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Resistencia antimicrobiana de cepas aisladas de Escherichia coli
en alimentos tipo BARF para perros en Lima, 2019

Antimicrobial resistance of isolated strains of Escherichia coli in BARF-type food
for dogs in Lima, 2019

Kiara Ortega Vassallo', Siever Morales-Cauti'?

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de cepas de Escherichia
coli (E. coli) y resistencia antimicrobiana en alimentos tipo BARF (Alimentos crudos
biolégicamente apropiados) para perros, comercializados en distritos de Lima, Pert. Se
analizaron 124 muestras de dietas crudas congeladas pertenecientes a 15 marcas comer-
ciales, cada muestra de distinto lote. Se realiz6 el aislamiento microbioldgico estandar
haciendo uso de medios de cultivo MacConkey y EMB, y su identificacion por medio de
pruebas bioquimicas. Para la serotipificacion de E. coli O157 se utiliz6 Latex test (Oxoid
TSMX4147C) con particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos reactivos al antigeno
somatico O157, y para la identificacion del antigeno H7, similar Latex test especifico (RIM
E. coli O157:H7 Latex Test - Oxoid TSMX9410). E165.3% (81/124;1C,, : 56.9-73.7%) de las
muestras fueron positivas a E. coli. Del total de colonias positivas a E. coli, 38.2% fueron
resistentes a los 12 antimicrobianos en estudio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of strains of Escherichia coli
(E. coli) and antimicrobial resistance in BARF-type foods (Biologically Appropriate Raw
Foods) for dogs, marketed in districts of Lima, Peru. In total, 124 samples of frozen raw
diets belonging to 15 commercial brands were analysed, each sample from a different
batch. The standard microbiological isolation was carried out using MacConkey and EMB
culture media, and their identification through biochemical tests. For the serotyping of E.
coli 0157, a Latex test (Oxoid TSMX4147C) was used with latex particles sensitized with
antibodies reactive to the somatic antigen O157, and for the identification of the H7 antigen,
asimilar specific Latex test (RIM E. coli O157: H7 Latex Test - Oxoid TSMX9410).The 65.3%
(81/124; 95% CI: 56.9-73.7%) of the samples were positive for E. coli. Of the total colonies
positive for E. coli, 38.2% were resistant to the 12 antimicrobials under study.
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INTRODUCCION

La alimentacion a base de carne cruda
para gatos y perros se incrementado a nivel
mundial (Schlesinger y Joffe, 2011). Estas
dietas crudas se les denomina «Alimento Cru-
do Biol6gicamente Apropiado» (ACBA) o en
inglés «Biologically Appropriate Raw Food»
(BARF), pudiendo ser elaborados de forma
casera y a nivel comercial. En general, se
elabora a base de ingredientes crudos deri-
vados de animales, pudiendo incluir muscu-
los, 6rganos internos, grasa y huesos de ma-
miferos, peces o aves de corral, asi como le-
che sin pasteurizar, huevos crudos y diversos
vegetales (Freeman et al., 2013), y son ven-
didos en forma fresca o congelada (Freeman
et al.,2013; Dadd et al., 2019).

Entre los beneficios de la alimentacion
con este tipo de dietas se encuentra la cali-
dad nutricional, mejor palatabilidad, dientes y
encias mas sanas, pelaje mas brillante, mejor
microbiota intestinal, heces mas duras y me-
jora de la energia del animal (Craig, 2020).
Este tipo de alimentacion cruda promueve un
crecimiento mas equilibrado de comunidades

bacterianas y, por ende, un cambio positivo
para las funciones intestinales saludables
(Sandri et al., 2017); sin embargo, los perros
poseen un mayor riesgo de infecciones opor-
tunistas (Kim et al., 2017).

