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Resumen

La resistencia en las cepas bacterianas aparece junto con el uso de los antimicrobianos.
Hoy en dia el uso masivo de estos farmacos en el hombre, los animales y la agricultura
ha transformado este fendmeno en un problema creciente, que involucra cada dia mayor
numero de cepas, nuevas especies bacterianas y nuevos mecanismos. En este sentido,
las bacterias son particularmente eficientes en aumentar los efectos de la resistencia, no
solo por su habilidad de multiplicarse rapidamente sino también, por su capacidad de
transferir genes en forma horizontal. En este sentido la importancia del género
Enterococcus radica en su resistencia natural a multiples antibidticos y a su capacidad

de adquirir nueva resistencia incluida a la vancomicina.

El objetivo de este estudio fue caracterizar fenotipica y genotipicamente la resistencia a
diversos antimicrobianos en cepas indicadoras Enterococcus spp aisladas desde
animales sanos de importancia econdémica, como son las aves y los cerdos. Se
determinaron los porcentajes de resistencia frente a distintos antimicrobianos mediante
el método de dilucion en placa o concentracion minima inhibitoria (CIM) y
posteriormente se definid6 el mecanismo genético asociado a la resistencia a

eritromicina.

Los resultados de este estudio entregan informacion de la situacion de la resistencia en

cepas de Enterococcus spp aisladas de dos especies animales productoras de alimento



29

de alto consumo en nuestro pais. Por lo que estos resultados podrian servir para que los
meédicos veterinarios realicen una mejor utilizacion de los antimicrobianos en las

distintas producciones lo que podria tener un impacto en salud publica.

ABSTRACT

The appearance of resistance bacterial strains appears concurrent with the use of
antimicrobial drugs. Within recent times the progressively increasing use of the drugs in
humans, animals and the agriculture have transformed this phenomena into a growing
problem, that every day involves new number of strains, new bacterial species and
mechanisms. In this context, bacteria are particularly efficient in developing greater
resistance, not only because of their ability to rapidly multiply but also their capacity to
transfer genes in a horizontal form. In this respect the importance of Enterococcus is
natural resistance to multiple antibiotics and this aptitude to acquire new resistance

included to the vancomycin.

The objective of this study was to phenotypically and genotypically characterize the
antimicrobial resistance in indicator strains Enterococcus spp isolated from healthy

animals of economic importance, such as poultry and pigs.

Firstly the percentage of resistance to the different antimicrobial drugs was determined
by the method of dilution in plate (MIC), then the genetic mechanisms associated with

resistance to erythromycin was defined.

The results of this study give up to date information on the situation regarding bacterial
resistance in Enterococcus strains isolated in two animal species producing of food
which are highly consumed in our country. This information should be taken account in
the development of public health policy for the use of antimicrobials in food producing

animal with the aim of protecting human health.
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Introduccion:

Enterococcus es una bacteria Gram-positiva que forma parte de la microbiota intestinal
de humanos y animales (Juliet 2002). Son capaces de sobrevivir en medios poco
enriquecidos como agua, suelo, alimentos y permanecen en superficies inanimadas por
24 horas. A pesar de que no es un patdégeno primario, en la actualidad a emergido como
un importante causa de enfermedad nosocomial (Silva et al, 2006). Son causantes en
pacientes humanos de infeccion del tracto urinario, endocarditis infecciosa, bacteremias
e infecciones intrahospitalarias asociadas a procedimientos (Juliet, 2002). En Estados
Unidos Enterococcus spp., causa mas del 12% de las infecciones nosocomiales y es uno
de los tres patdégenos mas comunmente aislados en las infecciones intrahospitalarias
(Shepard and Gildmore, 2002). El antibiotico de eleccion es la ampicilina y en
enfermedades graves puede asociarse con aminoglucdsidos siempre que la resistencia
sea de bajo nivel. Finalmente como ultima opcién se utiliza vancomicina (Juliet, 2002).
La vigilancia de la resistencia en cepas de Enterococcus aisladas de animales de
produccion es muy importante para evitar que cepas resistentes puedan transferir sus
determinantes de resistencia a otras cepas potencialmente patégenas, o que estas mismas
cepas provoquen en pacientes susceptibles infecciones, es por este motivo que conocer
el porcentaje de resistencia en cepas de origen veterinario permitiria tomar las medidas

tendientes a disminuir el riesgo de traspaso de cepas resistentes a la poblacion.

