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RESUMEN

En la década del '50 se comenzaron a utilizar antibiéticos como un suplemento
adicional en la alimentacion de animales destinados para consumo humano, tanto por
su funcién terapéutica como para aumentar su crecimiento y eficacia en el valor
alimenticio. Los metales pesados como el cobre y el zinc también eran administrados
con el mismo propdsito en los piensos de animales. Sin embargo, la incorporacion de
esta practica en esos tiempos produjo, ademas de beneficios econémicos, el aumento
de resistencias debido al uso indiscriminado de antimicrobianos, ejerciendo una
presion selectiva en el ambiente y a la flora microbiana de los animales tratados
originando caracteristicas que desencadenan patologias e infecciones en seres

humanos.

El género Enterococcus esti presente en una amplia variedad de ambientes
como el suelo, agua, plantas, alimentos, tracto gastrointestinal de animales y
humanos. Se los considera patdgenos oportunistas para los humanos, especialmente
en el ambiente hospitalario y generalmente provocan infecciones en personas con

enfermedades subyacentes graves o inmunodeprimidos.

Teniendo en cuenta esta situacion, el objetivo de este trabajo fue estudiar
cepas de enterococos de origen clinico y de animales de cria que pueden actuar como
reservorio de genes vinculados con factores virulencia, resistencia a antibiéticos y a

metales pesados.

Se analizaron en total 125 cepas que correspondieron al muestreo y
aislamiento de 97 cepas provenientes de ganado porcino y 28 cepas ya aisladas y
suministradas por el Laboratorio de Patologias Prevalentes del Hospital “Adolfo
Margara” y el Laboratorio de analisis clinicos de la Clinica San Miguel de la ciudad de

Trelew. Todas las cepas se identificaron a nivel especie mediante pruebas bioquimicas



y se clasificaron 93 cepas como E. faecium, 10 como E. faecalis, 3 como E. durans, y

19 cepas no lograron identificarse fenotipicamente.

La produccién de exopolisacaridos fue el factor de virulencia méas frecuente y
se detectdé en 104 aislamientos, la actividad hemolitica se presenté en 17, mientras

gue la actividad gelatinasa en solo 10.

La prueba de dilucion en agar revel6 que 75 cepas de origen porcino y 17 de
clinica presentaron resistencia a zinc (=12 mM), mientras que 93 cepas de cerdos y 7

de clinica exhibieron resistencia intermedia a cobre (4-12 mM).

El estudio de la concentracion inhibitoria minima (CIM) revel6 que 17 cepas de
clinica y 47 de cerdos exhibieron resistencia a ampicilina (=16 pug/mL), mientras que
seis cepas clinicas y cinco de cerdos resultaron resistentes a glicopéptidos (=232
ug/mL). La resistencia a tetraciclina resultdé la mas frecuente entre los aislamientos,

obteniéndose 16 cepas de origen clinico y 75 de cerdos con una CIM 216 ug/mL.

Las cepas que resultaron resistentes a vancomicina y tetraciclina se evaluaron
por técnicas de biologia molecular para determinar la presencia de los genes de
resistencia. Un total de 84 cepas presentaron el gen TetM de resistencia a tetraciclina,
entre cepas porcinas y humanas, y solo 3 cepas de origen clinico amplificaron el gen

VanA de resistencia a vancomicina.



1. INTRODUCCION

1.1 Produccién porcina

A lo largo de los afios los alimentos incorporados en la dieta humana fueron
variando, pero el consumo de carne se ha mantenido y debido a que la demanda
mundial se incremento, las especies de crecimiento rapido con un alto indice de
conversion de alimentos, como es en el caso de los cerdos, contribuyen en gran
medida al desarrollo del subsector pecuario (Errecalde, 2004). A nivel mundial, la
carne de cerdo es la carne roja de mayor consumo, siendo Asia quien lidera el
crecimiento, seguido de Europa, América del Norte y Africa, donde en los Ultimos afios

se registré un aumento de la produccion porcina (Errecalde, 2004).

El promedio anual de consumo de carne de cerdo en Argentina es de 9 Kg por
persona, que se dividen en 3 Kg de carne fresca y 6 Kg de fiambres y chacinados
(SENASA, 2015). La carne porcina contiene proteinas de alto valor biolégico, aporta
minerales esenciales como potasio, fosforo, zinc y vitaminas como B12 (Agro Chubut,

2020).

