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RESUMEN

Evaluacion fenotipica y genotipica de la resistencia a tetraciclina en cepas

de Escherichia coli de origen animal

Durante el tratamiento con antimicrobianos, todas las bacterias del organismo estan
expuestas a una presion selectiva, especialmente en el tracto intestinal, y los genes
seleccionados de esta manera pueden ser transferidos horizontalmente. Escherichia coli, en
especial, posee una tendencia a desarrollar nuevas resistencias a los antimicrobianos con el fin
de sobrevivir y ademas puede actuar como reservorio para estos genes. Esto da como resultado
la seleccion natural de cepas resistentes, portadoras de un importante conjunto de genes, con la
capacidad de transmitirlos a otras cepas bacterianas presentes en el intestino humano o animal.
Basado en esto, el objetivo de este trabajo de tesis, fue analizar la presencia de diferentes
genes de resistencia a tetraciclina, los mas comunmente hallados en Escherichia coli de origen
animal, tetA, tetB y tetC, involucrados en el mecanismo de eflujo de salida y el gen feftM,
implicado en la proteccion ribosomal, y contribuir a esclarecer el rol de Escherichia coli en la
transmision de dichos genes de resistencia. Para ello se estudiaron un total de 454 cepas de
Escherichia coli aisladas a partir de materia fecal de pollos parrilleros, porcinos y bovinos de
terminacion sin signologia clinica, entre los afios 2006-2008 y 2010-2012; de las cuales 281
cepas (61.9%), mostraron sensibilidad reducida a tetraciclina de acuerdo con los valores de
corte epidemiologico, y fueron clasificadas como poblacion “Non Wild Type”. Para el estudio
genotipico de estos aislamientos, se desarrolld y estandariz6 una PCR multiple capaz de
detectar los genes de resistencia previamente mencionados. Los resultados obtenidos en este

estudio, demostraron una alta frecuencia de aparicion de los genes tetA 'y tetB (51.2% y 49.4%
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respectivamente), el gen fetM sélo fue hallado en 7.7% de las muestras analizadas, mientras
que el gen fefC no se encontré en ninguna de las cepas aisladas. La presencia de plasmidos
pudo observarse en 61 de las cepas analizadas, de los cuales tan solo 8 plasmidos contenian
algin gen de resistencia a tetraciclina. Lo que permite suponer que la transferencia de estos
genes se realiza de forma horizontal por conjugacion e involucra elementos integrativos como

transposones o secuencias de insercion.

Palabras Clave: Escherichia coli, tetraciclina, genes de resistencia, animales de produccion.
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ABSTRACT

Phenotypic and genotypic evaluation of tetracycline resistance in strains of

Escherichia coli of animal origin

During antimicrobials treatment, all bacteria present in the organism are exposed to
selective pressure, especially in the intestinal tract, and genes selected in this way can be
transferred horizontally. Escherichia coli, in particular, has a tendency to develop new
resistance to antimicrobials in order to survive and can also act as a reservoir for these genes.
This results in the natural selection of resistant strains, carriers of an important set of genes,
with the ability to transmit them to other bacterial strains present in the human or animal
intestine. Based on this, the objective of this thesis was to analyze the presence of different
tetracycline resistance genes, the most commonly found in Escherichia coli of animal origin,
tetA, tetB and tetC, involved in the efflux mechanism and the tetM gene, involved in
ribosomal protection, and contribute to clarify the role of Escherichia coli in the transmission
of such resistance genes. A total of 454 strains of Escherichia coli isolated from feces of
broiler chickens, pigs and bovines of termination without clinical signs, were studied between
the years 2006-2008 and 2010-2012; of which 281 strains (61.9%), showed reduced
susceptibility for tetracycline according to the epidemiological cutoff values, and was
classified as ‘Non Wild Type’ population. For the genotypic study of these isolates, a multiple
PCR capable of detecting the previously mentioned resistance genes was developed and
standardized. The results obtained in this study showed a high frequency of appearance of the
tetA and tefB genes (51.2% and 49.4% respectively), the tetM gene was only found in 7.7% of
the samples analyzed, while the fefC gene was not found in none of the isolated strains. The

presence of plasmids could be observed in 61 of the analyzed strains, of which only 8
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plasmids contained some tetracycline resistance gene. This allows us to suppose that the
transfer of these genes is carried out horizontally by conjugation and involves integrating

elements such as transposons or insertion sequences.

Keywords: Escherichia coli, tetracycline, resistance genes, production animals.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Antibioticos y Antimicrobianos
1.1.1 - El descubrimiento de los antibidticos. Un hito historico

El término genérico "antibidtico" se utiliza aqui para denotar cualquier clase de molécula
organica que inhiba o mate a las bacterias mediante interacciones especificas con dianas bacterianas,
sin ninguna consideracion de la fuente del compuesto o clase particular.

Debido a que los antibioticos (ATB) han sido considerados tradicionalmente como los
compuestos producidos de forma natural por microorganismos o derivados semisintéticos de los
mismos, mientras que los antimicrobianos (ATM) son derivados sintéticos, ambos, con actividad
inhibitoria o bactericida especifica frente a las bacterias y algunos también con actividad frente a
determinados parasitos, utilizaremos esta diferencia en la terminologia a lo largo de este trabajo de tesis
doctoral.

En los primeros afios del siglo XX el médico y bacteridlogo aleman Paul Ehrlich (1854-1915),
desarrolld el concepto de “foxicidad selectiva”, referido a la actividad selectiva frente a
microorganismos pero no frente a células humanas, y descubridé los primeros agentes
quimioterapéuticos, anteriores a los antibidticos, de los cuales el salvarsan, compuesto por arsénico y
usado para el tratamiento de la sifilis, fue el mas famoso. Mas tarde Gerhard Domagk (1895-1964),
patologo alemén, tomando como base los estudios de Erlich sobre colorantes, descubrié en 1932 la
actividad del Rojo Prontosil, precursor de las sulfamidas, compuestos sintéticos, en el tratamiento de
infecciones estreptococcicas. Dicho hallazgo, publicado en 1935, lo hizo merecedor del Premio Nobel
de Medicina en 1939.

En el afio 1928, Alexander Fleming, médico y bacteridlogo escocés (1881-1955), descubrid de
manera fortuita la penicilina, observando como un moho, Penicillium notatum, que contaminaba una de

sus placas de cultivo inhibia el crecimiento de Staphylococcus aureus. Fleming caracterizo el producto
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y en referencia al género Penicillium le denominé penicilina. Este hallazgo fue publicado en el afio
1929 en el British Journal of Experimental Pathology, sin embargo, pasaron 10 afios hasta que los
investigadores Howard Florey y Ernst Chain desarrollaron métodos para el analisis y ensayo de la
penicilina y recién en 1941 comenzd su produccidon en gran escala para uso civil y militar, de gran
ayuda en las infecciones de los soldados de la II Guerra Mundial. Todos estos hallazgos hicieron a
estos tres cientificos merecedores del Premio Nobel de Medicina en 1945. El descubrimiento de la
penicilina, que fue el primer compuesto natural con actividad antibacteriana, supuso un hito en la
historia de la medicina y un antes y un después en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.

Poco a poco la industria farmacéutica inicid una carrera para obtener nuevas moléculas de ATB
a partir de diferentes microorganismos, preferentemente del suelo, o derivados semisintéticos de los
mismos. Se descubrieron una gran variedad de estos compuestos pertenecientes a muy diversas
familias, betalactdmicos, aminoglucosidos, tetraciclina, macrolidos, etc. Asimismo, empezaron a tener
su mayor auge cuando se emprendieron modificaciones biosintéticas de moléculas que fueron
producidas a través de la sintesis quimica dando lugar a los ATM, que fueron también empleados en
terapéutica humana y animal.

Sin embargo, la edad de oro de los ATB y los ATM result6 ser corta. Cada dia se encuentran
nuevas cepas de bacterias que han adquirido resistencia a compuestos que usualmente se empleaban
para su control (Fig. 1). Un ejemplo tipico de este comportamiento es el de Neisseria gonorrhoeae. En
la década de 1960, la mayoria de los casos de gonorrea podian tratarse con penicilina o ampicilina. En
la actualidad, mas del 24% de las bacterias productoras de la gonorrea de los Estados Unidos son
resistentes a al menos uno de los dos ATM y el 98% de las bacterias productoras de la gonorrea del
Sudeste de Asia son resistentes a la penicilina (Lahra, 2012). La resistencia a los ATM existe desde
siempre: la evolucion de las cepas resistentes es un fenémeno de seleccion natural. Pero en los tltimos

tiempos se ha visto acelerado principalmente por el uso inapropiado de estos compuestos.
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Introduccion de Nuevas Familias de Antimicrobianos
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Figura 1: Afios de introduccion y de desarrollo de resistencia antimicrobiana de las distintas familias de compuestos de
importancia en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. De: Torres, 2012.
*: Antimicrobianos de naturaleza sintética

El lipopéptido, daptomicina, se descubrid en la década de 1980 pero no fue aprobado para su
uso por la FDA hasta 2003. Por otro lado, la cantidad de nuevos compuestos antibacterianos aprobados
en Estados Unidos disminuy6 de 33 entre 1985 y 1999 a 13 entre 2000 y 2014. En general, s6lo uno de
cada cinco compuestos contra enfermedades infecciosas que ingresa a las pruebas clinicas esta
aprobado para pacientes humanos. Los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) muestran
que en la actualidad s6lo hay 51 compuestos en pruebas clinicas en areas prioritarias para tratar
infecciones causadas por los patdgenos resistentes a los ATM. Sin embargo, s6lo ocho de estas
moléculas con potencial terapéutico han sido clasificadas por la OMS como tratamientos innovadores
que ofreceran alternativas validas. Ademas, hay muy pocos compuestos antibacterianos en fase de
desarrollo que se podran administrar por via oral. De todas maneras, la obtencion de nuevos
tratamientos no bastara para combatir la amenaza de la resistencia a los ATB y ATM. La OMS trabaja
con los paises y los asociados para mejorar la prevencion y el tratamiento de las infecciones, para

promover el uso correcto de los ATB y ATM y elabora directrices sobre el uso responsable de los
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mismos en los sectores de la salud humana, animal y en la agricultura y ganaderia. Este informe

confirma que el mundo se estd quedando sin ellos (WHO, 2017).

1.1.2.-Estrategias de uso y consumo de los ATM en Veterinaria

Durante el tratamiento ATM todas las bacterias del organismo humano/animal estdn expuestas a
una presion selectiva por parte de los ATM, especialmente en el tracto intestinal (TI) durante la terapia
por via oral. Esto da como resultado la seleccion natural de cepas resistentes portadoras de un
importante bagaje genético capaz de transferir genes de resistencia a otras cepas bacterianas presentes
en el intestino humano/animal. Ademas, las bacterias resistentes presentes en alimentos contaminados
consumidos por el hombre, pueden actuar como reservorio de genes o donantes de genes de RAM
(Aarestrup y col., 2000).

Los ATB y ATM se emplean en los animales para los dos mismos usos que en humanos, el uso
terapéutico y el uso profilactico; sin embargo, existe una tercera y cuarta forma de uso que si es
especifica de animales, el uso metafilactico y su empleo como agentes de promotores de crecimiento
(APC), creando otro frente de generacion de resistencias. El fin del uso terapéutico es el de combatir
las infecciones producidas por bacterias sensibles y se realiza en todas las especies animales, para
consumo humano, mascotas domésticas y animales silvestres en cautiverio. En este caso el ATM se
dosifica en forma individual segin el peso del animal, con dosis terapéuticas y la duracién del
tratamiento dependera del tipo de infeccion, 10 a 14 dias o més. El objetivo del uso profilactico es el de
prevenir la aparicion de infecciones en situaciones de riesgo, uno de los ejemplos es la administracion
previa a ciertas cirugias, la administracion también es individual, segin el peso del animal, a las
mismas dosis que las terapéuticas y, en general, se administran por Unica vez. El uso metafilactico es
un caso especial en que los ATM se usan para tratar y prevenir infecciones. Generalmente se emplea en

grupos de animales, produccion de aves, cerdos, bovinos, donde se detectan signos de un brote de
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enfermedad infecciosa y se medica tanto a los animales sanos, para prevenir, como a aquellos con
signos clinicos, para curar. Se considera como un tipo de profilaxis en presencia de enfermedad. La
dosificacion es poblacional, se medican los animales en el agua o con el alimento y se utilizan dosis y
esquemas posologicos terapéuticos aunque, debido a la forma de administracion, la dosificacion es
irregular. El uso como APC es el agregado de ATM como suplemento en la dieta de animales de
produccion, aves, cerdos, bovinos y otras explotaciones de caréacter intensivo, con el fin de incrementar
la ganancia de peso y mejorar el rendimiento. En este caso no hay enfermedad infecciosa diagnosticada
ni tampoco se trata de prevencion justificada de enfermedades infecciosas, sino que se trata a animales
sanos. La administracion de ATM es en forma continua con el agua o la comida y en dosis
subterapéuticas. Este uso no terapéutico de ATM en veterinaria es el mas cuestionado dado que
promueve la aparicion de RAM en las poblaciones bacterianas.

Los APC fueron respaldados por primera vez a mediados de la década de 1950, cuando se
descubrio que las cantidades pequenas, subterapéuticas de ATB como la penicilina y la tetraciclina
procaina, 1/10 a 1/100 de la cantidad de una dosis terapéutica, suministrados a animales en la
alimentacion, podrian optimizar la digestion de los alimentos mas eficientemente mejorando la calidad
del producto con un menor porcentaje de grasa y mayor contenido de proteinas en la carne de las aves
de corral, cerdos y ganado de carne en crecimiento (Moore y col., 1946; Stokestad y Jukes, 1950). Esta
practica en la produccion animal ha sido practicada por alrededor de 50 anos en los Estados Unidos y
en otros paises. Aunque el mecanismo de accion no estd claro, se cree que los APC suprimen
poblaciones sensibles de bacterias en el intestino y, teniendo en cuenta que estimativamente el 6% de la
energia neta en la dieta podria perderse debido a la fermentacion microbiana, controlando la microbiota
es posible que la pérdida de energia pueda ser desviada al crecimiento (Jensen, 1998).

Durante muchos afios, se defendieron los efectos positivos de esta practica, mientras que las

consecuencias negativas no fueron detectadas. La primera accién que se llevo a cabo para evitar los
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posibles efectos negativos fue en el afio 1969 cuando Swann presenté un informe al Parlamento
Britanico en el cual sugirié que no se usaran como APC, ATM de las mismas clases que las usadas en
medicina humana, lo que llevé al desuso de las tetraciclinas y penicilinas como APC. A partir de ahi,
microbidlogos y expertos en enfermedades infecciosas sostuvieron las posibilidades de dafio de que
podrian ser ocasionadas por este uso (Gorbach, 2001; Howells y Joynson, 1975; Levy, 2002; Smith y
Crabb, 1957). Ellos encontraron que las granjas que utilizaban APC tenian bacterias mas resistentes en
la microbiota intestinal de los trabajadores agricolas y animales de granja que en la microbiota de los
trabajadores y los animales en granja que no los utilizaban. En 1975 se llevd a cabo un estudio
prospectivo in vivo /in situ para evaluar el efecto de la introduccion de una dosis baja de oxitetraciclina
en el alimento como APC en la microbiota intestinal de los pollos y los habitantes de la granja (Levy y
col., 1976). Los resultados no s6lo mostraron la colonizacion de los pollos con otras cepas de
Escherichia coli resistentes a tetraciclina (TET) y otros ATM, sino también la adquisicion de
resistencia en Escherichia coli en la microbiota intestinal de la familia de la granja. Durante las
siguientes tres décadas otros estudios dilucidaron atin mas las relaciones cuantitativas y cualitativas
entre el uso de ATM en la alimentacion de animales, y el problema de tratamiento de las infecciones
bacterianas resistentes a los medicamentos en los seres humanos (Aarestrup y Carstensen, 1998;
Hershberger y col., 2005; Witte, 2000). Recientemente, en Bélgica, se realizé un estudio longitudinal
durante 2 afios en vacunos productores de alimentos de 25 granjas con el fin de investigar la relacion
entre el uso de ATM y la ocurrencia de RAM en el tracto digestivo y respiratorio. Este estudio
demostr6 una alta presion de seleccion en 4174 cepas de Escherichia coli 'y en 474 cepas bacterianas
del género Pasteurellaceae, convirtiendo no solo la microbiota comensal del tracto digestivo sino
también las bacterias patdgenas oportunistas del tracto respiratorio en reservorios de resistencias

multiples (Boudewijn y col., 2016).
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La preocupacion por la aparicion y propagacion de resistencia apoya la eliminacion de los APC
en Europa en 1993 y gran parte del mundo basado en el "principio de precaucion”, que establece que,
cuando la evidencia apunta hacia el potencial de una actividad para causar un dafio generalizado o
irreparable para la salud publica o el medio ambiente, las opciones para evitar los dafios deben ser
examinadas y perseguidas, incluso si el dafio no se entiende o estd totalmente probado (Kriebel y col.,
2001). Sin embargo, la evidencia cientifica concreta frente a las consecuencias favorables y
desfavorables de los APC no es clara para todas las partes interesadas. Si bien muchos esperaban que,
los afios de experiencia después de la prohibicion del uso de APC y los datos sustanciales que muestran
una elevada RAM en bacterias y productos alimenticios asociados con animales alimentados con los
APC, era una sefial clara del fin de esta practica, los argumentos siguen, en gran parte debido a una

relacion costo/beneficio y la falta de evidencia cientifica solida (Marshall y Levy; 2011).

