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Resumen

El alarmante incremento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos (ATM)
es sin duda, uno de los mayores problemas actuales de la salud publica. Estos
compuestos constituyen una de las principales herramientas para controlar y
prevenir infecciones bacterianas, tanto en medicina humana como veterinaria. La
resistencia esta directamente relacionada con el uso intensivo, muchas veces de
forma indiscriminada, de los ATM. Las cefalosporinas de tercera generaciéon (C3G),
fluoroquinolonas (FQ) y colistina son ATM de importancia critica en la medicina

humana y se emplean en la medicina veterinaria con elevada frecuencia.

El objetivo de trabajo fue evaluar los mecanismos de resistencia a C3G, FQ,
colistina y otros ATM en aislamientos de Salmonella spp. y Escherichia coli
recuperados de establecimientos de produccién avicola, de bovinos y equinos. Los
aislamientos pertenecen a la colecciéon del area de Bacteriologia del Instituto de
Patobiologia, incluyendo a E. coli productoras de toxina Shiga (STEC) de origen
bovino, obtenidos entre los afios 1998-2012. El resto de los aislamientos fueron
recuperados de muestras de granjas avicolas de Buenos Aires y Entre Rios durante

los afios 2010-2012 y 2014.

Los aislamientos de Salmonella spp. recuperados de bovinos y equinos, mostraron
altos niveles de sensibilidad a C3G, FQ, carbapenemes y colistina. Las dos
poblaciones analizadas, mostraron bajos niveles de sensibilidad a TET y SXT. Se
describi6 por primera vez la deteccidn de la B-lactamasa de tipo AmpC, CMY-2 de
un Unico aislamiento con resistencia a C3G recuperado de equino. Se caracterizo la
plataforma y el entorno genético de blacmy-2. Posteriormente, se secuencié el
plasmido completo de pST10-16. Se determind el secuenciotipo presente en

PST10-16, pero éste no ha sido definido en el esquema de pMLST.

En los aislamientos recuperados de pollos parrilleros y gallina ponedoras, S.
Heidelberg fue la serovariedad prevalente dentro de los aislamientos (55%)
provenientes de diferentes granjas de Buenos Aires y Entre Rios.
Aproximadamente el 50% de los aislamientos presentaron sensibilidad a C3G, un

menor porcentaje a FQ y el total de los aislamientos sensibles a carbapenemes y
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colistina. El mecanismo prevalente de resistencia a C3G observado en Salmonella
spp. fue la produccién de CMY-2, aunque se observé una menor proporcion de
BLEE provenientes del grupo CTX-M-14 y CTX-M2. El determinante PMQR
prevalente en estos aislamientos fue qnrB (89,5%) y la variante alélica fue qnrB5,
la cual no ha sido descripta previamente en aislamientos clinicos o veterinarios en
nuestro pais. Se describi6 en el 75% de los aislamientos de S. Heidelberg el mismo
patrén de Xbal-PFGE, que demostrd la propagacion de un clon predominante entre

las granjas.

En los aislamientos de E. coli STEC no-0157 recuperados de bovinos, el serotipo
prevalente fue 026 y 0111, donde el 87% de los aislamientos portadores de stx1
contienen intimina, importante para la patogénesis de éstos aislamientos. Se
observé un alto nivel de sensibilidad a las C3G ensayadas y solo dos aislamientos
fueron productores de la cefalosporinasa CMY-2. De la misma manera presentaron
un elevado porcentaje de sensibilidad a quinolonas y no mostraron resistencia a
carbapenemes y colistina. Dentro de los genes PMQR detectados, gnrd fue el

determinante prevalente.

Al contrario, en los aislamientos de E. coli recuperados de pollos parrilleros se
observé un elevado nivel de resistencia a C3G, FQ y colistina. La proporcién de
resistencia a otras familias de ATM fue elevada destacandose la descripcion de un
gran numero de aislamientos con multirresistencia (MDR). El mecanismo de
resistencia prevalente a C3G, fue la cefotaximasa CTX-M-2, presentandose en
combinacién con CTX-M-14 y CMY-2. El andlisis de la clonalidad de los
aislamientos resistentes a C3G revel6 una distribucidon heterogénea de los grupos
filogenéticos encontrados. Los marcadores PMQR prevalentes fueron gqnrB y qnrsS,
siendo las variantes alélicas identificadas como qnrB5 y qnrA1l, y se observd gran
diversidad de otros determinantes PMQR. Se describi6 por primera vez en nuestro
pais, un elevado porcentaje de aislamientos con resistencia a colistina (COL)
provenientes de animales y se detectd el gen mcr-1, mecanismo de resistencia de

codificacién plasmidica.

En este trabajo, no se observé co-transferencia de mecanismos de resistencia a (3-

lactamicos, pero si se detectd la transferencia del determinante gnrB5 en los

12
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aislamientos portadores, sugiriendo que comparte una localizaciéon en el mismo
plasmido junto a mcr-1. Se identifico el pldsmido IncK en las cepas salvajes y
transconjugantes obtenidos, como el posible replicon que caracteriza el plasmido

conjugativo portador del determinante de resistencia mcr-1.

Debemos considerar la sensibilidad a los ATM como un recurso limitado y no
renovable, de muy lenta recuperacion cuando se ha perdido y debemos ser capaces
de implementar un sistema de vigilancia de la resistencia antimicrobiana en las
poblaciones animales y humana, ya que teniendo un mejor conocimiento de la
ecologia de bacterias resistentes y de los genes implicados en la resistencia, se
podrad generar una mayor conciencia en las partes interesadas, sobre el uso
prudente y responsable de los antimicrobianos en la poblacién animal, en el
ambito clinico y sus consecuencias en el ambiente. Este problema, de origen
multifactorial y de alcance global, trasciende fronteras, y requiere acciones
inmediatas, integradas y multisectoriales. Los organismos internacionales
dedicados a la salud (Organizacion Mundial de la Salud-OMS y la Organizacion de
Sanidad Animal-OIE) han instado recientemente a los paises a elaborar planes y a
adoptar medidas para enfrentarlo, bajo el concepto de “Una salud”, con una visién

integral de la sanidad animal y la salud publica a escala mundial.
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Introduccion

14



J.E. Dominguez

Resistencia antimicrobiana (RAM)

El alarmante incremento de la RAM es, sin duda, uno de los mayores problemas de
la Salud Publica, y una amenaza para el sistema de salud, ya que estos compuestos
constituyen una de las principales herramientas para controlar y tratar las

infecciones bacterianas, tanto en medicina humana como en veterinaria.

Las bacterias patégenas y el hombre han mantenido una lucha constante a lo largo
de la historia. Cuando en la primera mitad del siglo XX se desarrollaron los
primeros antimicrobianos y se aplicaron a la clinica, el hombre creia haber ganado
la batalla frente a los patogenos bacterianos. Sin embargo, al poco tiempo las
bacterias demostraron una vez mas el poder de su éxito evolutivo: su enorme

plasticidad para adaptarse a nuevas presiones selectivas.

La resistencia a los antibioéticos, es la capacidad que tiene los microorganismos de
resistir al efecto de dichos farmacos, es decir que los microorganismos no mueren,
y su crecimiento no se detiene. Las bacterias encuentran inevitablemente maneras
de resistir a los antibidticos creados para destruirlos, haciéndolos ineficaces; por lo
que es necesario evitar el desarrollo de una nueva forma de resistencia a través de

cambios genéticos e impedir que la que resistencia que ya existe se propague.

El uso de antibidticos es el factor mas importante que lleva a la resistencia a los
antibiéticos en todo el mundo. Es decir el simple uso de antibidticos crea

resistencia.

(Por qué surge la resistencia dentro de un microorganismo?

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los ejemplos mejor conocidos de
adaptacion rapida de las bacterias a un ecosistema que contenga estas moléculas.
Los microorganismos a través de un proceso de seleccion darwiniana han
desarrollado robustos mecanismos para evadir la destruccion de muchas

sustancias toxicas del ambiente.

La mayoria de los drogas antimicrobianas son naturalmente producidas por

microorganismos (1) como un mecanismo de defensa frente a otros, o son
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compuestos naturales modificados mediante sintesis quimica para dar lugar a
compuestos analogos, denominados antimicrobianos, con notables mejoras en su

actividad y reduccion en su toxicidad.

La resistencia antimicrobiana es una amenaza debido a que el uso de
antimicrobianos ha aumentado tanto en las ultimas décadas que los
microorganismos estan expuestos a mayores concentraciones de un nimero cada
vez mayor de antimicrobianos, aumentando las posibilidades de desarrollar

resistencia.

Aunque no se sabe el origen, muchos microorganismos poseen genes-R
(determinantes de resistencia) como forma de proteccion frente al efecto de las
sustancias que ellos mismos elaboran; o mediante mutaciones puntuales que han
permitido variaciones en genes esenciales, defendiendo a sus productos del ataque
de determinados agentes. Los genes-R pueden mantenerse en las bacterias
originarias y su descendencia (transmision vertical), o bien diseminarse de forma
horizontal, entre bacterias mas o menos relacionadas. Por lo tanto, la emergencia
de la resistencia antimicrobiana es una respuesta natural de evoluciéon a la
exposiciébn a los antimicrobianos que los microorganismos explotan para

sobrevivir a las presiones ejercidas por el ambiente.

(Como se produce la trasmision de resistencia entre los microorganismos?

El desarrollo de resistencia a los antimicrobianos puede ocurrir naturalmente
(resistencia intrinseca), basada en las mutaciones de genes codificados sobre el
cromosoma bacteriano, que ocurre de forma espontaneo en ausencia de presion de

selecciéon antimicrobiana (2).

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los antimicrobianos (resistencia
adquirida) cuando nuevo material genético es intercambiado entre los
organismos. Esto se produce cuando al menos una bacteria dentro de un grupo
heterogénea de bacterias lleva el determinante de resistencia capaz de expresar
resistencia al antibiético. Independientemente de la manera en que un gen es

transferido a una bacteria, el desarrollo de la resistencia resulta en la expresion de
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dicho gen, el cual puede ser transferido a otra bacteria permitiéndoles que se
produzca un efecto biolégico tangible, el cual inhibe la actividad del antibiético.
Ambos tipos de resistencia espontanea o adquirida, se puede transmitir

horizontalmente o verticalmente.

La transmision horizontal de la resistencia puede ocurrir a través de varios
mecanismos (Figura 1), es decir el material genético puede ser transferido entre

los microorganismos a través de tres rutas principales:

(i) transformacion: algunas bacterias son capaces de captar ADN libre desde el

ambiente e incorporarlo a su cromosoma;

(ii) transduccion: donde virus que infectan bacterias (bacteriéfagos) median la
transferencia de ADN entre bacterias via la transduccion, en el cual ADN de una
bacteria donante es empaquetado en la particula del virus y es transferido a una

bacteria receptora, durante la infeccidn;

(iii) conjugacion: es el mecanismo de transferencia de genes responsable de los
aspectos mas preocupantes de la resistencia antimicrobiana. Se forma un pilus
sexual (pequefio tubo) entre dos células bacterianas a través del cual se transfiere

ADN plasmidico.

Figura 1: Mecanismos de transmision genética entre bacterias. A- Transduccion:

insercion de ADN mediante un bacteriéfago. B- Conjugacion: el plasmido de la bacteria
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dadora se transfiere a la receptora mediante la formacién de un pilus. 1- El plasmido se
puede insertar en el cromosoma bacteriano. 2- El plasmido puede quedar libre en el
citoplasma bacteriano. 3- Distintos estados del ADN plasmidico, libre o integrado al
cromosoma bacteriano.4- El plasmido puede intercambiar material genético como
secuencias de insercidon o transposones con otros plasmidos o con el cromosoma. C-

Transformacion: adquisicién de ADN libre desde el medio. Figura adaptada de Gyles y col

(3).

(Por qué la resistencia emerge en la poblacion a nivel humano?

Es ahora bien entendido a nivel molecular, que un mismo gen de resistencia puede
ser identificado en especies patégenas para humanos, asi como también en
bacterias las cuales crecen en el contexto agrario, en la carne de animales de
consumo y en animales de compania, lo que sugiere que la RAM crece y es
independiente del contexto. Sin embargo, la aparicion de la resistencia puede ser

acelerada debido al uso frecuente y generalizado de los antimicrobianos.

Diversos estudios han demostrado que la RAM, surgié en parte como resultado de
la presion selectiva ejercida por utilizar antimicrobianos fuera de la medicina
humana; es decir en medicina veterinaria, en la alimentacién animal, en la
produccion de peces y en la agricultura. Se utiliza una mayor cantidad de
antimicrobianos en la produccion de alimentos comparada con la utilizacién en los
seres humanos, mostrando marcadas diferencias en la produccién de alimentos de

origen animal.

Este uso, mal uso o uso excesivo de medicamentos, se considera que es un
importante factor que influye en el desarrollo de la resistencia. Por lo tanto,
presiones selectivas ejercidas por la, exposicion a antimicrobianos permiten que
microorganismos con determinada resistencia, sobrevivan e incluso proliferen.
Aislamientos de Escherichia coli no patégenos resistentes, han sido implicados en
la transmisiéon de determinantes de resistencia y estos determinantes pueden
llegar a la microbiota intestinal por el consumo de leche o carne contaminada (4).
El conocimiento de como se produce la colonizacién del intestino humano es atin

incompleto, pero es sabido que la flora endégena de origen animal puede
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propagarse a través de la cadena alimentaria y colonizar transitoriamente el
intestino humano. Esto se traduce inicialmente en un estado de portador
silencioso, que mas tarde puede dar lugar a infecciones aparentemente no
relacionadas y una mayor gravedad de la enfermedad, dando lugar a peores

resultados en los pacientes debido a la falla en la terapia con antimicrobianos.

Sin embargo, aunque la relacién entre el uso humano de antimicrobianos y
aparicion de la resistencia parece clara, esta asociacion es compleja. Hay que tener
en cuenta diversos factores: interacciones patégeno-antimicrobiano y patégeno-
hospedador; las tasas de mutacion del patégeno; la aparicién con éxito de clones
resistentes a los antimicrobianos; la tasa de transmisién del patégeno entre
humanos, animales y el ambiente; ademas del fendémeno de resistencia cruzada y la

seleccion de co-resistencia a antimicrobianos no relacionados.

Por lo tanto, el papel del uso de antimicrobianos en la aparicién de la resistencia es
complicado y esto significa que hay que ser conscientes de la complejidad del tema
en cuestion y que se debe adoptar un enfoque integrado tanto en la comunidad, en
la agricultura y el medio ambiente, para tratar de minimizar los efectos de la

resistencia en la salud publica en general.

;Cual es el papel de los animales y el medio ambiente en conducir la
transmision de la resistencia?

Segin datos de la OMS, la mitad de la produccién mundial de antibidticos se
destina al uso veterinario, los antimicrobianos se emplean con fines terapéuticos,
profilactico, metafilactico y como promotores de crecimiento. Las dos primeras
aplicaciones tienen el mismo uso que en la medicina humana, y se aplican para
tratar y/o prevenir infecciones producidas por bacterias. Sin embargo, existe
también la utilizacién especifica de antimicrobianos en animales de produccidn,
denominado metafilaxia, en donde el antibiotico es administrado a un lote de
animales que se conoce que han tenido contacto con el agente infeccioso y asi

evitar un brote.
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Por ultimo los antimicrobianos pueden ser utilizados como promotores de
crecimiento, mediante su administraciéon en dosis sub-terapéuticas con el objetivo
de beneficiar la ganancia de peso y aumentar de esta manera la eficacia productiva.

Asimismo, también son utilizados con el fin de controlar bacterias zoondticas.

La utilizacién de antibidticos como promotores de crecimiento se hace en
cantidades muy inferiores a las utilizadas en la profilaxis o tratamiento. El
antibiotico se mezcla con el agua o el pienso del animal y consigue debilitar el
efecto barrera ejercido por la flora intestinal, dando lugar a una mayor absorcion
de nutrientes y aumentando el ritmo de crecimiento. En esta situacion el uso de
antibiéticos se hace mas necesario ya que los animales estan mas expuestos a las
infecciones al no ser capaces de desarrollar, en tan poco tiempo, un sistema

inmunitario eficaz.

Esta aplicacion de los antimicrobianos se remonta a principios de la década de los
50, cuando se descubrié que pequenas dosis de tetraciclina mejoraban el
crecimiento del ganado (5). A finales de la década de los 60 surgieron las primeras
voces de alerta sobre el incremento de la resistencia a cloranfenicol en Salmonella
spp- v la posible implicacién del consumo en antibiéticos como promotores de

crecimiento en la aparicion de aislamientos clinicos resistentes.

Desde la aparicion de las primeras resistencias cruzadas entre cepas de origen
animal y humano, y especialmente desde la sugerencia de que el uso de avoparcina
como aditivo alimentario en el pienso fue la causa del incremento de la resistencia
a la vancomicina en enterococos aislados de muestras clinicas, se ha propuesto la
total eliminacién de antibiéticos como promotores de crecimiento (6, 7) aunque la
contribucidn directa del uso de antibidticos en animales a la resistencia de cepas
clinicas es muy cuestionada (8, 9). A pesar de estas y otras pruebas, la prohibicién
europea sobre el uso de antimicrobianos para la promocién del crecimiento en el
ganado no se realizd hasta el 2006, y fuera de la Unién Europea, el uso de

promotores no se ha prohibido, incluyendo Latinoamérica.

El alarma social creada por el uso de antimicrobianos en animales de produccion y

la aparicion de bacterias resistentes en muestras de origen humano ha provocado
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distintas reacciones. Algunos paises han comunicado su rechazo, suspendiendo la
importacion de alimentos de origen animal donde se utilicen antimicrobianos
durante la produccion; lo que gran parte de los productores de alimentos, han
respondido respetando estrictamente el periodo de retiro del antimicrobiano antes
que el producto salga a la venta o directamente suspendiendo el uso; por ejemplo
suspendieron el empleo de quinolonas para el tratamiento de animales (10)

debido a su utilizacién también en la medicina humana.

Es importante sefalar que la resistencia de ciertos antibiéticos es critica; uno de
los antibidticos que estd causa mayor preocupacion, son el grupo de las
fluoroquinolonas tan usado en veterinaria. Paises como Jap6n sélo permiten el uso
de quinolonas en animales, cuando éste sea el Unico tratamiento de eleccidn,
siempre bajo la supervisién de un veterinario y durante un tiempo maximo de
cinco dias (11). El alerta creada ante el gran aumento de cepas con sensibilidad
disminuida a quinolonas a mediados de los 90’s, empuj6 a la OMS a convocar a una
reunion especial sobre el impacto en salud humana del uso de quinolonas en

animales (OMS, 1998).

La contribuciéon del medio ambiente a la resistencia antimicrobiana es también
preocupante. El uso de metales en la agricultura (por ejemplo, cuando se aplica
directamente cobre como agente bactericida y fungicida); dado que muchos
metales co-seleccionan determinados genes de resistencia. Incluso el uso general
de fertilizantes nitrogenados podria afectar el contenido del suelo en genes de
resistencia a antibidticos, causando un desbalance en cuanto a la relacién y la

abundancia de microorganismos.

Actualmente, existe una necesidad de comprender los factores ambientales que
puede contribuir al desarrollo de patdgenos resistentes e identificar cualquier
interaccion modificable para reducir o prevenir una mayor propagacion de la
resistencia al entorno, tal cual fue expresado en el informe mundial de la OMS
2014 (http://www.who.int/antimicrobial-resistance/global-action

plan/development_process/es/).
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Los animales como reservorio de bacterias resistentes

En la actualidad, se presta especial atencion a la eficacia de los llamados

“antibioticos de importancia critica” (AIC) como:

e cefalosporinas de tercera generacion (C3G)
e cefalosporinas de cuarta generacion (C4G)

e fluoroquinolonas (FQ)

Siendo los antimicrobianos de importancia en la medicina humana, y actualmente

se emplean en veterinaria con elevada frecuencia.

Los animales productores de alimentos son considerados el principal reservorio de
Salmonella no Typhi, E. coli y Campylobacter causantes de las infecciones entéricas
en humanos. Estos patégenos zoondticos pueden propagarse a través de la cadena
alimentaria debido al manejo inadecuado o insuficiente coccién de los alimentos,
causando diarrea autolimitada, que normalmente no requiere tratamiento médico.
Pero en infecciones mas severas, que cursan con complicaciones, como puede ser
desde fiebre hasta sintomatologia mucho mas grave, las cefalosporinas de espectro
extendido y fluoroquinolonas son los antibidticos de eleccion en el tratamiento de
la salmonelosis, por lo que la presencia de resistencia se vuelve importante y

puede conducir al fracaso del tratamiento (12).

En el contexto veterinario, la presencia de resistencia en E. coli y Salmonella spp.
ha causado altos niveles de mortalidad y morbilidad en terneros e infecciones

fatales en animales domésticos (13, 14).

Las cefalosporinas de espectro extendido de uso por prescripciéon veterinaria,
estan limitadas al tratamiento de enfermedades clinicas. Cefalonio, cefoperazona,
cefquinoma, ceftiofur y cefuroxima, son las cefalosporinas frecuentemente usadas
y son aprobadas exclusivamente para el tratamiento de enfermedades animales
tales como metritis, mastitis en el ganado, las enfermedades respiratorias en
rumiantes, caballos y cerdos; la enteritis necrética y colisepticemia en aves de

corral, y la septicemia causada por E. coli en terneros (15).Cefotaxima y cefalexina
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son los antibidticos de eleccion para el tratamiento de cistitis y heridas de la piel,

en gatos y perros.

Las fluoroquinolonas son un grupo de agentes antibacterianos sintéticos usados
tanto en la medicina veterinaria como humana para el tratamiento de una variedad
de enfermedades infecciosas. Entre las mdas conocidas y usadas en veterinaria
incluyen ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina, marbofloxacina, norfloxacina

y sarafloxacina (16).

La enrofloxacina es una fluoroquinolona desarrollada en la década de los 80 para
su uso exclusivo en veterinaria. Es eficaz en tratamientos profilacticos y
terapéuticos de pollos con infecciones causadas por E. coli, S. Typhimurium, S.
Gallinarum, S. Pullorum, H. paragallinarum, P. multocida (17) y asociaciones entre
E. coli y Micoplasma spp. (18). Se demostré en terneros la eficacia de la
enrofloxacina en diarreas y sepsis producidas por E. coli en infecciones
experimentales del tracto respiratorio con P. haemolytica y M. bovis, y en
infecciones latentes o manifiestas producidas por Salmonella spp. (17). Se ha
comprobado su eficiencia en diferentes producciones como cerdos, ovinos, y en
pequefios animales como felinos y caninos; pero el amplio espectro de actividad
antimicrobiana, y el excelente comportamiento farmacocinético, han hecho de las
fluoroquinolonas agentes muy atractivos para el tratamiento de infecciones
severas, tanto en el hombre como en los animales. Hay evidencias que indican la
emergencia de bacterias resistentes en animales tratados con fluoroquinolonas

(19).

Los antimicrobianos y la medicina veterinaria

La resistencia a los agentes microbianos constituye una preocupaciéon mundial
para la salud publica y animal que esta influenciada, como mencionamos
anteriormente, por el uso de dichos agentes tanto en medicina humana como en
medicina veterinaria. Por lo cual, los sectores encargados del cuidado de los
humanos, animales y vegetales, comparten responsabilidades al prevenir o
minimizar las presiones de seleccion de resistencia a los agentes antimicrobianos

sobre las bacterias patogenas.
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La OMS desarrolld el concepto de antimicrobianos de importancia critica (AIC)
para los seres humanos; mientras por su lado la OIE consigné de igual manera una
lista de los criterios de identificacion de estos agentes antimicrobianos de
importancia critica para los animales. La superposicion de las listas criticas
establecidas para la medicina humana y veterinaria puede proporcionar
informacion y permitir que se alcance un equilibrio adecuado entre las

necesidades zoosanitarias y las consideraciones en materia de Salud Publica.

Con el fin de proporcionar una lista completa, la OIE decidi6 tratar los agentes
antimicrobianos usados en animales destinados a la produccién de alimentos,

dividiéndolos en:

e agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica (AVIC)
e agentes antimicrobianos de importancia elevada (AVMI)

e agentes antimicrobianos de importancia (AVI)

Se seleccionaron dos criterios para determinar el grado de importancia de las

diferentes clases de agentes antimicrobianos veterinarios:

e (riterio 1: tasa de respuesta al cuestionario sobre los agentes
antimicrobianos importantes para la medicina veterinaria.
Se considerd que este criterio se cumplia cuando una mayoria de los que
respondieron (mas del 50%) sefalaron la importancia de una determinada
clase de agentes antimicrobianos.

e (riterio 2: tratamiento de una enfermedad grave de los animales y
disponibilidad de agentes antimicrobianos alternativos.
Se consideré que este criterio se cumplia cuando se identificaron los
compuestos de una clase como esenciales contra determinadas infecciones

y se carecia de alternativas terapéuticas suficientes.
Basandose en estos criterios, se establecieron las siguientes categorias:

e Agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica: son aquellos

que cumplen a la vez los criterios 1y 2.
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e Agentes antimicrobianos veterinarios de importancia elevada: son aquellos
que cumplen el criterio 1 o el 2.
e Agentes antimicrobianos veterinarios de importancia: son aquellos que no

cumplen ni el criterio 1 ni el 2.

Dentro de la categoria de agentes antimicrobianos veterinarios de importancia
critica de la lista confeccionada por la OIE, algunas clases son de importancia
critica tanto para la salud humana como para la sanidad animal, como es
actualmente el caso de las FQ, C3G y C4G. Por lo tanto, esas dos clases de agentes

deberan emplearse de acuerdo con las siguientes consideraciones:

e No usarse como tratamiento preventivo aplicado en los alimentos o el agua
en ausencia de signos clinicos en el/los animal/es tratado/s.

e No usarse como primer tratamiento a menos que esté justificado; cuando se
emplee como segundo tratamiento, en teoria debera realizarse sobre la
base de los resultados de pruebas bacteriologicas.

e Su uso fuera de lo indicado en su autorizacién de comercializaciéon o
diferente del resumen de las caracteristicas del producto debera limitarse y

reservarse a los casos en los que no existan otras opciones de sustitucion.

El comité de la OIE aprobé una lista de agentes antimicrobianos de importancia

para la medicina veterinaria (Mayo 2015).

LISTA DE AGENTES ANTIMICROBIANOS IMPORTANTES PARA LA MEDICINA
VETERINARIA

En las siguientes paginas aparece solo un extracto del listado original (ver Anexo,
Tablas) de los antimicrobianos importantes para la medicina veterinaria, sobre los

que se centra este trabajo de tesis (Tabla 1).

Las especies animales en las que se usan los agentes antimicrobianos se abrevian

de las siguientes formas:

AVI: aves; API: abejas; BOV: bovinos; CAP: caprinos; CAM: camélidos; EQU:
équidos; LEP: conejos; OVI: ovinos; PIS: peces; SUI: suidos.

AVIC: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica
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AVMI: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia elevada

AVI: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia

Tabla 1: agentes antimicrobianos de importantes para la medicina veterinaria

Agentes
Antimicrobianos (Clase, Especie Observaciones especificas AVIC | AVMI | AVI
subclase, sustancia)
CEFALOSPORINAS
CEFALOSPORINAS DE
PRIMERA GENERACION
Cefacetril | BOV
BOV,
Cefalexina | CAP,EQU, OVI,
SuUl Las cefaloporinas se usan para el
. tratamiento de septicemias, de X
Cefalotina | EQU, infecciones respiratorias y de las
Cefapirina | BOV mastitis.
Cefazolina | BOV, CAP, OVI
Cefaloium | BOV, CAP, OVI
CEFALOSPORINAS DE
SEGUNDA GENERACION
Cefuroxima | BOV
CEFALOSPORINAS DE La amplia gama de aplicaciones y el
TERCERA GENERACION tipo de enfermedades tratadas
convierten a las cefalosporinas de
Cefoperazona | BOV, CAP, OVI | tarcera y cuarta generacion en
agentes sumamente importantes
AVI, BOV,CAP, . .
. para la medicina veterinaria.
Ceftiofur | EQU, LEP, OVI,
SuUl
X
Ceftriaxona AVI, BOV, OV, | se usan para el tratamiento de
sul septicemias, de las infecciones
respiratorias y de las mastitis.
CEFALOSPORINAS DE
CUARTA GENERACION Las alternativas tienen una eficacia
limitada debido a un espectro
Cefquinoma | BOV,CAP, inadecuado o a la presencia de
EQU, LEP, OVI,

resistencia a los agentes
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SuUl antimicrobianos.
PENICILINAS
PENICILINAS NATURALES
(incluidas esteres y sales)
Benethamine penicilina | BOV
Avl, Actualmente, penetamato
. . BOV,CAM, (iohidrato) solo se usa en animales.
Bencilpenicilina
CAP,EQU,
LEP,OVI,SUI
Penetamato (iohidrato) | BOV La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
Bencilpenicilina | BOV, CAM. convierten a las penicilinas en
procaina/Penicilina | CAP, EQU, agentes sumamente importantes
Benzatina | OVI, SUI para la medicina veterinaria.
AMDINOPENICILINAS Se las usa para el tratamiento de las
septicemias, y de las infecciones
Mecilinam respiratorias y de las vias urinarias.
AMINOPENICILINAS
AVI, BOV,
Amoxicilina | CAP, EQU,
OV, PIS, SUI
AVI, BOV,
Ampicilina | CAP, EQU,
OV, PIS, SUI
Hetacilina | BOV
AMINOPENICILINAS + Esta cle?se es importante !:)ara el
INHIBIDORES DE tratamiento en una amplia gama de
BETALACTAMASAS especies animales.
] AV, BOV, Se disponen de pocas alternativas
Amoxicilina+ Acido CAP, EQU econémicas.
clavulanico ’ ’
oV, Sul
Ampicilina+ Sulbactam | AVI, BOV, SUI
CARBOXIPENICILINAS
Ticarcilina | EQU
Tobicilina | PIS
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UREIDOPENICILINAS

Aspoxicilina | BOV, SUI
FENOXIPENICILINAS
Fenoximetilpenicilina | AVI, SUI
Feneticilina | EQU
PENICILINAS
ANTIESTAFILOCOCOS
BOV, CAP,
Cloxacilina
EQU, OVI, SUI
BOV, CAP,0VI,
Dicloxacilina
AVI, SUI
Nafcilina | BOV, CAP,0VI
BOV,
Oxacilina | CAP,EQU, OVI,
AVI,SUI
. . AVI, CEP, LEP,
Tiamulina
OVI, SUI
Valnemulina | AVI, SUI
POLIPEPTIDOS
Enramicina | AVI, SUI
Gramicidina | EQU La bacitracina se usa contra la
enteritis necdtica en aves de corral.
o AVI, BOV, LEP,
Bacitracina

Sul, ovI

POLIP. CiCLICOS

AVI, BOV,CAP,

Esta clase esta indicada para las
septicemias, colibacilosis,

salmonelosis e infecciones urinarias.

Los polipéptidos ciclicos se usan

Colistina | EQU, LEP, OVI, | para las infecciones digestivas de
Sul gram negativas.
BOV, CAP,
Polimixina | EQU, LEP, OVI,
AVI
QUINOLONAS

QUINOLONAS PRIMERA

Las quinolonas de primera
generacion se usan para el
tratamiento de septicemias e

28



J.E. Dominguez

GENERACION
AVI, BOV,CAP,
Flumequina | EQU, LEP, OVI,
PIS, SUI
Miloxacina | PIS
Acido nalidixico | BOV

Acido oxolinico

AVI, BOV, LEP,

infecciones, tales como la
colibacilosis.

PIS, SUI, OVI
QUINOLONAS PRIMERA
GENERACION
(FLUOROQUINOLONAS)
Ciprofloxacina | AVI, BOV, SUI
AVI, BOV,
Danofloxacina | CAP, LEP, OVI,
Sul

Difloxacina

AVI, BOV, LEP,
SUl

AVI, BOV,
. CAP, EQU,
Enrofloxacina
LEP, OVI, PIS,
SuUl
. AVI, BOV,
Marbofloxacina
EQU, LEP, SUI
AVI, BOV,
Norfloxacina | CAP, LEP, OVI,
Sul
Ofloxacina | AVI, SUI
Orbifloxacina | BOV, SUI
Sarafloxacina | PIS

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las fluoroquinolonas en
agentes sumamente importantes
para la medicina veterinaria.

Las fluoroquinolonas tienen una
importancia critica para el
tratamiento de septicemias, e
infecciones respiratorias y
digestivas.
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Bases bioquimicas de la resistencia en bacterias gram negativas

B-lactamicos

Los antibidticos B-lactdmicos, cuyo primer representante fue la penicilina
descubierta por Fleming en 1929, constituyen uno de los grupos de antibidticos

mas prescriptos, tanto en la clinica humana como veterinaria.

Los [-lactdmicos son actualmente la clase de agentes antibacterianos mas
utilizados como arsenal para el tratamiento terapéutico de enfermedades
infecciosas (20). Estos representan el 65% del total de antibiéticos inyectables
prescriptos en los EE. UU (Figura 2). Dentro de los B-lactamicos, las cefalosporinas
comprenden cerca de la mitad de las prescripciones. Los (-lactamicos son usados
universalmente como los antibidticos de eleccién para las infecciones clinicas
causadas por Enterobacteriaceae y no solo en los humanos sino también en

animales domésticos.

H B-lactamicos

H Glicopéptidos

B Fluoroguinolonas

B Macrdlidos/ketélidos

m Aminoglicésidos

H Polimixinas

® Trimetoprima/sulfametoxazol

H Tetraciclinas

& Otros antibidticos

Figura 2: Proporcion de prescripciones en los EE. UU de antibi6ticos inyectables de
diferentes clases entre los anos 2004-2014. El porcentaje de cada antibidtico inyectable es
el mostrado a continuacion: f-lactamicos (65,24%); glicopéptidos (9%); fluoroquinolonas
(8%); macrolidos/ketolidos (6%); aminoglucdsidos (5%); trimetoprima/sulametoxazol
(0,5%); tetraciclinas (excluyendo tigeciclina, 0,4%); otros antibi6ticos (incluyendo
daptomicina, linezolida y tigeciclina, 4,21%). Datos tomados desde: IMS MDART Quarterly

Database on file at AstraZeneza.
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Estos compuestos quimicos deben su nombre a la presencia de un anillo de cuatro
atomos, denominado anillo B-lactdmico, que define quimicamente a esta familia y
que pueden tener acoplado un segundo anillo. Segtn la presencia o ausencia del
segundo anillo y de sus caracteristicas quimicas, definen distintas clases de
antibidticos B-lactamicos (Figura 3). Dentro de cada grupo, pequeiias alteraciones
en la estructura quimica son capaces de modificar caracteristicas del antibiotico
como el espectro, la afinidad por determinados blancos moleculares o la
resistencia a las B-lactamasas. Los -lactamicos se caracterizan por presentar baja

toxicidad, alta eficacia y son ampliamente prescriptos.

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nticleo del betalactdmico —= GRUPO ANTIBIOTICO

o// NH
R S
Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
o N
S
R~ NH .
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
O// N \ R
R, 7R
—R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
g N
R
RN R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
VY,
g N
R N 0
Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
4
o N

Figura 3: Moléculas basicas de las que derivan los antibiéticos [3-lactdmicos utilizados en
la actualidad (21). 2 Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica
(acido Clavulanico, sulbactam y tazobactam) tienen estructura betalactamica. El sulbactam
y el tazobactam son derivados sulfénicos del dcido penicilanico. Figura tomada de Stiarez y

col (21).

Son agentes antibacterianos que interrumpen la formacion de la pared celular

bacteriana como resultado de la unién covalente a proteinas que participan de la

31



J.E. Dominguez

sintesis de peptidoglicano, denominadas proteinas fijadoras de penicilinas (PBPs-

Penicillin Binding Proteins-), e inducen un efecto autocatalitico (22).

El peptidoglicano es una macromolécula que envuelve por completo a la célula
bacteriana y constituye uno de los principales componentes de su pared,
permitiéndole soportar la presién de turgencia que ejerce el citoplasma sobre la
membrana plasmatica. Se trata de una estructura de presencia bacteriana
exclusivamente, lo que la transforma en un blanco celular de eleccidén a la hora de

disenar antimicrobianos con toxicidad selectiva elevada.

Los -lactamicos bloquean la fase final de sintesis del peptidoglicano, al inhibir la
actividad de las PBPs, en la reaccién de transpeptidacién en la Gltima etapa de
sintesis de la pared celular; de modo que la pared queda debilitada y puede
romperse por la presiéon osmdtica intracelular. Cada especie bacteriana tiene su
propio conjunto distintivo de PBP que pueden ir desde tres a ocho enzimas por
especie. La inhibicion de la transpeptidacién del peptidoglicano bacteriano por la
penicilina fue descripto por primera vez en 1965, donde se observé una similitud
estructural de la penicilina G al dipéptido terminal D-Ala-D-Ala del peptidoglicano
en la célula bacteriana en divisién. Este mecanismo ahora conocido, implica la
uniéon de la penicilina (u otro B-lactamico), a una serina del sitio activo que se
encuentra en todas las PBP funcionales. Esta union resultante permite hidrolizar
lentamente el antibi6tico para formar una entidad microbiol6gicamente inactiva.

A1. Competicion entre el betalactamico -
y el pentapéptido por la unién con las A2.Uni6n covalente

il
PBP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad estable entre PBP y el
g P ay @ anillo betalactamico,
— __
A

BETALACTAMICO

( 5
574
o
NAG NRG FALTA DE FORMACION /
B N ACION DESTRUCCION DE LA
PARED -> MUERTE
DE LA PARED
CELULAR BACTERIANA
NAG - '_‘L\ Sy g
( " Y b= A
/
B. ACTIVACION _+@- :
ENDOLISINAS O - @ @
B1. Destruccion enzimatica -
\_ del peptidoglicano J \ /

NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein
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Figura 4: Mecanismo de accion de -lactamicos. Adaptado de (21).

Dentro de la familia de B-lactdmicos existen diferentes grupos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemes, monobactamas e inhibidores de -
lactamasas. Dentro de cada grupo, pequefias alteraciones en la estructura quimica
modifican las caracteristicas tales como el espectro de accion, afinidad y la
resistencia a (-lactamasas. Ejemplo de ello, son las cefalosporinas, que pueden
clasificarse en cuatro generaciones. Cada generacion de cefalosporinas tiene mayor
potencia frente a bacterias gram negativas, perdiendo actividad frente a bacterias

Gram-positivas.

Resistencia a B-lactamicos

La resistencia a antibiéticos [-lactdmicos puede producirse por distintos

mecanismos:

v' Modificacién de las dianas (proteinas PBP) o sintesis de moléculas
alternativas.

v" Modificacion de la membrana bacteriana mediante la reduccién de la
permeabilidad al antimicrobiano.

v' Expulsion activa del antibiético fuera de la célula.

v Presencia de enzimas especificas que modifican o producen la inactivacién
enzimatica del antibidtico antes o después de penetrar en la bacteria, por

las denominadas -lactamasas.

Estos mecanismos no tienen por qué darse de forma aislada, sino que dos o mas
pueden interactuar para determinar el nivel final de resistencia de un

microorganismo.

Alo largo de la introduccién nos centraremos en las enzimas [3-lactamasas, por ser
el mecanismo mas importante de resistencia a (3-lactamicos en bacterias gram
negativas, especialmente en las enterobacterias (23-25) y es el que se abordara

con mayor profundidad en este trabajo de tesis.
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Resistencia mediada por enzimas modificadoras e inactivadoras

El mecanismo mas importante de resistencia a 3-lactdmicos es la producciéon de
enzimas especificas (-lactamasas) que se unen al antibiético hidrolizandolo. Son
capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo B-lactamico de las penicilinas,
cefalosporinas y otros B-lactamicos, dando lugar a compuestos con actividad
antimicrobiana. Se han descripto mas de 1000 enzimas de este tipo (26), que han

sido clasificadas utilizando dos aproximaciones:

e En funcién de la estructura proteica, propuesta por Ambler en 1980 (27),
divide las B-lactamasas en clases A, B, C y D. Las enzimas de clase A, C, D son
serin-betalactamasas, independientes de metales; mientras que las enzimas
de clase B, son metalo-betalactamasas, dependientes de la presencia de
Zn2+,

e En funcién de sus caracteristicas bioquimicas y funcionales, propuesta por
Bush, Jacoby y Medeiros en 1995 y actualizada por Bush-Jacoby en el 2010
(26, 28). Esta clasificacién establece distintos grupos, en funcion del

sustrato y perfil de inhibicién por inhibidores de 8 -lactamasas.
Enla Tabla 2, se resume la correlacion entre los sistemas de clasificacion.

Tabla 2: Sistemas de clasificacion de -lactamasas. Adaptado de Bush y col. (26)
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Bush-Tacoby Bush-Tacoby- Inhibited by

Mdecular class

Eroup Medeiros helassh Distinctive substrate(s)

2] group (1995) (subclass) CA or TZB® EDTA
1 1 L Cephalosporins Mo Mo
le o'l i L Cephalosporins Mo Mo
2a 2a A Penicillins Yes Mo
2b Ib A Penicillins, early cephalosporins Yes Mo
2be The A Extended-spactrum Yes Mo

cephalosporins,
monochactams
2br Ibr A Penicillins Mo Mo
2ber M1 A Extended-spectrum Mo Mo
cephalosporins,
monobactams
2o 2c A Carbenicillin Yes Mo
2o NI A Carbenicillin, cefepime Yes Mo
2d 2d D Cloxacillin Wariable Mo
2de M1 B ] Extended-spactrum “Wariable Mo
cephalosporins
2kt M1 > Carbapenems “ariable Mo
2a 2e A Extended-spectrum Yes Mo
cephalosporins
2f i § A Carbapenems “Wariable Mo
3a 3 B{B1) Carbapenems Mo Yes
B (B3}
3k 3 B (B2) Carbapenams Mo Yes
NI + LUnknowmn

*CA, clavulanic acid; TZEB, tamobactam.
E NI, not included.

Debido al uso intensivo de los B-lactdmicos de amplio espectro administrados
oralmente como ampicilina, amoxicilina o cefalexina, se fue ejerciendo cierta
presion de seleccion que permitié la seleccibn de microorganismos Gram-
negativos productores de 3-lactamasas de amplio espectro (BLEA), tales como
TEM-1 ampliamente diseminada en E. coli, mientras que SHV-1 se encuentra con
menos frecuencia y tiene su origen en el cromosoma de Klebsiella pneumoniae. La
localizacion plasmidica de los genes codificantes de las BLEA ha favorecido su
diseminacion y su propagacion, no solo en E. coli y K. pneumoniae, sino también a

otros géneros bacterianos.

Este grupo de enzimas son inhibidas por acido clavulanico, sulbactam y
tazobactam; por lo que el tratamiento de microorganismos portadores puede
realizarse en combinacion con un inhibidor de -lactamasas, como amoxicilina-

acido clavulanico; ampicilina-sulbactam o piperaciclina-tazobactam (23, 26).
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La resistencia antimicrobiana a los B-lactdmicos clasicos de amplio espectro
condujo al desarrollo de cefalosporinas de segunda y tercera generacidn,
oxiimino-cefalosporinas de espectro extendido (cefotaxima, ceftazidima y
ceftriaxona) y se introdujo también el uso de monobactamas tales como
aztreonam. Posteriormente, surgieron nuevas familias de [3-lactamasas. Uno de los
grupos de enzimas epidemioldgicamente “exitosos” son f-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), cuyo perfil de hidrélisis comprende penicilinas,
cefalosporinas de primera (C1G), segunda (C2G) y tercera generacion (C3G), y
monobactamas. En un inicio las BLEE se identificaron como variantes
aminoacidicas de BLEA, originadas por mutaciones puntuales. Estas sustituciones
aminoacidicas cambian el sitio activo de la B-lactamasa, se amplia su espectro de
accion y consecuentemente resulta en la resistencia a cefalosporinas de espectro
extendido. Los nuevos alelos de las familias de enzimas SHV y TEM, fueron
denominados en orden cronoldgico (por ejemplo SHV-2, SHV-3, etc; TEM-2, TEM-3,
respectivamente) pero no necesariamente esto coincide con su espectro

antimicrobiano.

Sin embargo, comenzaron a describirse, microorganismos resistentes a cefotaxima,
las enzimas CTX-M, las cuales actualmente representan las BLEE prevalentes a
nivel mundial. Estas enzimas estan codificadas en el cromosoma de Kluyvera spp.,
por lo que se las considera cefotaximasas naturales cuyos genes fueron reclutados
por diferentes plataformas genéticas moviles que explicarian su amplia
diseminacién en plasmidos de multirresistencia (29). Estas emergieron por una
transferencia de genes BLEE pre-existentes en el cromosoma de organismos no

patogenos, como Kluyvera spp. (30, 31).

Las BLEE son serin-§3-lactamasas de clase A y son inhibidas por inhibidores de 3-
lactamasas tales como acido clavulanico y tazobactam. Esta caracteristica
constituye la base para el diagnoéstico fenotipico de bacterias productoras de BLEE
de acuerdo a lo sugerido por las normativas del CLSI(32). Las BLEE pertenecen al

grupo 2be, en base a la clasificaciéon funcional de Bush-Jacoby-Medeiros.

Las BLEE confieren resistencia a la mayoria de los antibiéticos B-lactamicos,

incluyendo las cefalosporinas de tercera (oxiimo-cefalosporinas; cefotaxima,
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ceftriazona, ceftazidima) y cefalosporinas de cuarta generaciéon (cefepime) y los
monobactamicos como el aztreonam; aunque no afectan a las cefamicinas
(cefoxitina) ni a los carbapenémicos (imipenem, meropenem o doripenem) (26,
33). A pesar de que las enterobacterias productoras de BLEE pueden hidrolizar
penicilinas, cefalosporinas (excluyendo cefamicinas) y monobactamas, su grado de

actividad hidrolitica puede variar considerablemente.

Las primeras BLEE de tipo CTX-M fueron identificadas en la década de 90
aproximadamente al mismo tiempo en Europa y Argentina. Desde entonces, se han
transformado en la familia de BLEE con mayor prevalencia en todo el mundo (33,
34) y han remplazado en frecuencia a las derivadas de TEM y SHV. Existen muchas
otras variantes, minoritarias de BLEE tales como BES, GES-1, VEB y PER (23, 25,
31).