Morelli et al. (2019) encontraron que el
60% de los propietarios eligieron este tipo de
alimentacion por informacion encontrada en
el Internet y que el 94% considera el BARF
como una alimentacion segura. No obstante,
Anturaniemi ef al. (2019) reportd la trasmi-
sion de patogenos desde el alimento crudo
para mascotas a los humanos, donde
Escherichia coli (E. coli) fue el agente cau-
sal. En la actualidad, existen diversos estu-
dios que indican los riesgos potenciales para
la mascota asociados al uso de la alimenta-
cion con BARF (Aquino, 2020), siendo una
minoria de estas dietas elaboradas por médi-
cos veterinarios especializados en el area de
nutricion (Morelli ef al., 2019). Se ha repor-
tado que hasta el 95% de recetas elaboradas
en casa presentan por lo menos un nutriente
por debajo del minimo dado por la Association
of American Feed Control Officials
(AAFCO) y que hasta 83% contenia multi-
ples deficiencias (Stockman et al., 2013).

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 20406



Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli en alimentos BARF

El tema mas discutido en la actualidad
es el riesgo para la salud animal y la salud
publica, debido a la posible contaminacion de
BARFs con agentes patdégenos. Van Bree et
al. (2018) evaluaron 35 dietas comerciales
congeladas de ocho empresas a base de car-
ne cruda, aislando E. coli O157:H7 en el 23%,
E. coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido en el 80%, ademas de
contaminaciones con Listeria monocyto-
genes, Salmonella spp y parasitos como
Sarcocystis cruzi 'y Toxoplasma gondi; evi-
denciando la presencia de multiples agentes
patdgenos en las dietas BARFs.

E. coli es un patégeno que toma gran
relevancia en enfermedades trasmitidas por
alimentos (ETA). Es un bacilo gramnegativo,
anaerobio facultativo, de la familia
Enterobacteriaceae, la cual puede encon-
trarse como miembro comensal de la
microbiota intestinal de animales y humanos;
sin embargo, algunas cepas resultan ser
patogenos causales de enfermedades intesti-
nales y extra intestinales (Mainil, 2013). La
presencia de E. coli patdégena puede generar
en el perro una colibacilosis, produciendo
dafio a nivel del tracto gastrointestinal (Zotta
etal., 2015).

Los serotipos de E. coli patdgenos que
causan dafio a nivel intestinal ocasionando
diarreas en el hospedador se les denomina E.
coli diarreogénica, los cuales a su vez se sub-
dividen en seis patotipos: enterotoxigénica
(ECET), enteropatogena (ECEP), entero-
invasiva (ECEI), enteroagregativa (ECEA),
enterohemorragica (ECEH) y de adherencia
difusa (ECAD) (Rodriguez-Angeles, 2002;
Mainil, 2013). La ECEH también es conoci-
da como productora de toxina Vero o toxina
semejante a Shiga (VTEC o STEC); siendo
la cepa mas frecuente de este subgrupo la E.
coli serotipo O157:H7 (Saeedi et al., 2017),
Esta cepa tiene gran relevancia en investiga-
ciones a nivel mundial, debido a su alta
patogenicidad, y su relacidén en cuanto a su
presencia en productos crudos de consumo
humano y animal, teniendo al bovino como su
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principal reservorio (Rodriguez-Angeles,
2002; Saeedi et al., 2017).

La resistencia bacteriana a antimicro-
bianos adquiere importancia debido a que
puede ser adquirida por las mascotas a tra-
vés del consumo de productos BARFs con-
taminados. Una investigacion en Lima, Pert,
reveld un elevado nivel de resistencia de
antimicrobianos en carne de pollo, res y cer-
do de mercados de abasto (Ruiz-Roldan et
al.,2018). Asimismo, se ha reportado un alto
porcentaje de resistencia a antimicrobianos
de bacterias presentes en dietas crudas, es-
pecialmente a cefalosporinas de tercera ge-
neracion y productoras de betalac-tamasas
de expectro extencido (BLEEs) (Nuesch-
Iderbinen et al., 2019).