En medicina veterinaria los antimicrobianos son esenciales para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, pero su uso excesivo puede conducir a la seleccion de
resistencia. En la actualidad, en nuestro pais existe escasa informacion acerca de cuales
son los antimicrobianos que muestran mayores porcentajes de resistencia y de los
mecanismos genéticos involucrados en conferir esta caracteristica en las cepas

bacterianas de Enterococcus aislados desde animales de produccion.

El fenémeno de resistencia bacteriana no es nuevo, y se evidencio poco tiempo después
de la utilizacion clinica de la penicilina en pacientes humanos. En 1990 emergen cepas
de Enterococcus spp resistentes a ampicilina y diversas bacterias multi-resistentes que
dificultan los tratamiento con impacto en la mortalidad, lo que pone en evidencia la

gravedad del problema (Power, J.; 2004; Martel et al, 2000).
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Estudios relacionados con la emergencia, transferencia y diseminacion de
microorganismos resistentes a antimicrobianos, han sefalado que existen ciertos
factores que favorecen el desarrollo y diseminacion de la resistencia bacteriana (Levy
and Marshall, 2004; Phillips et al, 2004). Entre los factores se ha sefialado el tipo de
antimicrobiano y el modo de utilizacion de éste en los diferentes planteles de
produccion animal. Estudios realizados en diversos paises de la Union Europea,
demostraron que cepas de Enterococcus faecium aisladas de muestras de distintos
animales de produccion como cerdos, aves y bovinos presentaban niveles de resistencia
a vancomicina, antimicrobiano de uso exclusivo en medicina humana (Aarestup et al,
2000; Sander, H.; 2000). Esta situacion, determin6 que la Comunidad Europea a partir
del afio 1997 revocara la autorizacion de la utilizacion de avoparcina, un promotor de
crecimiento del mismo grupo de la vancomicina, como medida con caracter cautelar y
que en el afio 1999 se eliminaran los registros para los antimicrobianos bacitracina,
espiramicina, virginiamicina, y fosfato de tilosina como promotores del crecimiento,
debido al potencial riesgo en salud publica (Casewell et al, 2003; Schwarz and Chaslus-
Dancla, 2001). Por otra parte, la utilizacion de antimicrobianos contribuye a la
contaminacion del medio ambiente con microorganismos resistentes (Phillips et al,
2004; Campagnolo et al, 2002). Es asi como, los residuos de antimicrobianos utilizados
en animales pueden permanecer en sus productos y/o pueden ser vertidos a nuestro

medio contaminandolo.

En nuestro pais se han realizado estudios para determinar la resistencia fenotipica y
genotipica en cepas aisladas desde animales. Las cepas mas frecuentemente estudiadas
han sido E. coli o Salmonella spp, encontrandose altos porcentajes de resistencia a los
antimicrobianos mas comunmente utilizados (Lapierre et al, 2008; Lapierre et al, 2010).
Sin embargo, existe escasa informacion sobre la prevalencia de la resistencia de cepas
de Enterococcus spp aisladas desde animales de produccion por lo que el propdsito de
este trabajo fue caracterizar la resistencia a antimicrobianos en cepas indicadoras de
Enterococcus spp aisladas desde animales sanos de importancia econémica, como son

las aves y los cerdos.
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Material y Métodos:

Grupo de animales: Se trabajo con cerdos y aves faenados en mataderos de la region
metropolitana y sus alrededores, desde las cuales se tomaron muestras de heces para

realizar el aislamiento bacteriano.