En una década, las -lactamasas de tipo CTX-M, actualmente con mas de 172
variantes, entre variantes plasmidicas y cromosOmicas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects /pathogens/submit_beta_lactamase;

Noviembre 2016), agrupadas en 5 clusters o sub-familias (Figura 5), siendo CTX-M-
1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25, las propuestas como representantes en

cada uno de los clusters.
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KLUC-1 (AAK08976)

CTX-M-10(AAF65843)
CTX-M-12 (AAG34108)
FEC-1(AB098539)
CTX-M-3 (BAB40925)
CTX-M-28 (AJ549244)
CTX-M-15" (AAL02127)
CTX-M-22 (AAL86924)
CTX-M-23 (AAL99990)
CTX-M-lb(msxs)

1000

1000

673

CTX-M-21 (cAD08929)
CTX-M-13(AAF72531)
CTX-M-17 (AAM33515)
CTX-M-24(AAN38836)
CTX-M-19(AAK55534)
CTX-M-14° (AAF72530)
CTX-M-27 (AY156923)
CTX-M-9 @aarosarn
CTX-M-16(AAK32961)
KLUG-1 (aFs01233)
CTX-M-8 (saro4338)

1000 rCTX—M~25 (AAM70498)
CTX-M-26(AY157676)

CTX-M-6(cAaA06311)
CTX-M-7(CAA06312)
CTX-M-4L (89)
CTX-M-4 033807)
CTX-M-20 (CAC95175)
CTX-M-2 (r74841)
CTX-Myproo74)
TOHO-1(BAA07082)
KLUA-11 (can20s92)
KLUA-9 (cap20590)
KLUA-8 (cap20s89)
KLUA-1%cass9s29)
KLUA-S5 (cAD20587)

1000

Figura 5: Dendograma de la familia BLEE tipo CTX-M. Adaptado de Bonnet y col. (30)

Esta expansidn, denominada por algunos autores como la “Pandemia de las CTX-
M”, no solo ha venido dada por el éxito en la supervivencia de clones que portan
estas enzimas, sino que ha estado facilitada por el propio entorno genético donde
las encontramos, que incluye secuencias de insercion (IS), integrones y
transposones. Gracias a las secuencias de inserciéon y quizas también a una
movilizacion mediada por fagos, las CTX-M han sido movilizadas desde el
cromosoma de Kluyvera spp. hacia elementos genéticos moviles o movilizables

tales como transposones y plasmidos, facilmente transmisibles por fen6menos de

KLUA-6 (cap20588)
CTX-M-5 (AAG24824)
KLUA-10 (cAD20591)

transferencia horizontal (33, 35).

TOHO-2BAA28282)

= Grupo KLUC-1

Grupo CTX-M-1

Grupo CTX-M-9

:' Grupo CTX-M-8
:l Grupo CTX-M-25

Grupo CTX-M-2
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Las BLEE han sido reportadas en bacterias gram negativas, mas comunmente en K.
pneumoniae, E. coli y Proteus mirabilis, asi también en otras bacterias entéricas

como (Salmonella, K. oxytoca, Citrobacter, Enterobacter, Serratia).

Algunas enterobacterias, como Enterobacter, Citrobacter, Providencia, Morganela y
Serratia poseen genes cromosomales AmpC que confieren resistencia a las mismas
cefalosporinas de espectro extendido, por lo cual se las denomina
cefalosporinasas o enzimas tipo AmpC (Grupo 1, clase C). Son las [3-lactamasas
mas abundantes en cuento a numero de microorganismos que la producen.
Hidrolizan C1G, C2G, las cefamicinas y en menor medida las C3G. También
hidrolizan eficientemente cefoxitina, y combinaciones de -lactamico e inhibidor;
no hidrolizan a cefepime y son inhibidas por cloxacilina, oxacilina y aztreonam
(23). La producciéon de AmpC cromosomica en bacterias gram negativas suele
darse a bajo nivel, pero puede derreprimirse por inducciéon con algunos f-
lactamicos, especialmente cefoxitina. La presencia de estas enzimas cromosémicas
e inducibles es un gran problema en el tratamiento por la posible emergencia de
bacterias altamente resistentes. Recientemente, los genes codificantes de estas
enzimas fueron encontrados en plasmidos, con capacidad de ser movilizados a
bacterias que no producian estas enzimas de forma natural. De esta manera
emergieron las cefalosporinasas de tipo AmpC plasmidicas (pAmpC), que
pueden estar presentes en E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., o Proteus spp.,
estan altamente relacionadas con aquellas AmpC cromosémicas de E. cloacae, C.
freundii o Aeromonas spp, pero son facilmente transferibles y suelen producir muy
alto nivel de resistencia (26). De acuerdo a su origen cromosémico, los genes de las
enzimas de tipo AmpC codificadas en plasmidos, se agruparon en 7 familias
diferentes, segin su secuencia nucleotidica: CIT, derivadas de C. freundii; DHA
derivadas de M. morgani; ACC, relacionado con Hafnia Alvei; FOX, derivadas de A.
media; MOX, derivada de A. caviae , EBC derivadas de E. cloacae y CFE-1, derivadas
de C. freundii (36). Se han descripto mas de 200 variantes de -lactamasa de tipo
pAmpC, pertenecientes a los siguientes tipos: CMY (136), ACC (5), ACT (38), DHA
(23), FOX (12), MIR (18), MOX (11), LAT (1) y CFE-1 (1),
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, noviembre 2016).
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B-lactamasas, también presentes en animales

La adquision de los genes de B-lactamasas tanto en Salmonella spp. como E. coli
parece haber aumentado en los ultimos afios (15). Los grupos de enzimas
frecuentemente detectados en bacterias de origen animal son BLEE y (-lactamasas
de tipo AmpC. Las bacterias productoras de BLEE asi como de AmpC estan
frecuentemente presente en el tracto gastrointestinal de los animales (12, 37) y
han sido aisladas de cerdos, ganado, pavo, gatos, perros, aves de corral, animales

salvajes y caballos (38).

El tracto gastrointestinal de los animales es visto como un importante reservorio
para bacterias que producen (-lactamasas, y una fuente potencial de patégenos
para los humanos que adquirir estos genes de resistencia (12, 37). Esta es la razén
principal por lo que estudios sobre la epidemiologia de productores de [3-
lactamasas son muy importantes para evaluar la contribucién de los animales
como reservorios potenciales de productores de [-lactamasas clinicamente
relevantes. En nuestro pais, existe un nimero limitado de estudios que reportan
resistencia en poblaciones bacterianas aisladas desde animales (39), pero s6lo un
numero limitado de estudios han investigado la base molecular de dicha

resistencia.

v" TEM-1 fue la BLEA, prevalente en aislamientos de E. coli y Salmonella spp.
(15) recuperada de animales y de alimentos de origen animal en Espafia;
pero esto fue importante solo hasta que otras BLEE relevantes para la
medicina humana, comenzaran a ser descriptas en animales.

v" Numerosos estudios describen la emergencia y diseminaciéon de patégenos
zoonoticos produciendo la 3-lactamasas de clase C, particularmente CMY-2

(15).

Paulatinamente fueron apareciendo en distintas parte del mundo, descripciones

de diferentes sub-familias de CTX-M en animales de produccion y de compafiia:

v' CTX-M-1: la primera enzima CTX-M-1 reportada en E. coli fue recuperada

de un canino sano en Portugal en el 2004 (40).

40



J.E. Dominguez

v' CTX-M-2: la presencia de CTX-M-2 fue observada en productos de origen
animal en Japon desde 1999. Entre numerosos aislamientos obtenidos de
ganado, cerdos y granjas de pollos, entre 199-2002, se aislaron E. coli
resistentes a C3G, las cuales producian no solo CTX-M-2, sino también CTX-
M-14. CTX-M-2 fue extensivamente reportada en humanos en Japon;
aunque no hubo evidencias directas de la transmision de cepas de E. coli
productoras de CTX-M-2 desde ganado al humano, pero la presencia de
bacterias productoras sobre la superficie de carcasas de bovino y en heces,
podrian sugerir que estas bacterias pueden ser transmitidas al humano por
medio de la cadena alimentaria (41).

v' CTX-M-9 y CTX-M-14: la variante especificamente CTX-M-14 fue detectada
en Espafa en el 2000 (42) también en animales de produccidn,
especificamente en un pollo sano a partir de un estudio de vigilancia de la
resistencia antimicrobiana en Salmonella spp. Dos aislamientos de S.
Virchow producian la variante CTX-M-9. Es interesante destacar que desde
1999, variantes cercanamente relacionadas a CTX-M-9 y CTX-M-14 eran
prevalentes entre los aislamientos de humanos. En estudios llevados a cabo
en Espafia en ese periodo, S. Virchow y E. coli (43) con [3-lactamasas, CTX-M-
9 fueron las prevalentes. No existieron evidencias sustanciales de la
transmision de productores de CTX-M desde animales a humanos a través
de la comida, ya que la elevada prevalencia en los aislamientos humanos no
puede ser directamente correlacionada con aislamientos esporadicos

observados en las poblaciones bacterianas circulantes en animales.

En Argentina, existe un nimero muy limitado de descripciones de la base
molecular de la resistencia de éstas bacterias en animales de produccion (44) y
no hay datos de los genes responsables de los fenotipos observados. Es por ello
que sera uno de los temas principales abordados en este trabajo de

investigacion.

Quinolonas

Estructura quimica y clasificacion de las quinolonas

41



J.E. Dominguez

Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos caracterizados por una
estructura biciclica hetero-aromaticas, constituida por un nucleo piridona- 4cido
carboxilico y un anillo aromatico. El acido nalidixico, primera quinolona
sintetizada en el afio 1962 (45), es el representante principal de este grupo (Figura
6), representa al grupo de las 4-quinolona. Asi los compuestos triciclicos y

tetraciclicos son derivados del esqueleto comun constituido por la 4-quinolona.

Pese a su potente actividad contra bacterias gram negativas especialmente
enterobacterias (E. coli, Proteus, Klebsiella, etc.) el acido nalidixico, fue relegado a
un segundo plano con la sintesis de las 6 fluoroquinolonas, las cuales presentan un
atomo de flaor en la posicion 6 del anillo central. Con ello aumenta la capacidad de
penetracion a la célula bacteriana y se incrementa la afinidad, lo que propicia un
aumento de la potencia y el espectro antibacteriano, ademas de reducir los efectos

adversos de manera significativa. (46-48).

La diferencia estructural entre las fluoroquinolonas reside en los sustituyentes en
las posiciones 1, 5, 7 y 8. Se destacan las fluoroquinolonas que en la posicién 7, ya
que poseen un grupo piperacinico (norfloxacina, ciprofloxacina) (Figura 6) o un
grupo metil-piperacinico (levofloxacina, ofloxacina). Al poseer este anillo adicional,
son 100 veces mas activas que las clasicas quinolonas, abarcando bacterias gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa y bacterias gram positivas como

estafilococos.

acido nalidixico ciprofloxacina

Figura 6: Clasificacién estructural de las quinolonas. Quinolona clasica: acido nalidixico;

Fluoroquinolona: ciprofloxacina.

La cronologia de la aparicion de las distintas quinolonas, ha permitido clasificarlas

en primera, segunda y tercera generacion. Recientemente se ha desarrollado un
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nuevo grupo de quinolonas denominado de cuarta generacion, caracterizadas por
la ausencia del atomo de fllor en la posicion 6, caracteristico de las
fluoroquinolonas. Estos compuestos han sido denominados quinolonas no
fluoradas y su espectro de accién se extiende a bacterias tanto Gram-positivas,

como gram negativas y anaerobias (49, 50).

Las fluoroquinolonas son usadas para tratar una gran variedad de infecciones
bacterianas en humanos, pero también son usadas intensamente en la practica
veterinaria. Por lo cual se las considera actualmente como antimicrobianos
criticamente importantes y se propone un uso restringido en medicina veterinaria;
algunos paises de la Uniéon Europea han prohibido su uso como promotores de

crecimiento.

Mecanismos de accion de las quinolonas

En las bacterias gram negativas, las quinolonas penetran a través de porinas, sobre
todo debido a su naturaleza hidrofilica (ciprofloxacina); mientras que para los
representantes hidrofébicos (levofloxacina), el ingreso se puede producir a través

de la bicapa lipidica por difusién pasiva a través del peptidoglicano.

El mecanismo de accién de las quinolonas es bastante complejo. Las quinolonas
interfieren en la replicacion del ADN al bloquear o inhibir las ADN topoisomerasa

[y topoisomerasa IV.

La ADN-girasa es una topoisomerasa Il que posee la funciéon de mantener un nivel
de enrollamiento del ADN que facilite el movimiento hacia los complejos que se
forman en la replicacion y la transcripcion. También libera enrollamientos
negativos en un proceso dependiente de ATP. Es un tetramero que posee dos
subunidades, GyrA y dos subunidades, GyrB, codificadas por los genes gyrA y gyrB,
respectivamente. Esta enzima es la diana primaria de las quinolonas en bacterias
gram negativas. La topoisomerasa 1V, es la diana primaria en las bacterias gram
positivas y tiene una estructura similar, con dos subunidades ParC y dos
subunidades ParE, codificadas por los genes parC y parE (51) y controla la

topologia del DNA cromosémico, facilitando la replicaciéon del mismo (52).
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Una vez que han penetrado en el interior de la bacteria, las quinolonas
interaccionan con el complejo formado por las topoisomerasas y el ADN
cromosomico bacteriano. Esta unidn es irreversible, lo que lleva a la inmovilizacion
de las enzimas conduciendo a la bacteriostasis y en segundo lugar, a la ruptura del
ADN doble cadena, con la posterior activacion de las vias metabdlicas que generan
y acumulan ROS (Reactive Oxygen Species), responsable de la intensa actividad

bactericida de las quinolonas (53).

Resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas es el resultado final de una acumulacién de varios
mecanismos bioquimicos cooperativos que resultan de la acumulaciéon de varios

eventos genéticos.

Los mecanismos de resistencia a quinolonas incluyen tanto mecanismos
cromosOmicos como plasmidicos. Dentro de los mecanismos cromosémicos se
encuentran las mutaciones en las topoisomerasas dianas, expulsion activa del
antibiético del interior de la célula y la disminucién de la permeabilidad de la
membrana. Los mecanismos plasmidicos comprenden la (proteccién de las
topoisomerasas diana por las proteinas Qnr, modificacion enzimatica del
antibiético y expulsién activa del mismo mediante bombas de eflujo (52, 54). Los
mecanismos PMQR confieren un ligero aumento en las concentraciones
inhibitorias minimas de las quinolonas, poseen un efecto aditivo y pueden facilitar

la adquisicién de fenotipo de resistencia completa.

Mecanismos CromosOmicos: mutaciones asociadas a las topoisomerasas
diana de las quinolonas y fluoroquinolonas

En las bacterias gram negativas, el mecanismo principal de resistencia a
quinolonas se debe principalmente a sustituciones aminoacidicas generadas por
mutaciones en las regiones denominadas QRDR (Region determinante de
resistencia a quinolona, sus siglas en inglés, Quinolone Resistence Determining
Region), localizadas principalmente en GyrA y ParC, que modifican la afinidad de

unidén de la quinolona los complejos ADN-enzima (53, 55).
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Tanto en E. coli como Salmonella spp., las mutaciones asociadas con la resistencia
a quinolonas, se encuentran agrupados en una region especifica del gen gyrA, que
codifica la subunidad A de la girasa, el objetivo primario de las quinolonas. La
region QRDR en GyrA corresponde a los residuos Ala67-Gln106 (54). Las
mutaciones observadas con mayor frecuencia se producen en las posiciones
aminoacidicas Ser83 y Asp87 (Tabla 3). Tanto las mutaciones sencillas como las
combinaciones de las mismas, provocan diferentes niveles de susceptibilidad

reducida a quinolonas y fluoroquinolonas.

En E. coli, Salmonella spp. y otras bacterias gram negativas, la diana secundaria es
la topoisomerasa IV, codificada por los genes parCy parE. Se ha observado que no
aparecen mutaciones en la diana si previamente no esta mutado el gen gyrA. Los

residuos susceptibles de cambios aminoacidicos en ParC son Ser80 y Glu84.

Tabla 3: Mutaciones descriptas en las subunidades gyrA y parC en E. coli. Adaptado de
Ruiz y col, (55).

Gen Posicion del codon Sustituciéon
Ala51 Val
Ala67 Ser

ayrA Gly81 Cys, Asp
Ser83 Leu, Trp, Ala, Val
Asp87 Asn, Gly, Tyr, His, Val
GIn106 His, Arg
Gly78 Asp, Lys

parC Ser80 Arg, Ile
Glu84 Gly, Lys, Val

Por si mismas, estas mutaciones no lograban explicar por qué cepas que
presentaban idénticas mutaciones en sus genes de topoisomerasa II mostraban
distinto fenotipo de resistencia a quinolonas, por lo que se sospech6 que podian
existir otros mecanismos adicionales. Entre ellos podemos mencionar:
impermeabilidad de la membrana, ya sea por pérdida de porinas o por mutaciones
en genes responsables de regular su expresion (49); o sobreexpresion de las

bombas de expulsién activa, denominadas bombas de eflujo (55).
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Mecanismos plasmidicos

Los mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolonas o PMQR (Plasmid
Mediated Quinolone Resistance) fueron descubiertos a fines de los afios noventa
con la descripcion del primer gen que codifica una proteina responsable de
conferir bajos niveles de resistencia. Este gen fue llamado qnr (quinolone

resistance) y es actualmente conocido como gnrA1 (56).

A partir de este momento, fueron describiéndose nuevas variantes alélicas; asi
como otros mecanismos cuya diseminacién estaba mediada por plasmidos (57,
58). Hasta la fecha, han sido identificados ademas de las proteinas Qnr, la enzima
acetil-transferasa (AAC(6)-1b-cr) y las bombas de eflujo QepA y OgxAB (48, 49)
(Figura 7).

A diferencia de los mecanismos de resistencia generadas por medio de mutaciones
puntuales que se transmite verticalmente de generacion a generacién, la
resistencia a quinolonas mediada por plasmidos puede transmitirse
horizontalmente (a través de conjugacion), asi como verticalmente. Los plasmidos
que confieren resistencia a quinolonas, por lo general llevan genes adicionales que

otorgan resistencia a otra clase de antimicrobianos (59).

Figura 7: Mecanismos de resistencia a quinolonas. 1- Resistencia mediada por mutaciones
puntuales en la ADN girasa y topoisomerasa. 2- Resistencia mediada por pldsmidos, (2a)
Proteinas qnr (amarillo): disminuye la unién ADN-topoisomerasa y protege al complejo
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enzima-ADN de las quinolonas. (2b) AAC(6°)-lb-cr es una acetiltransferasa que acetila el
nitrégeno libre sobre el C7 del anillo de ciprofloxacina y norfloxacina, disminuyendo su
efectividad. (2c) Bombas de eflujo, disminuyen la concentracién de quinolonas en la
célula. 3- Resistencia cromosomica, (3a) Disminucién en la expresion de porinas en
especies gram negativas, por lo cual disminuye la absorcién del farmaco. (3b)
Sobreexpresién de bombas de eflujo, disminuyendo la retencién del farmaco en la célula.
Extraido de Alfred y col (59).

Las quinolonas son antimicrobianos dependientes de la concentracién y presentan
un cociente inhibitorio alto (CI= concentracién maxima sérica/CIM). Por ello
suelen dosificarse con un CI entre 8 y 10, no solo para obtener la eficacia

terapéutica sino también para prevenir la seccién de mutantes (60).

La seleccion de mutantes ocurre en lo que se denomina “ventana de seleccion de
mutantes” esta zona se encuentra comprendida entre la CIM y la concentracion
preventiva de mutantes (CPM), donde las bacterias resistentes pueden ser
seleccionadas bajo la exposicion al antibiotico. O dicho de otra manera, la ventana
selectiva de mutantes comprende diferentes rangos de concentraciones del
antibiotico donde las bacterias resistentes pueden ser seleccionadas bajo fuerzas
selectivas antimicrobianas. Los PMQR incrementan la posibilidad de que los
aislamientos que adquirieron el plasmido por THG, entren dentro de los que es la
ventana selectiva de mutantes y esto parece facilitar la seleccion de mutantes

resistentes (61).

Proteinas de tipo Qnr

Las proteinas Qnr interaccionan con la ADN girasa y topoisomerasa IV,
obstruyendo la actividad de las quinolonas. Es decir, estas proteinas podrian
reducir la cantidad de complejo holoenzima-ADN, minimizando la posibilidad de

que las quinolonas escindan esta estructura y produzcan la ruptura del ADN.

Los genes gnr codifican una proteina de 218 aminoacidos que se caracteriza por
una serie de repeticiones en tdndem de 5 aminoacidos, donde se observa un
motivo semi-conservado [(Ser, Thr, Ala o Val), (Aso o Asn), (Leu o Phe), (Ser, Thr o
Arg) y (Gly)]. Hasta el momento se conocen seis grandes grupos de proteinas Qnr;
agrupadas como QnrA (219aa), QnrB (219aa), QnrC (221 aa), QnrD (214 aa), QnrS

(218 aa) y QnrVC (218 aa) en funcién de su secuencia aminoacidica. Ademas,
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dentro de cada grupo de proteinas, existen distintos alelos de cada gen, que
difieren en dos o mas aminoacidos (49, 58, 62). La nomenclatura de los genes gnr
(57) aparecen en la pagina web (http://www.lahey.org/qnrStudies, consultada
Agosto 2016), donde aparecen todas las variantes descriptas hasta el momento.
qnrB es el determinante mas comun de la familia gnr descripta hasta el momento y
es el que posee el mayor niumero de variantes alélicas (qnrB1 a qnrB88) segun la

base de datos.

Los genes gnr permiten sobrevivir a una bacteria con bajo nivel de resistencia a
quinolonas el tiempo suficiente para imponerse durante el tratamiento con
fluoroquinolonas, de forma que ayuden a seleccionar mutantes que puedan

desarrollar niveles mas altos de resistencia a este tipo de antibiéticos (49, 58, 62).

Los genes gnr pueden estar vehiculizados en pldsmidos que poseen una amplia
variedad de tamafos (7-320 Kb) y que en la mayoria de los casos portan multiples
determinantes de resistencia como por ejemplo a (-lactamicos, trimetoprima, etc.
Estos genes estdn asociados en muchos casos a integrones, como es el caso de
qnrA1l asociado a integrones complejos de tipo 1; secuencias de insercion (en el
caso de genes tipo qnrB o qnrS) y acompafados de genes que codifican f3-

lactamasas de tipo AmpC, CTX-M, SHV, etc. (48, 49, 58).

Enzima acetil-transferasa (AAC (6’)-1b-cr)

Tras el descubrimiento de los genes gnr, algunos investigadores se preguntaron
por qué los niveles de resistencia a las fluoroquinolonas eran tan distintos cuando
se transferian plasmidos portadores de genes gnr. Estos fueron los primeros pasos
en el descubrimiento de la variante “cr” de la acetil-transferasa AAC (6")-1b. Por si
misma, esta enzima confiere resistencia a kanamicina, amikacina y tobramicina;
pero cuando el gen codificante posee las modificaciones aminoacidicas Trp120Arg
y Aspl179Tyr, se define la variante aac(6°)-lb-cr, una variante bifuncional, que
confiere resistencia adicional a fluoroquinolonas como ciprofloxacina y
norfloxacina (aumento en 2-4 veces la CIM). La acetilacién se produce en el
nitrégeno amino en el sustituyente piperazinilo (o pirrolidino), solo las FQ que
albergan un grupo piperazinilo no sustituido (tales como ciprofloxacina y

norfloxacina) son sustratos de ésta enzima (48, 63). Confieren resistencia de bajo
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nivel a ciertas fluoroquinolonas, puede ademas facilitar la supervivencia de los

mutantes del sitio diana con un aumento de 10 veces su CPM (64).

AAC(6°)-Ib-cr ha sido descripta en todo el mundo, ya sea sobre el cromosoma sino
también sobre plasmidos incluyendo animales de granja (65) y microorganismos

ambientales; esto demuestra su gran potencial de diseminacion.

Bombas de eflujo: QepA y 0qxAB

Las bombas de eflujo son un mecanismo de resistencia a quinolonas bien
establecido. Diferentes familias de bombas de eflujo, son capaces de expulsar
quinolonas con diferentes afinidades, lo que afecta de diferente manera los valores

de CIM finales observados y por lo tanto pueden tener diferente relevancia clinica.

v' La bomba QepA (quinolone efflux pump) fue descubierta en Japén en 2002
en una cepa de E. coli, esta constituida por 511 aminodacidos y pertenece a la
familia de las bombas de tipo MFS. Hasta el momento se han descubierto
dos variantes que difieren en dos sustituciones aminoacidicas: QepAl y
QepA2, codificadas por los genes qepAl y qepAZ2, respectivamente. Estas
bombas de eflujo causan un incremento moderado (5 diluciones
aproximadamente) en la CIM de ciprofloxacina y norfloxacina, pero no
afectan a la actividad de las fluoroquinolonas menos hidrofilicas como
pefloxacina, esparfloxacina, gatofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina; ni
al acido nalidixico por su naturaleza hidrofébica. Se han descripto varios
plasmidos donde se localizan estos genes y se puede decir que en algunos
casos su presencia viene asociada a un perfil de multirresistencia a
aminoglucédsidos, fluoroquinolonas y 3-lactdmicos (48, 58, 62).

v" La bomba de eflujo OgxAB fue descubierta en 2003 en una cepa de E. coli
resistente a olaquindox, usado como promotor de crecimiento en cerdos
(66) y ha sido detectada en humanos tanto en microorganismo comensales
como patogenos. Pertenece a la familia de las bombas de tipo RND y
confiere resistencia también a otros antibidticos, como el cloranfenicol.
Afecta a la CIM del acido nalidixico y de la ciprofloxacina en 8 y 16
diluciones respectivamente. El gen 0gxAB es intrinseco de K. pneumoniae,

donde esta presente en el cromosoma (48, 58, 62).
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Resistencia a Colistina

Colistina, es un péptido policationico que pertenece a la familia de las polimixinas,
es un antimicrobiano efectivo contra la mayoria de las bacterias gram negativas
multirresistentes y hoy en dia, es considerado una de las ultimas drogas de
eleccién para el tratamiento de numerosas enfermedades infecciosas causadas por
bacterias resistentes a multiples antibioticos, como los productores de
carbapenemasas (KPC, NDM, OXA-48). Existen dos polimixinas de uso clinico, la
polimixina B y la polimixina E (colistina) las cuales sélo difieren en un aminoacido

y poseen una actividad biol6gica comparable (67).

El mecanismo de resistencia a polimixinas, se basa en la modificacion del lipido A,
componente estructural del LPS, dando como resultado una reducciéon de la
afinidad por la polimixina. Hasta hace poco tiempo, todos los reportes existentes
de mecanismos de resistencia a polimixinas eran de codificacién cromosémica, por
ende no transferibles, (68, 69) que involucran la modulacién de un sistema
regulatorio de dos componentes (pmrAB, phoPQ) conduciendo a la modificacién
del lipido A con restos tales como fosfoetanolamina o 4-amino-4-arabinosa, o en

raras instancias se produce también la pérdida total del lipopolisacarido (70).

Recientemente se report6 la emergencia del gen mcr-1 (mobile colistin resistance)
que confiere resistencia a colistina y que se encuentra localizado en elementos
genéticos moviles. Liu y col., demostraron que la resistencia a la polimixina era
singularmente debida al gen mcr-1 de codificacion plasmidica. MCR-1, es una
enzima perteneciente a la familia de la fosfoetanolamina transferasa, que modifica
la estructura del lipido A de la pared bacteriana, impidiendo de esta forma la
interaccion de la bacteria con las polimixinas, generando resistencia in vitro e in

vivo (67).

En la medicina humana, colistina se encontraba restringida al uso tdpico debido a
su toxicidad sistémica. Pero en los ultimos 10 afios, debido al nimero cada vez
mayor de brotes hospitalarios con especies de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (E. coli y Klebsiella) y de bacterias multirresistentes como P.

aeruginosa y Acinetobacter baumannii (es decir, bacterias gram negativas no

50



J.E. Dominguez

fermentadoras) se reintrodujo el tratamiento sistémico con colistina, como ultimo
farmaco para el tratamiento de infecciones asociadas a estos microorganismos

(71). Colistina, por lo tanto, tiene un papel clave para la salud Publica.

Por otra parte, colistina se ha utilizado regularmente en medicina veterinaria
durante décadas. Se usa ampliamente como promotor de crecimiento en la
produccién intensiva de cerdos como de pollos parrilleros, el cual es adicionado en
el alimento en concentraciones subinhibitorias mediante largos periodos de
tiempo (72, 73), situacién que es completamente favorable para la seleccién de
microorganismos resistentes a antimicrobianos. En las producciones intensivas se
administra normalmente por via oral a todo el grupo de animales. También es de
importancia terapéutica para el tratamiento de infecciones gastrointestinales de

bacterias gram negativas, en ciertos animales productores de alimentos.

El gen mcr-1 se asocid a aislamientos de E. coli, K. pneumoniae y Salmonella spp.
recuperados de animales de consumo, y en menor medida en aislamientos
recuperados de alimentos y pacientes ambulatorios y hospitalizados (74, 75). En
Argentina en diciembre del 2015, fue descripta la emergencia y diseminaciéon de
aislamientos clinicos productores de mcr-1 (76). Hasta el momento, no ha sido
reportada la presencia de este mecanismo en aislamientos de origen animal y en

alimentos en Argentina.

Transferencia horizontal de genes

La adquisicion de genes extrafios o elementos genéticos moviles por organismos o
entre especies, se conoce como transferencia horizontal de genes (Horizontal Gene
Transferer, HGT). La transferencia horizontal de genes depende criticamente de
factores internos y ambientales. La presencia de antimicrobianos en el medio
ambiente ejerce una presion que induce la respuesta al estrés en la comunidad

microbiana promoviendo la HGT, como una respuesta de adaptacién bacteriana

(2)-

La importancia de la trasferencia horizontal de genes fue reconocida cuando se

encontraron bacterias que adquirieron multiples genes de resistencia a
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antimicrobianos; y con los recientes avances en la secuenciacién de genoma
completo de bacterias ha fomentado la comprensién de que la HGT es un factor

importante en la evolucion bacteriana.

En este proceso juegan un papel muy importante los elementos genéticos moviles
(EGMs) como los plasmidos, integrones/casetes genéticos y transposones. Muchos
estudios han descripto genes de resistencia a antimicrobianos como parte de
plasmidos autotransferibles o de elementos transponibles y que la transferencia de

resistencia se produce tanto entre bacterias relacionadas como no relacionadas

(77).

Entre los elementos de diseminaciéon destacaremos los plasmidos, debido a su
importancia en la transferencia de resistencia a antibidticos, siendo los

responsables de la propagacion horizontal de la resistencia entre bacterias (78) .

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosémicos, normalmente
circulares con la capacidad de autorreplicarse y distribuirse entre las células hijas
durante la division celular. Su tamafio varia desde uno hasta varios cientos de
kilobases (Kb). Su nimero también puede variar, dependiendo del tipo, desde una
sola copia hasta decenas por célula. Su capacidad de autorreplicarse y mantenerse
dentro de la bacteria hospedadora se debe a la existencia de ciertos elementos
genéticos involucrados en la replicacion plasmidica, los cuales se agrupan en una

unidad genética llama replicon.

El replicdn, es la porcién minima del plasmido que se replica con el nimero de
copias caracteristico del plasmido parental. Comprende una regioén entre 2-3 Kb,
que contiene los genes que codifican las proteinas de control de inicio de la
replicacién (cop e inc), asi como las proteinas involucradas en el inicio de la
replicacion (rep) y otros elementos de control como RNA antisentido y secuencias
especificas de unién a las proteinas que colaboran en el inicio de la replicaciéon

(79).

Algunos plasmidos portan genes que les permiten movilizarse de una bacteria a la
otra mediante mecanismos de conjugacién, son denominados plasmidos

autotransmisibles o conjugativos. Otros plasmidos han perdido estos genes, por lo
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que necesitan la presencia y los mecanismos de plasmidos conjugativos para poder

movilizarse y diseminarse, se denominan plasmidos movilizables.

La conjugacién se puede considerar como un proceso que coordina una replicacion
circulo rodante con un transportador macromolecular. Para que esta transferencia
de ADN tenga lugar, se requiere un contacto directo entre la célula donadora y la
receptora. Los plasmidos conjugativos, producen una estructura proteica, llamada
pilus sexual que facilita el proceso. Pero existen diferentes sistemas de
transferencia por conjugacion, estos sistemas estan codificados por los genes tra.
Estos genes estan localizados distantes de la regiéon ori, donde se concentran los

genes implicados en el proceso de particidn, replicacién y control.

En el caso de las bacterias gram negativas se necesitan tres componentes
esenciales: el transferosoma, formado por un sistema de secrecidn tipo 4 (SST4)
que se encarga de la sintesis del pilus sexual y ayuda a la inyecciéon del ADN; el
relaxosoma, un conjunto de proteinas que procesan el ADN; y una proteina
acopladora que conecta ambas entidades (80). Todos estos procesos y su

regulacion estan codificados por genes localizados en la region Tra.

Como se menciond anteriormente, los plasmidos conjugativos pueden guiar la
movilizacién de otros que no sean autotransferibles, pldsmidos movilizables,
promoviendo su transporte hacia la célula receptora a través del SST4 (81, 82). Los
plasmidos movilizables carecen de los genes que se requieren para el

emparejamiento celular, pero poseen las necesarias para realizar la movilizacion.

Los plasmidos que confieren fenotipos de multirresistencia son normalmente de
gran tamano (>50 Kb), conjugativos y poseen sofisticados mecanismos para
controlar el nimero de copias plasmidicas, regulando asi la tasa de replicacion
(83). El estricto control de la replicaciéon implica que dos plasmidos que comparten
el mismo replicdn, no pueden ser propagadas de forma estable en la misma célula.
Este fendmeno se conoce incompatibilidad plasmidica, y se ha utilizado para

clasificar plasmidos en grupos homogéneos.

Los plasmidos que comparten el mismo sistema de control son incompatibles,

mientras que plasmidos con diferentes controles son mutuamente compatibles.
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Dos plasmidos que pertenecen al mismo grupo de Inc, no puede ser propagado en
la misma linea celular (79). No obstante, la presencia de mas de un plasmido en
una misma célula es un hecho frecuente en el mundo bacteriano (84). La
identificacion de plasmidos mediante la determinacién del grupo de
incompatibilidad, es frecuentemente usada para clasificarlos. Este método
funciona como una herramienta importante para rastrear la difusién de plasmidos
confiriendo resistencia a antimicrobianos, y también es util para seguir la

evolucion y propagacion de plasmidos emergentes.

Diferentes técnicas fueron empleadas para determinar el grupo de
incompatibilidad, en 1988 Courturier y col.,, desarrollaron un método para la
identificacién de los principales replicones en Enterobactereceae, el cual se basaba
en la hibridacion con sondas que reconocian 19 replicones basicos (79). Carattoli y
col, propusieron la caracterizacion por métodos basados en amplificaciéon por PCR,
desarrollaron 5 PCR multiplex y 3 PCR simples, basadas en la tipificacién de los
replicones (PCR Inc/rep o PBRT) de los principales grupos de incompatibilidad de
los plasmidos que circulan entre las enterobacterias. PBRT reconoce los replicones
de los grupos FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-ly, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F y FIIA
(84).

Existen determinados grupos de incompatibilidad (IncF, Incl1, IncA/C y IncHI2),
que son mas frecuentes con respecto al resto y se pueden caracterizar mediante
Plasmid Multi Locus Sequence Typing (pMLST- http://pubmlst.org/plasmid/). Esta
subtipificacién permite identificar a plasmidos similares de diferentes fuentes y
origenes, aportando asi al estudio molecular de la epidemiologia de la resistencia

(85).
Sistemas toxina/antitoxina (TA)

Muchos plasmidos codifican para sistemas de adiccién, pequefios mddulos
genéticos implicados en el mantenimiento de los plasmidos en la descendencia. Los
sistemas de adiccion basados en factores toxina/antitoxina (TA), que son
capaces de matar a las células hijas que no hereden el plasmido durante la divisién

celular. Estos sistemas promueven eficientemente el mantenimiento del plasmido
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en la poblacién bacteriana independientemente de la presencia de presion de

seleccidn.

La presencia del plasmido asegura una produccién constante de la antitoxina,
quedando la toxina bloqueada. Sin embargo, la pérdida del plasmido en el que esta
codificado el sistema TA, impide la sintesis de nueva antitoxina, con lo que la
toxina, bioquimicamente mas estable en la célula, queda libre para atacar su diana
celular. Esto provoca la bacteriostasis y/o muerte de las bacterias libres de

plasmido.

El gen de la toxina codifica una proteina estable, mientras que la antitoxina, es una
proteina labil o una especie de ARN antisentido no traducida (86). La antitoxina es
bioquimicamente mas inestable que la toxina, por lo que necesita una produccién
constante de la primera para mantener silenciada la segunda. Esta cualidad es la

que permite actuar a los sistemas TA como moddulos de estabilidad y/o adiccion.

Basados en la naturaleza de la antitoxina y su modo de accidén, los sistemas
toxina/antitoxina son divididos en 3 clases: tipo [, Il y III. Las antitoxinas tipo [ y III
son pequefios ARNs que inhiben la expresion de la toxina (tipo I) o su actividad
(tipo III) (86-88). Los sistemas de tipo Il son los mas estudiados y constan de
antitoxinas de tipo proteicas que inactivan a la toxina por formacién de complejos

proteina-proteina (89).

La organizacion genética de los sistemas toxina/antitoxina de tipo II es bastante
conservada y comprenden dos genes organizados en un operdn, con una pequeia
region intergénica que los separa. Ambos genes codifican para proteinas de
tamafo pequeio, entre 31-204 aminodcidos para las antitoxinas y de 41-206
aminodacidos para toxinas (90). La clasificacion de los sistemas de tipo II, consta
actualmente de 10 familias de toxina/antitoxina, basadas en similitud de
aminoacidos de las toxinas que a su vez se asocian con una familia especifica de

antitoxina (86, 90).

La antitoxina actia comunmente como autorrepresor del operdén, cumple una

funcién de represor “débil” incapaz de impedir completamente la transcripcion del
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operdn. En las antitoxinas de naturaleza proteica, el dominio amino-terminal
interactia con el ADN y la regién carboxi-terminal es necesaria para la interaccién
y neutralizaciéon con la toxina. En ausencia de toxina, las antitoxinas suelen
interaccionar con secuencias nucleotidicas discretas en la regién promotora-
operadora del operdon TA. Sin embargo, esta uniéon proteina-ADN es labil. La
interaccion TA permite la formacién de un complejo represor completamente
funcional, reduciéndose asi la transcripcién de ambos genes. Este efecto permite
mantener unos niveles de toxina en la célula lo suficientemente bajos como para
no interferir en el crecimiento normal de ésta, pero suficientemente altos como

para responder rapidamente ante situaciones en el que el sistema debe activarse.

De este modo, estos sistemas contribuyen a un aparente nivel de estabilizacion del
plasmido en la poblacion. A su vez, se ha descripto que los plasmidos portadores
del sistema toxina/antitoxina son capaces de desplazar plasmidos del mismo

grupo de incompatibilidad que carezcan de estos sistemas (91).
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Objetivo General

Analizar los mecanismos de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
(C3G) y a fluoroquinolonas (FQ) en enterobacterias aisladas de animales de
produccion en Argentina y evaluar los vehiculos implicados en su emergencia y

diseminacién.

Objetivos Especificos

v Evaluar el perfil de sensibilidad a C3G, FQ, colistina y otros antimicrobianos
en aislamientos de Salmonella spp. y E. coli recuperadas de establecimientos
de produccién avicola, bovinos, equinos, entre otros y determinar los
niveles de resistencia observados en las distintas poblaciones analizadas.

v’ Caracterizar los mecanismos enzimaticos implicados en la resistencia a C3G
(BLEE y AmpCp); los determinantes de resistencia a quinolonas
cromosomicos y plasmidicos (PMQR) y aquellos involucrados en la
resistencia a colistina en poblaciones de interés.

v’ Caracterizar los pldsmidos en los aislamientos de interés (con resistencia a
C3G, determinantes PMQR y a colistina), estimando los tamafos, grupo de
incompatibilidad y su capacidad de movilizacion.

v Tipificar los aislamientos relevantes mediante la determinacion de

diferentes marcadores de clonalidad y virulencia.
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Materiales y Métodos
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Determinacion de la sensibilidad a Antimicrobianos

Ensayo de Difusion en medio sélido

Con el objetivo de analizar la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos (ATM)
se sometio a todos los aislamientos a la prueba de difusién en placas de agar
Mueller-Hinton (MHA), segiin recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute)(32). A partir de un cultivo puro se preparé una suspension
bacteriana en solucion salina con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de
McFarland, conteniendo aproximadamente 1-2 x 108 UFC/ml. Dicha suspension se
inoculé6 homogéneamente con un hisopo estéril sobre toda la superficie de una

placa de agar MHA.

Se empleé un panel de 23 discos comerciales de ATM (Neo-Sensitabs, Rosco
Diagnostica A/S, Denmark), que fueron: ampicilina (AMP), cefalotina (CEP),
cefuroxima (CXM), ceftriazona (CRO), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ),
cefoxitina (FOX), ceftiofur (CFT), cefepima (FEP), aztreonam (AZT), imipenem
(IMI), meropenem (MEM), acido nalidixico (NAL), enrofloxacina (ENR),
ciprofloxacina (CIP), amicacina (AMI), kanamicina (KA), gentamicina (GEN),
estreptomicina (ST), tetraciclina (TET), cloranfenicol (CLR), colistina (CO) y
trimetoprima-sulfametoxazol (SXT). Los puntos de corte para cada antimicrobiano

se especifican en el Anexo.

Las placas se incubaron a 37°C durante 18 horas. Al cabo de dicho tiempo se
midieron los halos de inhibicién. La interpretacion de los resultados se realiz6
siguiendo los puntos de corte propuestos por el CLSI para todos los ATM
ensayados, con la excepcion de ceftiofur (CFT) y enrofloxacina (ENR), donde se
emplearon los puntos de cortes del CLSL (92). Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 fueron utilizadas como cepas

control.
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Ensayo de Diluciéon en Medio Liquido: Determinacién CIM

La CIM de los antibiéticos B-lactamicos y fluoroquinolonas fue determinada por
dilucion en medio liquido, siguiendo las recomendaciones del CLSI (32), mientras
que para colistina, se siguié las recomendaciones del EUCAST (European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing- version 6.0)(resistente > 2

ug/ml).

El rango de concentraciones ensayado fue entre 0,5 pg/ml- 256 pg/ml para los §3-
lactamicos, 0,125 pg/ml- 64 pg/ml para acido nalidixico, y de 0,015 pug/ml- 8
ug/ml para las fluoroquinolonas, ciprofloxacina y enrofloxacina. En todos los casos

se utilizd como control Escherichia coli ATCC 25922.

Determinacion de co-resistencia

El coeficiente de MARs (Multiple Antibiotic Resistance), es la forma de representar
la co-resistencia a los antimicrobianos ensayados pertenecientes a diferentes

familias. Se calcul6 segun la formula:

MARs = Numero de antimicrobianos resistentes /total de antimicrobianos

ensayados.

Deteccion fenotipica de 3-lactamasas

Todos aquellos aislamientos de S. enterica y E. coli que mostraron resistencia a
AMP y a C3G, se sometieron a ensayos fenotipicos confirmatorios para detectar la

probable producciéon de (-lactamasas de tipo BLEA, AmpC o BLEE.

Ensayo Fenotipico de Deteccion de AmpC

La presencia de una enzima tipo AmpC, se llevé a cabo la prueba de sinergia
colocando un disco con acido bordnico (BOR, 300 pg) a 15 mm de distancia borde
a borde de discos conteniendo cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ),
respectivamente, sobre placas de MHA inoculado con el asilamiento bacteriano a

ensayar inoculando con 108 UFC/ml (Figura 8) .
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Las enzimas AmpC son inhibidas por el acido borénico, y su presencia se evidencia
por la formacién de un efecto sinérgico entre los discos, es decir cuando se produce
un agrandamiento en la zona adyacente del disco conteniendo el antibiotico y el
disco conteniendo el inhibidor (efecto huevo); se considera un resultado positivo

y por lo tanto se sospecha la posible produccion de AmpC -lactamasas.

Figura 8: Disposicion de discos de ATM para la deteccion fenotipica de la produccién de

AmpC.

Ensayo Fenotipico de Deteccion de BLEE

Segun propone el CLSI, cuando se observa la ampliacién de la zona de inhibicion
(=5 mm) de discos conteniendo combinaciones de sustrato/inhibidor, como CTX/
acido clavulanico (CLA) y CAZ/ acido clavulanico (CLA) (Figura 9) al compararlo
con la zona del disco que contiene sustrato solamente, se demuestra la presencia

de una 3-lactamasas BLEE.

Se observa un aumento en el drea de inhibiciéon de antibiotico, debido a que el
acido clavulanico no es capaz de inhibir la actividad de las BLEE de clase molecular
A; considerandose un resultado positivo y por lo tanto se detecta la produccién de

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
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Figura 9: Disposicion de discos de ATM para la deteccion fenotipica en productores de

BLEE.

Ensayo fenotipico de Deteccion de Sensibilidad a Fluoroquinolonas

Para determinar la sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas en enterobacterias
se sigui6 el protocolo consensuado de la RED Whonet Argentina (93) que
recomienda la incorporacion de discos de pefloxacina (5 pg/ml) conjuntamente
con discos de acido nalidixico y ciprofloxacina; para detectar sensibilidad
disminuida a fluoroquinolonas. Los criterios empleados para la interpretacion e
informe de los fenotipos de sensibilidad, sensibilidad disminuida y resistencia a

FQ, para el método de difusion con discos, se detalla a continuacion.

Método de difusion con discos

Los resultados se interpretaron de acuerdo a los siguientes criterios:

Fenotipo CIP NAL PEF Interpretaciéon Informe de CIP
(mm) (mm) (mm)
1 =31 =21 > 24 Fenotipo Salvaje Sensible
2 <20 <20 <23 Combinacién de Resistente
mecanismos de Resistencia
3 21-30 <20 <23 Sensibilidad disminuida a Sensibilidad
4 =21 > 24 FQ disminuida

En la tabla se aclaran los fenotipos mas comunes para quinolonas en enterobacterias.

El fenotipo 4 corresponderia a la produccion de la enzima aac(6°)-1b-cr aminoglucésidos,
CIP y NOR. Este fenotipo debe confirmarse con la evaluacion de LEV. Un halo de LEV
superior al de CIP por 5 mm o mas, indicaria la presencia de este mecanismo. Ni el disco de

PEF, ni el disco de NAL son capaces de detectar este mecanismo.

Caracterizacion molecular de f3-lactamasas
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El andlisis genético para caracterizar los mecanismos de resistencia se realizo
mediante PCR y posterior secuenciaciéon de los productos de amplificacién

obtenidos.

Extraccion de ADN total por el método de lisis

El ADN gendmico total se extrajo mediante termoélisis. Se tomaron entre 4-5
colonias y se suspendieron en 200 pl de agua libre de ADNasa y RNAsa estéril
(Gibco). La lisis se realizé a bafio de agua en ebullicién durante 10 min. Finalmente,
las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 13.000 rpm en microcentrifuga,
se recuperan 180 pl del sobrenadante, que se conservaron a -20° C para su

posterior utilizacion.

Extraccion de ADN total mediante Kit de extraccion

En los ensayos en los que se requirié preparaciones de ADN gendémico o plasmidico
de alta pureza, se utilizé diversos Kits comerciales como DNeasy Blood & Tissue Lit
(Qiagen), ADN Puriprep-S kit-Highway y ADN Puriprep-P kit-Highway (Inbio
Highway). En todos los casos se siguieron las indicaciones provistas por el

fabricante.

