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RESUMEN

Escherichia coli en la avicultura se asocia a  procesos entéricos y respiratorios. Provoca importantes pérdidas debido a la  disminución en la puesta y costos en medicamentos. Los genes que codifican para  la resistencia en cepas de E. coli comensales o patógenas se pueden transferir a bacterias de importancia clínica  en la salud humana a través de la cadena alimenticia. Además de la resistencia  adquirida, la formación de biopelícula confiere a las cepas tolerancia a los  antibióticos, lo cual contribuye a las recidivas de las infecciones. El  presente trabajo tiene como objetivo determinar  la susceptibilidad a los antibióticos de cepas de E. coli procedentes de  gallinas ponedoras. Se colectaron 183 exudados cloacales de animales  procedentes de cuatro unidades productivas en la provincia Mayabeque. Se  identificaron 83 aislados como E. coli. Se  determinó la susceptibilidad in vitro a diez antibióticos por el método de Difusión en Agar con discos y la capacidad  de formar biopelícula por el método de adherencia en placa. Se determinó la  Mínima Concentración Inhibitoria para el crecimiento planctónico (MCIP)  y para la inhibición de la formación de biopelícula (MCIB). Los mayores porcentajes de resistencia por  la prueba de difusión con discos fueron a Oxitetraciclina, Norfloxacina,  Ticarcilina/Ácido Clavulánico, Cefoxitina y Ceftriazona; los menores  porcentajes fueron a Gentamicina, Colistina y Nitrofurantoína. Del  total de aislados de E. coli,  solamente 14 % formaron biopelícula in vitro. La MCIB fue mayor  que la MCIP, lo cual evidencia que la formación  de biopelícula contribuye con la tolerancia a los antibióticos.  
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ABSTRACT

Escherichia coli is an important pathogen in  poultry associated with enteric and respiratory processes, causing significant  losses due to the decrease in the laying and costs in medicines. Plasmids and  chemosomes encoding resistance mechanisms in E. coli commensal or pathogenic strains can be transferred to clinically important  bacteria in human health through the food chain. In addition to the acquired  resistance, the formation of biofilm gives the strains tolerance to  antibiotics, which contributes to the recurrence of infections. The objective  of this work is to determine the susceptibility to antibiotics of E. coli strains from laying hens. One  hundred and eighty three sewage exudates were collected from four productive  units in Mayabeque province. Eighty three isolates such as E. coli were identified. The susceptibility in vitro to ten antibiotics was determined by the Agar Diffusion  Method and the ability to form biofilm by the Plate Adhesion Method. The  Minimum Inhibitory Concentration for the planktonic growth (MICP)  and for the inhibition of biofilm formation (MICB) was determined. The highest percentages of  resistance by the disc diffusion test were to Oxytetracycline, Norfloxacin,  Ticarcillin/Clavulanic Acid, Cefoxitin and Ceftriazone; and the lowest  percentages to Gentamicin, Colistin and Nitrofurantoin. Of the total of E. coli isolates, only 14 % formed  biofilm in vitro. MICB was  higher than MICP, which shows that biofilm formation contributes to  tolerance to antibiotics. 
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INTRODUCCIÓN

El  amplio uso de compuestos antimicrobianos en la agricultura y en la salud  humana, para tratar y prevenir enfermedades, ha traído como consecuencia la  resistencia a múltiples familias de antibióticos en diversos géneros de  bacterias, comúnmente aisladas de animales de consumo (1,2).  Entre los mecanismos de resistencia a los antibióticos que presentan las  bacterias, se encuentran la inactivación enzimática, las alteraciones en el  sitio diana y las alteraciones de la permeabilidad (3). Otra  expresión de resistencia en las bacterias es la capacidad de formar biopelícula, lo cual  permite persistir en medios donde las condiciones son desfavorables para su  crecimiento y resistir a la actividad de diferentes agentes, incluidos los  antimicrobianos. Para algunas bacterias la estructura física de la  biopelícula contribuye al fenotipo de resistencia y explica la cronicidad o  recidiva de las infecciones (4,5), pues las bacterias en una biopelícula son más resistentes a  los antibióticos y requieren concentraciones más altas de estos para inhibir su  formación o erradicación (6).