Se plantea que los médicos veterinarios
deben tomar un rol mas activo con relacion a
la toma de decision de los duefios en cuanto
a la alimentacion de su mascota y los riesgos
que implican las dietas tipo BARF. Para que
la intervencion del veterinario tenga mas re-
levancia, es importante que posean los cono-
cimientos y la data previa necesaria para en-
tender en su totalidad la situacion epidemio-
logica y poder asesorar correctamente a los
propietarios (Hinney, 2018). De esta mane-
ra, el objetivo del presente estudio fue deter-
minar la presencia de E. coli O157:H7 y re-
sistencia antimicrobiana en alimentos tipo
BAREF para perros, que se comercializan en
los distritos de Lima, Perq.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y Muestra

La poblacién del estudio comprendiod
unidades de dietas comerciales BARF con-
geladas, que son comercializadas en Lima
Metropolitana y que fueron obtenidas entre
julio y diciembre de 2019. El tamafio de mues-
tra se estimo utilizando 23% de prevalencia
obtenida de un estudio similar realizado en
Europa (Van Bree et al., 2018), debido a que
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no existen estudios similares realizados en el
Pert o Latinoamérica. Se empled un 95% de
confiabilidad y 5% de error; utilizandose la
siguiente formula de presencia o ausencia
(Thrusfield, 2005): n = (1-(1-NC)") * (n~(d-
1)/2), donde NC = Nivel de confianza, N =
Tamaifio de la poblacion de referencia, d =
Prevalencia esperada, n = Tamafio minimo
de muestra. El tamafio muestral minimo ob-
tenido fue de 120 muestras; sin embargo, se
evaluaron 124 muestras, las cuales fueron
obtenidas de 15 marcas comerciales disponi-
bles en la ciudad.

Muestreo y Lugar de Estudio

El estudio fue de tipo observacional,
prospectivo, descriptivo y transversal. Se rea-
liz6 un muestreo aleatorio en el universo de
muestras disponibles en comercializacion. Se
seleccion6 como muestras a aquellos alimen-
tos tipo BARF para perros, fabricados a base
de carne cruda de origen animal y de vegeta-
les crudos, los cuales se encontraron de for-
ma congelada. Estos productos eran comer-
cializados via delivery y/o en tiendas veteri-
narias.

El procesamiento de las muestras se
realizo en el Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Cientifica del Sur, localizada
en Villa el Salvador, Lima, Pert. Las mues-
tras fueron almacenadas en congelamiento
(-18 °C) y llevadas al laboratorio dentro de
cajas térmicas, conservando la cadena de
frio. Una vez recibidas en el laboratorio fue-
ron descongeladas y llevadas a temperatura
ambiente.

Identificacion de Escherichia coli

Los alimentos fueron homogenizados. La
identificacion de E. coli se realizo de forma
convencional (INS, 2001). Para esto, se to-
maron 10 g por muestra homogenizada y
puestas en un enriquecimiento previo en cal-
do Tripticasa de soyaa 37 °C por 24 h, luego

fueron sembradas en agar MacConkey y
EMB (Eosina y Azul de Metileno agar) e in-
cubadas a 37 °C por 24 h. Las cepas sospe-
chosas de E. coli fueron confirmadas a tra-
vés de las pruebas bioquimicas: LIA (Lisina
Hierro agar), citrato de Simmons, SIM
(sulfidrilo-indol-motilidad), urea y TSI (Triple
Sugar Iron agar), cultivadas a 37 °C por 24
h. Ademas, algunas de las cepas confirma-
das se les hizo la tincion Gram para ser ob-
servadas al microscopio.

E. coli serotipo O157:H7

Las cepas compatibles con E. coli fue-
ron subcultivadas en agar MacConkey
sorbitol. Las colonias que no fermentaron
sorbitol (colonias incoloras) fueron aisladas y
sometidas al £. coli 0157 Latex Test (Oxoid
TSMX4147C), el cual posee particulas de
latex sensibilizadas con anticuerpos especifi-
cos reactivos al antigeno somatico O157. Para
la serotipificacion se utilizé RIM E. coli
0157:H7 Latex Test (Oxoid TSMX9410), con
similar mecanismo a la prueba antes mencio-
nada, resultando positivo la aglutinacion.