Extraccion de ADN plasmidico

La obtenciéon de ADN plasmidico se llevé a cabo por la técnica de extraccién con
fenol cloroformo propuesta por Kado y col, (94) Esta técnica permite la extraccion
de plasmidos de elevado peso molecular que pueden ser posteriormente utilizados
como templado para PCRs, en ensayos de transformacién y/o en ensayos de

restriccién con enzimas, entre otros usos.

v’ Se repicé el aislamiento bajo estudio en 3 ml de caldo LB con el antibidtico
adecuado. Se incub6 ON a 37°C.

v" Se centrifugé a 13.000 rpm durante 2 minutos 3 ml de un cultivo ON en
caldo LB.

v Se descart6 el sobrenadante y resuspendio el pellet en 1 ml de buffer E.
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v Se agreg6 a la suspensidn bacteriana 2 ml de buffer de lisis suplementado
con 20 ug de RNAsa. Mezclé suavemente por inversion.

v" Seincub6 a 58° C durante 20 minutos.

v Se afiadié 1 ml de mezcla de fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1). Luego,
se mezcl6 utilizando vortex.

v Se centrifugd a 13.000 rpm durante 15 minutos.

v Se transfiri6 la fase acuosa, que contiene el ADN plasmidico, colocando 400
ul en tubos eppendorf.

v' Se afiadi6 40 pl de NaCl 5M (Concentracién final: 0,3-0,5 M) y 800 ul de
etanol 96% (2 volumenes).

v" Seincub6 ON a -20 °C para que precipite el ADN plasmidico.

v Se centrifugé a 13.000 rpm durante 15 minutos.

v" Se lavd con 1 ml de etanol 70%. No mezclar ni remover el pellet, y se volvid
a centrifugar.

v’ Se extrajo el alcohol y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente.

v" Seresuspendié en 50-100 pl de agua MilliQ estéril (Gibco).

Buffers y soluciones necesarias para las extracciones, se detallan en el Anexo.

Deteccion de mecanismos de resistencia por amplificacion génica
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Como templado se utilizé6 ADN total obtenido a partir de lisis de colonia asi como el
ADN plasmidico extraido por la técnica de Kado y col., (94).
Para identificar los distintos grupos de [-lactamasas, se emplearon distintas

condiciones de PCR y diferentes primers, que se presentan a continuacion:

v" PCR simples para determinar blatem, blasuv, blaoxa-z y-10, blaper-1 y 2. La
presencia de genes blacrx-v, fue determinada con primers universales para
blactx-mike y luego se realizaron reacciones de PCR empleando primers
especificos para los diferentes determinantes blacrx-m-1, M-2, M-8, M-9 Y M-25.

Tabla 3.
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Tabla 3: Se especifican los primers empleados para determinar las diferentes 3-lactamasas

Primers

Blarem-r

Blatem-r
blaSHV-F
blaSHV-R
0XA 2A

0XA 2B

0XA 10A
0XA 10B
blaPER1-F
blaPER1-R
blaPER-2F
blaPER-2R
CTX-M GRAL F
CTX-M GRAL R
CTX-MUF
CTX-MUR
Primer 2.1
Primer 3.1
Primer 2.2
Primer 3.2
Primer 2.9
Primer 3.9
Primer 8
Primer 8.25
Primer 25
Primer 8.25
CTX-M-1 CF
CTX-M-1 CR
CTX-M-1 FpK

CTX-M-1 RpK
bla1l

bla2
CTX-M-2 FpK
CTX-M-2 RpK
CTX-M-8 F
CTX-M-8 R
CTX-M-8 FpK

CTX-M-8 RpK

Secuencia (5°-3")

ATAAAATTCTTGAAGACGAAA

GACAGTTACCAATGCTTAATCA
TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT
AGCAGG GCGACAATCCCGCG
CCTGCATCGACATTCAAGATA
CTCAACCCATCCTACCCACCA
GCCATGAAAACATTTGCCGC
GCCACCAATGATGCCCTCAC
GGGCTTAGGGCAGAAAGCTTTTTC
AAGCTGTAGTTACTGCCTGCACGC
TGT GTT TTC ACC GCT TCT GCT CTG
AGCTCA AACTGA TAA GCCGCT TG
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
CCGCTGCCGCTYTTATCVCCBAC
CGA TGT GCA GTA CCA GTA

TTA GTG ACC AGA ATC AGC GC
AAAAATCACTGCGCCAGTTC
AGCTTATTCATCGCCACGTT
CGACGCTACCCCTGCTATT
CCAGCGTCAGATTTTTCAGG
CAAAGAGAGTGCAACGGATG
ATTGGAAAGCGTTCATCACC
TCGCGTTAAGCGGATGATGC

AAC CCACGA TGT GGG TAGC

GCA CGA TGA CAT TCG GG

AAC CCACGA TGT GGG TAGC
ATGGTTAAAAAATCACTGC
GGTGACGATTTTAGCCGC
AAATGGTTAAAAAATCACTGC

CTACAAACCGTCGGTGACGAT

TTAATGATGACTCAGAGCATTC
GATACCTCGCTCCATTTATTGC
TAATGATGACTCAGAGCATTCGC

GCATCAGAAACCGTGGGTTACG

TGAATACTTCAGCCACACG
TAGAATTAATAACCGTCGGT
AGATGATGAGACATCGCGTTAAGC

TTAATAACCGTCGGTGACG

Gen
target

blarem

blasuy

blaoxa-2

blaoxa-10

blapgr-1

PER-2

blaCTx_M_
like

blaCTx_M_
like

blacrx-m-1

blacrx-m-2

blacrx-m-9

blacrx-m-s

blacrx-m-25

blacrx-m-1

blacrx-m-
1/3

blacrx-m-2

blacrx-m-2

blacrx-m-s

blacrx-m-s

Producto

(bp)

1080

600

468

805

900-1000

880

500

585

415

552

209

688

347

864

876

910

900

1184

1184

Referencias

(95)

(95)

Cepario

Cepario

Cepario

(95)

Cepario

(96)

(97)

Cepario

Cepario, blaCTX-M

(3-15-12-96-37),

grupo filogenético
CTX-M 1/3

(95)

Cepario, blaCTX-M

(2), grupo
filogenético CTX-
M-2

Cepario

Cepario, blaCTX-M
(8), grupo
filogenético CTX-
M-8
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CTX-M-9 CF ATGGTGACAAAGAGAGTGC . .
ACTX-M- epario
CTX-M-9CR TCACAGCCCTTCGGCGATG CTXM-9 876
CTX-M-9 FpK AGATGGTGACAAAGAGAGTGC Cepgg;r blaCTX-M
blacrxu. _ 17), grubo
CTX-M-9RpK  TTACAGCCCTTCGGCGATG CTXM-9 876 flogenético CTX-

v La técnica “gold standard” para la deteccion de -lactamasa tipo AmpC, es la
PCR multiplex desarrollada por Pérez-Hanson (98), en la cual se emple6 6
pares de primers especificos que detectan la mayoria de los genes
codificantes de pAmpC, determinando la presencia de los alelos ACC, CIT,
DHA, EBC, FOXy MOX (Tabla 4).

Dado que los ensayos fenotipicos descriptos anteriormente no pueden
distinguir entre familias de pAmpC (plasmidicas), o incluso de las cAmpC
(cromosodmicas), se llevo a cabo la identificacién de los genes codificantes
presentes en los aislamientos por medio de ésta técnica. Resulta adecuada
para el estudio de aislamientos pertenecientes a enterobacterias no
productoras de cAmpC, como por ejemplo K. pneumoniae, P. mirabilis o S.
enterica, en los cuales puede realizarse sobre ADN total o plasmidico. En
aquellas especies productoras de cAmpC, los genes codificantes pueden
interferir en la deteccién de AmpC, siendo necesario emplear templados de
ADN plasmidico.

Para determinar el gen completo de blacwy, se realizé una PCR empleando

primers especificos denominados CMY-F y CMY-R.

Tabla 4: Se especifican los primers empleados para determinar las diferentes [3-lactamasas

tipo AmpC.
Primers Secuencia (5°-3") t::gl:et Pr(()s;:)c to Referencias
MOXMF GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT
MOXMR CACATT GAC ATA GGT GTG GTG C 520
CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA
CITMR TTT CTC CTG AAC GTC GCT GGC blapampc #62 (98)
DHAMF AACTTT CACAGCTGT GCT GGG T
DHAMR CCG TAC GCATACTGG CTT TGC 405
ACCMF AACAGC CTCAGCAGCCGGTTA 346
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ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC

EBCMF TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG _

EBCMR CTT CCACTG CGG CTG CCA GTT

FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G -

FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

CMY -F ATGATGAAAAAATCGTTATGCT 1146

blacuy (99)

CMY-R TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG

Se emplearon distintos primers para la identificacion de mutaciones QRDR:

v" PCR simples para detectar mutaciones en los genes gyrA y parC. La

presencia de los genes fue determinada con primers especificos (Tabla 5).

Tabla 5: Primers empleados para detectar mutaciones en la region QRDR

Primers Secuencia (5°-3) Gen Producto Referencias
target (bp)

stGyrA1l CGTTGGTGACGTAATCGGTA

gyrA 251 (100)
stGyrA2 CCGTACCGTCATAGTTATCC
GyrAEcC- F GCCATACCTACGGCGATACC

gyrA 344 (101)
GyrAEcC-R AAATCT GCC CGT GTC GTT GGT
parC-F C CTG AAT GCC AGC GCC AAATT

parC 183 (101)
parC-RC GCG AAC GAT TTC GGATCG TC
stmparC1 CTATGC GAT GTC AGA GCT G

parC 270 (100)
stmparC2 TAA CAG CAG CTC GGC GTATT

El andlisis de las mutaciones para las regiones QRDR de los genes gyrA y parC, se
realizé por ensamblaje de los fragmentos obtenidos mediante el programa Vector
NT11 (Life Technologies) y posterior traduccion de la secuencias a proteina,
utilizando el programa Expasy (Bioinformatics Resourse Portal- translate tool,
http://web.expasy.org/translate/).

La presencia o ausencia de mutaciones en la region QRDR se realiz6 por
alineamiento con secuencias de referencia de E. coli K12 (NC_000913.2) y/o
Salmonella NTC74, mediante el programa Uniprot  Align(
http://www.uniprot.org/).

Se emple6 distintos primers para la identificacion de genes PMQR (102-107):
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v

(\

PCR simples para detectar la presencia de genes gnrA, qnrB, qnrC, gnrD,
qnrS, oqxA, oqxB y qepA. La presencia de los genes fue determinada
empleando primers especificos. Las condiciones de reaccion y los primers

empleados se detallan en la Tabla 6.

Para el gen gnrB se emple0 tres tipos diferentes de primers.

* Primers qnrB: disefiado para amplificar fragmentos internos del gen. Se
emple6 como tamiz.

» Primers qnrBIF: disefiado para amplificar la totalidad del gen gnrB de
alelos mas largos y qnrBCF: disefiado para amplificar la totalidad del gen
gnrB de alelos mas cortos. Estos primers comparten el mismo cebador
reverso. El amplicon del tamafio esperado obtenido fue secuenciado en

todos los casos.

Para detectar la variante de la enzima modificadora de aminoglucésidos,
aac(6’)-lb-cr, se realiz6 PCR simple con primers especificos vy
posteriormente digestion mediante RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphims) empleando la enzima BseGIl. Las condiciones de digestion

(Vfde 15 pl) fueron las siguientes:

1, 5 pl de Buffer Tango amarillo 10X
9 ul de agua MQ
0,5 pl dela enzima BseGI 10U /ul (Fermentas)

Se incub6 durante tres horas y se corrié en un gel al 1.5 %. Los posibles
patrones que pueden ser obtenidos se observan en la Figura 10.
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Sitio de restriccidon de la enzima

5'...6 GA TGN Ny...3"
3'...CCTACINN ...5'

Figura 10: Patrones de restricciéon obtenidos con BseGlI. (a) gen aac(6°)-1b digerido con la
enzima, el electroferograma muestra el sitio de corte la enzima de restriccion. (b) gen
aac(6°)-Ib-cr presenta cambios de nucledtido el sitio de corte de la enzima (T304C/A y
G535C), evitando el reconocimiento por parte de la enzima. (c) patrén obtenido en un
aislamiento con duplicaciones génicas que presenta aac(6’)-Ib como la variante
modificadora de fluoroquinolonas con su respectivo electroferograma.

Aquellos fragmentos que no fueron digeridos por la enzima, se enviaron a
secuenciar para asi poder confirmar la presencia e identidad del gen.

v Se detect6 la presencia de la bomba de eflujo gepA se realizé6 PCR simple

Hot Star, debido al alto porcentaje de guanina y citosina (GC) que contiene

el gen que la codifica.

Tabla 6: Primers empleados para la deteccion de los diferentes determinantes PMQR

Primers Secuencia (5°-3") Gen Producto Referencias
target (bp)

qnrA-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG

qnrA 580 (102)
qnrA-R TGCCAGGCACAGATCTTGAC
qnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT

qnrS 428 (102)
qnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
qnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATCG

qnrC 330 (104)
qnrC-R CACCTACCCATTTATTTTCA
qnrD-F CGAGATCAATTTACGGGGAATA gnrD 582 (105)
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qnrD-R AACAAGCTGAAGCGCCTG
qnrB-F GGMATHGAAAATCGCCACTG
qnrB 264 (102)
qnrB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
qnrBIF-F ATGWYGYCATTACTGTATA
qnrBIF 676 (103)
qnrBIF-R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
gqnrBcf-F GTTRGCGAAAAAATTRACAG
qnrBcF 626 (103)
qnrBIF-R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
qepA-F ACATCTACGGCTTCTTCGTCG
qepA 501 (103)
qepA-R AACTGCTTGAGCCCGTAGATC
aac(6’)Ib-F CGATCTCATATCGTCGAGTGTT ;
; acc(6’)lb 447 (106)
aac(6)Ib-R TTAGGCATCACTGCGTGTTC
0qxA-F CTCGGCGCGATGATGCT
0qxA 393 (107)
0qxA-R CCACTCTTCACGGGAGACGA
oqxB-F TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC
oqxB 513 (107)
0qxB-R CTCGGCCATTTTGGCGCGTA

Electroforesis en geles de agarosa

Los productos amplificados en las reacciones de PCR con primers especificos y asi
como los correspondientes productos de las reacciones de PCR-multiplex fueron
resueltos a 6V/cm en geles de agarosa al 1,5 % en buffer TAE 1X. Como colorante
se utiliz6 bromuro de etidio 0,5 pg/ml y se emplearon marcadores de peso
molecular, tales como Ladder 50 bp y 100 bp (Inbio Highway) y Ladder 1 kbp
plus (PB-L Productos Bio-Ldgicos).

Los geles fueron visualizados con el transiluminador UV, Molecular Imager GelDoc

XR Sistem, Life Science Research, Bio-Rad.

Secuenciacion automatizada de ADN

Todas las secuencias nucleotidicas fueron analizadas segun el método de Sanger.
Esta metodologia se basa en la sintesis de la cadena complementaria al molde de
ADN, adicionando los correspondientes deoxi-nucledtidos (ANTPs), y analogos que
no poseen el grupo 3°-OH, dideoxi-nucleétidos (dANTPS), a partir de primers los
cuales pueden ser universales y que hibridan con las secuencias flanqueantes del
poli-linker de los vectores, o los mismos primers utilizados para las amplificaciones

por PCR.
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Las secuenciaciones se realizaron en el Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA, Argentina), o en la empresa Macrogen (Corea).

Determinacion de Grupos filogenéticos

Los grupos filogenéticos se determinaron mediante PCR multiplex en aquellos
aislamientos pertenecientes a E. coli de aves, siguiendo el esquema planteado por
Clermont et al (108)(Tabla 7). Este esquema se basa en la deteccion de tres genes

diferentes: chuA, yjaA y tspE4R.

Tabla 7: Primers empleados para determinar grupo filogenético

Primers Secuencia (5°-37) Gen Producto Referencias
target (bp)
ChuA-F GACGAAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279
ChuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA-F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG )
. yjaA 211 (108)
YjaA-R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4R-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4R 152
TspE4R-R CGCGCCAACAAAGTATTACG

Los amplicones obtenidos fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5% en Buffer

TAE 1X, tefiidos y analizados segtn el patrén de bandas que presentaron.

Interpretacion

La interpretacion se realizo en base a la presencia, ausencia y combinacion de los
productos de PCR de los tres genes analizados, determinando asi el grupo

filogenético segun arbol dicotémico de Clermont y col., (108) (Figura 11).
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chuA

Figura 11: Arbol dicotémico para determinar el grupo filogenético en E. coli.

Tipificacion molecular de los aislamientos productores de pAmpCy
blacrx-m por técnicas basadas en PCR: REP-PCR y ERIC-PCR

En aquellos aislamientos productores de pAmpC y blacrx-m se realizé la tipificacion
molecular de los mismos a través de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus PCR o secuencias repetitivas consenso intragénicas) y REP-PCR
(repetitive element palindromic PCR o secuencias repetitivas palindrémicas
extragénicas) (109), con el objetivo de determinar la relacion clonal entre dichos

aislamientos (Tabla 8).

Estas técnicas de tipificacion basadas en PCR, utilizan primers disefiados en base a
secuencias repetitivas en el cromosoma. Estas secuencias estan presentes en
diferentes localizaciones a lo largo del cromosoma bacteriano. Cuando dos de estas
secuencias estan situadas lo suficientemente cerca, el fragmento de ADN que hay
entre ambas es amplificado. Dado que el nimero y la localizacion de estas
secuencias repetitivas es variable entre aislamientos, el numero y el tamafio de los

fragmentos resultante también lo resultan, por lo que se obtiene un patrén de
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bandas caracteristico para cada aislamiento, de un modo similar a los patrones

obtenidos por electroforesis de campo pulsado (PFGE).

Tabla 8: Primers empleados para la reacciéon de REP/ERIC-PCR

. . s oy Producto .
Primers Secuencia (5°-37) Gen target (bp) Referencias
ERIC-1 CAC TTA GGG GTC CTC AAT GTA
ERIC-2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G PCR - (109)
REP-1 111 GCG CCG ICA TCA GGC Tipificacion
REP-2 ACG TCT TAT CAG GCC TAC -

Los productos obtenidos fueron resueltos en geles de agarosa 1,5 % en buffer TBE
0,5 X (TRIS base 0.89 M, Borato 0.089 M, EDTA disddico 2.5 mM, para TBE 10X a
pH 8) a 4,6 voltios/cm, durante 3 horas, revelado posteriormente en bromuro de
etidio 0,5 pg/ml. Las bandas resultantes se observaron con el transiluminador UV,

Molecular Imager GelDoc XR Sistem, Life Science Research, Bio-Rad.

Determinacion de la localizacion plasmidica de B-lactamasas tipo
pAmpCy BLEE: ensayos de transferencia de genes

Se realizaron experimentos de conjugaciéon bacteriana, tanto en medio liquido
como en medio sélido, donde se evalué la capacidad de transferencia de los
plasmidos portadores de pAmpC y blacrx-m.
Segun los perfiles de sensibilidad de las cepas dadoras se utilizaron las siguientes
cepas como receptoras:
e E. coli CAG12177: F-, I, zej-298: Tn10 (TetR), gyrA261 (NalR), rph-1. (M.
Berlyn, E. coli Genetic Stock Center).
e FE. coli]53: F, (Azida SodicaR).
e Salmonella M1744: F- (Malbran)
e E. coli DH5a: F- ,80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rk-, mk+) poa supE44 -thi-1 gyrA96 relA1l)
e E. coli XL1-Blue: endA1l gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac glnV44
F'[ :Tn10 proAB+lacle A(lacZ)M15] hsdR17(rx- mg*).
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Conjugacion en medio sdlido

Se incubaron cultivos puros de las cepas dadoras y de la cepa receptora por
separado en 5 ml de caldo TSB a 37°C con agitacién durante 18 horas. El cultivo de
la cepa dadora se diluy6 1/20 en TSB y se incubé nuevamente durante 3 horas con
agitacién, para obtener un cultivo en fase logaritmica. En una placa conteniendo
agar tripteina de soja (TSA) se coloc6 una membrana de acetato de celulosa estéril
(tamafio de poro de 0,2-0,45 pum). Sobre la membrana se adicionaron 50 pl de
células dadoras y receptoras, se incub6 la placa a 37°C durante 3 y 24 horas.
Posteriormente, las células fueron resuspendidas, transfiriendo las membranas a
tubos plasticos de 15 ml los cuales contenian 3 ml de solucion fisiologica estéril.
Las suspensiones bacterianas fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Se descarté tanto el sobrenadante como la membrana, y
el pellet se sembroé por extension en placas de TSA suplementado con el antibiotico
adecuado; lo mismo se realizé para los controles en medios de selecciéon adecuados
para las correspondientes cepas dadoras y las receptoras, pero sin presion de

seleccion. Se incub6 nuevamente a 37°C durante 24 horas.

Conjugacion en medio Liquido

Se incubaron cultivos puros de las cepas dadoras y de la cepa receptora por
separado en caldo TSB con el antibidtico adecuado, a 37°C con agitacion ON. El
cultivo de la cepa dadora se diluyé (1/20 en TSB) y se incub6 durante 3 horas con
agitacion hasta obtener un cultivo en fase logaritmica. Se mezclaron ambas cepas
en una proporciéon 1:10 (dadora: receptora) en tubos de ensayo estériles y se
incubaron durante 16 horas sin agitacion. Para seleccionar los transconjugantes, se
transfiri6 1 ml del cultivo a un tubo eppendorf y se centrifugé a 13000 rpm
durante 2 minutos en microcentrifuga, luego el pellet se resuspendié en 100 pl de
TSB y se sembro por extension en placas de TSA suplementado con los antibiéticos

de seleccion adecuados.

Transformacion por Electroporacion
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Para los ensayos de transformacion, se utiliz6 como cepa receptora E. coli DH5a
(Gibco Life Technologies, Gaithersburg, Md)(Anexo). En este ensayo se utilizé el
electroporador GenePulser (Bio-Rad, Watford, United Kingdom). Los plasmidos
fueron previamente desalados, como se indic6 en el Anexo.

Tanto las células electrocompetentes como los plasmidos desalados fueron
descongelados y se mantuvieron sobre hielo, hasta el momento de uso. Se
incorporé de 2 a 5 ul del plasmido de interés sobre las células competentes y se
transfirio la mezcla a la cubeta de electroporacion previamente refrigerada. Se
aplico un pulso eléctrico programado de 2.5 kV, 25puF y 400Q. Luego, se
resuspendieron las células con 1 ml de caldo 2XYT, y se transfirio la mezcla a un
tubo estéril. Se incub6 a 37°C durante 1-1,5 horas y se sembr6 100 pl del cultivo en
placa de TSA suplementadas con el antibiotico adecuado. Se sembraron las células
competentes en medio sin antibiético y en medios de seleccién, como control de

calidad del proceso. Se incubé durante 24 horas.

Analisis de los transformantes obtenidos

Las colonias transformantes conteniendo los plasmidos de interés fueron
analizadas, se observé si las colonias desarrolladas poseian las caracteristicas
fenotipicas deseadas, como resistencia a los antibidticos utilizados para la
seleccion. Los clones fueron repicados en placas de LBA y luego se tomdé una
colonia y se suspendié en un volumen de 5 ml de caldo LB, conteniendo el
antibidtico adecuado para ejercer presion selectiva y asi evitar la pérdida del
plasmido. Se incubaron durante 18 horas a 37°C con agitacién. Se extrajeron los
plasmidos o directamente se lo utiliz6 como templado para reacciones de PCR,
para verificar la presencia del gen responsable de la resistencia obtenida. Los
clones identificados como portadores del plasmido de interés se conservaron en

caldo BHI con 20% de glicerol a -20°C.

Determinacion del tamafio molecular de los plasmidos portadores de
determinantes de resistencia
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Se determind el tamafo molecular de los plasmidos de interés mediante
electroforesis de campo pulsado (PFGE). Se prepararon moldes de agarosa (plugs)
conteniendo ADN total de las cepas dadoras y sus respectivos transconjugantes
y/o electroporantes, tal como se describe en el Anexo. Luego, cada plugs fueron
incubados a 37°C durante 30 minutos con el buffer adecuado para la enzima, y
posteriormente se digirieron empleando 1U de la enzima S1 Nucleasa, por 3 horas
a 37°C. La nucleasa S1 convierte plasmidos superenrollados en moléculas
completamente lineales que pueden migrar como bandas discretas y que luego ser
observadas luego de la tincién con bromuro de etidio (110); el ADN genémico no
es digerido. Después de este proceso, las muestras se sometieron a electroforesis
de campo pulsado en gel de agarosa al 1,2 % preparado en buffer TBE 0,5X,
durante 20 horas a 6 voltios/cm a 14°C; con un pulso inicial de 5 segundos y uno
final de 60 segundos, utilizando el equipo CHEF-DRII (Bio-Rad).Como marcador de
peso molecular se utiliz6 Lambda Ladder PFGE Marker (Promega). El gel se tifio
con bromuro de etidio 0,5 pg/ml y se visualizé en el transiluminardor UV. Los

reactivos empleados se describen en el Anexo.

Procedimiento de PFGE para Salmonella spp.

Segiin protocolo empleando por Malbrdn.

Dia 1:

Estriar en una placa de TSA, una colonia aislada de los cultivos a ensayar, para

obtener un crecimiento confluente. Incubar a 37°C por 14-18 horas.
Dia 2:
Preparacion de bloques de agarosa (Plugs):

1. Calentar el agarosa al 1% en el microondas a potencia media-baja y
mantener en bafo termostatizado a 55-60°C hasta que esté listo para
usarse.

2. Dispensar en tubos de centrifuga de 1,5 ml, 1 ml de Buffer Tris 100mM:
EDTA 100 mM para la suspension bacteriana. Utilizar hisopos estériles

humedecidos en el buffer estéril para levantar parte del crecimiento de la
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placa de agar: suspender las células en el buffer girado el hisopo
suavemente.

Ajustar la concentracion de las suspensiones celulares, midiendo la OD en
espectrofotdbmetro a 610 nm de longitud de onda y hasta llegar a una
densidad éptica de 1.

Transferir 200 pl de las suspensiones celulares ajustadas a tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml rotulados. Si las suspensiones celulares estan a
temperatura ambiente, agregar el agarosa directamente; pero si estan frias,
incubar en bafio termostatizado o estufa a 37°C por unos minutos.
Adicionar 10 pl de proteinasa K /stock de 20 mg/ml) a cada tubo y mezclar
suavemente por pipeteo.

Adicionar 200 pl de agarosa 1% fundida, a los 200 pl de suspension celular.
Mezclar pipeteando evitando de que se formen burbujas de aire en la
mezcla. Dispensar la mezcla en los pocillos del molde para plugs. Dejar
solidificar a temperatura ambiente por 10-15 min o pueden colocarse en la

heladera (4°C) por 5min.

Lisis de las células en los plugs de agarosa:

7.

Dia 3:

Calcular la cantidad requerida de Proteinasa K/Buffer de lisis celular: para
cada tubo de 50 ml de polipropileno adicionar 5 ml de buffer de Lisis y 25 pl
de una solucién de Proteinasa K (20 mg/ml). Calcular la cantidad necesaria
a preparar para la cantidad de aislamientos bajo estudio.

Colocar los plugs en los tubos de 50 ml con el buffer de lisis y Proteinasa K.
Incubar en bafio termostatizado a 55°C por 1,5-2 horas con agitacion
vigorosa y constante (175-200 rpm). Alternativamente, la lisis puede

realizarse durante 18 horas (overnight) en las mismas condiciones.

Lavado de los plugs de agarosa despues de la lisis celular

10. Retira los tubos del bafio termostatizado y descartar cuidadosamente el

buffer de lisis.
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11. Agregar al menos 10 ml de agua estéril calidad biologia molecular pre-
calentada a 54°C por 10-15 min. Descartar el agua y repetir el lavado con
agua.

12. Pre-calentar buffer TE (Tris 10 mM: EDTA 1 mM, pH 8.0) en bafio de agua a
54°C para lavar los plugs.

13. Descartar el agua y afadir 10-15 ml de buffer TE estéril y agitar los tubos
vigorosamente en bafio termostatizado por 10-15 min. Descartar el buffer y
repetir el paso de lavado tres veces mas.

14. Transferir los plugs a microtubos con 2 ml de buffer TE 1X estéril. Continuar

con la digestion del ADN o mantener a 4°C hasta su uso.
Digestion del ADN en plugs de agarosa con la enzima Xbal

15. Rotular los tubos para microcentrifuga de 1.5 ml con los numeros de los
cultivos, agregar 4 tubos mas para los controles de Salmonella servar
Braenderup H9812 (si se realiza un gel de 15 calles). Adicionar 200 pl de
buffer 10X de la enzima (dilucién 1:10) en cada tubo.

16. Remover cuidadosamente los plugs del buffer TE con una espatula y
colocarlos en una placa estéril.

17. Cortar una porciéon de 2-2.5 mm de espesor del plugs con un bisturi y
transferir la porcidn al tubo conteniendo el buffer.

18. Incubar en bafio termostatizado a 37°C por 5-10 min o a temperatura
ambiente por 10-15 min. Luego de la incubaciéon remover el buffer
completamente con una micropipeta asegurandose de no dafiar el plugs.

19. Digestion enzimatica: realizar una diluién 1:10 del buffer 10X con agua
calidad biologia molecular y adicionar la enzima de restricciéon Xbal (50U/
muestra para la digestion en dos horas o 30 U/ muestra para la digestion
durante 18 hs).

20. Adicionar 200 pl de la mezcla de la enzima de restriccion a cada tubo.
Asegurase que los plugs estén sumergidos en la mezcla de reaccion.

21.Incubar en bafio termostatizado a 37°C por 18 horas.

Dia 4:
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Preparaciéon del gel de agarosa (con colocacion de previa de los plugs sobre el

peine)

22.Prepara el volumen necesario de buffer Tris-Borato EDTA (TBE) 0.5X que
se requiere para el gel (150 ml gel grande y 100 ml para un gel pequefio) y
para la electroforesis (2200 ml).

23. Preparar agarosa seakem gold (SKG) al 1% en TBE 0.5X de la siguiente
manera:

e Pesar la agarosa en un frasco o Erlenmeyer de 500 ml con tapa de
rosca.

e Adicionar el buffer TBE 0.5X; agitar suavemente para dispersar la
agarosa.

e Fundir la agarosa en el horno de microondas por 60 seg; mezclar
suavemente y repetir por intervalos de 15 seg, hasta que el agarosa
esté completamente disuelta.

e Colocar en un bafio termostatizado a 50-60°C.

24. Luego de la digestion, retirar los tubos del bafio termostatizado. Eliminar la
mezcla enzima/buffer y adicionar 200 pl de TBE 0.5X. incubar a
temperatura ambiente 5 min.

25. Retira los plugs de los tubos, colocar el peine sobre la mesada con la cara de
siembra hacia arriba y ubicar los plugs en la superficie inferior de los
dientes del peine como se indica abajo:

e Colocar el plug de la cepa patrén S. Braenderup H9812 en las calles
1,5, 10, 15.

e C(Colocar las muestras en los pocillos remanentes.

26. Dejar que los plugs se sequen con el aire sobre el peine por 5 min o sellar
sobre el peine con agarosa. Colocar el peine en el molde del gel. Asegurar
que el molde para preparar el gel se encuentre nivelado.

27.Verter cuidadosamente la agarosa (enfriada a 55-60°C) en el molde.

28. Colocar dentro de la camara de electroforesis el marco negro para el gel.
Agregar de 2 a 2.2 1 de TBE 0.5X recién preparado. Cerrar la unidad.

29. Encender el médulo de enfriamiento (14°C), la fuente de poder y la bomba

(fijar en 70 para un flujo de 1 I/min.
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30. Retirar el peine del gel después de que solidifique (30-45 min). Desembalar

y sacas las barras laterales del molde para geles; retirar el exceso de
agarosa de los lados y de la parte inferior de la plataforma. Mantener le gel
en la plataforma y colocar cuidadosamente el gel dentro del marco negro en

la camara de electroforesis. Cerrar la cAmara.

Seleccionar las siguientes condiciones en el equipo CHEFF DR I1 o III:

Dia 5:

Tiempo de pulso inicial a: 2.2 seg

Tiempo de pulso final a: 63.8 seg

Voltaje: 200 V (6 Volts/cm)

Tiempo de corrida: 20-22 h (DR 1I); 17-20 h (DR III)

Tincién y documentacion del gel de agarosa para PFGE

31. Cuando la corrida electroforética termina, apagar el equipo; retirar y tefiir

el gel con Gel RED (biotium-10000X) diluyendo 80 pl de la solucion
concentrada en 400 ml de agua destilada con 3,4 g de NaCl. Se tifie entre 20-

40 minutos en agitacion.

32. Capturar la imagen en el Gel Doc 100. Guardar la imagen en formato .tiff no

comprimido, para analizar luego con el programa BioNumerics.

Tipificacion molecular de plasmidos

La tipificacion molecular de los plasmidos portadores de los diferentes

determinantes de resistencia analizados en este trabajo de tesis, se llevé a cabo por

medio de la identificacion del grupo de incompatibilidad de los mismos, a partir de

la técnica propuesta por Carattoli y col, como PCR-Based Replicon Typing method
(PBRT) (84).

La identificacién de los grupos de incompatibilad: IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncHI2,
Incl 1, IncL/M, IncN, IncP, IncW, IncT, IncA/C, IncK, IncB/O, IncX, IncY, IncF,

IncFIIA, se realizé empleando cinco ensayos de PCR multiplex y tres PCR simples
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(Tabla 9); estos representan los principales grupos de incompatibilidad circulantes

en la familia Enterobacteriaceae.

En todos los casos se utiliz6 templado obtenido mediante lisis o0 ADN plasmidico,

tanto del transformante y/o transconjugante obtenido.

Tabla 9: Primers empleados para determinacion de los grupos de incompatibilidad

Primers

HI1 FW
HI1 RV
HI2 FW
HI2Z RV
I1 FW
I1 RV
XFW
XRV
L/MFW
L/M RV
NFW
NRV
FIA FW
FIARV
FIB FW
FIB RV
WFW
W RV

Y FW
YRV
PFW
PRV
FIC FW
FICRV
A/CFW
A/CRV
T FW
TRV
FIIS FW
FIIS RV
FrepB FW
FrepB RV

K/B FW

Secuencia (5°-3")

GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
CGAAAGCCGGACGGCAGAA
TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
GTCTAACGAGCTTACCGAAG
GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG
GGTGCGCGGCATAGAACCGT
AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
CTGTCGTAAGCTGATGGC
CTCTGCCACAAACTTCAGC
TGATCGTTTAAGGAATTTTG
GAAGATCAGTCACACCATCC

GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC

productor
bp/ Uso Referencias
Gen target

471 pb
(parA-parB)
644 pb
(iterions)
139 pb
(RNAI)
376 pb
(oriY)
785 pb
(repA, B, C)
559 pb
(repA)
462 pb
(iterions)
702
(repA)
242 pb
(repA)
765 pb
(repA)
534 pb
(iterions)
262 pb
(repa2)
465 pb
(repA)
750 pb
(repA)
270 pb
(repA)

270 pb PCR simples

Multiplex-1

Multiplex-2

Multiplex-3

Multiplex-4

(84

Multiplex-5

K/B Fw con K
RV: PCR simples
160 bp
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KRV TCTTTCACGAGCCCGCCAAA K/B Fw con
B/O RV TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA B/0 159 bp

Multilocus sequence Typing (MLST)

Esta técnica de MLST ha sido desarrollada y disenada para identificar clones o
lineas clonales en poblaciones bacterianas, por lo que se la considera un marcador
molecular de aplicacién en epidemiologia global tanto a corto como a largo plazo.
La determinacion del secuenciotipos (ST) de S. enterica, se realizé6 mediante esta

técnica de MLST.

MLST de Salmonella enterica

El secuenciotipo (ST) de S. enterica se llev6 a cabo usando el esquema desarrollado
por Achtman y col (111). Este se basa en la amplificacién por PCR y posterior

secuenciacion de los siguientes genes housekeeping:

e thrA (aspartokinase homoserine dehydrogenase),

e purE (phosphoribosylaminoimidazole carboxylase),
e sucA (alpha ketoglutarate dehydrogenase),

e hisD (histidinol dehydrogenase),

e aroC (chorismate synthase),

e hemD (uroporphyrinogen III cosynthase)

e dnaN (DNA polymerase III beta subunit).

Se amplificé los fragmentos internos y luego se secuencié utilizando primers que
hibridan dentro de la region amplificada. El perfil alélico y la determinacién del ST
fue llevado a cabo acordando segin las recomendaciones de la Universidad de
Warwick, Medical School (http:/mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica). La secuencia de
los primers utilizados (Tabla 10) y las condiciones de amplificacién optimizadas en

este trabajo de tesis, se detallan a continuacién:

Tabla 10: Condiciones y primers empleadas para determinar el secuenciotipo mediante

MLST
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productor
Primers Secuencia (5°-3") bp/ TA°C Referencias
Gen target
thrA- F GTC ACG GTG ATC GAT CCG GT
852 49°C
thrA- R CAC GAT ATT GAT ATT AGC CCG
purE-F1 GAC ACCTCA AAA GCA GCGT 510 o7
purE-R2 AGA CGG CGATAC CCA GCG G
sucA-F1 CGC GCT CAA ACA GAC CTA C
643 48°C
sucA-R1 GAC GTG GAA AAT CGG CGC C
hisD-F1 GAA ACGTTC CAT TCC GCG C
804 67°C
hisD-R1 GCG GAT TCC GGC GAC CAG
aroC-F CCT GGC ACCTCG CGCTAT AC (112)
826 60.9 °C
aroC-R CCA CAC ACG GAT CGT GGC G
hemD-F1 GAA GCGTTA GTG AGC CGT CTG CG
ATC AGC GAC CTT AAT ATC TTG 666 67°C
hemD-R
CCA
dnaN-F ATG AAATTT ACC GTT GAA CGT GA
AAT TTC TCA TTC GAG AGG ATT 833 50°C
dnaN-R GC
dnaN-R1 Sec CCG CGG AAT TTC TCA TTC GAG
Solo para secuenciar
thrA- R1 Sec. GTG CGC ATA CCGTCG CCG AC

Caracterizacion del entorno genético de la B-lactamasa tipo pAmpC

Mapeo por PCR del entorno genético de blacwy

El entorno genético de blacmy2 se determind mediante mapeo por PCR y
secuenciacion (113). Se emplearon dos sets de primers para amplificar las
secuencias de insercién ISEcpl y 1S1294-1SEcp1, que se describe a continuacién:
ISEcpl-F (GCATTCCTTCGAAATTCAGC) y ISEcp1-R (CAGCATTACCACGCTTTTCA)
para  ISEcpl; 1S1294-F (ATGGATGGCCCAGAAGATAC) and  IS1294-R
(AGAGCGCAGCATAACGATTT) para 1S1294-1SEcpl. Para la deteccion de la
secuencia de insercion truncada corriente arriba de blacwy-2 se llevd a cabo
empleando: ISEcp1CMY-F (CTCTTCAGAATACAGACAGC) en combinacion con el
primer ISEcp1CMY-R (CCGATCCTAGCTCAAACAGC).

Los primers Blc-F (CATTCCTGGTTGTCGCGTGT), SugE-F
(AGCATGGCGATACTGACGAT), SugE-R (GCCTGATATGTCCTGGATCGT) y EcnR-R
(GGATTGAGAGGGCACGAT) fueron usados como para amplificar los genes blc-

sugE-ecnR corriente abajo de blacmy2 [12]. Los productos de PCR fueron
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secuenciados usando Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA), para confirmar las amplificaciones obtenidas.
Factores de virulencia en E. coli
Se determind mediante PCR los factores de virulencia presentes en los

aislamientos de E.coli en bovinos. Se extrajo el ADN total mediante lisis. Los

primers utilizados en las tres reacciones de PCR multiplex (Tabla 11).

Tabla 11: Primer empleados para determinacion de los factores de virulencia

Primers Secuencia (5°-3") Productor Uso Referencias
bp

CdtIII-F GAA AAT AAA TGG AAT ATA AAT GTC CG

CdtIII-R TTT GTG TCG GTG CAG CAG GGA AAA >%8

CnflI-F TAT CAT ACG GCA GGA GGA AGC ACC

CnfII-R GTC ACA ATA GAC AAT AAT TTT CCG 1243

CdtIV-F CCT GAT GGT TCA GGA GGC TGG TTC 250 Multiplex

CdtIV-R TTG CTC CAG AAT CTA TAC CT M1

TucD-F AAA ACT GAC ATC GGA TGG C

IucD-R GTA TTT GTG GCA ACG CAG AA 253

Cnfl/2-F TTA TAT AGT CGT CAA GAT GGA

Cnf1l/2-R CAC TAA GCT TTA CAA TAT TGA 033 ik

Sfa-F CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTA C

Sfa-R CGG AGG AGT AAT TAC AAA CCT GGC A 420

Pap-F GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G

Pap-R ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 325 Multiplex

Afa8-F CTA ACT TGC CAT GCT GTG ACA GTA M2

Afa8-R TA TCC CCT GCT TAG TTG TGA ATC 302

F17-F GCA GAA AAT TCA ATT TAT CCT TGG

F17-R CTG ATA AGC GAT GGT GTA ATT AAC >3

Stx1-F TTCGCTCTGCAATAGGTA

Stx1-R TTCCCCAGTTCAATGTAAGAT 2%

Stx2-F GTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTC

Stx2-R AGGGGTCGATATCTCTGTCC 118

F5-F TATTATCTTAGGTGGTATGG

F5-R GGTATCCTTTAGCAGCAGTATTTC 314 Multiplex (115)

F41-F GCATCAGCGGCAGTATCT M3

F41-R GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT 380

Eae-F ATATCCGTTTTAATGGCTATCT

Eae-R AATCTTCTGCGTACTGTGTTCA 425

Sta-F GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA

Sta-R AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA 190
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Caracterizacion sistemas Toxina-Antitoxina

Para la caracterizacién de los sistemas de toxina-antitoxina (TA), se realizaron PCR
con diferentes primers especificos (Tabla 12). Se extrajo ADN total mediante lisis a
los aislamientos de S. enterica y E.coli tanto a las cepas dadoras, como a las cepas

transconjugantes y/o electroporantes obtenidas.

Tabla 12: Primers empleados para determinacién del sistema TA

Primers Secuencia (5-3") bpp/lgglllg(;;et Uso Referencias
PemK-up AAC GAC AAT GGC TGG ATG C
PemK-low CCA ACG ACA CCG CAA AGC 232
CcdA-up AGG AAG GGATGG CTGAGG T S
CcdB-low GGT AAA GTT CACGGG AGA C
RelE-up AAA AACCCGATG GCGACAG
RelE-low TGA TAG ACCAGG CGA AAAC 370
ParD-up ACG GAC CAG CAG CAC CAG
ParE-low AGC CCT TGA GCC TGT CGG >34 TOXINA-
VagC-up GGG ACCTGG ATT TTG ATG G 210 ANTITOXINA (1 16)
VagD-low GAC CAGATGTTG GTG TCG
Hok-up AGA TAG CCC CGT AGT AAGTT
Sok-low GAT TTT CGT GTC AGA TAA GTG 203
PndC-up TCA ATC AAC CAG GGC TCT
PndA-low CCT CAC CAT CCA GACAAAA 140
SrnB-up ACT GAT TGT AGC CTCTTCTTT
SrnC-low CACCACTGT ATT TCC CCT GT 71

Caracterizacion de mcr-1 en aislamientos de E.coli

La deteccion del gen de codificacién plasmidica mcr-1, se realiz6 mediante una
reaccion de PCR donde se amplifico un fragmento interno del gen, descripto por
Liu y col. Para amplificar el fragmento completo de mcr-1 y verificar los resultados
obtenidos, se realiz6 otra PCR usando primer CLR5-F en combinacién con MCR-1
(Tabla 13). Los amplicones obtenidos del tamafio esperado fueron purificados y
posteriormente secuenciados. Las condiciones de reacciéon de cada una de las PCR,

se detallan a continuacion.

Tabla 13: Primer empleados para amplificar mcr-1
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Primers Secuencia (5’-3") productor bp/Gen target Uso Referencias
CLR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 344 Fragmento mcr- (67)
CLR5-R CTTGGTCGGTCTGTA GGG 1 interno

CLR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
MCR1-R TGCGGTCTTTGACTTTGTC

1575 mcr-1 completo

La concentracion de los reactivos utilizados para la reaccion de PCR para el
fragmento interno de mcr-1, para un volumen total de 25 pl fue la siguiente: ADN
2,5 ul, buffer de reaccion KCI 1x, MgCl; 2 mM, primers 0,6 pM, dntp 0,2 mM y Taq

polimerasa (Fermentas) 4 U.

Tabla 14: Condiciones para la amplificacién de mcr-1 interno

Condiciones de ciclado gen mcr-1 interno
Pasos Temperaturas Tiempo Ciclos

1 94°C 4 min 1 ciclo
94°C 30 seg

2 52°C 30seg 30 ciclos
72°C 30 seg

3 72°C 5 min 1 ciclo

4 16°C

La concentracion de los reactivos utilizados para la reaccion de PCR para el
fragmento completo de mcr-1, para un volumen total de 50 pl fue la siguiente: ADN
2,5 yl, buffer de reacciéon KCl 1x, MgCl 2,5 mM, primers 0,4 uM, dntp 0,3 mM y Taq

polimerasa (Fermentas) 5 U.

Tabla 15: Mezcla de reaccion y condiciones para la amplificacion de mcr-1 completo

Condiciones de ciclado gen mcr-1 completo
Pasos Temperaturas Tiempo Ciclos

1 94°C 4 min 1 ciclo
94°C 1 min

2 52°C 1 min 30 ciclos
72°C 1,30 min

3 72°C 10 min 1 ciclo

4 16°C
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Capitulo I:

Consideraciones generales sobre Salmonella
enterica
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Género Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, Orden
Enterobacteriales, clase y-proteobacteria (117). Este género estd constituido por
dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori. La especie S. enterica esta
compuesta por 6 subespecies: S. enterica subesp. enterica, S. enterica subesp.
salamae, S. enterica subesp. arazonae, S. enterica subesp. diarizonae, S. enterica
subesp. houtenae y S. enterica subesp. indica. A su vez las subespecies S. enterica y
la especie S. bongori se dividen en mas de 2600 serovariedades, que estan definidas
en funcién de las asociaciones de factores antigénicos somaticos O y flagelares H

(118). La especie tipo es Salmonella enterica.

La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y de los animales de sangre
caliente, pertenecen a la subespecie S. enterica (subespecie I) y por lo general la
serovariedad lleva el nombre relacionado con el lugar geografico donde se aislé

por primera vez.

Dado que las serovariedades no tienen el nivel taxonémico de especie y por ello
deben escribirse en letra tipo romano, no en itdlica, de la siguiente manera:
Salmonella enterica subesp. enterica serovar Typhimurium; o a fines practicos:
Salmonella enterica serovar Typhimurium o Salmonella Typhimurium. Las
serovariedades pertenecientes a las subespecies restantes y a S. bongori, de baja
incidencia en patologia humana y animal, se designan con el nombre de
subespecie, seguido de la formula antigénica, por ejemplo: Salmonella subesp. IV

50: b: - (Salmonella enterica subesp. houtenae 50 : b: - ).

Los nombres de las serovariedades estan condensados en el Esquema de
Kauffmann- White - Le Minor (119), publicado por el centro colaborador de la OMS

de Referencia e Investigacion de Salmonella, del Instituto Pasteur de Paris.

