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Resistencia antimicrobiana de cepas de Salmonella enterica
aisladas de hisopados cloacales de aves de pelea en Lima, Peru

Antimicrobial resistance of Salmonella enterica strains isolated from cloacal
swabs of fighting birds in Lima, Peru

Andrea Lossio-Espejo’', Siever Morales-Cauti'*

RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la resistencia antimicrobiana de aisla-
dos de Salmonella enterica de hisopados de cloaca de aves de pelea. Se evaluaron 135
muestras de aves de pelea provenientes de un galpén de crianza en el distrito de
Carabayllo, Lima. Se identificaron tres aislados de Salmonella enterica representando el
2.2% (IC,,,: 0-4.71%) del total de muestras. El enriquecimiento tardio en caldo Rappaport-
Vassiliadis fue mas eficiente en el aislamiento de la bacteria. Mediante la prueba de disco
difusion con el método Kirby Bauer con 16 antibioticos se encontrd que el 100% (3/3) de
las aislados fueron resistentes a clindamicina, eritromicina, penicilina y estreptomicina,
66.7% (2/3) a oxitetracilina, ampicilina y doxiciclina. Esto representa una perspectiva
preocupante, pues estos antibioticos son alternativas para la terapéutica contra este
tipo de infecciones bacterianas.
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The aim of this research work was to determine the antimicrobial resistance of
Salmonella enterica isolated from cloacal swabs of fighting birds. In total, 135 samples
of fighting birds from a breeding shed in the district of Carabayllo, Lima, were evaluated.
Three Salmonella enterica isolates were identified, representing 2.2% (95% CI: 0-4.71%)
ofthe total samples. Late enrichment in Rappaport-Vassiliadis broth was more efficient in
isolating the bacteria. Using the disk diffusion test with the Kirby Bauer method with 16
antibiotics, it was found that 100% (3/3) of the isolates were resistant to clindamycin,
erythromycin, penicillin and streptomycin, and 66.7% (2/3) to oxytetracycline, ampicillin
and doxycycline. This represents a worrying perspective, since these antibiotics are
alternatives for the therapy against this type of bacterial infections.
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INTRODUCCION

En Latinoamérica, los gallos de pelea
son parte de una actividad tradicional de cier-
tos pueblos y el Peru tiene esta actividad muy
difundida, por lo que se puede observar la
crianza de traspatio y los eventos gallisticos.
En la mayoria de los casos, la crianza de ga-
llos de pelea es poco tecnificada, normalmente
empirica, sin asesoramiento técnico ni sani-
tario (Villagran, 2017; Calisaya, 2019). La
crianza y reproduccion de gallos de pelea es
una actividad recreativa y productiva gene-
radora de importantes ingresos (Gamarra,
2014). En Lima, existe una poblacion aproxi-
mada de 100 000 aves de pelea, no habiendo
un censo preciso, pues la crianza clandestina
de este tipo de ave es usual (Guerra, 2018).

La salmonelosis es producida por la es-
pecie patogena Salmonella enterica, bacte-
ria perteneciente a la familia Enterobacte-
riaceae, con forma de bacilos gramnegativos,
anaerobios facultativos, sin capacidad de
esporular, con capacidad de motilidad debido
a sus flagelos peritricos, con metabolismo
oxidativo y fermentativo (Gonzales ef al.,
2014; Shaji et al., 2023).

Estas caracteristicas favorecen la pre-
sentacion de la enfermedad en los sistemas
de produccion, siendo reconocida la Salmo-
nella como una de las principales causas de
enfermedades zoondticas, vinculadas al con-
sumo de alimentos (Shaji et al., 2023). Para
el control de esta y otras enfermedades los
productores recurren al uso de antimicro-
bianos, muchas veces en forma inadecuada
y, de esa manera, facilitando el desarrollo de
resistencia antibacteriana a multiples
farmacos, asi como al desarrollo de la condi-
ci6n multidrogo resistente de las cepas
bacterianas residentes (Alcayaga, 2015;
Barreto et al., 2016; Villagran, 2017). Estas
bacterias estan relacionadas con alta
morbilidad en el humano, representando una
amenaza a la salud publica, ademas de cau-
sar alta mortalidad y morbilidad en los ani-
males, afectando significativamente los indi-
ces productivos (Alcayaga, 2015; Villagran,
2017).