Recoleccidn de las muestras: Las muestras fueron recolectadas entre marzo del 2003 y
diciembre del 2004. Los animales fueron muestreados al azar, con un total de 10
muestras maximo por plantel. Para los cerdos las muestras (n=192) fueron tomadas
desde el intestino grueso en la zona de evisceracion de la planta faenadora. Se tomaron
5 + 0,5 gramos de contenido fecal depositandose en frascos estériles, los cuales
contenian medio de transporte Cary-Blair. Para el caso de las aves (n=152), las muestras
fueron tomadas con una térula estéril a nivel cloacal desde corrales de diferentes
planteles avicolas. Luego la muestra fue depositada en un tubo estéril que contenia
medio de transporte Cary-Blair. Las muestras fueron transportadas al laboratorio

refrigeradas para ser analizadas dentro de 24 horas posterior a su recoleccion.

Aislamiento y caracterizacion de las cepas de Enterococcus spp: Las muestras
recolectadas se sembraron directamente en agar M-Enterococcus incubandose en estufa
de cultivo a 37 °C £ 1°C por 24 a 48 horas. Pasado este tiempo, a las colonias
sospechosas de color blanco, se les realizod las pruebas bioquimicas estandares para su
identificacion de género: hidrolisis de agar bilis-esculina y crecimiento en NaCl al
6,5%. Una vez identificadas las cepas se guardaron en tubos que contienen medio

Tripticasa Soya Base (TSB) y 15% de glicerol y fueron congeladas a -70°C.

Pruebas de susceptibilidad in Vitro: Se utilizo la técnica de la concentracion minima
inhibitoria (CIM), siguiendo las normas recomendadas por el Clinical and Laboratory
Standards Institute CLSI, 2006 y por el DANMAP, 2002.Como cepa control se utilizd

E. faecalis ATCC 29212. Se analizaron los siguientes antimicrobianos: Penicilina

G(Arlab) (Sigma) (Arlab) (Arlab)

, Vancomicina , Gentamicina de alta carga Eritromicina

Oxitetraciclina®™™, Cloranfenicol.#™

Determinacion de genes de resistencia a eritromicina mediante PCR: Para determinar

la presencia de los genes de resistencia, presentes en las cepas aisladas se utilizé la



33

técnica de reaccion de la polimerasa en cadena o PCR. Los partidores y las condiciones
para la amplificacion utilizadas en este estudio se encuentran descritos en la Tabla 1.
Como control negativo se utilizaron cepas sensibles segtn los valores de CIM, aisladas
en este estudio y como controles positivos se utilizaron cepas de Streptococcus spp, que

presentaban los genes buscados.

Tabla 1: Condiciones de amplificacion utilizadas para detectar genes de resistencia a
eritromicina.

Antimicrobiano Gen Tamaiio Temp. Secuencia de Partidores (x
Producto
(pb) Hibridacion (5"a 3
Eritromicina ermB 616 50°C CGAGTGAAAAAGTACTCAACC

GGCGTGTTTCATTGCTTGATG

Eritromicina mefA 348 50°C AGTATCATTAATCACTAGTGC
TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG

Eritromicina ermA 206 50°C GCATGACATAAACCTTCA
AGGTTATAATGAAACAGA

Resultados:

Determinacion de la resistencia fenotipica a los antimicrobianos:

Se aislaron un total de 96 cepas en aves y 81 cepas en cerdos, a las cuales se les
realizaron las pruebas de concentracion minima inhibitoria o CIM. Los resultados
fueron interpretados segin las normas establecidas por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) y DANMAP para definir las cepas resistentes a cada
antimicrobiano. Se estimaron los porcentajes de susceptibilidad in vitro en cepas
Enterococcus spp. Tetraciclina y eritromicina presentaron en ambas especies animales
valores de CIMygy mayores a 128 pg/ml por lo que estos antimicrobianos carecen de
eficacia in vitro en estas cepas, asi también se encontraron niveles de CIMy, altos para
penicilina especialmente en las cepas aisladas de aves. Ninguna cepa fue resistente a

vancomicina, gentamicina, cloranfenicol (Tabla 2).
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Tabla 2: CIMsy y CIMy, obtenidos en cepas de Enterococcus spp aisladas de aves y cerdos.