En nuestro pais, la actividad porcina se desarrollé6 como un complemento a la
actividad agricola a través de pequefios productores que luego se volcaron a sistemas
de cria intensiva, donde se buscé un mejoramiento de la genética, nutricibn e
infraestructura. Con el tiempo, la produccién porcina se transformé en una actividad
esencial y a gran escala, atribuida ademas al aumento de precios de la carne bovina,
la mayor eficiencia de conversion respecto a otras especies y nuevos habitos de

consumo (Rearte, 2010).

Los principales establecimientos se concentran al norte de la provincia de
Buenos Aires, sur de Santa Fe y centro de Cordoba, ademas de la distribucion

dispersa de otros establecimientos en todo el territorio nacional.



En nuestra provincia hay dos tipos de productores que definen esta actividad.
Por un lado, se encuentran los grandes empresarios con produccion intensiva a gran
escala, que incorporan tecnologias en cuanto a manejo genético, presentan un
sistema de faenado formal, comercializacion y en algunos casos cuentan con
carnicerias propias. Por otro lado se encuentran los pequefios productores de tipo
familiar (que representan el 70 % de los productores porcinos en la provincia) con baja
eficiencia productiva, una comercializacion del tipo informal, con marcada ausencia de
un control sanitario desconociendo asi, los tipos de alimentos que se administran a los

cerdos (Vacca, 2016).

En el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCh), se encuentra el 65 % de cabezas
porcinas con los que cuenta toda la provincia (un total de 22.573 cabezas) y que se
distribuyen entre las localidades de Gaiman, Rawson y, en menor proporcion, Trelew y
Dolavon. Se estima que el consumo per capita en la provincia de Chubut es de 1,5 Kg

de carne de cerdo al afio (Albertoli, 2016).

1.2 Antibidoticos

1.2.1 Historia

Desde el descubrimiento de la penicilina por parte del cientifico Alexander
Fleming en la década de 1920, los antibiéticos comenzaron a formar parte de la
medicina humana para tratar enfermedades e infecciones causadas por distintos
microorganismos. Existen antibiéticos de amplio espectro, eficaces sobre una amplia
variedad de géneros y especies diferentes de microorganismos, y de espectro

reducido que s6lo son activos frente un grupo limitado de bacterias.

Antibidticos como los aminoglucésidos, tetraciclina y macrolidos fueron

descubiertos en la década del ‘50 (Tabla 1), la vancomicina y meticilina se



descubrieron en 1956 y 1960 respectivamente, dando asi un gran paso para el
tratamiento de enfermedades infecciosas (Rayamajhi, Cha, & Yoo, 2010). El &cido
nalidixico, un antibiético perteneciente al grupo de las quinolonas sintéticas, eficaz
tanto para bacterias Gram-positivas como Gram-negativas se introdujo para su uso
clinico en 1967 (Saga & Yamaguchi, 2009). Con estos descubrimientos se logré un
punto de inflexion en la historia de la humanidad, utilizdndose con eficacia contra

patégenos comunes en infecciones humanas.

Tabla 1. Afio de descubrimiento de los antimicrobianos mas importantes y afio de

comunicacién de la existencia de cepas resistentes a los mismos.

Droga Descubrimiento Uso clinico Resistencia Tiempo hasta
clinica resistencia

Penicilina 1928 1943 1954 11 afios
Estreptomicina 1944 1947 1956 9 afios
Tetraciclina 1946 1952 1956 4 afos
Eritromicina 1952 1955 1956 4 afos

Vancomicina 1956 1972 1994 22 afos
Gentamicina 1963 1967 1968 1 afio
Fluoroquinolonas 1978 1982 1985 3 afios

Datos tomados de Rovere, 2018

1.2.2 Usos en medicina animal

Los antibidticos comenzaron a tener protagonismo en animales para tratar
también infecciones bacterianas. En el caso de los animales destinados al consumo,
los antimicrobianos empezaron a ser una ventaja para tratar enfermedades y asi evitar
las pérdidas y resguardar el bienestar animal (Taylor, 1999). Fue entonces, que en

1951 la FDA (United States Food and Drug Administration) aprobd el uso de



antibioticos en alimentos para animales sin necesidad de prescripcion veterinaria

(Jones & Ricke, 2003).