Resistencia a Antimicrobianos

Las cepas positivas a E. coli confirma-
das mediante las pruebas bioquimicas fueron
almacenadas en crioviales con caldo Tripti-
casa de soya hasta ser nuevamente analiza-
das. Se determin6 la sensibilidad antimicro-
biana frente a 12 farmacos, mediante el mé-
todo de difusion en disco (método Kirby-
Bauer), siguiendo el modelo de la guia CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute)
(CLSL 2018). Los antimicrobianos fueron: Ac.
Nalidixico (30 pg/ml), Azitromicina (15 pg/
ml), Imipenem (10 pg/ml), Cotrimoxazol (25
ug/ml), Gentamicina (10 pg/ml), Cloranfenicol
(30 pg/ml), Amoxicilina con Acido clavulanico
(30 pg/ml), Ciprofloxacina (5 pg/ml),
Furazolidona (100 pg/ml), Nitrofurantoina
(300 pg/ml), Ampicilina (10 pg/ml) y
Tetraciclina (30 pg/ml). Las cepas fueron
sembradas en agar Muller Hinton, posterior-
mente se ubicaron seis discos en cada placa,
y se incubaron nuevamente a 37°C por 24 h.
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Cuadro 1. Frecuencia de muestras positivas a E. coli segun el nimero de muestras por
marca de alimento tipo BARF comerciales en Lima (2019)

.. IC 95%
Muestras Positivos
Marca . .
(n) S Minimo Méximo
n %0
D 10 10 100.0 100.0 100.0
L 9 9 100.0 100.0 100.0
M 9 9 100.0 100.0 100.0
C 2 2 100.0 100.0 100.0
F 2 2 100.0 100.0 100.0
N 9 8 88.9 68.4 100.0
J 7 6 85.7 59.8 100.0
N 10 8 80.0 55.2 100.0
A 10 7 70.0 41.6 98.4
G 9 6 66.7 35.9 97.5
I 9 4 44 .4 12.0 76.9
K 9 4 44.4 12.0 76.9
B 10 3 30.0 1.6 58.4
H 9 2 22.2 0 49.34
E 10 1 10.0 0 28.6
Total 124 81 65.3 57.0 73.7

RESULTADOS

E165.32% (81/124) de las muestras fue-
ron positivas a E. coli (IC,,, : 56.9-73.7%),
sin que se haya identificado alguna cepa como
E. coli serotipo O157:H7. Los resultados in-
dican que 8 de las 15 marcas comerciales
presentaron no menos del 80% de muestras

positivas a E. coli (Cuadro 1).

De los insumos, la carne de res fue el
tipo de proteina mas utilizada y evaluada, en-
contrando 73.3% (22/30) de muestras positi-
vas a E. coli. Asimismo, de las muestras con
pollo el 38.1% result6 positivo (8/21) y las de
pavo 85.7% (12/14) (Cuadro 2).

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 20406

Del total de muestras positivas a E. coli,
38.2% de las colonias evaluadas resultaron
resistentes y el 17.0% fueron intermedias. En
ampicilina, cotrimoxazol, acido nalidixico y
cloranfenicol se encontrd un porcentaje de
resistencia superior al 50%, mientras que para
la tetraciclina, furazolidona e imipenem fue su-
perior al 30%. Solo una colonia evaluada con-
tra azitromicina resulto resistente (Cuadro 3).

DiSCUSION

El presente estudio no identificéd cepas
E. coli O157:H7 en las muestras analizadas;
sin embargo, a nivel de Latinoamérica se han
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Cuadro 2. Frecuencia de muestras positivas a E. coli segin el tipo de proteina
utilizada en el alimento tipo BARF comercial para alimento de perros

(Lima, 2019)

. IC 95%
Tipo de proteina Muestras Positivos
animal (n) ~ Minimo  Méximo
n %o

Res 30 22 73.3 57.5 89.2
Res y pavo 22 13 59.1 38.6 79.6
Pollo 21 8 38.1 17.3 58.9
Pavo 14 12 85.7 67.4 100.0
Res y pollo 11 8 72.7 46.4 99.0
Res y cerdo 9 7 77.8 50.6 100.0
Pollo, pavo y pato 5 5 100.0 100.0 100.0
Pavo y pato 4 1 25.0 0 67.4
Res y equino 3 3 100.0 100.0 100.0
Cordero 3 1 333 0 86.7
Res, pavo y pollo 1 1 100.0 100.0 100.0
Pavo y pollo 1 0 0 0 0

