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RESUMEN

La resistencia bacteriana a antimicrobianos y su diseminacién son una de las mayores
epidemias del mundo en la actualidad. Hoy en dia, el uso masivo, y en algunos casos, el mal uso
de los antimicrobianos, han generado una presion de seleccién en los microorganismos, creando
nuevos y mejores mecanismos de resistencia tanto en cepas bacterianas comensales como en
cepas patogenas, generando un grave problema de salud plblica que no cesa de aumentar de

forma alarmante en todo el mundo.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los perfiles de resistencia genotipica frente a
macrolidos y aminoglucdsidos en cepas indicadoras de Enterococcus spp. y Escherichia coli
fenotipicamente resistentes a estos farmacos, que fueron aisladas de la microbiota intestinal de
gallinas de postura. Se determinaron los genes de resistencia a eritromicina ermB, ermA, mefA,
msrA/B y msrC en 37 cepas de Enterococcus spp. resistentes fenotipicamente a eritromicina y los
genes de resistencia a estreptomicina aadAl, aadA2, aadE, strA y strB en 26 cepas de E. coli
resistentes fenotipicamente a estreptomicina. Se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

El gen de resistencia a eritromicina mas frecuente en cepas de Enterococcus spp. fue
ermB encontrandose en 48,6% de las cepas. Los genes ermA, mefA, msrA/B y msrC no fueron
encontrados en ninguna de las cepas del estudio. En cuanto a los genes de resistencia a
estreptomicina, los genes mas frecuentes encontrados fueron strA y strB, encontrandose en un
57,7% de las cepas de E. coli del estudio. Estos genes se encontraron siempre juntos. Los genes

aadAl, aadA2 y aadE no fueron encontrados en ninguna de las cepas del estudio.

Los resultados de este estudio entregan informacién actualizada de la situacion de
resistencia bacteriana en cepas indicadoras aisladas de animales productores de alimentos de alto
consumo en nuestro pais. Finalmente se puede sefialar que los datos presentados en este trabajo
podrian servir de base junto a otros estudios, para promover el desarrollo de un programa de

monitoreo de la resistencia bacteriana en medicina veterinaria.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials and its dissemination is one of the largest epidemics
in the world today. These days, widespread use, and in some cases, the misuse of antimicrobials
have generated a selection pressure on microorganisms, creating new and better methods of
resistance in the commensal bacterial strains as pathogenic, causing a serious public health

problem that continues to grow at an alarming rate worldwide.

The objective of this study was to characterize the genotypic resistance profiles against
macrolides and aminoglycosides in indicator strains of Enterococcus spp. and Escherichia coli
phenotypically resistant to these drugs, which were isolated from the intestinal microbiota of laying
hens. Erythromycin resistance genes ermB, ermA, mefA, msrA / B and msrC in 37 strains of
Enterococcus spp. phenotypically resistant to erythromycin, and streptomycin resistance genes
aadAl, aadA2, aadE, strA and strB in 26 strains of E. coli phenotypically resistant to streptomycin

were determined. The technique of polymerase chain reaction (PCR) was used.

The most frequently resistance gene to erythromycin found in isolated strains of
Enterococcus spp. was ermB (48.6% of the strains). ErmA, mefA, msrA / B and msrC genes were
not found in any of the isolated strains. As for the streptomycin resistance genes, the genes most
frequently found were strA and strB (57.7% of strains of E. coli strains). It must be noted the fact
that both genes were always found together. The genes aadAl, aadA2 and aadE were not found in

any of the strains of the study.

The results of this study provide information update on the development of bacterial
resistance in indicator strains isolated from food-producing animals of high consumption in our
country. Finally, it can be suggested that the data presented in this research, in agreement with
results from previous studies, can be considered as primary support for an official program of

antimicrobial resistance in veterinary medicine establishment.



INTRODUCCION

Los antimicrobianos se han utilizado por mas de 50 afios, transformando la practica de la
medicina humana y veterinaria en todo el mundo. Sin embargo, junto con el descubrimiento de los
antimicrobianos, se puso en evidencia en los microorganismos el fendmeno de la resistencia
antimicrobiana. Asi por ejemplo, al poco tiempo de haberse obtenido la penicilina, en la década de
1940, Abraham y Chain aislaron y caracterizaron una enzima desde E. coli que era capaz de
hidrolizar la penicilina. En 1944 Kirby, informd la presencia de una enzima similar tipo penicilasa en
Staphylococcus aureus. En 1959, se observo la existencia de resistencia a multiples drogas en
cepas de Shigella dysenteriae en Japon, descubriéndose después que esta resistencia se podia
pasar a una cepa de E. coli via célula-célula. A fines de los afios 60 y comienzo de los 70, la
resistencia multiple emergié de nuevo en S. aureus (actualmente uno de los principales patégenos
causantes de las mastitis clinicas en el ganado bovino lechero), y, luego en una gran variedad de

bacterias.

Actualmente, la resistencia antimicrobiana es un importante problema de salud publica a
nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefiala que existe evidencia que los
animales de produccién, entre ellos las aves de postura, son un reservorio de bacterias resistentes
y que deben hacerse esfuerzos entre médicos humanos y veterinarios para abordar este problema.
De acuerdo a lo sefalado por esta organizacioén, la aparicion de resistencia a antimicrobianos en
Medicina veterinaria ha causado un incremento en la incidencia de infecciones humanas y
animales por patdégenos resistentes, con sus consecuentes fallas en la terapia farmacoldgica y el
aumento en la probabilidad de transmisién de patégenos resistentes entre animales y desde los
animales a los hombres. Ademas, puede traer graves consecuencias econémicas en la produccion
animal, ya que se han descrito toxiinfecciones alimentarias causadas por salmonelas

multirresistentes, trayendo desconfianza entre los consumidores.

Hoy en dia, los antimicrobianos siguen empleandose, como tratamiento y prevencion de
enfermedades infecciosas en la produccion animal. Es por esto que La Asociacibn Americana de
Microbiologia (ASM), la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA) y la Asociacion Médica
Americana (AMA) han solicitado restricciones en el uso de estos farmacos en la produccién animal,

incluyendo la supresién de todos los usos no terapéuticos.

En Chile, no se encuentran disponibles registros oficiales de la situacion de resistencia
bacteriana en cepas aisladas desde animales y existe escasa informacion acerca de cuéles son los
antimicrobianos que muestran mayores porcentajes de resistencia y de los mecanismos genéticos
involucrados en conferir esta caracteristica en las cepas bacterianas. De acuerdo a lo expuesto, el

objetivo de este trabajo fue caracterizar los perfiles de resistencia genotipica frente a macrélidos y
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aminoglucésidos en cepas de Enterococcus spp., ¥y E. coli fenotipicamente resistentes a estos

farmacos y aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Vigilancia de la resistencia bacteriana a nivel mundial

Los programas de vigilancia de la resistencia a antimicrobianos existentes en diversos
paises, son un pilar fundamental para controlar el aumento y diseminacion de la resistencia
bacteriana, con interés en resguardar la salud y seguridad de la poblacién humana y animal. Un
programa de monitoreo de resistencia tiene como objetivo proporcionar, analizar y distribuir los
datos relativos a la extension y tendencias temporales de la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos de uso comun tanto en medicina veterinaria como en medicina humana. Esto
incluye observar la evolucion de la resistencia, detectar la aparicion de nuevos mecanismos de
resistencia, proporcionar los datos necesarios para llevar a cabo los analisis de riesgo implicados
en el uso indiscriminado de antimicrobianos, proporcionar una base para formular
recomendaciones sobre politicas de sanidad humana y animal, y aportar informacién para elaborar
normas y recomendaciones de uso prudente de antimicrobianos de manera de prolongar su
eficacia y vida util y tratar de frenar de alguna manera la rapida diseminacion de bacterias

resistentes y multiresistentes a nivel mundial (OIE, 2010).

El problema de la resistencia a los antibiéticos se ha vuelto ampliamente conocido en gran
parte debido al surgimiento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), un agente
bacteriano cada vez mas comun en los hospitales con consecuencias alarmantes. En 1974, 2% de
las infecciones intrahospitalarias por S. aureus en Estados Unidos era por MRSA segun el Centro
de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC). Para 1995, esta cifra se elevd a un 22% y para
2004 habia alcanzado el 64% (Rosenblatt-Farrell, 2009).

Dada la preocupacién mundial por este factor de riesgo, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) pone en marcha en el afio 1996 un plan global de monitoreo y vigilancia de
resistencia a antimicrobianos en bacterias patdgenas de importancia clinica. Inicialmente, la
vigilancia estaba dirigida a las siguientes bacterias entéricas: Salmonella spp., Shigella spp. y
Vibrio cholerae, pero a partir del afio 2000, se incluyeron a esta lista otras especies comensales y

nosocomiales, tales como Enterococcus spp. y E. coli (OMS, 2004).

En los Estados Unidos de América (EE.UU), se formo en el afio 1996, el Sistema de
Monitoreo de la Resistencia a los Antibidticos (NARMS) como un esfuerzo conjunto de la
Administracion Federal de Alimentos y Medicamentos de EE.UU (FDA), el Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) y el Departamento de Agricultura estadounidense, con el fin
de recolectar datos sobre las bacterias presentes en seres humanos y animales. El informe anual

del afio 2006 de carnes vendidas al por menor emitido por el NARMS, present6 cifras
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perturbadoras. En pruebas realizadas en muestras de pechuga de pollo recolectadas entre 2002 y
2006, un promedio de 51,1% de las muestras arrojaron resultados positivos a Campylobacter,
11,9% a Salmonella spp., 97,7% a E. coli, y 82,6% a Enterococcus spp. En muchos casos, estos
aislamientos bacterianos también resultaron positivos en cuanto a resistencia a uno o mas

farmacos (Rosenblatt-Farrell, 2009).

En la Unién Europea por su parte, numerosos paises han implementado programas de
monitoreo de resistencia antimicrobiana, siendo Dinamarca uno de los paises pioneros en este tipo
de programas. Es asi, que en el afio 1994 crea el programa “The Danish Integrated Antimicrobial
Resistance Monitoring and Research Programme” (DANMAP), el cual monitorea las tendencias de
resistencia a antimicrobianos en bacterias de origen animal, bacterias aisladas desde diversos
alimentos y bacterias aisladas desde pacientes humanos. Ademas, este programa monitorea el
consumo de antimicrobianos y proyecta posibles modelos de transmision de resistencia desde

humanos a animales y viceversa (Bager, 2000).

En Espafa, por otra parte, se creé en el afio 1996 la Red de Vigilancia Veterinaria de
Resistencias a Antimicrobianos (VAV), con el objetivo de proporcionar datos fiables y contrastables
de los niveles de resistencia a los antimicrobianos en bacterias presentes en dicho pais, y
especialmente, en las de mayor relevancia en salud publica. Esta red de vigilancia propone una
clasificacién de las bacterias en tres grandes grupos: bacterias indicadoras (E. coli y Enterococcus
faecium y/o faecalis), bacterias zoonéticas (géneros Salmonella y Campylobacter) y bacterias
patdégenas (S. aureus, Pasteurella spp., etc). Las bacterias indicadoras forman parte del protocolo
contemplado oficialmente por la Uni6on Europea en todos sus programas de Vigilancia de
Resistencias. La importancia de las bacterias indicadoras se debe a que la microflora normal de los
animales es considerada un reservorio de bacterias y determinantes genéticos de resistencia que
podrian ser transmitidos a bacterias patégenas y zoonéticas. El monitoreo de este tipo de
microorganismos permite dar a conocer a los médicos veterinarios cuales antimicrobianos estan
generando resistencia, evitando un riesgo en salud publica, ademas de disminuir el riesgo de un

fracaso terapéutico que genera grandes pérdidas econdmicas al productor (Moreno, 2008).