Antimicrobianos AVES n=96 CERDOS n=81
Punto de Corte (ug/ml) CIMs, CMg | % Cepas CiMs | CIMa, % Cepas
(pg/ml) (png/ml) Resistentes (ng/ml) (pg/ml) Resistentes
Tetraciclina >16 64 > 128 74% > 128 > 128 82%
Penicilina >16 <0,125 16 22% <0,125 4 19%
Vancomicina >32 <0,125 <0,125 0% <0,125 <0,125 0%
Eritromicina >8 16 > 128 37% 64 >128 56%
Gentamicina >500 | <500 <500 0% <500 <500 0%
Cloranfenicol >32 2 4 0% 4 8 0%
% Total de e T B 8% | e | e 94%
Resistencia

La multi-resistencia, en los aislados de aves el porcentaje alcanzd el 44,7% y en los
aislados de cerdos el 56,7%, siendo el perfil de multi-resistencia mas frecuente en

ambas poblaciones tetraciclina/eritromicina (Tabla 3).

Tabla 3: Perfiles de multi-resistencia en las cepas de Enterococcus spp aisladas de aves y de cerdos.

Perfiles de Multi-resistencia en cepas de N° Cepas N° Cepas
Enterococcus spp Multi-resistentes Aves Multi-resistentes Cerdos
Tetraciclina+ Eritromicina 35 45
Tetraciclina + Penicilina 2 0
Tetraciclina + Eritromicina + Penicilina 7 3
Total de Cepas Multi-resistentes 43/93 (44,7%%*) 46/81 (56,7%%*)

Deteccion de Determinantes de Resistencia a Eritromicina:

Se investigd la presencia de los genes involucrados con mayor frecuencia en la
resistencia a macrolidos. Estos genes son mefA, ermA y ermB. El gen mefA codifica una
bomba de eflujo y los genes ermA y ermB codifican para enzimas metilasas que
modifican el sitio blanco de union del antimicrobiano. En el caso de las cepas aisladas
de aves, 35 fueron resistentes a eritromicina de ellas 28 amplificaron un fragmento de
616 pb concordante con el control positivo para el gen ermB, una cepa amplifico) un
fragmento de 206 pb que concuerda con ermA y otra cepa amplificé un fragmento de
348 pb que concuerda con mefA. Con respecto a las 45 cepas resistentes a eritromicina

aisladas de cerdos, 39 amplificaron para ermB, ninguna amplifico los otros dos genes.
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Discusion:

Con el objetivo de aportar informacion respecto a la problematica de la resistencia
bacteriana en nuestro pais, nosotros estudiamos la resistencia fenotipica y genotipica
frente a diferentes antimicrobianos, en bacterias de Enterococcus spp aisladas desde
aves y cerdos. Es importante sefialar algunas consideraciones para el género
Enterococcus spp, ya que este género bacteriano ha emergido en las ultimas décadas
como un patdogeno importante asociado a infecciones nosocomiales en pacientes
humanos y la resistencia a antimicrobianos en estas cepas agrava este problema (Silva et
al, 2006; Arias et al, 2003; Sander, H.; 2000). Estas bacterias, presentan resistencia
intrinseca a cefalosporinas, clindamicina, sulfametoxazol +trimetoprim, limitando las
alternativas terapéuticas (Causse et al, 2006; Moubareck et al, 2003); por este motivo, es
trascendental disminuir la prevalencia de Enterococcus spp resistentes a los
antimicrobianos, especialmente a la vancomicina (Hershberger et al, 2005; De Leener et
al, 2005), pudiendo transferir esta resistencia a cepas patogenas como Staphylococcus

aureus meticilino resistentes (Arias et al, 2003; Sander, H.; 2000).