Por aquellos afios se comenzo a alimentar cerdos con desechos de
fermentacién de tetraciclinas, y fue en ese momento donde se descubrié que los
cerdos crecian mas que los que recibian otros alimentos (Errecalde, 2004).
Aparentemente, Moore y col. (1946) fueron los primeros que demostraron que la
inclusiéon en la alimentacion de los pollos causaba un aumento de peso; de esa
manera fue como comenzaron a usarse los antimicrobianos como promotores de
crecimiento. Con ese tipo de implementacion en los alimentos, lograban una tasa de
natalidad elevada, una mayor capacidad de engorde y en consecuencia un aumento
de la produccion animal, (Chancho Grande et al., 2000; Nazhad Fard et al., 2011). A
nivel mundial, durante el afio 2010, 63.200 toneladas de antibi6ticos fueron utilizadas
en la industria ganadera, y las predicciones sugieren que esta tendencia seguira en

aumento (Rovere, 2018).

Los antibidticos se pueden administrar con fines terapéuticos, para inhibir
diferentes patdgenos y suplementando los piensos como una via para administrar el
farmaco; o pueden emplearse como promotores de crecimiento, favoreciendo el
control de la flora bacteriana, y un mayor aprovechamiento de nutrientes con el
consiguiente aumento de peso (Cancho Grande et al., 2000). Algunos de los
antibioticos utilizados en la produccién ganadera son de importancia para la salud
humana, entre ellos se destacan los macrolidos, tetraciclinas, fluoroguinolonas y

cefalosporinas (Ardonio et al., 2017).

1.2.3 Resistencia

El uso indiscriminado y/o sin prescripcibn médica y veterinaria de los
antibidticos, como la administracion de dosis sub-terapéuticas durante un tiempo
prolongado crearon las condiciones necesarias para el desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos (Ardonio et al., 2007). Este fenbmeno comenz6 a suceder poco tiempo

10



después del uso generalizado de antibi6ticos; los entornos hospitalarios proporcionan

un ambiente propicio para la diseminacion de cepas resistentes (Murray, 1990).

Existen dos tipos de resistencia: la resistencia intrinseca vinculada a la
existencia de genes en el genoma bacteriano que desarrollan un fenotipo de
resistencia natural (Davies, 2010) y la resistencia adquirida que resulta de una
mutacion en el ADN o se transmite a través de la transferencia horizontal de genes por
medio de elementos genéticos moviles. Este mecanismo permite a una bacteria
desarrollar resistencia a un antimicrobiano sin haber estado expuesto a él, y en
consecuencia diseminarse mas ampliamente y con mayor velocidad. Las descargas de
metales pesados, farmacos, desinfectantes y otros contaminantes al medio ambiente
combinado con la eliminaciébn de aguas contaminadas con bacterias resistentes,
incrementan la presencia de genes de resistencia en la poblaciéon, a través, de
elementos maviles dentro de las distintas poblaciones bacterianas, debido a la presion

de seleccion del medio (Gaze et al., 2011).

La tetraciclina en la actualidad no se la utiliza con frecuencia para los
tratamientos de infecciones humanas y/o animal, sin embargo, es el mas utilizado en
la produccién ganadera en todo el mundo, particularmente en la produccion porcina lo

gue ha inducido a desarrollar una frecuente resistencia (Delsol, 2003).

Cuando los antibiéticos son administrados como promotores de crecimiento,
inducen mecanismos de resistencia, el ejemplo mas conocido es el de la avoparcina,
un analogo de la vancomicina que fue eficaz contra bacterias Gram-positivas. Su uso
en Dinamarca tuvo tal alcance, que en 1994 se utilizaron 24.000 Kg de avoparcina
como promotor de crecimiento, equivalente a 24 Kg de vancomicina administrados en
medicina en el mismo afio (Wegener, 1998). Sin embargo, debido a los negativos
efectos producidos, entre 1995 y 2000 se prohibié definitivamente su uso en varios
paises de Europa y Asia, junto con los restantes antibioticos que eran utilizados para