Por otra parte, la Comunidad Europea, considerando que no se debe incrementar el
reservorio de bacterias resistentes en los animales de produccién, prohibe utilizar antimicrobianos
que se utilizan en enfermedades graves en humanos y/o que generen resistencia cruzada con
antimicrobianos de primera linea de eleccidon en medicina humana. Es asi, que en el afio 1997

prohibe el uso de avoparcina (Directiva 97/6/CEE)1 y en 1998 de bacitracina-zinc, espiramicina,

! CEE/DIRECTIVA 97/6. 1997. UNION EUROPEA. http://europa.eu.int/index_es.htm
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virginiamicina y fosfato de tilosina (Directiva 70/524/CEE)2 en animales de produccién (San Martin
et al., 2005).

A nivel latinoamericano, en el afio 2002 se creé una red de vigilancia de resistencia a
antimicrobianos bajo el auspicio de la Organizacion Panamericana de Salud (OPS), donde
participan Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Perl, México y Chile. Esta red,
estudia la resistencia de bacterias clinicamente importantes como Shigella spp. y V. cholerae entre
otras especies bacterianas, todas de origen humano. En nuestro pais, el Instituto de Salud Publica
(ISP) es el encargado de recibir las muestras de las cepas de notificacion obligatoria (Neisseria
meningitis, Shigella spp., Salmonella spp., V. cholerae, entre otras), realizar los estudios de
sensibilidad a antimicrobianos correspondientes e informar periédicamente a este red de vigilancia
latinoamericana. Por otro lado, el Programa de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, desarrollé6 un programa de vigilancia de la resistencia bacteriana, el proyecto
PRONARES (Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia), el cual funcion6 entre los afios
1998 y 2002. Este programa tenia como objetivo analizar la susceptibilidad de patégenos
prevalentes, agrupados por sindromes clinicos (infecciones invasoras, urinarias, de piel y tejidos
blandos, entéricos y respiratorios). Sin embargo los Centros Clinicos participantes fueron muy
acotados y el Programa finalmente no dio mayores resultados llegando a su fin (Gonzalez, 2002;
Trucco et al., 2002; Garcia, 2003).

Por otro lado, respecto a la situacion en medicina veterinaria en Chile, si bien a partir del
afio 1996 las exigencias en el Registro de Productos Farmacéuticos han aumentado por parte del
Servicio Agricola y Ganadero del Ministerio de Agricultura (desde el afio 2002 no se pueden
registrar en nuestro pais antimicrobianos destinados a la promocion del crecimiento)
implementandose, ademas, un Plan Nacional de Control de Residuos de Medicamentos en cerdos,
aves y bovinos, no existe actualmente un programa de monitoreo de la resistencia bacteriana,
como tampoco restriccion en la adquisicion y uso de estos farmacos. Al respecto cabe sefialar que
aln cuando no existe un programa oficial de vigilancia de resistencia bacteriana en animales de
produccion, existe suficiente informacion cientifica que avala la existencia de este riesgo en
nuestro pais (Wolff, 2004; San Martin et al., 2005; Lapierre, 2007).

Por dltimo, la Comisién del Codex Alimentario creé un Grupo de Trabajo sobre Resistencia
Antimicrobiana (Task Force on Antimicrobial Resistance) en el que participan conjuntamente la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la OMS. Este grupo de trabajo se establecié formalmente en

una reunion celebrada en Sell (Corea) en octubre de 2007 y se divide en tres subgrupos que se

2 CEE/DIRECTIVA 70/524. 1997. UNION EUROPEA. http://europa.eu.int/index_es.htm
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ocupan de diversas facetas del Andlisis de Riesgo del desarrollo de resistencias a los

antimicrobianos derivado de su uso en animales y plantas (Moreno, 2008).

Resistencia bacteriana a antimicrobianos en sistemas de producciéon animal y el medio

ambiente.

La resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos es un grave problema que afecta
tanto la salud humana como a los animales y por lo tanto los sistemas productivos pecuarios. En
medicina veterinaria, paralelamente a lo que ocurria en medicina humana, los antimicrobianos
comenzaron a ser utilizados en el tratamiento y profilaxis de diversas enfermedades infecciosas,
tanto en los animales de compafiia como en los animales de produccion. Es indiscutible que la
utilizacion de estos farmacos ha reducido la mortalidad causada por enfermedades infecciosas de
origen bacteriano, sin embargo, en la ultimas décadas, el intensivo uso de este arsenal terapéutico

ha incrementado el desarrollo de resistencia bacteriana en todo el mundo (Wolff, 2004).

Dentro de los Sistemas productivos animales, sin duda, el uso mas controversial de los
antimicrobianos es su uso como promotor del crecimiento. Se estima que més de un 70% de todos
los antibidticos utilizados en EE.UU (mas de 10.800 toneladas al afio) se afiaden cotidianamente a
los alimentos y el agua del ganado sano. Estos farmacos son utilizados en los animales de
engorda no solo para controlar las enfermedades de origen infeccioso, sino también para mejorar
su metabolismo y reducir los requerimientos alimentarios al estimular el crecimiento de los
microbios que producen vitaminas y aminoacidos. Sin embargo, se calcula que el aumento de peso
del ganado sometido a esta practica no supera el 10-15% del peso vivo. En aquellos paises de la
Unién Europea en donde esta practica se ha eliminado y reemplazado por técnicas mas higiénicas
de alimentacién se ha obtenido el mismo peso que el de animales alimentados con suplemento
antibiotico (Mellon et al., 2001).

La préactica de utilizar antibidticos en dosis no terapéuticas, produce una selecciéon de
resistencia en las bacterias comensales y en las patégenas, que afectan a los animales, y que se
pueden aislar de productos alimentarios de origen animal, como en muestras de agua, aire y suelo
recolectadas alrededor de los sistemas productivos (Sapkota et al., 2007). Al respecto, en un
estudio realizado el afio 2001 en planteles de cerdo de EE.UU, se informé que hasta el 75% de la
tetraciclina administrada a los cerdos era excretada sin alteracion persistiendo en el ambiente,
creando una oportunidad de seleccion de resistencia dentro de las poblaciones bacterianas
ambientales (Chee-Sanford et al., 2001).

Por otro lado, las practicas de manejo de desechos animales varian considerablemente de

una granja a otra, pero en general se basan en el esparcimiento de los desechos sobre la
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superficie del suelo a manera de fertilizante, lo cual puede dar como resultado la contaminacién del
suelo y del agua superficial o subterranea. Muchas operaciones de crianza convencionales utilizan
también lagunas de desechos, las cuales proporcionan una via alternativa por la que las aves
silvestres, roedores y los insectos pueden contaminarse con bacterias resistentes, y trasmitirlas a
otros animales de produccién y/o mascotas (Chee-Sanford et al., 2001; Campagnolo et al., 2002;
Phillips et al., 2004). En este aspecto, no sélo los planteles de produccién animal contribuyen en la
contaminacion ambiental con bacterias resistentes, ya que los residuos fecales provenientes de
hospitales y hogares, también son derramados en diversos cursos de agua sin ningun tratamiento
previo, al igual que los residuos provenientes de fabricas de productos farmacéuticos (Mallon et al.,
2002; Rosenblatt-Farrell, 2009).

Un estudio publicado por Graham et al. (2009) demostrd la presencia de resistencia en
bacterias aisladas de moscas recolectadas de las areas que rodeaban una planta de produccion de
aves de corral, congruente con los tipos de antibidticos que se utilizaban alli. Estos autores
sugirieron que "la contaminacién de las moscas con bacterias entéricas resistentes a los
antibioticos en la produccion de aves de corral, incrementa el potencial de la exposicién humana a

las bacterias resistentes a los farmacos."

Uno de los trabajos mas interesantes relacionados con la diseminacion de la resistencia
bacteriana, es un estudio realizado el afio 2008 que documenté la presencia inesperadamente
elevada de E. coli resistente a farmacos en la fauna del Artico (Sjéland et al., 2008). En otro
estudio reciente, publicado el afio 2009, se tomaron 472 aislamientos bacterianos de vertebrados
de las aguas costeras del noreste de EE.UU, incluyendo mamiferos marinos, tiburones y aves, y
encontraron que el 58% de las bacterias aisladas presentaban resistencia a por lo menos un
antibiético, mientras que 43% eran resistentes a multiples farmacos (Rose et al., 2009).

La existencia de microorganismos resistentes en producciéon animal, puede traer ademas
graves implicancias econdmicas para el productor al traer desconfianza en los consumidores.
Estos microorganismos presentes en productos alimenticios de origen animal, especialmente
carnes, pueden causar infecciones graves en humanos, y dificultar enormemente el tratamiento.
Asi por ejemplo, se han descrito diversos brotes de intoxicacion alimentaria causados por
Salmonella Typhimurium multiresistentes DT104 ACSSUT (resistente a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamidas, sulfametoxazol-trimetoprim y tetraciclina), que ademas presentan
resistencia a fluoroquinolonas. Esta salmonela multiresistente ha sido aislada de diversos animales
y productos alimenticios de origen animal como carne de cerdos, aves, quesos y leche (Michanie et
al., 2001; Carramifiana et al., 2004).
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En un estudio realizado por Johnson et al. (2005) en supermercados en Minneapolis—St.
Paul (EE.UU), se concluyé que los alimentos vendidos al por menor, sobre todo carne y sus
derivados, pueden constituir un importante vehiculo para la difusion de E. coli resistentes a

antimicrobianos en la comunidad.

La resistencia antimicrobiana también trae consecuencias en la salud animal, pero la
maghnitud de este problema ha sido poco investigada. Se sefiala que la vigilancia de la resistencia
en patégenos animales como Moraxella spp., Actinobacillus pleuropneumoniae y Pasteurella
multocida, es bastante reducida en comparacion a la realizada para enteropatdégenos zoonoticos.
Esto sin embargo, se atribuye a varios factores: los altos costos de las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana, la dificultad de tomar de muestras en animales de acuerdo al sitio de infeccién y la
lenta respuesta de los laboratorios al productor (OMS, 2001; Apley, 2003). No obstante, pese al
reducido nimero de estudios, se ha demostrado la existencia de resistencia a diversos
antimicrobianos en una amplia variedad de patégenos animales tales como; E. coli patégena en
ganado bovino, cerdos y aves (Lee y Maurer, 2000, San Martin et al., 2002), P. multocida y
Mannheimia haemolytica en bovinos (Schwarz et al., 2004), Actinobacillus pleuroneumoniae y
Streptococcus suis en cerdos (Vela et al., 2005) y S. aureus multiresistentes aislados de ganado
lechero (San Martin et al., 2002).

Antimicrobianos en produccién aviar.

En la avicultura moderna, las aves son criadas bajo condiciones extremadamente
intensivas, utilizando el minimo espacio vital durante 35-40 dias para alcanzar el méximo
crecimiento 'y produccion posible. En estas explotaciones, casi cualquier problema
infectocontagioso se disemina rapidamente, reduciendo el margen de ganancia, o causando
enormes pérdidas econémicas. Evidentemente, la mortalidad, la morbilidad, las ganancias de peso
e indices de conversion son las variables econdémicas y de salud mas sensibles de estas
explotaciones. De aqui que el uso de antimicrobianos en dosis subterapéuticas en el agua de
bebida o el alimento, como prevencion de enfermedades y promotor del crecimiento sea una
practica comun en este tipo de produccién animal. Por lo tanto, la presiéon de seleccion de
resistencia provocada por los antibidticos en las bacterias comensales de las aves de corral es alta
y por consiguiente, su flora fecal contiene una proporcion relativamente alta de bacterias
resistentes (Sumano y Gutiérrez, 2000; Miles et al., 2006).