Las pruebas convencionales para determinar la susceptibilidad  antimicrobiana comprenden la Difusión en Agar sobre medios sólidos y la Mínima  Concentración Inhibitoria (MCI) en cultivos líquidos, pero no tienen en cuenta  el crecimiento en forma de biopelícula (7).  En los últimos años se han descrito diferentes protocolos que simulan la  formación de biopelícula in vitro y miden la actividad antimicrobiana en  estas condiciones, y así es posible determinar la concentración óptima del  antibiótico que actúa sobre esta forma de crecimiento bacteriano (8).

Escherichia coli es una de las especies predominantes de la microbiota normal del aparato  digestivo de la mayor parte de los animales y del hombre (9). Las cepas patógenas de esta especie ocasionan graves pérdidas económicas a nivel mundial en la industria  avícola (10) al provocar  disminución en el peso en las aves, descenso en la producción de huevo, aumento en los  índices de conversión, aumento de la mortalidad y  elevados costos de los tratamientos (11). La presencia de  cepas de E. coli, aisladas de aves,  con fenotipos de resistencia a diferentes familias de fármacos se informa con  frecuencia (12,13), así como la capacidad de formar biopelícula in vitro bajo determinadas condiciones (14). En Cuba, la enterobacteriosis se  reporta como la segunda causa de focos y pérdidas en la avicultura (15).

En  las últimas décadas constituye una prioridad a nivel mundial realizar estudios  de resistencia antibiótica, tanto en cepas patógenas como comensales de esta  especie, debido al peligro que pueden constituir para la salud humana (16), ya que estas son una fuente potencial de genes de  resistencia que pueden transmitirse a los miembros de la microbiota intestinal  del humano (1) a través de la cadena alimenticia (17). La  Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda conocer los mecanismos de  resistencia implicados, lo cual permitirá optimizar la vigilancia de la  resistencia y las políticas de control y uso de antibióticos en cada país (18). Estos reportes temporales se deben comunicar a las  autoridades pertinentes de salud veterinaria y humana con el fin de aplicar  políticas adecuadas para el uso de los antimicrobianos, y así asegurar el  enfoque de una sola salud.

El  presente trabajo tiene como objetivo determinar  los patrones de resistencia y la capacidad para la formación de biopelícula en  aislados de E. coli procedentes de gallinas ponedoras en granjas de la  provincia Mayabeque, Cuba.

 

MATERIALES Y  MÉTODOS

Tamaño de la muestra 

Para la toma de la muestra se siguieron las  orientaciones establecidas en el Código Sanitario  para los Animales Terrestres (19). Se seleccionó un tamaño  de muestra de 96 animales, significativo para un nivel de confianza de 95 %, una precisión de 10  % y una prevalencia esperada de 50 %, según la fórmula:





Aislamiento de E. coli

Se  colectaron 183 exudados cloacales en gallinas ponedoras con diarrea en cuatro  unidades de crianza ubicadas en la provincia Mayabeque, durante los periodos  abril-julio de 2013 y marzo de 2014. 

Los  exudados se sembraron en caldo Triptona Soya (BIOCEN) y se incubaron por dos horas  a temperatura ambiente. Posteriormente se sembraron por agotamiento en Agar Mac  Conkey (BIOCEN). Después de 24 horas  de incubación se procedió a la selección de las colonias  con características compatibles a E. coli:  presencia de colonias rosadas en Mac Conkey y cocobacilos negativos en la  tinción de Gram. 

Identificación molecular de los aislados  de E. coli

Para  la extracción de ADN se partió de una colonia de los cultivos de 24 horas, la  cual se colocó en 50 μL de agua libre de  nucleasas (Promega), se hirvió a 100ºC  por cinco minutos y se incubó inmediatamente a -20ºC durante 10 minutos para su lisis. A continuación, se centrifugó a 5000 g  por 5 min; el sobrenadante se transfirió a un tubo y se conservó a -20 ºC. Se  realizó la confirmación de especie por la Reacción en Cadena de la Polimerasa  (PCR de sus siglas en inglés, Polymerase chain reacction). Los cebadores utilizados  para la amplificación de un fragmento  del ARNr 16S de E. coli fueron 5´-GCTTGACACTGAACATTGAG -3´ y 5´-GCACTTATCTCTTCCGCATT -3´ (20).

La  mezcla de PCR se realizó en un volumen final de 25 μL: 1X de Green Master Mix  (Promega), 0.8 µM de cada uno de los cebadores y 2 µL de ADN. Las condiciones  de reacción fueron las siguientes: 40 ciclos: 94ºC por 30 segundos, 60ºC por 30  segundos y 72ºC por 60 segundos. Los ensayos se realizaron en un termociclador  (Mastercycler). La visualización de los productos de PCR se efectuó en geles de  agarosa (2 % en TBE 0.5X) con Bromuro de Etidium (1 mg/mL), en un  transiluminador de luz ultravioleta (Pharmacia LKB). En cada visualización  realizadas y se incluyeron dos réplicas del producto amplificado, se utilizó un  marcador de peso molecular de 1 Kb (Promega) y se incluyó un control negativo.