En nuestro estudio ninguna cepa fue resistente a vancomicina, posiblemente estos
resultados se deban a que la avoparcina fue prohibida en Chile en el afio 2000 para su
uso en animales. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de emergencia de
esta resistencia y por lo tanto, esta situacion deberia ser vigilada permanentemente con

el fin de detectar a tiempo cepas resistentes que ponen en riesgo la salud publica.

En relacion al antimicrobiano gentamicina, la eficacia en el tratamiento se pierde, con
CIM >500 pg/ml (Aslangul et al, 2005). Los CIM frente a gentamicina en nuestras
cepas fueron menores a 500 pg/ml, este hecho no es de extranar ya que la gentamicina
no es un antimicrobiano muy utilizado en produccion animal principalmente por sus
efectos adversos y porque se administra en forma inyectable. Con respecto a la
penicilina nosotros si encontramos cepas resistentes con CIMgy de 16 pg/ml en los

aislados de aves y de 4 ug/ml en los aislados de cerdos.

Los altos niveles de resistencia a eritromicina encontrados en cepas de Enterococcus
spp aislados de aves y cerdos concuerdan con datos internacionales; la literatura sefiala

que estos farmacos son muy utilizados en las distintas producciones pecuarias
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especialmente en la produccidon porcina, siendo esto quizas la principal causa de los

elevados niveles de resistencia a nivel mundial (Aaerestrup et al, 2002).

En general, los genes de resistencia para eritromicina incluyen metilasas codificadas por
genes del tipo erm y bombas de eflujo como mefA, siendo el gen ermB el mas frecuente
en cepas de Enterococcus spp resistentes (Hummel et al, 2006; Khan et al, 2002). Este
gen posee la caracteristica de encontrarse dentro de plasmidios y/o en transposones
unido a otros genes de resistencia transfiriéndose en forma conjunta (Hummel et al,
2006). Nosotros estudiamos la presencia de los genes ermB, ermA y mefA en las cepas
resistentes, encontrando que el gen mas frecuente fue ermB, para los aislados de ambas
poblaciones animales. Este gen ha sido encontrado en diferentes cepas de Enterococcus
spp, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus resistentes a macrélidos y se ha
asociado a CIM altos como los observados en nuestro estudio (Aarestrup et al, 2002;
Portillo et al, 2000). Nueve cepas resistentes a eritromicina no presentaron ninguno de
los genes estudiados; posiblemente la base molecular de esta resistencia se deba a un
gen no incluido en este estudio, como ermC, ermF o a mutaciones en los nucleotidos
que constituyen el sitio de union al farmaco como: A2058, A2059 del dominio V y

A725 del dominio II del RNA ribosomal (Xiong et al, 1999).

En la literatura, se ha asociado frecuentemente a los genes de resistencia a macrolidos
con otros genes de resistencia especialmente para tetraciclinas (Hummel et al, 2006).
Por este motivo, al seleccionar bacterias resistentes a macrolidos se podrian seleccionar
a la vez cepas multi-resistentes. Esta situacidon se presentd en nuestras cepas, ya que
todas las cepas resistentes a eritromicina también lo fueron a tetraciclina, por esta razon
deberian supervisarse exhaustivamente los tratamientos con fairmacos de la familia de

los macrolidos.

Finalmente los resultados entregados sefialan que las cepas de Enterococcus spp.,
aisladas desde animales productores de alimentos, presentan resistencia a alguno de los
antimicrobianos incluidos en este estudio y por lo tanto se hace necesario establecer un
programa de vigilancia de la resistencia en medicina veterinaria para poder disefiar
pautas que controlen la emergencia y diseminacion de este riesgo con el fin de

resguardar el medio ambiente, la salud animal y la salud publica.
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