En un estudio realizado por Miles et al. (2006) en Jamaica en pollos de engorde, se

demostré altos niveles de resistencia en E. coli a tetraciclina (82%), kanamicina (91%) y &cido

nalidixico (85%). Estas bacterias pueden ser diseminadas durante el sacrificio de las aves a las
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canales, o se pueden trasmitir a los huevos durante su produccion, pudiendo infectar a los

humanos directamente, como indirectamente a través de los alimentos.

Dentro de los antimicrobianos de mayor uso y desarrollo en produccién aviar se encuentran
las quinolonas. Sin duda el enrofloxacino ha sido el antimicrobiano mas ampliamente utilizado, lo
cual ha generado la aparicién de resistencia bacteriana a este antimicrobiano y disminucion de la

eficacia percibida por el médico veterinario en los Gltimos afios (Sumano y Gutiérrez, 2000).

En EE.UU y Canada, los agentes antimicrobianos que estan disponibles para su uso como
promotores del crecimiento en aves, incluyen la bacitracina-zinc, la penicilina procaina,
tetraciclinas, tilosina, virginiamicina y monensina, mientras que los antimicrobianos que se utilizan
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades en aves de produccién son la amoxicilina,
sulfamidas, tilosina, fluoroquinolonas, lincosamidas, aminoglucdsidos, tetraciclinas, colistina y
pleuromutilina (Gyles, 2008). En Europa, estd suprimido el uso de antimicrobianos como
promotores del crecimiento en animales de produccidn, y los antibiéticos permitidos para su uso en
el tratamiento de enfermedades en avicultura incluyen betalactamicos (s6lo del grupo
aminopenicilinas), aminoglucésidos, quinolonas, polipeptidos, macrdlidos, tetraciclinas, anfenicoles,
lincosaminas y sulfonamidas (Borrell et al., 2006).

En Dinamarca, segun el ultimo reporte anual del DANMAP (2009), el consumo de agentes
antimicrobianos en aves de corral casi se duplicd, de 556 kg de sustancias activas de farmacos
vendidas a empresas y fabricas de produccion avicola en el afio 2008, a 1.070 kg para el afio
2009. Los antimicrobianos mayormente usados fueron las tetraciclinas, fluoroquinolonas,
macrolidos y amoxicilina (que hasta el afio 2007 constituia el 90% de los antimicrobianos de uso en

aves de corral).

Con respecto a la situacion en Chile, se estima que los antimicrobianos de mayor uso en
produccion aviar son las tetraciclinas, quinolonas y fluoroquinolonas. Es importante sefialar que la
avicultura en nuestro pais ha enfrentado la aparicion y estabilizacion endémica de Salmonella
Enteritidis, esto ha significado establecer planes de control para este patégeno. Con este propdsito
la Asociacion de Médicos Veterinarios Especialistas en Aves (AMEVEA) junto con el SAG (Servicio
Agricola y Ganadero), elaboraron un plan de control de Salmonella Enteritidis, el cual sugirié el uso
de antimicrobianos especificos como flumequina (quinolona) para la prevencién de la infeccion por
este patégeno (Gonzélez et al.,, 1998). Esta situacidon podria favorecer la selecciébn de cepas

resistentes a quinolonas en las cepas aisladas desde aves y sus productos.
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Escherichia coli: caracteristicas generales y reportes de su resistencia.

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, caracterizado en 1885 por el
médico Theodor Escheric, que junto a otras especies forma el género Escherichia. Constituye la
especie dominante de la flora normal digestiva del hombre y los animales, donde mas de 10

serotipos coexisten normalmente en un mismo individuo (Algorta y Schelotto, 2006).

Son estas mismas bacterias integrantes de la flora normal las que pueden causar en
diversas circunstancias, infecciones abdominales, septicemias, meningitis, infecciones del tracto
urinario, diarreas hemorréagicas, etc. Es la causa mas frecuente de infecciones por bacterias Gram
negativas y es el primer o segundo microorganismo mas frecuentemente aislado desde sangre en

humanos (Algorta y Schelotto, 2006).

E. coli es utilizada como cepa indicadora en los programas de vigilancia de resistencia
bacteriana a antimicrobianos en la mayoria de los paises, ya que es capaz de desarrollar una serie
de elaborados métodos para la adquisicion y difusion de determinantes genéticos de resistencia
sirviendo como reservorio de estos. Estudiar estos determinantes moleculares, permite
comprender de mejor manera la importancia de las bacterias comensales en el desarrollo y
transferencia de la resistencia entre bacterias (Gow et al., 2008). Ademas, la eleccion de E. coli
como bacteria indicadora se justifica por su elevada frecuencia de aislamiento e identificaciéon en
los laboratorios de sanidad animal. En las pautas que siguen diversos programas de monitoreo se
considera a E. coli como el mejor indicador entre los microorganismos Gram negativos (Moreno et
al., 2000).

En los ultimos afios, ha existido un aumento de la resistencia de E. coli a betalactamicos y
fluoroquinolonas en diversos paises, incluso en paises donde las tasas de resistencia a
antimicrobianos son bajas. Se han reportado ademas, gran cantidad de cepas multirresistentes
(Oteo et al., 2002).

Uno de los mecanismos més frecuentes de resistencia en E. coli, es la disminucién en la
expresion de proteinas de entrada de la membrana externa, mas conocidas como porinas. La
disminucién en la expresién de estas porinas, 0 mutaciones estructurales en las mismas,
disminuyen la entrada de los antimicrobianos, confiriéndole a la bacteria resistencia a uno o mas
antimicrobianos. Son muy estudiadas las alteraciones a nivel de las porinas OmpF, OmpC y PhoE,
gue confieren resistencia a farmacos como cloranfenicol, tetraciclinas, estreptomicina vy

fluoroquinolonas (Hooper, 2001 y De Spiegeleer et al., 2005).
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Otro mecanismo, comun de multirresistencia es la expresion de bombas de eflujo para
multiples antimicrobianos. En E. coli este sistema de transporte es denominado AcrAB, y esta
formado por una proteina transportadora activa que expulsa a una amplia variedad de

antimicrobianos hacia el exterior (Fluit et al., 2001 y Bambeke et al., 2003).

Ademas, un reciente estudio realizado a finales del afio 2009, sugiere que E. coli podria ser
reservorio de genes de resistencia a macrélidos, al aislarse un plasmido con el gen mph(A) (que
confiere resistencia a azitromicina y eritromicina), en cepas aisladas de cuatro continentes (Europa,
Asia, América y Africa). Se describe ademas que es muy probable que E. coli sea la responsable
de la transmisién de este gen a Shigella spp. y Salmonella spp.; esto basado en que desde 1950 la
transferencia mediada por pldsmidos entre E. coli y Shigella ha sido informada en varias
oportunidades; este estudio fue realizado luego que se reportaran diversos brotes de shigelosis en

Paris, resistentes a azitromicina (Nguyen et al., 2009).

Enterococcus spp.: Caracteristicas generales y reportes de su resistencia.

Los enterococos son cocos Gram positivos, aerobios facultativos. El género bacteriano
Enterococcus fue creado en 1980, retirandolo del género Streptococcus al cual pertenecia como
parte del grupo D, por diferencias genéticas. Se describen 16 especies (Tabla 1), pero la mayoria
de las enfermedades las causan dos de ellas: E. faecalis como principal agente (95%) y E. faecium
en menor proporcién (5%) (Chrystal, 2002). Entre ambas especies hay grandes diferencias, no
tanto en las infecciones que puedan causar, sino en su patrén de resistencias y en el ambito en

que se aislan (Causse et al., 2006).

Forman parte de la flora comensal intestinal de humanos, otros mamiferos, aves e
insectos. Son capaces de sobrevivir en medios poco enriquecidos como agua y suelo, como
también en el alimento. Son causantes de diferentes infecciones tales como; infeccién del tracto
urinario (lo méas frecuente), bacteremia, endocarditis, diverticulitis y meningitis (Luczkiewicz et al.,
2010).

Tabla 1. Especies del género Enterococcus (Juliet, 2002):

S. avium S. gallinarum

S. calcorum S. hirae

S. casseliflavus S. malodoratus

S. columbae S. mundti

S. dispar S. pseudoavium
S. durans S. raffinosus

S. faecalis S. saccharolyticus
S. faecium S. sulfureus
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El género Enterococcus surgié como consecuencia de la presién selectiva ejercida por los
antimicrobianos ya que es intrinsecamente mas resistente a los antimicrobianos que otras especies
bacterianas, siendo ésta la mayor caracteristica del género (Sander, 2002); presenta alta
resistencia natural a multiples antimicrobianos, donde se incluyen las cefalosporinas, la
clindamicina y el clotrimoxazol. Ademas tiene la capacidad de adquirir resistencia a otros
antimicrobianos (Tabla 2), incluidos los glucopéptidos (vancomicina), en ocasiones la Unica
alternativa para el tratamiento de infecciones severas por Enterococcus spp. resistentes a
ampicilina (Juliet, 2002). Esta situacion fue la que determiné que la Comunidad Europea a partir del
afio 1997 revocara la autorizaciéon de la utilizacién de avoparcina, un promotor de crecimiento del
mismo grupo de la vancomicina, por la capacidad de generar resistencia cruzada a este farmaco
de uso exclusivo en medicina humana. Mas tarde, en el afio 1999 se prohibe la utilizacién de
bacitracina, espiramicina, virginiamicina y fosfato de tilosina como promotores del crecimiento,
debido al potencial riesgo que el uso de estos antimicrobianos en dosis subterapéuticas significan
para la salud publica. Al respecto esta demostrado que cepas de Enterococcus spp. pueden
adquirir y diseminar genes de resistencia a vancomicina, los cuales pueden ser transferidos a
bacterias patégenas como MRSA (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001; Casewell et al., 2003; Causse
et al., 2006). Estudios realizados en Dinamarca, muestran que luego de la prohibiciéon del uso de
virginiamicina como promotor del crecimiento en 1997, los niveles de cepas resistentes de E.
faecium a este antimicrobiano, disminuyeron de un 60% a un 30% en pollos destinados a consumo
(Bager, 2000).

Esta capacidad de Enterococcus spp. para adquirir y diseminar determinantes genéticos de
resistencia, es uno de los motivos mas importantes por lo cual, al igual que E. coli, se considera
dentro de las bacterias indicadoras en todos los programas de vigilancia de resistencia bacteriana
a los antimicrobianos en el mundo, ademas de su alta frecuencia de aislamiento en diversos

alimentos y en el agua (Juliet, 2002 y Arias et al., 2003).

Tabla 2. Tipos de resistencia en Enterococcus spp (Juliet, 2002):

Natural Adquirida

® (efalosporinas e Ampicilina-penicilina
e Oxacilinas e Cloranfenicol
¢ (Clindamicina e Eritromicina
® Lincomicina e Tetraciclinas
® (Cotrimoxazol e Quinolonas
* Aminoglucosidos e Vancomicina-teicoplanina
(bajo nivel) e Nitrofurantoina
L]

Aminoglucésidos (alto nivel)
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La resistencia adquirida a los betalactamicos esta causada por la modificacion de las
proteinas fijadoras de penicilina (especialmente las PBP-5) y por la produccién de betalactamasas.
La resistencia intrinseca a los aminoglucésidos es de bajo grado, mientras que la adquirida se

debe a la produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Causse et al., 2006).