Se trata de bacilos Gram-negativos, de un tamafio que oscila entre 0.7x 2y 1.5 x 5
micras, que se mueven por flagelos peritricos, a excepcion de los serovariedades
Gallinarum y Pollurum, variantes inmdviles. Son anaerobios facultativos, con un

contenido de GC de 50-53%. No producen esporas. Entre sus caracteristicas
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bioquimicas se destaca que la mayoria puede utilizar citrato como fuente de
carbono, produce gas como consecuencia de la fermentaciéon de la glucosa (a
excepcion de algunos serotipos de S. Typhi), no fermenta la lactosa, y reduce el
sulfato del medio produciendo acido sulfurico lo que confiere a sus colonias el
color negro caracteristico si se encuentra en el medio apropiado. Esta especie
tolera altas concentraciones de sales biliares y su crecimiento no resulta inhibido
por la presencia de colorantes quimicos (verde brillante, selenito, etc.). Esta
resistencia se emplea para el disefio de medios selectivos, en donde altas
concentraciones de sales biliares y distintos colorantes adicionados, inhiben la

flora acompafiante permitiendo el crecimiento selectivo.

Este género producen la enzima catalasa y dan negativo en la prueba de la
citocromo oxidasa. Reducen nitratos a nitritos. Son capaces de crecer en un rango
de temperatura que varia desde los cinco a los 45-47°C, siendo la temperatura
o6ptima de 35-37°C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 6,5 -7,5; soportando un
rango entre 4,5 -9. Se desarrollan bien a una actividad de agua (aw) de 0,945 a
0,999; aunque valores muy bajos, correspondientes a productos deshidratados,
sobreviven largo tiempo. En los alimentos pueden multiplicarse hasta valores de

aw iguales a 0,930.

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se los encuentra como comensales y como patdgenos en el tracto
gastrointestinal de mamiferos domésticos, salvajes, reptiles, aves e insectos,
causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y los animales. Desde
el punto de vista epidemiolédgico las salmonellas se pueden clasificar en tres

grupos:

v' Las que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por lo que
infectan tanto hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la
mayoria de las serovariedades responsables de la salmonelosis.

v Las que infectan sé6lo al hombre: S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C,
que se transmiten en forma directa o indirecta de una persona a otra.

v' Las que estan adaptadas a especies animales: S. Abortusovis, en ovinos: S.

Abortusequi, en equinos y S. Gallinarum, en aves.
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Los miembros de estos géneros son los causantes de las siguientes patologias:

Salmonelosis

Las bacterias del género Salmonella son la causa de enfermedades transmitidas
por alimentos en todo el mundo. La salmonelosis es considerada una zoonosis, es
decir, la transmisién del agente infeccioso es unidireccional, de los animales al ser
humano, aunque algunos autores la consideran una infeccién bidireccional, en la
cual, la especie humana y sus actividades estarian también implicadas en la
transmision de la enfermedad. No obstante su principal reservorio es el intestino
de un gran numero de animales, entre los que se destacan las aves de granja y
otros animales estabulados, aunque hay autores que destacan la importancia de
animales salvajes, fundamentalmente aves, en la diseminacion de este

microorganismo en el ambiente (120).

La infeccién se adquiere generalmente por el consumo de agua contaminada o
alimentos de origen animal; carne mal cocinada, principalmente aves de corral,
huevos y leche. Las heces humanas o de animales, también pueden contaminar la

superficie de frutas y verduras, y pueden conducir a brotes de origen alimentario.

El animal mas frecuentemente implicado son las aves de postura causando una
infeccion asintomatica, es decir la gallina adulta no muestra signos de la
enfermedad. Los huevos se contaminan a su paso por el oviducto de gallinas
infectadas. Normalmente es la cascara la que esta contaminada pero en ocasiones
la contaminacién se produce en el ovario y afecta también al interior del huevo
(121). Las carnes de todos los animales de consumo pueden ser portadores de
Salmonella (aves, bovinos, cerdos), la contaminacién se pueden producir a partir
del tubo digestivo durante el sacrificio en los mataderos aunque esta via de

infeccion es menos frecuente.

Su transmision a menudo se produce por introduccién de las bacterias en las zonas
de preparacion de los alimentos y la multiplicacion en los mismos, debido a las
inadecuadas temperaturas de almacenamiento, coccién inadecuada o la
contaminacién cruzada de productos listos para consumir. Por ello se asocian

principalmente a procesos industriales de preparacion de alimentos que resultan
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no ser adecuados. Sin embargo también pueden transmitirse por contacto directo
con los animales o humanos infectados o con materiales contaminados con heces.
Las mascotas también pueden estar infectadas y transmitir la infeccién al entrar en
contacto con ellas. Son especialmente portadores los reptiles (tortugas, lagartos,

serpientes) y los pajaros.

La estacionalidad de la salmonelosis presenta un claro predominio en los meses de
verano, motivado por el aumento en la temperatura ambiental que facilitaria la

proliferacién de la bacteria en los alimentos.

Cualquier persona puede infectarse con Salmonella, pero los grupos con mayor
riesgo son los nifios menores de 5 afos, los adultos mayores de 65 afios y las
personas con sistemas inmunes debilitados, tales como las personas con HIV,

diabetes, o que se someten a tratamiento por cancer.

Desde el punto de vista epidemioldgico, las infecciones por Salmonella pueden
causar pequefios brotes en la poblacién en general, sin embargo el 60-80% de los
casos son esporadicos. La enfermedad normalmente dura de 4 a 7 dias, y la
mayoria de las personas se recuperan sin tratamiento antibiético. En algunos
casos, la diarrea puede ser tan severa que la persona tiene que ser hospitalizada,
incluso la infeccién puede propagarse del intestino al torrente sanguineo, y luego a
otras partes del cuerpo. En las infecciones extra-intestinales estd recomendado que
la persona reciba el tratamiento con antibi6ticos. Algunos serotipos de Salmonella
son cada vez mas resistentes a los antibioticos. Esta resistencia puede estar
asociada con mayor riego de hospitalizacién, el desarrollo de una infeccién del

torrente sanguineo o el fracaso del tratamiento.

La mayoria de las personas infectadas con Salmonella desarrollan los signos y
sintomas de 12 a 72 horas después de la exposicion a la bacteria: diarrea, fiebre

(casi siempre esta presente) y calambres abdominales.

Sindrome de fiebre entérica:

Esta asociado con S. Typhi (fiebre tifoidea), S. Paratyphi A, S. Paratyphi C y S.

Paratyphi B (fiebre paratifoidea). Los tres primeros microorganismos son
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patoégenos exclusivos del hombre y S. Paratyphi B se puede encontrar también en

animales.

La enfermedad es dificil de distinguir entre una variedad de enfermedades
infecciosas. Si no se trata, puede provocar complicaciones intestinales y cerebrales,
pudiendo provocar la muerte de hasta el 20% de los pacientes. En la Argentina los
casos son muy raros. La infeccion, sin embargo, persiste en forma esporadica en
sitios con grandes deficiencias sanitarias; se produce por el consumo de alimentos
0 agua contaminados con heces. El reservorio de la bacteria es el intestino del
hombre. La persona una vez curada se puede convertir en portadora asintomatica

durante un tiempo.

En la Argentina, la notificaciéon a Salud Publica es sé6lo obligatoria para estas tres
serovariedades, no asi para el resto de las Salmonella no typhi. En el Boletin
Epidemioldégico Nacional se reportaron entre 3 y 24 casos por 100.000 habitantes
durante el 2010-2014. Las provincias de Salta, Corrientes y Formosa fueron las que

reportaron mas casos (121).

Distribucion de Salmonella en la Argentina

Este trabajo de tesis se centra en el estudio de la resistencia de Salmonella no
tifoidea (SNT), ya que estos son los principales patégenos causantes de diarrea
transmitida por alimentos. La intoxicacion alimentaria ocasionada por ésta
bacteriana es una zoonosis y una de las principales causas de enfermedades
gastrointestinales en el hombre. En muchos paises, la incidencia de infecciones
ocasionadas por SNT ha aumentado notablemente en los ultimos afios, por razones

que son poco claras.

Es importante remarcar que el género Salmonella no posee resistencia natural a
ninguno de las familias de antimicrobianos ensayados en esta tesis y sobretodo
hay que destacar que no posee [-lactamasas cromosémicas tipo AmpC

(cefalosporinasas) ni BLEA.
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Ademas, diversos estudios han reportado un aumento de la resistencia a
antimicrobianos de Salmonella spp. recuperadas de alimentos de origen animal. La
resistencia en SNT, varia entre los diferentes serotipos. Durante la tarde década del
90y principios del ano 2000, surgieron varios clones de Salmonella

multirresistentes, y desde entonces que se han expandido en todo el mundo.

En Argentina, en el afio 2002, Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) implement6é un programa voluntario de control de
salmonelosis de las aves, no solo de aquellas serovariedades que afectan
especificamente a las aves, como S. Pullorum y S. Gallinarum; sino también de otras
serovariedades de salmonellas invasivas (moéviles) como S. Enteritidis, S.
Typhimurium y S. Heidelberg; estas especies preocupan en especial por su
incidencia en la salud humana y porque las aves, son los principales vehiculos de
diseminacion. Este programa tiene como objetivo, establecer las actividades de
prevenciéon y de vigilancia epidemioldgica de esta bacteria en los sistemas de

produccién intensivos.

Debido a estos antecedentes y los descriptos en la Introduccion de este trabajo de
tesis, se destaca la importancia de estudiar Salmonella spp. recuperadas en

diferentes animales de produccidn.

93



J.E. Dominguez

Procedencia de los aislamientos

Aislamientos bacterianos I: Salmonellas spp. recuperadas de bovinos y
equinos

En una primera etapa, se analizaron 38 aislamientos de S. enterica de 10
serovariedades diferentes que habian sido previamente aisladas de bovinos y
equinos enfermos entre los afios 1998-2012. Dichos aislamientos pertenecen a la
coleccion del Laboratorio de Bacteriologia General del Instituto de Patobiologia,

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

La identificacion de los serotipos de Salmonella spp., se realizé mediante la técnica
de aglutinacién acordando el esquema de Kauffmann-White, utilizando antisueros

producidos por el Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos, ANLIS-Malbran.

Aislamientos bacterianos II: Salmonella spp. recuperadas de aves

En una segunda etapa y en colaboraciéon con el Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA) se analizaron 69 aislamientos de S. enterica,
pertenecientes a 19 serovariedades diferentes entre los afios 2010-1012. Estos
aislamientos fueron obtenidos de muestras medioambientales (cama de pollo)
desde granjas de pollos parrilleros y desde muestras de material fecal de gallinas

ponedoras.

Las granjas muestreadas forman parte de diferentes establecimientos productores

de las provincias de Buenos Aires y Entre Rios.

La toma de muestras fue realizada por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA), como parte de un estudio de estimaciéon de la
prevalencia de Salmonellas spp. moviles en granjas de pollos de parrilleros y de
gallinas ponedoras. Las pruebas bioquimicas fueron realizadas por APAC-DILAB-
Senasa y la serotipificacion de todos los aislamientos se realizo mediante la técnica
de aglutinacién acordando el esquema de Kauffmann-White, en el Instituto INEI-

ANLIS (Malbran) y en SENASA.
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Resultados
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Aislamientos bacterianos I

Sensibilidad antibidtica

Se realiz6 un estudio transversal, analizando 38 aislamientos de S. enterica de 10
serovariedades diferentes. Este estudio se realizé con el fin de obtener datos de
sobre la incidencia y asi poder conocer la situacién existente en estos aislamientos

obtenidos de bovinos y equinos.

Al evaluar el perfil de sensibilidad a Salmonella spp. recuperados de bovinos
(n=27), se observé un alto numero de aislamientos sensibles a antibioticos -
lactamicos como AMP del 88,8% (24/27), CEP (100%), CXM (100%), CAZ (100%),
CFT (100%) y AZT (96,3%). Dentro de las quinolonas también se observd
sensibilidad a NAL del 88, 8% (24/27), a CIP fue del 81,5% (22/27) y a ENR
(96,3%); a KA se obtuvo un porcentaje sensibilidad de 88,8 % (24/27) y a CLR de
92,7% (25/27). Se obtuvo un gran numero de aislamientos sensibles a SXT del
77,7% (21/27) pero se destaca la baja proporcién de aislamientos sensibles a TET,
37% (10/27) (Figura 12). Dos aislamientos del total analizado (2/27), mostraron
resistencia a 4 o mas familias de antimicrobianos con distinto mecanismo de

accion.

Ninguno de los aislamientos de bovinos mostré resistencia o sensibilidad
disminuida a AMC, CTX, CRO, FEP, FOX, ni a los carbapenemes IMI y MER. Tampoco
se observo resistencia a ENR, GEN, AMI y COL.

Cabe destacar que la serovariedad prevalente en estos aislamientos fue S.
Typhimurium (16/27). Siendo las demas serovariedad S. Dublin (7/27), S.
Enteritidis (1/27), S. Mbandaka (1/27), S. Infantis (1/27) y S. Newport (1/27).

96



J.E. Dominguez

100 100 100 100 963 96 3
8 100 888 888 2838 926 4
g , 77,7
g 80
[7,]
8 60
S 37
T 40
s
172}
‘s 20
(]
©
X 0 X 4 o £ < - &« = -
o a.
85386202 %E35H

Antimicrobianos

Figura 12: Porcentaje de sensibilidad de los aislamientos recuperados bovinos en
Salmonella spp. a los antimicrobianos ensayados. AMP: ampicilina, CEP: cefalotina, CXM:
cefuroxima, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, NAL: ac. nalidixico, CIP: ciprofloxacina,
KA: kanamicina, TET: tetraciclina, CLR: cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol,

ENR: enrofloxacina y AZT: aztreonam.

Una situacion muy parecida fue observada en el perfil de sensibilidad a
antibioticos de Salmonella spp. de origen equino (n=11), donde de igual modo que
en las muestras anteriores, se observé una baja proporcién de sensibilidad a TET
(4/11) y a SXT (8/11) (Figura 13). La sensibilidad disminuida a (-lactdmicos fue
muy baja; sin embargo un aislamiento de S. Typhimurium denominado 10/16,
mostro resistencia a todas las oxiimino-cefalosporinas ensayadas como CTX y CAZ,
y también a FOX y CFT. Este aislamiento presentd una sensibilidad intermedia a
NAL, CIP, TET y AZT; siendo totalmente sensible a los carbapenemes MEM, IM], a
los aminoglucésidos KA, GEN, AMI y a otros antibiéticos como ST, CLR, SXT, ENR y
a COL.
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Figura 13: Porcentaje de sensibilidad a los antimicrobianos ensayados en los aislamientos
obtenidos de equinos en Salmonella spp. TET: tetraciclina, SXT: trimetoprima-

sulfametoxazol, NAL: ac. nalidixico y CIP: ciprofloxacina.

Analisis de B-lactamasas que confieren resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (C3G)

Un solo aislamiento de Salmonella spp. recuperada desde un equino (S.
Typhimurium 10/16), mostré resistencia a las C3G. Por lo cual, en este aislamiento

se ensay0 la busqueda de 3-lactamasas de tipo AmpC plasmidica o BLEE.

Se observd sinergia positiva en los ensayos de deteccion fenotipica de AmpC al
emplear discos que contienen acido borénico (BOR). En la Figura 14 se muestra el
agrandamiento en el halo de inhibicion de CTX y CAZ (efecto huevo) en la zona
adyacente al disco conteniendo BOR, lo cual permite sospechar la posible
producciéon de una cefalosporinasa tipo AmpC; el perfil de resistencia a (-
lactdmicos asociado a este aislamiento (R a FOX y S a FEP) condice con la

produccion de dicha enzima (Tabla 16).

o

(2

Figura 14: Imagen del efecto sinérgico entre BOR (300 pg) y las C3G, CTX (30 pg) y CAZ

(30 pg), evidenciando la produccion de enzima tipo AmpC.

Tabla 16: Deteccidn fenotipica de [-lactamasa en el aislamiento de S. Thyphimurium

10/16, resistente a C3G
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Aislamiento FOX FEP CFT  CTX CAZ CTX/CLAV CAz/cLay Aumento  Efecto p, amasa
>5mm con BOR
POSITIV
s 0
Typhimuriu R S R 13 10 15 14 Ausente SR AmpC
m10/16 Ry
CAZ/BO
R

Caracterizacion molecular de B-lactamasas

Se realiz6 una PCR-multiplex para detectar la presencia de genes ampC, que
codifican para enzimas tipo ACC, CIT, DHA, EBC, FOX y MOX en el aislamiento de S.
Typhimurium 10/16.

Se obtuvo un uUnico amplicén de 462 bp, el cual sugirié la presencia del gen que
codifica para el cldster de B-lactamasas CIT. Debido a que la reaccién dio positiva
para el fragmento interno CIT, se realiz6 posteriormente una PCR simple para
obtener el gen completo blacmy. Esta reaccion dio como resultado, un amplicén de
1140 bp. El andlisis bioinformatico de la secuencia nucleotidica obtenida
corresponde con un 100% de identidad al gen blacmy-2. Este resultado confirma que
S. Typhimurium 10/16 posee una enzima tipo AmpCp, CMY-2 siendo ésta la

responsable de la resistencia a las C3G observada.

Evaluacion de la transmisibilidad de los genes implicados en la resistencia a C3G

Con el objetivo de determinar si el gen blacwy-2 descripto en el aislamiento de S.
Typhimurium 10/16, se encuentran asociados a elementos genéticos moviles, se
llevaron a cabo en simultaneo, un ensayo de conjugacién empleando como cepa

receptora a E. coli CAG y ensayos de electroporacién empleando E. coli DH5a.

Se logrd eficientemente la transferencia plasmidica tanto mediante conjugacién
como por electroporacién. Luego se analizaron y compararon las CIM entre las
cepas dadora, las receptoras y la transconjugante (y electrotransformante);
mostrando por ejemplo como la cepa transconjugante adquiere resistencia a AMP
(2256 pg/ml), CTX (256 pg/ml), CAZ (64 pg/ml y FOX (512 pg/ml). Como es de

esperar para la cepa transconjugante (portando el gen blacwmy-2), la relacion entre la
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CIM obtenida de CTX, CAZ asociados al inhibidor de [-lactamasas (acido
clavulanico, CLA) no disminuye cuando se realiza la comparacién con las CIM
obtenidas con las cefalosporinas solas, tanto en la cepa dadora como en la cepa

transconjugante (Tabla 17).

Tabla 17: Concentracion inhibitoria minima a diferentes antimicrobianos para la cepa
silvestre (S. Typhimurium 10/16), la transconjugante (10-16 TC) y la
electrotransformante (10-16 EP)

CIM (pg/ml)
Aislamientos
AMP | CTX | CAZ | FOX | CTX/CLA | CAZ/CLA | NAL CIP TET | KA | AMI
10-16 >256 | 256 64 512 128 128 2 0.5 4 0.5 2
10-16 TC* >256 | 256 | 64 | 512 32 256 >64 0.5 >32 | 0.5 2
E. coli CAG
121774 2 1 1 1 0.5 1 >64 | 0.016 | =32 | 0.25 | 0.25
10-16 EP** >256 32 64 512 16 256 264 0.5 1 0.5 2
E. coli DH5ab 2 1 1 1 1 1 =64 0.06 1 0.5 0.5

*TC, transconjugante; “EP, electrotransformante; 2 cepa receptora de la conjugacién; b cepa
receptora de la electrotransformacion.

Caracterizacion molecular del plasmido portador de blacmy-2

La caracterizacion plasmidica por PBRT, permitié detectar la presencia de un inico
replicon perteneciente al grupo de incompatibilidad Incl1, tanto en la cepa dadora

como en la transconjugante (TC) y en la electrotransformante (EP).

Mediante digestion con la enzima nucleasa S1 y posterior separaciéon mediante
electroforesis de campo pulsado, se comprobd la presencia de un solo plasmido

tanto en el aislamiento de S. Typhimurium 10/16 como en los TCy EP (Figura 15).

El tamafio del plasmido fue estimado en aproximadamente 100 Kb, por

comparacion con el marcador Chef DNA size standard (Bio-Rad).
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145.5 kb
97 kb

48 kb

Figura 15: PFGE con nucleasa S1 de S. Typhimurium 10/16. Calle 1: marcador Chef DNA
size standard (Bio-Rad), calle 2: S. Typhimurium 10-16 (dadora), calle 3: 10-16 EP, calle
4:10-16 TC.

Entorno genético de blacmy-2

La amplificaciéon completa del gen blacmy arrojé un amplicon de 1146 bp idéntico a
blacmy-2. Como demostramos en el apartado anterior, este gen esta localizado en un
plasmido de 100 Kb, que fue denominado pST10-16, el cual fue clasificado como
parte del grupo de incompatibilidad Incl1. Posteriormente, se estudié el entorno

genético de blacmy-2» mediante mapeo por PCR y posterior secuenciacion.

Corriente arriba a blacwy-2 se identificO una secuencia de insercidon truncada
AISEcpl y otra secuencia de insercidon diferente pero completa denominada
[S1294. Corriente abajo a blacmy-2 identificamos la presencia de los genes blc (que
codifica una lipoproteina de la membrana externa), sugE (que codifica una
proteina de resistencia a multiples farmacos) y ecnR (codifica para una proteina

regulatoria transcripcional) (Figura 16).
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1S1294b

(738 bp) (425 bp)

> > > > >
1S1294- F ISEcp1- F ISEcp1CMY-F CMY-F Blc-F SugE-F
= = €« <« =
1S1294- R IScp1-R ISEcp1CMY-R CMY-R SugE-R EcnR-R

Figura 16: Entorno genético de blacuy-2 en pST10-16. En la parte inferior de la figura, se
muestran los primers utilizados para determinar el entorno de CMY-2. Los primers
empleados en el mapeo y el sitio donde hibridan se marcan con flechas. Las secuencias de

los mismos se detallan en materiales y métodos.

Secuenciacion del Plasmido pST10-16

La secuenciacion del ADN se llevé a cabo en la Unidad de Gendmica y Bioinformatica
(UGB) del Instituto de Biotecnologia (INTA) utilizando la plataforma Illumina MiSeq.
Se obtuvieron 356.180 lecturas pareadas con una longitud promedio de 246 pb.
Los extremos de las lecturas fueron recortados con Trimmomatic v0.33 (122) y las
mismas fueron filtradas por calidad utilizando ALLPATHS-LG. Las lecturas
pareadas remanentes fueron fusionadas en fragmentos con el software FLASh

v1.2.11 (123).

Luego, se eliminaron las secuencias correspondientes a ADN cromosomico
mediante el mapeo de las lecturas contra la secuencia gendémica de la cepa
electrotransformante a partir de la cual se purific6 el plasmido (E. coli DH5aq,
GenBank n° de acceso JRYM01000004.1) utilizando el programa Bowtie v0.12.7
(124). Tras este paso se obtuvieron cerca de 80.000 lecturas pareadas remanentes,
que representan secuencias no cromosémicas, las cuales fueron utilizadas como

base para el posterior ensamblado del plasmido.

Se realizé un ensamblado de novo en dos pasos, primero con el ensamblador Celera
v8.3 (125) y luego usando los contigs obtenidos como entrada para el ensamblador

SPAdes v3.5 (126). Mediante este método se obtuvieron 44 contigs con una
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longitud acumulada de 131.404 pb (N50 = 95.464 pb) y un contenido de GC
promedio de 48.6%. Los pasos siguientes se llevaron a cabo utilizando inicamente
el contig de mayor longitud, que cubre un 73% de la longitud total de secuencia

obtenida.

La anotacion funcional de la secuencia plasmidica se realizé utilizando el servidor
RAST v2.0 (127). Se hallaron 134 marcos de lectura abiertos, de los cuales 51

corresponden a proteinas hipotéticas.

Al analizar la secuencia del plasmido pST10-16 se observa que esta compuesto por
dos grandes mddulos que incluye diferentes regiones: 1- m6dulo Core- que incluye
la region de ADN para la transferencia por conjugacion (regioén plasmid transfer),
para el ensamblaje del pilus de conjugacion (thin pilus assembly), region encargada
del mantenimiento (plasmid maintance) y modificacion (DNA modification) del
pldsmido y 2- por un moédulo que se puede considerar de genes accesorios,

formado por genes de resistencias y elementos transponibles (Figura 17).

pST10-16 pertenece al grupo de incompatibilidad Incl1. Se investig6 la presencia
de los fragmentos internos de los siguientes genes repl, ardA, trbA, sogS y pilL, de
acuerdo al esquema planteado para la determinacion de pMLST de este grupo de
incompatibilidad (128). Mediante ésta busqueda se pudo determinar a qué
secuenciotipo pertenece el plasmido pST10-16. La busqueda de estos fragmentos
internos en el genoma y el posterior ingreso de los mismos en la pagina
(http://pubmlst.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_plasmid_seqdef&page=se
quenceQuery), arrojo los siguientes alelos probables repl: 1, ardA: 14, trbA: 3,
50gS:4 y pilL:1. La combinatoria no resulto en un ST previamente definido. Los
secuenciotipos probables teniendo en cuenta los match mas cercanos son: ST4,

ST12 (complejo clonal CC-12), ST22Y ST144 (ver Tabla 18).

Tabla 18: Determinaciéon pMLST en el pST10-16
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ST repll ardA trbA sogS pill clonal
complex
4 1 B 3 4 1
12 1 4 3 4 1 CC-12
22 1 6 3 4 1
147 1 14 3 2 1
ST pST10- 1 14 3 4 1
16

En el mapa grafico generado (Figura 18) se muestra la comparacidn con secuencias
plasmidicas depositadas en la bse de datos del NCBI y el resultado obtenido al
alinearlo contra el plasmido pST10-16. Se pudo notar que éste plasmido posee un
98% de similitud (99% de cobertura) con el plasmido pR7AC de E. coli
(KF434766.1). Al compararlo con los plasmidos de Salmonella depositados en
base de datos, se obtuvo un 99% de similitud (98% de cobertura) con el plasmido
pSA de S. Heidelberg (CP016533.1), mientras que se obtuvo un elevado porcentaje
de similitud (99%) pero un menor porcentaje de cobertura (86%) con el plasmido
pSTM709 (NC-023915.1) de S. Typhimurium. En la comparaciéon con éstos tres
plasmidos, se observa una organizaciéon conservada de los segmentos que forman
el core central formado por la regién de conjugaciéon, formacién del pilus y
modificacion del ADN. Las principales diferencias se detectaron en regiones con
funciones desconocidas o no predichas, y a su vez se observé diferencias menos

marcadas en la region encargada de la formacién del pilus sexual.

Por el contrario, cuando se realiza la comparaciéon contra el plasmido pNT38148
de E. coli (FM246883) solo se observo un 99% de similitud con un 100% de
cobertura del pNT38148 con el moédulo correspondiente a los genes accesorios
(region que incluye la -lactamasa blacwy-2 y las secuencias de insercion). El
plasmido pAPEC de E. coli (CP010317.1) fue totalmente diferente, como era de
esperarse, dado que fue incluido ya que presenta gran similitud en la regiéon del
core pero no en la regién accesoria. Esto permitié realizar la comparacién con una

region no homoéloga a CMY-2.
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Figura 17: Mapa esquematico de pST10-16, obtenido con el programa GC View Server(129). Los genes son representados por medio de flechas y los diferentes

colores indican la clasificacidn por funcién, contenido de GC o sesgo en este contenido.
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Figura 18: grafico donde se muestra resultado del alineamiento del plasmido pST10-16 con otros existentes en la base de datos del NCBI. Programa GC View Server
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(129). Las barras solidas independientemente del color indican regiones idénticas.
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Determinacién de mutaciones presentes en QRDR y caracterizacion de los
determinantes PMQR

Los aislamientos recuperados de bovinos y equinos, que mostraron ser resistentes
mediante los ensayos de difusién en agar o dilucion en caldo a los antimicrobianos
NAL y CIP (2/38), o resistentes a NAL e intermedias a CIP y/o ENR (2/38), fueron
seleccionadas para analizar la presencia de mutaciones en la region QRDR de los

genes gyrA y parC (Tabla 19).

En 3/4 aislamientos seleccionados, se encontr6 solo una mutaciéon en gyrA, que
representaron al intercambio de los codon Asp87 por Asn (D87N) en S. Gallinarum
06/390 (R a NAL Y CIP), Ser83 por Phe (S83F) en S. Gallinarum 10/27-6 (R a NAL
Y CIP). S. Enteritidis 07/58-2, resistente a NAL pero intermedio a CIP, mostr6 un
intercambio del codén Asp 87 por Gly (D87G). En el aislamiento S. Typhimurium
11/85-26 no se detectaron mutaciones en estas regiones. Ninguno de los
aislamientos analizados presenté mutaciones en parC, considerado el sitio blanco

secundario de las quinolonas en bacterias gram negativas.

Tabla 19: Anélisis de la regién QRDR y los genes PMQR en los aislamientos de Salmonella

spp. resistentes a quinolonas

Aislamiento Test de difusion MIC (pg/ml) Sustituciones aminoacidicas en: ~ PMQR
s CIP NAL ENR CIP NAL ENR gyrA parC
S.
Typhimurium S S S Ser Asp Ser Glu
ST4/74 O %D e e 83 87 80 84

silvestre

S. Gallinarum

06/390 R R I >256 >64 1 .. Asn ... L.
S Enteritidis . - .

07/58-2 I R I 025 >64 025 .. Gly
S. Gallinarum

10/27-6 R R I 4 > 64 4 Phe ... .. ..

N qnrB-

Typhimurium I R S 0,5 128 1 e e lik

11/85-26 ike
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Determinantes PMQR

La caracterizacion molecular de los determinantes PMQR se llev6 a cabo mediante
amplificacion por PCR de los genes qnrA, qnrB, qnrC, gnrD, qnrS. Ademas de los
genes qnr, se analiz6 la variante de la aminoglicdsido aceltiltransferasa (aac (6°)-1b-

cr) y las bombas de eflujo gepA y 0gxAB.

De todos los aislamientos de Salmonella spp. resistentes a NAL e intermedias a CIP,
recuperadas de bovinos, sélo S. Typhimurium 11/085 presentd el amplicon del
tamano esperado (676 bp) para gnrB-like, cuya variante alélica fue caracterizada.
El resto de los determinantes analizados fueron negativos (Tabla 19). La presencia
de genes PMQR no confiere necesariamente resistencia completa a NAL y podrian

solo conferir bajo nivel de resistencia a FQ.

Aislamientos bacterianos II

Sensibilidad antibiotica

En este apartado del trabajo de tesis, se estudi6 el perfil de sensibilidad de 69
aislamientos de Salmonella spp. a diferentes clases de antimicrobianos no solo de
importancia en medicina clinica sino también en medicina veterinaria. El perfil de

sensibilidad a los antimicrobianos ensayados se describe en la Figura 15.

La serovariedad prevalente fue S. Heidelberg correspondiendo a un 55% (38/69)
de los aislamientos analizados (Tabla 20). Las demas serovariedades encontradas

tienen una proporcién muy baja (entre 2,9% y 5,8%).

Tabla 20: Serovariedades de S. enterica aisladas de aves
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N° de

aislamientos
S. Heidelberg 38
S. Schwarzengrund
S. Enteritidis
S. Agona
S. Thompson
S. Typhimurium
S. Rissen
S. Sandiego
S. Mbandaka
S. Oranienburg
S. Livingstone
S. Javiana
S. Havanna
S. Derby
S. Anatum
S. Senftenberg
S. Orion
S. Montevideo
S. Give
S. Cerro

Serovariedades

R R R P R R R R R R R R NNDNDNWW WD

Serovariedades de S. enterica aisladas de aves

B S. Heidelberg

B S. Schwarzengrund
B S. Enteritidis

B S. Agona

B S. Thompson

m S. Typhimurium

S. Rissen

S. Sandiego

Otras

Al contrario, de lo observado en los sistemas de produccién bovino y equino del
periodo 1998-2012, alrededor del 52% de los aislamientos aviares presentaron

sensibilidad a los B-lactamicos: AMP, AMC, CEP, CXM, CTX, CAZ, CRO. También se
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observé un alto porcentaje de resistencia a FOX. Un 50,7% (35/69) de los
aislamientos presentd sensibilidad a CFT, la C3G mas usada en medicina
veterinaria. En la mayoria de los aislamientos bajo estudio se observo un bajo
porcentaje de sensibilidad a ST 31,9% (22/69). La sensibilidad a quinolonas fue
muy baja: 36,2% (25/69) a NAL; 44,9% (31/69) a CIP y 59,4% (41/69) a ENR. La
sensibilidad a CLR, fue de un 78,3% (54/69). Todos los aislamientos fueron
sensibles al aminoglicésido AMI, a los carbapenemes IMI y MEM, a las
sulfonamidas como SXT y a COL (Figura 19).

100 100 100 100 100
100,0 7 86,9 88,4

80,0 69,6

5
55,155,1 .
60,0 46,447,8%03 52,2

40,0 A
20,0 A

% de aislamientos sensibles

0,0 A

Antimicrobianos

Figura 19: Porcentaje de sensibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos Salmonella
spp. recuperados de aves. Antimicrobianos ensayados: AMP: ampicilina, AMC:
amoxicilina-ac. clavulanico, CEP: cefalotina, CXM: cefuroxima, CRO: ceftriaxona, CTX:
cefotaxima, CAZ: ceftazidima, CFT: ceftiofur, FOX: cefoxitina, FEP: cefepime, AZT:
aztreonam, KA: kanamicina, GEN: gentamicina, ST: estreptomicina, TET: tetraciclina, NAL:
ac. nalidixico, CIP: ciprofloxacina, ENR: enrofloxacina, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol,

CLR: cloranfenicol, IMI: imipenem, MEM: meropenem, AMI: amicacina y COL: colistina

En la Tabla 21, se muestra las serovariedades y el patron de resistencia calculado
por medio del coeficiente de MARs (Multiple Antibiotic Resistance), detallado en
Materiales y métodos.

Tabla 21: Perfiles de resistencia a antimicrobianos en los diferentes serovariedades de
Salmonella spp. recuperadas de aves

Coeficiente de

Serovariedad (n° Perfil de antimicrobianos(24*

(n%) (24%) MARSs
S. Typhimurium n°l AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-AZT-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT 0,63
S. Havanna* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT 0,58
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S. Heidelberg n°28B*- n°32B* | AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FEP-CRO-AZT-ST-TET-NAL-CIP-CFT 0,58
S. Heidelberg n°14B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-AZT-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,58
S. Schwarzengrund (13B)* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-KA-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,58
S. Heidelberg n°7B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-ST-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT 0,58
S. Heidelberg n°23B* -n°24B* | AMP-CEP-CXM-CTX-CAZ-FEP-CRO-AZT-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,54
S. Heidelberg n°37B AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-FEP-CRO-ST-NAL-CIP-CFT 0,54
S. Heidelberg n°20B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-AZT-ST-NAL-CIP-CFT 0,54
ﬁ;fféi‘ffii;i”"““* “N"11B%- | MP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,54
S. Heidelberg n°4B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-KA-NAL-CIP-ENR-CFT 0,54
S. Agona n°8B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-AZT-NAL-CIP-CFT 0,5
S. Heidelberg n°2A* AMP-AMC-CEP-CXM-CAZ-FEP-CRO-AZT-ST-TET-NAL-CFT 0,5
S. Heidelberg n°36B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FEP-CRO-AZT-ST-TET-CFT 0,5
S. Heidelberg n°10B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-NAL-CIP-ENR-CFT 0,5
S. Heidelberg n°3B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-NAL-CIP-CLR-CFT 0,5
S. Heidelberg n°7B-n°9B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-FEP-CRO-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,5
S. Agona n°2B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-AZT-ST-CFT 0,46
S. Heidelberg n°33B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FEP-CRO-AZT-ST-CFT 0,46
S. Heidelberg n°6B AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-NAL-CIP-CFT 0,46
S. Heidelberg n°16B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-FEP-CRO-NAL-CIP-ENR-CFT 0,46
S. Heidelberg n°21B AMP-AMC-CEP-CTX-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,46
S. Heidelberg n°38B AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FEP-CRO-CLR-CFT 0,42
S. Heidelberg n°3A* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-CAZ-FOX-CRO-ST-CFT 0,42
S. Heidelberg n°10B* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-FEP-CRO-AZT-NAL-CFT 0,42
S. Oranienburg* AMP-AMC-CEP-CXM-CTX-FOX-CRO-NAL-ENR-CFT 0,42
S. Heidelberg n°26B AMP-AMC-CEP-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,42
S. Heidelberg n°35B AMC-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,38
S. Heidelberg n°34B AMC-FOX-KA-ST-NAL-CIP-ENR-CFT 0,33
S. Heidelberg n°26B AMP-AMC-CEP-GEN-ST-NAL-CIP-ENR 0,33
S. Give KA-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,3
S. Heidelberg n°29B KA-GEN-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,3
S. Heidelberg n°25B AMC-CTX-ST-TET-NAL-CIP-ENR 0,3
S. Heidelberg n°31B AMP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,3
S. Schwarzengrund n°3 GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR 0,3
S. Heidelberg n°30B AMP-AMC-CEP-ST-NAL-CIP 0,25
S. Sandiego ST-TET-NAL-CIP-ENR 0,2
S. Schwarzengrund n°1 KA-ST-TET-NAL-CIP 0,2
S. Anatum ST-TET-NAL-CFT 0,17
S. Heidelberg n°5B GEN-TET-CLR-CFT 0,17
S. Heidelberg n°1B ST-NAL-CIP-ENR 0,17
S. Heidelberg n°22B FOX-ST-NAL-CIP 0,17
i/'llc;':::jilgsgg n°278ys. ST-TET-NAL-CIP 0,17
S. Schwarzengrund n°2- ST-NAL-CIP-ENR 0,17

S.Heidelberg n°1A
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S. Thompson n°1 KA-ST-TET-NAL 0,17
S. Derby ST- TET- CLR 0,125
S. Heidelberg n°18B GEN-TET-CLR 0,125
S. Rissen n°1 NAL-ENR-CLR 0,125
S. Thompson n°2 KA-TET-ENR 0,125
S. Livingstone - S.Orion TET-ST 0,083
S. Senftenberg ST-CLR 0,083
S. Thompson n°3 ST-TET 0,083
S. Enteritidis n°1 TET 0,042
S. Enteritidis n°2 CAZ 0,042
S. Enteritidisn® 3 AMP 0,042
i.oli/lbandaka - S.Typhimurium ST 0,042
S. Agona 0

S. Cerro 0

S. Javiana 0

S. Rissen n°2 0

*(24), n° de antimicrobianos probados.

Al analizar los perfiles de resistencia se observo que solo 4/69 (5,8%) de los
aislamientos fueron sensibles a la totalidad de los antibioticos ensayados y es de
destacar la variedad de serotipos que cumplen esta condicién de sensibilidad.
Entre los fenotipos mas comunes, se encontraron los de resistencia a
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacién y resistencia a

fluoroquinolonas.

Un total de 56 aislamientos (81,2%) cumplieron la condicién de fenotipo de
multirresistencia (resistencia a tres o mas familias de antimicrobianos),
pertenecientes a aislamientos de diferentes serovariedades pero la mayoria dentro

de S. Heidelberg (40/56 de aislamientos multirresistentes).

Se analiz6 la presencia de multirresistencia a tres o mas familias de
antimicrobianos y se observé que aquellos aislamientos que son resistentes a solo
3 familias, mostraron un indice de MARs de 0,125. A medida que aumenta la
multirresistencia a mas antimicrobianos este indice también se incrementd, hasta
llegar a un valor maximo de 0,63 en aquellos aislamientos que fueron resistentes a

9 familias de diferentes antibioticos.
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Se observé que los 23 aislamientos que mostraron un indice de MARs entre 0,5 y
0,63 (resistentes a 7 o mas familias de antimicrobianos), 19 de ellos pertenecen a
S. Heidelberg, mientras que el resto fueron de diferentes serovariedades (S.

Typhimurium, S. Havanna, S. Schwarzengrund y S. Agona).

Todos los aislamientos obtenidos que presentaron resistencia a C3G y a
fluoroquinolonas, fueron estudiados exhaustivamente y seran abordados en los

siguientes apartados de esta tesis.

Analisis de B-lactamasas que confieren resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (C3G)

De los 69 aislamientos analizados de Salmonella spp. el 53,6% (37/69) fueron
resistentes a AMP y 46,4% (32/69) de los aislamientos fueron a su vez resistentes
a C3G. En concordancia con las serovariedades, S. Heidelberg fue prevalente dentro

de los aislamientos resistentes con (25/31).

A los 31 aislamientos de Salmonella spp. que mostraron resistencia a las C3G, se
sometieron a ensayos para detectar la presencia de [B-lactamasas tipo AmpC

plasmidica o BLEE.

En 19/31 aislamientos bacterianos ensayados (61,3%) se observo sinergia positiva
en los ensayos de deteccion fenotipica de AmpC empleando discos conteniendo

acido bordnico (BOR). Los resultados se detallan en la Tabla 22.

Tabla 22: Deteccion de la presencia de 3-lactamasas tipo AmpC en los aislamientos de S.

enterica resistentes a C3G aisladas de aves

. . = =9 = > N CTX/ CAZ/ Aumento 2 5
F -
Aislamientos e 5 5 5 g CLAV CLAV mm Efecto con BOR B-lactamasa
S.
Typhimurium R S R 18 14 18 18 Ausente POSITIVO CTX/BOR AmpC
N°1
S. Oranienburg R S R 14 15 16 17 Ausente POSITIVO CTX/BOR AmpC
POSITIVO CTX/BORy
S. Havanna R S R 14 13 17 17 Ausente CAZ/BOR AmpC
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S. Heidelberg

N3 A R S R 18 17 18 19 Ausente POSITIVO CTX/BOR AmpC
e Hgid:g’erg R S R 15 16 18 19 Ausente POSITIVO,CTX/BOR AmpC
S.AgonaN°’2B R S R 15 9 18 13 Ausente POSIT(I:X(%%())({{BOR y AmpC
: H‘;if;g’erg R S R 12 9 16 12 Ausente POS'TQE/ngéBOR y AmpC
S H«;i:i:g)erg I S R 19 8 23 11 Ausente POS'T&%/CBT&({{BOR y AmpC
& H‘;Jifgg’erg R S R 9 9 13 12 Ausente POSITCIX(Z)%%BOR y AmpC
S H‘;Ii:i;g’erg I S R 9 11 13 15 Ausente POSITIVOCTX/BOR AmpC
S.AgonaN°8B R S R 14 9 18 13 Ausente POSITIVO CTX/BOR AmpC
S. Hﬁf‘;‘ggerg R S R 14 9 17 13 Ausente POSITIVO CTX/BOR AmpC
S. Hﬁj‘i‘i‘gerg R s R 15 13 19 18 Ausente  © OSITénggééBOR y AmpC
S ngidlezlgerg R S R 17 13 18 17 Ausente POS'T&%/CJS(QBOR y AmpC
2 Hﬁfdlglgerg R S R 17 13 16 16 Ausente POS'TIC‘IQ%/CBT();{BOR y AmpC
S. Hﬁ:“l‘zgerg R S R 14 9 16 16 Ausente POS'TIC‘;(%/C];))({{BOR y AmpC
: H]:f‘}‘;lgerg I s R 17 11 20 15 Ausente POSITCIX(Z)%é/RBOR y AmpC
S Hﬁj‘;‘:}gerg R S R 15 10 15 15 Ausente POSITCIX(%%?;{{BOR y AmpC
S. Hﬁjg‘;‘gerg I I R 16 14 20 19 Presente POS'TIC‘Z%/ngl{BOR y AmpC

En los 19 aislamientos analizados se confirmé fenotipicamente la presencia de
AmpC, esto a veces se dificulta ante la presencia conjunta de enzimas tipo BLEE. En
este estudio, la utilizacion de BOR result6 adecuada para la deteccion y

confirmacidn de la presencia de (3-lactamasa de tipo AmpC.

En éstos aislamientos con fenotipo AmpC, se confirmé genotipicamente la
presencia de ésta enzimas (resultados que se mostraran en el apartado siguiente

de esta tesis).

En 13/31 aislamientos estudiados dieron positivos para los ensayos de deteccion
fenotipica de B-lactamasa BLEE. Aqui se observé una ampliaciéon en la zona de
inhibicion (25 mm) en los discos que contenian combinaciones de
sustrato/inhibidor al compararlo con la zona del disco que contiene sustrato

solamente (Tabla 23).

En la figura 20 se muestra como ejemplo un antibiograma que corresponde a uno
de los aislamientos de Salmonella (S. Heidelberg N°2) donde se observa el

agrandamiento en el halo de inhibiciéon de CTX/CLA (30/10 pg) y CAZ/CLA (30/10

114



J.E. Dominguez

ug) con respecto a las C3G, CTX (30 pg) y CAZ (30 pg); lo cual confirma la

produccién de una (-lactamasa de tipo BLEE.

Figura 20: Imagen del efecto de la combinacion de sustrato/ inhibidor donde se observa

el agrandamiento del halo de inhibicidn con respecto a discos de CTX y CAZ.

Tabla 23: Detecciéon de la presencia de B-lactamasas BLEE en los aislamientos de S.

enterica resistentes a C3G aisladas de aves

Aislamientos § E E é g CCE(A/ CC[;.%&/ Au?g;tlo = Efelgt(;)lf on B-lactamasa
S H;id;g’erg S R R 9 18 27 26 Presente  NEGATIVO BLEE
§. H;if;g’erg S R R 9 20 25 27 Presente  NEGATIVO BLEE
S. H;f‘;‘ggerg S R R 9 14 30 27 Presente  NEGATIVO BLEE
§- Hﬁ:‘;‘:gerg S R R 15 17 25 26 Presente  NEGATIVO BLEE
. l;";iggg’frg I I R 16 14 20 19 Presente  POSITIVO  BLEE-AmpC
§. H;if;g’erg S R R 9 22 23 26 Presente  NEGATIVO BLEE
§. Hﬁf‘i‘;‘gerg S R R 13 23 23 28 Presente  NEGATIVO BLEE
§. Hﬁf‘;eégerg S R R 9 23 24 27 Presente  NEGATIVO BLEE
§. H;f‘;‘;‘gerg S R R 12 20 29 27 Presente  NEGATIVO BLEE
§. H;Z‘;‘;‘gerg S R R 9 20 25 27 Presente  NEGATIVO BLEE
§. Hﬁf‘;‘;‘gerg S R R 9 20 26 26 Presente  NEGATIVO BLEE
§. H;Z‘;‘;‘gerg S R R 9 18 28 25 Presente  NEGATIVO BLEE
§. Hﬁf‘;‘ggerg S R R 11 14 23 27 Presente  NEGATIVO BLEE

* El aislamiento S. Heidelberg N°37B, figura dos veces en la tabla de B-lactamasas tipo AmpC y BLEE, ya que

produce ambas enzimas.
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De los 13 aislamientos productores de BLEE recuperados del mismo sistema de
produccion de aviar, el 39% (13/31) del total de estas enzimas solo estuvieron

restringidas a la serovariedad de S. Heidelberg.

Caracterizacion molecular de B-lactamasas

En los 37 aislamientos de Salmonella spp. con resistencia a AMP, se llevé a cabo
una reacciéon de PCR para determinar la presencia de [3-lactamasa de espectro
ampliado (BLEA), empleando como templado ADN total extraido por lisis de
colonia. Solo 6 de ellos: 1 S. Enteritidis N°3, 1 S. Sandiego N° 17B y 4 S. Heidelberg
N° 21B, 26B, 30B y 31B presentaron la (3-lactamasa TEM. Posteriormente, se

purificd y se secuencio, describiéndose la variante alélica TEM-1.