Determinación de la capacidad de  formación de biopelícula en aislados de E.  coli

Se utilizó la metodología propuesta por Naves et al. (21) con modificaciones. Las cepas se  cultivaron en placas de Agar Triptona Soya (BIOCEN), suplementado  con 5 % de sangre de cordero, a 37ºC durante 24 horas. A partir de estos  cultivos se inocularon cinco colonias en tubos con 5 mL de medio Luria Bertani  (BIOLIFE) y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. La concentración de los  cultivos se ajustó a 1x108 UFC/mL (según datos de DO 620nm y conteo de UFC en placas). Los cultivos se  realizaron en pocillos de placas de poliestireno de fondo plano (Falcon) no  tratadas para cultivo celular, en medio Mínimo M63 suplementado con 8  g/L de glucosa y se incubaron en condiciones  estáticas a 36ºC durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se lavaron los pocillos  con 150 µL de agua destilada y se secaron a 60ºC  durante 30 minutos en el horno (Hotpack). La tinción de los pocillos se realizó  con 130 µL de Cristal Violeta (Sigma) al 1 % durante 5 min y se retiró el  colorante. Se lavaron los pocillos cuatro veces con 150 μL de agua destilada y  se secaron una hora a temperatura ambiente. A continuación, se les añadió 130  µL de ácido acético (FLUKA) al 33 % y se midió  la densidad óptica a una longitud de onda de 492 nm en lector de placas (SUMA, PR-621, Cuba).  Como control negativo se utilizaron pocillos con medio M63. La clasificación de las cepas de E.  coli, atendiendo a su capacidad de formación de biopelícula, se realizó  según el criterio propuesto por Christensen et  al. (22).

Determinación  de la susceptibilidad in vitro a los  antimicrobianos evaluados por el Método de Difusión en Agar con Discos

La  evaluación de la susceptibilidad microbiana se realizó por el Método de  Difusión en Agar con Discos, siguiendo las recomendaciones del Instituto de  Estándares Clínicos y de Laboratorios (23),  utilizando los siguientes discos de antibióticos (Oxoid): Norfloxacina (10 μg);  Gentamicina (10 μg); Oxitetraciclina (30 μg); Cloranfenicol (30 μg); Colistina  (10 μg); Neomicina (30 μg); Ceftriazon a (30 μg); Ticarcilina/Ácido clavulánico  (85 μg); Cefoxitina (30 μg); Nitrofurantoína (100 μg). Para la clasificación de  los aislados se utilizaron los valores de corte establecidos por el Comité  Europeo para Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (24) para los antibióticos Oxitetraciclina, Colistina y  Neomicina, mientras que para Ticarcilina/Ácido clavulánico, Cefoxitina, Gentamicina,  Norfloxacina, Cloranfenicol, 
  
  
  
  
  
  
  Ceftriazona y Nitrofurantoína se usaron criterios del Instituto de Estándares  Clínicos y de Laboratorios (23).  Se utilizó la cepa E. coli ATCC 25922 como control de la calidad de los  discos con antibióticos.

Determinación  de la Mínima Concentración Inhibitoria del crecimiento planctónico (MCIP)  y del crecimiento en biopelícula (MCIB) a Ceftazidima

La  Mínima Concentración Inhibitoria (MCI) necesaria para erradicar el 50 % del  crecimiento planctónico y del  crecimiento en biopelícula se determinó por el método de microdilución en  caldo, según lo descrito por el Instituto de Estándares Clínicos y de  Laboratorios (23). Se seleccionaron dos aislados fuertes formadores de  biopelícula (EC25 y EC35). Se realizaron diluciones dobles de Ceftazidima (2  µg/mL– 64 µg/mL) en medio Mueller Hinton (BIOCEN) para determinar la MCIP y en medio M63 para determinar la  MCIB de la formación de biopelícula. Cada pocillo se inoculó con 2,6  µL (equivalente a 1x105 UFC) de cultivo, para un volumen final de  130 µL. Como control positivo se utilizaron pocillos inoculados con células de  cada aislado de E. coli en ausencia  de Ceftazidima y, como control negativo,  pocillos con Ceftazidima no inoculados. Las  placas se incubaron a 37ºC por 24 horas y se determinó el crecimiento  planctónico mediante la lectura a 620 nm; a continuación se realizó la tinción  para determinar la formación de biopelícula como se describe anteriormente y se  realizó la lectura a 492 nm en lector  de placas (SUMA, PR-621, Cuba). Cada experimento se realizó en duplicado y se repitió dos veces  independientemente. El porcentaje de inhibición del crecimiento y de la  formación de biopelícula se determinó según la fórmula: 