En cuanto a los reportes existentes sobre la resistencia de este género bacteriano, durante
la Ultima década, la investigacion mundial ha estado enfocada al estudio de los enterococos
resistentes a vancomicina (EVR), debido a la aparicion y diseminacién de EVR en los hospitales,
que constituyen un gran riesgo para los pacientes hospitalizados (Silva et al., 2005). En 1986 se
descubrieron las primeras cepas de enterococcus resistentes a vancomicina en Inglaterra,
posteriormente en ese mismo pais se incrementaron en un 50% por afo las infecciones por este
agente en algunos hospitales (Chrystal, 2002). Ademés, en 1990 emergen cepas de Enterococcus
spp. resistentes a ampicilina y también bacterias multiresistentes que dificultan los tratamientos con
impacto en la mortalidad, lo que pone en evidencia la gravedad del problema (Martel et al., 2000;
Power, 2004).

Antimicrobianos y su mecanismo de Accién

Los antimicrobianos son sustancias quimicas producidas por microorganismos (bacterias u
hongos), o bien derivados sintéticos de estas sustancias, los cuales pueden producir la muerte
bacteriana (accién bactericida) o impedir su multiplicaciéon (accion bacteriostatica), cuando estos
microorganismos son sensibles (Walsh, 2000). Su uso comenzé a principios de 1940, con la
utilizacion clinica de penicilina en pacientes humanos. Lamentablemente, en esa misma década se
identifico la enzima penicinilasa obligando a los cientificos a crear nuevos y mejores antibiéticos,
como las penicilinas acido-resistentes. En esa misma década ademas, se descubren nuevas
drogas como la estreptomicina, el cloranfenicol y la clortetraciclina. En 1950, aparece la
eritromicina y la vancomicina, gentamicina, ampicilina, cefalotina y la amikacina. Mas tarde en
1970, aparece la carbenicilina, cefoxitina y cefaclor. A principios de 1990, se desarrollaron nuevas
moléculas como cefotaxima, moxalactam, &cido clavulanico en combinacion con amoxicilina,

imipenen-cilastatina, aztreonam y fluoroquinolonas de amplio espectro (Power, 2004).

Los antimicrobianos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accién especifica sobre alguna
estructura o funcion del microorganismo; tienen elevada potencia bioldgica actuando a bajas
concentraciones y la toxicidad es selectiva, siendo minima la toxicidad para las células eucariotas
(Seija y Vignoli, 2006).
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Los agentes antimicrobianos son a menudo clasificados segun su mecanismo de accién

principal, distinguiéndose de esta forma 5 mecanismos de accién (Tenover, 2006):

1) Inhibicién de la sintesis de la pared celular (por ejemplo, betalactamicos y glucopéptidos).
2) Inhibicién de la sintesis de proteinas (macrélidos, aminoglucdsidos y tetraciclinas).

3) Interferencia con la sintesis de acidos nucleicos (fluoroquinolonas y rifampicina).

4) Inhibicion de una via metabodlica (trimetoprim-sulfametoxazol).

5) Alteracion de la estructura de la membrana bacteriana (polimixinas y daptomicina).

Aminoglucésidos: estreptomicina

Los aminoglucésidos son bactericidas, descubiertos en 1943 por Waksman quien
descubrié el primer aminoglucésido, la estreptomicina. Estas sustancias se caracterizan por la
presencia de dos o0 m&s aminoazlcares unidos por enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol.
Segun los aminoazucares se clasifican en familias (Tabla 3). Son altamente polares, policationes
solubles en agua y generalmente estables al calor y cambios de pH entre 5y 8 (Borrell et al.,
2006).

En cuanto a su espectro de accion, los aminoglucésidos generalmente son activos frente a
los bacilos aerobios Gram negativos (E. coli) y estafilococos y tienen poca actividad frente a

estreptococos y anaerobios (Seija y Vignoli, 2006).

Actualmente, gracias a su alta potencia y amplio espectro son muy usados para el
tratamiento de infecciones bacterianas causadas por bacilos Gram negativos, incluyendo
Pseudomona aeruginosa (Seija y Vignoli, 2006).

En cuanto a su mecanismo de accidn, tienen como sitio blanco el ribosoma bacteriano,
uniéndose a la subunidad 16s del RNAr, con lo cual inhiben la sintesis proteica. Secundariamente,
interrumpen la integridad de la membrana celular, al alterar los puentes de Mg2+ que unen los
lipopolisacéaridos de la membrana (Shakil et al., 2008).
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Tabla 3. Clasificacion de los aminoglucdsidos (Borrell et al., 2006).

Familia Miembros

Estreptomicina Estreptomicina

Kanamicina Kanamicina
Amicacina

Tobramicina

Dibekacina
Gentamicina Gentamicina

Netilmicina
Neomicina Neomicina

Macrélidos: eritromicina

Los macrélidos son antimicrobianos descubiertos en 1952 a partir de los productos
metabdlicos derivados de Streptomyces erytherus. Estos se clasifican segin el numero de
carbonos: 14 carbonos (eritromicina y claritromicina), 15 carbonos (azitromicina) y 16 carbonos
(espiramicina, tilosina, tilmicosina). En avicultura actualmente, sélo se usan macrdlidos de 14 y 16
atomos. Las pleuromutilinas (tiamulina) en muchas publicaciones recientes, se consideran un

grupo aparte de los macrélidos (Borrel et al., 2006).

En cuanto a su espectro de accion, la eritromicina presenta buena actividad sobre
Streptococcus spp., S. aureus, Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes, Bordetella
pertussis, Actinomyces spp., Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp. y Ricketsias. Claritromicina
y azitromicina tienen actividad sobre Mycobacterium avium. Actualmente los macrélidos son
usados en aves de postura principalmente para el tratamiento de enfermedades respiratorias,
actuando sobre bacterias del género Mycoplasma y bacterias Gram positivas (Seija y Vignoli,
2006).

En cuanto a su mecanismo de accion, actdan principalmente inhibiendo la sintesis proteica
a nivel del ribosoma bacteriano; sin embargo, estos se unen a la subunidad 23s del RNAr, la unién
se realiza mediante la formacién de puentes de hidrogeno entre diferentes radicales hidroxilo del
macrélido y determinadas bases del ARNr. Esto provoca un bloqueo en las reacciones de
transpeptidacion y traslocacion (Alekshun y Stuart, 2007). Es importante destacar que los
ribosomas bacterianos difieren estructuralmente de sus homdlogos eucariotas, por lo que los
antimicrobianos que actiian sobre este organelo, lo hacen de manera selectiva, atacando solo a las

células bacterianas.
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Mecanismos de resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir la
accion de los agentes antimicrobianos. Estos mecanismos muestran una elevada sofisticacion
bioguimica y genética, limitando seriamente la utilidad de la terapia antimicrobiana. La sola
presencia de estos antimicrobianos ejerce una presién selectiva sobre las bacterias, permitiendo
gue aquellas que son capaces de sobrevivir y multiplicarse generen una poblacion o progenie
resistente (McEwen y Fedorka-Cray, 2002 y Fernandez et al., 2003).

Esta resistencia puede ser clasificada como natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia
natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano, y su aparicién es anterior al uso de
los antimicrobianos, como lo demuestra el aislamiento de bacterias resistentes a los
antimicrobianos, de una edad estimada de 2000 afios, encontradas en las profundidades de los
glaciales de las regiones articas de Canada. En el caso de la resistencia natural todas las bacterias
de la misma especie son resistentes a algunas familias de antibidticos y esto les permite tener
ventajas competitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso que se emplee ese
antibiético. Un claro ejemplo de este tipo de resistencia es lo que sucede con el género
Mycoplasma, que al carecer de pared celular, no son afectados por los antibiéticos betalactdmicos
que actlan interviniendo con la sintesis de dicha pared (Fernandez et al., 2003 y Vignoli y Seija,
2006).

La resistencia adquirida, en cambio, se produce cuando las cepas bacterianas sufren
mutaciones cromosomales o incorporan material genético exégeno extracromosomal, llevando
finalmente al fracaso terapéutico frente a una infeccién (Vignoli y Seija, 2006). Las mutaciones son
relativamente raras; ocurren nicamente en un evento por cada 10"-10", y son transferibles sélo a
la progenie de la bacteria a través de la denominada Transferencia Vertical de genes de
resistencia, por lo tanto son de poca importancia. Resultan mucho mas preocupantes los sistemas
de transferencia de genes, a través de determinantes genéticos movibles que permiten compartir el
material genético entre las bacterias. Una estrategia de transferencia genética es el intercambio de
plasmidos conjugativos. Estos circulos de ADN, que estan separados del cromosoma bacteriano,
pueden replicarse independientemente y desplazarse entre las bacterias portando genes con
resistencia a los antibiéticos, con lo cual se multiplica la resistencia a los antibiéticos entre las
generaciones sucesivas dentro de una colonia bacteriana (Tenover, 2006 y Rosenblatt-Farrell,
2009). Las bacterias también pueden adquirir genes de resistencia a través de la propagacion de
transposones conjugativos y no conjugativos, y mas recientemente, integrones y cassettes
genéticos de resistencia. Hasta la fecha se han descrito varias clases de integrones de acuerdo a
la secuencia nucleotidica del gen intl, donde al menos tres de ellas estan relacionadas con la

expresion de genes de resistencia (Gonzalez et al., 2004).
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Este traspaso de genes, desde bacterias resistentes a bacterias sensibles, puede ocurrir a

través de tres procesos (Tenover, 2006):

1) Conjugacion: es el proceso de transferencia de informacién genética desde una célula donadora
a otra receptora, promovido por determinados tipos de plasmidos, que portan un conjunto de genes
cuyos productos participan en el proceso, y que requiere de contacto directo entre ambas células,
con intervencion de estructuras superficiales especializadas y de funciones especificas (pilus
sexuales en los Gram negativos, y contacto intimo en los Gram positivos). Este mecanismo es el

mas importante en la transferencia de genes de resistencia.

2) Transduccion: Es la trasferencia de genes de resistencia desde una bacteria a otra a través de

bacteriéfagos (virus bacteriano). Este es un evento relativamente raro.

3) Transformacion: Es el proceso mediante el cual las bacterias adquieren e incorporan segmentos

de DNA liberados al medio ambiente producto de procesos de lisis bacteriana.

Estos tres mecanismos forman parte de la denominada transferencia horizontal de genes
(HGT). De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios antibiéticos sin
necesidad de haber estado en contacto con estos. Este proceso es ampliamente reconocido como
el mecanismo responsable de la emergencia de multirresistencia a antimicrobianos en bacterias y
la amplia distribucion de genes de resistencia, no solo entre bacterias de la misma especie, sino

también inter especie (De la Cruz y Davies, 2000).

Los mecanismos de resistencia, ya sean adquiridos o naturales, pueden ser agrupados en
las siguientes categorias (Fernandez et al., 2003; Tenover 2006; Vignoli y Seija, 2006):

e Inactivacion enzimatica: Corresponde a la modificacion enzimatica de la estructura
molecular de un antimicrobiano, de manera que este pierde su funcionalidad. El principal
mecanismo de inactivacion es la hidrélisis enzimética, por ejemplo aquella realizada por las
betalactamasas. Existen ademés otro tipo de modificaciones bioquimicas tales como
acetilaciones (acetiltransferasas), adenilaciones (adeniltransferasas) o fosforilaciones
(fosfotransferasas) inactivantes, mecanismos principales de resistencia a aminoglucésidos
y cloranfenicol. En afios recientes la aparicién de beta lactamasas de amplio espectro que
incluyen a las antibetalactamasas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam), dificulta el

uso de estos antibiéticos tan utilizados.
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e Modificaciones del sitio blanco: Consiste en la alteracion quimica del sitio de accion del
antimicrobiano. Un ejemplo de este mecanismo es la alteracion en las PBP (proteinas de
unién a penicilinas) en Streptococcus pneumoniae, que confiere resistencia a penicilina e

incluso a ceftriaxona, cefalosporina de tercera generacion.

e Alteraciones en la permeabilidad: Consiste en la modificacion de la permeabilidad de la
célula bacteriana para disminuir la concentracion efectiva de antimicrobiano al interior de
ésta. Este mecanismo incluye las alteraciones a nivel de la membrana bacteriana como es
la disminucién de la expresién de porinas (por ejemplo OmpF en E. coli), y alteraciones en
la entrada de antibidticos dependiente de energia (primera etapa de ingreso de
aminoglucésidos), como también aumento en la salida de los antibiéticos (bombas de

eflujo).