Estos aislamientos presentaron resistencia a otras familias de antimicrobianos,
como fluoroquinolonas, gentamicina, estreptomicina, tetraciclina y cloranfenicol.
Por lo cual, ademas de poseer blartem-1, se los puede clasificar como aislamientos

que presentan multirresistencia (MDR).

Por otro lado, se realiz6 la PCR multiplex para caracterizar genes ampC (sobre ADN
total extraido por lisis de colonia), en aquellos 19 aislamientos de Salmonella spp.
donde se detectd fenotipicamente. En todos los aislamientos analizados, se
obtuvieron amplicones de tamafio compatible con los fragmentos esperados para
los genes pertenecientes al “cluster” CIT (Figura 21). Este “cluster” incluye a los

genes blayat-1, blacwy-2, blacmy-3, blacwy-a, blacwy-s, blacmy-e, blacuy-7, entre otros.

ﬁ
&
o
e
Pty
sa

Figura 21: Amplicones obtenidos por PCR multiplex. Calle 1: marcador de peso molecular

100 bp (Inbio Higway), calle 2: S. Agona N° 2B, calle 3: S. Heidelberg N° 3B, calle 4: S.
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Agona N° 8B, calle 5: control negativo, calle 6: S. Heidelberg N° 20B y calle 7: control
positivo “cluster” CIT, S. Typhimurium 10/16.

En base a los resultados obtenidos en la PCR multiplex, se intenté amplificar en
forma completa el gen blacmy utilizando como templado ADN total y los primers
especificos CMY-F y CMY-R. Se pudo amplificar el gen completo blacuy y se
secuencié. El andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas del gen completo
permitié evidenciar que todas las Salmonellas spp. analizadas fueron portadoras de

blaCMY.z (Tabla 24).

Esta constituye la primera deteccién de CMY-2 en Salmonellas spp. recuperadas de
produccion intensiva de aves de nuestra region. Es importante destacar que todos
los aislamientos positivos para la variante de esta enzima, fueron encontrados en
aislamientos pertenecientes a granjas de la provincia de Entre Rios (Coldn y
Concepcién del Uruguay). De los 19 aislamientos portadores de CMY-2, 15 de estos

aislamientos correspondieron a la serovariedad S. Heidelberg.

Debido al patron de resistencia a C3G, y de acuerdo a los resultados de la
deteccion fenotipica obtenidos, se determiné la presencia de genes codificantes
de BLEE como blacrx-m utilizando primers universales para la amplificacion
mediante PCR de genes blacrx-m-ike. S€ obtuvo un amplicon del tamafio esperado,
aproximadamente 500 bp, por lo cual, posteriormente se realizaron otras
reacciones de PCR empleando primers especificos para caracterizar los diferentes
grupos dentro de CTX-M: blactx-m-1, M-2, M-8, M-9 Y M-25. S€ ensayaron reacciones de PCR
para la deteccion de PER-1, PER-2, OXA-1 y OXA-2, pero todas las reacciones

dieron negativas.

Se obtuvieron 5 PCR positivas para los genes del grupo CTX-M del grupo 2 y 9
reacciones positivas para los genes CTX-M del grupo 9. Los amplicones obtenidos

fueron purificados y secuenciados.

Luego del analisis de la secuencia nucleotidica las BLEE fueron caracterizadas
como miembros de CTX-M-14 (n=8) and CTX-M-2 (n=3) (Tabla 24). Solo un
aislamiento, S. Heidelberg N°28B posee ambas variantes CTX-M-14 y CTX-M-2; y S.
Heidelberg N°37B contiene la variante CTX-M-2 y CMY-2.
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Tabla 24: Caracterizacion molecular de las 3-lactamasas presentes en aislamientos de S.

enterica recuperadas de aves®.

Serovariedad Aislamientos

S.Typhimurium

S. Oranienburg
S. Havanna

S. Heidelberg
S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg
S.Agona

S. Heidelberg
S. Heidelberg
S. Heidelberg

S. Heidelberg
S. Agona

S. Heidelberg
S. Heidelberg
S. Heidelberg

S. Heidelberg
S. Heidelberg
S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg
S. Heidelberg
S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg

S. Heidelberg

N°1

N° 1B
N°2A
N°3A
N° 4A
N° 2B
N° 3B
N° 4B
N° 6B
N° 7B
N° 8B
N° 9B
N° 10B
N°11B

N°12B

N°13B

N° 14B

N°15B

N° 16B

N° 19B
N° 20B

N°23B

N° 24B

N° 28B

N° 32B

N°33B

N° 36B

Ciudad/Provincia

Colén, ER

Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcion del
Uruguay, ER
Exaltacion de la
Cruz, BsAs
Exaltacion de la
Cruz, BsAs
Carmen de Areco,
BsAas

Colén, ER

Colon, ER
Concepcion del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Carmen de Areco,
BsAas

Colén, ER
Colén, ER

Colén, ER

Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER

Colén, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER

Villaguay, ER

Concepcidn del
Uruguay, ER
Concepcidn del
Uruguay, ER
San Antonio de
Areco, BsAs

Aiio/Periodo

2010
2011

2011

2011-2012

2011

2011

2011
2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012
2011-2012
2011-2012
2011-2012
2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012
2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

2011-2012

AmpC
CMY-2
CMY-2

CMY-2

CMY-2

CMY-2
CMY-2

CMY-2
CMY-2
CMY-2

CMY-2
CMY-2

CMY-2
CMY-2

CMY-2
CMY-2

CMY-2

CMY-2
CMY-2

blacrx-m

CTX-M-2

CTX-M-2

CTX-M-
14

CTX-M-
14
CTX-M-
14

CTX-M-
14
CTX-M-
14
CTX-M-
14
+CTX-M

CTX-M-
14
CTX-M-
14

CTX-M-2

blargm-1
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Concepcidn del

S.Heidelberg N°37B 2011-2012 CMY-2 CTX-M-2
Uruguay, ER

S. Heidelberg N° 38B Concepcién del 2011-2012 - CTX-M- -
Uruguay, ER 14

S. Enteritidis N° 3 Parana, ER 2011-2012 - R TEM-1

S. Sandiego N° 17B Concepciondel 14 5497 - ; TEM-1
Uruguay, ER

S. Heidelberg N° 21B Concepcion del 2011-2012 ; ; TEM-1
Uruguay, ER

S. Heidelberg N° 26B Concepciondel 14 5417 ; ; TEM-1
Uruguay, ER

S. Heidelberg N° 30B Concepcion del 2011-2012 ; ; TEM-1
Uruguay, ER

S. Heidelberg N° 31B Concepcion del 2011-2012 - ; TEM-1
Uruguay, ER

* Todos los aislamientos muestreados durante el afio 2011-2012 pertenecen a pollos parrilleros;
mientras que el resto de los aislamientos fueron recuperados de gallinas ponedoras.

Deteccion de genes PMQR

La caracterizacion molecular de los determinantes PMQR se llevé a cabo en todos
los aislamientos de S. enterica recuperadas de aves; mediante amplificaciéon por
PCR de los genes qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, gnrsS, aac (6°)-Ib-cr y 1las bombas de eflujo
qepAy oqxAB.

El determinante PMQR prevalente dentro de todos los aislamientos analizados fue
qnrB. En la serovariedad S. Heidelberg, gnrB fue detectado en el 89,5% (34/38) de
los aislamientos analizados. Se seleccionaron al azar, 7/34 aislamientos de S.
Heidelberg para purificar el producto de PCR obtenido y posterior secuenciacion.

En todos los casos se describi6 la variante alélica gnrB5.

Del total de las otras serovariedades el 51,6 % (16/31) de los aislamientos
presentd el gen gnrB. Cabe destacar que el producto de PCR para gnrB de 7
aislamientos de diferentes serovariedades seleccionados al azar (S. Oranienburg, S.
Anatum, S. Schwarzengrund N°2 y N°3, S. Sandiego, S. Agona, S. Enteritidis N°3)
fueron secuenciados y analizados al que en los aislamientos de S. Heidelberg, la

variante alélica encontrada fue exclusivamente qnrB5.

Ninguno de los otros marcadores PMQRs ensayados como gnrA, qnrS, qnrC, qnrD,
aac(6’)-b-cr y los genes que codifican para las bombas de eflujo gepA, 0qxAB;

fueron detectados en los 69 aislamientos analizados.
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No se encontr6 asociacion, entre la presencia del determinante qnrB y la
resistencia a cefalosporinas de tercera generacién (C3G) o la presencia de las

enzimas CTX-M o CMY (p>0,05 Test Fisher).

Determinacioén del fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a FQ

Con el test de difusion en disco empleando solo NAL o CIP, se puede definir dos
fenotipos principales: resistencia completa a quinolonas (halo de inhibicién tanto
para NAL como para CIP de 9 mm) y sensibilidad completa a quinolonas (con halos
de inhibicion para NAL de 219mm y para CIP 231mm), el resto de los fenotipos se
denominan inusuales, con sensibilidad disminuida (con halos de inhibiciéon para
CIP entre un rango de 21-30mm). Estos fenotipos constituyen la "zona gris" para
las quinolonas, ya que la mayoria de ellos representan un reto a nivel de

laboratorio para categorizar la sensibilidad de las mismas.

Ademas, se incorporé al analisis el antimicrobiano ENR, por ser de eleccion para el
tratamiento de numerosas infecciones en animales, y al estudiar el perfil de
sensibilidad acompanado de otras FQ, nos permitira establecer relaciones en

cuanto a su patrén de sensibilidad.

El andlisis de fenotipos de sensibilidad a FQ, se realiz6 en forma discriminada, por
un lado solo con los aislamientos de S. Heidelberg (Tabla 25), la serovariedad

prevalente y por otro lado, con el resto de los serovariedades (Tabla26).

Tabla 25: Interpretacion del test de difusién en discos evaluando la sensibilidad a
fluoroquinolonas en los aislamientos de S. Heidelberg (n=38), analizados en base a los

criterios establecidos por CLSI

NAL CIP ENR qnrB
S a NAL SacCIP SaENR 5/8
(8) (8) (8)
SacCIP
IaNAL 1) Sa ENR 2/3
3) laCIP 3)
(2)
SacCIp SaENR
Ra NAL 4) 4) 4/4
27) IaCIP SaENR
4/4
(12) ) /
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Ia(g;\IR 8/8
S a(f)NR 1/1

R a CIP Ia ENR
(11) 9) 8/9
R a(f)NR 1/1

Entre paréntesis se indic6 la cantidad de aislamientos con el fenotipo S (sensible), I (intermedio) y
R (resistente) a NAL (4c. nalidixico), CIP (ciprofloxacina) y ENR (enrofloxacina). También se sefialé

la cantidad de aislamientos portadores del determinante PMQR, gnrB.

Como se observa en la Tabla 25, 11/38 (29%) aislamientos poseen resistencia
completa a NAL y CIP, y solo un aislamiento posee resistencia a ENR, y en 10/11

aislamientos se observé el determinante PMQR, gnrB.

En S. Heidelberg se observo que aquellos aislamientos con sensibilidad a NAL,
nunca presentan sensibilidad disminuida (I) o resistencia a CIP, igualmente en
aquellos aislamientos con sensibilidad disminuida a NAL, no muestran resistencia
a CIP. Solo en aquellos aislamientos R a NAL, puede presentar las tres variantes de

S,1yRaCIP.

En 12 de los 27 aislamientos con resistencia a NAL, se deberian informar que
tienen el fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a ciprofloxacina, por lo cual
no seria el antimicrobiano de elecciéon a la hora del tratamiento. Ademas, al
analizar la ocurrencia de los determinantes PMQR, en estos aislamientos, se puede

observar que los 12 aislamientos presentaron genes gnrB.

Solo 8 aislamientos poseen el fenotipo salvaje, es decir completamente sensibles a
NAL, CIP y ENR. No todos ellos mostraron la presencia de genes gnrB (presente en

5/8 aislamientos).

Tabla 26: Interpretacion del test de difusiéon en discos evaluando la sensibilidad a
fluoroquinolonas en los aislamientos de S. enterica (n=31), analizados en base a los

criterios establecidos por CLSI
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NAL CIP ENR qnrB
SaNAL SacCIP SaENR 5/17
(17) (17) (17)
Sa ENR
IaNAL IaCIP ) 2/2
3 3
( ) ( ) I a ENR 0/1
(1)
SacCIP Sa ENR
0/1
(1) (1) /
Sa ENR
Ra NAL IaCIP (1) /1
(11) (8) 1aENR
4/7
7) /
R a CIP Ia ENR
2/2
) ) /

Entre paréntesis se indicé la cantidad de aislamientos con el fenotipo S (sensible), I (intermedio) y
R (resistente) a NAL (ac. nalidixico), CIP (ciprofloxacina) y ENR (enrofloxacina). También se sefiald

la cantidad de aislamientos portadores del determinante PMQR, gnrB.

Al comparar los resultados obtenidos para el resto de las serovariedades y
compararlas con S. Heidelberg, (Tabla 25) observamos discrepancias en la
proporcién de fenotipos encontrados y se encontré que solo 2 aislamientos
presentan el fenotipo resistente a quinolonas ensayadas y ambos aislamientos

poseen el determinante gnrB.

En 8 de los 11 aislamientos con resistencia a NAL, se deberian informar que tienen
el fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a ciprofloxacina. Pero en estos, solo

se observo 5/11 aislamientos mostraron el gen gnrB.

Existe una mayor proporciéon de aislamientos con el fenotipo salvaje
completamente sensible [17/31 (54,8%)], comparada con S. Heidelberg y con una

menor portacién de genes qnrB (5/17).

Cuando se analiz6 el perfil de sensibilidad a NAL de la totalidad de los aislamientos
estudiados (n=69) de Salmonella spp. se observo una correlaciéon entre la presencia
de genes qnrB y la sensibilidad disminuida o resistencia a NAL (p= 0,0001). Del
mismo modo se observé similar correlacién cuando se analiz6 la presencia de
genes codificando para el determinante qnrB y el comportamiento frente a CIP

(p=0,0007).
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Al incorporar a los ensayos de difusion con discos, el antimicrobiano pefloxacina
(PEF, 5 pg/ml) conjuntamente con discos para el resto de las FQ, nos permitié
diferenciar aquellos aislamientos de Salmonella spp. que presentan un fenotipo
inusual de sensibilidad disminuida a CIP (halo de inhibiciéon a CIP entre 21-30
mm), siguiendo los lineamientos establecidos por Whonet (93) (Tabla 27). Esto se
realiz6 comparando los didmetros del halo de inhibicién obtenido para CIP, NAL y

PEF y se determind el fenotipo al que corresponde.

Tabla 27: Determinacion del fenotipo de sensibilidad a FQ en S. enterica empleando los

lineamientos de Whonet

Fenotipo cre NAL PEF S. enterica qnrB Interpretacion
(mm) (mm) (mm) (n=69)
3 21-30 <20 <23 27 22/27 Sensibilidad
4 =21 > 24 3 1/3 disminuida a FQ

Como se observa en la Tabla 27, solo 30/69 aislamientos de S. enterica
presentaron sensibilidad disminuida a CIP, es decir con un halo de inhibicién de
21-30 mm. La mayoria de ellos pertenecen al fenotipo 3 (27/69), y solo 3
aislamientos presentaron el fenotipo 4. Solo 23/30 de los aislamientos poseen el

gen gnrB.

El fenotipo 4 (segun propone Whonet) se asocia a la produccidon de la enzima
aac(6’)-lb-cr; solo 3 aislamientos fueron identificados con este fenotipo, pero
fueron todos negativos cuando se ensay6 la PCR para determinar el gen que

codifica para esta enzima.

Estos resultados nos permiten inferir que la gran mayoria de los aislamientos con
sensibilidad disminuida a CIP (27/30; 90%) fueron resistentes a PEF, y casi todos
los aislamientos resistentes a PEF amplificaron para el gen gnrB. Es probable que
este determinante explique, en parte, la sensibilidad disminuida (inusual) a CIP

observada.

Caracterizacion epidemiolégica de los aislamientos de Salmonella spp. recuperadas

de aves mediante PFGE
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Las técnicas de tipificacion son herramientas utiles porque permiten conocer la
clonalidad entre los aislamientos, identificar los reservorios y determinar posibles
vias de transmision. La electroforesis en campo pulsado (PFGE), es la técnica de
referencia de tipificacién debido a que tiene un elevado poder de discriminacién y
se ha convertido en el método de referencia de tipificacion para la mayoria de las
bacterias con interés epidemioldgico. Se basa en la separacion electroforética en
campo pulsado del ADN cromosémico digerido con enzimas de restricciéon con una
baja frecuencia de corte. Los perfiles de ADN generados (pulsotipos) presentan

entre 10 y 30 fragmentos de ADN con un tamafio que varia entre 10 y 800 Kb.

Fueron seleccionados para la subtipificacion mediante PFGE empleando la enzima
Xbal; 20 aislamientos representativos de S. Heidelberg que presentaron como
mecanismo de resistencia a C3G, las (-lactamasas del tipo CMY o CTX-M. Se

incorporaron al analisis algunos aislamientos sensibles a C3G (Tabla 28).

Tabla 28: Aislamientos de S. Heidelberg subtipificados mediante PFGE

Aislamientos Denominacion Genes de resistencia
en el PFGE y/o perfil de antibiograma
S. Heidelberg N° 1B (SH1B) CTX-M-2
S. Heidelberg N°3B (SH3B) CMY-2
S. Heidelberg N°5B (SH5B) GEN-TET-CLR-CFT
S. Heidelberg N°6B (SH6B) CMY-2
S. Heidelberg N°7B (SH7B) CMY-2
S. Heidelberg N°9B (SH9B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°10B (SH10B) CMY-2

S. Heidelberg N°11B (SH11B) CMY-2

S. Heidelberg N°12B (SH12B) CMY-2

S. Heidelberg N°14B (SH14B) CMY-2

S. Heidelberg N°16B (SH16B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°19B (SH19B) CMY-2

S. Heidelberg N°20B (SH20B) CMY-2

S. Heidelberg N°23B (SH23B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°24B (SH24B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°28B (SH28B) CTX-M-14 + CTX-M-2
S. Heidelberg N°32B (SH32B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°33B (SH33B) CTX-M-14

S. Heidelberg N°37B (SH37B) CMY-2 y CTX-M-2
S. Heidelberg N°38B (SH38B) CTX-M-14

La interpretacién de los pulsotipos obtenidos se realiz6 siguiendo el protocolo de

trabajo consensuado para Salmonella spp. y E. coli (Red de PulseNet
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Internacional), donde se emplea el software especifico “Bionumerics” (Applied

Maths).

Este programa realiza la normalizacion del gel, determina el porcentaje de
tolerancia en la posicién de las bandas y punto de corte de similitud para definir
clusters. Con el pulsotipo obtenido se construy6 empleando una matriz de distancia
teniendo en cuenta el coeficiente de Dice. Luego se obtuvo el dendograma por el

método de agrupamiento de UPGMA (“unweighted pair group method with

aritmetic mean”).

Dice (Opt:1.50 %) (Tol 15%-15%) (H>0 0% $>0.0%) P.0%-100 0%]
PFGE-Xbal ~ PFGE-Xbal

5 8 Procedencia Patrén Aislamientos
PR E——

P WEim SH252/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFBX01.0025  SH3B
b WIIR I || sHes3ne Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ ARJFEX01.0025  SH5B
I IR LI | sHzsete Entre Rios Colén ARJFEX01.0025  SH10B
| mn W |} sHs718 Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ ARJFEX01.0024  SH11B
MIl | sH2s8ne Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ ARJFBX01.0025  SH12B
| R SH260/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFEX01.0025  SH14B
I SH261/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFBX01.0025  SH20B
F 0N LT SH514/16 Entre Rios Colén ARJFEX01.0025  SHOB
I IR SH516/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFBX01.0025  SH16B
I MW SH518/16 Entre Rios Colén ARJFEX01.0025  SHA19B
[ L SH519/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFEX01.0025  SH23B
I WM LI shs20m8 Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ ARJF6X01.0025  SH24B
| “ n | SH521/16 Entre Rios Villaguay ARJF6X01.0025 SH28B
| " ' | SH522/16 Entre Rios Concepcidn del Uruguay ~ ARJFEX01.0025  SH32B
I Il | "I | | SH523/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ARJF6X01.0025 SH33B
F UL SH525/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFEX01.0025  SH37B
I BRI SH254/16 ARJFEX01.0026  SHT7B
P WEEW LHI] 1218 Buenos Aires  Exaltacion de la cruz ARJF6X01.0028  SH1B
| WP LRI sHst3ne Entre Rios Concepcién del Uruguay ~ ARJFBX01.0028  SH6

b WO L) sHs241e Buenos Aires  SanAntoniode Areco ARJF6X01.0027  SH36B

Figura 22: Dendograma donde se observd el grado de relacién genética entre los

aislamientos de S. Heidelberg estudiados, utilizando el programa BioNumerics.

Analizando el dendograma obtenido (Figura 22) se observé cuatro patrones de
ARJF6X01.0025, ARJF6X01.0026, ARJF6X01.0027 'y
ARJF6X01.0028. El patron obtenido con mayor frecuencia fue el ARJF6X01.0025 en

bandas diferentes:

16/20 (80%) aislamientos; esto demuestra relacion de clonalidad entre las S.

Heidelberg analizados.
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Al analizar los resultados obtenidos, podemos inferir que estos aislamientos
poseen plasmidos con diferentes determinantes de resistencia que se movilizarian

entre cepas pertenecientes a un mismo clon, destacandose la promiscuidad de éste.

Ademas de analizar la clonalidad entre las cepas estudiadas, se realizé la
comparacion del pulsotipo obtenido con el resto de los patrones almacenados en la
base de datos existente en la Red de PulseNet Internacional. Esta ventaja de
disponer de perfiles genéticos de un determinado microorganismo, nos permite
detectar episodios ocultos de transmision de un determinado patégeno, que no

siempre se reflejan en un aumento llamativo de casos o brotes.

Segun la base de datos Nacional de Salmonella spp. se cuenta con 78 aislamientos
de esta serovariedad, que generaron 23 patrones diferentes con la enzima Xbal. De
los cuales el 5,1% (4/78) pertenecen a aislamientos de origen ambiental, 6,4%
(5/78) aislamientos provenientes de alimentos, 35,9% (28/78) aislamientos de

origen humano y el 52,6% (41/78) aislamientos de origen animal.

La frecuencia con la que aparece el pulsotipo ARJF6X01.0025 es de 0,384 veces, es
decir este patrén se repite en 30 aislamientos de los 78 aislamientos totales. Es
decir, que aparte de los aislamientos pertenecientes a este estudio, existen 14

aislamientos pertenecientes a la base de datos, que presentan el mismo pulsotipo.

Ninguno de los aislamientos analizados en nuestro estudio, puede ser asociado o
ser el responsable de algun brote; pero analizando el patrén ARJF6X01.0025, es
notable destacar que éste aparece en 10 aislamientos de origen humano (muestras
proveniente de diferentes hospitales de la provincia de Buenos Aires; durante los
afios: 2003 (n=1 aislamiento), 2009 (n=4), 2010 (n=1), 2012 (n=1), 2013(n=1),
2015 (n=1), mientras que 1 solo aislamiento fue del afio 2011 perteneciente a un

caso registrado en la provincia de Neuquén).

Otros aislamientos que presentaron el mismo patréon fueron: 2 aislamientos
obtenidos desde alimentos (2014), 1 de origen ambiental (2010) y otro de origen
animal (2009) (Figura 23).
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Dice ©Opt150%) (Tol 15%-1,5%) (H>0.0% S>00%) [0.0%-1000%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

S S

SH1361/14 Buenos Aires La Plata Food ARJF6X01.0025
I ~; 00 SH536/11 Neuquén Neugquén Human ARJF6X01.0025
SH1362/14 Buenos Aires La Plata Food ARJF6X01.0025
SH1961/09 Entre Rios Concepcion del Urugu Animal ARJF6X01.0025
SH252/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH3B
SH253/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SHSB
SH256/16 Entre Rios Colén Animal ARJF6X01.0025 SH10B
SH257/16 Entre Rios Conc epcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0024 SH11B
SH258/16 Entre Rios Conc epcién del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH12B
SH260/16 Entre Rios Conc epcién del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH148B
. SH261/16 Entre Rios Conc epcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH20B
' SH514/16 Entre Rios Colén Animal ARJF6X01.0025 SH9B
‘ SH516/16 Entre Rios Concepcién del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH168B
‘ SH518/16 Entre Rios Colén Animal ARJF6X01.0025 SH19B
| SH519/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH23B
. sh520/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH248B
‘ SH521/16 Entre Rios Vilaguay Animal ARJFEX01.0025 SH28B
. SH522/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH328B
' SH523/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay Animal ARJF6X01.0025 SH33B
SH525/16 Entre Rios Concepcién delUrugua Animal ARJFEX01.0025 SH378B
m:m awe Rios Concepcion del Urugu EMronmen!al ARJF6X01.0025
E’ % SH1140/15 Capital Federal Human ARJF6X01.0025
SH1345/13 Capital Federal Hum an ARJF6X01.0025
o SH1404/03 Capital Federal Human ARJF6X01.0025
SH1822/09 CABA Human ARJF6X01.0025
SH1823/09 CABA Human ARJF6X01.0025
1§ SH1824/09 CABA Human ARJF6X01.0025
B SH2291/10 Capital Federal Human ARJF6X01.0025
i SH252/12 Capital Federal Human ARJF6X01.0025
SH211/09 Capital Federal Hum an ARJF6X01.0025
- ] S-H 254/16 Animal ARJF6X01 0&5 SH7B—
SH1363/14 Buenos Aires La Plata Food ARJF6X01.0006
_I 4 SH1364/14 Buenos Aires La Plata Food ARJF6X01.0006
. = = = = cordoba Human ARJESX01.0006
E SH524/16 Buenos Aires San Antonio de Areco Animal ARJF6X01.0027 SH36B l
3 SH659/12 Cordoba Cordoba Hum an ARJF6X010017
I SH512/16 Buenos Alires Exaltacion de la cruz Animal ARJF6X01.0028 SH1B |
- : i s SH513/16 Entre Rios Concepcion delUruguay Animal ARJFEX01.0028 SHE
|~ m : E & ¥ SH190/11 Capital Federal Human ARJF6X01.0010
| {: z E | { R SH1951/10 Capital Federal Human ARJF6X010015
y 1] HOER N SH1992/09 Capital Federal Human ARJF6X01.0008

Figura 23: Dendograma de relacion genética entre los aislamientos de S. Heidelberg, con el resto de la base de datos de la Red de PulseNet

Internacional. Naranja: aislamientos pertenecientes a este trabajo con el pulsotipo ARJF6X01.0025, azul: aislamientos depositados en la base de

datos con el mismo pulsotipo, verde: aislamientos de S. Heidelberg con otros pulsotipos.

127



J.E. Dominguez

Empleando el mismo programa, se realizO una comparaciéon de relacién

filogenética en base a la sensibilidad antimicrobiana que presentan los

aislamientos analizados (Figura 24).
Pearson correlation
antibio antibio
G
< . 5
g £ 3 <
. .. ... . . SH512/16 Buenos Aires  Exaltacion de la cruz SH1B
{E . ... ... .. . SH516/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH16B
[ | [ | . | | I BB s+s1416  EntreRios  Colén SH9B
_| . . .. .. . . SH519/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH23B
sh520/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH24B
.. ... . ... SH252/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ SH3B
. .. ... . ... SH513/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ SH6
I .. .. ... SH525/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay ~ SH37B
. .. .. . . SH257/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH11B
HER BB B Bl sH2s8/16  EntreRios  Concepcion del Uruguay — SH12B
HER BB B Bl sHsi816  EntreRios  Colén SH19B
H BER BEE B Bl s+256/16  EntreRios  Colén SH10B
| ([ . | | Bl s+2s416 SH7B
@ . .. .. . . . SH260/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH14B
.... .. . . . SH261/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH20B
..... .. .. . SH523/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH33B
4[: ..... . .. . SH524/16 Buenos Aires  San Antonio de Areco SH36B
[ 1] ] ] . [ [ sHs21v16  EntreRios  Villaguay SH28B
..... . .. . SH522/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH32B
—_— ...... . ... . ...... SH253/16 Entre Rios Concepcion del Uruguay  SH5B

Figura 24: Dendograma generado en base a la sensibilidad antimicrobiana que presentan
los aislamientos analizados. Simbolos: cuadrados en blanco, indican resistencia; cuadrados

grises, indican sensibilidad intermedia y los cuadrados negros: sensibles.

El andlisis mediante la digestién con Xbal y posterior PFGE de los aislamientos
portadores de enzimas de tipo BLEE y AmpC y su comparacion con el perfil de
antimicrobianos ensayados (Figura 24), nos permite inferir que los aislamientos
analizados se agruparon en el mismo cluster independientemente de la enzima que

presenten.

Estos datos demuestran que mediante esta técnica de tipificacion genotipica, fue
posible establecer relaciones entre los aislamientos analizados en este trabajo de

tesis con los depositados en la base de datos nacional, y se puede vislumbrar que
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se trata de un clon con distintos determinantes de resistencia y que presenta una
alta flexibilidad para el intercambio de material genético extracromosémico. A su
vez, se muestra que este clon, no se encuentra limitado a una granja en particular,
sino que circula en las diferentes granjas de las dos provincias analizadas. Este tipo
de herramientas deberia tenerse en cuenta, a la hora de disefiar programas de
control en cada granja, basadas en medidas de bioseguridad y de higiene, que
podrian reducir considerablemente la dispersion de estas bacterias

multirresistentes.

Evaluacion de la transmisibilidad de los genes implicados en la resistencia

Con el objetivo de evaluar la transmisibilidad de la resistencia a C3G y
fluoroquinolonas, mediante elementos genéticos moviles como plasmidos
conjugativos y movilizables, se seleccionaron diferentes aislamientos de S.
Heidelberg con distintos perfiles de resistencia y se llevaron a cabo ensayos de

conjugacién y electroporacion.

Se logr6 eficientemente la transferencia plasmidica mediante conjugacién y

electroporacion.

La electroporaciéon se consiguié utilizando como cepa recepta E. coli XL1 Blue
transformando con el plasmido obtenido de S. Heidelberg N°31B. Este aislamiento

contiene el determinante qgnrB5 'y TEM-1.

Se realizé la extracciéon del plasmido siguiendo el protocolo de Kado y Liu (94).
Luego de la electroporacion, se selecciond en placas de TSA conteniendo el
antibiético AMP (20 pg/ml). Se seleccionaron algunas colonias y se repicaron en
medio conteniendo CIP (0,064 pg/ml). Posteriormente, se seleccionaron las
colonias (n=11) para analizar por PCR el gen gnrB (Figura 25) y se realiz6 el perfil

de sensibilidad antimicrobiana (Tabla 29).
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Figura 25: Reaccion de PCR, donde se comprobd la eficiente transferencia del
determinante PMQR a la cepa receptora mediante electroporacién. Calle 1: marcador de
peso molecular 100 bp (Inbio Higway), calle 2-13: diferentes colonias obtenidas por
electroporacion, calle 14: control negativo cepa receptora, calle 15: control positivo cepa

dadora.

Se logré exitosamente la transferencia del plasmido portador del gen gnrB5, con lo

que se confirmo su codificacion plasmidica.

Para los aislamientos de S. Heidelberg N° 1B, 9B, 10B, 33B Y 37B, se realiz6 la

conjugacién en medio sélido, empleando la cepa receptora E. coli ]53.

Se seleccioné en medio TSA, empleando dos combinaciones diferentes de agentes
para la seleccion: azida sodica (200 pg/ml)+ AMP (20 pg/ml); azida sédica (200
ug/ml)+ CTX (1 pg/ml). Se incubé a 37°C ON. Las colonias resultantes fueron
repicadas en medio levine conteniendo la misma concentracion de antibiéticos; se
observé a las 24 horas solo el crecimiento de colonias lactosa positiva, lo que
indican el éxito de la conjugacién en E. coli ]53. Al igual que en el ensayo de
electroporacion, se realizo el cribado de los transconjugantes mediante PCR y se

realizé el perfil de sensibilidad a antibi6ticos (Tabla 29).

Tabla 29: Perfil de sensibilidad antimicrobiana y confirmacién por PCR de la eficiencia de
conjugaciéon en los aislamientos de S. Heidelberg y en las cepas transconjugantes y

receptoras
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Mec.de Mec.de

Aislamiento AMP CRO CFT CFO FEP NAL CIP ENR TET COL ST
RaC3G RaFQ
1B CTX-M-2  qnrB5 R R R S R R I S S S S
1B-TC + R R R S R S S S S S S
9B CTﬁM' qnrB5 R R R S R R R I S S I
9B-TC + R R R S R S S S S S S
10B CMY-2 qnrB5 R R R R S R R I S S S
10B-TC + R I I R S S I S S S S
33B CTﬁM' R R R S R S I S S S I
33B-TC + R R R S R S I S S S S
CTX-M-
37B 2+CMY-  gnrB5 R R R I I R R S S S I
2
37B-TC + R I I I I S I S S S S
E.coli]53 - - S S S S S S S S S S S
31B TEM-1 qnrBs R S R S S R R I R S I
31B-TC ) . S S S S S R I S R S S
E.coli XL1-blue - - S S S S S R S S R S S

Antimicrobianos ensayados: AMP: ampicilina; CRO: ceftriaxona, CFT: ceftiofur; CFO: cefoxitina; FEP:
cefepime; NAL: ac. nalidixico; CIP: ciprofloxacina; ENR: enrofloxacina; TET: tetraciclina; COL:

colistinay ST: estreptomicina.

Se logr6 exitosamente la transferencia del plasmido para los aislamientos de S.
Heidelberg N° 1B, 9B, 10B, 33B Y 37B. Al analizar la resistencia co-transferida por
el pasaje del plasmido, se observo resistencia a solo las C3G ensayadas y no a FQ;
con lo cual se confirm6 la transferencia del pldsmido portando las [3-lactamasa

BLEE y de tipo AmpC. No se observd co-resistencia a otros antimicrobianos.

En el aislamiento de S. Heidelberg N°31 B, aunque fue positiva a la reacciéon de PCR
para el gen gnrB, el perfil de sensibilidad del transconjugante obtenido fue
diferente a la cepa dadora. Lo cual indica una posible contaminaciéon con otro
aislamiento con caracteristicas diferentes a las esperadas y no seria el aislamiento

que se pretendia obtener.

Estimacion del tamafio y el grupo de incompatibilidad de los plasmidos
transferidos

Con el objetivo de estimar el tamafio de los pladsmidos responsables del fenotipo de

resistencia observado en los aislamientos de S. Heidelberg seleccionados; se
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realizo la digestion de los plugs conteniendo ADN total con nucleasa S1, tanto de

las cepas dadoras como de los transconjugantes de cada uno de los aislamientos.

Luego de este tratamiento, se resolvieron mediante electroforesis en campo
pulsado (PFGE). La estimacion del tamafio fue realizada por comparacion con el
marcador de ProMega-Markers Lambda Ladders, que posee un patrén de bandas de

50- 800 Kb.

Se pudieron estimar con éxito el tamafio de los plasmidos de todos los aislamientos

analizados (Figura 26).

Figura 26: PFGE con nucleasa S1 de S. Heidelberg. Calle 1: 1B, calle 2: 1B-TC, calle 3: 9B,
calle 4: 9B-TC, calle 5: 10B, calle 6: 10B-TC, calle 7: marcador de peso molecular, calle 8:
31B, calle 9: 31B-TC, calle 10: 33B, calle 11: 33B-TC, calle 12: 37B y calle 13: 37B-TC.

Los aislamientos de S. Heidelberg N° 1B, 1B-T(C, 9B, 9B-TC, 10B, 10B-TC, 33B, 33B-
TC, 37B y 37B-TC, todos poseen un pldsmido de alrededor de 100 Kb. En el
aislamiento S. Heidelberg N° 31B, se observo que posee mas de un replicén, con
diferentes tamafios, uno de alrededor de 250 Kb, otro de alrededor de 120 Kb y un

tercero de menor tamarno, alrededor de 50 kb.
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En un ensayo diferente, se realiz6 la tipificacibn molecular de los plasmidos
mediante diferentes reacciones de PCR que permitieron determinar el grupo de

incompatibilidad.

Tanto los aislamientos de cepas dadoras como los transconjugantes de S.
Heidelberg N° 1B, 1B-TC, 9B, 9B-TC, 10B, 10B-TC, 31B, 33B, 33B-TC, 37B y 37B-TC
dieron positivas a la reaccion de PCR multiplex, solo para el grupo de
incompatibilidad Incl 1, donde se obtuvo un amplicon de un tamafio de 139 pb

(Figura 27).

Z0 S 4 SR SRR O] S S e O S O PRS2 13 TN 1 4L TS SR 6L T 80 R1Y.

Figura27: Tipificaciéon de grupos de incompatibilidad en S. Heidelberg. Calle 1:100bp,
calle 2: 1B, calle 3: 1-TC, calle 4: 9B, calle 5: 9-TC, calle 6: 10B, calle 7: 10-TC, calle 8:
31B, calle 9: 31-TC, calle 10: 33B, calle 11: 33-TC, calle 12: 37B, calle 13: 37-TC, calle
14: E. coli XL1-blue, calle 15: E. coli |53, calle 16: control + HI1, calle 17: control + HI2,

calle 18: control + 11 y calle 19: control negativo.

Deteccion de genes codificantes del sistema toxina-antitoxina

Tanto a los cepas dadoras como a los transconjugantes obtenidos de los
aislamientos de S. Heidelberg que se vienen caracterizando, se les realizd
extraccion de ADN total por lisis y posteriormente se llevaron a cabo las reacciones
de PCR simples empleando primers especificos, con el objetivo de buscar la
presencia de los genes codificando para los sistemas toxina-antitoxina (TA) mas
comunes en enterobacterias: pemK, ccdA-B, relE, parD-E, vagC-D, hok-sok, pndA-C y

srnB-C. Luego se resolvieron en geles de agarosa al 1,5%, empleando el marcador
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de peso molecular 100 bp (Inbio Highway). Se obtuvieron los resultados que se

resumen en la (Tabla 30).

Tabla 30: Determinaciéon del grupo de incompatibilidad y de los sistemas toxina-

antitoxina (TA) en los aislamientos de S. Heidelberg dadoras y transconjugantes

Aislamientos

1B
1B-TC
9B
9B-TC
10B
10B-TC
31B

33B
33 B-TC
37B
37 B-TC
E. coli J53

E. coli XL1
Blue

Grupo de

Incompatib.

11
I1
11
I1
I1
I1
I1

Tamario
del
pldsmido
100
100
100
100
100
100

<50-120-

250
<100

<100
<100
<100

pemK  hok-

sok

Sistema Toxina-Antitoxina

ccdA-
B

srnB-

C

relE  pndA-

c
+ +
+ +
+ +
- +
- +
- +
- +
- +
- +
- +
+ +
+ -
+ -

vagC-
D

parD-
E

Los aislamientos de S. Heidelberg N° 1B, 1B-TC, 9B, 9B-TC, 10B, 10B-TC, 31B, 33B,

33B-TC y 37B y 37B-TC, dieron positivas a la reacciéon de PCR para el gen del
sistema TA, pndA-C. Solo los aislamientos 10B, 10B-TC, 37B y 37B-TC también

dieron positivos al gen ccdA-B.

Siendo los sistemas pndA-C y ccdA-B los que estarian participando en la

perpetuidad de éstos plasmidos.
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Discusion
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S. enterica es un patégeno zoonoético causante de enfermedades transmitidas por
alimentos y representa un importante problema de Salud Publica. Como los
animales son el principal reservorio, su papel es esencial en la epidemiologia de
esta enfermedad. Por ello, es necesario que se lleven a cabo programas de
monitoreo, donde la vigilancia epidemioldgica y el perfil de resistencia de esta
bacteria en animales sea el esquema principal a seguir, ya que los alimentos de

origen animal son la fuente de la gran mayoria de Salmonella no tificas.

Este trabajo de tesis se inici6 con el estudio de Salmonella spp. de dos poblaciones
diferentes, aislamientos recuperados de bovinos, equinos y posteriormente se
estudiaron aislamientos recuperados a partir de animales sanos de sistemas

intensivos de produccion de pollos parrilleros y gallinas ponedoras.

Hasta el momento de produccion de esta tesis, no se habian realizado en nuestro
pais, estudios de sensibilidad a C3G, fluoroquinolonas, colistina y otros
antimicrobianos en aislamientos de Salmonella spp. de origen animal, que
permitieran conocer los niveles de resistencia existentes y los mecanismos

asociados.

Analizando los aislamientos de S. enterica obtenidas a partir de bovinos entre los
afios 1998-2012, la serovariedad prevalente en estos aislamientos fue S.
Typhimurium con un 59,3% (16/27). Lo cual es coincidente con los datos
reportados en el afno 2012 por Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr.
Carlos Malbran” (INEI-ANLIS), organismo encargado de llevar a cabo la vigilancia y
establecer las serovariedades de Salmonella spp. prevalentes en los aislamientos
remitidos para su estudio; informaron que S. Typhimurium y S. Enteritidis son los

dos serovariedades comunmente encontradas (121).

En esta poblacion, se observé un bajo nidmero de aislamientos con resistencia C3G
y a fluoroquinolonas. En Salmonella spp. recuperadas de equinos (n=11),
predomindé la sensibilidad solo a TET (4/11) y a SXT (8/11) . Ninguno de los
aislamientos de bovinos mostré sensibilidad disminuida o resistencia a los
carbapenemes IMI y MER. Tampoco se observd resistencia a COL. Una situacion

muy parecida fue observada en el perfil de sensibilidad antimicrobiana obtenida
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para Salmonella spp. en bovinos (n=27), donde solo fue importante el porcentaje
de sensibilidad observados a TET (37%) y SXT del (77,7%). Estos resultados
fueron similares a estudios realizados por Marrero-Ortiz y col, en aislamientos de
Salmonella spp. obtenidos desde ganado bovino, donde reportaron a las
tetraciclinas y las sulfonamidas como los antimicrobianos ampliamente usados
para el tratamiento de enteritis, infecciones respiratorias y mastitis; por lo cual, si
esta bacteria esta presente en el animal, recibe una cierta presion de selecciéon con

la posibilidad de desarrollo de resistencia (130).

Al contrario, de lo observado en los sistemas de produccién bovino y equino, en los
aislamientos de Salmonella spp. recuperados de aves, la serovariedad prevalente
fue S. Heidelberg correspondiendo a un 55% (38/69) de los aislamientos

analizados.

S. Heidelberg se encuentra entre los serovariedades mas comunmente detectados
en aves de corral y estd entre los cinco serotipos asociados con salmonelosis
humana junto con S. Typhimurium, Enteritidis, Newport y I 4,[5], 12:i:- reportados
en 2008 al CDC (Centers for Disease Control and Prevention,
http://www.cdc.gov/salmonella/reportspubs/surveillancehtml) 'y al FDA
(National Antimicrobial Resistance Monitoring System-Enteric), EUA; mientras que
en Europa se posicion6 en el noveno puesto y en América Latina, en la posicién
diecinueve de los serovariedades detectados con mayor frecuencia (131).
Comparando a S. Heidelberg con otros serovariedades de Salmonella spp.
causantes de gastroenteritis que por lo general causan una enfermedad leve y

autolimitante, S. Heidelberg tiende a causar infecciones invasivas (132).

Si bien no ha sido reportado ningtin brote alimentario que fuera responsable esta
serovariedad, el INEI-ANLIS, reporté 119 cepas aisladas desde alimentos e informé
el primer puesto para S. Heidelberg con el 38%, seguida de S. Anatum con 13%, S.
Typhimurium y S. Enteritidis con el 10% (121). Salmonella spp. pueden
introducirse en establecimientos de aves comerciales, a partir de diferentes
fuentes. Esta bacteria se puede transmitir de manera vertical hacia la progenie de

parvadas de reproductoras infectadas o de manera horizontal dentro y entre las
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parvadas (Comunicacion personal, Dr. Dante Bueno), de ahi la importancia de
determinar y caracterizar las serovariedades circulantes en un sistema de

produccidn.

En los aislamientos de Salmonella spp. recuperados de bovinos y equinos, la
sensibilidad a quinolonas fue de 10,5% (4/38) a NAL, 15,8% (6/38) a CIP y solo
del 2,6% (1/38) a ENR; mientras que para este misma bacteria pero en los
aislamientos recuperados de aves la sensibilidad a quinolonas fue importante de
36,2% (25/69) a NAL; y a las fluoroquinolonas del 44,9% (31/69) a CIP y 59,4%
(41/69) a ENR. Se ha sugerido que la alta frecuencia de resistencia a quinolonas en
los aislamientos de Salmonella spp. se debe a la utilizacion frecuente de

enrofloxacina y acido nalidixico con fines terapéuticos o metafilacticos (133).

En los aislamientos recuperados de bovinos y equinos, el analisis de la region
QRDR arrojé mutaciones en GyrA (Ser83Phe y Asp87Asn), cambios que fueron
anteriormente descripta en Salmonella spp. aislados de origen clinico (134), a
estos cambios se puede atribuir el fenotipo de resistencia a NAL y a CIP. Sin
embargo, S. Enteritidis 07/58-2, presento una mutaciéon en Asp87Gli (D87G), esta
sustitucion nucleotidica es la mas frecuente segun estudios de Piddock y col., en
Salmonellas de origen veterinario (135). Esta mutacién seria la responsable de la
resistencia a NAL y valores de sensibilidad disminuida para CIP, que presenta
dicho aislamiento, ya que estos aislamientos no mostraron determinantes PMQR.
Una excepcion es S. Typhimurium 11/085-6, con resistencia a NAL y sensibilidad
disminuida a CIP, fue positiva a la PCR para gnrB; pero no contiene mutaciones en
GyrA y ParC. Las mutaciones en parC de Salmonella spp. no son tan frecuentes
como en E. coli y los estudios sugieren que no desempefian un papel importante en
la resistencia a las quinolonas o sé6lo pueden ser necesarios para lograr una
resistencia de alto nivel, (135, 136) lo que ocurre con poca frecuencia entre los
aislamientos de Salmonella.

En los aislamientos de Salmonella spp. recuperados de aves, no fue posible
determinar la presencia de mutaciones en GyrA y ParC. En otros trabajos fueron
reportadas mutaciones fuera de la regiéon QRDR de parC el cambio Thr57Ser

(T57S) fue observado en todos los aislamientos de Salmonella spp. recuperados
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desde carne de pavo y ademas eran portadoras de determinantes PMQR, como

qnrSy qnrB (137).

Muchos de los estudios de prevalencia determinantes PMQR realizados en el pais,
fueron realizados sobre enterobacterias de origen clinico (103, 134) y la mayoria
de ellos enfocados en aislamientos con determinado fenotipo. En este trabajo de
tesis, se estudi6 la presencia de determinantes de resistencia a quinolonas de
origen plasmidico por primera vez, en aislamientos recuperados de animales de

consumo en nuestra region.

En S. Heidelberg el determinante prevalente fue gnrB cuya proporcién fue del
89,5% (34/38). Al analizar el resto de las serovariedades 16/31 (51,6%)
mostraron el gen gnrB. La variante alélica detectada en todos los productores
secuenciados fue gnrB5. Esta variante no habia sido detectada en aislamientos
clinicos de Salmonella spp. y en otras enterobacterias de nuestros pais. El
determinante de resistencia, qnrB5 fue previamente descripto pero en S. Berta
(137) en EE. UU, a partir de aislamientos de origen humano. En Sudamérica,
qnrB19 ha sido asociado como el tinico determinante responsable del fenotipo de
resistencia a quinolonas en dos aislamientos de S. Heidelberg, aislado de carne de

pollo cruda en Venezuela (138).

