de Paute K. oxytoca 99%

2 21 12/09/2016 El Arenal Pollos de Paute K. oxytoca 99,90%
Pollos de Santa

2 22 12/09/2016 El Arenal Isabel K. oxytoca 99,99%
Pollos de Santa

2 23 12/09/2016 El Arenal Isabel K. oxytoca 98%
Pollos de Santa

2 24 12/09/2016 El Arenal Isabel K. oxytoca 98,50%
Pollos de Marca

3 25 03/10/2016 El Arenal 1 B. pseudamallei 97,65%
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Pollos de Marca

3 26 03/10/2016 El Arenal 1 B. pseudamallei 97,10%
Pollos de Marca

3 27 03/10/2016 El Arenal 1 B. pseudamallei 97,50%
Pollos de Marca

3 28 03/10/2016 El Arenal 2 S. liquefaciens 97,29%
Pollos de Marca

3 29 03/10/2016 El Arenal 2 S. liquefaciens 96,80%
Pollos de Marca

3 30 03/10/2016 El Arenal 2 S. liquefaciens 97,00%

3 31 03/10/2016 El Arenal Pollos de Paute E.coli 97,04%

3 32 03/10/2016 El Arenal Pollos de Paute E.coli 97,90%

3 33 03/10/2016 El Arenal Pollos de Paute E.coli 97,60%
Pollos de Santa

3 34 03/10/2016 El Arenal Isabel K. ornithinolytica 98,22%
Pollos de Santa

3 35 03/10/2016 El Arenal Isabel K. ornithinolytica 98%
Pollos de Santa

3 36 03/10/2016 El Arenal Isabel K. ornithinolytica 97,80%

4 37 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 1 A. hydrophila 100%

4 38 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 1 A. hydrophila 99,20%

4 39 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 1 A. hydrophila 99,70%

4 40 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 2 | B. pseudamallei 99,99%

4 41 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 2 | B. pseudamallei 99,10%

4 42 24/10/2016 El Arenal Pollos Marca 2 | B. pseudamallei 98,70%

4 43 24/10/2016 El Arenal Pollos de Paute K. oxytoca 99,98%

4 44 24/10/2016 El Arenal Pollos de Paute E. fergusonii 99,91%

4 45 24/10/2016 El Arenal Pollos de Paute E. fergusonii 98,70%
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Pollos de Santa

4 46 24/10/2016 El Arenal Isabel B. pseudamallei 99,98%
Pollos de Santa
4 47 24/10/2016 El Arenal Isabel B. pseudamallei 99,98%
Pollos de Santa
4 48 24/10/2016 El Arenal Isabel B. pseudamallei 99,40%
5 49 09/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 100%
5 50 09/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 100%
5 51 09/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 100%
5 52 09/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 E.coli 92,50%
5 53 09/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 E.coli 92,32%
5 54 09/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 E.coli 92,80%
5 55 09/11/2016 El Arenal Pollos de Paute k. oxytoca 99,82%
5 56 09/11/2016 El Arenal Pollos de Paute k. oxytoca 99,40%
5 57 09/11/2016 El Arenal Pollos de Paute k. oxytoca 99,70%
Pollos de Santa
5 58 09/11/2016 El Arenal Isabel k. oxytoca 99,33%
Pollos de Santa
5 59 09/11/2016 El Arenal Isabel k. oxytoca 99,43%
Pollos de Santa
5 60 09/11/2016 El Arenal Isabel k. oxytoca 99,18%
6 61 30/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 97,55%
6 62 30/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 97,55%
6 63 30/11/2016 El Arenal Pollos Marcal | B. pseudamallei 97,55%
6 64 30/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 S. liquefaciens 98,19%
6 65 30/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 P. mirabilis 98,13%
6 66 30/11/2016 El Arenal Pollos Marca 2 P. mirabilis 98,13%
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67 30/11/2016 El Arenal Pollos de Paute E. fergusonii 99,98%