Es importante destacar, que si bien, pueden existen arsenales genéticos que determinan
mecanismos moleculares de resistencia en las bacterias, es necesario ademas, que ésta cuente
con la maquinaria metabdlica necesaria para expresar estos genes. Ese gen o esos genes deben
ser expresados en cantidad y calidad suficiente, y muchas veces deben interactuar distintos
mecanismos de resistencia para alcanzar la sobrevida bacteriana. Como ejemplo se puede
destacar la expresién en E. coli de su betalactamasa de clase C (tipo Amp-C). El gen que codifica
para esta enzima capaz de romper distintos antibiéticos betalactamicos, se encuentra naturalmente
codificado en el cromosoma de dicha bacteria, sin embargo la expresion de esta enzima es minima
debido a que este microorganismo carece del promotor natural (Amp-R). De este modo, si bien E.
coli posee un gen capaz de producir un efectivo mecanismo de resistencia, su escasa expresion
(asociada a la accion residual de algin promotor que se encuentre corriente arriba en el
cromosoma bacteriano) hace que el microorganismo pueda comportarse como sensible a
ampicilina (Vignoli y Seija, 2006).

Mecanismos de resistencia a aminoglucésidos y genes que codifican su resistencia

Los mecanismos de resistencia a aminoglucésidos incluyen: a) La inactivacién enzimética
del antibiético por N-acetilaciéon, adenilacion y fosforilacion, b) La disminucién de la concentracion
intracelular, por cambios en la permeabilidad de la membrana externa, disminucién del transporte
interno de membrana, y bombas de eflujo c) Alteracion de la subunidad 30s ribosomal por

mutacion y, d) Metilacién de la subunidad 16s del RNAr (Vignoli y Seija, 2006).

De estos, el mecanismo mas importante es la modificacion enzimética, resultando en una
disminucién de la actividad del farmaco debido a una disminucién de la afinidad por su sitio blanco,

el ribosoma, especificamente la subunidad 16s del RNAr. Estas enzimas, generalmente estan

22



codificadas en plasmidos y transposones. La transferencia de los genes que codifican estas

enzimas a través de la conjugacién es un fenémeno coman (Shakil et al., 2008).

Dentro de los genes mas prevalentes que codifican resistencia para estreptomicina se
encuentran: strA, strB, aadAl, aadA2, aadE. Los genes aadA y aadE son responsables de la
inactivacion enzimatica por adenilacién, mientras que los genes str actGan inactivando el

aminoglucésidos por fosforilacién (Sunde y Norstrém, 2006 y Gow et al., 2008).

Mecanismos de resistencia a macrélidos y genes que codifican su resistencia

En cuanto a los macrélidos, los mecanismos de resistencia que los afectan implican
basicamente los grandes mecanismos ya mencionados, siendo importantes la metilacion del RNAr
y las bombas de eflujo (Vignoli y Seija, 2006).

La resistencia a eritromicina en Enterococcus spp. incluye metilasas que actian sobre el
sitio blanco, bombas de eflujo e inactivacion enzimatica (Hummel et al., 2007 y Toomey et al.,
2010). Las metilasas que actian sobre la subunidad 23s del RNAr son codificadas por genes erm,
los cuales confieren resistencia cruzada con macrélidos, lincosamidas y estreptogaminas. El gen
ermB es el m4s ampliamente distribuido en el género enterococcus y generalmente se encuentra
asociado a plasmidos conjugativos o a transposones, junto a otros determinantes genéticos de
resistencia. Existen ademas el gen ermA y ermC que al igual que ermB actian metilando la
subunidad 23s del RNAr pero son menos frecuentes (Hummel et al., 2007; Nguyen et al., 2009;
Toomey et al., 2010). Otro gen de importancia en la resistencia a eritromicina es el gen msrA/B y
mefA que codifican bombas de eflujo. Estos genes se encuentran principalmente en organismos
Gram positivos, aunque mefA ha sido identificado también en Gram negativos. Se describe
ademas que en enterococcus existe el gen msrC que codifica una bomba de flujo especifica para
este género bacteriano (Hummel et al., 2007; Nguyen et al., 2009; Toomey et al., 2010). Se
describen ademd&s en enterobacterias, la inactivaciéon enzimatica de macrélidos. En este
mecanismo participan esterasas codificadas por los genes ereA y ereB, y fosfotransferasas
codificadas por los genes mphA, mphB y mphD. Todos estos genes confieren resistencia cruzada

entre eritromicina y azitromicina (Nguyen et al., 2009).
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Técnicas utilizadas en la identificacion de bacterias resistentes y determinantes

genéticos de resistencia.

Para llevar a cabo un buen programa de monitoreo y vigilancia de la resistencia bacteriana
es necesario llegar a un acuerdo de cudles seran las cepas bacterianas a estudiar, las especies
animales de origen en estudio, los antimicrobianos implicados y ademas, es necesario estandarizar
las técnicas empleadas en el estudio, asi como las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos que
se aplican para establecer si una cepa bacteriana es o no resistente (Moreno et al., 2000; Petersen
et al., 2003).

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos, tienen como objetivo caracterizar a una
cepa aislada como sensible o resistente a uno o0 mas agentes antimicrobianos, basados en un
mecanismo o fenotipo de resistencia. Algunas de estas pruebas tienen suficiente sensibilidad y
especificidad, y sus resultados pueden ser informados sin ninguna prueba adicional. Otras,
requieren pruebas adicionales para confirmar los resultados presuntivos del screening. En la
actualidad existen diversas pruebas para evaluar la susceptibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos. Las dos pruebas de referencia que son utilizadas, tanto en medicina humana
como veterinaria, son la prueba de difusién en placa (Kirby-Bauer) y la prueba de dilucion en placa

o caldo.

La prueba de dilucion en placa, fue creada en 1992 por la NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) quien define la Concentracién Minima Inhibitoria de un farmaco
(CIM). La CIM de un antimicrobiano es la minima concentracion que inhibe la multiplicacion y
produccion de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Esta
CIM se determina incubando una cantidad conocida de bacterias con diluciones definidas de un
agente antimicrobiano. Los resultados son interpretados como susceptible, intermedio o resistente.
Las pruebas de la CIM pueden ser realizadas usando como medios de cultivo caldo o agar, pero la

microdilucién en caldo es el método mas utilizado en los laboratorios clinicos.

La prueba de difusién y dilucién en placa, se basan en las descripciones realizadas por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, antes NCCLS) y son utilizadas por los
laboratorios microbioldgicos de diagndstico y de referencia en todo el mundo (Quin et al., 2004;
CLSI, 2010).

Las dos pruebas mencionadas son los métodos de referencia, sin embargo, son muy
laboriosas, requieren de personal entrenado y se encuentran reservadas principalmente a
laboratorios especializados. Debido a esto, nuevas alternativas menos engorrosas de realizar y con

buena reproducibilidad, han surgido en el mercado para laboratorios que no cuentan con estos
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métodos. Un ejemplo de estos nuevos métodos, es el E-Test, el cual es un método de difusién en
agar, que consta de una tira con una gradiente de concentracién del antibidtico y permite
cuantificar, mediante la lectura de un elipse de inhibicion, las concentraciones minimas inhibitorias
(CIMs). Este método ha demostrado una buena concordancia con el método de referencia en
diversos estudios. Se trata de una prueba mas sencilla que las clasicas y que tiene la ventaja de

ser cuantitativa, pero es de un mayor costo (Tapia et al., 2003).

Es importante destacar, que algunas de las fallas que no permiten la rapida deteccion y
notificacién de las bacterias resistentes, incluyen la falta de compromiso de los Laboratorios
Clinicos por compartir y publicar sus resultados de pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos,
error al interpretar los resultados de estas pruebas, y falta de un sistema colectivo que relina esta
informacion, la analice y la informe a tiempo a todos los centros de Salud Mundial (Counts et al.,
2007). Tenover et al. (2001) también documentaron errores en la deteccion de bacterias
resistentes a antimicrobianos y fallas en las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos en diversos

laboratorios internacionales.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Caracterizar los perfiles de resistencia genotipica frente a macrdlidos y aminoglucésidos en
cepas de Enterococcus spp. y E. coli aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura y

fenotipicamente resistentes a estos farmacos.

Objetivos especificos

1. Identificar los genes de resistencia mas frecuentes a eritromicina en cepas de
Enterococcus spp. aisladas desde la microbiota intestinal de gallinas de postura y

fenotipicamente resistentes a este farmaco.
2. ldentificar los genes de resistencia mas frecuentes a estreptomicina en cepas de E. coli

aisladas desde la microbiota intestinal de gallinas de postura y fenotipicamente resistentes

a este farmaco.
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MATERIALES Y METODOS

1) Origen de las cepas bacterianas en estudio.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron obtenidas el afio 2009 en el marco de
una memoria de titulo, la cual lleva por nombre: “Caracterizaciéon genotipica de la resistencia
antimicrobiana en cepas aisladas desde la microbiota intestinal de gallinas de postura sometidas a
tratamiento con antimicrobianos” (Araya, en ejecucion). Las cepas, una vez aisladas e identificadas
se almacenaron en solucién TSB (Tryptic Soy Broth) y glicerol al 15% a una temperatura de -20°C
en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.

En este estudio, se trabajé con un total de 63 cepas, de las cuales 26 fueron cepas de E. coli
fenotipicamente resistentes a estreptomicina y 37 fueron cepas de Enterococcus spp.

fenotipicamente resistentes a eritromicina.

2) Viabilidad de las cepas bacterianas.

Para verificar la viabilidad de las cepas bacterianas se realizé una resiembra de estas. Para
esto, se extrajo con asas bacteriologicas estériles, un inéculo y se cultivd en 3 ml de caldo
Tripticasa Soya a 37+1°C por 18 a 24 horas. Luego, se sembrd con la técnica del reloj, una
muestra de este caldo en agar selectivo (agar McConkey para E. coli y agar BBL Enterococcosel
para Enterococcus spp.) y se incub6 a 37+1°C por 18 a 24 horas. Posteriormente, se extrajo una
colonia representativa de la placa con asa estéril y se cultivd nuevamente en 3 mL de caldo

Tripticasa Soya a 37+1°C por 18 a 24 horas para la extraccion del DNA bacteriano.
A continuacion, en la figura 1 se esquematiza la metodologia necesaria para obtener el

DNA de una cepa bacteriana y luego los pasos a seguir, hasta la visualizaciéon de los genes de

resistencia.
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Figura 1. Esquematizacién de la obtencién del DNA bacteriano, amplificacion de un gen y su

visualizacion.

Una
| colonia = il
N sy
| S |~ ) S /
Cepa 3mL caldo Agar 3l aido 50 pL caldo + 150 pL agua
bacteriana Tripticasa Selectivo o libre de nucleasas
Tripticasa
congelada Soya soya
‘ Termociclador a 332C
v por 10 min.
Obtencion del DNA
PCR
Electroforesis Amplificacion de
Visualizacién de genes genes

3) Obtencidon del DNA bacteriano.

Posterior a la incubacion del caldo con la colonia mas representativa, se extrajeron 50 ul de
este y se agregaron 150 pl de agua libre de nucleasas en un tubo Eppendorf de 0.2 mL. La mezcla
se introdujo al termociclador Labnet® durante 10 minutos a 99°C, para realizar la lisis bacteriana y

obtener el DNA, el cual se utilizé para la amplificacion.