Total 124 81 65.3 57.0 73.7

reportado prevalencias de 1.4 y 3.5% en Ar-
gentina y Brasil, respectivamente de E. coli
O157:H7 productora de toxina Shiga en pro-
ductos carnicos de res (Morato et al., 2007,
Jure et al.,2015), y 1.5% en carne molida en
Perti (Mendez et al., 2013). A nivel interna-
cional, se ha reportado en Turquia y Etiopia
1.9 y 10.2% de muestras positivas de carne
de pollo y en carnes, respectivamente (Bekele
et al.,2014; Dincoglu y Gunulalan, 2016), en
tanto que en Espafa en preparados carnicos
y en Sudafrica en carne seca, carne picada y
embutidos se le aislo en 19.4 y 2.8% de las
muestras, respectivamente (Abong’o y
Momba, 2009; Ripodas et al., 2017). Los re-
portes de hallazgos en diversos paises con-
firman la alta posibilidad y el potencial riesgo
de la presencia de este serotipo; por lo que,
el uso de una técnica mas sensible, otras cir-

cunstancias de muestreo, o un mayor niime-
ro de muestras analizadas podria haber per-
mitido el aislamiento de cepas E. coli
0157:H7 en el presente estudio.

El 65.3% (81/124) de las muestras po-
sitivas a E. coli (ICy,,: 56.9-73.7%) en el
presente estudio se encuentra dentro del rango
de resultados reportados en muestras de
mercados de abasto de la ciudad de Lima.
Asi, Mendez et al. (2013) reportd 87.2% po-
sitivos en muestras de carne molida y Lucas
et al. (2016) de 42% de puestos de venta de
carne de pollo. Esto representa un riesgo im-
portante, pues la mayoria de los insumos ne-
cesarios para la elaboracion del BARF son
adquiridos en este tipo de mercados. A su
vez, Weese et al. (2005) reportaron que los
coliformes fueron hallados en todas las mues-
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Cuadro 3. Frecuencia' de la resistencia a antimicrobianos de las cepas de Escherichia
coli aislados en BARFs comerciales de Lima (2019)

L ) Sensible Intermedio Resistente
Antimicrobiano
n % n % n %

Ampicilina 7 10.4 14 20.9 46 68.7
Cloranfenicol 3 4.5 19 28.4 45 67.2
Acido nalidixico 10 14.9 16 239 41 61.2
Cotrimoxazol 23 343 5 7.5 39 58.2
Tetraciclina 30 44.8 4 6 33 49.3
Imipenem 22 32.8 20 29.9 25 373
Furazolidona 26 38.8 19 28.4 22 32.8
Ciprofloxacina 43 64.2 4 6 20 299
Gentamicina 46 68.7 8 11.9 13 19.4
Nitrofurantoina 35 52.2 21 31.3 11 16.4
Amoxicilina Ac. 29 731 7 10.5 B 16.4
Azitromicina 66 98.5 0 0 1 1.5
Total 360 44.8 137 17.0 307 38.2

1 Porcentajes calculados sobre el nimero total de colonias positivas evaluadas

tras de dieta cruda comercial que evaluaron,
donde E. coli fue identificada en el 64%, si-
milar al reporte del presente estudio. En este
sentido, Van Bree et al. (2018) reportaron un
porcentaje aun mas elevado (86%) de aisla-
miento de E. coli en dietas crudas comercia-
les congeladas.