68 30/11/2016 El Arenal Pollos de Paute E. fergusonii 99,98%

69 30/11/2016 El Arenal Pollos de Paute E. fergusonii 99,98%
Pollos de Santa

70 30/11/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,98%
Pollos de Santa

71 30/11/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,98%
Pollos de Santa

72 30/11/2016 El Arenal Isabel S. odorifera biogp 97,98%
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ANEXO 14

Pruebas de Resistencia en Enterobacterias
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Ampicil | Naldixi | Erythro | Ciproflo | Amoxic | Trimethro | Chloramp | Ceftazid | Nitrofur | Norflox | Colist | Enroflo
lin ¢ Acid mycin xacin illin prim henicol ime antion acin in xacin
(AM10) | (NA30) | (E15) (CIP5) (AX25) | Sulphmeth | (C30) (CAZ30 | (F300) (NOR1 | (CT1 | (ENR5)
oxazole ) 0) 0)
(SXT25)
N. Lugar de Enterobact | <13: <13: <13: <15: <13: <10: <12: <14: <14: <12: <10: <14:
Mue | Procedencia | eria Resisten | Resisten | Resisten | Resisten | Resisten | Resistente | Resistente | Resisten | Resisten | Resisten | Resist | Resisten
stra te 14- te 14- te 14- te 16- te 14- 11- 13- te 15- te 15- te 13- ente te 15-
17:Inter | 18:Inter | 22:Inter | 20:Inter | 17:Inter | 15:Interme | 17:Interm | 17:Inter | 16:Inter | 16:Inter | >11: 18:Inter
medio medio medio medio medio dio >16: edio >18: | medio medio medio Sensi | medio
>17: >19: >23: >21: >17: Sensible Sensible >18: >17: >17: ble >19:
Sensible | Sensible | Sensible | Sensible | Sensible Sensible | Sensible | Sensible Sensible
1 Pollos de K. oxytoca | R R R R R R R | R R R R
marca 1
1 Pollos de K. oxytoca | R R R R R R R | R R R R
marca 1
1 Pollos de E. R R R | R R R R R R R R
marac 2 sakazakii
1 Pollos de E. clocae R R R | R R R R R | R R

Paute
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Pollos de
Santa Isabel

S.
odorifera
biogp

Pollos de
marca 1

E. coli

Pollos de
marca 2

E. coli

Pollos de
marca 2

P.
mirabilis

Pollos de
Paute

K. oxytoca

Pollos de
Santa Isabel

K. oxytoca

Pollos de
marca 1

B.
pseudamal
lei

Pollos de
marca 2

S.
liquefacie
ns

Pollos de
Paute

E.coli

R R
R R
R R
R S
R R
R R
R R
R R
R R
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Pollos de
Santa Isabel

K.
ornithinol
ytica

Pollos de
marca 1

A.
hydrophil
a

Pollos marca
2

B.
pseudamal
lei

Pollos de
Paute

K. oxytoca

Pollos de
Paute

E.
fergusonii

Pollos de
Santa Isabel

B.
pseudamal
lei

Pollos de
marca 1

B.
pseudamal
lei

Pollos de
marca 2

E.coli

Pollos de
Paute

k. oxytoca

S R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
S R
R R
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Pollos de
Santa Isabel