1.2.- Tetraciclinas
1.2.1.- Estructura quimica y clasificacion

A fines de la década de 1940 se descubrieron las primeras tetraciclinas, clortetraciclina y
oxitetraciciclina, metabolitos producidos por Streptomyces aureofaciens y Streptomyces rimosus,
respectivamente. Las siguientes fueron moléculas naturales producidos por una mutante de
Streptomyces aureofaciens en el caso de la dimetilclortetraciclina y por Streptomyces viridifaciens en el
caso de la TET, representante genérico del grupo, la cual se produce también de forma semisintética
por deshalogenacion catalitica de la clortetraciclina. Los demdas compuestos son productos
semisintéticos. Quimicamente, todas poseen un nucleo de estructura tetraciclica lineal compuesta de
cuatro anillos fusionados derivados de la naftacenocarboxamida policiclica (Fig. 2). La suma de
diferentes grupos funcionales ha dado lugar a numerosos compuestos que pueden agruparse en tres

generaciones segun el orden de su descubrimiento, las de primera generacioén desde el afio 1948 hasta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kriebel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11673114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kriebel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11673114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kriebel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11673114
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1963, las de segunda generacion desde el ano 1965 al 1972 y las de tercera generacion las del afio
1993, las glicilciclinas. Los miembros principales de la clase tetraciclinas se encuentran resumidos en

la Tabla 1.

Figura 2: Estructura quimica de la TET

F) Ry Rs Ey MN{CHz b
H H
“. OH
- CONH,
OH o] OH o]
Estructura conservada
R, R, R; R4 Origen

Tetraciclina H CH; OH H Streptomyces viridifaciens
Clortetraciclina  Cl CH; OH H Streptomyces aureofaciens
Oxitetraciclina H CH; OH H Streptomyces rimosus
Minociclina N(CH;3), H H H Semisintético
Doxiciclina H CH; H OH Semisintético
Tabla 1: Miembros principales de tetraciclinas

Nombre genérico Ano descubrimiento/desarrollo  Via administracion

Clortetraciclina 1948 Oral

Oxitetraciclina 1948 Oral y parenteral

Tetraciclina 1953 Oral

Dimetilclortetraciclina 1957 Oral

Rolitetraciclina 1958 Oral

Limeciclina 1961 Oral y parenteral

Clomociclina 1963 Oral

Metaciclina 1965 Oral

Doxiciclina 1967 Oral y parenteral

Minociclina 1972 Oral y parenteral

Tigeciclina 1993 Parenteral

De: Chopra y Roberts 2001
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1.2.2- Farmacocinética

Estos farmacos comparten caracteristicas comunes y solo difieren en algunos aspectos
farmacocinéticos. La absorcion de las tetraciclinas es variable por via oral, para la clortetraciclina es de
solo del 30%, del 60 al 80% para la oxitetraciclina, demeclociclina y TET y del 95 al 100% para la
doxiciclina y minociclina. La absorcion es mayor en ayuno y disminuye por la ingestion concomitante
de productos lacteos, geles de hidroxido de aluminio, sales de calcio, magnesio, hierro o zinc y
subsalicilato de bismuto. El mecanismo que explica esta menor absorcién se debe a la quelacion de
cationes bi y trivalentes. Se distribuyen ampliamente en el organismo, en secreciones incluida la orina
y liquido prostatico. Se acumulan en células reticulo endoteliales de higado, bazo, y médula 6sea; en
hueso, dentina y esmalte de dientes que no han brotado. Se logran concentraciones apropiadas en
liquido cefalorraquideo y sinovial, asi como en lagrimas, saliva y leche materna. Cruzan la barrera
placentaria, llegan al tejido fetal y al liquido amnidtico. Se unen en un 40 a 80% a las proteinas del
plasma. Se eliminan principalmente por via renal y por la bilis, aunque algunas son reabsorbidas por la
circulacion enterohepatica. La oxitetraciclina y TET tienen una vida media de 6 a 12 h, y la de
demeclociclina es de 16 h y es méas larga para la doxiciclina y minociclina de 16 a 18 h.

Son considerados ATM de amplio espectro por poseer actividad antimicrobiana hacia un gran
rango de microorganismos incluyendo bacterias Gram positivas y Gram negativas, clamidias,
micoplasmas, riketsias y protozoarios.

Son ATM de bajo costo, usados extensivamente en la profilaxis y el tratamiento de infecciones
en humanos y animales, también son utilizados como APC en animales de produccion a niveles

subterapéuticos (van den Bogaard y Stobbering, 2000) y en agricultura y acuicultura.
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1.2.3.- Mecanismo de accion

Las tetraciclinas son una familia de ATM cuyo mecanismo de accidn es unirse a la la subunidad
30S del ribosoma bacteriano, de manera que se inhibe la sintesis de proteinas al evitar la unioén del
aminoacil-ARNt en la posicion A del ribosoma (Chopra y Roberts, 2001). Para interactuar con el sitio
diana, en Gram negativos, las moléculas del ATM cargadas positivamente atraviesan la membrana
externa, por el potencial Donnan, a través de las porinas de dicha membrana: OmpF y OmpC, (Chopra
y col., 1992; Schnappinger y Hillen, 1996) formando un complejo i6n catiénico-antibidtico. Este
complejo se acumula en el periplasma, donde probablemente se disocia para liberar la TET sin carga
positiva, dejando una molécula débilmente lipofilica capaz de difundir a través de las regiones lipidicas
de la membrana citoplasmatica. La entrada de TET a través de la membrana citoplasmatica es energia
dependiente (Schnappinger y Hillen, 1996; Nikaido y Thanassi, 1993). En el citoplasma, es
posiblemente quelada, si el pH interno y la concentracion de los iones bivalentes son mayores que en la
parte externa de la célula (Schnappinger y Hillen, 1996). La unién de las tetraciclinas al ribosoma es
reversible dando una explicacion del efecto bacteriostatico (Chopra y col., 1992). La ausencia de
actividad sobre las células eucariotas explica las propiedades selectivas de este ATM. A nivel
molecular resulta de poca importancia la inhibicion de la sintesis proteica en los ribosomas de 80S (van
den Bogert y Kroon, 1981) y la escasa acumulacion del ATM en las células eucariotas (Franklin,
1966).

Las tetraciclinas se han utilizado ampliamente en los ultimos cuarenta afios como agente
terapéutico en medicina humana y veterinaria, y también como APC en la ganaderia. La aparicion de
resistencia bacteriana a los ATM en la actualidad ha limitado su uso. Actualmente, las tetraciclinas de
tercera generacion, glicilciclinas ya han presentado resistencia en cepas de Salmonella (Tuckman y
col., 2000). Esta resistencia a glicilciclina es mediada por el gen tetA que ha adquirido una mutacion

adicional.
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1.3.- Resistencia Antimicrobiana
Se define la resistencia antimicrobiana (RAM) a la capacidad de una bacteria de sobrevivir a la

exposicion de una concentracion definida de un antimicrobiano (OIE, 2003).

1.3.1- Origen de los genes de resistencia. El resistoma antibidtico

En genética, en general, la mayor consideracién estd enfocada en la transferencia vertical,
aunque en la actualidad se sabe que la transferencia horizontal de genes es un fendmeno
significativamente mayor y entre los organismos unicelulares posiblemente es la forma dominante de
transferencia genética (Edwards, 2010; Arnold, 2011). La presencia de dichos reservorios explicaria la
rapida diseminacion de la RAM de las bacterias comensales a las patogenas. La transferencia
horizontal de genes es la primer causa de la RAM (OECD, 2010; Kay y col., 2002; Koonin y col.,
2001; Nielsen, 1998), jugando un rol importante en la evolucidon bacteriana, degradando nuevos
compuestos creados por el hombre (McGowan y col., 1998) y manteniendo y transmitiendo factores de
virulencia (Keen, 2012). Los elementos moviles son la principal fuerza impulsora en la transferencia
horizontal de genes entre cepas, especies y géneros cercanos y filogenéticamente distantes y son
responsables de la rapida propagacion de elementos particulares en toda una comunidad bacteriana y
entre los ecosistemas (Roberts, 2011).

Los genes de resistencia de las bacterias patogenas Gram positivas y Gram negativas han
revelado secuencias casi idénticas, lo que sugiere que la transferencia de genes de RAM a través de
géneros se ha producido. Ademads, se sugiere que estos eventos de transferencia se han producido
recientemente debido a la alta identidad de secuencia (Courvalin, 2008).

Durante mucho tiempo, el principal objetivo en investigacion en el area de la RAM estaba
relacionado con la emergencia en patégenos humanos y su epidemiologia. Sin embargo, la presencia de

genes de resistencia en las bacterias patdogenas solo supone una minima parte. La hipdtesis mas
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aceptada durante mucho tiempo acerca del origen de muchos de estos genes de resistencia ha sido que
los propios microorganismos productores de ATB los poseian como mecanismos de defensa frente a
estos compuestos que ellos mismos sintetizaban, los cuales podrian ser posteriormente transferidos a
las bacterias patdgenas. En la ultima década, diversos grupos de investigacion han demostrado que las
bacterias ambientales, especialmente las procedentes del suelo, contienen una gran diversidad de genes
de resistencia, algunos similares a los detectados en las bacterias patdgenas y muchos otros nuevos
(Canton, 2009; D’Costa y col., 2007; Forsberg y col., 2012). Por otro lado, se han observado grandes
semejanzas estructurales entre algunos ATB y otras moléculas que participan en el metabolismo
microbiano. Por lo tanto, es posible que algunos genes de resistencia tengan una doble funcion:
inactivar a los ATB y actuar en procesos celulares como detoxificacion, senalizadores en la
comunicacion intercelular o en procesos biosintéticos, entre otros (Baquero y col., 2002; Wright, 2007).
Todo esto hace pensar que el origen de los genes de resistencia es un tema mucho mas complejo de lo
inicialmente considerado.

En este contexto, ha surgido el concepto del resistoma antibiotico que comprende el conjunto de
todos los genes que contribuyen directa o indirectamente a la RAM. Dicho resistoma antibiotico estaria
constituido por: a) los genes de resistencia de los microorganismos ambientales, muchos de ellos
procedentes del suelo, tanto productores como no productores de ATB, resistoma ambiental; b) los
genes de resistencia de las bacterias patdgenas, resistoma clinico; c) los genes intrinsecos presentes en
los cromosomas bacterianos que contribuyen a la resistencia, resistoma intrinseco; y d) los genes que
codifican proteinas metabdlicas pero que podrian ser los precursores de genes de resistencia a los ATB
a través de procesos evolutivos y que han sido denominados genes de protorresistencia (Wright, 2010) .

La RAM es la respuesta evolutiva a la fuerte presion selectiva que resulta de la exposicion a
estos compuestos. El apoyo a la hipotesis de la probabilidad de la resistencia como resultado del uso

contemporaneo de estos fArmacos en la clinica y en las granjas es la poca frecuencia de resistencia a los
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ATM en las colecciones de bacterias patdgenas que son anteriores a la era de los antibioticos (Wright,
2010). La RAM ha ocurrido en la naturaleza desde la antigiiedad (D’Costa, 2011), mucho antes de la
era antibidtica y lo que ha hecho el hombre en las 7 décadas de uso masivo de los ATB ha sido acelerar
tremendamente el proceso evolutivo. Se estima que en el planeta puede haber alrededor de 5 x 10°%°
procariotas y solo una fraccion minima esta relacionada con enfermedades infecciosas en el hombre
(Wright, 2010). Los microorganismos, muchos de ellos del suelo, estdn expuestos a la accion selectiva
de los ATB producidos por otros microorganismos o liberados al medio tras su uso en humanos,
animales o plantas, o a la accion de otros compuestos toxicos, entre ellos metales pesados, biocidas,
etc., de diversos origenes y por ello han tenido que desarrollar estrategias de defensa frente a todos
estos compuestos. Todos estos genes del resistoma ambiental pueden ser movilizados por mecanismos
de transferencia horizontal a bacterias, tanto patdgenas como no patogenas, de otros ecosistemas,
incluyendo el compartimento humano, animal o el acuatico entre otros. Al conjunto de todas estas
plataformas de movilizacion de genes de resistencia mas otras funciones que existen en la naturaleza se
lo denomina moviloma. Los microorganismos ambientales constituyen el origen evolutivo de los genes
de la RAM Yy existe una enorme cantidad y diversidad de los mismos en la naturaleza. El estudio del
resistoma, entendido desde esta perspectiva global, es complejo pero permitira entender las bases
moleculares de la resistencia, su origen y su evolucion, asi como comprender porque la resistencia es
tan prevalente y emerge tan rapidamente después de la incorporacion de los ATM en la clinica. El
siguiente paso seria estudiar en mayor profundidad los mecanismos de movilizacioén por transferencia
horizontal de estos genes del resistoma ambiental a las bacterias patogenas.

Con todo lo anteriormente expuesto, podemos decir que la emergencia y evolucion de la RAM
es un proceso tremendamente complejo y multifactorial (Baquero, 2012) que depende de:
1) la presion selectiva de los ATM de diferente procedencia, medicina, veterinaria, agricultura o

sintetizados por los microorganismos productores, sobre el conjunto de microorganismos que
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componen el microbioma ambiental, humano y animal. Es posible que otros compuestos no ATB tales
como biocidas, detergentes, metales pesados, etc., también influyan en este proceso selectivo;

2) la existencia de un complejo resistoma que contiene un “pool” de genes de resistencia muy diverso y
abundante en continua evolucion;

3) la presencia de plataformas genéticas eficaces que permiten la captacion de los genes de resistencia,
por ejemplo integrones y su posterior movilizaciéon como los plasmidos, transposones, fagos, etc.;

4) la incorporacion de los genes de resistencia en clones bacterianos epidémicos que presenten facilidad
para diseminarse en diferentes nichos, hospitales, comunidad, granjas, etc.;

5) la posibilidad de que los clones bacterianos se encuentren en comunidades microbianas con alta
capacidad de transferencia de genes (Figura 3).

Las nuevas herramientas de la metagendomica estan permitiendo abordar el estudio de todas
estas piezas que intervienen en el proceso de la resistencia y posiblemente, en un futuro, tengamos un
mayor conocimiento de las rutas de evolucion. Todos estos conocimientos son fundamentales,
asimismo, para poder predecir en un futuro como puede evolucionar la resistencia ante la incorporaciéon
de nuevos ATM. Ademads, serdn de gran utilidad para el disefio de nuevos farmacos utilizando la
estrategia eco-evo, la cual tiene en cuenta el resistoma antibidtico y los aspectos evolutivos de la

resistencia (Baquero, 2012).

PRECURSORES DE LA
RESISTENCIA

MEDIO
AMBIENTAL

Figura 3: El resistoma antibiotico y los distintos ambitos implicados en el mismo
De: Wright, 2010 modificado por Torres Manrique, 2012.
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1.3.2.- Efectos de los Antimicrobianos en la Microbiota Intestinal. Transferencia de genes de
Resistencia Antimicrobiana

Fisiologicamente, la microbiota del TI realiza la fermentacion de los residuos alimentarios y el
moco endogeno no digerible, la recuperacion de energia en forma de acidos grasos de cadena corta, la
produccion de la vitamina K, la absorcion de iones, el control de la proliferacion y de la diferenciacion
de las células epiteliales, el desarrollo y la homeostasis del sistema inmune y la proteccion contra los
patogenos por el efecto de barrera. Una relacion simbiotica entre las bacterias y el huésped proporciona
a éste una proteccion Optima. Por otra parte, el huésped proporciona nutrientes a las bacterias y éstas
proporcionan una barrera para la colonizacion. El uso de ATB y ATM como tratamiento crea una
perturbacion en la microbiota del TI; la barrera se rompe y bacterias potencialmente patdogenas pueden
colonizar el intestino. Los ATM crean una presion selectiva sobre la microbiota intestinal y se corre el
riesgo de un crecimiento excesivo de cepas resistentes (Guarner y Malagelada, 2003). Esto, a su vez,
aumenta el riesgo de transferencia de genes de RAM entre la microbiota normal y, en el peor de los
casos, su transferencia a otras bacterias patogenas. El riesgo de desarrollar cepas resistentes a los ATM
que pueden transmitirse por contacto de individuo a individuo y la propagacion de los genes de
resistencia, pueden ser disminuidos por la eleccion de ATM con un minimo efecto en la microbiota
intestinal (Sullivan, 2001).