Salmonella enterica es un patdgeno
que afecta numerosos hospederos, producien-
do principalmente una enfermedad gastroin-
testinal, infeccion sistémica y un cuadro cro-
nico asintomatico (Barreto et al., 2016). La
via de transmision principal es la fecal oral,
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por contaminacion de agua, alimentos y am-
biente con restos fecales de animales porta-
dores (Garcia et al., 2009). Diversos orga-
nismos internacionales como el CDC (Cen-
tro para el Control y la Prevencion de Enfer-
medades), estima que anualmente se repor-
tan alrededor de 1.35 millones de infecciones
y 420 muertes en humanos en los Estados
Unidos (Hernandez et al., 2016; Shaji et al.,
2023), reportandose brotes de salmonelosis
en humanos a partir de animales portadores;
siendo S. enterica responsable de aproxima-
damente 93 millones de casos de gastroen-
teritis y 155 000 muertes al afio (Cherry et
al., 2004; Hernandez et al., 2016; Martin-
Maldonado et al., 2020; Shaji et al., 2023).

Existen difeiversos reportes de sistemas
de produccion en el pais con una prevalencia
referencial de salmonelosis de 29.8%
(Valderrama et al., 2015); sin embargo, los
reportes varian segun los serotipos, localidad
y sistema de produccion, entre otros (Berends
etal., 1997), por lo que es necesario realizar
acciones de vigilancia para el establecimien-
to de un correcto programa de control para
cada area especifica (OIE, 2019). En el caso
de aves de pelea se tienen reportes de 5.3%
de seropositividad en la zona de Caima en
Arequipa (Calisaya, 2019), asi como en po-
llos de engorde de 23.5% en superficie cor-
poral y de 32.4% en hisopados cloacales
(Zambrano et al., 2013).

Se dispone de estudios sobre resisten-
cia a antimicrobianos con valores extremos
de hasta 100% (Yagui, 2018; Meza y Mora-
les, 2020; Libero, 2021; Rau et al., 2021).
Asimismo, reportes de cepas de Salmonella
con condiciones de multidrogo-resistencia
(MDR), aislados de cuadros clinicos graves
tanto en animales como humanos (Hoffman
et al., 2017), con evidencias de esta condi-
cion a cefalosporinas, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, y aminoglucosidos, entre otras
(Sonali et al., 2012; Hoffman et al., 2017,
Waghamare et al., 2018). Sin embargo, no
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se dispone de reportes epidemioldgicos acer-
ca de laresistencia antibidtica bajo las condi-
ciones de crianza de la cria de aves de pelea
en Per, mas ain en bacterias como a
Salmonella enterica, debido a sus potencia-
lidades evolutivas y riesgo de transferencia
inter-especie (Villagran, 2017).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Se evaluaron hisopados cloacales de
gallos de pelea de un galpodn en el sector Va-
lle Sagrado del distrito de Carabayllo, provin-
cia de Lima, Perq, siendo procesadas en el
laboratorio de investigacion A-202 de la Uni-
versidad Cientifica del Sur (Lima).

Muestra y Poblacion

Para el aislamiento de Sal/monella
enterica se obtuvo el tamafio de muestra a
partir de la formula para detectar una enfer-
medad (Cannon, 2001). Como referencia se
utilizé una poblacion total de 200 ejemplares
de gallos de pelea (Gallus gallus domes-
ticus), frecuencia de 1% y nivel de confian-
za de 95%, resultando un tamafo de muestra
de 112 ejemplares.

Diseiio Experimental

El estudio fue de tipo descriptivo y trans-
versal, teniendo como unidad de analisis las
muestras de hisopado cloacal de aves de pelea,
tanto machos como hembras, mayores de 6
meses y aparentemente saludables, con la fi-
nalidad de encontrar aves potencialmente por-
tadoras de Salmonella enterica dentro del gal-
pon. Ademas, se estudid la resistencia
antibiotica de las cepas aisladas, evidencia-
dos a partir de la medicion de los halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano. La in-
terpretacion de los resultados se desarrollo
en dos categorias: resistente (R), sensible (S).
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Procesamiento de Muestras
Toma de muestra

El total de las muestras de hisopado
cloacal se tomaron en una sola oportunidad y
fueron transportadas al laboratorio en medio
de transporte bacteriano Stuart (Merck) en
condiciones de refrigeracion a 4 °C (Caffer
y Terragno, 2001) para su inmediato proce-
samiento.