4) Identificacion de los genes de resistencia.

Para determinar la presencia de los genes de resistencia mas frecuentes, se llevé a cabo la

técnica de Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR).

Los genes involucrados en la resistencia a estreptomicina y eritromicina mas frecuentes y que

fueron identificados en el presente estudio fueron:

e Resistencia a estreptomicina: aadAl, aadA2, aadE, strA, strB.

e Resistencia a eritromicina: ermB, ermA, mefA, msrA/B, msrC.
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4.1)  Amplificacion del DNA por PCR

La amplificacidon del DNA se realiz6 mezclando en tubos Eppendorf de 0.2 mL, 3 pl de cada
lisado bacteriano como templado, 10 pl de PCR Master Mix® (Taq polimerasa, buffer, MgCl,,
dNTPs), 1 pl de cada partidor (Forward y Reverse) y 10 pl de agua libre de nucleasas, de manera

de obtener 25 pl de mezcla total.

Las muestras fueron procesadas en un termociclador Labnet® programado de la siguiente
manera: temperatura inicial de 95°C por tres minutos, 30 ciclos de un minuto a 94°C, 30 segundos
a la temperatura de hibridacion especifica para cada partidor, 30 segundos a 72°C y una extension

final de 10 minutos a 72°C. Al terminar todos los ciclos, las muestras se mantienen a 4°C.

Estos procesos se realizaron bajo campana de bioseguridad dispuesta en el Laboratorio de
Farmacologia, y se trabajo siempre con material estéril, libre de DNAsas y RNAsas que pudieran
haber interferido con los resultados del estudio. Ademas fue de uso obligatorio el delantal blanco

debidamente cerrado, guantes y mangas desechables cuando fue necesario.

Los genes identificados, su tamafio de amplificado, su temperatura de hibridacion y la

secuencia de sus partidores se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 1. Genes identificados, tamafio del amplificado, temperatura de hibridacion y secuencia de

los partidores.

Tamafo | Temperatura Secuencia de
Antimicrobiano Gen Producto Hibridacion Partidores
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4.2) Visualizacién de los genes de resistencia

La visualizacién de los genes de resistencia amplificados por PCR, se realiz6 mediante

una electroforesis en gel de agarosa.

La concentracion del gel es dependiente del tamafio de cada gen, variando entre 0.8% y
3%. Para fines practicos, se utilizd una concentracion del 2%. Para preparar el gel se realizo la
siguiente mezcla: 100 ml de Solucion buffer TAE 1X (Tris-base, Acido acético y EDTA), 2 gr de
agarosa y 10 pl de GelRed" (tincion de acidos nucleicos de accion equivalente al bromuro de
etidio). Luego, se rellenaron los pocillos del gel de agarosa, y para esto se mezclaron 10 pl de
cada amplificado con 2 pl de buffer de carga (glicerol al 30% en agua, xylecianol FF 0,25%, azul de
bromofenol 0,25%).

En otro pocillo del gel, y como control positivo se colocaron 7 pl de un indicador de peso
molecular en pares de bases (GeneRuler™ DNA Ladder) especifico para cada tamafio del gen
(se utiliz6 DNA Ladder de 50 bp, 100 bp y 1 Kb). Se utilizaron los siguientes marcadores para cada
gen:

Genes de Resistencia a estreptomicina

Gen aadAl: Tamafio del gen de 198 pb, y se utilizé Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.

Gen aadA2: Tamafio del gen de 282 pb, y se utilizé Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.
e Gen aadE: Tamafo del gen de 597 pb, y se utiliz6 Ladder de 100 pb.

e Gen strA: Tamafio del gen de 548 pb y se utiliz6 Ladder de 100 pb.

e Gen strB: Tamafio del gen de 509 pb y se utilizé6 Ladder de 100 pb.

Genes de Resistencia a eritromicina

e Gen ermB: Tamafio del gen de 616 pb y se utilizé Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.

e Gen ermA: Tamafio del gen de 206 pb y se utilizé Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.

e Gen mefA: Tamafio del gen de 348 pb y se utiliz6 Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.

e Gen msrA/B: Tamafio del gen de 350 pb y se utilizé Ladder de 50 pb y Ladder de 100 pb.
e Gen msrC: Tamafio del gen de 1040 pb y se utiliz6 Ladder de 1 Kb.
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Luego de trascurrido el tiempo de la electroforesis (de 2 horas y media a 3 horas), a modo
constante con 80 Volt, se visualizaron los genes en un transiluminador de luz ultravioleta, con las
medidas de bioseguridad requeridas (camara de acrilico, y lentes de proteccion contra luz

ultravioleta). Se tomaron fotografias de cada resultado.
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RESULTADOS

Primer objetivo:

“Identificar los genes de resistencia mas frecuentes a eritromicina en cepas de
Enterococcus spp. aisladas desde la microbiota intestinal de gallinas de postura y

fenotipicamente resistentes a este farmaco”

1. Deteccion de Determinantes genéticos de resistencia a eritromicina en cepas de Enterococcus

Spp.

Se investigd en 37 cepas de Enterococcus spp. fenotipicamente resistentes a eritromicina
(in vitro), la presencia de los genes involucrados con mayor frecuencia en la resistencia a este

farmaco: ermB, ermA, mefA, msrA/B y msrC.

1.1 Deteccion del gen ermB.

De las 37 cepas de Enterococcus spp. 18 (48.6%) fueron positivas para este gen, y 19
(51.4%) fueron negativas (Figura 1). Estos resultados demuestran una prevalencia importante del
gen ermB en las cepas estudiadas. Los resultados fueron visualizados como muestran las

fotografias (Figura 2).

Identificacion de ermB en cepas de Enterococcus spp. (n=37)

B Negativo M Positivo

Figura 1. Prevalencia del gen ermB en cepas de Enterocuccus spp. fenotipicamente resistentes a

eritromicina.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa para visualizacién del gen de resistencia a eritromicina
ermB, en cepas de Enterococcus spp. aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura.
Los fragmentos amplificados coinciden con el tamafio del gen esperado de 616 pb (Panel A,B,C y
D).

A

ATCC 291 523 (25

Marcador 50 pb

ATCC 360 Cc47

Marcador 100 pb

Marcador 50 pb




ATCC 380 472 230 340 (35

Marcador
50 pb

Marcador

ATCC 395 479 505

1.2 Deteccion de los genes ermA, mefA, msrA/B y msrC.
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Todas las cepas de Enterococcus spp. resistentes fenotipicamente a eritromicina fueron
negativas a ermA, mefA, msrA y msrC. Esto demuestra la nula implicancia de estos genes en la

resistencia a eritromicina en las cepas de enterococos de este estudio.

En la tabla 1, se presentan los resultados de la identificacion de los genes de resistencia a

eritromicina.
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Tabla 1. Resultados de la identificacién de genes de resistencia a eritromicina en 37 cepas de
Enterococcus spp. aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura. Las cepas estan
identificadas con sus respectivos nimeros, y el resultado se muestra como positivo para la

presencia del gen (+), o negativo para la presencia del gen (-), segiin corresponda.

Enterococcus
spp.
resistentes ermB ermA mefA msrA/B msrC
6 - - - - -
17 - - - - -
30
33
57
66
78
86
106
380 - - - - -
395 - - - - -
405 - - - - -
421 - - - - -
435 - - - - -
450 - - - - -
462 - - - - -
472 - - - - -
479 - - - - -
488 - - - - -
505 - - - - -
523 + - - - -
540 - - - - -
162 +
230 +
280 + - - - -
+
+

4[|+ |+
1
1
1
1

291
310
330 - - - - -
340 - - - - -
350 - - - - -
360 + - - - -
371 +

c5 - - - - -
cl7
c25
c35 - - - - -
ca47 + - - - -
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Segundo Objetivo:

“Identificar los genes de resistencia mas frecuentes a estreptomicina en cepas de E. coli
aisladas desde la microbiota intestinal de gallinas de postura y fenotipicamente resistentes

a este farmaco”.

2. Deteccidn de Determinantes genéticos de resistencia a estreptomicina en cepas de E. coli.

Se investigd en 26 cepas de E. coli. fenotipicamente resistentes a estreptomicina (in vitro),
la presencia de los genes involucrados con mayor frecuencia en la resistencia a este farmaco: strA,
strB, aadAl, aadA2 y aadE.

2.1) Deteccion del gen strA.

De las 26 cepas de E. coli, resistentes fenotipicamente a estreptomicina, 15 (57.7%) fueron
positivas para el gen, y 11 (42.3%) fueron negativas (Figura 3). Estos resultados demuestran una
prevalencia importante del gen strA en las cepas estudiadas. Los resultados fueron visualizados

como se muestra en la Figura 4.

Identificacion de strA en cepas de Escherichia coli (n=26)

B Negativo MPositivo

Figura 3. Prevalencia del gen strA en 26 cepas de E. coli resistentes fenotipicamente a

estreptomicina.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa para visualizaciéon del gen de resistencia a
estreptomicina strA en cepas de E. coli. aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura.
Los fragmentos amplificados coinciden con el tamafio del gen esperado de 548 pb (Panel A, By

C).

ATCC 21 165 145 205 221 299 391 (C42 430 345 483 466 445 375

Marcador
100 pb.

Marcador
100 pb
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2.2 Deteccion del gen strB.

De las 26 cepas de E. coli, resistentes fenotipicamente a estreptomicina, 15 (57.7%) fueron
positivas para el gen, y 11 (42.3%) fueron negativas (Figura 5). Estos resultados demuestran una
prevalencia importante del gen strB en las cepas estudiadas. Ademas, las cepas positivas para el
gen strB coinciden exactamente con las cepas positivas del gen strA, es decir, las cepas que
contienen el gen strB contienen a la vez el gen strA. Los resultados fueron visualizados como

muestra la Figura 6.

Identificaciéon de strB en cepas de Escherichia coli (n=26)

B Negativo MPositivo

Figura 5. Prevalencia del gen strB en 26 cepas de E. coli resistentes fenotipicamente a

estreptomicina.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion del gen de resistencia a
estreptomicina strB en cepas de E. coli. aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura.

Los fragmentos amplificados coinciden con el tamafio del gen esperado de 509 pb (Panel A y B).

A

375 221 445 51 241 534 456 365
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-

Marcador
Marcador 100 pb
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ATCC 466 C42 36 430 483 475 275 205 391 345 299 145 216 32 91 196 165

Marcador
100 pb

2.3 Deteccion de los genes aadAl, aadA2 y aadE.
Todas las cepas de E. coli resistentes fenotipicamente a estreptomicina fueron negativas
a aadAl, aadA2 y aadE. Esto demuestra la nula implicancia de estos genes en la resistencia a

estreptomicina en las cepas de E. coli de este estudio.

En la tabla 2, se presentan los resultados de la identificacion de los genes de resistencia a

estreptomicina.
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Tabla 2. Resultados de la identificacion de genes de resistencia a estreptomicina en 26 cepas de
E. coli aisladas de la microbiota intestinal de gallinas de postura. Las cepas estan identificadas con
sus respectivos nimeros, y el resultado se muestra como positivo para la presencia del gen (+), o

negativo para la presencia del gen (-), segun corresponda.

