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1 RESUMEN/RESUMO/ABSTRACT

Resumen

La produccion avicola tradicional representa un modelo alternativo a los sistemas
intensivos. En el Principado de Asturias, la raza autoctona de gallinas Pita Pinta constituye un
claro ejemplo de este tipo de produccidn, basada en sistemas extensivos de autoconsumo y
orientada a producciones locales. Las resistencias antibioticas en avicultura son un riesgo para la
sanidad publica por su potencial de transmision a humanos y al entorno. Sin embargo, se
desconoce el impacto que estos sistemas puedan tener en la diseminacién de resistencias

antimicrobianas.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el papel de la produccion tradicional en la
diseminacion de resistencias antimicrobianas, concretamente en cepas de Escherichia coli
aisladas de gallinas Pita Pinta. Para ello, se tomaron muestras de 279 aves pertenecientes a 16
explotaciones registradas en el libro genealogico de la ACPPA y se analiz6 la presencia de cepas
de E. coli productoras de BLEE, su perfil de resistencia a 24 antibioticos y su posible asociacion

con factores que favorezcan su diseminacion.

Los resultados muestran una baja presencia de cepas productoras de BLEE (2,33 %). No
obstante, se detectdé una amplia difusion de resistencias a otras familias de antibioticos,
especialmente aminoglucosidos y colistina (superior al 65 %). Se identificaron cuatro patrones de
multirresistencia y asociaciones entre familias de antibioticos. Se detectd una clara agrupacion de
resistencias a aminoglucésidos y polimixinas (cluster 2) y cierta co-rresistencia junto con
antibioticos B-lactamicos (cluster 4); penicilinas y quinolonas (cluster 1); penicilinas, tetraciclinas
y sulfonamidas (cluster 3). Se analizo la relacion entre el nimero de resistencias y la presencia de
factores de manejo y ambientales. No se hallaron asociaciones significativas entre las resistencias
detectadas y los factores evaluados, lo que sugiere una distribucion homogénea entre granjas y un

posible riesgo de diseminacion.

En conclusion, aunque la produccion tradicional con Pita Pinta presenta una baja prevalencia
de resistencias criticas, como las BLEE, no estd exenta de albergar bacterias multirresistentes.
Ademas, los perfiles y combinaciones de resistencias identificados deben considerarse
cuidadosamente al seleccionar las medidas terapéuticas a aplicar en esta raza. Estos hallazgos
subrayan la necesidad de reforzar las buenas practicas de manejo, vigilancia y control en sistemas
alternativos que, si bien son menos intensivos, pueden actuar como reservorios de resistencia

antimicrobiana.

Palabras clave: Pita Pinta, produccion tradicional, Asturias, Escherichia coli, BLEE,

resistencias antibioticas y patrones de resistencia.



RESUMO

A producidn avicola tradicional representa un modelo alternativo aos sistemas intensivos.
No Principado de Asturias, a raza autoctona de galinas Pita Pinta constitie un claro exemplo deste
tipo de producién, baseada en sistemas extensivos de autoconsumo e orientada a produciéns
locais. As resistencias aos antibioticos na avicultura son un risco para a saude publica polo seu
potencial de transmision a humanos e ao medio. Porén, descofiécese o impacto que estes sistemas

poidan ter na diseminacion de resistencias aos antimicrobianos.

Este traballo ten como obxectivo avaliar o papel da producion tradicional na diseminacion
de resistencias antimicrobianas, concretamente en cepas de Escherichia coli illadas de galifias Pita
Pinta. Para iso, tomaronse mostras de 279 aves pertencentes a 16 explotacions rexistradas no libro
xenético da ACPPA e analizouse a presenza de cepas de E. coli produtoras de BLEE, o seu perfil
de resistencia a 24 antibioticos e a sua posible asociacion con factores que favorezan a sua

diseminacion.

Os resultados amosan unha baixa presenza de cepas produtoras de BLEE (2,33 %). Non
obstante, detectouse unha ampla difusion de resistencias a outras familias de antibioticos,
especialmente aminoglicosidos e colistina (superior al 65 %). Identificaronse catro patrons de
multirresistencia e asociacions entre familias de antibioticos. Detectouse unha clara agrupacion
de resistencias a aminoglicosidos e polimixinas (clister 2) e certa co-resistencia xunto con
antibioticos B-lactamicos (clister 4); penicilinas e quinolonas (cluster 1); penicilinas, tetraciclinas
e sulfonamidas (cluster 3). Analizouse a relacion entre o nimero de resistencias e a presenza de
factores de manexo e ambientais. Non se atoparon asociacions significativas entre as resistencias
detectadas e os factores avaliados, o que suxire unha distribucion homoxénea entre granxas e un

posible risco de diseminacion.

En conclusiéon, ainda que a producion tradicional con Pita Pinta presenta unha baixa
prevalencia de resistencias criticas, como as BLEE, non estd exenta de albergar bacterias
multirresistentes. Ademais, os perfis e combinaciéns de resistencias identificados deben
considerarse coidadosamente ao seleccionar as medidas terapéuticas a aplicar nesta raza. Estes
achados sublifan a necesidade de reforzar as boas practicas de manexo, vixilancia e control en
sistemas alternativos que, ainda que menos intensivos, poden actuar como reservorios de

resistencia aos antimicrobianos.

Palabras chave: Pita Pinta, producion tradicional, Asturias, Escherichia coli, BLEE,

resistencias aos antibioticos e patrons de resistencia.



ABSTRACT

Traditional poultry farming represents an alternative model to intensive systems. In the
Principality of Asturias, the native Pita Pinta chicken breed is a clear example of this type of
production, based on extensive, self-consumption systems and focused on local markets.
Antibiotic resistance in poultry farming poses a public health risk due to its potential transmission
to humans and the environment. However, the impact these systems may have on the spread of

antimicrobial resistance remains unknown.

This study aims to evaluate the role of traditional production in the dissemination of
antimicrobial resistance, specifically in Escherichia coli strains isolated from Pita Pinta hens. To
this end, samples were collected from 279 birds belonging to 16 farms registered in the ACPPA
herd book. The presence of ESBL-producing E. coli strains, their resistance profile to 24

antibiotics, and potential associations with factors that may promote their spread were analyzed.

The results show a low presence of ESBL-producing strains (2.33%). Nevertheless, a
wide dissemination of resistance to other antibiotic families was detected, particularly
aminoglycosides and colistin (above 65%). Four multidrug resistance patterns were identified,
along with associations between antibiotic families. A clear clustering of resistance to
aminoglycosides and polymyxins (cluster 2) was observed, as well as some co-resistance
involving B-lactam antibiotics (cluster 4); penicillins and quinolones (cluster 1); and penicillins,
tetracyclines, and sulfonamides (cluster 3). The relationship between the number of resistances
and the presence of management and environmental factors was analyzed. No significant
associations were found between the detected resistances and the evaluated factors, suggesting a

homogeneous distribution among farms and a potential risk of dissemination.

In conclusion, although traditional Pita Pinta production shows a low prevalence of critical
resistances such as ESBLs, it is not free from harboring multidrug-resistant bacteria. Moreover,
the resistance profiles and combinations identified should be carefully considered when selecting
therapeutic measures for this breed. These findings highlight the need to strengthen good
management, surveillance, and control practices in alternative systems that, although less

intensive, may serve as reservoirs of antimicrobial resistance.

Keywords: Pita Pinta, traditional production, Asturias, Escherichia coli, ESBL, antibiotic

resistance, and resistance patterns.
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3 INDICE DE ABREVIATURAS

AAC: Acetiltransferasas

ACPPA: Asociacion de Criadores de Pita
Pinta Asturiana

ADN: Acido desoxirribonucleico

AEMPS: Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios

ANT: nucleotidiltransferasas

APEC: Avian Pathogenic Escherichia coli
APH: fosfotransferasas

ARN: Acido ribonucleico

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido
CCAA: Comunidades auténomas

CLSI: Clinical Laboratory Standards
Institute

CTX: Cefotaxima

ECDC: European Centre for Disease
Prevention and Control

EFSA: European Food Safety Authority

EUCAST: European  Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

ExPEC: Extraintestinal
Escherichia coli

Pathogenic

FESACOCUR: Federacion Espafiola de
Avicultura, Colombicultura y Cunicultura de
Raza

HMC: Hamiltonian Monte Carlo

IPEC: Intestinal Pathogenic Escherichia
coli

ITU: infecciones urinarias
LB: Luria-Bertani
LPS: Lipopolisacarido

MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion

MDR: Multidrug Resistant
MFS: Major Facilitator Superfamily

NMEC: Neonatal Meningitis Escherichia
coli

OXA: Enzima hidrolizante de oxacilina
PABA: Acido p-aminobenzoico
PDR: Pan Drug Resistant

PRAN: Plan Nacional frente a la Resistencia
a los Antibidticos

Qnr: Quinolone resistance protein
RPP: Proteinas de proteccion ribosomal
SFM: Société Frangaise de Microbiologie

SPEC: Septicemic Pathogenic Escherichia
coli

TBX: Tryptone Bile X-glucuronide
TGI: Tracto gastrointestinal

UPEC: Uropathogenic Escherichia coli
WHO: World Health Organization

XDR: Extensively Drug Resistant



4 INTRODUCCION Y OBJETIVOS
4.1 La Pita Pinta

Las razas de gallinas autdctonas de Espafia constituyen un valioso patrimonio genético y
cultural. Actualmente, se reconocen 30 razas de gallinas autoctonas en Espafia distribuidas por
diversas comunidades autéonomas. Muchas de ellas han desarrollado una adaptacion a las
condiciones locales especificas, y en algunos casos se encuentran en proceso de recuperacion
debido a su valor histérico. Estas razas son generalmente apreciadas por su rusticidad,
adaptabilidad y, en muchos casos, por sus cualidades productivas tanto en produccion de carne

como de huevos.

Las razas autdctonas de gallinas se agrupan en tres tipos morfoldgicos principales:
atldntico, mediterraneo y combatiente o malayo (Tabla 1); entre las cudles, la Pita Pinta
asturiana (pita = gallina; pinta = moteada, traducido del bable) es una de las mas representativas
del norte de Espafia. Esta raza pertenece al tipo atlantico y es originaria del Principado de Asturias,
donde existen evidencias de la presencia historia de la raza en la region, como las tallas
encontradas en horreos antiguos de San Pedro de Corias y Piedeloro; y donde ha perdurado debido
a su rusticidad y adaptacion al clima local (Eguifio, 2014)

Tabla 1. Definicion de los diferentes tipos morfologicos de gallinas de razas autdctonas espafiolas.
Modificado de Saudo et al., 2019.

Tipo atlantico | Porte con tendencia a la horizontalidad, las mitades anterior y | Ejemplos: Pita Pinta
posterior estan muy equilibradas y su cuerpo posee una forma | Asturiana, Galifia de Mos

claramente rectangular. o Euskal Oiola

Tipo Animales de porte con cierte tendencia a la verticalidad y con un | Ejemplos: Andaluza Azul,
mediterraneo claro predominio del tercio posterior, con amplitud destacada de la | Castellana ~ Negra o

zona abdominal y colas grandes y abundantes Catalana del Prat

Tipo Cuerpo con clara tendencia a la verticalidad, de musculatura potente, | Ejemplo: Combatiente

combatiente o | bien pegada a un hueso fuerte. En general con los apéndices carnosos | Espafiol

malayo reducidos y con los corneos muy desarrollados.

La Pita Pinta presenta cuatro variedades admitidas por la Conselleria de Medio Rural y
Politica Agraria del Principado de Asturias: pinto negro, pinto roxo, abedul y pinta blanca,
ademas de una quinta admitida por ACCPA: pinto tricolor o milflores. Las dos primeras, presentan
un plumaje moteado caracteristico, bien en negro (pinto negro), o bien en leonado (pinto roxu)
(Francecsh, 2006) (Figura 1); mientras que las dos restantes completan la diversidad fenotipica

de la raza.