Aislamiento e identificacion bacteriana

Para el enriquecimiento estandar las
muestras fueron colocadas en tubos con cal-
do de enriquecimiento Rappaport-Vassiliadis
y fueron incubadas a 41 °C por 24 h.
Adicionalmente se realizdé enriquecimiento
tardio en este medio, donde el primer enri-
quecimiento permanecid a temperatura am-
biente por 5 dias para luego extraer 1| mL de
cada suspension e inocularlo junto a 9 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis, lo cual fue incu-
badoa41 °C durante 24 h. Los indculos fue-
ron sembrados en agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) e incubados a 37 °C por
24 h. Las colonias de forma circular con cen-
tro de color negro fueron utilizadas para la
identificacion bioquimica.

La identificacion bacteriana por las ca-
racteristicas bioquimicas se hizo mediante
fermentacion de glucosa y sacarosa, oxida-
cion de lactosa, descarboxilacion de citrato y
lisina, ausencia de ureasa, motilidad, produc-
cion de sulfidrilo, y presencia de catalasa, si-
guiendo las instrucciones de la técnica de
identificacion bacteriana del Instituto Nacio-
nal de Salud (Caffer y Terragno, 2001).

Resistencia antimicrobiana

Se utilizé el Método de disco difusion
(Kirby Bauer). Se seleccionaron los aislados
compatibles con Salmonella enterica. La
preparacion de las colonias aisladas se reali-
z6 en un tubo de ensayo mediante una sus-
pension directa en solucion salina a una es-

cala 0.5 de McFarland, para luego a través
de un hisopo estéril embebido se procedio a
inocular en las placas con agar Mueller Hilton,
sembrando con el hisopo en tres direcciones
de manera homogénea.

Se utilizaron ocho 8 discos de antibioticos
por placa. Estos fueron: clindamicina (2ug),
ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftriaxona (30 ig), enrotioxacina (10 ig),
ciprofloxacina (5 pg), doxiciclina (30 pg),
levofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg),
gentamicina (10 pg), neomicina (30 pg),
ampicilina (10 pg), penicilina (10 pg),
estreptomicina (30 pg), oxitetraciclina (30 ug),
y ofloxacina (5 pg). La incubacion se realizo
a37 °C por 24 hy luego se midieron los halos
de inhibicion para su respectiva interpreta-
cion (CLSIL, 2021).

RESULTADOS

Se evaluaron hisopados cloacales de
135 aves de pudiendo aislarse tres muestras
con Salmonella enterica, que representa el
2.2% (IC,,,,: 0-4.7%) del total de muestras.
Con el enriquecimiento en caldo Rappaport-
Vassiliadis, utilizando el método estandar o
primario, se obtuvo una muestra positiva y
mediante el método de enriquecimiento tar-
dio se pudo aislar 2 muestras positivas mas

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de aislamientos de
Salmonella enterica de hisopados cloacales en
aves de pelea mediante enriquecimiento
estandar y enriquecimiento tardio.

Enriquecimiento Enriquecimiento

estandar tardio
Muestras (colonias (colonias
(n) positivas) positivas)
IC IC
o, o,
no% gse, M % g5y,

135 1 07 0-22 3 22 0-47
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Cuadro 2. Determinacion de resistencia
antibidtica de las colonias de Salmonella
enterica aisladas de hospados cloacales de
aves de pelea

Disco Cepal Cepa2 Cepa3

Eritromicina
Levofloxacina
Neomicina
Oxitetraciclina
Ceftazidima
Ampicilina
Ceftriaxona
Estreptomicina
Penicilina
Enrofloxacina
Clindamicina
Ofloxacina
Doxiciclina
Ciprofloxacina
Cefatoxina

nurnunununnInIdINnnnnnnns
nurnunzzsndnId”TnZn I I nA
nrnunInInIInEnITn n D

Gentamicina

R=Resistente, S= Sensible

Las tres colonias de Sa/monella enterica
presentaron resistencia a eritromicina, penici-
lina, clindamicina y estreptomicina, dos colo-
nias a oxitetraciclina, ampicilina y doxiciclina
y una colonia a neomicina. Asimismo, todas
las cepas fueron sensibles a levofloxacina,
ceftazidima, ceftriaxona, enrofloxacina,
ofloxacina, ciprofloxacina, cefatoxina y
gentamicina (Cuadro 2).