A pesar de los intentos por frenar el desarrollo de la RAM el nivel de bacterias resistentes esta
en aumento y la hipotesis de que el TI acttia como reservorio de genes de RAM esta ampliamente
aceptada (Graselli y col., 2008). Un estudio en humanos voluntarios en 1974 mostré que la RAM se
produjo por transferencia de genes de resistencia entre una Escherichia coli autdctona de origen animal
y una cepa de Escherichia coli en el TI humano durante el tratamiento con TET. Esta transferencia fue

observada a los 36 dias posteriores a la finalizacion del tratamiento, pero s6lo con la administracion de
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niveles terapéuticos de TET 1000 mg/dia y no con niveles subterapetticos de 50 mg/dia (Burton,
1974).

Se sugiere que parte de la microbiota Gram negativa tiene una mayor perspectiva de obtener
genes de resistencia, actuando como reservorio y transfiriendo estos genes a bacterias patogenas, las
cuales produciran infecciones con posibilidades de tratamiento limitadas (Schjerring y col., 2008).

La sustentabilidad de la RAM se debe en parte a la seleccion de bacterias resistentes ya que se
convierten en la nueva poblacién dominante en el medio ambiente. Ademas, el uso de ATM insta a las
bacterias sensibles a volverse resistente a fin de sobrevivir (Schjerring y Krogfelt, 2011). Se sabe que
los genes responsables de la RAM estan presentes en los microorganismos, proporcionandoles
autoproteccion a los compuestos ATB que producen como mecanismo de defensa contra otros
microorganismos. Las similitudes entre los genes y mecanismos de resistencia que se encuentran en los
microorganismos productores de ATB y en las bacterias patogenas sugieren que los primeros son el
grupo de origen de genes de RAM (Courvalin, 2008; Mazodier y Davies, 1991).

La RAM se puede presentar a través de cuatro mecanismos: alteracion del sitio de union,
desactivacion enzimdtica del ATM, disminucioén de la droga acumulada y alteracion de algin paso
sensible en el metabolismo de la misma. Los tres primeros mecanismos pueden estar mediados por
mutaciones en genes especificos cromosomales o por adquisicion de plasmidos portadores de genes de
resistencia. El cuarto, se atribuye principalmente a la transferencia horizontal de genes de resistencia
localizados en plasmidos, transposones e integrones; por lo que el uso continuo y la acumulacion de
ATM en el medio ambiente ha dado como resultado el incremento de bacterias resistentes a los mismos

(Roberts, 2011; Schjerring y Krogfelt, 2011).


http://www.hindawi.com/82160801/
http://www.hindawi.com/86504240/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberts%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21833302
http://www.hindawi.com/82160801/
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1.3.3.- Mecanismos de resistencia a TET

La resistencia a TET es mayormente debida a la adquisiciéon de nuevos genes, plasmidos y
transposones, y es producida tedricamente durante la colonizacion de la microbiota, lo que permite el
intercambio de genes y la propagacion de los mismos a lo largo de diferentes ecosistemas (Roberts,
1997). Un limitado numero de bacterias adquieren la resistencia por mutaciones, alterando la
permeabilidad de la membrana externa a nivel de las porinas y/o los lipopolisacaridos, cambiando la
regulacion del sistema de eflujos o modificando el ARNr de 16S. Los genes de resistencia a este ATM
se denominan fet.

Existen, hasta el presente, 43 diferentes genes tet/otr conocidos, con una amplia distribucion
entre las especies que confieren resistencia a las tetraciclinas (Tabla 2), de los cuales 17 (39%) se
encuentran en bacterias ambientales (Tabla 3) (Roberts, 2011).Veintisiete de los genes codifican para
las proteinas de eflujo dependiente de energia, 12 codifican para las proteinas de proteccion ribosomal,
3 codifican para enzimas inactivantes y un gen que presenta un mecanismo de resistencia desconocido.

El mecanismo de resistencia mas comun en tetraciclinas es a través del sistema de eflujo que

libera el ATM al exterior de la célula bacteriana.

Proteinas de eflujo: las proteinas de eflujo son las més estudiadas dentro de las proteinas Tet.
Estas proteinas estan asociadas a la membrana y remueven la TET presente en el interior de la bacteria.
Son capaces de reducir las concentraciones intracelulares de TET mediante el intercambio de un proton
en el complejo de tetraciclina-cation contra un gradiente de concentracion y requieren para su funcion
de células bacterianas intactas (Palm y col., 2008). De esta manera no se logra la concentracion
adecuada del ATM para actuar en el ribosoma. El eflujo de TET es alcanzado por una exportacion de
proteinas de la superfamilia facilitadora principal (MFS) cuyos productos incluyen mas de 300

proteinas individuales. Todos los genes tet de eflujo codifican para dichas proteinas asociadas a la
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membrana. Estos genes se encuentran presentes en bacterias Gram positivas y Gram negativas,
saprofitas y patdgenas del hombre, animales y ambientales (Tablas 2 y 3).

Los genes que codifican este mecanismo de resistencia en las bacterias Gram negativas son
tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetY y tetl, todos ellos previamente informados en Escherichia coli (Chopra
y Roberts, 2001).

Veintiséis de los 27 genes de eflujo confieren resistencia a TET y doxiciclina, pero no a
minociclina y tigeciclina, mientras que los fefB en bacterias Gram-negativas confieren resistencia a la
TET, doxiciclina y minociclina. Doce de los genes de eflujo se encuentran en bacterias ambientales
(Tabla 3).

Se han identificado setenta y seis géneros de bacterias Gram-negativas y 47 géneros de bacterias
Gram-positivas que llevan genes de resistencia a TET para este mecanismo. El gen zefB es el gen de
eflujo mas comun entre las bacterias Gram-negativas y se ha identificado en 31 géneros, el tetA en 20
géneros, el tetC en 10 géneros, el fefD en 16 géneros, el tetE en 10 géneros, el fetG en 13 géneros, el
tetH en 8 géneros, y el tet35 en 2 géneros. El gen tetK se encuentra en 12 géneros de bacterias Gram-
positivas y el gen de ofrB se encuentra en Mycobacterium spp. y en Streptomyces spp. El gen tetL se
encuentra en 14 géneros de bacterias Gram-negativas y en 19 géneros de bacterias Gram-positivas, el
tet39 en 4 géneros de Gram-negativas y en 3 géneros de Gram-positivas, mientras que el ferd2 se
encuentra en 4 géneros de bacterias Gram-positivas y en 2 géneros de Gram-negativas. Doce de los
genes de eflujo incluyendo el tet], tetAP, tetV, tetY, tetZ, tet30, tet31, otrC, tcr, tet33, tetd0 y tetd1 se
encuentran en un solo género. El fer43 fue aislado de una biblioteca de ADN metagenémico y aun no

se ha identificado en un género, ni especie bacteriana especifica.

Proteccion de proteinas ribosomales: la proteccion a los ribosomas de la accion de la TET es

mediada por una proteina citoplasmatica soluble de ~72.5 kDa que comparte homologia con las
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GTPasas que participan en la sintesis proteica. Estas proteinas tienen similitud de secuencia con los
factores de elongacién ribosomal, EF-G y EF-Tu y se agrupan en la superfamilia del factor de
traduccion de GTPasas (Leipe y col., 2002). Hipotéticamente interactuarian con la proteina ribosomal
h34 dando como resultado una interrupcion alostérica de la union primaria de TET y en consecuencia,
la liberacion de la droga (Connell y col., 2003a, b). Confieren resistencia a la TET, doxiciclina,
minociclina y pero no a tigeciclina (Roberts, 2005). Confieren resistencia a un mayor espectro de
tetraciclinas que las proteinas de eflujo a excepcion de TetB. Las proteinas TetM y TetO reducen la
susceptibilidad de los ribosomas a las TET. A diferencia de la accion de las proteinas de eflujo que para
actuar necesitan las membranas intactas, este mecanismo funciona in vivo e in vitro. Las proteinas
TetM y TetO son las mas estudiadas y caracterizadas dentro de este grupo (Sanchez y cols., 2004;
Schnappinger y Hillen, 1996; Schrag y cols., 1997; Taylor y Courvalin, 1988; Taylor y cols., 1998).

Existen, hasta el presente, 12 genes de proteccion ribosomal de los cuales tres tetBP, otrA 'y tet
son exclusivos de bacterias ambientales (Tabla 3). El gen tetM se ha identificado en aislamientos
clinicos en Enterococcus spp. entre 1954 y 1955, aproximadamente al mismo tiempo que se
identificaron los primeros genes de eflujo en Gram-negativas (Watanabe, 1963; Atkinson y cols.,
1997). Asi, tanto los genes tet de eflujo como los genes de proteccion ribosomal han estado en la
poblacion bacteriana durante un tiempo considerable.

Se han caracterizado cuarenta y nueve géneros de bacterias Gram-negativas que llevan uno o
mas genes fet de proteccion ribosomal. Treinta y ocho géneros de bacterias Gram-positivas son
portadores de estos genes, de los cuales 15 llevan un solo gen y 23 llevan uno o més genes de
proteccion ribosomal y /o de proteccion ribosomal mas genes de eflujo. El gen fefM es el mas
comunmente encontrado en bacterias, identificado en 36 géneros de bacterias Gram-negativas, y en
31géneros de Gram-positivas, Mycoplasma spp., Mycobacterium spp., Streptomyces spp., y

Ureaplasma spp. El gen tetW se ha identificado en 25 géneros, 15 en Gram-negativas y10 en Gram-
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positivas, el gen ferQ se ha identificado en 22 géneros, 12 en Gram-negativas y 10 en Gram-positivas,
el gen tetO se ha encontrado en 20 géneros, 8 de Gram-negativas y 12 de Gram-positivas, el gen tetS se
ha identificado en 7 géneros, 3 en Gram-negativas y 4 en Gram-positivas, mientras que el gen otrAse
ha encontrado en 3 géneros de bacterias Gram-positivas, los genes ftetT, tet32 y tet44 se han encontrado
en 2 géneros de Gram-positivas cada uno, el gen tef se ha identificado en Streptomyces spp. y el tetB P
se ha encontrado en un género de Gram-positivas. El gen tetBP es caracteristico entre los genes de
proteccion ribosomal ya que todos los aislamientos que llevan este gen también llevan el gen tetAP que
codifica una proteina de eflujo inducible (Johansson y col., 2004). El gen tetAP solo confiere
resistencia a TET para el huésped bacteriano, mientras que no esta claro si el gen tetBP por si solo

confiere niveles clinicamente relevantes de resistencia a TET.

Inactivacion enzimatica de TET: este mecanismo implica a una proteina citoplasmatica que
modifica quimicamente la TET. Esta reaccion tiene lugar solo en presencia de oxigeno y NADPH y no
funciona en el huésped natural, Bacteroides spp. El tinico ejemplo descripto hasta el momento es el
producto del gen fetX (Speer y col., 1991). Fue descubierto como parte de dos transposones,
intimamente relacionados en Bactferoides spp. y aun no ha sido encontrado en otro género bacteriano.

Hasta el momento se conocen tres genes enzimaticos de inactivacion de tetraciclinas, el gen
tetX que codifica para una monooxigenasa NADP dependiente de flavina y que inactiva, por la adicion
de un grupo hidroxilo, a la posicion C-11 del ATM. Esta accion requiere oxigeno y confiere resistencia
a la TET, doxiciclina, minociclina, y tigeciclina y se encuentra en dos géneros bacterianos (Yang y col.,
2004; Moore y col., 2005). El gen tet37 que codifica para una monooxigenasa NADP-dependiente, s6lo
ha sido clonado a partir del metagenoma oral y no ha sido identificado de ningln aislamiento. El gen
tet34 se ha encontrado en tres géneros de bacterias Gram-negativas, Pseudomonas spp., Serratia spp. y

Vibrio spp. y es Unico para las bacterias del medio ambiente (Nonaka y Suzuki, 2002).
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Otros mecanismos de resistencia: El gen tefU produce una proteina pequena, 105
aminoacidos, que confiere resistencia de bajo nivel a TET (Chopra y Roberts, 2001). La secuencia
génica no muestra homologia significativa con los genes de proteinas de eflujo ni con los de proteinas
de proteccion ribosomal. La proteina TetU tiene 21% de similitud a la proteina TetM, pero no incluye
las secuencias de consenso de union a GTP, que se cree son de importancia en estas proteinas para la
resistencia a TET. El gen tefU se ha identificado sélo en Enterococcus faecium (Ridenhour y col.,
1996).

Tabla 2: Mecanismos de Resistencia para los genes tet y otr

Genes

Bombas de eflujo (27)

tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tet], tetV, tetY, tetZ, tet 30, tet 31, tet 33, tet 35(a),
tet 39, tet 41, tetK, tetl, tet 38, tetAP, tet 40, tet 42, tet 43, otrB, otrC, tcr3

Proteccion ribosomal de proteinas(12)

tetM, tetO, tetS, tetW, tet32,tetQ, tefT, ter36, otrA, tetBP, tetd4, tet
Modificacién enzimatica (3)©
tetX, tet34, tet37

Mecanismos no descritos (1)
tetU
Adaptado de: Roberts, 2011
@No esta relacionado con otros genes tet de eflujo; ter37, tet43.
® tetBP no se halla solo y tetAP y tetBP funcionan como un operon.
©erX 'y, ter37 no estan relacionados pero los dos requieren NADP- oxidoreductasas.
@ Sy secuenciacion no parece estar relacionada ni con la bomba de eflujo ni con la proteccion ribosomal de proteinas.

Tabla 3: Genes de Resistencia en bacterias ambientales

Genes
Bombas de eflujo (12/27)
tetAP, tetV, tet 30, tet 35, tet 33, tet 39, tet 41, tet 42, tet 43, otrB, otrC, tcr3

Proteccion ribosomal de proteinas(3/12)
tetBP, otrA, tet

Modificacion enzimatica (2/3)©
tetX®, tet34

Adaptado de: Roberts, 2011
@ terXes funcional solo en Spingobacterium spp., aunque se encuentra en Bacteroides spp.
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1.4.- Escherichia coli
1.4.1.- Clasificacion taxondmica

Escherichia coli, de acuerdo al Manual Bergey de bacteriologia sistematica, pertenece a la
familia Enterobacteriaceae. Comprende bacterias Gram negativas cilindricas de 1,1 — 1,5 um de
diametro por 2,0 — 6,0 um de largo que se disponen aisladas o de a pares. Conforme a la definicioén
general de la familia Enterobacteriaceae, son bacterias quimioheterotrofas facultativas teniendo los
metabolismos fermentativo y respiratorio, no forman esporas, estdn desprovistas de oxidasa, producen
catalasa y P-galactosidasa, pueden ser moviles por flagelos peritricos o inmoéviles y normalmente
reducen nitrato a nitrito. En general, fermentan la lactosa y no producen hidrégeno sulfurado. Se
recuperan con facilidad a partir de muestras clinicas sembradas en medios comunes o selectivos, Agar
MacConkey, Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), etc., e incubadas a 37°C bajo condiciones
aerdbicas.

El género Escherichia comprende cinco especies siendo Escherichia coli la especie tipo. Las
principales pruebas fisioldgicas que distinguen Escherichia coli de las demas especies son produccion
de indol, reaccién negativa para el citrato de Simmons, produccion de lisina descarboxilasa, y
fermentacion de glucosa, lactosa y D-manitol (Scheutz y Strockbine, 2005).

Escherichia coli es una de las especies bacterianas comensales que se utilizan como bacterias
indicadoras, tanto en los estudios de contaminacién fecal como en los de seguimiento y monitoreo de la
RAM (SVARM, 2005). Escherichia coli posee una tendencia a desarrollar nuevas resistencias a los
ATM por la presion selectiva de su uso durante la vida del huésped y/o desarrollar mutantes resistentes
con el fin de sobrevivir y mantener la homeostasis microbiana en el tracto intestinal, ademas de actuar

como reservorio de genes (OIE, 2001; WHO, 1997).
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1.4.2.- Sensibilidad antimicrobiana

Al igual que el resto de las bacterias Gram negativas, Escherichia coli es intrinsecamente
resistente a los ATM hidrofobicos, como macrolidos, novobiocina, rifampicina, actinomicina D y acido
fusidico (Scheutz y Strockbine, 2005). La resistencia a estos compuestos se atribuye, en parte, a la baja
permeabilidad que presenta la membrana externa bilaminar a los solutos lipofilicos. Sin embargo, el
mecanismo de eflujo activo puede tener un efecto sinérgico, en ciertos casos, sobre la resistencia. La
capacidad de Escherichia coli para adquirir genes de resistencia hace impredecible su sensibilidad, por
lo que ésta debe determinarse siempre. Escherichia coli puede presentar resistencia adquirida frente a
aminoglucoésidos, Blactamicos, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprima. Alrededor del
40 al 90% de las cepas de Escherichia coli son resistentes a la ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas
y sulfamidas y entre el 15 y el 30% de las cepas son resistentes a las cefalosporinas de 1* generacion,
neomicina, kanamicina, cloranfenicol y quinolonas. Entre los ATM que presentan menores tasas de
resistencias se encuentran: amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de2*® y 3* generacion,
gentamicina, tobramicina, amicacina, colistina y polimixina B (Blanco y col., 2002).