Se han descripto variantes alélicas como qnrB19, qnrB10, qnrB2 y qnrB1, en
aislamientos clinicos de diferentes provincias nuestro pais, recuperados entre
2005-2008 (134). En este trabajo, se estudi6 una colecciéon de enterobacterias
clinicas que presentaban el fenotipo de sensibilidad disminuida a
fluoroquinolonas. En otro estudio diferente realizado en nuestro pais, se investigd
la prevalencia de los genes PMQR: gnrB de qnrA, qnrS, qnrC, qnrD, acc(6°)-1b-cr y
qepA, en aislamientos clinicos de enterobacterias resistentes a oxiimino-
cefalosporinas, donde Rincon y col.,, reporté variantes alélicas de gnrB como qnrB2,

qnrB19, qnrB10, qnrB1 y qnrB6 (103).

En todos los aislamientos de Salmonella analizados en este trabajo de tesis, no se
detectd ningin otro determinante PMQR. Nuestro reporte es diferente a lo

descripto por Veldman y col., que examiné aislamientos de Salmonella recuperados
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no solo de animales, sino también de humanos, alimentos y el medio ambiente, e
identifico con igual frecuencia las variantes gnrS y gnrB; mientras detect6 en
menor nimero qnrA y aac (6°)-Ib-cr e identificd solo gnrD en aislamientos de

Salmonella obtenidas de muestras de animales y humanos (139).

Un 29% (11/38) de los aislamientos de S. Heidelberg presentaron resistencia
completa a NAL y CIP. Esta resistencia completa es poco frecuente segin Whonet
(93), pero al analizar el perfil de sensibilidad que presentan, se pueden inferir que
poseen una combinacién de mecanismos de resistencia, ya sea cromosémicos
(mutaciones en gyrA y parC) y plasmidicos, como gnrB; ya que este determinante

se observo en 10/11 de los aislamientos.

Al incorporar a los ensayos de difusion en discos el antimicrobiano pefloxacina (5
ug/ml), nos permiti6 diferenciar aquellos aislamientos que poseen sensibilidad
disminuida a ciprofloxacina (con halos de inhibicién para CIP 231mm). Estos
aislamientos 27/30 (90%) fueron resistentes a PEF (32, 140) y todos los
aislamientos resistentes a PEF, amplificaron para el gen gnrB. El disco de NAL, por
si solo, no detecta el fenotipo de sensibilidad disminuida, mientras que mediante la
incorporacién del disco de pefloxacina, sugerido por Whonet (93) se identificaron
correctamente todos los aislamientos con dicho fenotipo (141). Es probable que
este determinante gnrB explique en parte, la sensibilidad disminuida (inusual) a

CIP observada.

Entre los serovariedades de S. enterica recuperadas de aves, S. Heidelberg tuvo el
mayor nivel de resistencia a los antimicrobianos mostrando un fenotipo de
multirresistencia (MDR) de 3 a 9 familias diferentes de antimicrobianos ensayados.
Estos resultados concuerdan con estudios realizados en Salmonella spp.
recuperados de granjas avicolas en Colombia (142), donde ninguno de los
aislamientos fue sensible a todos los antimicrobianos ensayados y se observo una
baja sensibilidad a fluoroquinolonas con niveles similares a los que se reportan en

este trabajo de tesis.

Alrededor del 52 % de los aislamientos de Salmonellas spp. recuperados de aves,

muestran sensibilidad a C3G. También se observé un bajo porcentaje de
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sensibilidad a FOX y a CFT, cefalosporina usada frecuentemente en veterinaria. La
resistencia a C3G en enterobacterias es frecuentemente mediada por 3-lactamasas
de espectro extendido (BLEE). Desde su descripcion, CTX-M-2 ha sido la BLEE
prevalente en Argentina en humanos (143) y en menor proporcion, otras BLEE
como PER-2 y enzimas SHV (144, 145). A pesar de los afios CTX-M-2 sigue siendo
endémica, pero en un estudio multicéntrico realizado en el 2010, se observaron
cambios en la epidemiologia debido a la apariciéon de CTX-M-15 (en distintos
linajes exitosos) y de la presencia de las enzimas de los grupos CTX-M-8 y CTX-M-9
(146). Las B-lactamasas AmpC plasmidicas como CMY-2 son el mecanismo de
resistencia distinto de BLEE también presente en nuestro pais, pero en un

porcentaje mucho menor (99, 147).

En los 69 aislamientos de Salmonella spp. recuperados de aves, se observé que el
mecanismo prevalente de resistencia a C3G fue el anteriormente mencionado
CMY-2 (19/69; 27,5%). Estas enzimas se encuentran distribuidos en diferentes
serovariedades, como S. Typhimurium (n=1), S. Oranienburg (n=1), S. Agona (n=2)
y especialmente en S. Heidelberg (n=15). Desde su caracterizacién CMY-2, ha sido
identificada en un gran ntimero de Salmonella spp. (S. Newport, S. Typhimurium, S.
Enteritidis (148), S. Senftenberg, S. Agona, S. Heidelberg (149, 150), S.
Oranienburg) aisladas de humanos y animales de todas partes del mundo (15,
151). En nuestro pais, no existen reportes de la presencia de esta enzima en

Salmonella spp. recuperados de aislamientos de origen animal.

Analizando las enzimas responsables del fenotipo de resistencia a C3G en los
aislamientos de Salmonella spp. recuperadas de aves, se observé que la mayoria de
los aislamientos (9/13) presentaron BLEE pertenecientes al grupo CTX-M-9,
especificamente a CTX-M-14. CTX-M-14 fue detectada por primera vez en S.
Londres, aislada desde 3 pacientes pediatricos hospitalizados con gastroenteritis
en Korea (152). En Sudamérica, en el 2011 en un hospital en Uruguay se reporté
por primera vez la enzima CTX-M-14 en S. Enteritidis aislada desde un paciente
adulto (153). Los aislamientos de Salmonella anteriormente mencionados, al igual

que los asilamientos de S. Heidelberg analizados en esta tesis, poseen un plasmido

141



J.E. Dominguez

cuyo grupo de incompatibilidad es Incl1 y posee un peso molecular de alrededor

de 100 Kb.

Los plasmidos Incl1, son considerados uno de los cinco “plasmidos de resistencia
epidémicos”, debido a su frecuente asociaciéon con genes de BLEE y genes de tipo
AmpC. De los 483 plasmidos que han sido depositados en la base de datos de
pMLST (http://pubmlst.org/plasmid/), 295 de éstos pertenecen al grupo de
incompatibilidad Incl1, se ha descripto que éstos plasmidos codifican diferentes
genes de [(-lactamasas; frecuentemente son identificados como parte del ST7
(secuenciotipo plasmidico 7) (85). Estos plasmidos han sido relacionados con la
diseminacion no solo de los genes que codifican para la BLEE CTX-M-14, sino
también de otras (-lactamasas como: CMY-2, CTX-M-2, variantes alélicas del grupo
CTX-M-9 y TEM-1; en aislamientos de diferentes serovariedades de Salmonella spp.
y en E. coli, tanto desde fuentes humanas como animales (bovinos, cerdos, equinos,
perros, pollos, etc)(128, 154). Un estudio efectuado en Holanda comprob6 la
transferencia de éstos plasmidos entre cepas recuperadas de animales productores
de alimentos y otras aisladas de seres humanos (155). Estos aislamientos de E. coli
recuperados desde muestras de carne de aves de corral, portaban plasmidos Incl1
acarreando genes BLEE. Por lo cual, el transporte intestinal de bacterias
productoras de BLEE en animales productores de alimentos y la posterior
contaminacién de la carne al por menor, podria contribuir al aumento de la

incidencia de infecciones con bacterias productoras de BLEE en seres humanos.

En este trabajo de tesis se describe por primera vez la detecciéon de CMY-2 en un
aislamiento de S. Typhimurium de origen animal en la Argentina (156), este
aislamiento corresponde al primer grupo de aislamientos analizados que fue
recuperado de un equino. Al caracterizar la plataforma donde se encuentra el gen
de resistencia y secuenciar el plasmido pST10-16 se observaron diferencias en el
entorno de CMY-2 al compararlo con los aislamientos de origen animal (y
humanos) portadores de CMY-2 previamente descritos en Argentina e incluso en
otros paises (157, 158). Esto se confirm6 posteriormente por medio de la

secuenciacion del plasmido, pST10-16.
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La secuencia de insercion ISEcp1, upstream de blacmy-2, se encontré truncada por
otra secuencia de insercién 1IS1294 (159). Este segmento 1S1294b-AISEcp1-blacmy-2
muestra un 99% de identidad nucleotidica con el contexto genético de blacmy-2
identificado en los plasmidos pTN38148 (Genbank n° de acceso FM246883.1) y
pR7AC (Genbank n° de acceso KF434766), ambos pertenecientes al grupo de
incompatibilidad IncI1 aislados desde E. coli. Rearreglos similares fueron
encontrados en un aislamiento de E. coli recuperado de un equino portador de un
plasmido, pEQO011, (Genbank n° de acceso KF582523); sin embargo, el grupo de
incompatibilidad de éste pldsmido es IncFIl. Desde nuestro conocimiento, el
arreglo encontrado upstream de blacwy-2 en pST10-16 no ha sido previamente

descripto en Salmonella spp.

Downstream a blacuy-2 se encuentra flaqueado por los genes blc, sugE y ecnR,
siendo este arreglo previamente descripto por Cejas y col (99)en enterobacterias
de origen clinico en Argentina. El arreglo genético y el mecanismo por el cual esta
estructura se traspone se denomina en inglés “one-ended transposition”, ha sido
recientemente descripto en un aislamiento clinico de K. pneumoniae (160). Esto
sugiere que blacwy-2 podria ser diseminado mediante eventos de transposicion
entre diferentes replicones o por transferencia horizontal de elementos extra

cromosomales entre distintos aislamientos.

La resistencia a C3G, ya fue descrita en aislamientos de S. Heidelberg, pero se sabia
muy poco sobre los aislamientos de Salmonella recuperados de granjas de

engorde, en Argentina, hasta el momento de realizacién de este trabajo

Cada una de las cepa analizadas en este estudio de Salmonella spp. recuperadas de
aves, pertenecen a una granja diferente (Comunicacién oficial, SENASA). La
resistencia a C3G fue el fenotipo prevalente. El total de los aislamientos analizados
en este estudio por PFGE, son agrupados en 4 patrones de bandas diferentes
(ARJF6X01.0025, ARJF6X01.0026, ARJF6X01.0027 y ARJF6X01.0028). El patréon
que se obtuvo con mayor frecuencia fue el ARJF6X01.0025 en 16/20 (80%)
aislamientos; este patrén englobd a la mayoria de los aislamientos de S. Heidelberg
analizados, esto demuestra la clonalidad entre los aislamientos. Generalmente se

observa que para una serovariedad determinada, todos los aislamientos de una
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misma granja, tienden a agruparse, lo que sugiere su estrecha relacién genética. Sin
embargo, en nuestro estudio se observo una estrecha similitud genética para los
aislamientos recuperados de diferentes granjas, similar a lo reportado en
aislamientos de Salmonella en diferentes granjas de Brasil por Fitch y col (161), lo

que indica el potencial de propagacion que posee este clon resistente.

Los perfiles de resistencia de los aislamientos seleccionados y analizados por PFGE
difieren, ya que presentan mecanismos de resistencia a C3G diferentes como CTX-
M-2, CTX-M-14 o CMY-2 e inclusive presencia o ausencia del determinante gnrB5;
pero segun el patréon ARJF6X01.0025, cada uno de los aislamientos o grupos de
aislamientos, estarian genéticamente relacionados, inclusive con el unico
aislamiento sensible a C3G como S. Heidelberg N°5B. Es interesante destacar que
mas alld del determinante de resistencia presente, el plasmido fue siempre
clasificado como grupo de incompatibilidad Incl1 y en todos ellos fue descrito el
mismo sistema toxina-antitoxina, pndA-C, razén por la cual se considera que hay un
esqueleto plasmidico central que se mantendria constante y que la regién que
contiene el determinante de resistencia poseeria una dindmica menos estable. La
presencia de este sistema de adiccion fue reportado por Cordeiro y col, pero en
aislamientos de S. Typhimurium de origen clinico en Uruguay (157). En dos
aislamientos de S. Heidelberg se detect6 ademads del sistema TA anteriormente
descripto, el sistema ccdA-B. Este sistema TA, involucrado en la estabilidad del
plasmido, presenta una distribucion mas diversa y fue detectado en las
serovariedades de Salmonella mas difundidas, como S. Typhimurium(162, 163). La
razon por la cual existe una alta prevalencia de resistencia a $-lactdmicos en dichos

aislamientos de S. enterica, necesitaria ser determinada.

Posiblemente podemos referirnos a un fenémeno de dispersiéon clonal sumando a
una facilidad en la diseminacion y el reclutamiento de marcadores de resistencia
(como es el caso de CMY-2); ya que éstas muestras clonalmente relacionadas
fueron aisladas de dos provincias diferentes y separadas por varios kildmetros de
distancia una granja de otra, en la mayoria de los casos. Un fen6menos similar fue
descripto en 2009 por Fernandes y col, (164) quienes reportaron 10 aislamientos

de S. Typhimurium productores de CTX-M-2, genéticamente relacionados y
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obtenidos de fuentes humanas y de aves de corral en dos ciudades distantes de
Brasil. En 2013, el CDC inform6 sobre un brote de S. Typhimurium distribuido a
través de 39 estados, en Estados Unidos (120) y que estuvieron clonalmente

relacionados.

Este evento fue descripto en un estudio recientemente realizado en Brasil, donde
se establecid la relacion clonales de aislamientos pertenecientes a instalaciones
productoras de pollos de dos regiones geograficas diferentes, lo que indic6 la
propagacion clonal de blactx-m-1 y blacrx-m-14 en Salmonella spp. (161). Segin
Carattoli y col., una posible explicaciéon a este fendmeno es que marcadores de
resistencia se encuentren ampliamente diseminados, es que durante la cria de los
pollos de engorde, el alimento y otros productos usados en la produccién son
intercambiados a través de las diferentes granjas pertenecientes a una misma
integracion (debido a la forma de manejo del integrado), lo que trae aparejado la
posibilidad de dispersién de estas cepas con la consecuente transferencia de los

elementos genéticos moviles presentes (85).

No fue posible asociar la capacidad de algunos de éstos aislamientos de producir
algin brote; pero teniendo en cuenta que presentan el mismo patrén
ARJF6X01.0025, que fue responsable de infecciones especificas registradas en la
Base de Datos Nacional de nuestro pais; estos resultados ponen en relieve el
tiempo que este clon lleva circulando en nuestro pais y la importancia de controlar
los genotipos de S. enterica aislados de las diferentes fuentes (granjas, muestras
clinicas y de alimentos) con el objetivo de poder desarrollar estrategias adecuadas
para un control efectivo y mejorar con ello la producciéon de alimentos de una

manera mas segura para evitar la aparicion de ETAs a causa de este patdgeno.

Nuestros resultados indican que los aislamientos de Salmonella spp. podrian
actuar como posibles reservorios para BLEE. Ademas, se suma el riesgo potencial
de transmisidn zoondtica o el de transmisiéon por los alimentos, lo cual pone de
relieve la necesidad de implementar estrategias basadas en buenas politicas de
higiene en la manipulacién de alimentos y la necesidad de aplicar normas y leyes

destinadas a controlar la calidad de los alimentos ofrecidos al ptblico en general.
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Capitulo II:

Consideraciones generales E. coli
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E. coli es un bacilo gram negativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
anaerobio facultativo, mévil e inmévil por medio de flagelos peritricos, que
coloniza el intestino de los animales de sangre caliente, formando parte de la
microbiota normal. Es una bacteria de localizacién ubicua, ya que es eliminada al

medio ambiente en la materia fecal y puede sobrevivir un tiempo limitado.

E. coli es muy versatil, se adapta facilmente a las caracteristicas del habitat y
puede crecer en un medio con glucosa como Unica fuente orgdnica. También puede
crecer en ausencia de oxigeno y bajo estas condiciones puede proliferar por
fermentacion, produciendo acidos y gas como productos finales. También es viable
su crecimiento mediante respiracién anaero6bica ya que es capaz de utilizar NO 3,
NO2 o fumarato, como aceptores finales de electrones. Esta habilidad le permite
adaptarse al habitat intestinal (anaerdbico) y extraintestinal (aerébico o

anaerobico).

Los aislamientos de E. coli se diferencian serolégicamente por los antigenos
somatico (0), flagelar (H) y capsular (K). Se han identificado méas de 174 antigenos
0, 56 antigenos H y 80 K, con mas de 700 serotipos (basados en diferentes

combinaciones de los antigenos O, H y K).

E. coli es un patégeno entérico importante especialmente en paises en via de
desarrollo y se ubica entre los primeros lugares entre los patdgenos nosocomiales.
Si las cepas no poseen genes que codifican para factores de virulencia son
consideradas comensales; pero si adquieren esos factores por algin mecanismo de
transferencia horizontal de material genético, son patégenas y producen diferentes

tipos de infecciones que pueden causar entre otros sintomas diarrea.

Se ha propuesto un esquema de clasificacion para E. coli, basado en la presencia de
factores de virulencia como adhesiéon, efecto de dicha adhesiéon en las células

huésped, produccién de toxinas y/o invasividad (165).

Hasta el momento se conocen 6 clases o patotipos de E. coli, asociados con
infecciones entéricas: E. coli Enteropatéogeno (EPEC), E. coli Enterotoxigénico
(ETEC), E. coli Enteroinvasivo (EIEC), E. coli Enterohemorragico (EHEC), E. coli
Enteroadherentes (EaggEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (166).
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Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC)

Es considerado un patégeno emergente transmitido por alimentos, asociados a
casos esporadicos y brotes de diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico

hemolitico (SUH).

En Argentina, E. coli 0157:H7 y otros serotipos productores de Stx son causantes
de SUH. El SUH es endémico en algunos paises de América Latina y la notificaciéon
solo es obligatoria en la Argentina, Chile, Bolivia y Paraguay. SUH representa la
principal causa de insuficiencia renal aguda en niflos y la segunda causa de
insuficiencia renal crénica, con mas del 70% de estos casos asociados con infeccion

por E. coli 0157:H7 (167).

E. coli 0157:H7, es el representante principal de 150 serotipos que comparten el
mismo potencial patogénico. Las cepas STEC asociadas a enfermedades severas en
el hombre pertenecen a la categoria de E. coli enterohemorragica (EHEC).
Producen una toxina citotéxica denominada toxina Shiga (Stx), responsables del
dafio del endotelio vascular sistémico. Las cepas pueden producir Stx1, Stx2 y
variantes de Stx2, solas o en combinacion de las dos toxinas. Otros factores de
virulencia que pueden estar presentes en forma simultanea son la
enterohemolisina y la intimina. La intimina, codificada por el gen cromosémico
eae, es responsable de la unién intima de STEC a células epiteliales intestinales,
causando lesiones de adherencia y borrado en la mucosa intestinal (168).

Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, se describieron como
los principales reservorios de STEC. En nuestro pais, se han realizado numerosos
estudios sobre la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol del ganado
vacuno como principal reservorio (169). Sin embargo, la aparicién esporadica de
SUH se atribuye al aumento de la frecuencia de los serotipos no-0157 de STEC.
Tanto la fauna silvestre y los animales domésticos también son huéspedes
naturales de STEC y la mayoria de ellos se comportan como huéspedes

asintomaticos (170).

La via de transmisién principal de E. coli STEC 0157 y no-0157 son los alimentos
contaminados como por ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos o mal

cocidos, embutidos fermentados, leche no pasteurizada, yogur, quesos, mayonesa,
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papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, entre otros. Otras formas de transmision
incluyen el contacto directo del hombre con los animales, la contaminacién
cruzada durante la preparacion de los alimentos, la transmision persona a persona
por la ruta fecal-oral, y la contaminacion fecal de aguas de recreaciéon o aguas de
pozo. Es importante destacar que la dosis efectiva para ocasionar enfermedad muy

baja y es suficiente con 10 a 100 bacterias por gramo de alimento.
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Procedencia de los aislamientos

Aislamientos bacterianos III: E. coli recuperadas de bovinos

El objetivo de esta seccion de la tesis, fue caracterizar el patron de resistencia y de
virulencia de aislamientos STEC no-O157 obtenidos a partir de terneros con
diarrea de varios establecimientos productores de ganado de la provincia de
Buenos Aires. Esta caracterizacién nos permitira brindar un aporte epidemiologico
para ampliar lo que se conoce de la situacion actual de nuestro pais acerca de una

de las principales fuentes de STEC no-0157.

Se analizaron aislamientos de E. coli productora de la toxina-Shiga (STEC),

obtenidos entre 1997-2010 a partir de materia fecal de terneros diarreicos.

Aislamientos bacterianos IV: E. coli recuperadas de aves

En una segunda etapa se analizaron 41 aislamientos de E. coli presentes en
animales asintomaticos. Estos aislamientos fueron obtenidos durante el ano 2014,
desde muestras de materia fecal de pollos parrilleros de 4 a 6 semanas de edad.
Estas muestras pertenecen a 11 granjas comerciales diferentes, pertenecientes a 3
compafiias de integrados diferentes que abarcan gran parte del area de
produccién, principalmente localizados entre las provincias de Entre Rios y

Buenos Aires.

Los aislamientos se recuperaron a partir de material fecal, empleando como medio
selectivo agar McConkey e incubando 18-24 horas a 37°C. Las colonias lactosa
positivas fueron seleccionadas y  se realizaron las pruebas bioquimicas

convencionales para confirmar la especie.
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Resultados
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Aislamientos bacterianos III

Se analizaron 63 aislamientos de E. coli productores de la toxina-Shiga STEC-no
0157. Dentro de los aislamientos STEC, los serotipos prevalentes fueron 026,
[026:H11 (n=21) y 026: H- (n=2)] y el 0111 [0111: H- (n=16), 0111: H21 (n=1)],

el resto de los aislamientos presentan varios serotipos como 05: H-, 0119:H-

,0123: H- (Tabla 31).

Tabla 31: Aislamientos de E. coli STEC-no 0157 recuperados de bovinos agrupados de

acuerdo al serotipo que presentan

Serotipo | Protocolo | Aifio Serotipo | Protocolo Aiio Serotipo Protocolo Aiio
97/12 A 1997 98/299-2 1998 0101:H9 09/562-60 2009
97/23 A 1997 01/107-28 | 2001 0159:H4 98/345-12 1998
98/345-11 | 1998 01/289-1 2001 09:H16 07/169-2 2007
98/345-19 | 1998 01/289-18 | 2001 ONT:H25 01/246-36 2001
05/191-28 | 2005 01/280-1 2001 ONT:H8 01/179-13 2001
05/194-10 | 2005 05/221-5 2005 OR:H- 97/16 A 1997
09/224-1 | 2009 08/23-3 2008 98/345-3 1998

026:H11 | 09/224-2 | 2009 08/23-5 2008 07/169-1 2007
09/224-4 | 2009 O LH: 08/23-23 2008 08/23-19 2008
09/224-5 | 2009 08/23-24 2008 08/344-3 2008
09/224-6 | 2009 08/311-19 | 2008 08/344-10 2008
09/224-14 | 2009 09/282-7 2009 ONT:HNT* 09/197-13 2009
09/224-16 | 2009 09/282-8 2009 09/197-14 2009
09/224-25 | 2009 09/282-9 2009 09/282-12 2009
09/224-27 | 2009 09/282-10 | 2009 09/562-36 2009
09/224-29 | 2009 10/33-65 2010 09/634-5269 2009
09/224-63 | 2009 | O111:H21 | 08/412-5 2008 10/33-74 2010
09/224-64 | 2009 98/345-7 1998
09/224-65 | 2009 05:H- 98/363-30 | 1998
09/224-66 | 2009 01/179-26 2001
09/224-67 | 2009 | 0119:H- | 08/344-11 | 2008

026:H - | 98/345-18 | 1998 | 0123:H38 | 99/178-18 | 1999
10/276-5 | 2010 | 0153:H28 | 98/345-23 | 1998

*no se pudo determinar el serotipo, negativos a todos los antisueros probados.

Estos aislamientos fueron seleccionados por poseer como marcadores de

virulencia los genes codificando para las toxinas Stx1, Sxt».
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El 87% (55/63) de los aislamientos STEC, presentaron sélo el gen stxI, mientras
que 5/63 so6lo el gen stx2. Tres aislamientos (E. coli 01/289-1, E. coli 05/191-28 y
E. coli 09/178-18); codifican tanto para Stx1 como Stx2 (Tabla 32).

Factores de virulencia

Los aislamientos STEC positivos (51/63) fueron sometidos a un ensayo adicional
en donde se investigo la presencia de genes que codifican toxinas (STa, CDTII, CDT
IV, CNF1 y CNF2), las adhesinas (F41, F5, Afa-8, F17 y S) y la aerobactina de
siderdforos (iucD) (Tabla 32 y Figura 28).

Algunos de los aislamientos incluidos en este trabajo de tesis, ya poseian el patron
de virulencia ya determinado (171), entre ellos: E. coli 97 /12 A, 97 /16 A, 97 /23 A,
98/345-7,9,11, 12,18, 19, 23,30 y 99/178-18. Fueron seleccionados igualmente,

para caracterizar su perfil de resistencia y asi completar la caracterizacion.

Los genes de los factores de virulencia fueron determinados mediante PCR, usando
primers especificos (detallados en Materiales y Métodos) y empleando como

templado ADN total extraido mediante lisis.

Tabla 32: Perfil de virulencia obtenidos en los aislamientos de E. coli STEC no-0157
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05/191-28 stxl | stx2 eae | iucD | cdtlV | papC
99/178-18 stxl | stx2 eae | iucD | afaE8 | Sta
01/289-1 stxl | stx2 | eae | iucD | papC
98/345-12 stx1 | eae | iucD | papC| F17 | cdtll
01/289-18 stx1 | eae | iucD | cdtlV| papC
98/345-23 stx1| eae | iucD | cdtlV| F17
01/179-26 stxl | eae | iucD | cdtlV

97/23, 05/194-10 stx2 | eae | iucD | cdtlV | cdtlll
98/299-2, 07/169-1, 09/197-13 stx1 | eae | iucD | papC

07/169-2 stxl | eae | cdtlV | papC

98/345-19, 01/179-13, 05/221-5, 08/23-3, 08/23-5, 08/23-23, 08/311-19, 09/197-14, stxl | eae | iucD

09/224-63, 09/224-64, 09/224-65, 09/224-66, 09/224-67, 10/33-65

09/224-14, 09/224-16 stxl | eae | cdtlv

09/224-29 stxl | eae F17

98/345-7, 01/107-28, 08/23-24, 09/224-1, 09/224-2, 09/224-4, 09/224-5,09/224-6, stxt | eae

09/224-25, 09/224-27, 09/282-7, 09/282-8, 09/282-9, 09/282-10, 09/282-12

97/12 A, 98/345-11, 10/276-5 stx2 | eae

08/23-19 stxl | iucD | cdtlV | papC

09/562-36 stxl | iucD | papC | F17

08/344-10 stxl | iucD | papC | cdtlll

08/344-11 stx1 | iucD | papC | cdtlll | cnf1/2
98/345-3 stxl | iucD | F17

97/16 A, 01/280-1, 08/412-5, 09/562-60 stx1 | iucD

08/344-3 stx1 | papC

09/634-5269 stx1 | papC | afaE8

01/246-36 stx1 | cdtlll

10/33-74 stx1 | afakE8

98/345-18, 98/363-30 stxl
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70

N° de aislamientos con FV

Figura 28: Proporcion de factores de virulencia (FV) presentes en los aislamientos de E.
coli analizados determinados mediante PCR. CdtIV: toxina distensora citoletal IV
(Cytolethal distending toxin 1V), Cnfll: factor II necrotizante citotéxico (Cytotoxic
necrotizing factor II), Cnfl: factor I necrotizante citotoxico (Cytotoxic necrotizing factor I),
CdtIII: toxina distensora citoletal III (Cytolethal distending toxin III), iuc: aerobactina
(Aerobactin), pap: pili asociado con pielonefritis (pili associated with pyelonephritis), Sfa:
adhesina Fimbrial S (S-fimbrial adhesin), afa: adhesinas afimbriales (Afimbrial adhesin
VIII), F17: fimbria 17 (fimbrial 17), stx1: toxina shiga [ (Shiga toxin I), stx2: toxina shiga Il
(Shiga toxin II), eae: intimina (Intimin), F41: fimbria 41 (Fimbrial 41), F5: fimbria 5
(Fimbrial 5), Sta: enterotoxina termoestable (Heat-stable enterotoxin).

El 87% de los aislamientos productores de toxina shiga analizados solo contiene el
determinante de virulencia stx1 (55/63) y es acompafado por el gen de intimina,
eae, en 63,5% (40/63) de los aislamientos. En los aislamientos s6lo con el
determinante de virulencia stx2 fue acompafiado por eae (5/63), mientras que

para la combinacién de ambos genes de virulencia, stx1+ stx2+eae (3/63).

Otros de los factores de virulencia detectados con mayor frecuencia fueron iucD en
un 49,3% de los aislamientos (34/69), papC en solo un 20,3% (14/69) y cdtIV en
un 14,5 % (10/69) de todos los E. coli analizados (Figura 28).

El patrén de virulencia que predomina en el 24% (15/63) aislamientos es el
representado por los genes de virulencia por stx1-iucD, seguido del patron stx1-
eae-iucD en el 20,3% (14/69) de los aislamientos de E. coli STEC analizados (Tabla
32).
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Sensibilidad antibiotica

A estos aislamientos se estudié el perfil de sensibilidad el cual se resume en la
figura 29. Se observa un porcentaje de sensibilidad a AMP del 65,1% (41/63),
mientras que para las C3G como CTX y CFT fue del 81% (51/63). El porcentaje de
sensibilidad mas bajo, se obtuvo para TET 50,7 % (32/63). El porcentaje de
sensibilidad a aminoglucésidos KA y GEN, fue 63,5% (41/63) y 90,5% (57/63).

Con respecto a las quinolonas, los porcentajes de sensibilidad fueron: NAL 73%
(46/63, ENR 84,1% (53/69) y CIP 87,3% (55/63). Ninguno de los aislamientos
mostro resistencia o sensibilidad disminuida a los carbapenemes IMI y MER.
Tampoco hubo aislamientos resistentes a COL. Por otra parte, solo 5/63

aislamientos mostraron resistencia a 4-6 familias distintas de ATM.
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Antimicrobianos

Figura 29: Sensibilidad a antimicrobianos de 63 aislamientos de bovinos en E. coli STEC
obtenidos entre 1997-2010. Antimicrobianos ensayados: AMP: ampicilina, AMC:
amoxicilina-ac. clavulanico, CXM: cefuroxima, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, CAZ:
ceftazidima, CFT: ceftiofur, FOX: cefoxitina, FEP: cefepime, AZT: aztreonam, KA:
kanamicina, GEN: gentamicina, ST: estreptomicina, TET: tetraciclina, NAL: 4c. nalidixico,
CIP: ciprofloxacina, ENR: enrofloxacina, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol, CLR:

cloranfenicol, IMI: imipenem, MEM: meropenem, COL: colistina y AMI: amicacina.

Del total de cepas ensayadas, es importante destacar que 58/63 aislamientos
resultaron resistentes al menos a una de las C3G ensayadas (CAZ, FOX y AZT) y que

dos aislamientos, designados como E. coli 01/246-36 y 09/562-60 mostraron
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resistencia a todas las oxiimino-cefalosporinas. Solo E. coli 09/562-60, present6
resistencia a las quinolonas (NAL, CIP y ENR) y a otros antibiéticos como KA, SXT,
TET y CLR.

Caracterizacion molecular de $-lactamasas

En los aislamientos de E. coli STEC, blatem fue identificado en 18 aislamientos
resistentes a AMP (26%). El amplicon de 1080 bp fue secuenciado directamente, y
en todos los casos la secuencia codificante mostré 100% de identidad con la -

lactamasa, TEM-1.

Los aislamientos designados como E. coli 01/246-36 y 09/562-60 mostraron
resistencia a C3G, por lo cual se realizo la deteccion de la presencia de -lactamasa
tipo AmpC empleando BOR y 4cido clavuldnico, para BLEE. La sinergia con BOR
resulté positiva, lo cual permite sospechar la posible produccion de

cefalosporinasa, AmpC (Tabla 33).

Tabla 33: Tamizaje fenotipico en E. coli resistentes a C3G recuperadas de bovinos

< <
. . = -
Aislamiento ?§ & E E : 2 < Aumento = 5 Efecto con BOR B-lactamasa
S B = =] [&] o E g mm
&) <
E. coli 1 1 POSITIVO, CTX/BOR y
01/246-36 R S R S 19 20 Ausente CAZ/BOR AmpC
E. coli 1 1 POSITIVO, CTX/BOR y
09/562-60 R S R 8 6 19 20 Ausente CAZ/BOR AmpC

Mediante PCR multiplex se logré amplificar en ambas muestras el fragmento de
462 bp perteneciente al cluster CIT y posteriormente se amplifico el gen completo
de blacmy. La posterior comparacidon de la secuencia nucleotidica en la base de
datos, determind que ambas secuencias pertenecen a la variante alélica de CMY-2
(100% de identidad nuclaotidica).

Determinacion de las mutaciones presentes en la region QRDR en E. coli

El andlisis de las mutaciones presentes en la region QRDR se llevé a cabo en todos

los aislamientos de E. coli resistentes a NAL (17/63) recuperadas de bovinos.
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A diferencia de lo observado para Salmonella spp. recuperadas de bovinos, se

encontré que en aislamientos E. coli fueron necesarias al menos dos sustituciones

en GyrA, para mostrar elevados niveles de resistencia a FQ. En la mayoria de los

aislamientos, que presentan sustituciones nucleotidicas en el codon Ser83

presentan un alto nivel de resistencia a NAL (CIM =256 ug/ml); el residuo de Ser es

sustituido por Leu (Ser83Leu), esto fue observado en 13/17 aislamientos. S6lo uno

de los aislamientos posee un cambio diferente Ser83Cys en vez de Leu.

Cuando se observaron mutaciones adicionales en el codon 87 para GyrA, dichas

aislamientos ampliaron el perfil de resistencia a FQ (CIP, 3/5 aislamientos

resistentes). Estas mutaciones se resumen en la Tabla 34.

Tabla 34: Sustituciones aminoacidicas en la region QRDR en E. coli bovinos

Aislamiento
S

E. coli K12

E. coli
01/179-13

E. coli
01/289-1

E. coli
01/289-18

E. coli
01/280-1

E. coli
05/221-5
E. coli
07/169-1
E. coli
08/23-3

E. coli
08/23-5

E. coli
08/23-19

E. coli
08/23-23
E. coli
08/23-24

E. coli
09/197-14

E. coli

Test de difusion

NA
L

CIP

EN
R

CIM (pg/ml)

NAL

>25

(R)
>25

(R)
225

(R)
>25

(R)
128
(R)
128
(R)
128
(R)
>25

(R)
>25

(R)
128
(R)
128
(R)
225

(R)
>25

CIP ENR
1 1
s

>25
5
®)
1 0.5
S (©
>25
5w
®)
0.5 0.25
S ()
1 0.5
S
0.5 0.25
© 6
0.5 '5
®
0.5 1
IR0
0.5 0.5
S
0.5 0.5
S
64 05
® (S
0.5 0.12

Ser
83

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu
Leu

Leu

Cys

Leu

Leu

GyrA

Asp
87

Asn

Ala67

His

Sustituciones aminoacidicas en:

ParC
Ser Glu
80 84
Ile Gly

PMQR

gnrA

qnrA

qnré,
ByS
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09/224-5 6 () 5
(R) )
E. coli 225 128 64
09/562-60 R R R (g) ®) (R) Leu Asn Ille .. qnrA
E. coli
09/634- R R R (?’RZ) 2(12)6 (6;3 Leu Tyr Pro e ... qnrA
5269
225
E. coli 1 1
10/33-65 R I [ (g) ) m Leu ... v qnrA
E. coli 32 0.5 1
10/33-74 R S S (R) S) () e

Se evidenciaron también sustituciones aminoacidicas en posiciones detectadas con
menor frecuencia tales como Ala67 y GIn106. El cambio en Ala67, se observo en 3
aislamientos (mutacién cominmente reportada es el cambio por Ser), pero estos
aislamientos presentan cambios por Asp, His y Pro. Estos 3 aislamientos
presentaron sensibilidad disminuida o resistencia a las FQ, ya sea CIP o a ENR,

determinado por difusion con discos o CIM.

También se observaron mutaciones en ParC, en la posiciéon Ser80 y los cambios por
Arg o lle, en esa posicion, son los mas frecuentes. En estos aislamientos se
observaron 3/17 con la sustituciéon por Ser80Ile. Estos aislamientos poseen a su

vez dos mutaciones en GyrA.

Otros cambios observados en ParC, ocurrieron en la posicion Glu84 y las
sustituciones mas comunes fueron por Gly, Lys y Val. Solo un aislamiento (E. coli
01/280-1) present6 la sustitucién por Glu84Gly, éste posee dos sustituciones dos

en GyrAy dos en ParC.

Deteccion de genes PMQR

La caracterizacion molecular de los determinantes PMQR se llevd a cabo mediante
amplificacion por PCR de los genes qnrA, qnrB, gqnrC, qnrD, qnrS, la enzima

acetiltransferesa aac (6°)-1b-cr y las bombas de eflujo gepA y ogxAB.

Dentro de los aislamientos de E. coli que presentaron de fenotipo de resistencia a

todas las fluoroquinolonas ensayadas tanto a NAL, CIP y ENR (E. coli 01/280-1,
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09/562-60y 09/634-5269), ademas de poseer mas de una mutacion en la region

QRDR (tanto en GyrA como ParC), dieron positivas para el determinante gnrA.

Aquellos aislamientos que mostraron resistencia a NAL, sensibilidad disminuida a
CIP y ENR y con solo una mutaciéon en GyrA (n=3), 3 aislamientos presentaron el
gen qnrA (E. coli 01/179-13, 09/197-14, 10/33-65). S6lo un aislamiento E. coli
09/197-14 dio positivo para qnrS y qnrB. Todos estos aislamientos fueron

resistentes a PEF.

Ninguno de los aislamientos resultaron positivos a qnrC, qnrD, variante de la
aceltiltransferasa aac (6")-Ib-cr y los que codifican para las bombas de eflujo gepA'y

0qxAB.

Aislamientos bacterianos IV

Sensibilidad antibiotica

Se analizaron 41 aislamientos de E. coli (EC), obtenidos de diferentes granjas de
pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios y Buenos Aires. En este sistema de
produccién se observé un gran porcentaje de resistencia a los ATM -lactamicos
ensayados. El analisis de sensibilidad antimicrobiana, mostré un porcentaje muy
bajo de sensibilidad a penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion [AMP de
24,4 % (10/41) y CXM, CTX, CRO del 29,3 % (12/41)]. También, se obtuvo un bajo
porcentaje de sensibilidad para CFT de 22% (9/41) y para FEP del 31,7% (13/41).
Como resultado llamativo, se destaca el mayor porcentaje de sensibilidad a CAZ

[83% (34/41)] y para FOX [85,3% (35/41)].

En la mayoria de los aislamientos bajo estudio el porcentaje de sensibilidad a
quinolonas fue muy bajo, con valores de 2,4 % para NAL (1/41), 7,3 % para ENR
(3/41) y de 9,8 % a CIP (4/41).

El porcentaje de sensibilidad a aminoglucésidos KA y GEN, fue 54% (23/41) y 58,5
% (24/41) respectivamente. La sensibilidad a SXT fue de 51,2% (21/41), mientras
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que la sensibilidad a TET fue del 19,5% (8/41) y a ST del 17% (7/41). Todos los
aislamientos fueron sensibles al aminoglicsido AMI y a los carbapenemes IMI y
MEM. Al contrario de lo observado con los aislamientos de E. coli obtenidos de
bovinos, se observé un porcentaje de sensibilidad a COL de solo 27% (11/41)

(Figura 30).
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Antimicrobianos

Figura 30: Las barras representan el porcentaje de sensibilidad de los aislamientos de
aves en E. coli a los antibidticos probados. Antimicrobianos ensayados: AMP: ampicilina,
AMC: amoxicilina-ac. clavuldnico, CXM: cefuroxima, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima,
CAZ: ceftazidima, CFT: ceftiofur, FOX: cefoxitina, FEP: cefepime, AZT: aztreonam, KA:
kanamicina, GEN: gentamicina, ST: estreptomicina, TET: tetraciclina, NAL: ac. nalidixico,
CIP: ciprofloxacina, ENR: enrofloxacina, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol, CLR:

cloranfenicol, COL: colistina, IMI: imipenem, MEM: meropenem y AMI: amicacina.

Al contrario de lo observado en los aislamientos de Salmonella de pollos de
engorde, en el total de aislamientos de E. coli analizados, no se observaron
aislamientos totalmente sensibles a los antibidticos ensayados (Tabla 35). Solo dos
aislamientos E. coli 241-S3 y E. coli 241-L1 muestran a solo resistencia TET y/o a

NAL, dos familias diferentes de antibidticos.

Un total de 39 (95%) aislamientos cumplieron la condicién de fenotipo de
multirresistencia (resistencia a tres o mas familias de antibi6ticos), esto se pone en

evidencia observando el elevado coeficiente de MARs que presentan la mayoria de
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los aislamientos (Tabla 35). El coeficiente de MARS varia entre 0,04 y 0,83 con la

particularidad que el 78% (32/41) de los aislamientos tiene un coeficiente mayor

o igual a 0,4 (resistentes a 7 familias diferentes de antimicrobianos).

Tabla 35: Perfiles de resistencia a antimicrobianos en los diferentes serovariedades de E.
coli recuperadas de pollos parrilleros

Serovariedad (N)

Perfil de antimicrobianos(23)

Coeficiente de MARs

AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FOX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-

E. coli91-8 AMC-CO 0,83
E. coli 91-7/90-8 :mz_gél_\:lu(:TRO CTX-FOX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT: 0,83
E. coli 241-P3 :2{:-P-CXM-CRO-CTX-FOX-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-AMC-CO- 0,78
E. coli 241-K2 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FEP-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-AMC- 0,74
CO-AZT
E. coli 90-17 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FOX-FEP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-AMC-CO-AZT 0,74
E. coli 90-13/ 90-14 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FEP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-AMC-CO-AZT 0,7
E. coli91-17 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FEP-KA-GEN-ST-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-CO-AZT 0,7
E. coli 241-P4 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-AMC-CO-AZT 0,7
E. coli91-23 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-CO-AZT 0,7
E. coli241-13 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-AMC-AZT 0,7
E. coli 90-10 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-AMC-CO-AZT 0,7
E. coli 241-K1 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CFT-SXT-CO-AZT 0,65
E. coli 90-18 AMP-CXM-CRO-CTX-CAZ-FEP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-SXT-AMC-CO 0,65
E. coli241-B1 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-AZT 0,65
E. coli 241-K3 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-AMC-AZT 0,65
E. coli 241-Z1/241-72 | AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-CO-AZT 0,65
E. coli 91-22 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-ST-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-AMC-CO-AZT 0,61
E. coli 241-P2 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-AZT 0,61
E. coli 241-K4 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-ST-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-CO-AZT 0,61
E. coli 241-P1 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-ST-NAL-CIP-ENR-CFT-SXT-CO-AZT 0,61
E. coli 241-B3 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-ST-NAL-CIP-ENR-CLR-CFT-SXT-CO 0,57
E. coli 241-7Z3 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-NAL-CIP-ENR-CFT-CO-AZT 0,57
E. coli 241-12 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CFT 0,57
E. coli91-21 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-TET-NAL-CIP-ENR-CFT-CO-AZT 0,52
E. coli 241-54 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-KA-ST-NAL-CIP-ENR-CFT-AMC 0,52
E. coli 241-51 AMP-CXM-CRO-CTX-FEP-ST-NAL-CIP-ENR-CFT-CO 0,48
E. coli 90-16 AMP-GEN-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-SXT-AMC-CO 0,48
E. coli 90-15 AMP-ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-SXT-AMC-CO 0,43
E. coli91-13 ST-TET-NAL-CIP-ENR-CLR-SXT-AMC-CO 0,4
E. coli 241-B2 KA-ST-TET-NAL-CIP-CLR-SXT 0,3
E. coli 90-6 ST-TET-NAL-CIP-ENR-SXT-AMC 0,3
E. coli 241-52 ST-TET-NAL-CIP-ENR 0,22
E. coli91-16 TET-NAL-ENR-CLR-CO 0,22
E. coli91-11/91-12 NAL-CIP-ENR-CO 0,17
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E. coli 90-2 TET-NAL-CIP-ENR 0,17
E. coli 241-S3 TET-NAL 0,08
E. coli241-L1 TET 0,04

Analisis de mecanismos de -lactamasas que confieren resistencia a cefalosporinas

de tercera generacion (C3G)

Los aislamientos de E. coli recuperados de aves que mostraron resistencia a las

C3G (n=29, 70,7%), se sometieron a ensayos fenotipicos para detectar la

produccién de -lactamasas tipo AmpC o BLEE.

Se observd sinergia positiva en los ensayos de deteccidon fenotipica de AmpC

empleando discos con acido fenil-bordénico (BOR) en un tnico aislamiento (Tabla

36). El aislamiento mencionado (E. coli 241-P3) presentd en el antibiograma

caracteristicas similares al observado en la Figura 14.

Tabla 36: Test fenotipico y confirmatorio para AmpC y BLEE en los aislamientos

resistentes a C3G

Cepas
E. coli 241-
P3
E. coli 90-08

E. coli 90-10
E. coli 90-13
E. coli 90-14
E. coli 90-17
E. coli 90-18
E. coli 91-07
E. coli 91-08
E. coli 91-17
E. coli 91-21
E. coli 91-22

E. coli 91-23

E. coli 241-
S1

E. coli 241-
S4

E. coli 241-
L2

E. coli 241-
L3

E. coli 241-
P1

E. coli 241-

v 8 v ™ v ™ X

v v v wn

(%]

FOX FEP  CFT

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

CTX

9

14

11

10
12

CAZ

22

17
22
23
20
16
20
25
18
13
24
25
25

26

25

23

21

21
23

CTX/C

LA
15

15
28
28
28
23
25
25
19
15
29
29
29

26

25

22

11

23
22

CAZ/CL

A
25

21
26
24
27
21
26
25
19
29
27
28
27

28

27

28

28

28
24

Aumento
>5mm

Ausente

Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente
Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Efecto con
BOR

POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO

B-lactamasa

AmpC
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE
BLEE

BLEE
BLEE
BLEE
BLEE

BLEE
BLEE
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P2
E C"g S s R R 9 s 23 28 Presente  NEGATIVO BLEE
[& C"’Z" Mos R R 9w om 27 Presente  NEGATIVO BLEE
E. C"’Z"2241' s R R 9 22 22 27 Presente  NEGATIVO BLEE
1% C"’Z" S s R R 9z 25 25 Presente  NEGATIVO BLEE
E C"I'é' 1241' s R R 14 9 26 24 Presente  NEGATIVO BLEE
Beoll 4 s R R 9 23 2 28 Presente  NEGATIVO BLEE
E 001'23241' s R R 9 22 25 28 Presente  NEGATIVO BLEE
E. C"]’&Z‘“' s R R 9 21 25 27 Presente  NEGATIVO BLEE
E C"g 2 os R R 9 25 23 27 Presente  NEGATIVO BLEE
E C°g3241' s 1 R 12 27 23 29 Presente  NEGATIVO BLEE

Se observd una ampliacion en el halo de inhibicién en los ensayos de deteccion
fenotipica de BLEE en un total de 28 de éstos aislamientos de E. coli. Los 28
aislamientos mencionados presentaron en el antibiograma caracteristicas

similares al observado en la Figura 20. Estos resultados se detallan en la Tabla 36.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que la prevalencia de AmpC en
los aislamientos de E. coli es menor que la de BLEE (2,4 %; 1/41) que la
prevalencia de BLEE (68,3%; 28/41). Considerando solo los aislamientos con
resistencia a C3G, se puede destacar que el principal mecanismo responsable de

dicha resistencia, es la produccién de enzimas tipo BLEE (96,5%; 28/29).