E. coli
resistentes aadAl aadA2 aadE StrA strB

21 - - - + +

32 - - - + +

36 - - - - -

51 - - -

91 - - -

375 - - -

391 - - -

430 - - -

445 - - ]

456 - - - - -

466 - - - + +

475 - - - - -

483 - - - - -

534 - - - + +

145 - - - - -

165 - - - - -

196 - - - - -

205 - - - - -

216 - - - - -

221 - - - + +

241 - - - - -

275 - - - + +

299 - - - - -

345 - - - + +

365 - - -

c42 - - - + +
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DISCUSION

La aparicion de patégenos resistentes a los antimicrobianos que impactan la salud de los
animales ha sido una preocupacién creciente en la medicina veterinaria (White y McDermaott,
2001). Sin embargo, el uso de los antimicrobianos en animales de produccién sigue siendo la
principal herramienta terapéutica para prevenir y tratar enfermedades de origen bacteriano, a pesar
del riesgo que significa que residuos de estos farmacos permanezcan en carne, leche o huevos de
estos animales tratados. Ademas, el uso de estas drogas aumenta los riesgos de seleccion y

diseminacion de cepas bacterias resistentes (Lapierre, 2007).

Algunos autores sefialan que los factores mas importantes de seleccion de bacterias
resistentes en animales de produccion es el uso inadecuado de farmacos y el hacinamiento
(Fedorka-Cray et al., 2002). En nuestro pais, algunos de estos factores podrian encontrarse en
determinadas circunstancias de produccién intensivas como la avicola, donde las existencias para
el 2008 superaron las 44 millones de aves (ODEPA, 2008). En la avicultura moderna, las aves son
criadas bajo condiciones extremadamente intensivas, utilizando el minimo espacio vital durante 35-
40 dias para alcanzar el maximo crecimiento y produccién posible. En estas explotaciones, casi
cualquier problema infectocontagioso se disemina rapidamente, reduciendo el margen de ganancia
y causando enormes pérdidas econdmicas. Evidentemente, la mortalidad, la morbilidad, las
ganancias de peso e indices de conversion son las variables econémicas y de salud mas sensibles
de estas explotaciones. De aqui que el uso de antimicrobianos en dosis subterapéuticas en el agua
de bebida o el alimento, como prevencion de enfermedades y promotor del crecimiento sea una
practica comun en este tipo de produccién animal. Por lo tanto, la presiéon de seleccion de
resistencia provocada por los antibiéticos en las bacterias comensales de las aves de corral es alta
y, por consiguiente, su flora fecal contiene una proporcion relativamente alta de bacterias
resistentes (Sumano y Gutiérrez, 2000 y Miles et al., 2006), considerando ademas que todos los
antimicrobianos usados en el rebafio pueden afectar la resistencia en coliformes (Lehtolainen et al.,
2003).

Contribuyendo a la gravedad del problema, los antimicrobianos en los sistemas de
produccion, en general son usados en forma empirica, sin contar con pruebas de sensibilidad o
informacién acerca de la presencia de resistencia bacteriana dentro de los planteles, lo que deriva
en fallas terapéuticas, aumento en la morbilidad y mortalidad de los animales, aumento de los
costos de produccion y aumento de los riesgos para la salud animal y la salud publica (Anderson et
al., 2003). Esto se ve empeorado, ya que como se mencion6é anteriormente en la revision
bibliografica, Chile no cuenta con un programa oficial de Vigilancia de la resistencia bacteriana en
medicina veterinaria, desconociéndose por lo tanto los niveles de resistencia reales existentes en

nuestros animales, y desconociéndose ademas el impacto que produce el uso de diversos
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antimicrobianos en las especies productivas. Seria sumamente importante crear un programa de
vigilancia de la resistencia bacteriana a antimicrobianos, ya que se ha demostrado que en paises
en los cuales se han desarrollado por mas de una década programas de este tipo, como es el caso
de Dinamarca (DANMAP), Suecia (SVARM), Estados Unidos (NARMS) y Japén (JVARM), los
porcentajes de resistencia bacteriana son mas bajos en comparacion con paises que no han
desarrollado estos programas y lo que es aun mas importante, estos porcentajes disminuyen afio
tras afio (Bywater et al., 2005; Asai et al., 2006; Zhao et al., 2006; DANMAP, 2009).

Antes de analizar los resultados de este estudio, es necesario recordar que en este trabajo,
se investigaron cepas indicadoras aisladas de gallinas de postura, especificamente; 37 cepas de
Enterococcus spp. resistentes fenotipicamente (in vitro) a eritromicina, en las que se identifico la
presencia de los genes de resistencia ermB, ermA, mefA, msrA/B y msrC, y 26 cepas de E. coli.
resistentes fenotipicamente (in vitro) a estreptomicina, en las que se identificé los genes de
resisistencia strA, strB, aadAl, aadA2 y aadE. Es importante mencionar, que los dos
antimicrobianos en estudio, han sido muy utilizados en medicina veterinaria desde 1950,
principalmente por su bajo costo, pero produciendo altos niveles de resistencia en la produccion
nacional (Lapierre, 2007).

Resistencia genotipica de Enterococcus spp. frente a eritromicina.

Existen altos niveles de resistencia a eritromicina a nivel mundial, esto se explica porque
estos farmacos son de primera eleccion en las distintas producciones pecuarias, especialmente en
la produccién porcina (Aaerestrup et al., 2002). En aves estd indicada para casos de enfermedades
producidas por Staphylococus spp. y Streptococus spp. especialmente, como la enfermedad

cronica respiratoria, sinusitis y sinovitis.

En general, los genes de resistencia para eritromicina en Enterococcus spp. incluyen
metilasas que tienen como sitio blanco el ribosoma bacteriano y son codificadas por genes erm,
siendo el gen ermB el mas frecuente (Khan et al., 2002; Hummel et al., 2007; Lapierre, 2007;
Toomey et al., 2010). Portillo y companiia (2000) indican que los genes erm pueden estar presentes
s6lo en cepas de Enterococcus spp. altamente resistentes a macrolidos. Existen ademas genes de
resistencia, que codifican mecanismos de bombas de eflujo como los genes mefA, msrA/B y msrC
(Hummel et al., 2007).

En un estudio realizado en Italia por Hummel et al. (2007), con cepas de Enterococcus spp.
aisladas de quesos, se detect6 el gen ermB en 18 cepas de un total de 21 cepas resistentes a
eritromicina (86%). En este mismo estudio, el gen ermA no fue detectado en ninguna de las cepas

resistentes a eritomicina al igual que en este estudio. Sin embargo, el gen msrA/B fue detectado en
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un 18,2%. Estos datos concuerdan ademéas con los estudios de Khan et al. (2002), quienes
encontraron que ermB fue el gen de resistencia a eritromicina que domina entre los enterococos
con una incidencia del 88%. Hummel et al. (2007) observaron que el hecho de que so6lo el 86% de
sus aislamientos resistentes fueran positivos a ermB, mientras que ermA y ermC no se detectaran,
indicaba que la resistencia a eritromicina en enteroccocus ocurria por otros mecanismos ademas
de la metilacion del sitio blanco. Al igual que Portillo et al. (2000), estos investigadores sugirieron la
presencia de bombas de eflujo en el mecanismo de resistencia a eritromicina en enterococcus,
mediadas por los genes msr y mef. Sin embargo estos genes no fueron detectados en este

estudio.

El gen ermB, fue el Gnico detectado en este estudio, encontrandose en 18 de las 37 cepas
de Enterococcus spp. resistentes a eritromicina (48% de positividad). Esto concuerda con
publicaciones donde se describe este gen como el factor dominante responsable de la resistencia
a eritromicina en enterococcus. Este gen ha sido encontrado en diferentes cepas de Enterococcus
spp., S. pneumoniae, S.pyogenes y S.aureus resistentes a macroélidos y se ha asociado a CIM
altos (Portillo et al., 2000; Aarestrup et al., 2002). Ademas, se sabe que este gen se encuentra
integrado en diversos plasmidos conjugativos como pAMB1, pRE25, pUW 1965, o en transposones
como Tn917, Tn1545, Tn5384 y Tn5385, generalmente asociado a otros determinantes genéticos
de resistencia a antibiéticos. Es por este motivo, que este gen se encuentra tan diseminado a nivel
mundial (Werner et al., 2000; Teuber et al., 2003; Hummel et al., 2007).

Dieciocho de las 37 cepas resistentes a eritromicina no presentaron ninguno de los genes
en estudio; posiblemente, la base molecular de esta resistencia se deba a un gen poco frecuente
no incluido en este trabajo como ermC, ermF, ereA/B, mphA o a mutaciones puntuales en los
nucleétidos que constituyen el sitio de unién al farmaco como: A2058, A2059 del dominio V y A725
del dominio Il del RNA ribosomal (Lapierre, 2007).

Resistencia genotipica de E. coli frente a estreptomicina

La estreptomicina es un antimicrobiano utilizado en el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales producidas por enterobacterias, especialmente en la produccién porcina
(Lapierre, 2007). En aves es usado en conjunto con otros antibiéticos, para tratar enfermedades
causadas por E. coli y Staphylococus spp., como colisepticemia, coriza infecciosa y septicemias.

Dentro de los determinantes genéticos de resistencia frente a estreptomicina, el mas
comun descrito en la literatura es el gen aadAl responsable de la resistencia por el mecanismo de
inactivacion enzimatica por adenilacion (Lapierre, 2007; Srinivasan et al., 2007). Este gen se

encuentra generalmente asociado a integrones méviles asociado a otros determinantes genéticos
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de resistencia (Fluit y Schmitz, 2004; Kang et al., 2005; Shahada et al., 2006). Sin embargo, este

gen no fue detectado en nuestro estudio.

Por otro lado, los genes strA y strB, responsables de inactivar aminoglucosidos por
fosforilacion, se detectaron juntos en 15 de las 26 cepas (58%) de E. coli resistentes
fenotipicamente a estreptomicina, superando al porcentaje detectado por Srinivasan et al. (2007),
quienes detectaron estos genes en un 8,5% de las cepas de E. coli aisladas de vacas con mastitis
en el estado de New York (EE.UU). El presente estudio concuerda con Srinivasan et al. (2007), y
Guerra et al. (2003), quienes detectaron estos genes siempre juntos. Srinivasan et al. (2007)
detectaron ademas el gen aadA en un 74,4% (muy alta frecuencia) junto con strA y strB y también

como Unico gen.

Estos resultados contrastan con Lanz et al. (2003) quienes concluyeron que tanto strA
como strB debian estar presentes en las cepas para obtener resistencia a estreptomicina en forma
funcional, ya que como se observa en nuestro estudio y en el de Srinivasan et al. (2007) hubo

cepas resistentes fenotipicamente a estreptomicina que no presentaron los genes str.

Sunde y Norstrom (2006) detectaron una asociacién negativa entre los genes strA-strB y
aadAl. Ellos explican que existiria cierta incompatibilidad de plasmidos que explicaria porque
encontrar genes de resistencia que codifiquen para la resistencia frente a un mismo antimicrobiano

en una misma cepa es poco frecuente.

Los genes aadAl, aadA2, aadE no fueron detectados en ninguna de las cepas en estudio.
Un total de 11 de las 26 cepas de E. coli resistentes fenotipicamente a estreptomicina no
presentaron ninguno de los genes de resistencia en estudio. Esto podria explicarse al igual que en
enterococcus, porque en estas cepas podrian estar siendo seleccionados otros genes de
resistencia de menor frecuencia como aphE, aphA, aacC2 o estar primando mutaciones puntuales

gue afecten la resistencia de la bacteria al farmaco (Gow et al., 2008).