Las bacterias TET resistentes con genes tet se hallan en cepas patdgenas, oportunistas y
miembros de la microbiota normal. Pueden aislarse de humanos, animales, alimentos y del medio

ambiente (Levy y col., 1989; Naik y col., 1994; Roberts, 1994; Roberts, 1996; Taylor y Chau, 1996).

1.4.3. - Multiresistencia antimicrobiana en Escherichia coli comensal

El mecanismo de defensa bacteriano mas eficiente y sofisticado es la adquisicion de Resistencia
a Multiples Drogas (MDR). Este se caracteriza por la compleja interaccion de diferentes mecanismos,
por ejemplo: eflujo de farmaco, inactivacién enzimatica y la proteccion del sitio diana, que confieren
resistencia simultanea a tres o mas grupos de ATM. La MDR lleg6 a establecerse ampliamente

especialmente en bacterias Gram-negativas tales como Escherichia coli, considerada una especie
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versatil que forma parte de la microbiota intestinal y que abarca diferentes patotipos. En contraste con
las cepas patogenas, que estan en el foco de la terapia, las cepas comensales son generalmente
marginadas en muchos aspectos, debido a su reducida importancia clinica. Abordado como posibles
reservorios de determinantes de resistencia, la prevalencia de la RAM en Escherichia coli comensales a
partir de animales destinados al consumo se controla peridédicamente en varios paises de Europa, Japon,
Australia, Estados Unidos, Canada, etc.; sin embargo, sus atributos genéticos, tales como la
coexistencia y propagacion de genes de resistencia y su capacidad para colonizar el intestino humano
no se consideran adecuadamente (Szmolka y Nagy, 2013).

De manera similar a otras enterobacterias, Escherichia coli puede elegir entre varios
mecanismos para defenderse del efecto simultaneo de varios ATM. Ciertas estructuras proteicas, que
median el flujo de salida simultanea de una amplia gama de ATM de las células, o causan disminucion
de permeabilidad de la membrana, son partes de antiguos mecanismos en su mayoria codificados
cromosomicamente que causan MDR en diferentes poblaciones de Escherichia coli. Ademas, la
mayoria de los genes que codifican una amplia variedad de mecanismos de resistencia son
transportados por elementos genéticos modviles lo que favorece la cotransferencia de genotipos
resistentes a multiples ATM entre bacterias comensales y patdgenas, entre los animales y los seres

humanos y viceversa (Iyer y col., 2013).

1.4.4.-Interpretacion de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Teniendo en cuenta el concepto actual de moviloma, los epidemidlogos necesitan estar al tanto
de los cambios emergentes en la sensibilidad bacteriana, para permitir que se consideren medidas de
control apropiadas (CLSI, 2011). En un intento por superar los problemas de las diferencias en los
criterios interpretativos basados en datos clinicos o epidemiologicos, el European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ha decidido definir puntos de division separados para
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la deteccion de bacterias con mecanismos de resistencia. Para la vigilancia del desarrollo de la misma,
se utilizan valores de corte epidemiolédgicos: “Wild Type Cutoff Values” (WCV), “Epidemiological
Cutoft” (ECOFF) o “Epidemiological Cutoff Values” (ECV), también conocido como resistencia
microbiologica, y para la orientacion de la terapia se utilizan puntos de corte clinicos o “Clinical
Breakpoints” (Kahlmeter y col., 2003). Los WCV, ECOFF o ECV se determinan sobre la base de la
distribucion de concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para un agente antimicrobiano y una
especie bacteriana determinada. EUCAST recopila datos de CIM de rango completo de la mayor
cantidad de fuentes posibles. Los datos se insertan en una base de datos y cada distribucioén se examina
para su aceptacion, para luego publicarlos libremente a disposicion. Aunque el uso de los WCV,
ECOFF o ECV es importante para la deteccion temprana de la sensibilidad disminuida, este valor es
inapropiado para determinar el porcentaje de resistencia clinica (Simjee y col., 2008). Esto se debe a
que hay casos en que un aislamiento bacteriano tendra un valor de CIM por encima del WCV, ECOFF
o ECV, pero por debajo del punto de corte clinico sensible; en este caso, dicho aislamiento sera
clinicamente sensible y, por lo tanto, no debe categorizarse como resistente sino como con sensibilidad
disminuida o reducida, epidemioldgicamente (Emborg y col., 2007).

De hecho, al informar datos usando WCV, ECOFF o ECV, los términos ‘“sensible” o
“resistente” son inapropiados; en cambio, las bacterias deben informarse como poblacion "Wild Type"
(WT) si la CIM cae por debajo del valor de corte epidemioldgico y como poblacion "Non Wild Type"
(NWT) si la CIM es mas alta que el valor de corte epidemiolédgico (Schwarz y col., 2010). Por lo tanto,
las poblaciones de microorganismos sin un mecanismo de resistencia adquirida fenotipicamente
detectable se definen como bacterias WT y las poblaciones que claramente se apartan de las

poblaciones WT se clasifican como NWT.
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1.5.-Situacion en nuestro pais

En Argentina existen antecedentes bibliograficos sobre caracterizacion fenotipica de resistencia
a TET en cepas de Escherichia coli aisladas de animales, no asi sobre la caracterizacion genotipica.

En un trabajo publicado en 2007 por Moredo y col., sobre 64 cepas de Escherichia coli aisladas
de materia fecal de cerdos entre los afios 2005 y 2006, se observo 93% de resistencia a TET. En una
publicacion de Pantozzi y col. en 2010, sobre 240 cepas de Escherichia coli aisladas de animales
domésticos entre los afios 2006 y 2008, se hallaron 8.8% de resistencia a TET en 45 cepas bovinas,
21% en 19 cepas ovinas, 5.7%en 35 cepas equinas, 88.3% en 43 cepas porcinas, 75.5% en 49 cepas de
aves y 20.4% en 49 cepas de caninos. Vigo y col. en el afio 2011, observd 100% de resistencia a TET
en 14 cepas de origen aviar y 67% de resistencia en las 15 cepas origen porcino estudiadas. Por otra
parte, Carloni y col. en el mismo afo, publicé un 48% de resistencia a TET en 25 cepas de Escherichia
coli de origen bovino, 75% de resistencia en 8 cepas de origen equino, 36.5% de resistencia en 52
cepas de origen canino y 34% en 15 cepas de origen felino.

En la bibliografia consultada sobre antecedentes en determinacién de genes de resistencia a
TET en nuestro pais, s6lo se hallo un trabajo sobre deteccion de determinantes de resistencia a TET y

oxitetraciclina en cepas de Bacillus cereus aisladas de muestras de miel (Lopez y col., 2008).



Tesis Doctoral | 27
Florencia Laura Pantozzi

2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.- Hipotesis
o Las cepas resistentes a TET de Escherichia coli aisladas de materia fecal de diferentes

especies animales poseen genes que codifican dicha resistencia.

o Los genes de resistencia a TET de Escherichia coli varian segun la especie animal

mnvolucrada.

o Los genes de resistencia a TET de Escherichia coli varian segin el periodo de tiempo

estudiado.

o Si la cepa de Escherichia coli posee mas de un gen que codifica para resistencia

aumenta la CIM.

2.2.- Objetivo general
o El objetivo del trabajo de tesis es determinar y analizar diferentes genes de resistencia a

TET, los mas comunmente hallados en Escherichia coli de origen animal.

o Contribuir a esclarecer el rol de Escherichia coli de origen animal en la resistencia a

TET.
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2.2.- Objetivos particulares
o Evaluar la sensibilidad a TET segtin el método de CIM en cepas de Escherichia coli de

materia fecal de animales de terminacion clinicamente sanos.

o Identificar los genes involucrados en la resistencia a TET seglin la especie animal (aves,

porcinos y bovinos).

o Identificar los genes involucrados en la resistencia a TET en dos periodos de tiempo:

afios 2006-2008 y 2010-2012.

o Comparar los genes involucrados en la resistencia a TET segun el periodo de tiempo y la

especie animal.

o Determinar la prevalencia de los genes de resistencia involucrados en las cepas

previamente identificadas como poblacion NWT.

o Analizar la relacion entre fenotipo y genotipo y comparar los genes de resistencia a TET
en Escherichia coli involucrados en las diferentes especies animales en los dos periodos

estudiados.
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3.-MATERIALES Y METODOS

3.1.-CEPAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO
3.1.1.-Muestreo

Las cepas de Escherichia coli estudiadas se aislaron a partir de materia fecal de pollos
parrilleros, bovinos y porcinos, entre los afios 2006-2008 y 2010-2012. Las muestras se remitieron en
bolsas de polietileno o recipientes cerrados y refrigeradas hasta su procesamiento. En aves se remitio el
intestino. Todas las muestras provenian de animales sanos, sin signologia clinica, destinados al
sacrificio/consumo de las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba y Entre Rios.

En el periodo 2006-2008 se obtuvieron 50 muestras de cada especie animal, 150 muestras
totales, y en el periodo 2010-2012 el nimero de muestras por especie animal fue 120, 360 muestras

totales.

3.1.2-Aislamiento de Escherichia coli

Las muestras de materia fecal fueron sembradas en EMB e incubadas a 37°C por 24-48 horas en
atmosfera normal. A partir de este primer aislamiento se tomaron entre 1 o 3 colonias con
caracteristicas macroscopicamente compatibles con Escherichia coli, brillo metalico de color verde
azulado,y se repicaron en Agar Tripticasa Soya (ATS), incubandose a 37°C por 24-48 horas en
atmosfera normal. La identificacion bacteriana se realiz6 en base a las pruebas para enterobacterias:
oxidasa, reduccion de nitratos a nitritos, fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa, produccion de
hidrégeno sulfurado, prueba del indol, utilizacion del citrato, lisina y ornitina decarboxilasas,
fenilalanina desaminasa e hidrolisis de la urea. Las cepas fueron almacenadas a -20°C, en crioviales

con 2 ml de caldo tripticasa soya mas 30 % de glicerol, hasta su uso.
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3.1.3-Determinacion fenotipica de sensibilidad a tetraciclina

La prueba de sensibilidad antimicrobiana se realiz6 por el método de dilucion en agar de la CIM
segun el protocolo del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). La CIM es definida
como la menor concentracion de antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo bacteriano. Las
diluciones seriadas de TET se realizaron en un rango de 0.5pg/ml a 64 p/ml en agar Miieller Hinton. El
indculo bacteriano se prepard en caldo Miieller Hinton con una densidad ajustada a la escala 0.5 de
McFarland y diluida 1:10. La siembra de las cepas se realiz6 mediante un replicador de Steers,
quedando el indculo final de 10* UFC/ml. Las placas se incubaron a 37°C en atmésfera normal por el

término de 16 a 20 horas. Como cepa control se utilizé Escherichia coli ATCC 25922.

3.2.- ESTANDARIZACION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
3.2.1.- Diseiio de primers utilizados en el estudio genotipico

El disefio de primers se baso en los determinantes de resistencia a TET con mayor prevalencia
en Escherichia coli. En base a una busqueda bibliografica (Bryan y col., 2004; Chopra y Roberts, 2001;
Lanz y col., 2003; Sayah y col., 2005; Schwaiger y col., 2010; Stine y col., 2007), se decidio6 incluir en
este estudio los genes ftetA, tetB y tetC involucrados en el mecanismo de eflujo de salida y el gen tefM
implicado en la proteccion ribosomal. Ademas, se disefid un par de primers especificos para el gen del
ARNr 1685, capaz de amplificar cualquier cepa de Escherichia coli, para ser utilizado como control de
amplificacion interno en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y de este modo eliminar la
posibilidad de obtener resultados que sean falsos negativos.

Como punto de partida para el disefio de los primers, se realizé un alineamiento multiple de
secuencias de cada uno de los genes previamente mencionados. Las secuencias empleadas fueron

obtenidas de la base de datos GenBank, al menos 20 secuencias de cada uno de los genes, en todos los
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casos se intentd reunir un grupo de secuencias lo mas heterogénea posible seleccionando cepas aisladas
en distintos hospedadores y en diferentes paises y afos.

El alineamiento de cada grupo de secuencias se realizo con el software CLUSTAL-X. A partir de
las regiones conservadas en cada alineamiento, se disefiaron los diferentes pares de primers especificos,
teniendo en cuenta que las temperaturas de annealing fueran similares y que el producto de
amplificacion obtenido con cada uno fuera facilmente distinguible en una PCR multiple.

El software AnnHyb v4.944 se utiliz6 para prevenir la formacion de estructuras internas como
horquillas, homodimeros y heterodimeros durante la reaccion de PCR. Finalmente se realizd un
alineamiento local usando el software BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool nucleotide,
disponible en: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comprobar la especificidad de los primers
disefiados. Los primers fueron sintetizados por encargo en Integrated DNA Technology (IDT,

Coralville, IA, USA).

3.2.2.-Método de extraccion del ADN

Inicialmente, se evaluaron simultdneamente tres técnicas de extraccion para seleccionar el
mejor método de obtencion del ADN gendmico. Para ello, tres cepas de Escherichia coli resistentes a
TET, tomadas al azar, fueron cultivadas en 10 ml de caldo Luria Bertani (LB) con 12,5 mg / ml de

TET, y se incubaron durante 24 horas a 37 ° C con agitacion.

3.2.2.1- Lisis celular por ebullicion
1- Centrifugar 2 ml de cada cultivo bacteriano a 12.000 g durante 5 minutos
2- Descartar el sobrenadante
3- Resuspender el pellet bacteriano, con pipeta, en 100 pl de agua tri-destilada libre de

nucleasas
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4- Hervir durante 10 minutos para producir la lisis celular
5- Centrifugar a 10.000 x g durante 10 minutos para eliminar los restos celulares

6- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio, descartando el pellet.

3.2.2.2- Extraccion con DNAzol
En este caso se utiliz6 el reactivo comercial DNAzol (Invitrogen), en base al protocolo del fabricante
con ligeras modificaciones:
1- Centrifugar 2 ml de cada cultivo bacteriano a 13.000 g durante 2 minutos
2- Descartar el sobrenadante
3- Resuspender el pellet bacteriano, con pipeta, en 1 ml de DNAzol.
4- Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos
5- Centrifugar a 10.000 g durante 5 minutos
6- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio descartando el pellet
7- Agregar 500 ul de Etanol absoluto
8- Mezclar por inversion e incubar 3 minutos a temperatura ambiente
9- Centrifugar a 4.000 g por 2 minutos
10- Descartar el sobrenadante
11- Agregar 500 pl de etanol al 75%
12- Centrifugar a 4.000 g por 2 minutos
13- Repetir los pasos 10 al 12 una vez mas
14- Descartar todo el sobrenadante
15- Dejar secar el pellet con el tubo invertido durante 5 minutos

16- Resuspender en pellet en 100 ul de agua libre de nucleasas.
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3.2.2.3- Extraccion con kit comercial
Se utilizo el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) segun las instrucciones del
fabricante para bacterias Gram negativas:
1- Centrifugar 2 ml de cada cultivo bacteriano a 13.000 g durante 2 minutos
2- Descartar el sobrenadante
3- Resuspender el pellet bacteriano en 600 pl de Nuclei Lysis Solution
4- Incubar a 80 ° C durante 5 minutos para lisar las células.
5- Agregar 3 pl de solucion de RNasa al lisado celular
6- Incubar a 37 ° C durante 30 minutos
7- Agregar 200 pl de solucién de precipitacion de proteinas. Mezclar vigorosamente con
vortex durante 20 segundos e incubar en hielo durante 5 minutos
8- Centrifugar a 13,000 x g durante 3 minutos
9- Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga
10- Agregar 600 pul de isopropanol. Mezclar suavemente por inversion hasta que las hebras de
ADN formen una masa visible
11- Centrifugar a 13,000 x g durante 2 minutos
12- Descartar cuidadosamente el sobrenadante
13- Agregar 600 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente, mezclar por inversion
suavemente
14- Centrifugar a 13,000 % g durante 2 minutos
15- Descartar todo el sobrenadante.
16- Dejar secar el pellet con el tubo invertido durante 5 minutos

17- Resuspender el pellet en 100 pl de agua libre de nucleasas.
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En todos los casos, se recogio el ADN en 100 pl de agua libre de nucleasas. El rendimiento
total de ADN se calculd por espectrometria midiendo la absorbancia 260 nm, infiriendo que una unidad
de absorbancia equivale a 50 pg/ml de ADN, y la calidad del ADN se estim6 por la relacion de
absorbancia 260/280nm, considerando que un valor de 1,8 corresponde a ADN puro. Por ultimo, una
alicuota de 5 pl de ADN total, obtenido por cada método, se cargd en un gel de agarosa al 1% para

confirmar visualmente la cantidad y calidad del ADN obtenido.