Variedad pinta roxa Variedad pinta negra

Figura 1. Variedades fenotipicas mas frecuentes de la Pita Pinta asturiana: pinta roxa y pinta negra. Imagenes
propias

La Pita Pinta ha sido fundamental en la economia local como una gallina de doble aptitud,
con buena capacidad para la produccion de carne (como el caracteristico “pitu caleya’) y huevos,
y principalmente orientada a producciones locales (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, 2025). Los productos cuentan con el distintivo “raza autéctona” otorgado el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) y regulado por la Asociacion de
Criadores de Pita Pinta Asturiana (ACPPA), responsable ademas de la gestion del libro

genealodgico y del programa de cria de la raza.

A pesar de sus buenas cualidades, la Pita Pinta asturiana se encuentra reconocida como
una raza autoctona en peligro de extincion en el Catdlogo Oficial de razas de ganado de Espafia
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2025). No obstante, los programas de
conservacion y el interés de ganaderos locales han conseguido ir recuperando su poblacion en los
ultimos afios (Figura 2). Aunque la distribucion de esta raza es muy amplia (incluyendo CCAA
como Galicia, Castilla y Leén y Madrid entre otras), la mayor parte las explotaciones (> 60 %) se

encuentran en el Principado de Asturias (ACCPA, s.f.).
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Figura 2. Censo de animales (eje Y izquierdo) y explotaciones (eje Y derecho) registrados en el libro genealdgico en
el afio 2023. Elaboracion propia a partir de Gobierno del Principado de Asturias, 2024

Mayoritariamente, la cria de estas gallinas se realiza en sistemas extensivos de semilibertad

con un manejo similar a las gallinas camperas. La cria de pollitos suele realizarse entre los meses
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de diciembre a abril, los cuales se mantienen en ambientes con calor artificial hasta el desarrollo
completo de la primera pluma (unos dos meses). En cuanto a los adultos, los reproductores se
integran al grupo a partir de los cinco meses. Si se busca mantener una linea genética, es necesario
aislar los reproductores durante el periodo de recogida de huevos, bien en lotes o de manera
individual. Ademas, se recomienda no liberar a las gallinas antes del mediodia para asegurar la

recogida de huevos en los ponederos (Eguifio, 2014).

4.2 Infecciones por Escherichia coli en avicultura:
colibacilosis aviar

4.2.1 Etiologia

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que forma parte de la flora intestinal
normal de un amplio rango especies, incluidas las aves de corral y que puede causar enfermedad
en los animales en ciertas condiciones (Wang et al., 2014). Esta especie bacteriana constituye un
complejo heterogéneo de cepas que, mediante la adquisicion y expresion de factores de virulencia
especificos, pueden desarrollar un elevado potencial patogénico. Estos determinantes genéticos,
a menudo localizados en islas de patogenicidad, plasmidos y transposones, permiten a las cepas
virulentas evadir la respuesta inmune del hospedador, colonizar tejidos y diseminarse por via
hematogena. Asi, ciertas infecciones con algunas cepas de E. coli son capaces de causar

enfermedades graves e incluso la muerte (Pakbin et al., 2021).

En funcién de los distintos mecanismos de patogenicidad y el tipo de infeccion que
provocan, las cepas de E. coli se agrupan en distintos patotipos. Esta clasificacion es fundamental
para diferenciarlas respecto a las cepas comensales y comprender su rol en la epidemiologia de

las infecciones (Figura 3) (Joseph et al., 2023).

Entre los patotipos de mayor relevancia en medicina veterinaria se encuentra APEC
(Avian Pathogenic Escherichia coli), el principal agente etiologico de la colibacilosis aviar. El
APEC afecta a un amplio espectro de especies aviares —incluyendo pollos, patos y pavos (Nolan
et al., 2020)— y genera importantes pérdidas econoémicas a nivel mundial debido al aumento de

mortalidad y a la reduccion de la produccion (Markland et al., 2015).

La capacidad patogénica del APEC es variable en funcion de la cepa y su accion se
sustenta en un arsenal de genes de virulencia asociados a la adhesion y colonizacion, resistencia
al suero y evasion inmune, captacion de hierro, diseminacion y dafio tisular. La identificacion y
caracterizacion de las cepas, se realiza mediante sus antigenos somaticos (O), capsulares (K) y
flagelares (H), estructuras que representan marcadores fenotipicos clave en el estudio
epidemiologico. De estos, los antigenos O han mostrado una correlacion directa con la virulencia

y el tropismo de determinadas cepas. En particular, los serotipos O1, 02, O18 y O78 presentan



una elevada capacidad para causar infecciones sistémicas en aves de corral, ya que entre ellos
concentran mas del 50% de los aislamientos clinicos de colibacilosis aviar. Estos serotipos
destacan por portar combinaciones especificas de genes de virulencia, por lo que podria
relacionarse con un proceso de seleccion genética adaptativa favorecido por las concidiciones de
alta densidad avicola (Wang et al., 2014). Ademas, estudios moleculares han demostrado que
estas variantes presentan una mayor capacidad para resistir condiciones adversas, facilitando su

persistencia en el ambiente y su diseminacion en explotaciones intensivas (Abdalla et al., 2025).

E. coli
| |
Comensal Patogénica

I |

E. coli E. coli
patogénica patogénica
intestinal extraintestinal

IPEC EXPEC

Diarrea y E.colidela

enteritis E. coli E. coli Menineitis E. coli aviar
(animales uropatogénica septicémica neon eﬁal patogénica
jovenes) (UPEC) ) (SPEC) (NMEC) | (APEC)

| | ’ | |

Infecciones
del tracto
urinario

Meningitis
neonatal
(humanos)

Colibacilosis

Sepsis .
aviar

Figura 3. Clasificacion de las enfermedades y patotipos por E. coli. Modificado de Mellata, 2013

4.2.2 Epidemiologia y signos clinicos

La colibacilosis aviar es una de las principales enfermedades en la produccion avicola, y
un problema en auge debido a los politicas de restriccion del uso de antibidticos en avicultura
(Gémez-Osorio, 2022). A diferencia de otras especies, la via de transmision mas importante del
APEC es la transmision aerdgena por la inhalacion de aerosoles contaminados, especialmente en
ambientes de alta densidad que facilitan la acumulacion de polvo y aerosoles contaminados por
E. coli. No obstante, la via orofecal y via vaginal a través de la cloaca (también denominada, ruta
ascendente) también son posibles (Joseph et al., 2023). Escherichia coli es también capaz de
sobrevivir en el ambiente durante semanas o incluso meses en condiciones favorables (Perry,
2011), de manera que los suelos, camas de las naves, y el agua estancada pueden actuar como
reservorios. Esto también puede suponer un problema para la difusion de cepas multirresistentes

que pueden sobrevivir en estos materiales. Aunque es menos frecuente que la horizontal, la
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transmision vertical también es posible por una contaminacion interna del huevo cuando hay una

infeccion en el oviducto (Giovanardi et al., 2005).

Un estudio realizado por Monroy et al. (2025) en Espafia demostrd que, de los 898
aislamientos analizados, el 59,50 % fueron identificados como cepas APEC. En cuanto al tipo de
produccion, el 60,30 % de los reproductores presentaban cepas APEC, siendo el grupo productivo
mas afectado, seguidos por los broilers con un 59,90 % y, en menor medida, las ponedoras con un

44,40 %.

En relacién con los signos clinicos, pueden diferenciarse formas localizadas y
sistémicas en las infecciones por APEC dependiendo del 6rgano afectado y de la capacidad de la
cepa para diseminarse en el organismo. Las formas localizadas pueden cursar con aerosaculitis,
salpingitis, peritonitis, onfalitis y celulitis. Las formas sistémicas ocurren cuando APEC atraviesa
las barreras locales y entra al torrente sanguineo, disemindndose por distintos 6rganos. La forma
mas grave es la colisepticemia, que afecta a multiples 6rganos, incluyendo el higado, rifiones y
corazon, y suele ser letal si no se controla. Endocarditis, meningitis y artritis también son posibles

como consecuencia de una difusién sistémica (Nolan et al., 2020).

Asimismo, los 6rganos afectados por la colibacilosis difieren en funcion del sexo del ave.
En las hembras reproductoras la salpingitis-peritonitis causa una elevada mortalidad en
reproductoras, y es una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes e importantes (Joseph et al.,
2023). Por ejemplo, Poulsen et al. (2017) y Landman & Van Eck (2015) evidenciaron que el
sindrome de salpingo-peritonitis causado por E. coli provoco tasas de mortalidad que oscilaron
entre el 34% y el 52% en las reproductoras. En etapas iniciales de esta afeccion, la infeccion en
el aparato reproductivo cursara de manera subclinica, pero puede evolucionar a una septicemia
grave que puede conducir a la muerte del animal. Ademas, la salpingitis cronica en las gallinas
podria ser un factor de riesgo potencial para la transmision de APEC a través de los huevos a las
crias (Joseph et al., 2023), que puede llevar a un incremento en la mortalidad de los pollitos
jovenes (Monroy et al., 2005; Poulsen et al., 2017). Los pollos jovenes infectados también pueden
sufrir una alta mortalidad como consecuencia del establecimiento de onfalitis (Giovanardi et al.,
2005), que puede llegar a representar hasta el 70 % de las muertes en pollos (Kemmett et al.,
2014). La peritonitis generalmente se manifiesta como una complicacion del proceso que afecta

al oviducto (Joseph et al., 2023).

En machos, la colibacilosis también puede tener efectos negativos sobre la fertilidad.
Escherichia coli pueden colonizar el aparato reproductivo de los reproductores desde el tracto
gastrointestinal debido a que la cloaca es la abertura comun para ambos sistemas, siguiendo asi
una ruta ascendente (Smith, 1949). La presencia de APEC en el semen de los machos puede

disminuir la fertilidad (Mezhoud etal., 2015). Ademas, la infertilidad también puede ser
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consecuencia de una orquitis establecida por via hematogena tras una septicemia (Monleon et al.

2008).

4.2.3 Tratamiento

Al tratarse de un agente bacteriano el tratamiento etioldgico se centra en el uso de
antibioticos. No obstante, el aumento de cepas E. coli multirresistentes ha limitado la eficacia de
este (Nolan et al., 2020). Antibioticos como la colistina se han usado para reducir las pérdidas
economicas causadas por la colibacilosis en la produccion avicola. La restriccion del uso de
antibioticos promovida por el Plan Nacional frente a la Resistencia de Antibioticos (PRAN) hace
que el control de enfermedades sea un desafio importante. Por ejemplo, en Estados Unidos, uno
de los principales productores de carne de pollo, las pérdidas economicas asociadas la
colibacilosis aviar pueden alcanzar hasta 20,3 mil millones de dolares al afio (Chan et al., 2022).
Otros tratamientos resultaron ser efectivos, como la administracion de apramicina en agua de
bebida, ya que redujo la cantidad de microorganismos en el tracto digestivo y previno la
bacteriemia en pollos; o la neomicina que logré reducir la mortalidad en pavos (Nolan et al.,

2020).

Ademas, algunos anticoccidiales poseen actividad antimicrobiana, lo cual puede ser util
a la hora de prevenir y tratar infecciones causadas por coliformes. Un ejemplo de ello es la
monensina, un antibiotico ion6foro prohibido en Europa desde el 2006, que redujo la colonizacion
de E. coli O157:H7 en pollos hasta niveles indetectables tras 14 dias tras la exposicion al patégeno

(Stanley et al., 1996).