Caracterizacion molecular de B-lactamasas

Se llevo a cabo la PCR multiplex empleando como templado ADN total obtenido por

lisis térmica de las colonias.

En 4/6 aislamientos, que mostraron resistencia (o intermedio) a FOX, se obtuvo el
tamafio de amplicon esperado para la familia CIT. En los 4 aislamientos de E. coli
(90-8, 90-13, 90-17 y 241-P3), que dieron positiva a la reaccién de PCR para el

fragmento CIT, se pudo amplificar el gen completo de blacwy y el posterior analisis
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in silico de las secuencias nucleotidicas permiti6 confirmar la presencia de la

variante de blacwmy-2 (Tabla 37).

En todos los aislamientos positivos para el ensayo confirmatorio de [3-lactamasa de
tipo BLEE (donde se observ6 un incremento en el halo de inhibicién de 5 mm en
los discos conteniendo el sustrato mas el inhibidor), se determiné la presencia de
genes blacrx-m, mediante la utilizacion de primers universales para genes tipo
blactx-m-ike. Como se obtuvo el amplicén del tamafio esperado, se realizaron las
reacciones de PCR especificas para los 5 grupos de blacrx-m caracteristicos. Los

amplicones obtenidos en todos los casos fueron secuenciados.

Luego del andlisis de la secuencia nucleotidica y su comparacion con la base de
datos se observé que 26/28 (92,8%) de las EC poseen como mecanismo de
resistencia el gen que codifica para CTX-M-2. De estos 26 aislamientos, tres
aislamientos presentan conjuntamente los genes CMY-2; cinco de los aislamientos
albergaron genes que codifican para CTX-M-2 junto a CTX-M-14. Es de destacar

solo dos aislamientos codifican especificamente para CTX-M-14 (Tabla 37).

Tabla 37: Determinantes AmpC y BLEE encontradas en los aislamientos de E. coli (Afio

2014)

Aislamiento  Provincia AmpC blacrx-m
E. coli P3 Bs As CMY-2
E. coli 90-08 Bs As CMY-2 CTX-M-2
E. coli 90-10 Bs As CTX-M-2 + CTX-M-14
E. coli 90-13 Bs As CTX-M-2 + CTX-M-14
E. coli 90-14 Bs As CTX-M-2
E. coli 90-17 Entre Rios CMY-2 CTX-M-2
E. coli 90-18 Entre Rios CTX-M-2
E. coli 91-07 Entre Rios CMY-2 CTX-M-2
E. coli 91-08 Entre Rios CTX-M-2
E. coli 91-17 Entre Rios CTX-M-2
E. coli 91-21 Entre Rios CTX-M-2
E. coli 91-22 Entre Rios CTX-M-2
E. coli 91-23 Entre Rios CTX-M-2 + CTX-M-14
E. coli 241-S1 Bs As CTX-M-14
E. coli 241-S4 Bs As CTX-M-2
E. coli 241-L2 Bs As CTX-M-2
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E. coli 241-L3
E. coli 241-P1
E. coli 241-pP2
E. coli 241-P4
E. coli 241-71
E. coli 241-72
E. coli 241-73
E. coli 241-K1
E. coli 241-K2
E. coli 241-K3
E. coli 241-K4
E. coli 241-B1
E. coli 241-B3

Determinacion de los grupos filogenéticos

Los grupos filogenéticos se determinaron mediante PCR- multiplex en los
aislamientos pertenecientes a E. coli de aves, siguiendo el esquema planteado por

Clermont et al (108); en el que se detectaron tres genes diferentes: chud, yjaA y

tspE4R.

Esta metodologia permitio la clasificacion en 4 grupos filogenéticos (o filogrupos)
que se muestran en la figura 31; en la que se observa una poblacién heterogénea,
con todos los grupos presentes y se destaca el filogrupo A siendo el mas prevalente

(54%) en los aislamientos. En menor medida se observaron los restantes grupos

filogenéticos (Figura 31).

Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As
Bs As

CTX-M-2
CTX-M-2
CTX-M-2
CTX-M-2 + CTX-M-14
CTX-M-2
CTX-M-2
CTX-M-2
CTX-M-14
CTX-M-2
CTX-M-2
CTX-M-2 + CTX-M-14
CTX-M-2
CTX-M-2
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Grupo filogenético en E. coli recuperadas de aves

Figura 31: Distribucion de los diferentes grupos filogenéticos en los aislamientos de E.
coli.

Al analizar la distribucién de los distintos mecanismos de resistencia en los 29
aislamientos de E. coli con resistencia a C3G se observd que en el grupo D se
encontraron solo aislamientos portadores de CTX-M-2 (4/4), mientras que los
restantes filogrupos mostraron una distribuciéon de (-lactamasas heterogénea
(Figura 31), en el grupo A encontramos 1 aislamiento productor de CTX-M-14, 1 de
CTX-M-2 + CTX-M-14, 1 de CTX-M-2 + CMY-2 y mostrando 8 aislamientos
productores de CTX-M-2.

En el grupo B1 encontramos 2 aislamientos productores de CTX-M-2, 1 de CTX-M-
14 y 1 de CTX-M-2 + CTX-M14, no se observé ningun productor de CMY-2; en el
grupo B2, encontramos 1 aislamiento productor de CMY-2, 4 de CTX-M-2, 2
aislamientos produciendo CTX-M-2 +CMY-2 y 3 productores de CTX-M-2 + CTX-M-
14 (Tabla 38).

Tabla 38: Distribucion de 3-lactamasa en los diferentes grupos filogenéticos de E. coli

Grupo Genes de 3-lactamasa de N° de N°/total (%)
filogenético espectro extendido aislamientos
(BLEE)
A CTX-M-2 8 8/29 (27,6%)
A CTX-M-14 1 1/29 (3,4%)
A CTX-M-2 + CTX-M-14 1 1/29 (3,4%)
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A CTX-M-2 + CMY 1 1/29 (3,4%)
B1 CTX-M-2 2 2/29 (7%)
B1 CTX-M-14 1 1/29 (3,4%)
B1 CTX-M-2 + CTX-M-14 1 1/29 (3,4%)
B2 CMY-2 1 1/29 (3,4%)
B2 CTX-M-2 4 4/29 (14%)
B2 CTX-M-2 + CMY 2 2/29 (7%)
B2 CTX-M-2 + CTX-M-14 3 3/29 (10,3%)
D CTX-M-2 4 4/29 (14%)

Se realiz6 la sub-clasificacion de los grupos filogenéticos determinados
anteriormente en subtipos especificos, en base a la presencia o ausencia de tres
fragmentos de ADN: chuaA, TspE4.C2 y jyaA (172). El filogrupo A, fue representado
por 56% de los aislamientos (46% fueron del subgrupo A1y el 10% del subgrupo
Ao). El grupo filogenético B2, fue importante, pero en menor medida (24% fueron
del subgrupo B2:). De los restantes los aislamientos de los filogrupos D y Bl
estuvieron representados por 10% (subgrupo Di) y mismo porcentaje para los

aislamientos B1 (Figura 32).

Subgrupos filogéticos de E. coli recuperadas de aves

Figura 32: Sub-clasificaciéon de grupos filogenéticos en E.coli recuperadas de aves

Tipificacion molecular de los microorganismos productores de AmpC y blacrx-v por

técnicas basadas en PCR
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En aquellos aislamientos productores de AmpC y blacrx-m de E. coli, se realiz6 la
tipificacion molecular de los mismos a través de ERIC-PCR y REP-PCR, para
determinar la relacion clonal entre dichos aislamientos. Esto se realizé por grupo

dependiendo de la enzima presente en los diferentes aislamientos.

Aquellos E. coli productores de CTX-M-2, mostraron heterogeneidad clonal en el
anadlisis realizado por REP-PCR/ERIC-PCR, no se observé ningin patron de

amplificacién semejante (Figura 33-Ay 33-B).

Figura 33-A: Patrones obtenidos por REP-PCR en aislamientos productores de E. coli.
CTX-M-2. Calle 1: EC 90-14, calle 2: EC 91-7, calle 3: EC 91-17,calle 4: EC 91-21, calle 5:
EC 91-22, calle 6: EC 241-P1, calle 7: EC 241-P2, calle 8: EC 241 -Z1, calle 9: EC241- Z2,
calle 10: EC 241- Z3, calle 11: EC 241-K2, calle 12: EC 211-K3, calle 13: EC 241-L2, calle
14: EC 241- L3, calle 15: EC 241-B1, calle 16: EC 241-B2 y calle 17: EC 241-54.

170



J.E. Dominguez
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Figura 33-B: Patrones de bandas obtenidos por ERIC-PCR en aislamientos de E. coli
productores de CTX-M-2. Calle 1: EC 90-14, calle 2: EC 91-7, calle 3: EC 91-17,calle 4: EC
91-21, calle 5: EC 91-22, calle 6: EC 241-P1, calle 7: EC 241-P2, calle 8: EC 241 -Z1, calle
9: EC241- 72, calle 10: EC 241- Z3, calle 11: EC 241-K2, calle 12: EC 211-K3, calle 13: EC
241-L2, calle 14: EC 241- L3, calle 15: EC 241-B1, calle 16: EC 241-B2 y calle 17: EC
241-54.

Para los aislamientos productores de CTX-M-2 y CTX-M-14, también se realizo la
tipificacion clonal mediante REP-PCR/ERIC-PCR y (Figura 34-A y 34-B). En los 2
aislamientos de E. coli 90-10 y 90-13 se observé que el patréon obtenido mediante
REP-PCR, parecen idénticos aunque con ERIC-PCR se observan sutiles diferencias.

El resto de los aislamientos fueron clonalmente diferentes.
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Figura 34: A- Patrones obtenidos mediante REP-PCR en aislamientos productores de CTX-
M-2 y M-14. Calle 1: EC 90-13, calle 2: EC 90-10, calle 3: EC 91-23, calle 4: EC 241-P4 y
calle 5: EC 241- K4. B- patrones obtenidos mediante ERIC-PCR en aislamientos
productores de CTX-M-2 y CTX-M14. Calle 1: EC 90-13, calle 2: EC 90-10, calle 3: EC 91-
23, calle 4: EC 241-P4 y calle 5: EC 241- K4.

Los aislamientos productores de CTX-M-14 (E. coli 241-S1, K1), los productores de
CTX-M2 + CMY-2 (E. coli 90-17,91-7 y 90-8) y el productor de CMY-2 (E. coli 241-
P3) mostraron en principio, heterogeneidad clonal en el analisis por REP-PCR/
ERIC-PCR ya que no se observé ningin patréon de amplificaciéon idéntico (Figura

35-Ay 35-B).

Figura 35: A- Patrones obtenidos mediante ERIC-PCR en aislamientos productores de
CTX-M14, CTX-M2+CMY-2 y CMY-2. Calle 1: EC 241-S1, calle 2: EC 241-K1, calle 3: EC 90-
17, calle 4: EC 91-7, calle 5: EC 90-8 y calle 6: EC 241-P3. B- Patrones obtenidos
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mediante REP-PCR en aislamientos productores de CTX-M14, CTX-M2+CMY-2 y CMY-2.
Calle 1: EC 241-S1, calle 2: EC 241-K1, calle 3: EC 90-17, calle 4: EC 91-7, calle 5: EC 90-8
y calle 6: EC 241-P3.

En sintesis, analizando todos los aislamientos resistentes a C3G en su conjunto se
observd que la poblacion analizada es heterogénea, ya que no mostraron ningin
patron de amplificacion similar ya sea mediante ERIC-PCR y REP-PCR. E. coli 90-
10 y 90-13 productores de CTX-M-2 y CTX-M-14 fueron los Unicos aislamientos

que presentaron el mismo patrén, lo que sugiere identidad clonal.

Deteccion de genes PMQR

En los aislamientos analizados de E. coli se detect6 la presencia de los marcadores
PMQR mediante PCR en el 73,2% (30/41), se observd una gran variabilidad de
determinantes PMQR expresados. Los mas prevalentes fueron gnrB (22/19) y
qnrS (19/41). Otros PMQRs identificados fueron gqnrA (2/41), gnrD (3/41), las
bombas de eflujo ogxAB (6/41) y qepA (4/41) (Tabla 39), mientras que gqnrCy aac

(6')- Ib-cr no fueron detectados.

Tabla 39: Determinantes PMQR en aislamientos de E. coli

Totales (n=41) N°
qnrA 2
qnrS 19
qnrB 22
qnrD 3

o0qxAB 6
qepA 4

Se analizaron los aislamientos que presentaron con los determinantes PMQR y
genes que codifican para las BLEE, conjuntamente. Un 46,3% (19/41) de las E. coli
estudiadas portan ambos grupos de genes. En la figura 36, se detallan las
combinaciones determinantes PMQR que se encontraron. No se observo ninguna

asociacion entre la presencia de BLEE y algiin mecanismo de PMQR (Figura 36).
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9 7 B CTX-M-2 + CTX-M-14 + qnrA
8 - B CTX-M-2 +qnrA
B CTX-M-2 + CMY +qgnrS
7 B CTX-M-2 + CTX-M-14 +qnrS
6 - B CTX-M-2 +qnrS
5 B CTX-M-2 + CMY +qgnrB
B CTX-M-2 + CTX-M-14 +qgnrB
4 B CTX-M-2 +qnrB
3 - = CTX-M-2 +qgnrD
B CTX-M-2 + CTX-M-14 + ogxAB
2 B CTX-M-2 + oqxAB
1 A = CTX-M-2 +CTX-M-14 +gepA
0 : CTX-M-2 +qepA
N° de aislamientos con determinantes PMQR y CMY + gepA
BLEE

Figura 36: Numero de aislamientos portadores de BLEE y PMQR en E. coli aves.

Ademads, se observd una gran variabilidad de determinantes PMQR en los
aislamientos sensibles a C3G (sin BLEE) con una similar proporcion en los genes
qnrB y gnrS. Algunos aislamientos presentaron gqnrD y o0qxAB, pero en menor

proporcidn (Figura 37).

10 ~

N° de aislamientos

qnrB qnrS gnrD oqxAB

o N b OO
L

Figura 37: Numero de aislamientos de E. coli portando solo determinantes PMQR, en
aislamientos sensibles a C3G.

Determinacion del fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a FQ
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El analisis de fenotipos de sensibilidad a FQ, se realiz6 en forma discriminada, por
un lado con todos los aislamientos de E.coli recuperadas de aves (Tabla 40), y por

otro lado, con los aislamientos R3G (Tabla 41).

Tabla 40: Interpretacion del test de difusion en discos evaluando la sensibilidad a

fluoroquinolonas en los aislamientos de E.coli (n=41), analizados en base a los criterios

establecidos por CLSI
NAL CIP ENR PMQR
SaNAL SacCIP SaENR
(1) (11) 1) 1 gnrS + 1 ogxAB
Ia NAL IaCIP IaENR 1 anrB
(1) (1) (1) !
SaENR
2 0qxAB
SaCIP (2) o4
1 qnrB + 1 gnrS
(3) Ia(E;\IR q q
R aNAL Ia CIP I a(E;\IR 1 gnrB + 3 qnrS
(39)
a qnrB + 2 gnrS +
(8) RaENR 2 qnrB + 2 qnrS
(3) 1gnrD
16 qnrB + 11 qnrS + 5
RaCIP RaENR
(28) (28) gepA+ 3 0ogxAB +
2qnrA+ 2 gnrD

Entre paréntesis se indicé la cantidad de aislamientos con el fenotipo S (sensible), I (intermedio) y
R (resistente) a NAL (4c. nalidixico), CIP (ciprofloxacina) y ENR (enrofloxacina). También se sefiald
la cantidad total de aislamientos portadores de determinantes PMQR.

Como se observa en la Tabla 40, 28/41 (68,3%) de los aislamientos poseen
resistencia completa a NAL y CIP. También se observé resistencia completa a ENR,
a diferencia de lo observado para los aislamientos de Salmonella recuperados de
aves. En los 28 aislamientos se observé la presencia de diferentes combinaciones

de determinantes PMQR.

Se observd que aquellos aislamientos con sensibilidad a NAL, nunca presentan
sensibilidad disminuida (I) o resistencia a CIP, igualmente en aquellos aislamientos
con sensibilidad disminuida a NAL, no muestran resistencia a CIP. Solo en aquellos

aislamientos R a NAL, puede presentar las tres variantes de S, [ y R a CIP.
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Solo en 8 de los 39 aislamientos con resistencia a NAL, se deberian informar que
tienen el fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a ciprofloxacina. Ademas, al
analizar la ocurrencia de los determinantes PMQR en estos aislamientos, se puede

observar que todos presentan diferentes determinantes PMQR.

Solo 1 aislamientos poseen el fenotipo salvaje, es decir completamente sensibles a

NAL, CIP y ENR; y mostrd la presencia de genes qnrSy ogxAB.

Tabla 41: Interpretacion del test de difusiéon en discos evaluando la sensibilidad a
fluoroquinolonas en los aislamientos de E.coli que mostraron resistencia a C3G (n=30),

analizados en base a los criterios establecidos por CLSI

NAL CIP ENR PMQR
Ia NAL IaCIP IaENR 1qnrB
(1) (1) (1)
SaCIP S a(f)NR .
(1)
IaENR 1 B
R a NAL I1aCIP (3) qnr
(29) (5 RaENR 1qnrB + 1 qnrS +
(2) 1gnrD
13 qnrB + 8 qnrS + 5
R :;;JIP R aZI;;NR qepA+ 2 0ogxAB +
(23) (23) 2gnrA+ 1 gnrD

Como se observa en la Tabla 41, 23/30 (76,6%) de los aislamientos poseen
resistencia completa a NAL, CIP y ENR. En los 23 aislamientos se observo la
presencia de diferentes combinaciones variada de determinantes PMQR. Se
observo que aquellos aislamientos con sensibilidad disminuida a NAL, no muestran
resistencia a CIP. Solo en aquellos aislamientos R a NAL, puede presentar las tres

variantes de S, [ y R a CIP.

Solo en 5 de los 29 aislamientos con resistencia a NAL, se deberian informar que

tienen el fenotipo inusual de sensibilidad disminuida a ciprofloxacina. Ademas, al
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analizar la ocurrencia de los determinantes PMQR en estos aislamientos, se puede

observar que todos presentan diferentes determinantes PMQR.

Ninguno de los aislamientos resistentes a C3G presentan el fenotipo salvaje, es

decir completamente sensibles a NAL, CIP y ENR.

De la misma manera que se ensayo pefloxacina para los aislamientos de Salmonella
spp. recuperadas de aves., se utiliz6 este antimicrobiano para detectar sensibilidad

disminuida a ciprofloxacina en los aislamientos de E. coli (Tabla 42).

Tabla 42: Determinaciéon del fenotipo de sensibilidad a FQ en E. coli empleando los

lineamientos de Whonet

. CIP NAL  PEF E.coli </

Fenotipo (mm) (mm) (mm) (n=40) PMQR Interpretacion
Combinacion .
2 <20 <20 <23 37 de PMQR Resistente
1 gnrB+ 3 s

3 21-30 <20 <23 4 qnrS+ 2 Sensibilidad

disminuida a FQ
0gqxAB

Como se puede observar en la Tabla 42, la mayoria de los aislamientos presentan
el fenotipo 2, lo cual indicaria que estos aislamientos poseen una combinacién de

mecanismos de resistencia, los cuales son responsables de dicho patrén.

Solo 4/41 aislamientos de E.coli presentaron sensibilidad disminuida a CIP, es
decir con un halo de inhibiciéon de 21-30 mm. No se observd la presencia del
fenotipo 1 (salvaje), tampoco del fenotipo 4 que se asocia con la produccién de la

enzima aac(6’)-Ib-cr.

Estos resultados nos permiten inferir que todos los aislamientos con sensibilidad
disminuida a CIP fueron resistentes a PEF, y todos los aislamientos resistentes a

PEF amplificaron para algiin determinante PMQR.

Mcr-1 en aislamientos de Escherichia coli en aves
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Como se dijo anteriormente en este capitulo de resultados, mediante difusiéon con
discos (Anexo: carga de disco y punto de corte utilizados) se detect6 solo un 27%
de sensibilidad a COL Este resultado motivé el estudio de la resistencia en estos

aislamientos (30/41).

En primer lugar, se determind la CIM (concentracién inhibitoria minima) de COL
mediante el método de microdilucidn en caldo. En el estudio se incluyeron los 11
aislamientos categorizados como sensibles por difusiéon. Los resultados fueron
interpretados de acuerdo a los lineamientos establecidos por EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing- version 6.0) que considera un

aislamiento resistente a colistina cuando la CIM es > 2 pg/ml.

Mediante esta metodologia se obtuvo un total de 31 aislamientos (75, 6%)
resistentes a COL, observandose una correlacién con la determinacién cualitativa
de la resistencia. En general, los aislamientos recuperados de Entre Rios muestran
una CIM mas elevada que los aislamientos de Buenos aires. Mas aun, ninguno de
los aislamientos de Entre Rids, resulto sensible a COL: el rango de CIM: observado
en los aislamientos de Entre Rios fue de 4-32 pg/ml con CIMs0=8 pg/ml y CIM9go=32
ug/ml; mientras que el rango de CIM para los aislamientos de Buenos Aires fue de

0.5 - 16 pg/ml con CIMs50=8 pg/mly CIM9o=8 pg/ml.

La deteccidn del gen mcr-1 fue llevada a cabo empleando primer especificos que se
detallan en la seccién de materiales y métodos. Este gen se detectd en el 100%
(31/31) de los aislamientos resistentes a colistina. Adicionalmente, 3/10 de los
aislamientos sensibles a COL, fueron positivos para el gen mcr-1, donde la CIM para

estos aislamientos fue siempre de 2 pg/ml.

Para confirmar los resultados de la PCR, se amplificé el gen completo de mcr-1,
empleando la combinacion de primers CLR5-F y MCR-1. Todos los amplicones
obtenidos fueron secuenciados y mostraron 100% de identidad con la secuencia

de referencia depositada en base de datos (GenBank n° de acceso: KU886144.1).

Es oportuno mencionar que previamente se ha demostrado la diversidad clonal
mediante ERIC y REP-PCR incluso entre los aislamientos pertenecientes al mismo

grupo filogenético. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 43.
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Tabla 43: Caracteristicas de E.coli portadora de mcr-1 recuperada de diferentes fincas en

Buenos Aires y Entre Rios, Argentina, 2014.

CIM de e .
Provincia | Granja | Aislamiento fi Grup,o_ Colistina mcr-1 Difusion
ilogenético COL
(ng/ml)

E. coli 190-02 A 2(S) + S

1 E. coli 241-S1 A 8 (R) +
E. coli 241-S3 A 1(S) Neg S
E. coli 190-06 A 0,5 (S) Neg R
2 E. coli 241-S2 A 1(S) Neg R
E. coli 241-S4 A 1(S) Neg S
E. coli 241-L1 A 8 (R) + R
E. coli 241-L2 A 2(S) + S
3 E. coli 190-08 B2 8 (R) + R
E. coli 190-10 B2 8 (R) + R
E. coli 241-L3 0,5 (S) Neg S
E. coli 190-13 8 (R) + R
E. coli 190-14 A 8 (R) + R
E. coli 241-P2 A 4 (R) + S
Buenos * E. coli 241-P3 B2 8 (R) + R
Aires E. coli 241-P4 B2 2(S) + R
E. coli 241-P1 D 8(R) + R
E. coli 190-15 8(R) + R
E. coli 190-16 4 (R) + R
5 E. coli 241-71 A 8 (R) + R
E. coli 241-7.2 B2 16 (R) + R
E. coli 241-73 B2 8(R) + R
E. coli 190-17 8 (R) + R
E. coli 190-18 A 4 (R) + R
E. coli 241-K1 B1 8 (R) + R
o E. coli 241-K2 B1 8 (R) + R
E. coli 241-K3 B2 2(S) Neg S
E. coli 241-K4 B2 8 (R) + R
E. coli 241-B2 2(S) Neg S
7 E. coli 241-B3 8 (R) + R
E. coli 241-B1 D 4(R) + S
E. coli 191-08 8 (R) + R
8 E. coli 191-07 B2 8 (R) + R
E. coli 191-11 8 (R) + R
9 E. coli 191-12 A 32 (R) + R
E. coli 191-13 B1 16 (R) + R
Entre Rios E. coli 191-16 A 4 (R) + R
10 E. coli 191-17 B2 8 (R) + R
E. coli 191-21 B1 8 (R) + R
11 E. coli 191-23 B1 32 (R) + R
E. coli 191-22 D 8 (R) + R
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Estudio de la transferibilidad de mcr-1

La transferibilidad del plasmido fue ensayada mediante conjugacion en medio
sélido, empleando como cepa receptora a E. coli ]53 y Salmonella M1744. Los
transconjugantes de E. coli fueron seleccionados en medio TSA con azida sddica
(200 pg/ml) y colistina (1 pg/ml); mientras que para Salmonella M1744, se utilizé
Unicamente colistina (1 y 2 pg/ml). Este ensayo se realizd en 8 aislamientos
salvajes seleccionados al azar y se obtuvo éxito con 5 de los aislamientos

analizados.

Se comprob6 la eficiencia de la conjugaciéon mediante PCR para el gen mcr-1. Por
otra parte, se realizd ERIC-PCR y REP-PCR para confirmar la identidad de los

transconjugantes.

Ademas, se determiné la CIM mediante microdilucion, tanto a las cepas receptoras
y a las transconjugantes (Tabla 44), para ser analizadas junto a las cepas dadoras.
También, se realiz6 el perfil de sensibilidad antimicrobiana en los
transconjugantes seleccionados por medio de difusidon con discos a otras familias

de antimicrobianos para evaluar la resistencia co-transferida.

Tabla 44: Sensibilidad a COL y a otros antimicrobianos en E. coli: comparaciéon entre

aislamientos salvajes y transconjugantes seleccionados

-
Aislamiento g % % E 5 § E E § E & E 5 é é E

()
E. coli 241-L1 8 S S S S S S S S S S R S S s s
EC 241-L1 TC 8 S S S S S S S S S S R S S s s
E. coli 241-P3 8 R R R S R S R R I R R R R R R
EC 241-P3 TC 8 S S S S S S S S S S S s S s s
E.coli 190-14 8 R I R I S R R S S R R R R R S
EC 190-14 TC 4 S S S S S S S S S S S 1 S s s
E. coli 190-17 8 R R R R R R R S S R R R R R S
EC 190-17 TC 4 S S S S S S S S S S S S S s s
E. coli 191-07 8 R R R S I R R R R R R R R R R
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EC191-07 TC 4 S S S S S S S S S S S 1 S S s
EC191-07 TCS 8 S S S S S S S S S S SsS 1 S S s
E. coli}53 g' S s S S S S S S S S S S s S s
Salmonella

M1744 1 S S S S S S S S S S S S S s s

*TC: transconjugantes obtenidos empleando como cepa receptora E. coli J53; *TCS, transconjugantes
obtenidos empleando como cepa receptora Salmonella M1744.

Analizando las CIMs obtenidas, se puede comprobar que el fenotipo de resistencia
a COL observado en las transconjugantes, demuestra la transferencia eficiente del
pldsmido mediante conjugaciéon. También se observa que se logré la conjugaciéon
empleando como cepa receptora tanto a E. coli |53 y Salmonella M1744. Estos
ensayos demuestran que el determinante de resistencia mcr-1 se halla localizado

en un plasmido conjugativo.

Como detalla en la tabla 44, y teniendo en cuenta las familias de antimicrobianos
ensayadas, en general, no se observa co-transferencia de resistencia a
antimicrobianos cuando la hubiere. Solo uno de los aislamientos EC 241-L1 TC,

presento resistencia a TET que pareciera proceder de la cepa dadora.

Un caso similar fue observado en EC 190-14 TC, donde mostré sensibilidad
disminuida a NAL. Ambos transconjugantes, EC 191-07 TC y EC 191-07 TCS,
procedentes de la misma cepa dadora mostraron sensibilidad disminuida a NAL. Se
evalué mediante determinaciéon por PCR para el gen gnrB, la transferencia de este

determinante a los respectivos TCs (Tabla 45).

Tabla 45: Caracteristicas de los aislamientos de E.coli y sus TCs

Difusién en discos PCR
Aislamientos NAL CIP PMQR/CTX-M/mcr-1
E. coli 190-14 R R qnrB+ qnrS+ CTX-M-2+ mcr-1
EC190-14 TC [ S qnrB+ mcr-1
E.coli 191-07 [ S gnrB+ CTX-M-2+ CMY+ mcr-1
EC191-07 TC I S qnrB+ mcr-1
E. coli 190-17 R R gnrB+ qnrS+ CTX-M-2+ CMY
EC190-17 TC S S mcr-1

E. coli]53 S S -

*TC: transconjugantes obtenidos empleando como cepa receptora E. coli J53
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De acuerdo a los resultados obtenidos mediante prueba de sensibilidad y PCR, se
observé la co-transferencia eficiente de gnrB de las E. coli dadoras a los
transconjugantes de EC 190-14 TC y EC191-07 TC (Figura 38). Las caracteristicas de los

mismos se observan en la Tabla 45.

Figura 38: PCR para el determinante gnrB en aislamientos de E. coli dadoras como
transconjugantes. Calle 1: marcador 50 bp (Inbio Highway), calle 2: E. coli 90-14, calle 3:
EC90-14 TC, calle 4: E. coli 91-7, calle 5: EC 91-7 TC, calle 6: control positivo.

Caracterizacion de los pldsmidos que albergan mcr-1

Continuando con la caracterizaciéon del mecanismo mcr-1, se determiné el grupo de
incompatibilidad y los sistemas toxina-antitoxina de los plasmidos involucrados en

estos aislamientos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 46.

Tabla 46: Determinaciéon del grupo de incompatibilidad y de los sistemas toxina-

antitoxina (TA) en E. coli (EC) dadoras y transconjugantes

Sistema Toxina-Antitoxina

Grupo

X S Q S - Q Q I

i i t{’ r ~ U
Aislamientos de § < 3 % S 3 = 2
TN Q. S Q S S S S
Incompatibilidad < © 9 59 > SH

E. coli 241-L1 IncK -

1
1
+
1
1
+

EC 241-L1 TC IncK, IncP

- - - - + - - +

E. coli 241-P3  IncFIB, Incl2, IncF, - + + + + + + +
IncK

EC241-P3 TC IncK IncP - - - - + - - +

E. coli 190-14  IncFIB, IncF, IncK - - + - + - + +

EC190-14 TC IncK = - - - + - - +

E. coli 190-17 IncFIB, IncHI1, Incl2, - + + + + + R +
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IncF, IncK
EC190-17 TC [ncK = - - - + - - +
E. coli 191- IncFIB, IncF, IncK - + + - + - - +
07
EC191-07 TC IncK, IncP - + - - + - _ +
EC191-07 IncFIIS, IncFIB, IncF, - + + - + _ _ +
TCS IncK
E. coli]53 IncK, IncP = = - - + - - +
Salmonella IncFIIS - + - - - - - R
M1744

Al analizar los resultados obtenidos tanto para los aislamientos dadores como
para los transconjugantes podemos inferir que no poseen un tnico replicon con un
determinado grupo de incompatibilidad plasmidico. Solo en el aislamiento E. coli
191-07 y el transconjugante EC 191-07 TCS, comparten los grupos de
incompatibilidad IncFIB, IncF, IncK, ausentes en la cepa receptora (Salmonella
M1744); uno o mas de éstos replicones pueden estar regulando el plasmido que
contiene el determinante que le confiere resistencia a COL. Al realizar el mismo
tipo de andlisis con otros transconjugantes obtenidos, podemos observar que en
ellos se descarta la presencia de IncF e IncFIB y se observa IncK e IncP, aunque
estos replicones fueron simultaneamente detectados en la cepa receptora (E. coli

i53).

Ninguno de los aislamientos poseen el sistema de TA pemK. En E. coli 191-07 y EC
191-07 TC, ambos poseen el sistema TA hok-sok; es posible pensar que la cepa
transconjugante heredd este sistema de TA de la cepa dadora. Al analizar la dadora
E. coli 191-07 y su transconjugante obtenido desde Salmonella M1744, EC 191-07

TCS, ambos muestran el sistema TA ccdA-B.

En el resto de los aislamientos no se puedo realizar una asociacién similar, en el
caso de los genes TA relE y parD-E, ya que tanto las cepas receptoras, como las

dadoras y las transconjugantes fueron positivas para sendos genes.

Para el sistema TA pndA-C, solo se observé en los aislamientos salvajes E. coli 241-

P3y E. coli 190-17 y el sistema TA vagC-D, se observo en el mismo aislamientos E.
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coli 241-P3 y junto a otro aislado E. coli 190-14. Ninguno de estos sistemas fue

detectado en los transconjugantes correspondientes.
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Discusion
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En este trabajo de tesis se estudiaron poblaciones de E. coli patégenas STEC-no
0157 y aislamientos de E. coli asumidas comensales obtenidas a partir de materia
fecal de granjas de pollos parrilleros. La importancia del estudio de las dos
poblaciones bacterianas, E. coli STEC y E. coli aisladas de pollos parrilleros, radica
en que una mayor caracterizacion de estos aislamientos (el patrén de virulencia
y/o el perfil de resistencia a antimicrobianos) es fundamental para la Salud
Publica, ya que pueden ser transmitidos entre los animales y desde ellos a el
hombre. El monitoreo de la resistencia en bacterias entéricas provenientes de
animales sanos, es de gran valor para detectar la tendencia existente en la
resistencia. Aunque estas bacterias no son causa frecuente de infecciones en
animales, pueden ser reservorios de genes de resistencia y diseminarse a otras

bacterias, capaces de causar infecciones en el animal y en el hombre.

Al analizar la poblacién de E. coli STEC no-0157, el 87% de los aislamientos
productores de toxina shiga analizados contienen el determinante de virulencia
stx1 (55/63), los cuales fueron acompafiados por el gen de intimina (eae). Intimina
es una proteina importante para la patogénesis y en los aislamientos de E. coli de
recuperados de animales, ésta proteina es descripta en menor proporcion, lo que
explicaria la menor incidencia de los aislamientos de E. coli STEC no-0157 de
ocasionar enfermedad en humanos (165). Pero se observo que el 63,5% (40/63)
los aislamientos analizados coexisten ambos determinantes de virulencia
analizados stx1+ eae, lo cual permitiria catalogarlos en su gran mayoria como

potencialmente virulentos, capaces de causar enfermedad.

Al evaluar el perfil de resistencia a 3-lactdmicos de la poblacién de E. coli STEC,
solo se observa sensibilidad del 65,1% (41/63) a AMP; un gran porcentaje de
aislamientos codific6é para BLEA, TEM-1, siendo este el principal mecanismo de
resistencia encontrado en E. coli STEC. Sin embargo, se observo un porcentaje
elevado de sensibilidad al resto de las C3G y a los aminoglucésidos KA y GEN. Con
respecto a las quinolonas, los porcentajes de sensibilidad fueron de NAL 73%
(46/63), a CIP 87,3% (55/63) y a ENR 84,1% (53/69). Ninguno de los
aislamientos mostré resistencia COL. El porcentaje de sensibilidad mas bajo, se

obtuvo para TET con el 50,7 % (32/63) de los aislamientos analizados. Los altos
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niveles de sensibilidad observados en este trabajo, son similares a los reportados
en estudios realizados sobre aislamientos de E. coli tanto STEC-0O157 como no-
0157 (173, 174), realizados en nuestro pais. No existen reportes efectuados donde

estudien los niveles de sensibilidad en E. coli STEC en bovinos.

En nuestro pais no existen relevamientos del volumen de antimicrobianos usado
en cada especie y no es posible comparar como en ciertos paises, que la resistencia
puede estar relacionada directamente con el nivel de utilizaciéon de
antimicrobianos empleados en la producciéon. Por ejemplo, en Japdén las
tetraciclinas siguen siendo los antimicrobianos comtinmente utilizados en el sector
veterinario, seguido por las sulfonamidas, macrélidos, penicilinas,
aminoglucésidos y fenicoles. Estos consumos tienden a ser mayores en la
produccion de cerdos (54% del consumo total de antimicrobianos), que en la de las
aves de corral (16%), y en menor medida en el ganado bovino (8%) (175). En
general, se observa que los niveles de resistencia a los antimicrobianos en
enterobacterias varian segun las especies de animales de consumo a partir de las
cuales se las recuperaba (176) y pueden ser afectados principalmente por el
volumen de uso de antimicrobianos en cada especie y también por el sistema de
explotacion (intensivo vs. extensivo). Si se tuvieran datos precisos sobre el empleo
de antimicrobianos en nuestra region, se podrian asociar realizar correlaciones

entre el uso y la aparicion de determinados patrones de resistencia.

Para realizar el estudio de las mutaciones encontradas en la region QRDR, de los
genes gyrA y parC en E. coli STEC, se seleccionaron solo los aislamientos que
presentan resistencia a NAL. Esto se efectué con el objetivo de poder asociar el
fenotipo de resistencia observado en dichos aislamientos con un determinado
patron de mutaciones en la region QRDR. Del total de los aislamientos analizados
13/17 presentaron la mutacion Ser83Leu, presentando valores de CIM de NAL que
varian entre de 32 y 256 pg/ml. Reportes indican que una Gnica mutaciéon en gyrA
en E. coli podria ser suficiente para causar altos niveles de resistencia a NAL (177).
La sustitucion nucleotidica en el codéon 83, es la mutaciones mas comun
encontrada en aislamientos de E. coli de origen clinico y veterinario. Se ha

descripto que mutaciones adicionales en los genes gyrd y/o en parC ocurren de
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manera gradual, y son requeridas para ampliar el espectro de resistencia hacia las

fluoroquinolonas (178).

Se pudo establecer un patron entre el fenotipo y la resistencia observada en los
aislamientos de E. coli 01/289-1, 09/562-60 y 09/634-5269, que muestran
sensibilidad disminuida a CIP y/o ENR; estos aislamientos presentaron dos
sustituciones en GyrA, una en posicion 83 (Ser83Leu) y otra en posicién 87
(Asp87Asn /Asp87Tyr) y una sustitucion en ParC (Ser80Ile)(179). Nuestros
resultados son idénticos a los reportados por (180), los cuales fueron observados
en aislamientos de E. coli de diferentes origenes, entre ellos productos alimenticios
de origen animal, muestras fecales de animales sanos (pollos, cerdos y perros) y en

muestras de pacientes ambulatorios y sanos en Espafia.

Por otro lado, solo uno de los aislamientos resistentes a CIP, presenta otra
sustitucidn adicional en ParC, Glu84Gly (E. coli 01/280-1) y ademas de presentar
dos sustituciones en GyraA, en los aminoacidos Ser83Leu y Ala67Asp. Sustituciones
en el aminoacido Ala67, localizada justo en el limite de la region QRDR de GyrA
(Ala67-GIn106) ya han sido detectadas pero con baja frecuencia y muchas veces
solo se presentd en mutantes generados in vitro (178), éste no es nuestro caso.
Ademas, se observéd un Unico aislamiento de los estudiados (E. coli 09/197-14)
que presenta solo una mutacién en Ser83Leu y manifesté el fenotipo de resistencia

a CIP.

En la literatura se ha descripto una correlaciéon entre nimero de mutaciones
presentes en la region QRDR y el nivel de resistencia, donde tres mutaciones (dos
en GyrA y 1 en ParC) se correlaciona con CIM de CIP entre 8 y 32 ug/ml y cuando
se presentan cuatro mutaciones (dos en gyrA y dos en parC) la CIM de CIP asciende
a 64 pg/ml (180). Esta premisa no se cumple en los aislamientos analizados en esta
tesis, ya que presentan niveles mayores a 64 ug/ml, observandose valores =256
ug/ml. Es probable que nuestros aislamientos muestren la presencia de

mecanismos de resistencia acompafantes.

En algunos aislamientos de E. coli STEC (3/63) aparte de las mutaciones que se

presentan en la region QRDR, se observd la presencia del determinante de
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resistencia catalogado como de localizacion plasmidica (PMQR), de ellos el mas
frecuente fue gnrA. Solo un aislamiento E. coli STEC, present6 otras variantes de
qnr (gnrSy qnrB) y ademas posee una unica mutacion en Ser83Leu (E. coli 09/197-
14), esto explicaria el fenotipo de resistencia a NAL y a CIP que se observé. Ningun
otro determinante PMQR fue encontrado en esta poblacién de microorganismos.
Estudios anteriores a éste, reportan que la variante aac(6°)-Ib-cr, frecuentemente
esta asociada con la presencia de otros determinantes gnr, por ejemplo aac(6°)-1b-
cr fue asociada simultdneamente a qnrS o gnrB (58) en aislamientos de E. coli de
animales enfermos productores de alimentos, situaciéon diferente a la procedencia

de nuestros aislamientos.

Los aislamientos de E. coli que fueron recuperados desde material fecal de pollos
parrilleros, por siembra directa en agar McConkey sin presién de seleccién
antibiodtica, obtenidos desde 11 granjas diferentes pertenecientes a las provincias
de Buenos Aires Y Entre Rios. En éste sistema de produccién intensiva de pollos se
observoé un porcentaje de sensibilidad a AMP de 24,4% (10/41), a C3G como CXM,
CTX, CRO del 29,3 % (12/41), (es decir que 29/41 de éstos aislamientos fueron
resistentes a C3G). Niveles similares de sensibilidad en sistema de produccién
similares han sido reportados por Tong y col (181) entre los afios 2011-2013, en
China. Dentro de las C3G, se destaca el mayor porcentaje de sensibilidad del 83 %
(34/41) obtenido para CAZ. También se obtuvo un bajo porcentaje de sensibilidad
para CFT de 22 % (9/41) y para FEP del 31,7% (13/41), mientras que para FOX

este porcentaje fue mucha mas elevado (85,3% ,35/41).

Ademas de la resistencia a cefalosporinas, se observd resistencia a
fluoroquinolonas, tetraciclina, estreptomicina, trimetoprima- sulfametoxazol y
colistina. Es de notar que 39 aislamientos (95%) cumplieron la condicién de
fenotipo de multirresistencia (resistencia a tres o mas familias de antibidticos
diferentes); este resultado pone en evidencia la situacion critica y alarmante que se
esta observando en estos sistemas de produccion intensivos. Una situacion similar
se ha reportado previamente (182, 183) en aislamientos de E. coli obtenidos desde
granjas de pollos de engorde, que mostraron el fenotipo de multirresistencia en el

total de aislamientos analizados. Proporciones elevadas de E. coli con fenotipos de
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multirresistencia (entre un 80 y 95 %) a los mismos antimicrobianos ensayados
en nuestro estudio y aislamientos llevando BLEE, ya han sido reportado también
en China (184, 185). E. coli productora de BLEE recuperada de animales
productores de alimentos, se podria considerar como una potencial fuente de
infeccion en humanos. El aumento del nimero de aislamientos de E. coli con BLEE
en animales ha planteado una gran preocupaciéon y se estd generando una mayor
conciencia sobre esta problematica en todo el mundo (181, 186) que no debemos

desestimar.

Sistemas de producciones modernos incluyen a menudo el uso de agentes
antimicrobianos para prevenir, controlar y tratar infecciones bacterianas; estos
agentes son utilizados como promotores de crecimientos en los sistemas de
producciéon avicola (187). El uso generalizado de estos antibioticos tiene sus
beneficios para los productores, pero sin duda alguna contribuye al incremento de
bacterias multirresistentes. Los factores que pueden influenciar en el desarrollo de
la resistencia bacteriana en las granjas son numerosos y dependen del estado de
salud de los animales, las practicas de manejo del productor y el ambiente de
produccion. Practicas como el uso de antibioticos de amplio espectro en lugar de
antibiéticos especificos (188), administraciones en bajas dosis como promotores o
el uso de drogas no aprobado o no convencionales, contribuiria al desarrollo de

multirresistencia (189).

Al comparar los determinantes de resistencia a (-lactdmicos prevalentes en los
aislamientos de E. coli analizados, se observa una situaciéon similar a lo observado
en los aislamientos de Salmonella spp. recuperadas de aves. Se observd la
presencia de [(-lactamasas de tipo AmpC, como CMY-2, descripta como la (-
lactamasas mas ampliamente distribuida en enterobacterias (36, 190). En E. coli
STEC-no 0157 se describi6 en este trabajo la presencia de dos aislamientos (E. coli
01/246-36 y 09/562-60) con genes codificantes para CMY-2, siendo escasos los
reportes de ésta enzima en los aislamientos de E. coli 0157 (191, 192), como en no-
0157. En nuestro pais, no existen reportes en de la presencia de este mecanismo
de resistencia a C3G en animales. Mientras que en los aislamientos de E. coli

recuperadas de aves, CMY-2 esta presente en 4/29 aislamientos resistentes a C3G.
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Ya fueron ampliamente reportadas en aislamientos tanto de E. coli como de
Salmonella spp., que albergan blacmy-2 recuperados ya sea de animales, del medio
ambiente y de muestras de origen clinico (99, 157, 193). La presencia de esta (3-
lactamasa de tipo AmpC, fue descripta en aislamientos de E. coli recuperados de
carne de pollo producida en Suecia (194) y en aislamientos de E. coli obtenidos de

pollo y pavo en Dinamarca (195).

El resto de los aislamientos resistentes C3G, portan uno o mas genes de blacrx-m. Es
decir, de los 29 aislamientos de E.coli resistentes a C3G, blacrx-m fue el genotipo
predominante y la variante alélica prevalente fue CTX-M-2 (26/29), presentandose
en combinaciones como CTX-M-2/CTX-M-14 y CTX-M-2/CMY. Aparte solo 2
aislamientos presentaron la variante CTX-M14 y otro aislamiento solo dio positivo
para CMY-2. Al contrario de lo observado en Salmonella en esta tesis, aqui

predominan los aislamientos con BLEE y en especial, CTX-M-2.