3.2.3.-PCR simple

Con el fin de comprobar la especificidad de cada reaccion de PCR y al mismo tiempo obtener
controles positivos, necesarios para el posterior desarrollo de este trabajo, se probaron inicialmente
todos los pares de primers de forma individual, a 20 cepas de Escherichia coli fenotipicamente
resistentes a TET tomadas a azar.

Para la amplificacion, se utilizd inicialmente, un protocolo estandar de PCR, con una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C durante 45 segundos,
52°C durante 45 segundos, y 72°C durante 1 minuto, y una extension final a 72°C durante 5 minutos.
Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25ul con 12,5 pl de 2x GoTaq Green
Master Mix (Promega) y 2 pl de molde de ADN, aproximadamente 200 ng de ADN total y una
concentracion 0.5 puM de cada primer. La reaccidon de PCR fue llevada a cabo utilizando un
termociclador XP Cycler (BIOER). Los productos de PCR, 10 pl de cada uno, fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE y posteriormente tefiiddos con bromuro de etidio a
una concentracion final de 0,5 mg/ml.

Después de verificar que cada par de primers amplificara un fragmento del tamafio esperado, se
purificé un producto de cada gen amplificado usando el kit Wizard SV Gel and PCR clean-up System

(Promega) y se secuencid por el método de Sanger (Biotechnology Resource Center, University of
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Cornell, Ithaca, USA). Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa BLASTn (Basic
Local Alignment Search Tool nucleotide) para comprobar la identidad de los fragmentos amplificados

y la especificidad de los primers.

3.2.4.-Optimizacion de la concentracion de primers

Una vez hallados los controles positivos para cada una de las reacciones, se probaron distintas
concentraciones de primers con el objetivo de disminuir la presencia de productos de amplificacion
inespecificos. Al igual que en el caso anterior se utilizd, un protocolo estandar de PCR: 94°C durante 5
minutos, 40 ciclos a 94°C durante 45 segundos, 52°C durante 45 segundos, y 72°C durante 1 minuto,
seguido de un ciclo a 72°C durante 5 minutos utilizando un termociclador XP Cycler (BIOER). Todas
las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25ul con 12,5 pl de 2x GoTaq Green
Master Mix (Promega) y 2 pl de molde de ADN con aproximadamente 200 ng de ADN total. En este
caso, se probaron tres concentraciones distintas de primers (0,4; 0,2 y 0,1 uM). Los productos de PCR,
10 pl de cada uno, fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE y

posteriormente tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 mg/ml.

3.2.5.-Optimizacion de las condiciones de annealing

Para determinar la temperatura de annealing 6ptima para la reaccion de PCR, se probaron cinco
temperaturas distintas en un mismo ciclado, utilizando un gradiente de temperatura de 53 a 61 °C, con
un aumento de 2 °C por muestra. Al igual que en el casos anteriores, las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 25 pl con 12,5 pl de 2x GoTaq Green Master Mix (Promega) y 2 ul
de molde de ADN, aproximadamente 200 ng de ADN total y una concentraciéon 0,1 pM de cada
primer. La reacciéon de PCR fue llevada a cabo utilizando un termociclador XP Cycler (BIOER),

utilizando el siguiente protocolo de ciclado:
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Tabla 4: Parametros de ciclado

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5’ 1
94°C 45"
53-55-57-59-61°C 45" 40
72°C 1’

72°C 5’ 1

Los productos de PCR obtenidos, 10 ul de cada uno, fueron separados por electroforesis en gel
de agarosa al 2% en buffer TBE y posteriormente tefiiddos con bromuro de etidio a una concentracion

final de 0,5 mg/ml.

3.2.6.-Optimizacion del numero de ciclos

Para determinar el numero de ciclos a utilizar, se realizo una PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR) empleando las mismas condiciones de ciclado anteriormente establecidas. La qPCR se llevo a
cabo en un volumen final de 25 pl con 12,5 pl de 2x Mezcla Real (Biodynamics) y 2 pl de molde de
ADN, aproximadamente 200 ng de ADN total, para cada uno de los genes a amplificar y una
concentracion 0,1 pM de cada uno de los primers.

Con el fin de evaluar la posible formacion de dimeros de primers durante la reaccion de
mPCR, en este caso, también se agreg6 un control negativo compuesto por 12,5 pl de 2x Mezcla Real y
0,1 uM de cada uno de los primers en una misma mezcla de reaccion pero sin el agregado de ningun
molde, s6lo agua destilada hasta completar un volumen final de 25 pl. La reaccion de qPCR fue llevada
a cabo utilizando un termociclador 1Q5 real-time PCR (BioRad), y los datos obtenidos fueron

analizados utilizando el programa 1Q5 Optical System Software.
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3.2.7.-PCR multiple

Una vez halladas las condiciones optimas para la reaccion de amplificacion de cada par de
primers por separado, se procedid a evaluar el desempefio de los mismos en una reaccion de
amplificacion multiple (mPCR).Todos los primers en conjunto fueron evaluados contra cada uno de los
controles positivos de cada gen, previamente identificados. Como el control negativo se utilizd6 agua
destilada en lugar del molde, para comprobar la ausencia de productos formados por la dimerizacidon de
primers. También se incluyd como control positivo, una mezcla conteniendo todos los genes a detectar
en una misma reaccion, con el fin de corroborar la amplificacion simultdnea de los mismos.

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo de acuerdo al protocolo previamente optimizado
(ver Anexo I). Los productos de PCR, 10 ul de cada uno, fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% en buffer TBE y posteriormente tefiiddos con bromuro de etidio a una concentracion final

de 0,5 mg/ml.

3.3.-ANALISIS GENETICO DE MUESTRAS DE CAMPO

Para determinar el nimero de muestras (n) a analizar, se utiliz6 un método estadistico no
probabilistico condicionado a la resistencia al minimo 7 por periodo, respetando la proporcionalidad de
especies animales que hay con respecto a la minima muestra.

Todas las cepas NWT halladas en el periodo 2006-2008 fueron incluidas en el estudio
genotipico; y en base a esta prevalencia, 30/47 cepas aisladas de aves, 36/41 cepas aisladas de cerdos y
3/43 cepas aisladas de bovinos (n=69), se selecciond por método estadistico, un n representativo de
cepas aisladas de cada especie animal en el periodo 2010-2012 para incluirlas en el estudio de los genes
de resistencia a TET.

En consecuencia, del periodo 2010-2012, de las 120 muestras por especie animal, un »=99

cepas se incluyeron en el estudio para identificar los genes asociados a la resistencia, 39/77 cepas
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aisladas de aves, 40/107 cepas aisladas de cerdos y 20/28 cepas aisladas de bovinos de las cuales 3 se
aislaron de bovinos provenientes de explotacioén extensiva (EE) y 17 de de bovinos provenientes de
explotacion intensiva (EI).

Los resultados de la distribucion de las CIM y ECOFF, ECV 6 WCV de las cepas incluidas por

periodo y especie animal se reflejan en la Tabla 5.

Tabla 5: Distribucion de CIM y ECOFF, ECV 6 WCV de Escherichia coli incluidas en el estudio para identificar los genes
asociados a la resistencia

Distribuciéon (n) de CIM (ng/ml)
Especie n_ Periodo 05 1 2 4 8 16 32 >64

Aves 30 2006-08 4 26
39  2010-12 1 1 3 34

Cerdos 36 2006-08 5 31
40 2010-12 40

Bovinos 3 2006-08 3
20 2010-12 I 7 12*

Las lineas verticales indican el valor de corte del ECOFF, ECV 6 WCV.
La zona coloreada indica el nimero de bacterias pertenecientes a la poblacion NWT, por encima del ECOFF, ECV 6 WCV.
*: Explotacion Extensiva 1 cepa de 16(pg/ml) y 2 cepas de 64(pg/ml)

3.3.1.- Determinacion genotipica de la resistencia a tetraciclina

Para el andlisis genotipico de los aislamientos de las cepas de campo se incluyeron en este
estudio un total de 168 muestras, de acuerdo al andlisis probabilistico explicado anteriormente. Las
cepas seleccionadas fueron repicadas a medio liquido y posteriormente procesadas de acuerdo al
protocolo de mPCR previamente optimizado (ver Anexo I).

Teniendo en cuenta que los genes de resistencia a TET pueden encontrarse tanto en el ADN
cromosomal como en el ADN plasmidico y que el método de extraccion empleado permite la
purificacion de ambos a la vez; una vez que se comprobo la presencia de al menos un marcador de

resistencia en cada una de las muestras analizadas, se procedié a determinar su ubicacion. Para
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discriminar la presencia de plasmidos con genes de resistencia se realizd un nuevo analisis sobre las

cepas incluidas en este estudio.

3.3.2.- Determinacion de la presencia de marcadores de resistencia en plasmidos

En primer lugar se procedid a realizar una nueva extraccion de ADN a partir de todas las
cepas; en todos los casos, la extraccion se realizd a partir de las cepas conservadas en caldo tripticasa
soya con 30% de glicerol en freezer a -20°C. Una ansada de cada criovial fue repicada en ATS con 12,5
mg / ml de TET e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente se tomaron de 1 a 3 colonias, se
sembraron en 5 ml de caldo LB con 12,5 mg / ml de TET, y se incubaron durante 24 horas a 37 © C con
agitacion. Se utilizé un protocolo basado en la técnica original de Birnboim & Doly (1979) ligeramente

adaptado, que favorece la purificacion de ADN plasmidico.

Pasos del método de lisis alcalina para extraccion de plasmidos:
1- Centrifugar 5 ml de cada cultivo bacteriano a 5000 x g durante 10 minutos
2- Descartar el sobrenadante
3- Resuspender el pellet bacteriano, con pipeta en 100 pl de Solucion I
4- Anadir 200 pl de la Solucion Il mezclando suavemente por inversion (4 o 5 veces)
5- Incubar la mezcla resultante en hielo durante 5 minutos
6- Anadir 150 pl de la Solucion III agitando por inversion
7- Incubar en hielo durante 5 minutos
8- Centrifugar a 14.000 x g durante 15 minutos a 4 °C
9- Transferir, aproximadamente 400 pul del sobrenadante, a un tubo limpio.
10-Anadir 2 volumenes y medio, 1 ml, de etanol absoluto

11- Centrifugar a 14.000 xg durante 20 minutos a 4 °C
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12- Lavar con 500 pl de etanol al 70% frio
13- Secar el pellet a temperatura ambiente

14- Resuspender el ADN plasmidico en 30 pl de agua tridestilada estéril.

Solucién I: 50 mM glucosa 25 mM TrisHCI (pH 8.0) 10 mM EDTA (pH 8.0)
Solucion II: 0,2N NaOH 1% SDS

Solucién III: 60 ml de SM acetato de potasio (pH 4.8) 11,5 ml de acido acético glacial.

El ADN obtenido por el método de la lisis alcalina fue tratado con RNasa A de pancreas
bovino (Promega) a una concentracion de 100 pg/ml durante 30 min a 37°C.

A continuacién, para determinar la presencia de plasmidos, 10 pl de cada una de las
extracciones fueron separadas por electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE y
posteriormente tefiidas con bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 mg/ml.

Las muestras en las que se observo la presencia de al menos un pldsmido, fueron posteriormente

utilizadas para transformar una cepa de Escherichia coli sensible a TET.

3.4.- OBTENCION DE BACTERIAS QUIMICAMENTE COMPETENTES

Para la obtencion de bacterias quimicamente competentes, se inoculd en 1 ml de caldo LB,
una colonia de una cepa de E. coli K12 y se incubd durante 24 horas a 37 © C con agitacion. Al dia
siguiente se realizd una dilucion 1/100 del cultivo, con caldo LB fresco, 50 pl de cultivo mas 4950 pl
de medio, en un tubo Falcon de 15 ml, y se incub6 aproximadamente durante 2.30 horas a 37 ° C con

agitacion, hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm (Absgg) de 0,5.
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Protocolo para la obtencion de bacterias quimicamente competentes:
1- Centrifugar a 3.000 x g durante 5 minutos a 4 °C
2- Descartar el sobrenadante
3- Resuspender el pellet bacteriano en 500 ul de una solucién 100 mM de MgCl,
4- Incubar en hielo durante 15 minutos.
5- Centrifugar a 3.000 x g durante 5 minutos a 4 °C
6-Resuspender el pellet bacteriano en 500 pl de una solucion 100 mM de CaCl,
7- Incubar en hielo durante 15 minutos
8- Centrifugar a 3.000 x g durante 5 minutos a 4 °C
9- Resuspender el pellet bacteriano en 1 ml de una solucion mixta conteniendo partes iguales de

MgCl, 100 mM y CaCl, 100 mM.

Las bacterias quimicamente competentes obtenidas fueron utilizadas en el momento para la

transformacion o almacenadas en alicuotas de 100 pl con 30% de glicerol durante un mes a -70°C.

3.4.1.- Transformacion

Para realizar las transformaciones se utilizaron de 100 a 200 ng, aproximadamente 2 pl, de los
plasmidos previamente obtenidos, y se colocaron en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml conteniendo
100 pl de la suspension de bacterias quimicamente competentes. La mezcla fue incubada durante 10
minutos en hielo, luego se sometido a un choque térmico de 42°C durante 90 segundos y se paso
rapidamente a hielo durante otros 10 minutos. Finalmente se afiadieron 900 pl de medio SOC (Bacto-
Triptona 20g/1; Extracto de levadura 5g/l; NaCl 10mM; MgSO4 10mM; MgCl, 10mM; Glucosa 20mM)
y se incubaron durante 2 horas con agitacion suave a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se sembraron 100

ul del cultivo en 5 ml caldo LB con 12,5 mg / ml de TET, y se incubaron durante 24 horas a 37 ° C con
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agitacion. A partir de los tubos en los que se observo desarrollo bacteriano, Escherichia coli resistentes
a TET, se realiz6 una nueva mPCR (ver Anexo I) para determinar la identidad de los genes adquiridos.
Los productos de PCR de las muestras positivas a alguno de los genes fet fueron
posteriormente secuenciados (Unidad de Gendmica — Instituto de Biotecnologia — C.I.C.VyA -
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) y analizados mediante el uso del programa BLASTn,
para determinar el grado de homologia entre las cepas estudiadas y otras cepas previamente reportadas

en la base de datos.
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4.-RESULTADOS

4.1.- CEPAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO
4.1.1.-Aislamiento de Escherichia coli

En el periodo 2006-2008, de las 50 muestras recolectadas por cada especie animal, se aislaron
Escherichia coli en 47 de las muestras provenientes de aves, 41 de cerdos y 43 de bovinos. En el
periodo 2010-2012, de las 120 muestras recolectadas por especie animal, se aislaron Escherichia coli
en 95 de las muestras tomadas en aves, 109 en cerdos y en las 119 muestras de bovinos, de las cuales
60 provenian de bovinos de explotacion intensiva (EI) y 59 de explotacion extensiva (EE). Es decir
que, sobre un total de 510 muestras recolectadas en ambos periodos de muestreo, se logro aislar
Escherichia coli en 454 cepas (89.0%), 131 correspondientes al periodo 2006-2008 y 323 al periodo

2010-2012.

4.1.2.- Determinacion fenotipica de sensibilidad a tetraciclina

De las 454 cepas de Escherichia coli analizadas por el método de la CIM, 281 cepas (61.9%)
correspondieron a una poblacion NWT, considerando como punto de corte epidemioldgico una
concentracion de TET de 8ug/ml (EUCAST). Al analizar los resultados obtenidos en ambos periodos
de muestreo por separado, se observé que en el periodo 2006-2008, 69 cepas de un total de 131 cepas
aisladas (52.7%) correspondieron a una poblacion NWT; mientras que para el periodo 2010-2012, 212
cepas de las 323 aisladas en este periodo (65.6%) superaban el valor de corte.

Los resultados de la sensibilidad ATM por el método de la CIM de los dos periodos de

muestreo y por especie animal se expresan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Distribucion de CIM y ECOFF, ECV 6 WCV de Escherichia coli aisladas de aves, cerdos y bovinos en los
periodos 2006-2008 y 2010-2012

Distribucién (n) de CIM (ug/ml)

Especie n Periodo 0.5 1 2 4 8 16 32 >64
Aves 47 2006-08 16 1 4 26
95 2010-12 1 4 8 5 13 13 51
Cerdos 41 2006-08 2 2 1 5 31
109 2010-12 1 1 2 105
Bovinos 43 2006-08 2 27 11 3
EE 59 2010-12 7 16 23 10 1 2
EI 60 2010-12 1 1115 8 2 12 11

EE. Explotacion Extensiva, EI: Explotacion Intensiva
Las lineas verticales indican el valor de corte del ECOFF, ECV 6 WCV.
La zona coloreada indica el nimero de bacterias pertenecientes a la poblacion NWT, por encima del ECOFF,ECV 6 WCV.