Dentro de las estrategias de control sanitario, la inmunizacién mediante vacunas representa
una herramienta fundamental para reducir la incidencia de enfermedades infecciosas. Se han
desarrollado diversas estrategias vacunales contra E. coli, no obastante, no han demostrado una
eficacia consistente frente a algunos serotipos en condiciones de campo, por este motivo, los
pollos de engorde rara vez se vacunan. En cambio, en gallinas reproductoras, el uso de vacunas
autdgenas inactivadas contra E. coli es comun entre los productores de ponedoras (Nolan et al.,

2020).

4.3 Transmision de resistencias a antibioticos

Los antibidticos son productos antimicrobianos que actuan bien como bacteriostaticos o
como bactericidas mediante el bloqueo de diferentes procesos o rutas metabolicas vitales para las
bacterias. En funcion de método de accion y su estructura quimica, los productos antimicrobianos
se pueden clasificar en inhibidores de la sintesis de la pared celular, inhibidores de ADN girasa,
inhibidores de la sintesis de folato, sintesis de proteinas (inhibidores de 30s y 50s) e inhibidores

de la sintesis de la membrana celular, entre otros (Tabla 2) (Lettieri et al., 2018).
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Tabla 2. Método de accién de los antibi6ticos. Los antibidticos pueden inhibir el crecimiento de las bacterias al
dirigirse contra la pared celular bacteriana o la membrana celular. Otros métodos incluyen la alteracion de la sintesis
de acidos nucleicos y de proteinas. Los antibidticos también pueden inhibir la sintesis de ADN al inhibir el metabolismo
del folato. Ademas, pueden inhibir la ADN girasa, una enzima que modifica la conformacion del ADN y participa en

los procesos de replicacion y transcripcion. Modificado de Lettieri et al. 2018.

Método de accion Estructura quimica Antibioticos

Ampicilina
Amoxicilina — 4cido
o clavulanico
Penicilinas o
Ticarcilina
Piperacilina

Pip + tazobactam
Inhibidores de la sintesis de la pared celular

Cefalexine (1 generacion)

B-lactamicos

Cefurexime (2* generacion)
Cefalosporinas Cefoxitina (2% generacion)
Cefotaxime (3* generacion)

Cefepime (4* generacion)

Carbapenémicos Imipenem

Acido nalidixico
Inhibidores de ADN girasa Quinolonas Enrofloxacina

Marbofloxacina

Inhibidores de la sintesis de folato Sulfonamidas Sulfa + trimetropim

o Tetraciclina
Tetraciclinas C
Doxiciclina

Gentamicina

Tobramicina
Sintesis de proteinas (inhibidores de 30s y 50s)
Kanamicina
Aminoglucésidos o
Streptomicina

Neomicina

Apramicina

Inhibidores de la sintesis de la membrana celular Lipopeptidos Polimixina

Las bacterias presentan diferentes grados de resistencia a los antibidticos para evadir o
neutralizar los efectos que ejercen sobre ellas. Estas resistencias pueden ser naturales (intrinsecas)
o adquiridas. Asi pues, existen cuatro mecanismos intrinsecos que presentan las bacterias Gram
negativas, como E. coli: 1) la limitacion de la absorcion del farmaco, ii) la modificacion de la
diana del farmaco, iii) la inactivacion del farmaco y iv) la modificacién de la expresion de las
bombas de eflujo (Arbab et al., 2022). Un ejemplo de ello es la accion de los macrolidos frente a
E. coli, 1a cual es poco efectiva de forma natural debido a que su membrana externa impide que
estas moléculas lleguen en cantidad suficiente a su zona de accion en los ribosomas (Baquero &
Canton, 2017). Ademas, las resistencias antimicrobianas pueden adquirirse mediante
modificaciones genéticas, lo que provoca que un producto anteriormente eficaz frente a un

patogeno se vuelva ineficaz. Esta forma de resistencia es el principal mecanismo de defensa de
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las bacterias frente a los antibidticos (Lettieri et al., 2018), y suele estar relacionada con la
expresion de genes situados en los plasmidos (Gentilini, 2007), moléculas de ADN

extracromosomico.

La resistencia a los antibidticos puede transmitirse entre bacterias de distintas especies
mediante transferencia horizontal de genes. Esto es facilitado por los plasmidos de resistencia o
plasmidos R (Carter & Wise, 2004) presentes en bacterias de diversas lineas filogenéticas
(Gentilini, 2007). Las resistencias también pueden originarse por mutaciones cromosomicas
(Sykes, 2010) o por la incorporacion de genes de resistencia a través de elementos genéticos
moviles (Cantén & Morosini, 2011). La transferencia horizontal es muy importante ya que acelera
la diseminacion de la resistencia, y por tanto representa una amenaza significativa para la eficacia
de los tratamientos antimicrobianos y para la salud publica (Carter & Wise, 2004). Ademas, estos

genes son heredables y se transmiten a las células hijas durante la reproduccion.

La resistencia a los antibidticos es una preocupacion creciente en la medicina, ya que la
aparicion de bacterias que logran resistir multiples antibidticos compromete la eficacia de los
tratamientos disponibles. Esta situacion se ve favorecida por el uso excesivo e inapropiado de

estos medicamentos en el tratamiento de infecciones.

4.3.1 Resistencia a -lactamicos: penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos

Los B-lactamicos son uno de los grupos de antibidticos mas usados en la medicina
veterinaria, y actian interfiriendo en la sintesis de la pared celular bacteriana (Figura 4) (Sauvage
et al., 2008). Podemos diferenciar tres grandes grupos: penicilinas, cefalosporinas (Tabla 3) y
carbapenémicos, que a su vez se dividen en diferentes subgrupos, en funcién de su aumento de
espectro de accion y su eficacia frente a Gram negativas. En general, el aumento de eficacia frente
a Gram negativas suele ir acompafiado de una menor eficacia frente a Gram positivos (Gémez

et al., 2015).

B-lactam mechanism @m0
of action

ABX-free
Cell Wall
Synthesis

Block of tronspeptidase octivity interrupts
cross-linking & cell wall synthesis

B-lactams - bind
to transpeptidase
active site

Figura 4. Modo de accion de los B-lactamicos. Adaptado de Ibrahim et al., 2019
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Tabla 3. Generaciones de cefalosporinas. Modificado de Goémez et al., 2015

Generacion Ejemplos
) . Cefazolina
1* generacion )
Cefalexina
) Cefuroxima
2% generacion o
Cefalosporinas Cefoxitina
] ) Cefotaxima
3% generacion )
Cefixima
4* generacion Cefepima
5* generacion Ceftarolina

Existen diferentes mecanismos de resistencia bacteriana frente a B-lactamicos. El mas
comun es la produccion de B-lactamasas que inactivan estos antibidticos mediante la ruptura del
anillo B-lactdmico antes de que alcance su diana: las PBP de la pared bacteriana (Gentilini, 2007)
(Figura 4). Existen diferentes tipos de enzimas con diferente espectro de accion, clasificables
segun el sistema de Ambler (Ambler, 1980) (Tabla 4). Las B-lactamasas de amplio espectro
(BLEE) y las pB-lactamasas AmpC son las mas prevalentes en E. coli (Tooke et al., 2019). Las
BLEE son enzimas confieren resistencia a una amplia gama de B-lactamicos, incluyendo
penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion, como la cefotaxima y la ceftazidima, y
surgieron a partir de variantes mutadas de [-lactamasas clasicas, como TEM y SHYV, que
originalmente solo hidrolizaban penicilinas (Tooke et al., 2019). Por otra parte, las AmpC no
tienen actividad frente a las penicilinas, pero muestran mayor respuesta frente a las cefalosporinas,
pudiendo, a diferencia de las BLEE, hidrolizar cefamicinas (como cefoxitina); y son menos

sensibles a inhibidores como el acido clavulanico.

Tabla 4. Clasificacion de Ambler. CTX-M: cefotaximasa-M, SHV: enzimas variables con grupo sulfhidrilo, KPC:
carbapenemasas de Klebsiella pneumoniae, IMP: imipenemasa (metalo-p-lactamasas), VIM: metalo-B-lactamasas
codificadas por integron de Verona, NDM-1: metalo-f-lactamasa de Nueva Delhi tipo 1, OXA: enzimas que hidrolizan
oxacilina. Modificado de Fenollar, 2020 y Lettieri et al., 2018.

Clasificacion de
Tipo enzimatico Tipo representativos de enzimatico Ejemplos de enzimas
Ambler
Penicilinasas
Carbapenemasas
. CTX-M, TEM, SHY,
Clase A Serin-proteasas Cefalosporinasas KPC
[-lactamasas de espectro extendido
[-lactamasas de amplio espectro
Clase B Metaloenzimas Metalo-f)-lactamasas IMP, VIM, NDM-1
Penicilinasas
Clase C ) AmpC
Serin-proteasas Cefalosporinasas
Clase D Enzimas que hidrolizan oxacilina OXA
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Adicionalmente, la aparicion de carbapenemasas representa una seria amenaza para la
salud publica porque pueden conferir resistencia a una gran parte de los antibioticos B-lactdmicos
disponibles. Las carbapenemasas se identifican con poca frecuencia en medicina veterinaria,
principalmente porque los carbapenémicos apenas se utilizan en este ambito, al tratarse de
antibioticos de ultimo recurso reservados para uso humano. Entre las més relevantes se encuentran
KPC, NDM, OXA-48, VIM e IMP. No obstante, la identificacion ocasional de estas enzimas en
animales de compafiia genera preocupacion por su potencial de diseminacion en un contexto One

Health (Poirel et al., 2018).

La diseminacion de estas resistencias enzimaticas se ve favorecida por su presencia en
plasmidos y otros elementos genéticos moviles, lo que ha contribuido a su amplia difusién a nivel
mundial en bacterias de diferentes ambientes y origenes. Ademas, en los plasmidos también se
pueden encontrar conjuntamente otros genes de resistencia frente a aminoglucodsidos,
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, o trimetoprima (Jacoby, 2009), generando

bacterias de dificil tratamiento antimicrobiano.

A mayores de los mecanismos enzimaticos, tambien se pueden generar resistencias a estos
antibioticos mediante alteraciones en las PBP, reduccion de la permeabilidad de la membrana
externa al antibiotico, o alteracion de las bombas de eflujo, que expulsan el antibidtico fuera de

las células (Gentilini, 2007).

4.3.2 Resistencia a quinolonas

Las quinolonas actian inhibiendo enzimas clave en el proceso de replicacion y
mantenimiento del ADN bacteriano como la topoisomerasa tipo IIA, la topoisomerasa [V y la
ADN girasa (Hooper, 2003), de manera que, las quinolonas se unen a los complejos enzima-ADN
(Kampranis & Maxwell, 1998), evitando asi la religacion del ADN una vez abierto por las
topoisomerasas (Aldred et al., 2014). Las resistencias a esta familia se debe principalmente a
mutaciones cromosomicas en los genes que codifican dichas enzimas, especialmente en las de
gyrA (ADN girasa) y parC (topoisomerasa IV) (Jacoby, 2017). Una sola mutaciéon puede conferir
resistencia de bajo nivel (solo nalidixico o poco efecto en enrofloxacino); multiples mutaciones
pueden producir resistencia de alto nivel a todas las quinolonas. En bacterias Gram negativas, la

primera mutacion suele ser en gyrA y luego se suma parC.

Sin embargo, también pueden intervenir otros mecanismos, como la reduccion de la
permeabilidad de la membrana externa, la proteccion de los sitios diana o la activacion de las
bombas de eflujo (Hopkins et al., 2005), que suele producir resistencias de nivel bajo a moderado.
Ademas, se han identificado mecanismos de resistencia transmitidos mediante plasmidos
(“resistencia a quinolonas transmitida por plasmidos”, PMQR), como las que codifican para

proteinas tipo Qnr (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD y QnrS), que se encargan de proteger el ADN de la
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union de las quinolonas; la acetiltransferasa AAC(6")-Ib-cr, modificando a fluoroquinolonas
como el ciprofloxacino y enrofloxacino; y que también pueden actuar sobre amnoglucoésidos; y
las bombas de flujo QepA y QexAB activas. Estas resistencias pueden transferirse conjuntamente

con resistencias para otras familias de antibidticos (Jacoby, 2017).