En el total de muestras de cinco mar-
cas se aislo E. coli como contaminante, pese
a que las muestras provenian de lotes dife-
rentes. Esto posiblemente se debe a que los
insumos utilizados ya se encontraban conta-
minados desde el puesto de venta donde fue-
ron adquiridos (mercados de abasto), o que
en uno o varios puntos de la cadena de pro-
duccion haya un mal manejo o equipos con-
taminados, representando un riesgo perma-
nente de contaminacion.
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El gran porcentaje de positivos (65.3%)
a E. coli puede deberse a que las dietas
BAREF son productos altamente manipulados,
incrementando de esta manera el riesgo a la
exposicion de agentes patdogenos. La carne
molida, base de la mayoria de las dietas eva-
luadas, por su gran manipulacion es atin mas
susceptible a la contaminacion microbiana
(Mendez et al., 2013).

La carne de res fue el tipo de proteina
mas utilizado en la preparacion de las dietas
BAREF, y pese a que no se encontrd E. coli
0157:H7, el bovino es considerado como su
principal reservorio. No obstante, el 73.3%
de muestras positivas a E. coli en alimentos
con base de carne de res fue encontrado en
el estudio, valor superior al 65.7% reportado
por Strohmeyer et al. (2006). Por otro lado,
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la carne de aves de corral, ingredientes muy
utilizados en las dietas crudas, se convierte
en posible fuente de contaminacion, debido a
una potencial contaminacion cruzada duran-
te su manipulacion (Lucas et al., 2016).

No solo los productos de origen animal
son una fuente de contaminacion. Un estudio
realizado en Lima por Mufoz et al. (2013),
reporto que el 18.9% de verdura fresca pre-
sentd niveles de E. coli fecales superior a lo
establecido como apto por la ICMSF
(International Commission on Microbiological
Specification for Foods), siendo la espinaca
la mas contaminada.

Se encontro 38.2% de nivel de resis-
tencia a 12 antimicrobianos, porcentaje ma-
yor al 23% reportado por Nilsson (2015) en
muestras de dietas crudas para perros.
Ampicilina fue el antimicrobiano con el ma-
yor nivel de resistencia (68.67%), porcentaje
inferior al 94.6% reportado en carne de pollo
y del 95.4% en carne de cerdo, pero superior
al 44% en carne de res (Ruiz-Roldan ef al.,
2018). En segundo nivel de resistencia esta
el cloranfenicol (67.26%), porcentaje inferior
al 82.1% encontrado en carne de pollo, pero
superior al 4% en carne de res y de 54.5%
en carne de cerdo (Ruiz-Roldan ez al., 2018).
Los resultados indican que este tipo de dietas
puede ser una fuente potencial de agentes
resistente a farmacos de primera eleccion
(Nilsson, 2015).

A diferencia de los alimentos de consu-
mo humano, no hay una autoridad especifica
que sea responsable del monitoreo microbio-
logico continuo de los alimentos para perros
a base de productos crudos como las dietas
tipo BARF (Strohmeyer ef al., 2006). En el
Pert, el Servicio Nacional de Sanidad Agra-
ria (SENASA), es la entidad encargada de la
inocuidad agroalimentaria, mas no posee re-
glamentacion especifica para las dietas cru-
das para mascotas; exponiendo a estos ani-
males a este tipo de practicas.

La ausencia de positivos para la cepa
0157:H7 en este estudio pudo ser distinto con
la utilizacion de otro tipo de serotipificacion,
tal como la separacion inmunomagnética (Jure
et al., 2015), test de concentracion por
inmunocaptura (Marzocca et al., 2006) o
molecularmente mediante PCR (Mora et al.,
2006; Mendez et al., 2013; Lucas et al.,
2016), reportes que respaldan la presencia
de esta bacteria en diversos productos
carnico.

CONCLUSIONES

e Noseaisld E. coli serotipo O157:H7 en
las muestras de alimentos tipo BARF
destinadas a la alimentacion de perros
en la ciudad de Lima, Peru.

e En el 65.3% (81/124) de las muestras
analizadas de alimento tipo BARF se ais-
16 E. coli.

e E1100% de las cepas presentaron resis-
tencia a al menos a un antimicrobiano,
siendo la resistencia a la ampicilina la fre-
cuencia mas alta (68.7%, 46/67) y la fre-
cuencia mas baja correspondi6 a la
azitromicina conun 1.5% (1/67).
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