Los resultados de sensibilidad a TET de las cepas de Escherichia coli aisladas de las muestras
de las diferentes especies animales del periodo 2006-2008, fueron realizados y publicados previamente
al desarrollo de esta tesis doctoral (Pantozzi y col., 2010). El método utilizado fue el de Kirby Bauer o
de difusion en agar con discos, segun las recomendaciones del CLSI (2006). A las cepas resistentes por

este método se les realizd la CIM como se describid anteriormente.

4.2.- ESTANDARIZACION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
4.2.1.- Diseio de primers utilizados en el estudio genotipico

De acuerdo a la bibliografia consultada el gen de resistencia a tetraciclina mas frecuentemente
hallado en Escherichia coli es tetA (50,81%), seguido por los genes tetB y tetC (26,49% y 14,05%
respectivamente). Si bien, la frecuencia de aparicion del gen tetM en E. coli es baja (2,16%) también se
decidi6 agregar este gen en el estudio ya que involucra un mecanismo de resistencia diferente, por
bomba de eflujo, a los anteriormente mencionados. Existen mas genes de resistencia a TET en
Escherichia coli, tetD, tetE, tetY, entre otros, pero fueron excluidos de este estudio ya que su

frecuencia de aparicion es muy baja. Por otro lado, se disenié un par de primers especificos para el gen
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ribosomal 16S (rnal6S) con el objetivo de utilizarlo como control de amplificacion interno de la PCR.

Los datos estan expresados en la tabla 7.

Tabla 7: Disefio de primers utilizados en el estudio genotipico

Gen Primer Secuencia Tamaiio
tetA-F TTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTG

retA tetA-R  ATCCACCTGCCTGGACAACATTGC 283

tofB tetB-F  TGATAGGCCAAATTCCCGCAACGG 376
tetB-R  ACACCGGTTGCATTGGTAAGGCTC
tetC-F  AGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTT

retC tetC-R  TAAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAA 446

oM tetM-F  ATCGAGGTCCGTCTGAACTTTGCG 598
tetC-R  TTGGCGGCACTTCGATGTGAATGG

RNAL6S 16S-F  ATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGC %19
16S-R  ACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGG

4.2.2.- Método de extraccion del ADN molde

Debido a que en los tres métodos de extraccion del ADN molde utilizados, el volumen inicial

de cultivo y el volumen final en el que se resuspendido el ADN fueron iguales, 2 ml y 100 pl

respectivamente, fue posible realizar una comparacion directa de los resultados obtenidos por

espectroscopia. Resultados expresados en la tabla 8.
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Tabla 8: Comparacion de los diferentes métodos de extraccion del ADN molde

Método de extraccion Concentracion Abs;60/ Abs;g9
Lisis celular por ebullicion 206,7 £ 61,6 ng / ul 1,44 £0,36
Extraccion con DNAzol 107,2 +£47,2 ng / pl 1,71 £0,18
Wizard Genomic DNA Purification Kit 162,3 £25,8ng/ ul 1,77 £0,04

El bajo valor de la relacion de absorbancias 260/280 obtenido para las muestras tratadas por
ebullicion indicod que, el ADN obtenido no se encontraba puro y por lo tanto la concentracion estimada
para estas muestras no era fiable. Esto puede deberse a una contaminacién por ARN y proteinas, lo cual
luego fue confirmado en un gel de agarosa (Fig. 4).

Los mayores niveles de concentracion y pureza se lograron al utilizar el kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification Kit. Sin embargo, se selecciond al DNAzol, como el método mas
apropiado para este estudio debido a que, siendo los rendimientos y la pureza obtenidos por ambos
métodos similares (Tabla 8 y Fig. 4), el DNAzol es un método mas sencillo y econdmico.

Ademads, el Wizard Genomic DNA Purification Kit fue especialmente disenado para la
extraccion de ADN gendémico y por lo tanto tiene poca eficiencia para la recuperacion de ADN
plasmidico, sobre todo si es de bajo peso molecular; mientras que con el DNAzol se puede obtener
simultaneamente ADN genomico y plasmidico, siendo este un punto importante a tener en cuenta ya

que algunos genes de resistencia podrian estar contenidos en plasmidos.
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< ADN gendomico

Figura 4: ADN gendmico obtenido a partir de una misma cepa de Escherichia coli, por tres métodos distintos: (1) DNAzol,
(2) Lisis por ebullicion y (3) kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit.

4.2.3.-PCR simple

Con esta metodologia, se pensd que seria facil encontrar al menos una cepa con cada gen de
resistencia seleccionado. Para los genes tetA, tetB, tetM y los genes 16S no hubo inconvenientes, sin
embargo, después de procesar 20 muestras, no se encontrd ninguna cepa que contuviera el gen tetC.
Para resolver este problema, se decidié utilizar como control positivo para el gen tefC, una cepa de
Escherichia coli previamente transformada con el vector pBR322, debido a que este plasmido contiene
una copia del gen fefC. Una vez subsanado este inconveniente, se logrdé obtener al menos un control

positivo para cada uno de los genes (Fig. 5)
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Figura 5: Amplificacion por PCR simple: (M) Marcador de peso molecular (100bp — Promega), (1) amplificacion del gen
tetA, (2) amplificacion del gen tefB, (3) amplificacion del gen tetC, (4) amplificacion del gen tefM, (5) amplificacion del
gen rnal6S.

Como puede observarse en la figura anterior, si bien se logro amplificar un producto del tamafio
deseado con cada uno de los primers, en muchos casos se observd la presencia de algunas bandas

accesorias, posiblemente debidas al pegado inespecifico de los primers (mispriming).

Al secuenciar los productos de PCR especificos, las secuencias obtenidas resultaron ser
idénticas o muy similares a otras secuencias del GenBank para cada uno de los genes utilizados en este
estudio. Por lo tanto, se pudo comprobar que los primers previamente disefiados amplificaban un

fragmento del tamafo esperado y eran especificos.

4.2.4.-Optimizacion de la concentracion de primers

Al analizar la influencia de la concentracion de primers en la reaccion de PCR, se observo
que en todos los casos esta concentracion no alteraba la amplificacion de los productos especificos, sin
embargo en algunos casos, hubo una clara disminucion de los productos de amplificacion inespecificos

al utilizar concentraciones de primers mas bajas, principalmente para los genes tetC y rnal6S (Fig. 6).
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tetA tetB tetC tetM 165
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Figura 6: Amplificacion de cada uno de los genes con distintas concentracionesde primers
(0,4;0,2y0,1 uM)

En base a estos resultados se decidio utilizar una concentracion de 0,1uM para cada uno de

los genes fet (A, B, C y M) en los posteriores pasos de optimizacion de la reaccion de PCR.

4.2.5.-Optimizacion de la temperatura de annealing
Al analizar el comportamiento de los primers a diferentes temperaturas, se demostré que
todos tuvieron un buen desempeiio en el rango de temperatura empleado (Fig. 7)

M 53 55 57 59 61 M 53 55 57 59 61 M 53 55 57 59 61

tetA tetB tetC

M 53 55 57 59 61 M 53 55 57 59 61
16S

Figura 7: Amplificacion de cada uno de los genes con distintastemperaturas de annealing
(53, 55, 57,59y 61°C)

Sin embargo, pudo apreciarse una leve disminucion en la amplificacion del gen ferM a las
temperaturas de 59 y 61°C. Por este motivo se selecciond 57°C como la temperatura Optima para el

annealing.
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4.2.6.-Optimizacion del numero de ciclos

Al analizar la cantidad de ADN amplificado en cada una de las reacciones de PCR, medido
como Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) en funcién del nimero de ciclos (Fig. 8), puede
apreciarse claramente que la reaccion de amplificacion para el gen rnal6S tiene un comportamiento
muy distinto al de los demas genes amplificados. En este caso la amplificacion, detectable, comienza
alrededor de los ciclos 13-14. Esto, posiblemente se debe a que existen multiples copias de este gen en

el cromosoma de Escherichia coli, mientras que los otros genes son de copia unica o muy bajo niimero

de copias.
6.000 -
rnal6s
URF
5.000 - tetC
4.000 -
tetB
tetA
3.000 - /——— tetM
2.000 -
1.000 Control
Negativo
NS
[0 5 10 15 20 25 30 35 40
-1.000 - N° de Ciclos

Figura 8: Amplificacion en tiempo real de cada uno de los genes. Cuantificado como
Unidades Relativas de fluorescencia (URF) en funcion del nimero de ciclos.

En los demas casos, la amplificacion comienza alrededor del ciclo nimero 20 y contintan
amplificandose exponencialmente hasta aproximadamente el ciclo 30. En el caso de los genes terA,
tetB y tetM se observo que luego del ciclo 30 la amplificacion se detiene y entran en una fase de
meseta, comunmente denominada plateau, mientras que la amplificacion de los genes rnal6S y tetC
continua aumentando hasta el ciclo 40, aunque ya no de manera exponencial; esto podria deberse a la

formacion de productos inespecificos hacia el final de la reaccion de PCR.
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Por otro lado, se observd una amplificacion en el control negativo, formado por una
combinacion de todos los primers que se utilizaran en la mPCR, en ausencia de molde, luego del ciclo
35, lo cual indicaria la formacion de dimeros entre algunos de los primers.

En vista de estos resultados, se fij6 en 30 el numero 6ptimo de ciclos. Asi mismo, en este punto,
también se decidid disminuir alin mas la concentracion de los primers a utilizar en la amplificacion del
gen rnal68S, a 0,05uM, para evitar un efecto de competencia por la Taq polimerasa y los dNTPs, entre

el producto del gen 16S y los demés productos a amplificar durante la reaccion de PCR multiple.

4.2.7.-PCR multiple

Para confirmar el desempefio de la mPCR, se realizaron reacciones de amplificacion a partir
de distintas cepas de Escherichia coli conteniendo cada uno de los genes de resistencia a detectar en
este trabajo. En cada uno de los casos pudo observarse la presencia de la banda especifica para los
genes tet A, B, C y M; con 283, 376, 446 y 588 pb respectivamente, y una banda adicional de 819 bp
correspondiente al gen rnal6S, que funciona como control interno de amplificacion. Por otro lado, al
utilizar como molde el ADN extraido a partir de una cepa de Escherichia coli sensible a TET, solo
pudo observarse la banda perteneciente al control interno de amplificacion (Fig. 9 calle 5). En ninguno
de los casos se observo la formacion de dimeros de primers, ni siquiera en el control negativo, en el
que se utilizo agua destilada en lugar de molde y en este caso la formacion de dimeros se hubiera visto
favorecida.

Ademés, al utilizar como molde una combinacién de todos los genes de resistencia, se logrd
la amplificacion simultdnea de todos ellos (Fig. 9 calle 7) lo que confirma que este protocolo de mPCR,

puede ser utilizado para detectar la presencia de mas de un gen de resistencia en una misma bacteria.
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Figura 9: Amplificacion por mPCR de cada uno de los genes de resistencia a TET. 1: tetA; 2: tefB; 3: tetC; 4: tetM; 5:

ADN de una cepa de Escherichia coli sensible a TET; 6: control negativo (agua en lugar de molde); 7: Control positivo

(formado por una combinacion de todos los genes de resistencia. M: marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder -
Biodynamics)

4.3.-ANALISIS GENETICO DE MUESTRAS DE CAMPO
4.3.1.- Determinacion genotipica de la resistencia a tetraciclina

Una vez optimizada la mPCR, se procesaron un total de 168 muestras de Escherichia coli con
sensibilidad disminuida a TET, pertenecientes a la poblacion NWT (ver seccion 3.3.1), de las cuales 86
muestras (51.2%) fueron positivas para el gen ftetA, 83 (49.4%) para tetB y 13 muestras fueron
positivas para fetM (7.7%) (Tabla 9). En ninguna de las muestras analizadas se encontrd la presencia
del gen tetC. Al analizar un trabajo de Chalmers y col., donde todos los aislamientos positivos a fetC
tenian CIM a TET agrupadas en torno a un rango de sensibilidad intermedia de 2 a 16 pg / ml,
decidimos analizar una cepa con CIM de 2 pg / ml y otra con CIM de 16 pg / ml, ambas de origen
aviar, en donde tampoco hallamos el gen fefC; pero en su defecto hallamos el gen fetA y el gen tetM

respectivamente.
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Tabla 9: Frecuencia de los genes de resistencia a TET en Escherichia coli por especie animal y por periodo

Especie n Periodo tetA (%) tetB (%) tetM (%)

30 2006-08 21(70) 7 (20) 4(13.3)
Aves

39 2010-12 30(76.9) 14(35.8) 2(5.1)
36 2006-08 13(36.1) 24(66.6)

Cerdos
40 2010-12 10(27.7) 32(88.8) 6(16.6)
3 2006-08 1(33.3) 2(66.6)

Bovinos
20 2010-12 11(55) 12(60)

En algunos casos, incluso, se detectd la presencia de dos genes de resistencia en una misma
cepa, siendo la asociacion tetA y tetB la de mayor aparicion, 13 veces (7.7%). La presencia simultanea
de los genes tetB y tetM se observo en 7 casos (4.2%); mientras que la asociacion fetA y tetM sélo se

encontrd en dos de las muestras analizadas (1.2%) (Figura 10, Tabla 10).
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Figural0: Ejemplo de algunas corridas de la amplificacion por mPCR de los aislamientos de Escherichia coli
de la poblacion NWT. M: marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - Biodynamics)

Tabla 10: Frecuencia de la asociacion de los genes de resistencia a TET en Escherichia coli por especie

animal y por periodo

Especie n Periodo tetA+B (%)  tetA+M (%)  tetB+M (%)

30 2006-08 1(3.3) 1(3.3)
Aves

39 2010-12 7(18) 1(2.5)
36 2006-08 1(2.7)

Cerdos
40 2010-12 2(5) 1(2.5) 5(12.5)
3 2006-08

Bovinos

20 2010-12 3(15)
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En la mayoria de los casos pudo observarse la correcta amplificacion del gen rnal6S, utilizado
tanto como control de extraccion y como control interno de amplificacion, sin embargo, hubo algunas
muestras en las que no se detectd la amplificacion de dicho gen, posiblemente debido a un
inconveniente durante la extraccion. Todas las muestras en las que no se amplifico el control interno
fueron repetidas, incluso en los casos en los que si aparecian bandas correspondientes a los marcadores

de resistencia buscados.

4.3.2.- Determinacion de la presencia de marcadores de resistencia en plasmidos

La presencia de al menos un plasmido pudo observarse en 58 cepas de Escherichia coli del
total de las 168 (34.5%) muestras analizadas, 26 correspondientes a muestras de aves, 25 de porcinos y
7 de bovinos. La mayoria de las bacterias analizadas contenian mas de un pladsmido como puede verse

en la figura 11.

Figura 11: Ejemplo de la corrida electroforética y la visualizacion de plasmidos en geles de agarosa. M: Marcador de peso
molecular A HindIII (Promega)

Todas las muestras en las que se visualizé la presencia de pldsmidos fueron posteriormente
utilizadas para transformar por shock térmico una cepa de Escherichia coli K12 quimicamente

competente. De las 58 muestras analizadas, luego de la transformacion, sélo 8 de ellas lograron crecer
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en un medio conteniendo TET, demostrando de esta manera que esos plasmidos poseian un gen de

resistencia.

Al analizar las bacterias transformadas por mPCR, se confirmo¢ la presencia y la identidad de los

genes asociados a la resistencia (Figura 12).

1 23 4M56 7 89
— - -

Figura 12: mPCR de las bacterias transformadas que adquirieron resistencia a tetraciclina. 1-8: muestras analizadas por
mPCR, 9: Control negativo. M: marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - Biodynamics)

En este caso 7 de las bacterias analizadas contenian un gen de resistencia del tipo fefA y la
restante ferB; distribuidas, el gen tetA en tres cepas de origen aviar, dos de origen porcino y dos de

origen bovino y el gen tefB en una cepa de origen porcino.

En la tabla 11 pueden observarse los datos de la presencia de marcadores de resistencia en
plasmidos y en el Anexo II los datos fenotipicos, genotipicos, presencia y caracterizacion de genes de
resistencia a TET en plasmidos, en las tres especies animales estudiadas y en los dos periodos de

muestreo.
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Tabla 11: Frecuencia de la presencia de plasmidos y de genes de resistencia a TET en Escherichia coli por
especie animal y por periodo

Especie n Periodo Plasmidos (%) Genesde R Caracterizacion

30 2006-08 9 (30) 1(11.11) tetA

Aves
39 2010-12 17 (43.59) 2 (11.76)
tetA

36 2006-08 12 (33.3) 1(2.7) tetB
Porcinos

40 2010-12 13 (32.5) 2 (5) tetA

3 2006-08 0 (100) 0
Bovinos

20 2010-12 7 (35) 2 (10) tetA
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5.-DISCUSION

5.1- RESISTENCIA FENOTIPICA

Los trabajos seleccionados, para la comparacion de resultados de la resistencia fenotipica con
este estudio, fueron aquellos en los que se considerd la resistencia microbioldgica utilizando valores de
corte epidemioldgico, WCV, ECOFF o ECV, es decir, cepas con sensibilidad disminuida o reducida a

TET utilizando el método de CIM y considerando la poblacion NWT.