4.3.3 Resistencia a aminoglucosidos

Los aminoglucésidos actian inhibiendo la sintesis proteica (Poirel et al., 2018). En el
caso de FE. coli la resistencia a este grupo antibidtico suele estar mediada por enzimas. Un
mecanismo relevante de generacion de resistencia consiste en la metilacion del ARN ribosémico
16S, que bloquea la unién del antibidtico a su diana y confiere resistencia de alto nivel a la
amikacina, tobramicina, gentamicinas y netilmicina (Davies & Wright, 1997). No obstante, el
principal mecanismo es la de resistencia frente a aminoglucosidos es la inactivacion enzimatica,
que modifica el antibidtico fuera del ribosoma y evita su union a su diana. Actualmente, se
conocen tres tipos de enzimas que catalizan reacciones de modificacion del antibidtico:
acetiltransferasas (AAC), nucleotidiltransferasas (ANT) y fosfotransferasas (APH) (Poirel et al.,
2018). La actividad de estas enzimas es especifica: algunas afectan solo a un aminoglucésido,

otras a varios.

En el caso de E. coli, ANT(2") y ANT(3") son las mas frecuentes (Ramirez & Tolmasky,
2010), y se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial, aislandose tanto en animales de
produccion, como silvestres y de compaiia (Haldorsen et al., 2014). En el caso de las AAC, las
mas frecuentes en aislamientos de E. coli son las AAC(3)-1I/IV y AAC(6")-Ib (Zou et al., 2018).
Por ultimo, en el caso de las APH, APH(6)-Ia y APH(6)-1d, estan muy asociadas a la resistencia
a estreptomicina en E. coli, son las mas prevalentes en E. coli a nivel global y generalmente suelen
estar asociadas con un elemento moévil especifico, a menudo conjuntamente con los genes

APH(3")-I/11, responsables de la resistencia a la kanamicina (Zhang et al., 2014).

Ademés, en el caso de la estreptomicina, otro mecanismo importante es la aparicion de
mutaciones de genes codificadores de proteinas ribosomicas impidiendo también la interaccion

con el sitio activo por otro mecanismo (Gentilini, 2007).

4.3.4 Resistencias a tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibioticos de amplio espectro que actuan bloqueando la union del
aminoacil ARNt a la subunidad ribosémica 30s, interrumpiendo asi la sintesis proteica y evitando
el crecimiento bacteriano (Schnappinger & Hillen, 1996). En los ultimos afios, el uso
indiscriminado de estos antibioticos debido a su facil acceso, bajo coste y escasos efectos

secundarios, ha favorecido el aumento de bacterias resistentes (Garcia et al., 2011).
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Las resistencias pueden adquirirse mediante genes presentes en plasmidos u otros
elementos genéticos maviles, por mutaciones en el sitio de unidén ribosomal o por mutaciones
cromosomicas que incrementan la expresion de mecanismos intrinsecos de resistencia. Existen
tres mecanismos principales de resistencia a las tetraciclinas: eflujo activo, proteccion ribosomal

e inactivacidon enzimatica, siendo los dos primeros los mas frecuentes (Fenollar, 2020).

Las bombas de eflujo son proteinas transportadoras de membrana que expulsan de forma
especifica a la tetraciclina fuera de la celula. Las mas comunes pertenecen a la familia de
transportadores “Major Facilitator Superfamily” (MFS), proteinas de membrana presentes en
diversos géneros bacterianos. Son muy eficaces para la tetraciclina y menos para doxiciclina. En
el caso de las bacterias Gram negativas los genes mas frecuentes que codifican para estas bombas
son tetA y tetB (Grossman, 2016), aunque puede variar segun el nicho bacteriano, especie, etc.
Estan frecuentemente localizados en plasmidos y por ello son faciles de transmitirse a otras
bacterias. Por su parte, la proteccion ribosomal se lleva a cabo mediante la accion de las proteinas
de proteccion ribosomal frente a tetraciclinas (RPPs), las cuales se unen al ribosoma, alteran su
conformacion, inhiben su union y se liberan tetraciclinas sin modificar la sintesis de proteinas

(Gentilini, 2007). Los genes mas comunes y conocidos son tetO, tetM y tetS (Grossman, 2016).

4.3.5 Resistencia a sulfonamidas y trimetoprima

Las sulfonamidas y la trimetoprima acttian inhibiendo la sintesis de acido folico por vias
distintas. Las sulfonamidas compiten con el acido p-aminobenzoico (PABA) por la enzima
dihidropteroato sintasa mientras que la trimetoprima actua inhibiendo la dihidrofolato reductasa,
bloqueando asi la sintesis de purinas y ADN bacteriano (Gentilini, 2007). Aunque
individualmente son bacteriostaticos, en combinacién actian de forma sinérgica como

bactericidas, dando lugar a las llamadas sulfonamidas “potenciada (Van Duijkeren et al., 2018).

La adquisicion de genes que codifican versiones insensibles de las enzimas objetivo
(dihidropteroato sintasa o la dihidrofolato redutasa) es el principal mecanismo de resistencia.
Estas resistencias pueden venir por mutaciones cromosomicas o mediante la adquisicion de genes
sul o genes dfr respectivamente, que codifican enzimas insensibles a estos antibioticos (Van
Duijkeren et al., 2018). En E. coli de origen animal, su// suele encontrarse en integrones de clase
1 presentes en plasmidos multirresistentes junto a genes BLEE (Wu et al., 2010), su/2 se asocia
a genes de resistencia a estreptomicina como str4-strB (Poirel et al., 2018) y sul3 esta vinculado
a otros genes de resistencia, como en el caso de los macrolidos (Liu et al., 2009), asi como a
integrones de clase 1 (Alonso et al., 2017). Tambien en el caso de la trimetoprima, el gen mas
frecuente en E. coli es el dfrA, el cual se encuentra en casetes génicos dentro de integrones,

facilitando su diseminacion horizontal (Poirel et al., 2018).
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4.3.6 Resistencia a la polimixina

La colistina o polimixina E actua sobre el lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana
externa bacterias Gram negativas (Rubens et al., 2024). Las resistencias frente a la colistina esta
mediada por dos mecanismos: mutaciones cromosoémicas o por plasmidos. Entre las mutaciones
cromosOomicas, uno de los mecanismos mas relevantes consiste en la modificacion del LPS
mediante sustituciones catidnicas, lo cual implica la adicion de fosfoetanolamina (PEtN) y 4-
amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) al lipido A. Esta modificacioén reduce la carga negativa
neta del LPS, disminuyendo la afinidad del antibidtico por la membrana (Poirel et al., 2017). Por
su parte, las resistencias mediadas por plasmidos codifican fosfoetanolamina transferasas,
enzimas que catalizan la adicion de PEtN al lipido A del LPS, reduciendo de forma similar la
afinidad del antibidtico por la membrana (Berglund, 2019), pero ademas facilitan la transmision

horizontal de los genes implicados.

4.3.7 Epidemiologia de las resistencias antibioticas en avicultura

El uso de antibioticos en avicultura es habitual, aunque en menor medida que otras producciones.
En términos absolutos, el uso de antibidticos en avicultura es menor que en otras especies
(significativamente el porcino) con menos de 60 t al afio, y de una forma menos intensiva en
relacion con su biomasa (Figura 5). El uso inadecuado o prolongado de antimicrobianos genera
una fuerte presion selectiva, favoreciendo la aparicion y diseminacion de bacterias resistentes en

la microbiota aviar, y convirtiendo a las granjas en reservorios de genes de resistencia.

Especie animal Categorfa animal

389,16 Dorada I o3
Conejos [N cee
Cerdos de engorde [N 133
Gallinas ponedoras [ 103
Vacuno de carne ... [ &
13677 13755 Pavos de engorde [l 54

Perros [l so
5415 50,57
3500 3283 5931 q932 1025 240 a9t Vacuno de came [l 46
e e e 2 o Gatos | 35
-

s & 5 & o & g e o E & Ovejas [l 21

2 o ey 9 A 29 <0 £f A it @ &8
et e @ T G el BB&Q o Patos [l 18
")

Pollos de engorde | 13
Cabras | 10

Caballos || ¢

Trucha arcoiris | 3

k3
o

Figura 5. Uso de medicamentos antimicrobianos por especie animal y categoria animal en mg/biomasa. Adaptado
de (Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibidticos (PRAN), s. f.)

En este contexto, las cepas multirresistentes E. coli representan una preocupacion
importante y creciente por su impacto potencial en la salud animal, humana y ambiental. Diversos
estudios han puesto de manifiesto una alta prevalencia de resistencias en aislados de E. coli
procedentes de granjas avicolas (Garcia-Béjar et al., 2021). Por ejemplo, Monroy et al. (2025)
encontraron un 99,30 % de cepas multirresistentes (MDR) en aislamientos de E. coli obtenidos
de granjas avicolas espafiolas. Las prevalencias de cepas extensamente resistentes (XDR), es
decir, resistentes a todas las clases excepto una o dos; y panresistentes (PDR), es decir, resistentes

a todas las clases conocidas de antibioticos; fueron menores (3,00 % y 0,20 %, respectivamente),
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pero fueron muy importantes en fases productivas especificas. Por ejemplo, las cepas XDR se
asociaron principalmente a pollos de engorde (91 % de las cepas), seguidas de reproductoras (6 %
de las cepas) y ponedoras (3 % de las cepas). Esto indica que las opciones terapéuticas efectivas
frente a E. coli se vuelven muy limitadas en determinadas fases productivas. A nivel de familias
antibioticas concretas, las mayores tasas de resistencia se registraron frente a B-lactdmicos
(99,10 %), mientras que otras familias, como los inhibidores de folato (55-66 %), tetraciclinas
(38 %) y quinolonas (19 %) mostraron porcentajes menores. Las resistencias a aminoglucdésidos,

polimixinas y cefalosporinas se mantuvieron por debajo del 10 %.

En relacion con la colistina, se observo una tendencia descendente en las tasas de
resistencia fenotipica: 17 % en 2019, 11 % en 2020 y solo 4 % en 2021 (Sevilla-Navarro et al.,
2022), en linea con los esfuerzos de reduccion promovidos por el Plan Nacional frente a la
Resistencia a los Antibidticos (PRAN) y la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS). El “Programa Reduce Colistina”, implementado en 2016, logr6 una
reduccion del 93 % en el consumo de colistina en produccion porcina, siendo adoptado

progresivamente también en el sector avicola.

Estos datos evidencian una situacion alarmante en la proliferacion de resistencias
antibioticas frente a E. coli tanto desde el punto de vista de la salud publica como de la sanidad

animal.

4.3.8 Importancia zoondsica

Como se menciono anteriormente, APEC forma parte de un subconjunto de la E. coli
patogena extraintestinal (EXPEC), responsable de infecciones fuera del tracto gastrointestinal.
Aunque cause sintomatologia en las aves, se ha visto que estas cepas comparten similitudes
genotipicas, serologicas, de genes de virulencia y patrones de resistencia antimicrobiana con
cepas humanas de EXPEC (Johnson et al., 2010). Ademas, tambien representa un riesgo para la
salud publica, ya que es capaz de causar enfermedad en modelos humanos in vivo e in vitro, lo

que respalda su potencial zoonotico (Tivendale et al., 2010).