La familia de las B-lactamasas de espectro extendido, CTX-M muestran un alto
grado de plasticidad y parecen estar distribuidas geograficamente (30). Como
mencionamos anteriormente CTX-M-2 es endémica en nuestro pais, ya reportada
en humanos (143) pero hasta el momento, no ha sido asociada en aislamientos de
origen animal (pollos parrilleros). Tanto Entre Rios como Buenos Aires, son las
principales provincias en donde se encuentran las granjas donde se crian pollos
parrilleros (pollos de engorde), no se posee ningun tipo de informacion sobre la
presencia y/o ocurrencia de cepas de E. coli con BLEE. Aunque muchas veces no es
posible obtener informacién detallada sobre los antibidticos afiadidos a la
alimentacién de las aves de corral, en circunstancias normales, su uso en la
alimentacién ejerce una presion de selectiva sobre la colonizacion intestinal de
ciertas bacterias en los animales (186). Esto se ve representado en la gran

prevalencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos ensayados.

En nuestro pais, no existen reportes de prevalencia de enzimas BLEE tipo CTX-M-2
en aislamientos recuperados de animales, siendo que a nivel humano se encuentra
ampliamente diseminada (146). A diferencia de nuestro trabajo, en Brasil, Botelho

y col., describieron por primera vez la presencia de CTX-M-15, ademas de CTX-M-8
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y CMY-2, en asilamientos de E. coli recuperadas de carne de pollos (196). También,
en Brasil describié la prevalencia de BLEE como CTX-M-2, de localizacién
cromosomica en aislamientos de E.coli aislada de pollos, también destacaron los
riesgos de la presencia de esta bacteria multirresistente en animales productores
de alimentos (197). En varios paises europeos, describen las BLEE como CTX-M-1,
CTX-M-2 y CTX-M14, son principalmente asociadas a E. coli aisladas de aves de
corral (198). Sin embargo, en granjas de pollos de engorde en Japén, Kameyama y
col,, describieron en aislamientos de E. coli resistentes a C3G, diferentes tipos de
BLEE, CTX-M1, CTX-M-55, SHV-5 y CTX-M-2 en una menor proporcién, siendo mas
importante la resistencia representada por CMY-2 (199). Estos resultados exponen
que en otras regiones y en diferentes partes del mundo, se reporta la presencia de
los determinantes BLEE y de tipo AmpC en aislamientos de origen animal y los
resultados obtenidos en nuestro trabajo con ambas poblaciones de Salmonella spp.
y E. coli indican que el fendmeno de la multirresistencia y los mecanismos de
resistencia descriptos en animales productores de alimentos, se puede convertir

en un grave problema de salud publica.

Un grupo de investigadores han demostrado que aislamientos extraintestinales de
E. coli pueden ser divididos en cuatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D), donde
los filogrupos B2 y D, son considerados los mas patégenos, ya que es mas probable
que lleven genes asociados a la virulencia del microorganismo, mientras que los
aislamientos que pertenecen a los filogrupos A y B1 lo suelen clasificar como
comensales ( 0 no patoégenos) (108). Sin embargo, es pertinente destacar que es un
analisis probabilistico. En los aislamientos de E. coli estudiados, la agrupacion
filogenética arrojo que 28 aislamientos eran agrupados en los grupos Ay B1 (cepas
comensales) y el resto, es decir 14 aislamientos eran clasificados como

potencialmente virulentos (pertenecientes a los filogrupos B2 y D).

En congruencia con lo determinado anteriormente, mas el analisis de clonalidad
efectuado con las cepas productoras de CTX-M y CMY, mostraron una distribuciéon
heterogénea entre los grupos A, B1, B2 y D, dejando en evidencia que los
marcadores de resistencia no muestran preferencia por algin clon en particular.

En concordancia con lo reportado por Botelho y col, se detectd una gran
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diversidad de aislamientos de E. coli obtenidos de pollos que portaban los genes
blacmy-2 y blacrx-m, presentando una distribucion diversa de los diferentes grupos
filogenéticos, lo cual apoya la naturaleza no clonal de los aislamientos analizados

(196).

La elevada prevalencia de BLEE en E. coli comensales aisladas desde animales
sanos, sugiere que estas cepas comensales podrian jugar un papel significativo en
servir como reservorio de genes de resistencia. Por lo tanto, es muy importante
conocer la prevalencia de BLEE de E. coli en animales destinados a la alimentacién
sanos. Es por esta razén que es pertinente destacar los resultados obtenidos en

este trabajo de tesis.

Segin el esquema planteado por Branger y col, un andlisis factorial permitié
establecer relaciones entre subgrupos filogenéticos, factores de virulencia, tipo de
BLEE producidas y el origen de los aislamientos (infecciéon y colonizacién). De
acuerdo a lo sugerido por Branger y col., se observaria una correlacion entre la
presencia del filogrupo D1, con menores factores de virulencia y asociados a la
colonizacién, mientras que los filogrupos B2, poseen factores de virulencia y
aislamientos con menores tasas de resistencia a fluoroquinolonas. Destacan la
asociacién entre aislamientos resistentes a fluoroquinolonas y productores de
CTX-M, los cuales no poseen factores de virulencia(172). Es decir, la alta tasa de
resistencia a FQ y la baja virulencia de aislamientos productores de CTX-M, podria
proveerles una ventaja selectiva para la diseminacién, especialmente en aquellos
ambientes sometidos a la presencia de FQ.

En los aislamientos analizados de E. coli los marcadores PMQR mas prevalentes
fueron gnrB (22/41) y gnrS (19/41). Nuestros resultados son distintos a los
reportados en México (200), también realizado con aislamientos de E. coli de aves
de corral, quienes no detectaron ningin determinante PMQR, como gnr4, gnrB y
qnrS. Otros PMQRs identificados en los aislamientos de E. coli analizados fueron
qnrA (2/41), qnrD (3/41), las bombas de eflujo ogxAB (6/41) y qepA (4/41),
mientras que qnrCy aac (6')- Ib-cr no fueron detectados. Es de destacar la ausencia
de aac(6’)-Ib-cr, gen que se encuentra ampliamente distribuido en las

enterobacterias productoras de BLEE aisladas en humanos. Rincén y col, (103), en
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aislamientos de enterobacterias productoras de CTX-M procedentes de origen
clinico, reporté con mayor frecuencia aislamientos presentando la variante aac

(6')- Ib-cr.

Al igual que en los aislamientos de Salmonella spp. el andlisis de la secuencia
nucleotidica del determinante gnrB arrojé que la variante alélica prevalente en los
aislamientos de E. coli de aves fue gnrB5. Esta variante alélica no ha sido descripta
en Argentina en aislamientos de enterobacterias de origen veterinario y en
aislamientos de origen clinico (134). Otro determinantes encontrado en los
aislamientos de E. coli recuperados de aves, como la variante gnrS1, ha sido
previamente reportada como el marcador mas prevalente en E. coli aisladas de
pollos y aves silvestres en Korea (201) . Esta variante, también fue reportada pero
de aislamientos de E. coli recuperadas de animales de compaiifa (202) en Africa;
donde solo un aislamiento poseia ambos genes qnrS1 y también gnrB5. Nuestros
resultados demuestran que los aislamientos de E. coli podrian ser el reservorio no
solo de genes PMQR y sino también de BLEE y los animales pueden ser la fuente

putativa de éstos genes de resistencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, permitié reportar
los primeros aislamientos de E. coli con resistencia a colistina de codificacién
plasmidica obtenidos desde animales, en particular de pollos parrilleros. Esta es la
primera descripciéon en nuestro pais de este mecanismo de resistencia de

codificacidn plasmidica procedentes de aislamientos de animales.

E. coli recuperados no solo desde animales productores de alimentos,
particularmente de pollos, ya fueron reportados en Brasil (203) conteniendo este
mecanismo de resistencia. A diferencia del trabajo de Fernandes y col, los
aislamientos recuperados aqui no fueron seleccionados empleando ningiin medio
de seleccion con antibidticos y es importante destacar el elevado porcentaje (76%)
de los aislamientos que mostraron resistencia a colistina y la presencia de este

mecanismo.

El gen mcr-1 fue detectado en los 31 aislamientos de E. coli mostrando valores de

MIC entre 4 y 32 pg/ml para los recuperados desde las granjas de la provincia de
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Entre Rios y de 0,5 y 16 pg/ml para las de Buenos Aires. Ademas, 3 de los
aislamientos susceptibles (MICso= 2 pg/ml) fueron positivos a gen mcr-1. La
presencia del gen en aislamientos susceptibles a colistina también fue reportado
por Fernandes y col. pero a diferencia de éste trabajo (203), observamos valores de
MIC de un orden mayor, no de 1 sino de 2 pg/ml. En ambos estudios se utilizé

como sistema de evaluacion de la CIM, ensayos de diluciéon en medio liquido.

El gen mcr-1, secuenciado mostré 100% de identidad con el reportado por Liu
(67). Del total de aislamientos positivos para mcr-1, 27 de éstos producen BLEE ya
sea CTX-M o AmpC y determinantes PMQR. Ademds, como mencionamos
anteriormente los mecanismos responsables de la resistencia observada, fueron
variantes de los grupos CTX-M-2 en su mayoria, CTX-M14 y CMY-2. Esto difiere de
lo reportado por Fernandes y col,(203) donde los aislamientos portaban enzimas

de los grupos CTX-M-1, CTX-M-8 y CTX-M15.

La resistencia colistina fue exitosamente transferida por conjugacion tanto
utilizando como receptora a E. coli j53 como a Salmonella M1744, donde no se
observo transferencia de resistencia a C3G, pero si se observo co-transferencia del
determinante gnrB5 en los aislamientos portadores. Aislamientos de E.coli de
origen humano, confiriendo solo resistencia a colistina pero a no a C3G, fueron
reportado por Rapoport y col (76). Pero existen reportes de co-transferencia de
blacrx-m-55 junto con mcr-1 en Unico plasmido de S. enterica recuperado de pollos
enfermos (204). Hasta el momento, no existen reportes de co-transferencia de

determines de resistencia tipo PMQR.

El gen mcr-1 ha sido asociado hasta ahora con diferentes replicones, como Incl2,
IncHI2, IncP, IncFIB y IncX4 (67, 205-208). En este trabajo, se realiz6 PCR para
determinar el grupo de incompatibilidad tanto en las cepas dadoras como las
transconjugantes obtenidas, y en ambos aislamientos las reacciones fueron
positivas a varios replicones diferentes. En un solo transconjugante, se puedo
confirmar con certeza el replicon IncK, entre otros. No se han reportado hasta el
presente estudio, plasmidos conteniendo este replicon albergando el gen mcr-1, en

aislamientos de E. coli recuperadas de animales.
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Es relevante destacar que fue descripto en este trabajo, el sistema toxina-
antitoxina pemK y ccdA-B, en los transconjugantes obtenidos. Ambos sistemas TA
podrian estar implicados en el mantenimiento y estabilidad del plasmido portador
del gen mcr-1. Al dia de la fecha no existen registros a cerca de la presencia de

estos sistemas TA descriptos.
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Conclusiones
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Esta tesis provee informacion, por primera vez en el pais, de los mecanismos de
resistencia transferibles existentes en las bacterias presentes en animales de
consumo, probablemente asociados al uso de elevadas cantidades de
antimicrobianos en la produccién. En un momento en que los organismos
nacionales e internacionales muestran seria preocupaciéon por el alarmante
incremento de la resistencia a antimicrobianos, resulta esencial contar con
informacién que provea las bases para cualquier medida que contribuya a su
control, y que no impacte negativamente en la produccién animal ni la economia
de un paifs.

El trabajo desarrollado y los resultados de esta tesis lograron que se
participara en la Comisién que elabor6 el plan “Estrategia Argentina para el
Control de la Resistencia a Antimicrobianos”, bajo la coordinacién de la Secretaria

de Promocion y Programas Sanitarios del Ministerio de Salud durante el afio 2015.

Salmonella spp.

v Los aislamientos de Salmonella spp. recuperados de bovinos y equinos
mostraron altos niveles de sensibilidad a C3G, fluoroquinolonas,
carbapenemes y colistina. Las dos poblaciones analizadas mostraron bajos
niveles de sensibilidad a TET y SXT.

v El andlisis de la region QRDR de estos aislamientos de Salmonella con
fenotipo de resistencia a NAL y sensibilidad disminuida a CIP y a ENR,
arrojo sustituciones en GyrA y ParC anteriormente descriptas.

v Se describi6 por primera vez la deteccién de CMY-2 en un tnico aislamiento
de S. Typhimurium con resistencia a C3G recuperado de equino. Este
aislamiento fue portador de un plasmido conjugativo de grupo de
incompatibilidad Incl1 cuyo tamafo fue estimado en 100 Kb.

v' Se caracterizé la plataforma genética donde se encontrd blacwy-2 en S.
Typhimurium y parte del entorno genético determinado (IS1294b-AISEcp1-
blacmy-2) fue diferente al compararlo con aislamientos de diferentes

especies procedentes de animales y humanos.
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v Dicho arreglo fue confirmado al secuenciar el plasmido completo pST10-16.
También se identificaron los médulos involucrados en la transferencia y
diseminacion. Se determiné el secuenciotipo de pST10-16 (rep:1, ardA:14,
trbA:3, sogS:4, pil:1) el cual no ha sido definido hasta el momento en el
esquema pMLST del grupo de Incl1. Los ST mas cercanos fueron ST4, ST12,
ST22y ST144.

v Salmonella Heidelberg fue la serovariedad prevalente dentro de los
aislamientos de Salmonella spp. recuperados de aves (55%) proveniente de
diferentes granjas de dos provincias Argentinas.

v' Aproximadamente el 50% de estos aislamientos de Salmonella spp.
presentaron sensibilidad a C3G y este porcentaje de sensibilidad fue menor
al evaluar NAL y CIP. El total de los aislamientos fueron sensibles a los
carbapenemes y a colistina.

v" El mecanismo prevalente de resistencia a C3G observado en Salmonella spp.
fue la produccién de la f3-lactamasa AmpC CMY-2.

v' Se observé una menor proporciéon de enzimas BLEE responsables del
fenotipo de resistencia observado, todas cefotaximasas pertenecieron al
grupo CTX-M-14. Estas enzimas se presentaron solas o en combinacién con
enzimas del grupo CTX-M-2.

v El determinante PMQR prevalente dentro de los aislamientos analizados fue
qnrB (89,5%) y la variante alélica encontrada fue gnrB5. Esta variante no ha
sido descripta previamente en aislamientos clinicos o veterinarios en
nuestro pais.

v Se observoé en el 75% de los aislamientos de S. Heidelberg un mismo patrén
de Xbal-PFGE (ARJF6X01.0025), que demuestra la propagacion de un clon
predominante entre las diferentes granjas.

v' Se demostré en los aislamientos analizados la presencia de un plasmido
conjugativo cuyo replicon también pertenece al grupo de incompatibilidad
Incl1, con un tamano estimado de 100 Kb. Estos plasmidos presentaron el
sistema toxina-antitoxina pndA-Cy ccA-B involucrados probablemente en la

permanencia y estabilidad de los plasmidos.
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Escherichia coli

v' El serotipo prevalente en los aislamientos de E. coli STEC-no 0157
recuperados de bovinos, fue 026 y 0111. La mayor proporcion corresponde
al genotipo stx1.

v El 87% de los aislamientos portadores de stxI contienen el determinante de
virulencia eae (intimina), importante para la patogénesis de éstos
aislamientos.

v' Entre los aislamientos de E. coli STEC- no 0157 se observé una baja
proporcidn de resistencia a AMP (18/69) y en todos los casos se identifico
la BLEA TEM-1.

v Se observé un alto nivel de sensibilidad a las C3G ensayadas; los Uinicos dos
aislamientos resistentes fueron caracterizados como productores de la
cefalosporinasa CMY-2.

v' Estos aislamientos también presentaron un elevado porcentaje de
sensibilidad a quinolonas (NAL 73%, a CIP 87,3% y a ENR 84,1%) y no
mostraron resistencia a carbapenemes ni a colistina.

v La presencia de resistencia a NAL y sensibilidad disminuida a CIP y ENR, se
asocio a dos sustituciones en GyrA (Ser 83 y Asp87) y una en ParC (Ser80)
previamente descriptas.

v" Dentro de los determinantes PMQR detectados en los aislamientos de E. coli
STEC-no 0157, gnrA fue el prevalente. Solo las variantes gnrS y qnrB han
sido encontradas.

v" En los aislamientos de E. coli recuperados de pollos parrilleros se observé
un elevado nivel de resistencia a 3-lactdmicos, quinolonas y colistina. La
proporcidn de resistencia a otras familias de antimicrobianos ensayados
(SXT, TET, ST) también fue alta destacandose la descripcion de un gran
numero de aislamientos MDR. Se observé 100% de sensibilidad a los
carbapenemes.

v" El mecanismo de resistencia a C3G prevalente en estos aislamientos fue la

cefotaximasa CTX-M-2, presentandose algunas veces en combinaciéon con

200



J.E. Dominguez

CTX-M-14 o CMY-2. En dos aislamientos se observé solo la produccién de
CTX-M-14 y en un aislamiento sélo la de CMY-2.

v La mayor proporcion (68%) de aislamientos de E. coli recuperada de aves,
fueron considerados como comensales (filogrupos A y B1) mientras que el
resto fueron categorizados como virulentos (filogrupos B2 y D).

v El analisis de la clonalidad de los aislamientos con resistencia a C3G revel6
una distribucién heterogénea de los filogrupos. No se encontré asociacién
entre la presencia de la enzima tipo BLEE o0 AmpC y el filogrupo presente.

v" Los marcadores PMQR prevalentes fueron gnrB (22/41) y gqnrS (19/41),
siendo las variantes alélicas identificadas como qnrB5 y qnrS1. Es
importante destacar que gnrB5 no ha sido previamente descripto en
Argentina ya sea en aislamientos clinicos o veterinarios.

v" En estas muestras se observé una gran diversidad de determinantes PMQR:
qnrA (2/41), qnrD (3/41) y las bombas de eflujo 0qxAB (6/11) y gepA
(4/41). No se detectaron gnrC ni la variante de aceltiltransferasa aac(6°)Ib-
cr.

v Se describié un elevado porcentaje de aislamientos con resistencia a COL
(76%) y se detect6 el gen mcr-1 en todos los aislamientos resistentes.

v" Se demostré que el determinante de resistencia mcr-1, se halla localizado en
un plasmido conjugativo.

v No se observd la co-transferencia de mecanismos de resistencia a f3-
lactamicos. Se detectd la co-transferencia del determinante gnrB5 en los
aislamientos portadores, sugiriendo que comparte una localizacién en el
mismo plasmido.

v Al evaluar los grupos de incompatibilidad plasmidicos en las cepas salvajes
y los transconjugantes obtenidos, se identificé al grupo IncK como el posible
replicon que caracteriza al plasmido conjugativo portador del determinante

de resistencia mcr-1.
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Anexo
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Tablas

Tabla 1: LISTA DE AGENTES ANTIMICROBIANOS IMPORTANTES PARA LA MEDICINA

VETERINARIA

Las especies animales en las que se usan los agentes antimicrobianos se abrevian de las

siguientes formas:

AVI: aves; API: abejas; BOV: bovinos; CAP: caprinos; CAM: camélidos; EQU: équidos; LEP:
conejos; OVI: ovinos; PIS: peces; SUI: suidos.

AVIC: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica

AVMI: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia elevada

AVI: agentes antimicrobianos veterinarios de importancia

Agentes
Antimicrobianos (Clase, Especie Observaciones especificas AVIC | AVMI | AVI
subclase, sustancia)
AMINOCUMARINAS Se usa para el tratamiento local de
mastitis y para las septicemias de los X
Novobiocina | BOV,CAP,0VI,PIS peces.
AMINOGLUCOSIDOS
Espectinomicina | AVI,BOV,CAP,EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
Estreptomicina | API, convierten a los aminoglucésidos en
AV|,BOV,CAP,EQU, agentes sumamente importantes para
LEP,OVIPIS, SUI la medicina veterinaria.
Dihidroestreptomicina | AVI, BOV,CAP, EQU,
LEP,OVI, SUI Los aminoglucésidos son importantes X

AMINOGLUCOSIDOS + 2
DEOXIESTREPTAMINA

Kanamicina | AVI,BOV,EQU, PIS,
SuUl
Neomicina | API, AVI, CAP, EQU,
LEP,OVI,SUI
Framicetina | BOV, CAP, OVI

para las septicemias, las
enfermedades digestivas, respiratorias
y urinarias.

La gentamicina esta indicada para las
infecciones debidas a Pseudomonas
aeruginosa, con pocas alternativas.

La apramicina y la fortimicina, solo se
usan en animales. Se dispone de pocas
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Paromomicina

AVl, BOV, CAP, OV,
LEP,SUI

Apramicina | AVI, BOV, LEP, OVI,
SUl
Fortimicina | AVI, BOV, LEP, OVI,
SUl
Gentamicina | AVI, BOV, CAM,CAP,
EQU, LEP, OVI, SUI
Tobramicina | EQU
Amikacina | EQU

alternativas econdmicas.

ANFENICOLES

Florfenicol

Avl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

Tainfenicol

AVI, BOV, CAP, OV,
PIS, SUI

Los fenicoles son agentes importantes
para la medicina veterinaria.

Son importantes para tratar
enfermedades de los peces, para las
que existen pocas alternativas de
tratamiento.

Representan una alternativa Util para
las infecciones respiratorias de los

bovinos, los suidos y las aves de corral.

El florfenicol se usa para tratar la
pasteurelosis en los bovinos y los
cerdos.

ANSAMICINA-
RIFAMICINAS

Rifampicina

EQU

Rifaximina

BOV, CAP, EQU, LEP,
OVI,SUl

Esta clase de agentes solo estd
autorizada en algunos paises y con un
numero de indicaciones muy limitado
(mastitis) y existen pocas alternativas
disponibles.

La rifampicina es esencial para el
tratamiento de infecciones por
Rhodococcus equi en los potros. Sin
embargo, solo esta disponible en
unos pocos paises.

ARSENIALES

Roxarsona

AvVl, SUI

Nitarsona

Avl, SUI

Se emplean para luchar contra la
coccidiosis intestinal parasitaria
(Eimeria spp.)

BICICLOMICINA

Bicozamicina

AVI, BOV,PIS, SUI

Figura en la lista de enfermedades
digestivas y respiratorias de los
bovinos y para las septicemias de los
peces.

CEFALOSPORINAS

Las cefaloporinas se usan para el
tratamiento de septicemias, de
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CEFALOSPORINAS DE
PRIMERA GENERACION

Cefacetril | BOV

Cefalexina | BOV, CAP,EQU, OVI,
Sul

Cefalotina | EQU,

Cefapirina | BOV

Cefazolina | BOV, CAP, OVI

Cefaloium | BOV, CAP, OVI

CEFALOSPORINAS DE
SEGUNDA GENERACION

Cefuroxima

BOV

infecciones respiratorias y de las
mastitis.

CEFALOSPORINAS DE
TERCERA GENERACION

Cefoperazona

BOV, CAP, OVI

Ceftiofur

Avl, BOV,CAP, EQU,
LEP, OVI, SUI

Ceftriaxona

AVI, BOV, 0VI, SUI

CEFALOSPORINAS DE
CUARTA GENERACION

Cefquinoma

BOV,CAP, EQU, LEP,
ovl, SUl

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion en
agentes sumamente importantes
para la medicina veterinaria.

Se usan para el tratamiento de
septicemias, de las infecciones
respiratorias y de las mastitis.

Las alternativas tienen una eficacia
limitada debido a un espectro
inadecuado o a la presencia de
resistencia a los agentes
antimicrobianos.

ACIDO FUSIDICO

Acido fusidico

BOV, EQU

Se emplea en el tratamiento de las
enfermedades oftalmoldgicas de los
bovinos y los caballos.

IONOFOROS

Lasalocid

AVl, BOV, LEP, OVI

Maduramicina

AVI

Monensina

API, AVI, BOV, CAP

Narasina

AVI, BOV

Son esenciales para la salud animal,
porque se usan para luchar contra la
coccidiosis intestinal parasitaria
(Eimeria spp.), para la que hay pocas o
ninguna alternativa disponible.

Son de importancia critica en aves de
corral.

Actualmente, esta clase solo se usa
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Salinomicina | AVI, LEP, BOV, SUI en animales.
Semduramicina | AVI
LINCOSAMIDAS Son esenciales para el tratamiento de
la neumonia causada por

.. . micoplasmas, la artritis infecciosa y la

Pirlimicina | BOV,SUI, AVI 1OPE ST infecclosa y

enteritis hemorragica de los cerdos.

Lincomicina | API, AVI, BOV,

CAP,OVI,PIS,SUI

MACROLIDOS (C hace
referencia a la
estructura quimica)

MACROLIDOS C14

Eritromicina

API, AVI, BOV,
CAP,EQU, LEP,0VI,
PIS, SUI

Oleandomicina | BOV
MACROLIDOS C15
Gamitromicina | BOV
Tulatromicina | BOV, SUI
MACROLIDOS C16
Carbomicina | AVI
Josamicina | AVI, PIS,SUI
Kitasamicina | AVI, PIS,SUI
Espiramicina | AVI, BOV, CAP,EQU,
LEP,0OVI, PIS, SUI
Tilmicosina | AVI, BOV, CAP,EQU,
LEP,0VI, SUI
Tilosina | API, AVI, BOV,

CAP,LEP,0OVI, SUI

Mirosamicina

API, AVI, PIS,SUI

Terdecamicina | AVI, SUI
Tildipirosina | BOV,SUI
Tilvalosina | AVI, SUI

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a los macrélidos en agentes
sumamente importantes para la
medicina veterinaria.

Los macrélidos se usan para tratar las
infecciones por micoplasmas en los
cerdos y las aves de corral, la
enfermedad hermorragica dogestiva
en los cerdos (Lawsonia
intracellularis) y los abscesos del
higado (Fucobacterium necrophorum)
en los bovinos, cuando existen pocas
alternativas.

También se usan las macrdlidos para
las infecciones respiratorias de los
bovinos.
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MACROLIDOS C17

Sedecamicina | SUI

ORTOMICINAS Se usa para las enfermedades

digestivas de las aves de corral y los
Avilamicina | AVI, LEP conejos.

Actualmente, esta clase solo se usa en
animales.

PENICILINAS

PENICILINAS NATURALES

(incluidas esteres y sales)

Benethamine penicilina | BOV

Bencilpenicilina

AVl, BOV,CAM,
CAP,EQU,
LEP,OVI,SUI

Penetamato (iohidrato)

BOV

Bencilpenicilina
procaina/Penicilina
Benzatina

BOV, CAM. CAP,
EQU, OVI, SUI

AMDINOPENICILINAS

Mecilinam

AMINOPENICILINAS

Amoxicilina | AVI, BOV, CAP, EQU,
oV, PIS, SUI
Ampicilina | AVI, BOV, CAP, EQU,
oV, PIS, SUI
Hetacilina | BOV

AMINOPENICILINAS +
INHIBIDORES DE
BETALACTAMASAS

Amoxicilina+ Acido
clavuldnico

Avl, BOV, CAP, EQU,
ovil, Sul

Ampicilina+ Sulbactam

AVI, BOV, SUI

CARBOXIPENICILINAS

Actualmente, penetamato (iohidrato)
solo se usa en animales.

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las penicilinas en agentes
sumamente importantes para la
medicina veterinaria.

Se las usa para el tratamiento de las
septicemias, y de las infecciones
respiratorias y de las vias urinarias.

Esta clase es importante para el
tratamiento en una amplia gama de
especies animales.

Se disponen de pocas alternativas
econdémicas.
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Ticarcilina | EQU
Tobicilina | PIS
UREIDOPENICILINAS
Aspoxicilina | BOV, SUI
FENOXIPENICILINAS
Fenoximetilpenicilina | AVI, SUI
Feneticilina | EQU

PENICILINAS
ANTIESTAFILOCOCOS

Cloxacilina | BOV, CAP, EQU, OVI,
SuUl
Dicloxacilina | BOV, CAP,0VI, AVI,
SuUl
Nafcilina | BOV, CAP,QVI
Oxacilina | BOV, CAP,EQU, OVI,
AVI,SUI

ACIDO FOSFONICO

Fosfomicina

AVl, BOV, PIS, SUI

Es esencial para el tratamiento de
infecciones de los peces, para los que
existen pocas alternativas de
tratamiento. Sin embargo, solo esta
disponible en unos pocos paises.

PLEUROMUTILINAS

Es esencial contra las infecciones
respiratorias de los cerdos y las aves
de corral.

Tiamulina | AVI, CEP, LEP, OVI,
SUl
Valnemulina | AVI, SUI Es de importancia critica contra la
disenteria de los suidos (Brachyspira
hyodysentereae). Sin embargo, esta
disponible solo en algunos paises.
POLIPEPTIDOS
La bacitracina se usa contra la enteritis
— necdtica en aves de corral.
Enramicina | AVI, SUI
Esta clase esta indicada para las
Gramicidina | EQU septicemias, colibacilosis, salmonelosis
e infecciones urinarias.
Bacitracina | AVI, BOV, LEP, SUI,

ovi

POLIP. CICLICOS

Los polipéptidos ciclicos se usan para
las infecciones digestivas de gram
negativas.
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Colistina | AVI, BOV,CAP, EQU,
LEP, OVI, SUI
Polimixina | BOV, CAP, EQU, LEP,

ovi, Avi

QUINOLONAS

QUINOLONAS PRIMERA
GENERACION

Flumequina

Avl, BOV,CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

Miloxacina

PIS

Acido nalidixico

BOV

Acido oxolinico

AVI, BOV, LEP, PIS,
Sul, ovI

Las quinolonas de primera generacion
se usan para el tratamiento de
septicemias e infecciones, tales como
la colibacilosis.

QUINOLONAS PRIMERA
GENERACION
(FLUOROQUINOLONAS)

Ciprofloxacina

AVI, BOV, SUI

Danofloxacina

AVl, BOV, CAP, LEP,
ovil, Sul

Difloxacina

AVI, BOV, LEP, SUI

Enrofloxacina

AVl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

Marbofloxacina

AVl, BOV, EQU, LEP,
SuUl

Norfloxacina

AVI, BOV, CAP, LEP,
ovi, Sul

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las fluoroquinolonas en
agentes sumamente importantes para
la medicina veterinaria.

Las fluoroquinolonas tienen una
importancia critica para el tratamiento
de septicemias, e infecciones
respiratorias y digestivas.

Ofloxacina | AVI, SUI
Orbifloxacina | BOV, SUI
Sarafloxacina | PIS
QUINOXALINAS
Las quinoxalinas (carbadox) se usan
para las enfermedades digestivas de
Carbadox | SUI . . .
los cerdos (la disenteria porcina). Esta
clase se usa solo en animales.
Olaquindox | SUI
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SULFONAMIDAS

Sulfaclorpiridazina

AVI, BOV, SUI

Sulfadiazina

AVI, BOV, CAP, OV,
SuUl

Sulfadimetoxina

AVl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

Sulfadimidina
(Sulfametazina,
Sulfadimerazina)

Avl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, SUI

Sulfadixina | BOV, EQU, OVI, SUI
Sulfafurazol | BOV, PIS
Sulfaguanidina | AVI, CAP, OVI

Sulfamerazina

Avl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

Sulfadimetoxazol | AVI, BOV, SUI
Sulfametoxina | AVI, PIS, SUI
Sulfamonometoxina | AVI, PIS, SUI

Sulfanilamida

AVl, BOV, CAP, OVI

Sulfapiridina

BOV, SUI

Ftalilsulfatiazol

SUl

Sulfaquinoxalina

AVI, BOV, CAP, LEP,
ovi

SULFONAMIDAS +
DIAMINOPIRIMIDINAS

Sufametoxipiridazina

AVl, BOV, EQU, SUI

Ormetoprima+
Sulfametoxina

PIS

Trimetoprima+
Sulfonamida

Avl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, PIS, SUI

DIAMINOPIRIMIDINAS

Baquiloprima

BOV, SUI

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las sulfonamidas en
agentes sumamente importantes para
la medicina veterinaria.

La diferentes clases, solas o
combinadas, tienen una importancia
critica para el tratamiento de una
amplia gama de enfermedades
(infecciones de origen bacteriano,
coccidial y protozoario) de numerosas
especies animales.
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Trimetoprima

AVl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, SUI

Ormetoprima

AVI

ESTREPTOGRAMINAS

Virginiamicina

AVI, BOV, OVI, SUI

La virginiamicina es un agente
antimicrobiano importante para la
prevencion de la enteritis necrética
(Clostridium perfrings).

TETRACICLINAS

Clortetraciclina

Avl, BOV, CAP, EQU,
LEP, OVI, SUI

Doxiciclina

AVI, BOV, CAM, CAP,
EQU, LEP, OVI, PIS,
SuUl

Oxitetraciclina

API, AVI, BOV, CAM,
CAP, EQU, LEP, OVI,
PIS, SUI

La amplia gama de aplicaciones y el
tipo de enfermedades tratadas
convierten a las tetraciclinas en
agentes sumamente importantes para
la medicina veterinaria.

Es importante para el tratamiento de
numerosas enfermedades bacterianas
y clamidias, en una amplia gama de
especies de animales.

Esta clase tiene importancia critica

Tetraciclina | API, AVI, BOV, CAM, para eltratamiento de animales contra
CAP, EQU, LEP, OVI, cowdriosis (Ehrlichia ruminantium) vy la
PIS, SUI anaplasmosis (Anaplasma marginale)
debido a la falta de alternativas
antimicrobianas.
TIOSTREPTONA Esta clase se usa en el tratamiento de
ciertas afecciones dermatoldgicas.
Nosiheptida | AVI, SUI
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Tabla 2: Carga de los discos de antimicrobianos, puntos de corte para difusiéon en medio

sélido y puntos de corte para diluciéon en medio liquido (CIM). Propuestos por el CLSI (32,

92)

Antimicrobiano

Ampicilina (AMP)
Amoxicilina/Ac.clav
(AMC)

Cefalotina (CEP)
Cefepime (FEP)
Cefotaxima (CTX)
Ceftriaxona (CRO)
Cefoxitina (FOX)
Cefuroxima (CXM)
Ceftazidima (CAZ)
Cefuroxima (CXM)
Aztreonam (AZT)
Imipenem (IMI)
Meropenem (MER)
Gentamicina (GEN)
Amicacina (AMI)
Kanamicina (KA)
Tetraciclina (TET)
Levofloxacina (LEV)
Ciprofloxacina (CIP)
Ciprofloxacina*
(CIP)

Pefloxacina (PEF)
Acido nalidixico
(NAL)
Trimetoprima-
sulfametoxazol
(SXT)

Cloranfenicol (CLR)
Enrofloxacina (ENR)
Ceftiofur (CFT)
Colistina (COL)**

Contenido
del disco

10 pg
20/10 pg

30 pg
30 pg
30 pg
30 g
30ug
30 pg
30 pg
30 ug
30ug
10 pg
10 pg
10 pg
30 ug
30 pg
30 pg
S5ug

Sug

5ug

S5ug
30 pg

1.25/23.75
ug

30 pg
5ug

30 pg
10 pg

Diametro de zona (mm)

S
=217
>18

>18
>23
221
>11

I
14-16
14-17

15-17
19-24
23-25
20-22
15-17
15-17
18-20
15-22
18-20
20-22
20-22
13-14
15-16
14-17
12-14
14-16
16-20
21-30

14-18

11-15

13-17

17-22

18-20

R
<13
<13

Criterio Interpretativo MIC

S
<8
<8/4

O = = N

IA
SIn A A AR A A A A A IA A A A IA A IA
PNASRAERRSDSDB®

o
(o)}

(ng/ml)
I R
16 232

16/8 >32/16

16 232
4-8 >16
2 >4
2 24
16 232
16 >32
8 >16
8-16 >32
8 216
2 >4
2 >4
8 >16
32 264
32 >64
8 >16
4 28
2 24
0.12-0.5 >1
- 232
- >4/76
16 232
1-2 >4
4 >8

Ciprofloxacina*: para este antimicrobiano los puntos de corte cambian en el caso de Salmonella spp.

Colistina**: para los valores de corte de CIM se tienen en cuenta los lineamientos establecidos por EUCAST

(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing- version 6.0) que considera un aislamiento

resistente a colistina cuando la CIM es > 2 ug/ml. Abreviaturas: S-sensible, I-Intermedio, R- resistente.
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Tabla 3: Cédigo de aminoacidos

Aminodcido Tres letras Una letra Tipo de aminodcido
Alanina Ala A No polar
Arginina Arg R Basico
Asparagina Asn N Polar
Aspirtico, dcido Asp D Acido
Cisteina Cys C Polar
Fenilalanina Phe F No polar
Glutdmico, dcido Glu E Acido
Glutamina Gln Q Polar
Glicina Gly G No polar
Histidina His H Basico
Isoleucina Ile I No polar
Leucina Leu L No polar
Lisina Lys K Basico
Metionina Met M No polar
Prolina Pro P No polar
Serina Ser S Polar
Tirosina Tyr Y Polar
Treonina Thr T Polar
Triptofano Trp % No polar
Valina Val A% No polar
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Protocolos experimentales

Buffers y soluciones necesarias para las extracciones de Kado y Liu.

Solucioén de Lisis
- 3%de SDS
- 50 mM de TRIS
pH 12,6: llevar a pH con NaOH 2N (se afiadi6 1,5 ml aprox.)
Volumen final: 100 ml (llevar a volumen con agua destilada)

Esterilizacion por filtraciéon (membrana con poros de 0,2 pm)

Buffer E
- 40 mM TRIS-acetato
- 2mM de sodio-EDTA
pH 7,9: Llevar a pH con acido acético glacial

Esterilizacion en autoclave.

(El buffer E es en composicién igual al buffer TAE, lo que varia es el pH. En su

reemplazo se puede utilizar buffer TAE 1X estéril)

Fenol-cloroformo-isodmilico (24:24:1).
CINa, 5M

Etanol al 96% calidad analitica.

PROTOCOLO ELECTROPORACION

1. A partir de un cultivo ON de la cepa adecuada (E. coli Dh5q, por ejemplo) realizar
una diluciéon 1/100 en caldo LB (3 ml de cultivo en 300 ml de caldo LB).

2. Incubar a 37° C hasta obtener una densidad 6ptica de 0,6 unidades de absorbancia

a una longitud de onda (A) de 600 nm (DOxe00).

Centrifugar 5 minutos a 6500 rpm a 42C en centrifuga SORVALL

Realizar dos 2 lavados con agua milliQ fria estéril. Centrifugar entre cada lavado.

Realizar 1 lavado con glicerol al 10% frio y volver a centrifugar como antes.

o 9ok W

Resuspender el sedimento bacteriano obtenido con 600 pl de glicerol al 10%.
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7. Rotular y alicuotar en tubos eppendorf de 0.5 ml, de a 50 ul de las células
obtenidas.

8. Conservar hasta utilizar en freezer de -70°C.

*Para la electroporacién usar 40 pl de células + x de plasmido/ligacidn.

Dar un pulso de 2.5 volts (KV) y recuperar en 1ml de TSB o 2XYT durante 1 hs a
379C, centrifugar y sembrar por extensién en el medio TSA suplementado con

el antibiético adecuado.

PREPARACION DE CONOS DE AGAROSA PARA DESALINACION DE LAS REACCIONES
DE LIGACION.
1. Combinar los siguientes reactivos:
0.9 gr de glucosa
0.5 gr de agarosa
50 ml. de agua

2. Disolver suavemente en microondas, hasta que la soluciéon se encuentre
totalmente liquida y transparente. Mantener la solucién a 50°C.

3. Colocar 800 pl de la solucién en un tubo de eppendorf de 1.5 ml para cada
reaccién de desalinizacion.

4. Colocar un tubo eppendorf de 0.5ml en la parte superior de la solucién de agarosa-
glucosa fundida. Presionar suavemente.

5. Esperar hasta que la agarosa solidifique y sacar el tubo suavemente del agarosa
solidificada con un movimiento giratorio, obteniendo una cavidad céncava dentro
del agarosa solidificada.

6. Agregar la cantidad de plasmido que se desalar en la superficie del agarosa
utilizando un tips.

7. Incubar 1 horas en bafio de hielo. La sal de la ligacién difundira en la agarosa-
glucosa.

8. Transferir la reaccién de ligacion dentro de un tubo eppendorf, utilizando un tip
con extremo grande, y conservar a 4°C hasta el momento de utilizacién. Desechar

el cono de agarosa utilizado.
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Protocolo de electroforesis en campo pulsado (PFGE) para el analisis de

enterobacterias.

Protocolo propuesto por Miranda y col, (209)

Preparacion de Tacos de agarosa (plugs):

1-

Se inocul6 una colonia a partir de un cultivo en placa de 18-24 horas de
incubacidn, en 5 ml de caldo Infusién cerebro corazén (BHI) y se incub6 overnight
a 37°C sin agitacion.

Se coloc6 1 ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd a 12000
rpm durante 2 minutos

Se descart6 el sobrenadante con pipeta automatica y se resuspendio el pellet
bacteriano en 1 ml de PIV. Se centrifugd nuevamente y se descartd el
sobrenadante.

Se resuspendié el pellet bacteriano en 200 pl de PIV (considerar que este volumen
inicial es de 210 pl).

Se coloc6 5 pl de la suspension bacteriana en una cubeta descartable conteniendo
1 ml de PIV (dilucién 1:200). Se cubri6 la cubeta con parafilm y se homogenizé por
inversion.

Se medi6 la densidad Optica en espectrofotémetro a 620 nm (DOsz nm),
empleando PIV como blanco (deberia estar 0.05-0.15). Se calcul6 el volumen de

PIV necesario a agregar a la suspension bacteriana para alcanzar una DO de 5

unidad

*Vol. PIV a agregar ()= (DOmegiga X 40 X 210)-

*La formula proviene de:

DO final X Vol. final= DO inicial X Vol. inicial

5 X (VOl. inicial + VO]. agregado): (DOmedida XZOO) X 210

+ VO]. agregado = [DOmed1da X200 X 210]/ 5 - 210

Tabla: Dilucién con PIV segin DO obtenida

DO medida Volumen PIV a agregar (ul) Volumen Final (pl)
<0.05 concentrar -
0.05 210 420
0.07 378 588
0.09 546 756
0.11 714 924
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0.13 882 1092
0.15 1050 1260
>0.15 Hacer dilucién en otro tubo -

7- Se limpiaron los vidrios para preparacion de los plugs con alcohol 70%. Se
transferié 150 pl de la suspensidn bacteriana (DOg20= 5 unidades) a un eppendorf
de 1.5 ml y se incub6 por 10 minutos a 50°C.

8- Se agregd a la suspension bacteriana, 150 pl de agarosa de bajo punto de fusién al
1.6% precalentada a 50°C y se mezcl6 rapidamente con vortex. Se adiciondé la
mezcla en los moldes para los plugs y se dejé solidificar a T° ambiente.

9- Los moldes se refrigeron a 4° C durante 45 minutos.

Lisis de las células en los plugs de agarosa:

10- Se removieron cuidadosamente los plugs con ansa descartable y se colocaron en
tubos de 15 ml conteniendo 1 ml de Buffer de Lisis. Se incub6 a 37°C overnight.
11- Se reemplaz6 el Buffer de Lisis por Buffer ES-P. Se incubaron los plugs a 50°C

durante 24 horas.

Lavados de plugs de agarosa:
12- Se lavaron los plugs con Buffer TE 1X para eliminar la proteinsa K. Realizar este
procedimiento al menos 5 veces, dejando actuar cada lavado durante 30 minutos
con agitacion horizontal.

Los Plugs se pueden conservar a 4°C, hasta 3-4 meses.

Equilibrio y digestion de plugs con S1 nucleasa:

13- Se equilibraron los plugs con 300 ul del Buffer 1X apropiado para la enzima de
restriccion a utilizar. En este caso S1 nucleasa. Incubar a T® ambiente durante 2-3
horas.

14- Se afiadi6 10 U/ pl de S1 nucleasa y se incub6é durante 18 horas a la T°
recomendada por el proveedor.

15- Se colocaron los plugs dentro del gel de corrida (agarosa para PFGE al 0,8 % o 1X
en Buffer TBE 1X)

16- La corrida del gel se realiz6 con pulsos de 5 a 60 segundos durante 20 horas a 200

Volts.
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Interpretacion de patrones de bandas:

e Un aislamiento se considera altamente relacionado a una cepa si se diferencia de

esta con 2 o 3 bandas

e Un aislamiento se considera posiblemente relacionado si se diferencia por 4 a 6

bandas

e Un aislamiento se considera distinto si se diferencia por 7 o mas bandas.

Preparacion de Buffers:

Buffer PIVpH 7.6
e 1IMTRISpH7.6 100 ml de TRIS 5 M, pH8.0
e 1MCINa 29,2 gr CINa

e Agua destilada csp 500 ml.
e Esterilizar en calor himedo en AUTOCLAVE

Buffer de Lisis pH 7.6

e 1IMTRISpH7.6 100 ml de TRIS5 M, pH 8.0

e 1MCINa 29,2 gr. CINa

e 100mM EDTApH 7.6 100 ml de EDTA 0,5 M, pH 8.0
e 0,2 % Deoxicolato-Na _1gr. Deoxicolato-Na

e 0,5 % Laurilsarcosinato-Na 2,5 gr. Laurilsarcosinato-Na
e 0,5 % Brij-58 2,5 gr. Brij-58

e Agua destilada csp 500 ml.
e Esterilizar por calor himedo en AUTOCLAVE.

e 1 mg/mlde Lisosima pH 7.6 y 50 pg/ml Ribonucleasa A, al momento de uso.

Buffer ES-P
Buffer ES:
e 04MEDTA 74,45 gr de EDTA
e 1% laurilsarcosinato-Na 5 gr de laurilsarcosinato-Na

e Pesar el EDTA y disolver en 400 ml de agua destilada. Ajustar a pH 9.0 agregando

grageas de NaOH. Agregar 5 gr de laurilsarcosinato-Na. Ajustar a volumen a 500 ml

con agua destilada. Esterilizar por calor himedo en AUTOCLAVE.
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Buffer ES-P (Buffer ES + Proteinasa K*):

SN. Stock 1 plug 10 plugs 15 plugs 20 plugs
Buffer ES 1ml 10 ml 15 ml 20 ml
ProteinasaK 0,5 mg 5 mg 7,5 mg 10 mg

Preparar al momento de uso. Pesar Proteinasa K y disolver en Buffer ES.

Buffer TE 1X pH 7.5
e 5mMTRIS 500 pl de TRIS 5M
e 5mMEDTA 5mlde EDTAS5 M

e pH 7.5, ajustar a 500 ml con agua destilada.

Esterilizar por calor himedo en AUTOCLAVE.

Buffer TBE 10X

e TRIS base 0.89 M 108 gr (pH 8.0)
e Borato 0.089 M 55¢gr
e 2.5mM EDTA disddico 5ml EDTA0.5M

e Ajustar a 1000 ml con agua destilada

Esterilizar por calor himedo en AUTOCLAVE.

Solucion Stock de TRIS 5 M pH 7.6

Cn. Final
1 X buffer ES
0,5 mg/ml P.K

Pesar 181, 2 gr de TRIS y agregar 200 ml de agua destilada. Ajustar a pH 8.0 por el

agregado de HCl concentrado. Ajustar a volumen de 300 ml.

Solucion Stock EDTA 0.5 M pH 7.6

Pesar 186,1 gr de EDTA (sal di sddica, PM: 372, 24), agregar 800 ml agua destilada.

Mezclar y ajustar a pH 8.0 con aproximadamente 20 gr. de grageas de NaOH. Ajustar el

volumen a 1000 ml con agua destilada. Esterilizar por calor hiimedo en AUTOCLAVAR.
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