DiScUSION

Del total de 135 hisopados cloacales de
aves evaluadas, en 2.2% (3/135) de las mues-
tras se aislaron cepas de Salmonella ente-
rica, resultado similar al 5.3% de cepas posi-
tivas a Salmonella enterica en aves de pe-
lea en Cayma (Arequipa) reportadas por
Calisaya (2019) utilizando la técnica de agluti-
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nacion serologica en placa. Diversos estu-
dios definen como evidencia concluyente
para este patdgeno ante una alta densidad
poblacional, granjas grandes y condiciones de
estrés dan como resultado mayor susceptibi-
lidad y, por lo tanto, mayores indices de pre-
sentacion de la infeccion (EFSA et al., 2019);
asi, un estudio en plantas de beneficio de po-
llos en Lima report6 32.4% de muestras po-
sitivas a Salmonella (Zambrano et al., 2013).
Sin embargo, el acceso de las aves al exte-
rior de su propia granja no influye aparente-
mente en la aparicion de la enfermedad
(EFSA,2019).

El método de aislamiento convencional
utiliza un enriquecimiento a 41 °C por 24 h.
En el presente estudio se realizd, ademas de
ello, un enriquecimiento tardio a los 5 dias en
las mismas condiciones, resultando en una
estrategia que optimiza el aislamiento de ce-
pas de Salmonella enterica, pues se pudo
obtener dos cepas adicionales. Este método
se ha utilizado en reportes con diversas es-
pecies, incrementando la posibilidad de ais-
lamiento hasta en un 50% (Meza y Morales-
Cauti, 2015; Espinoza y Morales-Cauti, 2019;
Soriano, 2020).

El 100% de las cepas de Salmonella
enterica presentaron resistencia a eritromi-
cina, penicilina, clindamicina vy
estreptomicina. Estos resultados se pueden
contrastar con otros estudios, donde la resis-
tencia encontrada fue entre 88.3 y 100%, a
diferencia de estreptomicina donde los nive-
les de resistencia fueron menores, desde 0 a
16.7% (Matsu-ura et al., 2010; Quesada et
al., 2016; Waghamare et al., 2018; Meza y
Morales-Cauti, 2020), pudiendo deberse a los
mecanismos de defensa que han creado este
grupo de bacterias, como la expresion de
betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), lamutacién en el gen 23S rRNA en
el caso de los macrdlidos o para los
aminoglucosidos la metilacion de 16S rRNA
en la subunidad 308, entre otros (Pettengill
etal.,2020; Quino et al., 2020; Chaudhari et
al.,2023).
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Dos de las tres cepas aisladas mostra-
ron resistencia a oxitetraciclina, doxiciclina y
ampicilina. Resultados similares fueron ha-
llados por Quesada et al. (2016) en América
Latina y por Waghamare ef al. (2018) en In-
dia. En Brasil, Rau et al. (2021) compararon
la resistencia antibiotica en dos periodos, 2014
y 2017 encontrando altos niveles de resisten-
cia a oxitetraciclina (60.3 y 82,8%) y a
ampicilina (56.2 y 76.7%, respectivamente),
demostrando la importancia de la vigilancia
continua de la evolucion de este aspecto, so-
bre todo en animales que tienes crianza de
traspatio al estar en muy cercana conviven-
cia con el ser humano.

Por otro lado, todas las cepas resulta-
ron sensibles al grupo de las quinolonas
(levofloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina
y ofloxacina), siendo este grupo considerado
como la primera alternativa antibidtica, re-
sultados que difieren con otros reportes, don-
de encontraron resistencia desde 25 hasta
63% en estos antibidticos (Huaman et al.,
2020, Quino et al., 2020). De igual forma, los
resultados al grupo de cefalosporinas (cefta-
zidima, ceftriaxona y cefatoxina) donde to-
das las cepas resultaron sensibles concuer-
dan con diversos reportes (Sabeq et al., 2022;
Tagar y Qambrani, 2023).

La importancia del presente reporte se
relaciona principalmente con la salud publica
a través de la contaminacion fecal y los fac-
tores de riesgo que favorecen la disemina-
cion de Salmonella entre animales y huma-
nos (OIE, 2019; Quino et al., 2020; Sabeq et
al., 2022; Shaji et al., 2023), como el factor
edad, donde se identifica a nifios como de
alta susceptibilidad (Parra-Payano et al.,
2019). Por otro lado, ¢l costo que genera la
enfermedad es muy alta, y se incrementa con
el aumento de la demanda mundial de pro-
ductos alimenticios de origen aviar (Shaji et
al., 2023).

CONCLUSIONES

Se aislo Salmonella enterica de tres
(2.2%; 3/135) muestras de hisopado cloacal
de aves de pelea criadas en Lima, Peru resis-
tentes a eritromicina, penicilina, clindamicina.
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