k. oxytoca

Pollos de
marca 1

B.
pseudamal
lei

Pollos de
marca 2

S.
liquefacie
ns

Pollos de
marca 2

P.
mirabilis

Pollos de
Paute

E.
fergusonii

Pollos de
Santa Isabel

S.
odorifera
biogp

R R
R R
R R
R S
R R
R R




ANEXO 15

Pruebas Simplate® Campylobacter spp.
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Cultivo
Fecha de Lugar de Skirrow/ (Pocillos
recoleccion | adquisicién Tincion [Pocillos rojos -
Cdd. |N. de la de la Procedencia de de rojos |Pocillos|Pocillos | Resultados
Muestra | Muestra| muestra muestra la Muestra Gram (+) |UV(#)|U.V) (N.M.P)/ml
1 1 26/07/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 (+) 0 0 0 <1
1 2 26/07/2016 | El Arenal Pollos Marca 1 () 0 0 0 <1
1 3 26/07/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 ) 0 0 0 <1
1 4 26/07/2016 | El Arenal Pollos Marca 2 () 65 13 52 160
1 5 26/07/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 (+) 62 15 47 136
1 6 26/07/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 (+) 66 12 54 172
1 7 26/07/2016 | El Arenal Pollos de Paute (-) 0 0 0 <1
1 8 26/07/2016 | EI Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1
1 9 26/07/2016 | El Arenal Pollos de Paute () 0 0 0 <1
Pollos de Santa

1 10 26/07/2016 | El Arenal Isabel () 0 0 0 <1
Pollos de Santa

1 11 26/07/2016 | El Arenal Isabel (+) 84 25 59 202
Pollos de Santa

1 12 26/07/2016 | El Arenal Isabel () 83 26 57 190

2 13 12/09/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 () 84 3 81 556
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2 14 12/09/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 (+) 84 5 79 470
2 15 12/09/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 (+) 80 5 75 372
2 16 12/09/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 () 0 0 0 <1
2 17 12/09/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1
2 18 12/09/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 () 0 0 0 <1
2 19 12/09/2016 | EI Arenal Pollos de Paute () 22 7 15 32
2 20 12/09/2016 | EI Arenal Pollos de Paute (+) 19 5 14 30
6 21 12/09/2016 | EI Arenal Pollos de Paute (+) 25 8 17 38
Pollos de Santa
2 22 12/09/2016 | EI Arenal Isabel (+) 30 10 20 46
Pollos de Santa
2 23 12/09/2016 | EI Arenal Isabel (+) 33 8 25 58
Pollos de Santa
2 24 12/09/2016 | EI Arenal Isabel () 29 7 22 50
3 25 03/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 ) 0 0 0 <1
3 26 03/10/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 () 0 0 0 <1
3 27 03/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 ) 0 0 0 <1
3 28 03/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 () 84 6 78 440
3 29 03/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 84 6 78 440
3 30 03/10/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 (+) 82 7 75 372
3 31 03/10/2016 | EI Arenal Pollos de Paute (+) 84 43 41 112
3 32 03/10/2016 | EI Arenal Pollos de Paute (+) 84 42 42 116
3 33 03/10/2016 | EI Arenal Pollos de Paute (+) 84 43 41 112
Pollos de Santa
3 34 03/10/2016 | EIl Arenal Isabel (-) 0 0 0 <1
Pollos de Santa
3 35 03/10/2016 | EIl Arenal Isabel (-) 0 0 0 <1




Pollos de Santa

Dota Cabrera 79

3 36 03/10/2016 | EI Arenal Isabel () 0 0 0 <1
4 37 24/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 (+) 78 24 54 172
4 38 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 (+) 75 19 56 184
4 39 24/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 () 77 25 52 160
4 40 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 () 0 0 0 <1
4 41 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1
4 42 24/10/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1
4 43 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute () 0 0 0 <1
4 44 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1
4 45 24/10/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute () 0 0 0 <1
Pollos de Santa
4 46 24/10/2016 | EIl Arenal Isabel () 0 0 0 <1
Pollos de Santa
4 47 24/10/2016 | EI Arenal Isabel ) 0 0 0 <1
Pollos de Santa
4 48 24/10/2016 | EIl Arenal Isabel ) 0 0 0 <1
5 49 09/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 (+) 3 2 1 2
5 50 09/11/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 ) 2 2 0 <1
5 51 09/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 (+) 4 2 2 4
5 52 09/11/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1
5 53 09/11/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1
5 54 09/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 () 0 0 0 <1
5 55 09/11/2016 | EI Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1
5 56 09/11/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute () 0 0 0 <1
5 57 09/11/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1




Pollos de Santa
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5 58 09/11/2016 | EIl Arenal Isabel () 0 0 0 <1
Pollos de Santa