Análisis estadístico 

Los experimentos para determinar la MCIP y MCIB de ceftazidima se realizaron  por duplicado, para los cuales se calcularon los estadígrafos simples. Los  porcentajes de inhibición se compararon mediante análisis de varianza simple y  las medias se contrastaron según prueba LSD de Fisher con 95 % de confianza,  para lo cual se  empleó el paquete  estadístico InfoStat (25). 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

Del total de muestras analizadas, se identificaron 45,9 % como colonias presuntivas de E. coli, debido a sus características culturales y por la  tinción de Gram. El  100 % de estos aislados formaron colonias rosadas en Agar Mac Conkey y la  tinción de Gram reveló cocobacilos cortos Gram negativos. La amplificación de un fragmento  de 662 pb como producto del PCR, correspondiente a la región 16S del ADNr en  todos los aislados de E. coli,  confirmó la identificación de esta especie (Figura 1). 

Según  Blanco et al. (26), E. coli se asocia a diarreas en las  aves, signo clínico producido en la colibacilosis entérica. La diarrea es uno  de los signos clínicos menos frecuentes en aves; sin embargo, cuando se  presenta junto a 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  lesiones en el intestino, se observa de forma severa acompañada de mucosidad (27). En esta especie la  colibacilosis se considera extraintestinal, pues algunas cepas afectan el  tracto respiratorio (28) y se ha propuesto para las mismas un origen fecal (29). 

Evaluación de la susceptibilidad a los  antibióticos por el Método de Difusión en Agar con Discos

No  se encontró 100 % de sensibilidad a los antimicrobianos en estudio; sin  embargo, todos los aislados fueron resistentes a Oxitetraciclina. La frecuencia de resistencia varió de 2 a 100  % frente a los antimicrobianos (Figura 2A). 

Además  de la Oxitetraciclina, los mayores  porcentajes de resistencia encontrados entre las cepas de E. coli testadas fueron a los antibióticos Ticarcilina/Ácido  clavulánico y Ceftriazona; mientras que los menores porcentajes de resistencia  estuvieron asociados a Colistina y Nitrofurantoína (Figura 2). Del total de aislados analizados en este ensayo 93,33 %  mostraron multirresistencia a los antimicrobianos evaluados. 

El uso de  antimicrobianos es irreemplazable en la terapéutica de las enfermedades  bacterianas (30). Sin embargo, el uso excesivo y con  frecuencia empírico de los 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  antimicrobianos para el tratamiento de diferentes situaciones clínicas provoca  la emergencia de microorganismos resistentes a estos compuestos (31,32,33). En el presente estudio los datos de la  susceptibilidad microbiana mostraron alta resistencia a varios de los  antimicrobianos comúnmente usados en Medicina Veterinaria y Humana (Figura 3). Estos datos  coinciden con lo anteriormente reportado por autores que plantean una  alta 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  proporción de cepas de E. coli resistentes,  tanto en aves como en humanos (34,35). 

Para el caso de las  tetraciclinas, específicamente la Oxitetraciclina, todas las cepas de E. coli evaluadas mostraron 100 % de  resistencia, lo cual coincide con las altas frecuencias de resistencia  encontradas por Alcaine et al. (36) y Rugumisa et al. (37). Las Tetraciclinas y Tylosina han sido los antibióticos más  usados como promotores del 
  
  crecimiento y terapéuticos en la producción animal a nivel mundial (38).  De manera similar ha ocurrido en la industria avícola de Cuba, según el  Instituto de Medicina Veterinaria (15). Estos datos alertan  sobre la posibilidad de fracaso terapéutico de la Oxtetraciclina, cuya  efectividad se debe estimar con anterioridad a su aplicación para garantizar  una mayor eficacia del tratamiento y minimizar la presión selectiva sobre las  bacterias.