Ademas, se ha comprobado que en el momento del sacrificio, las cepas resitentes de la
flora intestinal colonizan las canales, contaminando la carne de pollo con E. coli multirresistente
(Kabir, 2010), al igual que los huevos pueden contaminarse durante la puesta (Lakhotia &
Stephens, 1973). Ademas, un estudio realizado Manges et al. (2007) por demostré que cepas
UPEC causantes de infecciones urinarias (ITU) podrian tener un reservorio alimentario,

posiblemente en la carne de pollo o cerdo.

Por tanto, E. coli puede colonizar el tracto gastrointestinal de las personas tanto de forma directa
como a través de los alimentos y transferirles genes de resistencia a la microbiota intestinal (Van

den Bogaard et al., 2001). La resistencia a los antimicrobianos representa una amenaza grave para
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la salud animal y publica. Los alimentos de origen animal desempefian un papel fundamental en

la transmision de genes y cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos.

4.4 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Debido a la ya mencionada importancia de las resistencias antibidticas, especialmente de las
BLEE en E. coli por las razones expuestas, asi como a la escasa informacion disponible en
producciones tradicionales y a la relevancia que estas resistencias tienen en la produccion avicola,

en este estudio hemos definido los siguientes objetivos:

1. Evaluar la incidencia de cepas productoras de BLEE en E. coli aislados de gallinas Pita
Pinta en Asturias

2. Caracterizar los perfiles de resistencias de los aislados de E. coli y estudiar la presencia
de asociaciones entre las resistencias antibioticas.

3. Estudiar las caracteristicas ambientales y de manejo de las gallinas Pita Pinta en relacion

con el riesgo de difusion de las resistencias antibiodticas a E. coli.

5 MATERIALY METODOS

5.1 Poblacion y area de estudio

Las aves analizadas en este estudio se tomaron de explotaciones pertenecientes a ACPPA.
Esta asociacion tiene como objetivo la conservacion, recuperacion y promocion de la Pita Pinta
Asturiana mediante la gestion del libro genealdgico, mejora genética y cria, difusion y promocion
culturar y brindar apoyo a los criadores mediante el asesoramiento técnico veterinario (Gobierno
del Principado de Asturias, 2024). Actualmente, ACPPA cuenta con 63 socios activos en el libro
genealogico. Las muestras se obtuvieron de 16 granjas localizadas en el Principado de Asturias

(Figura 6), principalmente en la zona centro y oriente de la provincia.
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Figura 6. Geolocalizacion de las granjas muestreadas

5.2 Toma de muestras y recogida de informacion
epidemiologica
La recogida de muestras se llevo a cabo a septiembre y octubre de 2024. Se tomaron

muestras de 16 nucleos diferentes que representan aproximadamente el 25 % de las explotaciones
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censadas en la asociacion. En cada explotacion se tomaron muestras de una muestra de animales
adultos. Para ello, se calcul6 el tamafio muestral en cada explotacion para la estimacion de una
prevalencia esperada del 50 % con un intervalo de confianza del 95 % y una precision absoluta
del 15 % (Thrusfield & Brown, 2018). Ademas, se muestrearon de manera equitativa aquellas que

se encontraban en diferentes gallineros.

En total, 279 aves adultas reproductoras, tanto hembras como machos fueron muestreadas.
Las muestras se identificaron con el nimero de identificacion individual del animal y con un
codigo en funcion de la granja. La toma de muestras se realizdo mediante hisopo cloacal de
animales vivos y se guardaron en medio Amies (Deltalab, Barcelona, Espafia) y se mantuvieron
en refrigeracion hasta su posterior traslado al laboratorio. Las muestras se recogieron las muestras
durante el fin de semana y se transportaron semanalmente todos los lunes, en neveras equipadas
con acumuladores de frio hasta su llegada al laboratorio, y, una vez en el laboratorio fueron

procesadas en menos de 24 horas.

Con cada muestra, se registro la localizacion la granja de la que proviene, la persona a
cargo de cada explotacion, el nimero de anilla del animal y el nimero de muestra asociado a la
granja y al animal. Ademas, a cada propietario se le realizé una encuesta epidemiologica, cuyos
items se agruparon en cinco categorias: la primera, referente a las instalaciones de la explotacion;
la segunda, sobre la presencia de vectores, ya sean animales de diversas especies o vehiculadores
como el agua; la tercera, relacionada con la bioseguridad de la granja; la cuarta, acerca de la

alimentacion y el agua de bebida; y la ultima, sobre enfermedades y tratamientos previos.

5.3 Analisis de laboratorio

5.3.1 Cultivo microbioldgico

Cada hisopo se sembro en dos placas con medio de cultivo Triptona-Bilis-X-glucuronico
(TBX) (Labkem, Premia de Dalt, Barcelona, Espafa), el cual es un medio enriquecido con
extracto de soja, tripticasa y otros nutrientes que promueven el crecimiento bacteriano. Por un
lado, es un medio selectivo que favorece el crecimiento de las enterobacterias y el crecimiento de
las bacterias Gram positivas se inhibe; y por el otro, es un medio diferencial para E. coli puesto
que contiene un compuesto cromogénico (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido), el cual
reacciona con la B-D-glucuronidasa, una enzima producida por E. coli, de esta manera, aquellas
colonias compatibles adquieren una coloracion azul-verdosa. Para valorar la presencia de
resistencias BLEE, en una de las placas, el medio fue suplementado con cefotaxima (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido) diluida a una concentracion de 2 mg/ml (TBX-CTX). Este antibiotico,
perteneciente a la familia de los B-lactamicos (cefalosporina de tercera generacion), se utiliza a
modo de screening marcador ya que solo permite el crecimiento de aquellas colonias de E. coli

con resistencias de tipo BLEE (World Health Organization, 2021).
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De esta manera, este medio de cultivo (TBX) nos permite hacer de manera rapida y visual
un screening de aquellas muestras con colonias compatibles con E. coli; y el medio enriquecido
con cefatexime (TBX-CTX) nos permite identificar si los E. coli presentes en la muestra presentan

genes de resistencia frente al grupo de los B-lactamicos.

Una vez inoculadas las placas, se dejaron incubar a 37° C durante 24 horas y pasado ese

tiempo se leyeron y anotaron los crecimientos.

5.3.2 Conservacion de las cepas aisladas

Una vez registrados los crecimientos, se prepara el material para la criopreservacion de
las colonias obtenidas. Se decidid conservar tres cepas del cultivo TBX por granja, con excepcion
de aquellas muestras que crecieron en el medio TBX-CTX, en cuyo caso se conservaron todas las

colonias que crecieron, eligiendo al menos dos cepas del medio sin cefotaxime.

Para ello, se utilizd6 caldo Luria-Bertani (LB) (VWR, Radnor, Pensilvania, Estados
Unidos), del cual se alicuotaron 5 ml, previamente esterilizados, en diferentes tubos de ensayo
utilizando una pipeta desechable de 10 ml. En cada tubo de ensayo se introdujo una colonia con
un asa desechable. Posteriormente, se dejo incubar a 37 °C durante 18 horas. Transcurrido este
tiempo, se tomaron 500 uL de cada tubo de ensayo utilizando una micropipeta con punta con filtro
y se transfirieron a un criotubo previamente cargado con 500 uL de glicerol al 50 % estéril. Una
vez preparados, los criotubos se agitaron con el vortex para homogeneizar la muestra y se

almacenaron a -80 °C en una caja de carton disefiada para tubos Eppendorf.

5.3.3 Prueba de susceptibilidad microbiana

Para determinar la susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas de E. coli previamente
aisladas, se llevo a cabo un estudio por difusion en agar utilizando discos impregnados en
antimicrobianos mediante el método Kirby Bauer y conforme a los criterios establecidos por el
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2020), el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (EUCAST, 2022) y la French Society of
Microbiology (SFM) (SFM, 2021).

La prueba consistio en someter a las cepas aisladas a 24 antibioticos (Oxoid, Hampshire,
Reino Unido) de diferentes familias y a distintas concentraciones: del grupo de las penicilinas,
ampicilina 10 pg/disco, amoxicilina acido clavulanico 20/10 pg/disco, ticarcilina 75 pg/disco,
piperacilina 100 pg/disco y piperacilina + tazobactam 100/10 pg/disco; del grupo de las
cefalosporinas, cefalexine 30 pg/disco, cefurexime 30 pg/disco, cefoxitine 30 pg/disco,

cefotaxime 30 pg/disco y cefepime 30 pg/disco; de los carbapenémicos, imipenem 10 pg/disco;

del grupo de los aminoglucésidos, gentamicina 10 pg/disco, tobramicina (TOB) 10 pg/disco,

kanamicina 30 pg/disco, streptomicina 10 pg/disco, neomicina 30 pg/disco, apramicina
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15 pg/disco; del grupo de las quinolonas, &cido nalidixico 30 pg/disco, enrofloxacina 5 pg/disco
y marbofloxacina 5 pg/disco; del grupo de las tetraciclinas, tetraciclina 30 pg/disco y doxiciclina
30 pg/disco; del grupo de los lipopeptidos, colistina 50 pg/disco; y del grupo del acido félico,

sulfametoxazol-trimetoprima 1,25/23,75 pg/disco.

Las placas preparadas con medio de cultivo Miiller-Hinton (Labkem, Premia de Dalt,
Barcelona, Espafia) son sembradas en sabana con 10 puL. de una dilucién realizada previamente
con las cepas aisladas en 1,5 mL de suero salino estéril. Para asegurar una concentracion
bacteriana suficiente, esta se infirid a partir de la turbidez de la disulucion utilizando un
densitémetro de McFarland (Biomerieux, Marcy-1'Etoile, Francia). Las siembras se realizaron con
turbideces entre 0,5 y 1 en la escala de McFarland (equivalente a [15-30*107 bacterias/mL]). Las
placas sembradas son posteriormente incubadas durante 24 horas a 37 °C. Cada uno de los
antimicrobianos mencionados anteriormente disponen de un halo de inhibicién cuya medida,
expresada en milimetros, esta estandarizada (CLSI, 2020; EUCAST, 2022; SFM, 2021). En base
a las referencias marcadas, una vez ha transcurrido el periodo de incubacion, se realiza la lectura
de cada halo de inhibicién y se clasificaron en: sensible, intermedia o resistente segin las
recomendaciones por CLSI y EUCAST (CLSI, 2020; EUCAST, 2022). De las dos referencias, se

uso para cada antibiotico aquella mas conservadora.

5.4 Analisis estadistico

Para representar las resistencias encontradas, se calcularon los porcentajes de resistencias
a cada antibiotico y cada familia de antibiotico tanto a nivel de cepa como de granja, definiendo
a una granja como resistente a un antibiotico/familia cuando al menos una de las cepas aisladas
en esa granja presento resistencias. Se consideraron las cepas intermedias como resistentes para
adoptar un enfoque conservador en la estimacion de las resistencias, dado que su sensibilidad
reducida puede comprometer la eficacia clinica. Esta decision es habitual en estudios de vigilancia

para evitar subestimar el problema.