5 59 09/11/2016 | EIl Arenal Isabel () 0 0 0 <1
Pollos de Santa

5 60 09/11/2016 | EIl Arenal Isabel () 0 0 0 <1

6 61 30/11/2016 | EI Arenal Pollos Marca 1 () 0 0 0 <1

6 62 30/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 () 0 0 0 <1

6 63 30/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 1 () 0 0 0 <1

6 64 30/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1

6 65 30/11/2016 | EIl Arenal Pollos Marca 2 () 0 0 0 <1

6 66 30/11/2016 | EI Arenal Pollos Marca 2 ) 0 0 0 <1

6 67 30/11/2016 | EIl Arenal Pollos de Paute (+) 84 25 59 202

6 68 30/11/2016 | EI Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1

6 69 12/09/2016 | EI Arenal Pollos de Paute ) 0 0 0 <1
Pollos de Santa

6 70 30/11/2016 | EI Arenal Isabel (+) 0 0 0 <1
Pollos de Santa

6 71 30/11/2016 | EIl Arenal Isabel ) 0 0 0 <1
Pollos de Santa

6 72 30/11/2016 | EIl Arenal Isabel ) 0 0 0 <1




ANEXO 16

Resistencia Campylobacter spp.
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Campylobacter spp. resiente a antibidticos Antibidticos
Ampi | Naldixi | Erythro | Ciprofl | Amoxi | Trimethro | Chloram | Ceftazi | Nitrofu | Norflox | Colis | Enroflo
cillin | c Acid mycin | oxacin cillin prim phenicol dime rantion acin tin xacin
(AM1 | (NA30) | (E15) (CIP5) | (AX25) | Sulphmet (C30) (CAZ3 | (F300) | (NOR1 | (CT1 | (ENR5)
0) hoxazole 0) 0) 0)
(SXT25)
Céd. | N. | Fecha | Lugar | Procedenci | <13: <13: <13: <15: <13: <10: <12: <14: <14: <12: <10: <l14:
Mue | Mue de de adela Resist | Resiste | Resiste | Resiste | Resiste | Resistente | Resistent | Resiste | Resiste | Resiste | Resis | Resiste
stra | stra | recole | adqui Muestra ente | nte 14- | nte 14- | nte 16- | nte 14- 11- e 13- nte 15- | nte 15- | nte 13- | tente | nte 15-
ccion | sicién 14- 18:Inter | 22:Inter | 20:Inter | 17:Inter | 15:Interm | 17:Inter | 17:Inter | 16:Inter | 16:Inter | >11: | 18:Inter
dela dela 17:Int | medio medio medio medio | edio >16: medio medio medio medio | Sensi | medio
muest | muest ermed >19: >23: >21: >17: Sensible >18: >18: >17: >17: ble >19:
ra ra io Sensibl | Sensibl | Sensibl | Sensibl Sensible | Sensibl | Sensibl | Sensibl Sensibl
>17: e e e e e e e e
Sensi
ble
1 4 26/07/ El Pollos R R R R R R R R R R R R
2016 | Arenal marca 2
1 5 26/07/ El Pollos R R R R R R R R R R R R
2016 | Arenal marca 2




Dota Cabrera 82

26/07/
2016

El
Arenal

Pollos
marca 2

11

26/07/
2016

El
Arenal

Pollos de
Santa
Isabel

12

26/07/
2016

El
Arenal

Pollos de
Santa
Isabel

13

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

14

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

15

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

19

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

20

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

21

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

22

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Santa
Isabel

R R
R R
R R
R |
R |
R |
R R
R R
R R
R R
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23

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Santa
Isabel

24

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Santa
Isabel

28

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 2

29

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 2

30

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 2

31

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

32

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

33

03/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute

37

24/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

38

24/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R |
R |
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39

24/10/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

49

09/11/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

50

09/11/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

51

09/11/
2016

El
Arenal

Pollos de
marca 1

67

12/09/
2016

El
Arenal

Pollos de
Paute