5.1.1- Resistencia fenotipica en pollos parrilleros

En el afio 2004, en un estudio en Estados Unidos de América (Bryan y col., 2004), hallaron un
47% de resistencia a TET en 151 cepas de Escherichia coli aisladas de pollos parrilleros, donde el
punto de corte a TET fue menor de 10 pg/ml. En el afio 2016, veintisiete estados miembros (EM) de la
Comunidad Europa mas Noruega informaron datos cuantitativos sobre la RAM en Escherichia coli
aislados de las poblaciones de aves de corral y la carne derivada de los mismos. La mayoria de los
datos se relacionaron con aislamientos de pollos y pavos de engorde. Con respecto a los pollos de
engorde, los niveles de resistencia general a TET fueron de los mas altos observados, con 50.1% de
resistencia en 5043 cepas estudiadas. Hubo una variacion sustancial en el nivel de resistencia a TET
entre los EM; los valores hallados en Dinamarca, Finlandia y Suecia fueron menores al 10%, en
Alemania, Austria, Eslovenia, Estonia, Republica Checa fueron entre 18 y 34%, en Bélgica, Croacia,
Hungria, Irlanda, Letonia, Malta, Paises Bajos, Eslovaquia, Espafia y Reino Unido los valores fueron
entre un 40 y 60% y en Bulgaria, Chipre, Francia, Grecia, Italia, Polonia, Portugal y Rumania los
valores hallados fueron entre 60 y 96.5%. Los paises reportaron principalmente una resistencia
relativamente estable en cepas de Escherichia coli de Gallus gallus entre los afos 2008 y 2014. Sin
embargo, se identificaron mas frecuentemente, aumentos en las tendencias de resistencia a todos los

ATM probados, que la disminucion de la misma (EFSA, 2016).
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En nuestro estudio, los datos hallados en los niveles de sensibilidad reducida a TET en cepas de
Escherichia coli aisladas de pollos en el periodo 2006-2008 fueron del 63.8% mientras que en el
periodo 2010-2012 se hallé un 81%, coincidiendo con los datos de Bulgaria, Chipre, Francia, Grecia,

Italia, Polonia, Portugal y Rumania.

5.1.2- Resistencia fenotipica en porcinos

En el estudio de Bryan y col., en 2004, citado anteriormente, hallaron un 78% de resistencia a
TET en 182 cepas de Escherichia coli aisladas de cerdos. Osterberg y col. en 2016, en un estudio de
cerdos de engorde en explotacion convencional en cuatro paises europeos, encontraron un 14.1% en
Suecia (n=71), 42.3% en Dinamarca (n=52), 74.4% en Italia (n=125), y 74.5% en Francia (n=94) de

resistencia a TET.

En el ano 2017, EFSA informo los resultados hallados en estudios llevados a cabo en el afio
2015 en Escherichia coli aisladas de cerdos de engorde, de veintisiete de los EM de la Comunidad
Europa mas Noruega y Suiza. La aparicion de resistencia a TET en Escherichia coli varid notablemente
entre los paises participantes. La resistencia general a TET fue de 54.7% en un total de 4268 cepas, con
la excepcion de Finlandia, Noruega y Suecia que registraron la menor incidencia de resistencia con
valores entre 10 y 20%; Alemania, Austria, Bélgica, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovenia, Estonia,
Letonia, Paises Bajos, Polonia, Republica Checa y Suiza con valores entre 20 y 50% y Bulgaria,
Croacia, Chipre, Espafia, Francia, Grecia, Hungria, Irlanda, Italia, Lituania, Malta, Portugal, Reino
Unido y Rumania con valores entre 50 y 100%. Ademas, durante el periodo de estudio de 7 afios entre
2009 a 2015 también se observaron marcadas diferencias entre los paises informantes. Analizando la

tendencia temporal en la resistencia a TET, se observaron los niveles mas altos de resistencia, con
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excepcion de Austria, Bélgica, Francia y los Paises Bajos donde se observaron tendencias decrecientes

estadisticamente significativas. (EFSA, 2017)

En nuestro estudio, los datos hallados en los niveles de sensibilidad reducida a TET en cepas de
Escherichia coli aisladas de cerdos en el periodo 2006-2008 fueron del 87.8%, mientras que en el
periodo 2010-2012 fueron del 98.1%, coincidiendo con los datos de Bulgaria, Croacia, Chipre, Espana,

Francia, Grecia, Hungria, Irlanda, Italia, Lituania, Malta, Portugal, Reino Unido y Rumania.

5.1.3- Resistencia fenotipica en bovinos

La inclusion de terneros de menos de un afio de edad es de monitorizacion obligatoria en los
EM de la Comunidad Europea. Ha sido reconocido por muchos afios que los animales jovenes y los que
se mantienen en EI tienden a mostrar mayores niveles de resistencia que los animales maduros o
animales de EE, en relacion con las diferencias en su relativa exposicion a ATM, incluida la exposicion
historica (Hinton, 1986).

Los datos del ano 2015 en diez EM de la Comunidad Europea més Noruega y Suiza, sobre la
resistencia total a las TET en E. coli aisladas de terneros de menos de un ano de edad, tuvieron un valor
del 45,4% en 1734 cepas aisladas. Los niveles mas altos de sensibilidad total fueron hallados en
aislamientos de los paises ndrdicos Dinamarca, Noruega y Suecia, con valores entre 1.4 y 9%. En
Alemania, Croacia, Paises Bajos, Portugal y Suiza los valores se encontraban entre el 30 y 40% de
resistencia y en Bélgica, Francia, Italia y Espafia los valores oscilaban entre el 53 y 71.6% (EFSA,

2017).

En nuestro estudio, los datos hallados en los niveles de sensibilidad reducida a TET en cepas de

Escherichia coli aisladas de bovinos en el periodo 2006-2008 fueron del 6.9%, coincidiendo con los
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paises nordicos; mientras que en el periodo 2010-2012 se halld un 5% en animales de EE y un 41,6%

en animales de EI, coincidiendo este ultimo valor con el del resultado general del estudio comparado.

Los aumentos en las tendencias de la resistencia a TET considerando diferentes periodos y en la

EI de las tres especies animales estudiadas, coinciden con lo publicado por EFSA en 2016 y 2017.

5.2-RESISTENCIA GENOTIPICA

Comparando nuestros datos con los hallados por diferentes autores sobre los determinantes
genotipicos de resistencia a TET en Escherichia coli, en las tres especies animales estudiadas,
encontramos resultados similares, en los que genes tetA y/o tetB, que codifican mecanismos de eflujo,
son los determinantes de resistencia a TET mas comunes en cepas de Escherichia coli de humanos y
animales en muchos paises (Karami y col.,, 2006; Tuckman y col., 2007; Amhed y col., 2010;

Schwaiger y col., 2010; Hu y col., 2013).

5.2.1- Resistencia genotipica en pollos parrilleros

Entre los afios 1997 y1999, los datos obtenidos en un muestreo en Dinamarca, realizado por el
Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme (DANMAP), sobre
17 cepas de Escherichia coli no patdgenas aisladas de pollos de engorde, donde se examiné la
presencia de genes que codifican resistencia a TET, tetA, tetB, tetC, tetD y tetE, fueron los siguientes:
tetA 41.2%, tetB 52.9% y tetD 5.9% (Sengelov y col, 2003). En el afio 2004, en Estados Unidos de
América, Bryan y col, publicaron datos sobre el estudio genotipico de 14 genes de resistencia a TET en
66 cepas de Escherichia coli resistentes a TET aisladas de pollos, hallando alrededor del 53% de tetA,
40% de tetB, 5% de tetC y 2% de tetM. Obeng y col., en un estudio realizado en el sur de Australia

entre diciembre de 2008 a junio de 2009, estudiaron los genes tetA, tetB, tetC, tetD y tetE, en 39 cepas
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de Escherichia coli fenotipicamente resistentes a TET aisladas de pollos parrilleros de EI. Los
resultados arrojaron la presencia de los determinantes fetA, fefB y tetC, este tltimo s6lo combinado,
siendo los porcentajes hallados para tetA de 64.1%, para tefB 7.7%, para tetA + tetB 2.5%, tetA + tetC

17.9% y tetB + tetC 2.5%.

En el Norte de China en el afio 2012, en un muestreo de 5 provincias, donde se analizaron los
genes tetA, tetB, tetC y tetM a 164 Escherichia coli resistentes a TET, no se encontrd ningiin gen de
resistencia estudiado en el 17.68% de los aislamientos, siendo la tasa total de prevalencia mas alta la
del gen tetA con 57.9% (95/164) seguida de un 38.4% (63/164) del tefB y un 18% del tetM. El gen tetC
no se encontrd6 en ningun aislamiento. Los datos hallados de los genes tetA, terB vy tetM
individualmente fueron de 37.8%, 17.07% y 4.28% respectivamente y la combinacion de tetA + tetB
fue 16.46%, tetA + tetM 1.83%, tetB+ tetM 3.05% vy tetA + tetB + tetM del 1.83% (Zhang y col.,

2012).

En Camboya, en un muestreo en pollos parrilleros durante 2012-2013, sobre un total de 520
cepas de Escherichia coli TET resistentes se hallaron, valores de fetA 86%, tetB 7%, tetA+ tetB 2% y

un 5% de genes de resistencia desconocidos (Vuthy y col., 2017).

En Irén, en un estudio genotipico de 40 cepas de Escherichia coli resistentes a TET aisladas de
pollos parrilleros un dia previo al sacrificio, en donde se estudiaron los genes tetA, tetM, tetO y tetS, se
hallaron un 72.5% de tetA; ninguna de las cepas estudiadas contenia los genes fetM, tetO y tetS

(Zibandeh y col., 2016).

En nuestro estudio genotipico, los resultados hallados en Escherichia coli aisladas de aves sobre
30 cepas en el periodo 2006-2008 fueron los siguientes: tetA 70%, tetB 20% y tetM 13.3%; de las
cuales 1 cepa poseia la asociacion tetA+tetM (3.3%) y otra cepa la asociacion fetB + tetM (3.3%). En el

periodo 2010-2012, sobre 39 cepas, hallamos tetA 76,9%, tetB 35.8%y tetM 5.1%; de las cuales 7
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cepas poseian la asociacion fetA +tefB 7(18%) y 1 cepa (2.5 %) la asociacion terB + tetM. El
determinante de resistencia mas comunmente hallado es tetA, 70 y 76,9%, respectivamente a cada
periodo, donde una de las cepas aparece asociada con fefM en el primer periodo y 7 cepas asociadas
con tetB en el segundo periodo; seguido de fetB con 20% y 35.8% de aparicion en cada periodo, donde
una cepa aparece asociada con fefM en cada periodo y el fefM con 13.3 y 5.1% de prevalencia segun
periodo. Nuestros resultados coinciden con los de Obeng y col., Zhang y col. y Vuthy y col. en los

cuales se encontrdé mayor frecuencia del gen tefA.

5.2.2- Resistencia genotipica en porcinos
En Dinamarca, en el estudio publicado por Sengelov y col. en 2003, sobre un total de 19
Escherichia coli no patdgenas resistente a TET aisladas de cerdos, se hallo un 73.7% a tetA, un 21.1%

a tefB y un 5.3% no identificado.

En el ano 2004, en el estudio de Bryan y col., donde se analizaron 14 genes, en 131cepas
resistentes a TET aisladas de cerdos hallaron alrededor del 30% del gen fetA, 60% de tetB, 6% de tetC
y 4% de tetM. En Alemania, Schwaiger y col. en el afio 2010, en un trabajo sobre deteccion de los
genes tetA, tetB, tetC, tetD, tetM, tetK, tetL, tetO, tetS, tetW y tetZ, en 137 cepas resistentes a TET de
Escherichia coli aisladas de cerdos, hallaron 51.8% para el gen tetA, 33.6% para tetB, 2.2% para tetC,
ademads de 1.5% para la combinacion tetA + tetB, 1.5% para tetA + tetC, 2.2% para tetA + tetD, 1.5%
para tetB + tetM, 1.5% para tetB + tetC, 0.7% para tetA + 0.7% para tetM y tetB + tetD + tetM. No se
detectaron los genes ftetK, tetL, tetO, tetS, tetW y tetZ en ninguna de las muestras estudiadas y en el

2.9% no se detectd ningan gen que codifica la resistencia a TET.
gun gen

En Polonia, en el afio 2014 Mazurek y col., publicaron un trabajo en el cual estudiaron los genes

de resistencia fetA, tetB, tetC, tetD y tetM en 172 cepas resistentes a TET de Escherichia coli aisladas
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de cerdos. Los datos encontrados fueron para fetA 54.6%, para tetB 18%, para tetC 13.9% y las

combinaciones de tetA + tetB 6.9% y tetA + tetC del 6.3%.

En Bulgaria, Urumova, entre diciembre de 2013 y mayo de 2014, estudid los determinantes tetA
y tetB en 29 cepas de cerdos resistentes a TET hallando un 80.7% de tetA y un 7.6% de terB, sin

detectar en las 6 cepas restantes ninguno de estos determinantes.

Los resultados de nuestro estudio genotipico de las cepas porcinas fueron los siguientes: sobre
36 cepas en el periodo 2006-2008 hallamos fefA en el 36.1%, tefB en el 66.6%; de las cuales una cepa
(2.7 %) poseia la combinacion fetA +tetB. En el periodo 2010-2012 sobre 40 cepas, la frecuencia de
aparicion fue de tetA 27.7%, tetB 88.8% y tetM 16.6%, de las cuales 2 cepas poseian la combinacion

tetA +tetB (5%), 1 cepa poseia la tetA +tetM (2.5%) y 5 cepas la combinacion tefB + tetM (12.5%).

Asi, en nuestro estudio, la mayor prevalencia es la del determinante fefB, 66.6% y 88.8% segliin

periodo, coincidiendo con la prevalencia de este determinante hallada por Bryan y col.

Los aislamientos de Escherichia coli de aves y pollos fueron las unicas cepas que contenian
tetM y en general tenian mas de un determinante de resistencia a TET por cepa, coincidiendo con los

datos hallados por Bryan y col.

5.2.3- Resistencia genotipica en bovinos
En Dinamarca, en el mismo estudio publicado por Sengelov y col. en 2003, sobre un total de 9
Escherichia coli no patogenas resistente a TET aisladas de bovinos, se hallo tetA en el 77.8% y tetB en

el 22.2%.

Shin y col., en Corea del Norte, en un muestreo de bovinos clinicamente sanos realizado entre

los afios 2011 y 2012, estudiaron los genes de resistencia tetA, tetB, tetC, tetD y tetG a 155 cepas
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aisladas de Escherichia coli resistentes a TET. Las prevalencias de tetA y tetB fueron practicamente

iguales, de 46.5% y 45.1%, respectivamente, tetC 7.1%, tetA + tetB 1.3% y tetB+ tetC 1.3%.

Los resultados en bovinos, en nuestro estudio fueron los siguientes: en el periodo 2006-2008
sobre 3 cepas, hallamos tetA 33.3% y tefB 66.6% y en el periodo 2010-2012 sobre 20 cepas, hallamos
tetA 55% y tetB 60%; de las cuales tres cepas poseian la combinacion fetA + tefB, 15%. Nuestros
resultados coinciden con los de Mirzaagha y col., y con los de Gow y col., en los que el determinante
tetB es el dominante en esta especie animal. En contraposicion, en estudios previos realizados por otros
autores en ganado bovino de carne, el determinante zetA fue dominante en aislamientos de Escherichia

coli (Karczmarczyky col., 2001; Sharma y col., 2008).