Para evaluar la presencia conjunta de resistencias en los aislados, se construy6 un mapa de
calor a partir de la matriz de resistencias antimicrobianas, utilizando una escala de color que
refleja la intensidad del fenotipo resistente. Adicionalmente, se aplicO un analisis de
conglomerados jerarquico (cluster) para agrupar tanto las cepas como los antimicrobianos segun
patrones de resistencia similares, empleando como medida de distancia la disimilitud binaria y el
método de agrupamiento completo (complete linkage). Esta aproximacion permite identificar
perfiles comunes de multirresistencia y posibles asociaciones fenotipicas. Este analisis fue llevado
a cabo utilizando el paquete “pheatmap” (Kolde, 2019). Se consideré que una cepa fue
multirresistente cuando presento resistencia a al menos un antibiotico de tres familias antibidticas

distintas (Monroy et al., 2025).
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Para analizar la relacion entre el nimero de familias resistentes y los factores recogidos en
la encuesta se realizon una regresion de Poisson en modelos bayesianos univariantes. Se realiz
un modelo para cada factor analizado, en el que el nimero de familias de antibioticos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglucésidos, quinolonas, tetraciclinas, acido folico y
polimixinas) con resistencias en cada granja fue la variable dependiente y cada factor de la
encuesta la variable independiente. Los modelos se ajustaron utilizando el paquete “brms”
(Biirkner, 2017) que permite especificar modelos bayesianos a través de una interfaz compatible
con Stan. Se utilizaron distribuciones previas débilmente informativas, apropiadas para evitar un
sobreajuste en contextos con muestras pequefias. La estimacion se realizd mediante muestreo por
Hamiltonian Monte Carlo (HMC), con cuatro cadenas de 2.000 iteraciones cada una con un
burning de 1.000. La evaluacion del ajuste se completé mediante inspeccion de las cadenas,
verificacion de la autocorrelacion, y diagndstico grafico posterior utilizando el paquete shinystan
(Gabry & Veen, 2022). La significacion estadistica se interpretd a partir de los intervalos de
credibilidad del 95 %. Se considerd que un efecto fue significativo si dicho intervalo no incluia el
valor nulo. Se utilizaron graficas de violin para representar la distribucion de variables continuas

en funcion de diferentes categorias.

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa R (R Core Team, 2023).

6 RESULTADOS

6.1 Muestras obtenidas
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En total se muestrearon 279 aves, tanto machos

como hembras, de 17 granjas diferentes, localizadas en

37%
los municipios de: Siero (5), Corvera de Asturias (3),
Cangas de Onis (1), Colunga (1), Gijon (1), Mieres (1),
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la mayor parte de los animales fueron jovenes. El 37 % i orcf;luae]:trezga: e et
de la poblacion naci6 en el ano 2024, seguido del 2023 (19 %) y 2022 (15 %). En el 2 % de los

animales no se pudo determinar la edad ya que carecian de identificacion individual (Figura 7).

6.2 Presencia de E. coli en las aves muestreadas

La prevalencia de E. coli en las muestras evaluadas fue muy alta (85,20 %,
219 positivos/257 animales). Todas las explotaciones muestreadas fueron positivas con
porcentajes que llegaron al 100 % en varias explotaciones y siempre mayores del 50 % (Figura

8).
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Figura 8. Porcentaje de aislamientos con deteccion de E. coli por explotacion

Los crecimientos en medio no suplementado fueron abundantes. La mayor parte de los

aislados (> 50 %) presentaron crecimientos de nivel 2 (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de los diferentes niveles de crecimiento de E. coli encontrados en los medios de TBX

No obstante, los resultados en medios suplementados con antibiotico fueron muy
diferentes y se detectaron solamente 6 aislamientos positivos de un total de 257 muestras
analizadas concentradas en tres explotaciones. De esta manera la prevalencia de BLEE del
2,33 %, y de 2,70 % (6/219) sin consideramos solamente aquellas muestras con crecimiento de
E. coli en medio TBX. Asimismo, solo 3 de las 16 explotaciones analizadas (18,75 %) presentaron

al menos un aislamiento positivo, indicando una baja prevalencia a nivel de explotacion.

6.3 Presencia de resistencias antibioticas en las aves
muestreadas
Se realizaron antibiogramas de 46 cepas aisladas: tres por explotacion, excepto en una
explotacion en la que solo se obtuvo una cepa. La prevalencia de resistencias frente a algunos
antibidticos fue muy alta: neomicina, colistina, estreptomicina, apramicina y kanamicina
presentaron porcentajes de aislados resistentes superiores al 65 %. (Figura 10). La piperacilina,
ticarcilina (4° generacion) y ampicilina (3? generacion) también presentaron resistencias notables,

situandose entre un 30 y 35%, mientras que antibidticos como imipenem y piperacilina +
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tazobactam (penicilinas
antipseudomonicas con inhibidor
de B-lactamasas) mostraron muy
pocas o ninguna resistencia,

siendo estas inferiores al 2 %.

A nivel de granja (n =
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Figura 10. Porcentaje aislados con resistencias antibioticas
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(Figura 11). La kanamicina también mostrd una alta presencia, ya que se encontraba en mas del

90 % de las granjas. Sin embargo, antibidticos como piperacilina + tazobactam, cefoxitine (2*

generacion) e imipenem presentaron resistencias en un porcentaje muy bajo de explotaciones (<

6,25 %), destacando especialmente imipenem, para el cual no se detectd ninguna resistencia.
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Figura 11. Porcentaje de granjas con al menos una resistencia por antibiotico
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En relacion con la familia antibiotica (Figura 12), la totalidad de las granjas presentaron

cepas resistentes a varias familias antibioticas. Los aminoglucésidos y la polimixina (100 %)

presentaron los mayores porcentajes de granjas con resistencias, seguidos de las penicilinas

(86,67 %), quinolonas y tetraciclinas (60,00 %), inhibidores del acido folico (46,67 %),

cefalosporinas (26,67 %) y, por ultimo, los carbapenémicos (0,00 %).
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Figura 12. Porcentaje de granjas resistentes por familia de antibiotico

6.3.1 Combinaciones e interacciones de resistencias
El 56,62 % de las cepas analizadas presentaron multirresistencia. Se realizé un mapa de
calor (Figura 13) combinado con un analisis de cluster jerarquico para identificar patrones de

resistencia antimicrobiana y posibles relaciones entre los antibidticos evaluados.
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Figrua 13. Mapa de calor de perfiles de resistencia antimicrobiana con agrupamiento por aislados y familias de
antibioticos

El mapa de calor mostrd una alta frecuencia de aparicion conjunta de resistencias frente
a los aminoglucosidos en todas las granjas. Resistencias frente a neomicina, estreptomicina y
apramicina estuvieron presentes en la mayoria de los aislados; y las resistencias frente a
tobramicina y kanamicina tendieron a aparecer de forma conjunta. Estos resultados indican una
alta difusion conjunta de las resistencias a antibioticos de estas familias. La resistencia a las
penicilinas engloba todas las generaciones analizadas en cualquiera de las agrupaciones
mencionadas. Esto indica que la aparicion de cepas resistentes a cefalosporinas es baja, pero
cuando ocurren, se ven afectadas varias generaciones. Por el contrario, en el caso del cefepime

(cefalosporina de 4* generacion) y del imipenem, las resistencias fueron minimas. Ademas,
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también se identifican patrones de corresistencia, en los que ciertos antibioticos tienden a

agruparse por la aparicién simultanea de resistencias.

En menor medida, también se identifican grupos de aislados que son resistentes
adicionalmente a diferentes penicilinas. Los clusteres, representados en diferentes colores en la
barra lateral exterior izquierda (Figura 13), permiten diferenciar grupos de aislados seglin sus
perfiles de resistencia. En este caso, la presencia de resistencias a aminoglucosidos y polimixinas
en la mayoria de los aislamientos no permiti6 identificar patrones especificos. Es por eso, que en
funcioén de las agrupaciones que forma la penicilina se pueden ver diferentes grupos: el clister 1
(penicilinas y quinolonas), el cluster (penicilinas, sulfonamidas y tetraciclinas) y el cluster 4
(penicilinas y cefalosporinas). No se encontrd una asociacion entre los clusteres y las granjas. De
esta manera, diferentes perfiles de resistencia coexistieron dentro del mismo entorno, en una

misma explotacion.

6.4 Analisis de factores de riesgo

Se evaluo la distribucion del nimero de familias de antibidticos resistentes detectadas en
cepas de E. coli en funcion de 36 factores relacionados con el manejo, la bioseguridad y las
condiciones ambientales en granjas avicolas. La Figura 14 muestra la densidad y dispersion del

numero de resistencias por muestra dentro de cada categoria.

El analisis estadistico no revel6 la existencia de un mayor numero de resistencias asociado
a ningun factor concreto. No obstante, los resultados (Tabla 5) también son interesantes desde el
punto de vista de la presencia de explotaciones con resistencias que llevan a cabo practicas de
manejo que influyen en la diseminacién de resistencias. De esta manera, se han observado
multirresistencias en diversos contextos de manejo y condiciones ambientales. Estas cepas
estuvieron presentes en granjas que compran animales, que se encuentran proximas a otras
explotaciones de distintas especies o que reportan la presencia de mascotas. También se detectaron
cepas con multiples resistencias tanto en explotaciones con manejo por lotes o con manejo
individualizado de las aves. Las resistencias también aparecieron con independencia de las
condiciones ambientales y de manejo: se observaron cepas multirresistentes en granjas con menor
frecuencia de limpieza del comedero, presencia de charcos, uso de agua de manantial sin tratar y

en aquellas donde el agua de bebida no recibe tratamiento.

Con relacion al historial sanitario de las explotaciones, no se ha declarado ningun episodio
de colibacilosis aviar. En cambio, si que se han declarado casos de Marek y de procesos

respiratorios, pero no se encontraron tampoco relaciones con un mayor nimero de resistencias.
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Tabla 5. Resultados del analisis del nimero de resistencias en funcién de cada variable considerada (IC 95%:
Intervalo de credibilidad al 95 %)

Categoria Estimador IC 95 %
Alimentacion Mezcla (referencia: cereales) 0.19 -0.44 | 0.86
Alimentacion Pienso (referencia: cereales) 0.47 -0.32 | 1.24
Lejos de vivienda familiar (referencia: cerca) 0.32 -0.15 | 0.77
Compra de animales (referencia: no) 0.29 -0.14 | 0.74
Lejos de otras explotaciones de aves (referencia: cerca) -0.07 -0.60 | 0.48
Limpieza comederos <l/semana (referencia <l/mes) -0.23 -1.12 | 0.73
Limpieza comederos >1/semana (referencia <1/mes) -0.06 -0.94 | 0.90
Limpieza bebederos >1/semana (referencia < 1/semana) 0.00 -0.83 | 0.83
Limpieza bebederos 1/semana (referencia < 1/semana) 0.20 -0.45 | 0.91
Comederos Sucios (referencia: no) -0.05 -0.62 | 0.49
Enfermedad de Marek (referencia: no) 0,11 -0,57 | 0,72
Origen agua de bebida Traida (referencia: manantial) 0.05 -0.49 | 0.64
Otras granjas de otras especies cerca (referencia: no) 0.18 -0.27 | 0.65
Presencia de charcos/fuentes de agua (referencia: no) -0.10 -0.95 | 0.84
Presencia de mascotas (referencia: no) 0.30 -0.23 | 0.84
Procesos respiratorios (referencia: no) -0,07 -0,51 | 0,38
Propietario de otras explotaciones (referencia: no) 0.05 -0.42 | 0.52
Suelo de Tierra (referencia: cemento) 0.19 -0.27 | 0.66
Tipo de manejo Lotes (referencia: juntas) 0.28 -0.21 | 0.75
Tipo de manejo Separadas (referencia: juntas) 0.73 -0.03 | 1.46
Tipo de nave cerrada (referencia: abierta) -0.14 -0.63 | 0.33
Tipo de nave Ambos (referencia: abierta) 0.02 -0.97 | 0.95
Agua de bebida sin tratar (referencia: tratada) 0.33 -0.64 | 140
Uso de material de bioseguridad (referencia: no) -0.02 -0.46 | 0.42
Vallado perimetral Tensores (referencia: Rigido) -0.27 -0.88 | 0.34
Zona de cuarentena (referencia: no) 0.30 -0.17 | 0.80
N° de naves 0.01 -0.06 | 0.08
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Figura 14. Distribucion del numero de resistencias por cada variable considerada en el analisis estadistico.