El  51,1 % de los aislados de E. coli estudiados mostró resistencia frente a Norfloxacina, otro de los  antimicrobianos de uso frecuente como terapéutico en la avicultura en Cuba (15). Yang et al. (39) encontraron porcentajes superiores de resistencias (entre 64 %  y 95 %), mientras que Wang et al. (40) hallaron porcentajes de resistencia bajos, entre 9 % y 11 %. Rodriguez-Martinez et al. (41) plantean  que, en las  bacterias Gram negativas, la resistencia a quinolonas se produce,  predominantemente, por mutaciones en genes cromosómicos que codifican para la  enzima girasa, que garantiza la topología del ADN o debido a la disminución de  la permeabilidad al compuesto. Sin embargo, desde 1998 se reportó la emergencia  del plásmido MQR; sus productos proteicos protegen a las enzimas  toposisomerasas de la acción del fármaco y provocan la extrusión del compuesto  (42). La presencia de MQR podría indicar la  emergencia y diseminación de este mecanismo de resistencia a quinolonas entre  cepas de importancia clínica, por lo que la resistencia a este medicamento se  debe continuar monitoreando.

La Gentamicina es  un aminoglucósido que presenta gran actividad frente a bacterias Gram negativas.  La resistencia encontrada a este antimicrobiano fue de 16 %; resultados  similares a los obtenidos por Alcaine et  al. (36), quienes encontraron bajos niveles de resistencia  a Gentamicina (12 %) en pollos en mataderos de Albania; sin embargo, Wang et al. (40) reportaron  altos niveles de resistencia, superiores a 53 %, en aislados de E. coli de casos de colibacilosis en  pollos de engorde en China. Los resultados de este trabajo fueron superiores a  los reportados por Abreu et al. (43) (6,8 %) en aislados de pollos de granjas avícolas en  Tenerife. 

En el estudio se  incluyó también el Cloranfenicol, droga que posee actividad frente a  microorganismos Gram negativos. Los bajos porcentajes encontrados pudieran  sugerir su uso con buena eficacia. Sin embargo, su utilización ha disminuido a  nivel mundial y está limitada a pollos de engorde y no en gallinas ponedoras,  debido a su efecto residual en los huevos y a los daños adversos como  mielosupresión en humanos (44).

La frecuencia de  resistencia encontrada a la Colistina y la Nitrofurantoína fue baja. En 2009 la  Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) reconoció a la  colistina como el único agente antimicrobiano autorizado en avicultura de  puesta frente a E. coli (45), por ser el único antimicrobiano  que presenta un periodo de retirada cero en huevos. Durante varios años los reportes de resistencia fueron muy bajos; Amaral et al. (46)  encontraron solamente 0,4 % de resistencia a este fármaco, mientras Geornaras et al. (47) demostraron que el 100 % de los  aislados clínicos estudiados presentaron perfiles de sensibilidad a la  Colistina. Estos datos señalan la factibilidad del uso de este fármaco para el  tratamiento de E. coli en aves. Sin embargo, recientemente se ha detectado el gen mcr-1 (Mobile Colistin Resistance) que confiere resistencia a  Colistina/Polimixina y que se encuentra localizado en elementos genéticos  móviles (plásmidos) (48), por lo que por primera vez las bacterias  han adquirido la capacidad de compartir la resistencia a las polimixinas,  extendiendo así la resistencia a otras cepas (49). El consumo intensivo de polimixinas en la  crianza de animales para la producción de alimentos puede haber favorecido la aparición de este  plásmido de resistencia a la Colistina (50). La Organización Panamericana de la Salud  llamó a limitar el uso de Colistina en este ámbito al tratamiento de animales  afectados clínicamente (49).

La Nitrofurantoína  se utiliza específicamente para el tratamiento de las infecciones urinarias en  humanos producidas por bacterias Gram negativas y por algunas Gram positivas. E. coli es de reconocida sensibilidad a  este fármaco, y aunque se conoce su utilización en la avicultura en muchos  países, en Cuba no se emplea en la avicultura (51). 

La alta frecuencia  encontrada de aislados resistentes a algunos antimicrobianos de uso en humanos,  como Ticarcilina/Ácido Clavulánico y Ceftriazona, constituye una alerta, pues evidencian  la necesidad de la vigilancia de este comportamiento y de profundizar en la  identificación de la naturaleza de la resistencia. A partir de estas cepas  podría ocurrir la transmisión de genes de resistencia, si estos estuviesen  asociados a elementos transferibles, como pueden ser los plásmidos (52). 