5.3- SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA FENOTIPICA Y GENES DE RESISTENCIA
ASOCIADOS

Si bien hay varias publicaciones donde se asocian los valores de la CIM con la presencia de
determinados genes de resistencia, en nuestro estudio no es posible determinarlo ya que las cepas
incluidas en el mismo tienen valores de CIM entre 32 y 64 mg/l, siendo esta ultima la menor dilucion
realizada (Blake y col. 2003; Tuckman y col., 2007; Gow y col., 2008; Shin y col., 2015). Ademas,
segin Gow y col., los genotipos no siempre se corresponden con la expresion fenotipica en
aislamientos individuales. En su estudio tres aislamientos poseian genes de resistencia a TET, pero no
tenian evidencia de resistencia fenotipica, coincidiendo con nuestro estudio donde dos cepas de origen
aviar fenotipicamente pertenecientes a la poblacion WT poseian genes de resistencia, una de ellas el
gen tetA y la otra el gen fefM. Por el contrario, en el estudio de Gow y col., también hubo aislamientos
que se clasificaron como resistentes en funcion de las CIM, pero no tenian genes de resistencia

identificados.
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Varios estudios han descrito cepas de Escherichia coli que llevan dos o mas genes tet. Los datos
de alrededor del 20 % de las cepas de Escherichia coli aisladas de pollos parrilleros y alrededor del 30
% de las cepas aisladas de porcinos hallados por Bryan y col., son datos similares a los hallados en
nuestro estudio en el periodo 2010-2012, en el cual el 20.5% de las cepas de pollos parrilleros, el 20%
de las cepas aisladas de cerdos y el 15% de las cepas aisladas de bovinos poseian dos genes de
resistencia asociados. Por otro lado, en el estudio de Sengelev y col., sobre 100 cepas de Escherichia
coli resistentes a TET aisladas de pollos parrilleros, cerdos y bovinos sélo el 2% de las mismas poseian
dos genes de resistencia asociados, con datos similares a los hallados en el periodo 2006-2008 de
nuestro estudio en donde el 6.6% de las cepas de Escherichia coli aisladas de pollos parrilleros y el
2.7% de las cepas de Escherichia coli aisladas de porcinos y bovinos poseian dos genes de resistencia

asociados.

Segin Bryan y col. y Shin y col., la presencia de mas de un determinante de resistencia no
conduce a valores de CIM notablemente mas altos. Asi, en nuestro estudio dos cepas de origen bovino
con asociacion de genes tetA y tetB poseen una CIM de 32 pg/ml. Es posible que las fuertes presiones
de seleccion proporcionadas por los ambientes que contienen niveles elevados de TET, conduzcan a la
adquisicion de mas de un gen de resistencia en una cepa dada debido a su prevalencia en el ambiente,

en lugar de una ventaja selectiva.

5.4.-MARCADORES DE RESISTENCIA EN PLASMIDOS
La transferencia conjugativa es el mecanismo mas comun para la entrega de RAM entre
bacterias Gram-negativas debido a que la conjugacion del plasmido puede ocurrir a una alta frecuencia

(Sunde y Norstrom, 2006).
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Los genes fet se encuentran en una variedad de bacterias aisladas del hombre, animales y medio
ambiente. La mayoria de estos determinantes se ubican en el cromosoma o en plasmidos conjugativos o
no conjugativos y muchos de ellos estan asociados con transposones conjugativos o no conjugativos
que luego pueden localizarse en plasmidos o en el cromosoma. (Roberts, 1994). La naturaleza moévil de
muchos genes de resistencia a TET puede explicar en parte su amplia distribucion entre diferentes
especies bacterianas. (Roberts, 1996). Ademas, los plasmidos de las bacterias Gram-negativas a
menudo llevan varios determinantes de resistencia a ATM confiriendo asi el fenotipo de MDR. Por
estudios de conjugacion de estos plasmidos se ha observado que los genes de resistencia se transmiten
como un cluster y se localizan en integrones, elementos genéticos capaces de capturar y diseminar estos
genes, confiriendo asi resistencia a los ATM, especialmente en bacterias Gram-negativas (Tosini y col.,

1998).

La transferencia por transformacion es el proceso mediante el cual las bacterias atrapan ADN
libre, algunas de ellas son transformables naturalmente. Aunque este mecanismo juega un papel
importante en el ambiente no es tan comun como la conjugacion (Wolska, 2003). Segun Hanahan, las
células individuales son capaces de absorber muchas moléculas de ADN, y la presencia de plasmidos
multiples no afecta significativamente la ocurrencia de eventos de transformacién exitosos (Hanahan,
1983). Ademas, varios factores pueden afectar la eficiencia de la transformacion, entre ellos el tamafio
del plasmido, un estudio realizado en Escherichia coli encontrd que la eficacia de la transformacion
disminuye linealmente con el aumento del tamafio del plasmido; las formas de ADN, el plasmido
superenrollado tiene una eficacia de transformacion ligeramente mayor que los plasmidos relajados y el
ADN lineal y monocatenario tiene una eficacia de transformacion mucho menor que los de doble

cadena (Hanahan y col., 1991).
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Si bien, no hay muchos trabajos previos en los que se ha estudiado la presencia de genes de
resistencia en plasmidos por el mecanismo de transformacion, existen algunos en donde se los ha

estudiado por el de conjugacion.

Aunque se supone que la transferencia horizontal de los genes TET proporciona un mecanismo
efectivo para la distribucion generalizada de resistencia a este ATM en poblaciones bacterianas y
explica la alta prevalencia de aislamientos de Escherichia coli resistentes a TET, en nuestro estudio

solo 8 cepas (4.76%) poseian plasmidos con genes de resistencia a TET.

La muy baja presencia de plasmidos en las cepas analizadas por nosotros, permite suponer
que la transferencia de estos genes efectivamente podria ser realizada de forma horizontal por
conjugacion, pero también involucrar elementos integrativos como transposones o secuencias de
insercion que permiten la incorporacion de dichos genes dentro del cromosoma bacteriano.

Esperamos que estos hallazgos puedan ser utilizados como datos bésicos para estudios epidemioldgicos

y estudios para evaluar el riesgo de resistencia a TET.
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6.-CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los datos hallados en nuestro estudio concluimos que:

o Todas las cepas de Escherichia coli resistentes a TET analizadas poseen genes de resistencia a

dicho ATM.

o El porcentaje de resistencia fenotipica a TET de Escherichia coli aisladas de materia fecal de
animales sanos de terminacion de las tres especies analizadas es mayor en el segundo periodo

estudiado.

o El porcentaje de resistencia fenotipica a TET de Escherichia coli aisladas de materia fecal de

animales sanos de terminacion de las tres especies analizadas es mayor en las tres EI.

o El gen de resistencia fefC no se ha detectado en las cepas de Escherichia coli analizadas.

o Los genes de resistencia fetA, tetB y tetM estan presentes en aves y porcinos, mientras que el

gen tetM no se ha detectado en bovinos.

o Los genes de resistencia tetA, tetB y tetM segun el periodo de tiempo analizado no presenta
variaciones a excepcion del gen fefM que no se ha detectado en el primer periodo estudiado en

Escherichia coli de origen porcino.

o La presencia de dos genes de resistencia asociados estan presentes en las tres especies animales

analizadas y en los dos periodos de tiempo.
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Cepas de Escherichia coli pertenecientes a la poblacion WT poseen genes de resistencia a TET.

La presencia de mas de un gen de resistencia no incrementa el valor de la CIM.

La muy baja presencia de plasmidos en las cepas analizadas permite suponer que, la
transferencia de estos genes efectivamente podria ser realizada de forma horizontal por
conjugacion, pero también involucrar elementos integrativos como transposones 0 secuencias

de insercion que permiten la incorporacion de dichos genes dentro del cromosoma bacteriano.
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8.- ANEXOS

8.1.- ANEXO1

8.1.1-Protocolo para la extraccion de ADN total de Escherichia coli

1- Repicar una colonia de Escherichia coli en 10 ml de caldo Luria Bertani (LB) con 12,5 mg / ml
de TET

2- Incubar durante 24 horas a 37 ° C con agitacion

3- Centrifugar 2 ml de cada cultivo bacteriano a 13.000 g durante 2 minutos

4- Descartar el sobrenadante

5- Resuspender el pellet bacteriano, con pipeta, en 1 ml de DNAzol (Thermo Fisher).

6- Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos

7- Centrifugar a 10.000 g durante 5 minutos

8- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio descartando el pellet

9- Agregar 500 pl de Etanol absoluto

10- Mezclar por inversion e incubar 3 minutos a temperatura ambiente

11- Centrifugar a 4.000 g por 2 minutos

12- Descartar el sobrenadante

13- Agregar 500 pl de etanol al 75%

14- Centrifugar a 4.000 g por 2 minutos

15- Repetir los pasos 10 al 12 una vez mas

16- Descartar todo el sobrenadante

17- Dejar secar el pellet con el tubo invertido durante 5 minutos

18- Resuspender en pellet en 100 pl de agua libre de nucleasas



Protocolo para la mPCR

Mezcla de primers
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Mezcla de reaccion

Volumen Concentracion

final
Primer fetA-F (100uM) 1 pul 1uM
Primer fetA-R (100uM) 1 ul IuM
Primer tetB-F (100uM) I ul uM
Primer terB-R (100uM) 1 pul 1uM
Primer fetC-F (100uM) 1 ul luM
Primer fetC-R (100uM) 1 ul 1uM
Primer tetM-F (100uM) I ul 1uM
Primer fetC-R (100uM) 1 pul 1uM
Primer 16S-F (100uM) 0,5 ul 0,5uM
Primer 16S-R (100pM) 0,5 ul 0,5uM
Agua 91 ul -

Volumen  Conc. final

2x GoTaq Green Master Mix) 12.5 ul Ix
Mezcla de primers 2,5 ul 0,1pM"
ADN Molde (~100 ng/ul) 2 ul ~ 8 ng/ul
Agua 8 ul -

*O.OSHM para los primers 16S

Para el control negativo se reemplazan los 2 pl de ADN molde por 2 pl de agua.

Ciclado

La reaccion de PCR fue llevada a cabo utilizando un termociclador XP Cycler (BIOER).

Temperatura ~ Tiempo Ciclos
94°C 5! 1
94°C 45"
57°C 45" 30
72°C 1
72°C 5! 1
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8.1.2- Electroforesis en geles de agarosa
8.1.2.1- Preparacion de Buffer TBE
Solucion de stock buffet TBE (5x)
En aproximadamente 800 ml de agua desionizada agregar 54 g de Tris-Base, 27.5 g de acido
borico y 20 ml de una solucion 0.5 M de EDTA (pH: 8.0). Ajustar el pH en 8.2 — 8.4, completar el

volumen con agua y autoclavar 20 minutos a 121 °C.

Solucion de uso buffet TBE (0.5x)

Realizar una dilucion 1/10 en agua desionizada a partir de la solucion de stock.

Preparacion de geles de agarosa (2%)
Mini-geles de 5,4 x 6 cm (8 calles por gel)

Pesar 0.4 g de agarosa DI1-LE (Biodynamics), agregar 20 ml de Buffer TBE 0.5x, calentar en
microondas hasta disolver completamente la agarosa.
Geles medianos de 11 x 6 cm (17 calles por gel)

Pesar 0.8 g de agarosa D1-LE (Biodynamics), agregar 40 ml de Buffer TBE 0.5x, calentar en
microondas hasta disolver completamente la agarosa.
Geles grandes de 14 x 15 cm (38 calles por gel, con dos peines)

Pesar 2 g de agarosa D1-LE (Biodynamics), agregar 100 ml de Buffer TBE 0.5x, calentar en

microondas hasta disolver completamente la agarosa.

o Una vez que solidifique la agarosa, colocar el gel en la cuba de electroforesis y agregar buffer

TBE 0.5x hasta cubrirlo.



Tesis Doctoral | 93
Florencia Laura Pantozzi

Sembrar 10 pl de cada una de las muestras de PCR y 5 ul del marcador de peso molecular (100
bp DNA ladder - Biodynamics)

Realizar la electroforesis a 100 V durante 40 a 50 min (mini-geles o geles medianos) o durante
1 h 30 min para los geles grandes.

Luego de la electroforesis, retirar el gel de la cuba de electroforesis y sumergirlo en una
solucion 0,5 mg/ml de bromuro de etidio (SIGMA) durante 15 min.

Observar los resultados colocando el gel sobre un transiluminador de luz ultravioleta.



8.2.- ANEXO II
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8.2.1.- Datos fenotipicos, genotipicos y presencia y caracterizacion de genes de resistencia a TET en el periodo 2006-2008.

n Especie CIM TetA TetB TetM Presencia
Plasmidos
1 Aviar >64 + + +
2 Aviar 32 +
3 Aviar >64 +
4 Aviar >64 + + (tetA)
5 Aviar >64 +
6 Aviar >64 + +
7 Aviar >64 +
8 Aviar >64 + +
9 Aviar 64 + +
10 Aviar 64 + +
11 Aviar >64 +
12 Aviar 64 + +
13 Aviar 64 +
14 Aviar 64 +
15 Aviar 64 +
16 Aviar >64 +
17 Aviar 64 +
18 Aviar 32 +
19 Aviar 32 +
20 Aviar >64 +
21 Aviar 64 +
22 Aviar >64 + + +
23 Aviar 64 +
24 Aviar >64 +
25 Aviar 32 +
26 Aviar 64 +
27 Aviar 64 +
28 Aviar 64 +
29 Aviar >64 +
30 Aviar 64 + +
31 Porcino >64 +
32 Porcino >64 +
33 Porcino >64 + +
34 Porcino 32 +
35 Porcino >64 +
36 Porcino 32 +
37 Porcino >64 +
38 Porcino >64 + +
39 Porcino >64 +
40 Porcino >64 +
41 Porcino 64 +
42 Porcino >64 +
43 Porcino >64 + +
44 Porcino >64 +
45 Porcino >64 + +
46 Porcino >64 + +
47 Porcino >64 + + (terB)
48 Porcino 64 +
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49 Porcino 64

50 Porcino 64

51 Porcino 32

52 Porcino >64 + +
53 Porcino >64 +

54 Porcino >64 +

55 Porcino 32 +
56 Porcino 64

57 Porcino >64 + +
58 Porcino >64 +

59 Porcino >64 + +
60 Porcino >64 +

61 Porcino >64 + +
62 Porcino >64 + +
63 Porcino >64 + +
64 Porcino >64 +

65 Porcino 64

66 Porcino 32

67 Bovino EE >64

68 Bovino EE >64 +

69 Bovino EE >64 +
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8.2.2.- Datos fenotipicos, genotipicos y presencia y caracterizacion de genes de resistencia a TET en el periodo 2010-2012.

n Especie CIM TetA TetB TetM Presencia
Plasmidos
1 Aviar >64 + +
2 Aviar >64 +
3 Aviar >64 +
4 Aviar >64 +
5 Aviar 64 + +
6 Aviar 64 + +
7 Aviar 64 + +
8 Aviar >64 + + +
9 Aviar >64 + +
10 Aviar >64 + +
11 Aviar >64 +
12 Aviar >64 + +
13 Aviar 64 + +
14 Aviar >64 + +
15 Aviar 64 +
16 Aviar 64 + + +
17 Aviar 64 +
18 Aviar >64 +
19 Aviar >64 +
20 Aviar >64 + +
21 Aviar 64 + + (tetA)
22 Aviar 64 + +
23 Aviar 32 + + (tetA)
24 Aviar 64 +
25 Aviar >64 + +
26 Aviar >64 + +
27 Aviar >64 +
28 Aviar 64 + +
29 Aviar 64 + +
30 Aviar 32 +
31 Aviar >64 + +
32 Aviar >64 +
33 Aviar >64 +
34 Aviar 64 + + +
35 Aviar >64 + +
36 Aviar >64 +
37 Aviar 8 +
38 Aviar 32 +
39 Aviar 2 +
40 Porcino >64 +
41 Porcino >64 +
42 Porcino >64 + +
43 Porcino >64 + +
44 Porcino >64 + +
45 Porcino >64 +
46 Porcino >64 +
47 Porcino >64 +
48 Porcino >64 +
49 Porcino >64 + + + (tetA)
50 Porcino >64 + +
51 Porcino >64 + +
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52 Porcino >64 +

53 Porcino >64 +

54 Porcino >64 +

55 Porcino >64 +

56 Porcino >64 +

57 Porcino >64 +

58 Porcino >64 +

59 Porcino >64 +

60 Porcino >64 + +
61 Porcino >64 +

62 Porcino >64 +

63 Porcino >64 + +
64 Porcino >64 + +
65 Porcino >64 +

66 Porcino >64 +

67 Porcino >64 + +
68 Porcino >64 +

69 Porcino >64 +

70 Porcino >64 +

71 Porcino >64 +

72 Porcino >64 +

73 Porcino >64 + +

74 Porcino >64 +

75 Porcino >64 + + +
76 Porcino >64 + + +
77 Porcino >64 + +

78 Porcino >64 + + + (tetA)
79 Porcino >64 + + +
80 Bovino EE 16 + +
81 Bovino EE >64 + +
82 Bovino EE >64 +

83 Bovino EI >64 +

84 Bovino EI 32 +

85 Bovino EI 64 + +
86 Bovino EI >64 + +
87 Bovino EI 32 + + (tetA)
88 Bovino EI 64 +

89 Bovino EI 64 + +
90 Bovino EI >64 +

91 Bovino EI >64 +

92 Bovino EI 32 +

93 Bovino EI >64 + +

94 Bovino EI 64 +

95 Bovino EI 32 + + + (tetA)
96 Bovino EI 64 +

97 Bovino EI 32 + +

98 Bovino EI 32 +

99 Bovino EI 32 +