En cuanto a los tratamientos antibidticos 120

previos en el altimo cuatrimestre (Figura 15), la

= Hidrotil
, . e . = Rhodogil
mayoria han usado tratamientos antibioticos R
Amoxicilina
previos (75 %) para diversas patologias, siendo 1250 = Tto. Natuzal

= Doxiciclina
\_ 37.500% = Dexabiopen
6.25% a Nada

el Rhodogil® (espiramicina y metronidazol) el

mas utilizado en las explotaciones, seguido del

6.25%

6.25%

Hidrotil®  (tilosina) 'y el Dexabiopen
Figura 15. Tratamientos antibioticos previos efectuados

(bencilpenicilina procaina, en las granjas muestreadas.

dihidroestreptomicina y dexametasona). Solamente un 18,75 % declararon no haber aplicado un

tratamiento antibiotico en este periodo.
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7 DISCUSION

Existen numerosos estudios realizados en avicultura intensiva acerca de la prevalencia de
E. coliy sus patologias asociadas. Por el contrario, cuando la poblacion de estudio corresponde a
sistemas en extensivo o a modelos mas tradicionales, la informacién es mas escasa. Por este
motivo, resulta imprescindible definir las prevalencias para poder cuantificar correctamente el

riesgo que puede existir en este tipo de produccion.

Si bien E. coli es una habitante natural de la microbiota intestinal, no se encontr6 en todas
las muestras, pero la prevalencia en este estudio fue elevada (85,20 %.). Este valor se encuentra
dentro del rango de prevalencias descritas en otros trabajos, aunque cabe destacar que el
porcentaje de aislamientos de E. coli en las producciones es muy variable, oscilando entre el
32,50% y el 96,40 % (Sarba et al., 2019; Soodan, 2022). Estas diferencias pueden deberse a la
técnica de aislamiento, uso de antibioticos, caracteristicas de manejo o localizacion geografica,
aunque generalmente se reporta que la prevalencia es mas baja en sistemas rurales que en granjas

industriales (Soodan, 2022).

A pesar de la amplia presencia de la bacteria en las muestras analizadas, los resultados
obtenidos en este estudio muestran una baja prevalencia de BLEE. Solamente 2,33 % de los
aislados de E. coli fueron resistentes a la suplementacion con CTX, a pesar de que la mayoria
mostrd crecimiento en los medios sin suplementacion. Este tipo de resistencias no se encontro
muy diseminada en la poblacién de estudio ya que se concentrd en tres explotaciones. Estos
hallazgos indican que, a pesar de la elevada proporcion de E. coli, la presencia de cepas BLEE en

este tipo de produccion es escasa.

La baja prevalencia de BLEE en este estudio contrasta con los altos porcentajes encontrados
en granjas de avicultura intensiva. En Espafia, algunos estudios han reportado que hasta el
93,30 % de los aislamientos de E. coli provenientes de pechugas de pollo son productores de
BLEE (Egea et al., 2012). No obstante, la prevalencia de resistencias puede depender del sistema
de produccion utilizado. Generalmente producciones mas extensivas o rurales presentan menores
porcentajes de cepas BLEE (Sgariglia et al., 2019; Uyanik et al., 2021), lo cual es consistente con
los resultados de este estudio. Sin embargo, la bibliografia disponible sobre estas producciones
en Europa sigue siendo limitada. En cambio, fuera de Europa, la presencia de estas resistencias
es generalmente muy alta. Por ejemplo, se detectdé al menos un aislado de E. coli productor de
BLEE en el 20,60 % de 208 granjas (Nguyen et al., 2015), sugiriendo que en las producciones
locales espafiolas existe una menor circulacion de cepas con este tipo de resistencias. No obstante,
la deteccion de cepas con este perfil, aunque poco frecuente, es relevante desde el punto de vista
sanitario, ya que las BLEE pueden diseminarse rapidamente en funcion la ubicacion geografica,

densidad de poblacion o medidas higiénicas (Castanheira et al., 2021), y asi afectar a la eficacia
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de tratamientos en medicina humana y veterinaria. Por tanto, la deteccion de este tipo de
resistencias indica la necesidad de mantener sistemas de vigilancia activa en esta produccion,

incluso en contextos donde su frecuencia es reducida.

Este trabajo también supone la primera caracterizacion de los perfiles de resistencias
detectados en esta raza avicola y proporciona informacion relevante de cara a entender el impacto
sanitario que esta produccion puede tener en la difusion de resistencias antimicrobianas. En este
estudio, la clasificacién de un antibiotico como sensible, intermedio o resistente se realizo
siguiendo los criterios recomendados por el CLSI (2020), EUCAST (2022) y la SFM (2021).
Ademas, aquellos aislados categorizados como intermedios a un antibidtico se recodificaron
como resistentes para optar por un enfoque conservador en la estimacion de las resistencias, ya
que una sensibilidad reducida podria comprometer la eficacia clinica. Es importante sefialar que
los métodos utilizados para la prueba de susceptibilidad microbiana pueden variar entre estudios
y esto puede afectar a la comparabilidad, aunque en la mayoria de los estudios consultados los

criterios fueron similares.

Los resultados de este estudio muestran una elevada prevalencia de resistencias frente a
aminoglucdsidos en los aislados analizados. Este hallazgo fue muy llamativo, ya que en
producciones intensivas estas resistencias suelen detectarse con menor frecuencia. Por ejemplo,
en sistemas de produccion intensiva de Espafa se han encontrado resistencias a aminoglucosidos
y polimixinas en porcentajes menores al 18 % (Monroy et al., 2025; Sevilla-Navarro et al., 2022).
Esta mayor presencia de resistencias en Pita Pinta podria ser debida a los tratamientos antibioticos
previos que habian reportado los ganaderos, ya que la mayoria de ellos habian tratado con
macrolidos (Figura 15). Esto puede ser relevante, ya que, aunque no hay resistencia cruzada entre
macrolidos y aminoglucésidos, se ha observado que algunos plasmidos portan genes de
resistencia a ambos grupos, favoreciendo asi su seleccion bajo presion antibidtica (Zong et al.,
2022). Ademas, el uso de macrolidos esta ampliamente extendido en avicultura segin los datos
del Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibioticos (PRAN) durante 2023, siendo el grupo
de antibiotico mas intensamente utilizado, alcanzando los 7,50 mg/biomasa (Plan Nacional frente
a la Resistencia a los Antibioticos (PRAN), 2024). También resulta llamativa la alta resistencia a
polimixinas (colistina) en comparacion con la situacion en produccion intensiva, ya que, mientras
en este tipo de sistemas se observa una clara tendencia descendente —pasando del 17 % en 2019
al 4% en 2021, segun Sevilla-Navarro et al. (2022)— los datos en la Pita Pinta son alarmantes,
con una resistencia del 100 %, a pesar de que no se report6 el uso de este antibiotico en las granjas
encuestadas. Esta situacion es muy preocupante desde el punto de vista de la sanidad publica
debido a su clasificacion como antibidtico de ultimo recurso en medicina humana. Serian

necesarios estudios posteriores para investigar la persistencia de este tipo de resistencias y
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establecer medidas de cara a disminuir la frecuencia de bacterias resistentes a colistina en esta

produccion.

La situacion en lo que respecta a la susceptibilidad a los B-lactamicos e inhibidores del acido
folico también es muy diferentes a la avicultura intensiva. En la Pita Pinta se observaron
porcentajes de resistencia menores del 40 % (Figura 10), valores mucho mas moderados que los
reportados por Monroy et al. (2025) en sistemas intensivos, con resistencias del 99,10 % para f3-
lactamicos y del 60,50 % para inhibidores del acido folico. No obstante, dentro de la familia de
los B-lactamicos pueden existir variaciones segun el antibidtico especifico, y las comparaciones
con otros estudios son dificiles, ya que no siempre se reportan resultados para todos los farmacos
de esta clase. De esta manera, cuando se han analizado los mismos antibioticos, en algunos casos,
los resultados son parecidos. Por ejemplo, los valores que se han encontrado en el presente estudio
de resistencia a ampicilina son similares a los reportados por otros autores: 30 % en Rivera-Gomis
et al. (2021a). De forma similar, las resistencias a cefalosporinas encontradas aqui han sido bajas,
coincidiendo nuevamente con otros estudios (Sevilla-Navarro et al., 2022). La limitada resistencia
especifica a las cefalosporinas sugiere que la presion selectiva para este tipo de f-lactamasas es
baja en las condiciones evaluadas. Esto podria deberse al uso restringido de cefalosporinas ya que
estas se agrupan en categoria C (cefalosporinas de 1* y 2 generacion, y cefamicinas) cuyo uso
esta permitido cuando no hay antibioticos de categoria D eficaces y categoria B (cefalosporinas,
3*y 4% generacion con la excepcion de las combinaciones con inhibidores de B-lactamasas) cuyo
empleo esta restringido con el objetivo de mitigar el riesgo para la salud humana (Agencia

Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, s.f.).

Estas similitudes pueden deberse a que las pautas de tratamiento de amoxicilinas y
penicilinas de 1* generacion pueden ser mas similares en ambos tipos de produccion. Asi, se ha
constatado que ambos farmacos han sido opciones terapéuticas frecuentes tanto en las granjas
analizadas (Figura 15) como en general en la produccion avicola (Plan Nacional frente a la
Resistencia a los Antibidticos (PRAN), 2024). Sin embargo, se ha observado una resistencia
ampliamente distribuida frente a penicilinas de ultima generacion en Pita Pinta (por ejemplo,
ticarcilina o piperacilina), a pesar de que no se han reportado el uso de estos antimicrobianos. Se
ha comprobado que el uso de un p-lactamico puede co-seleccionar resistencias a otros del mismo
grupo. Asi, la administracion durante 5 dias de ampicilina puede conducir a un aumento de
resistencias también a amoxicilina-acido clavulanico, cefoxitina y ceftriaxona (Roth et al.,
2019a). También podria indicar la existencia de genes de resistencia a B-lactdmicos que afecten a

varias generaciones de penicilinas. En este sentido, futuros estudios sobre la presencia de genes
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relacionados con la resistencia a estos antibidticos serian interesantes para caracterizar los perfiles

de resistencia en esta produccion y evaluar las posibles diferencias con producciones industriales.

En el caso de las quinolonas, los resultados en Pita Pinta son generalmente mas bajos que en
produccion industrial. Por ejemplo, en el caso del enrofloxacino < 20 % en Pita Pinta frente al
25 % en Sevilla-Navarro et al. (2022) ; o < 30 % en acido nalidixico frente al 88 % encontrado
por Roth et al., (2019b), en este caso en broilers. En ambos casos con una tendencia ascendente
en la produccion industrial. Asimismo, los valores en Pita Pinta son marcadamente menores a las
medias europeas que reportan una resistencia del 50,30 % (European Food Safety Authority

(EFSA) & European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2025).

A nivel de granja, se detectd que mas del 50 % de las explotaciones presentan al menos un
aislado con resistencia a cinco o mas familias antibidticas; sin embargo, los resultados varian
considerablemente dentro de cada familia estudiada. Por ejemplo, aunque las explotaciones de
Pita Pinta presentan porcentajes del 100 % de resistencia en el grupo de los aminoglucosidos, las
resistencias se concentran fundamentalmente en la estreptomicina, neomicina y apramicina. Esta
situacién contrasta notablemente con los hallazgos de Nguyen etal. (2015), en sistemas
productivos también familiares aunque a mas pequefia escala, donde la unica resistencia hallada
de los aminoglucdsidos fue a la amikacina, cuya prevalencia fue del 22,30%. No obstante, los
datos en producciones rurales en Europa son escasos y la mayoria de los estudios se realizan en
pollos broiler de origen industrial, que pueden arrastrar resistencias de las madres criadas de forma
intensiva (Hedman et al., 2019), por lo que no reflejan de forma fidedigna la situacion en relacion

a las producciones exclusivamente tradicionales.