El huevo es el  principal producto de consumo humano de la crianza avícola en Cuba a partir de  aves. El mismo puede sufrir contaminación externa durante su paso por la  cloaca, aunque las buenas prácticas de manejo de este alimento reducen el  riesgo de toxiinfección alimentaria, si se lavan antes de romper la cáscara  para cocerlos. 

Ensayos para determinar la capacidad de  formación de biopelícula

En las condiciones evaluadas, solamente 14,46 % de los aislados de E. coli resultó positivos para la formación de biopelícula in vitro. De ellos, según las categorías  establecidas para la clasificación cuantitativa de formación de biopelícula, 2 (16,67  %) resultaron fuertes formadores y 10 (83,33 %) mostraron moderada formación de  biopelícula.

Los resultados difieren con lo reportado por Reisner et al. (53), donde más del 75 % de los aislados de E. coli, tanto patógenos como comensales de origen fecal en aves,  mostraron capacidad de formar biopelícula in  vitro. Estos resultados confirman que la capacidad de formar  biopelícula en E. coli es una característica intrínseca a cada cepa y en ensayos estáticos depende de la  metodología empleada, en especial de las condiciones de cultivo (21), a las que responden los aislados de manera  diferencial de acuerdo a sus características (54). Existen autores que describen gran capacidad de formar  biopelícula para algunas cepas de E. coli en los medios ricos, como LB, pero no en medios mínimos sin ácidos y con  glucosa o glicerol como fuente de carbono (54). 

Efecto  de la Ceftazidima sobre el crecimiento planctónico y sobre la formación de biopelícula

La  MCIP de Ceftazidima requerida para lograr la inhibición del  crecimiento planctónico en el 50 %, para dos cepas formadoras de biopelícula  (EC25 y EC35), resultó menor a 2 µg/mL; mientras que la MICB de  Ceftazidima, para inhibir la formación de biopelícula en 50 % para estas cepas,  fue 16 µg/mL (Figura 3). Se encontraron diferencias estadísticamente  significativas entre la MCIP y MICB para 95 % de  confianza. 

En cuanto a la MCI  de Ceftazidima, para los aislados formadores de biopelícula se encontró que la  misma fue mayor para inhibir el crecimiento en biopelícula (MCIB) que  la concentración requerida para inhibir el crecimiento planctónico MCIP,  asociando el modo de vida sésil al incremento en la resistencia antibiótica.  Estos resultados coinciden con los reportados por Yonezawa et al. (55) para Helicobacter pylori. Según Costerton et al. (56), las células de la biopelícula pueden  resultar entre 10 y 1000 veces más resistentes que las células planctónicas  correspondientes a un gran número de antibióticos de amplio espectro  (Ampicilina, Estreptomicina, Tetraciclina y Gentamicina). El aumento en la  resistencia pudiera deberse a que en la biopelícula la penetración del  antibiótico es restringida, debido a la matriz de exopolisacáridos y la  emergencia de células persistentes (8,57). 

A partir de estos  resultados, se sugiere incorporar el crecimiento en biopelícula en los  posteriores estudios para determinar la MCI de 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  los antibióticos, si se tiene en cuenta que el 99 % de todas las células  bacterianas existen en calidad de biopelícula, y tan solo 1 % vive en estado  planctónico (58). 

Las  infecciones por E. coli y las  manifestaciones clínicas provocadas por cepas virulentas son de considerable importancia  en 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  la avicultura y en la salud humana, atendiendo al potencial zoonótico de esta  bacteria. Estos resultados demandan el estudio de alternativas terapéuticas y  de prevención; además, sugieren cambios en la estrategia actual de tratamiento  de E. coli, consistente con empleo de los antimicrobianos para  los cuales se reveló baja frecuencia de resistencia, fundamentalmente la  Gentamicina. 

Un  aspecto de gran interés sería dilucidar los mecanismos que soportan la resistencia  encontrada. Estos eventos pueden ocurrir por mutaciones inducidas en presencia  del fármaco o a través de vehículos genéticos móviles, como transposones o  plásmidos, que pueden ser transferidos entre diferentes grupos de bacterias y  constituyen el principal peligro de difusión (59). La  evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana no es un aspecto concluido,  sino que requiere una vigilancia constante para la actualización de los datos.  En estudios futuros sería conveniente incrementar el número de aislados de E. coli procedentes también de animales  sanos, así como en otros niveles de la cadena avícola, como los mataderos, para  comprender la magnitud del riesgo.
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