En resumen, las cepas resistentes en estudio contenian solo un gen de resistencia en el
caso de los Enterococcus spp. resistentes a eritromicina (ermB), mientras que las cepas de E. coli
contenian dos genes de resistencia a estreptomicina juntos (strA y strB). Sélo un 49% de las cepas
de Enterococcus spp. fueron portadoras de un gen de resistencia, mientras que en el caso de E.
coli este porcentaje fue mayor alcanzando el 58%. Aln asi, la prevalencia de genes de resistencia
en este estudio no fue alto comparado con otros estudios (Khan et al., 2002; Hummel et al., 2007;
Lapierre, 2007; Toomey et al., 2010).
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En conclusién, sélo algunas de las cepas resistentes tanto de Enterococcus spp. como de
E. coli en este estudio presentaron genes de resistencia, por lo tanto no es necesario que las
cepas sean portadoras de algin gen para ser resistentes fenotipicamente a un antimicrobiano
(Gow et al.,, 2008). Esto sugiere la existencia de mecanismos de resistencia alternativos y
complejos, aunque no esta demas concluir que hayan existido otros genes de resistencia de baja

frecuencia en las cepas que no fueron detectados.

Por otro lado, es bien sabido que la presencia por si sola de un gen de resistencia no
implica necesariamente que las bacterias vayan a ser resistentes, ya que es posible que estos
genes de resistencia no puedan ser expresados (Chen et al., 2005). Por lo tanto,
la busqueda de genes de resistencia a antimicrobianos en estudios futuros no sé6lo debe limitarse

a cepas fenotipicamente resistentes, sino también a cepas sensibles.

Resistencia en Produccién Animal y Consumidores

Desde el inicio de la produccion industrial de animales para el consumo humano, hasta
nuestros dias hay algo que ha cambiado totalmente en el enfoque de la produccion: la idea que no
producimos aves, cerdos 0 vacunos, sino carne y productos para el consumidor. La expresion “de
la granja a la mesa” refleja de manera fiel la preocupacion de los profesionales del sector: la
sanidad y la calidad del producto obtenido, que sea capaz de cumplir con todos los estandares
exigidos por el mercado. La obligacién de velar por una correcta condicién sanitaria del ganado, no
solo es imprescindible para su bienestar, sino también para que llegue en las mejores condiciones
sanitarias para el consumidor, que es el Ultimo eslabén de la cadena alimenticia. Sin embargo, en
la industria moderna de aves de corral los antibiéticos se utilizan en grandes cantidades no sélo
para el tratamiento y la prevencién de enfermedades bacterianas, sino también como promotores
del crecimiento (Bogaard et al., 2002). Este alto uso de antibidticos en las aves de corral puede
comprometer la terapia veterinaria, pero también es un problema de salud publica. El uso de
antibiéticos no sélo selecciona resistencia en las bacterias patdgenas, sino también en la flora

enddgena de los animales expuestos.

La correcta utilizacién de los tiempos de espera o el adecuado célculo de los mismos, ha
ayudado a la disminucion de residuos por debajo de los LMRs (Limite Maximo de Residuos) en los
productos destinados a consumo humano, no obstante esto no es suficiente (Borrell et al., 2006).

La eliminacién estos ultimos afios de determinadas moléculas del vademécum veterinario

para proteger las usadas en humanos, debe ir acompafiado de un uso prudente de los antibiéticos

que se prescriben. Esta es la mejor herramienta para evitar transmision de resistencias a humanos
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y poder continuar de esta manera contando con las moléculas (pocas) que quedan en manos del

profesional veterinario.

Es tan grave el problema del abuso de antibiéticos en la produccion de aves; tanto en su
uso como tratamiento de enfermedades como promotores del crecimiento, que en un estudio
realizado por Bogaard y companiia (2002) en los Paises Bajos, donde se analizaron muestras de
heces de los granjeros que trabajaban con estas aves tratadas (aves de engorde), se encontraron
niveles muy altos de Enterococcus spp. resistentes, incluyendo enterococus resistentes a
vancomicina, con el mismo gen de resistencia vanA que las aves. Este estudio demostré la

trasmision de enterococcus resistentes desde las aves a los hombres.

La necesidad de una politica antibiética en las empresas adquiere cada vez mayor
relevancia. Esto consiste en tener decidido y razonado lo que se debe usar en cada momento y
porqué. De acuerdo con estos criterios, se clasifican los antibidticos en moléculas de amplio
espectro y de reducido espectro, pensando siempre en cual es el mas adecuado para la patologia
observada. Por ello, son de eleccidn, siempre que sea posible, aquellos antibiéticos que actien
sobre la bacteria diagnosticada, evitando que se pueda actuar sobre la poblacion de bacterias que,
como salmonella, pueden ser causantes de infecciones graves en la especie humana que
requieren tratamiento. En una politica antibiética, se debe disponer de moléculas de primera
elecciéon frente a cada agente causal y moléculas de segunda eleccién, ademas de dosis y
periodos de tratamientos definidos. De esta manera, los antibiéticos que se consideran importantes
para tratar infecciones en medicina humana como veterinaria, se prescribiran después de un

estudio cuidadoso y una justificacion razonable de su uso.

El uso de cultivos y pruebas de sensibilidad, ayudaran a realizar un correcto diagnéstico y
a escoger el antibiético mas idéneo para cada situacion, por lo tanto deben tenerse presentes

dentro la produccion animal y realizarlas en caso de ser necesario.

Minimizar la contaminacion ambiental con antimicrobianos tanto como sea posible es otra
de las obligaciones de las industrias de produccion animal. Como consecuencia de su catabolismo,
algunas moléculas pueden permanecer por largos periodos de tiempo activas en el medio
ambiente, y si no sufren una rapida transformacién a su forma inactiva, pueden contribuir al
desarrollo de bacterias resistentes en el medio ambiente (Chee-Sanford et al., 2001; Borrell et al.,
2006).

En vista de todos los antecedentes planteados anteriormente, la emergencia de la
resistencia bacteriana a antimicrobianos y su diseminacion es una de las mayores epidemias del

mundo en la actualidad. Es bien conocida la gran capacidad de adaptacién que presentan las
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bacterias frente a medios adversos. Como ejemplo de esto se cuentan los diferentes mecanismos
desarrollados por estos microorganismos frente a los antimicrobianos disponibles en la actualidad y
en muchos casos frente a farmacos que aln se encuentran en su etapa de evaluacion (Gonzalez,
2002). En los afios recientes la produccion de nuevos antibidticos ha disminuido de forma
considerable y la rapidez con que surgen los microorganismos de resistencia, no es igual a la
velocidad con que surgen nuevos antibiéticos, por lo que se concibe que pronto habra un déficit de
farmacos disponibles para tratar a pacientes con sepsis graves (Fernandez et al., 2003).

Ante la gravedad del problema, existen en la actualidad una serie de medidas y estrategias
que deben ser utilizadas con el fin de minimizar la resistencia de las bacterias a la accién de los

antimicrobianos. Entre ellas, se encuentran:

e Uso racional de los antibiéticos, es decir, en dosis adecuada y durante el tiempo necesario
con el fin de disminuir la presion selectiva que estos farmacos ejercen sobre las bacterias.

Al respecto es necesario mantener una educacion constante a los médicos y la poblacion.

e Incremento en la Investigacion en Universidades, Laboratorios privados y publicos y
Centros de Salud acerca de las enfermedades infecciosas, el uso de los agentes

antimicrobianos y los mecanismos de resistencia frente a estos.

e Establecimiento de programas de vigilancia de la resistencia bacteriana, que tengan como
mision; detectar la aparicion de cepas resistentes, investigar los factores que influyen en la

emergencia de resistencia y elaborar estrategias de control, que luego sean evaluadas.

e Mejoramiento en la calidad de las Pruebas de susceptibilidad frente a los antimicrobianos,
para guiar la terapéutica empirica contra los patégenos que producen las enfermedades

infecciosas méas comunes.

e Racionalizaciéon en el empleo de los antimicrobianos en Medicina Veterinaria para la
produccion de alimento de origen animal. Los efectos del origen de la resistencia
bacteriana por medio de esta via ha sido demostrada en los trabajos de Aarestrup y
compaiiia (2000), al encontrar enterococos resistentes a vancomicina, tetraciclina y otros
antibioticos en heces de cerdos, pollos y seres humanos. En los 3 especimenes se hallo el
mismo gen (vanA) de resistencia a vancomicina. El mismo autor en otro estudio (Aarestrup
y Wegener, 1999), encontré cepas resistentes de Campilobacter y E. coli en seres
humanos, como consecuencia del uso de antibioticos en la produccion de alimentos para

animales y recomienda la urgencia de emplear una estrategia para la utilizacion prudente
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de estos agentes con el fin de prevenir la ocurrencia de bacterias patégenas resistentes. Al
respecto es necesario el desarrollo de guias para médicos veterinarios con el fin de evitar
el sobreuso de antimicrobianos en producciéon animal, ademas de aumentar las exigencias
y la legislacion respecto de los Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos en

productos de origen animal.

e Rotacion ciclica de antibiéticos en las instituciones de salud para reducir la resistencia; se
considera un concepto novedoso y atractivo ya que el uso de los antibioticos constituye un
estimulo para la emergencia de la resistencia; sin embargo, la existencia de determinantes
genéticos moviles como plasmidos, transposones e integrones ponen en duda la

efectividad de esta estrategia.

e Mayor promocién en el uso de terapias preventivas contra procesos infecciosos como las

vacunas.

e Creacion de nuevos y mejores antibiéticos, con diferentes mecanismos de accion frente a

las bacterias.

De acuerdo a los antecedentes antes expuestos, Chile no esta ajeno al riesgo de la resistencia
bacteriana en medicina veterinaria. El problema de la resistencia a los antimicrobianos no es
nuevo, pero se esta volviendo cada vez mas peligroso y son necesarias actuaciones urgentes y
unificadas para evitar que regresemos a la era preantibiética. Al respecto, y con el fin de disminuir
este riesgo, la OMS (2011) hace un llamado a las instancias normativas, los planificadores, la
poblacién, los pacientes, los clinicos y prescriptores, los farmacéuticos y dispensadores y a la
industria farmacéutica, a ponerse en accion para detener la propagacién de la resistencia a los
antimicrobianos, poniendo énfasis en seis puntos criticos que deben ser tomados en cuenta para

combatir la resistencia frente a los antimicrobianos:

. Falta de compromiso

. Debilidad en la vigilancia

. Mala calidad de los medicamentos
. Uso irracional de los medicamentos
. Falta de control en las infecciones
. Insuficiencia en la Investigacion
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La contencion de la resistencia debe ser una prioridad nacional, para la cual deben trabajar
en conjunto profesionales de la salud humana, médicos veterinarios, productores, industrias
farmacéuticas, gobierno y consumidores entre otros. Para cumplir con este punto, la OMS
recomienda asignar recursos gubernamentales para promover la implementacién de programas de
contencion de la resistencia, asegurar la educacion de prescriptores y farmacéuticos sobre el uso
prudente de antimicrobianos y crear sistemas de monitoreo permanente de los niveles de

resistencia.
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CONCLUSIONES

El gen de resistencia a eritromicina mas frecuente en cepas de Enterococcus spp. fue

ermB encontrandose en un 48,6% de las cepas.

Los genes de resistencia a estreptomicina mas frecuentes en cepas de E. coli fueron strA 'y

strB, encontrandose en un 57,7% de las cepas.

Los genes strA y strB se encontraron siempre juntos.

Los genes de resistencia a eritromicina ermA, mefA, msrA/B y msrC no fueron amplificados

en ninguna de las cepas en estudio.

Los genes de resistencia a estreptomicina aadAl, aadA2 y aadE no fueron amplificados en

ninguna de las cepas en estudio.

Sdlo algunas de las cepas resistentes tanto de Enterococcus spp. como de E.coli en este
estudio presentaron genes de resistencia, por lo tanto no fue necesario que las cepas

fueran portadoras de algiin gen para ser resistentes fenotipicamente al antimicrobiano.

Este estudio demuestra la presencia de resistencia bacteriana en Chile, mediada por
determinantes moleculares de resistencia en cepas aisladas de aves de postura. Por lo
que es sumamente urgente poner en marcha un Plan de Vigilancia de Resistencia en

nuestro pais.
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