Otros productos presentan resistencias mas bajas. Si nos fijamos en otros aminoglucosidos,
la gentamicina muestra un valor del 12,50 %, similar al reportado por Rivera-Gomis et al. (2021b)
en granjas de ponedoras, donde la prevalencia se sitiia por debajo del 15 %. Ademas, otro valor
comparable es el de la tetraciclina (56,20 %), cuya prevalencia en el mismo estudio fue
ligeramente superior al 60 %. En cambio, otros antibioticos como la colistina (100 %), el 4cido
nalidixico (62,50 %) o la ampicilina (68,80 %) presentan valores muy superiores a los descritos
en granjas de produccion industrial espafiolas (<45 %, 30,26 % y 30 %, respectivamente (Rivera-
Gomis et al., 2021a; Rivera-Gomis et al., 2021b)). Estos resultados ponen de manifiesto las
particularidades en el perfil de resistencias encontradas en las granjas de Pita Pinta, que deben ser
tenidas en cuenta a la hora de aplicar tratamientos antibidticos y monitorizar la difusion de

resistencias antimicrobianas.

En el presente estudio también se caracteriz6 el perfil de las bacterias multirresistentes.
Las cepas multirresistentes (con resistencias a antibioticos de mas de una familia de antibi6ticos)

fueron las mas frecuentes en la Pita Pinta (56,52 %), aunque su prevalencia fue menor en
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comparacion con lo reportado en otros estudios en produccion avicola, tanto a nivel industrial
(Monroy et al., 2025) como en explotaciones rurales (Hedman et al., 2019): 99,30 % y 68,40 -
100 %, respectivamente). A pesar de las diferencias en los sistemas de produccion, estos datos
indican que las cepas multirresistentes estdn ampliamente distribuidas, y no se limitan al ambito

industrial, donde su presencia es particularmente alta en broilers (91 %) (Monroy et al., 2025).

El mapa de calor diferencio cuatro clusters en relacion con los perfiles de resistencia, pero
se identificaron situaciones en las que coexistian los diferentes clisters en una misma granja. Las
resistencias a aminoglucdsidos y polimixinas no permitieron identificar patrones especificos, ya
que estuvieron presentes en la mayoria de los aislamientos, por lo tanto, la clusterizacion
detectada se atribuye a las combinaciones que incluyen penicilinas o penicilinas y otros
compuestos: quinolonas (cluster 1), y combinacion con tetraciclinas y sulfamidas (claster 3). En
la bibliografia no se han encontrado datos sistematicos para comparar producciones similares; sin
embargo, al analizar los perfiles descritos para broilers, también han sido observadas asociaciones
similares de penicilinas, quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas. Por ejemplo, la EFSA reporta que
los perfiles multirresistentes mas comunes implican a ampicilina, tetraciclina, ciprofloxacina y el
acido nalidixico (European Food Safety Authority (EFSA) & European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), 2025); y otros estudios también encontraron un perfil similar al
cluster 3 (sulfonamidas, tetracicilnas y penicilinas) de forma frecuente (10 % en Rivera-Gomis

et al. (2021Db)).

No obstante, el patron mas frecuente en el presente estudio implicé la presencia de
resistencias fundamentalmente a aminoglucosidos y polimixina (claster 2). Esta situacion
contrasta con la baja deteccion en los otros estudios, donde los aminoglucosidos no son tan
frecuentes y unicamente la colistina form¢ parte de algin patron MDR de forma ocasional
(European Food Safety Authority (EFSA) & European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), 2025). Esta situacion marca una clara diferencia entre el patron de resistencias

encontradas en Pita Pinta respecto a otro tipo de producciones.

Si nos centramos en la presencia de resistencias a aminoglucosidos. Una vez que un
aislado presenta resistencia a estos antimicrobianos, la presencia de E. coli multirresistente a
varios aminoglucésidos no resulta inusual en la avicultura. En este sentido, Cox et al. (2022) han
demostrado que dentro de un mismo plasmido se pueden transmitir diversos genes de
aminoglucoésidos y los mecanismos de resistencia frente a un antibidtico pueden afectar a otros
(Zhang et al., 2014). En este sentido, las resistencias a aminoglucosidos en Pita Pinta supusieron
mayoritariamente la resistencia a otros antibidticos del grupo. Ademas, también se ha encontrado
que la presencia de resistencia a aminoglucosidos suele estar asociada con resistencia a

antibidticos de otras familias, lo cual puede ser frecuente. Por ejemplo, Cox etal. (2022)
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encontraron que el 84,50 % de cepas de E. coli que portaban genes de resistencia frente a
gentamicina, presentaban a su vez co-resistencia frente a otros antibioticos de diversas familias.
La existencia de multirresistencias que implicasen aminoglucdsidos junto a antibioticos de otras
familias fue un hecho que se observo de forma moderada en el caso de Pita Pinta, 14/46 aislados
(30,43 %), pero cuando aparecieron la familia més frecuentemente implicada fueron los [-
lactamicos. Esto es consistente con estudios previos de co-ocurrencia, los cuales han demostrado
la presencia simultanea de genes relacionados con la resistencia a ambos grupos en los mismos
aislados en humanos (Bodendoerfer et al., 2020). Estos patrones no solamente se han observado
en avicultura. También se han encontrado E. coli aislados en ganado vacuno implicando a aislados
multirresistentes a estreptomicina y trimetoprima, sulfonamida y estreptomicina, y tetraciclina
(Gow et al., 2008); y en ganado porcino (Travis et al., 2006). Esto sugiere la posible transmision
conjunta de estos genes (Jacoby, 2009) y su amplia distribucion en diferentes animales de

produccion (Gow et al., 2008).

También es importante destacar la ausencia de asociaciones estadisticamente
significativas entre los factores estudiados. Lo que sugiere que la presencia de resistencias se da
en diferentes condiciones, algunas de las cuales podrian suponer riesgos para la transmision. Por
ejemplo, la deteccién de cepas multirresistentes en diferentes tipos de manejo como la
organizacion en lotes o el manejo individualizado de aves indica que la segmentacion del manejo
no necesariamente impide la acumulacion de resistencias. Al contrario de lo reportado por Saeed
et al. (2023) en donde vieron que el mantener las aves sueltas aumentaba el riesgo de portar tanto
E. coli como cepas productoras de BLEE comparado con el manejo en jaulas. Ademas, la compra
de animales, la cercania a explotaciones de otras especies o la presencia de mascotas puede
facilitar el ingreso y/o circulacion de bacterias resistentes (Nguyen et al. (2015). En este sentido,
la compra de animales dentro de las explotaciones de Pita Pinta es frecuente y podria favorecer la
diseminacion y homogenizacion de las resistencias dentro de este sistema productivo. Factores
ambientales como la presencia de charcos, el tipo de suelo, la fuente y tratamiento del agua, y la
frecuencia de limpieza podrian influir en aparicion y persistencia de resistencias (Persoons et al.,
2011) y el hecho de encontrar explotaciones que realizan este tipo de practicas y tienen un alto
nimero de resistencias podria contribuir al riesgo de difusion. En conjunto, estos hallazgos
sefialan la importancia de evaluar no solo la frecuencia media de resistencias, sino también los
contextos en los que surgen cepas multirresistentes, dado que estas constituyen un mayor riesgo

de diseminacion horizontal y persistencia en el entorno productivo.

Los resultados de este estudio muestran unos perfiles caracteristicos de resistencias a
antibidticos en E. coli en la Pita Pinta. La presencia de aislados de tipo BLEE ha sido baja
comparada con otras producciones, pero las resistencias a aminoglucésidos y polimixinas han

sido altas con un alto porcentaje de bacterias multirresistentes no solo a varios antibioticos sino a
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antibioticos de diferentes familias. Desde el punto de vista sanitario, la presencia de estos perfiles
multirresistentes dificulta las opciones terapéuticas en casos de colibacilosis u otras infecciones
bacterianas, comprometiendo la eficacia de tratamientos habituales y aumentando el riesgo de
brotes mas severos. A nivel de salud publica, estos hallazgos refuerzan la preocupacion por el
potencial papel de las aves de corral como reservorio de genes de resistencia transferibles a
patégenos humanos a través de la cadena alimentaria o del medio ambiente. Ademas, la
distribucién no homogénea de los patrones sugiere diferencias en el manejo o uso de antibioticos
entre granjas, apuntando a posibles fallos en las practicas de bioseguridad, rotacion de

antimicrobianos o control de entradas y salidas de animales.

El analisis de los perfiles de resistencia revela la presencia de agrupaciones de antibidticos
con resistencias concurrentes, lo que sugiere la existencia de mecanismos de co-seleccion y
posibles vinculos genéticos entre determinantes de resistencia. Destaca especialmente la aparicion
simultanea de resistencias frente a aminoglucosidos, polimixinas y B-lactamicos, lo cual es
preocupante debido a que muchos de estos estan clasificados como de importancia critica en
medicina humana (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, s.f.). Esta co-
resistencia puede estar mediada por elementos genéticos modviles, como integrones y plasmidos,
lo que implica que la presion selectiva ejercida por un solo antimicrobiano puede favorecer la
persistencia y diseminacion de multiples mecanismos de resistencia. En contraposicion, algunos
antibiodticos como las cefalosporinas (< 25 %) o el imipenem (0,00 %) mostraron niveles bajos o

nulos de resistencia, posiblemente por un menor uso de esos antibidticos.

En resumen, este estudio supone la primera caracterizacion de las resistencias en Pita
Pinta. Estos resultados pueden ayudar a definir los riesgos de propagacion de resistencias y
mejorar la seleccion de tratamientos terapéuticos. Esto es especialmente importante en un
contexto en el que la administracion fomenta la restriccion del uso antibidticos. Su reduccion en
avicultura ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias alternativas, como vacunas,
prebiodticos, probioticos, enzimas, acidificantes digestivos, vitaminas, moduladores del sistema
inmune, farmacos antiinflamatorios y otros compuestos con propiedades antimicrobianas (Nolan

et al., 2020), aunque atn se requieren estudios adicionales para validar su eficacia.
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8 CONCLUSIONES

1.

La prevalencia de cepas productoras de BLEE en E. coli de aislados de gallinas de Pita
Pinta en Asturias es baja.

Las resistencias mas prevalentes en la Pita Pinta se observaron frente a aminoglucdsidos,
especialmente neomicina, estreptomicina y apramicina, asi como a colistina. En
contraste, las resistencias frente a cefalosporinas e imipenem fueron menos frecuentes.
Se encontraron diferentes perfiles de resistencias a antibidticas implicando
aminoglucdsidos y polimixina (cluster 2), junto con f-lactamicos (cluster 4); penicilinas
y quinolonas (cluster 1); penicilinas, tetraciclinas y sulfonamidas (cluster 3).

Las explotaciones presentaron perfiles de resistencia muy variados, observandose varios
clusteres de resistencia distintos dentro de cada granja.

No se encontraron asociaciones significativas entre el nimero de resistencias detectadas
y los factores de manejo o ambientales evaluados. Esto sugiere una distribucion
homogénea de las resistencias entre granjas con condiciones diversas, lo cual podria
favorecer su diseminacion y tener implicaciones sanitarias relevantes.

La alta prevalencia de resistencias frente a polimixinas (colistina), aminoglucésidos y f3-
lactamicos es especialmente preocupante desde una perspectiva de salud publica, dado
que estos antimicrobianos son de importancia critica en medicina humana. Los perfiles y
combinaciones de resistencias encontrados deben ser tenidos en cuenta en la eleccion de

las medidas terapéuticas a aplicar sobre la Pita Pinta.
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