el mismo fin (Ardonio et al., 2017; Hammerum, 2012; Hao et al., 2016).
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En Argentina se tomd la misma medida mediante la resolucion 63/2009 de
SENASA y ademas, se implementd un Programa Nacional de Vigilancia aprobado en
resolucion 591/2015 (SENASA, 2015) para la concientizacion y el control de
resistencia a antimicrobianos (RAM) que busca monitorear la prevalencia de la
resistencia en bacterias zoonoéticas y comensales a diferentes antimicrobianos. De
esta manera se busca retrasar o impedir la diseminacion de bacterias resistentes
minimizando su riesgo para la salud publica y animal y reducir la pérdida de la eficacia
de aquellos antimicrobianos de importancia clinica, esenciales en salud humana

minimizando su uso o haciendo un manejo responsable.

1.3 Sales de Cobrey Zinc

Ademas del uso de antimicrobianos en produccion animal en dosis sub-
terapéuticas, se utilizan sales de cobre y/o zinc por sus efectos favorables para el

crecimiento, consumo de alimentos y conversién alimentaria (Badillo, 2016).

El cobre es un elemento esencial que no es muy abundante en la naturaleza, y
debe ser suministrado mediante la alimentacién y bebida en humanos y animales,
siendo importante en procesos como la formacion de la hemoglobina junto con el
hierro, y también se lo utiliza como alguicida, bactericida, funguicida entre otros usos
(Badillo, 2016). Tiene, ademas, la capacidad de inactivar virus, como los virus de la

gripe, los norovirus o el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Vincent, 2018).

El zinc, es otro de los elementos esenciales mas abundantes en el cuerpo
humano después del hierro y, junto con el cobre y el selenio, intervienen en procesos
bioquimicos necesarios para el desarrollo de la vida, como la respiracion celular, la
reproduccién, el mantenimiento de la membrana celular, entre otras. (Armendariz
Rubio et al., 2004). En la dieta animal se adiciona a los piensos como 6xido de zinc

para regular la microflora intestinal de lechones y evitar la diarrea post-destete,
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ademds, suministrado como sales inorgénicas junto con el cobre mejoran el

crecimiento de los lechones (Badillo, 2016; Nazhad Fard et al., 2011).

En combinacion, se utilizan en la industria porcina altas combinaciones de
oxido de zinc (2.000 a 3.000 ppm) y/o sulfato de cobre (125 a 250 ppm) (Aarestrup,
2004; Hasman et al., 2006; Vahjen, 2015). La Union Europea decidié prohibir el éxido
de zinc para 2022, debido a los efectos negativos que provoca, tanto para el
rendimiento animal como para el medio ambiente (Fonseca, 2018). Debido a que la
biodisponibilidad y absorcién de estos metales pesados es baja, la mayor parte no es
retenida por el organismo y aparece en heces y orina (Zea & Vilchez, 2014),

acumulandose y aumentando la contaminacion de suelos y aguas subterraneas.

Otro rasgo negativo es que al ser elementos téxicos, en concentraciones altas
muchas bacterias desarrollan un mecanismo de resistencia (Aarestrup et al., 2006).
Estudios previos reportaron que la resistencia al zinc y a antibiéticos estan vinculados
en los mismos elementos genéticos moviles (Nemergut et al., 2004, Nield et al., 2001)
lo que contribuye a la diseminacién de resistencia a metales pesados en especies
bacterianas de origen animal debido a una presion de selecciébn por el uso

inadecuado.

1.4 Género Enterococcus

1.4.1 Caracteristicas

El género Enterococcus comprende un grupo de microorganismos Gram
positivos, esféricos u ovoides dispuestos en pares o cadenas; son anaerobios
facultativos, catalasa negativo, no formadores de esporas y fermentadores obligados
(Gilmore, 2014). Se desarrollan de forma 6ptima a 35 °C, aunque la mayoria de las
especies crece en un rango de temperatura de 10 a 45 °C, hasta pH 9,6, altas
concentraciones de sal (6,5 %), en presencia de un 40% de sales biliares y son

capaces de hidrolizar la esculina, con ciertas excepciones (Johnson, 2018). Hasta la
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fecha se han descripto 72 especies diferentes dentro de este género y dos

subespecies (Euzéby, 2021).

1.4.2 Héabitat

Los enterococos habitan distintos ambientes, principalmente el tracto
gastrointestinal y heces de humanos y animales, ademas se encuentran en alimentos,
plantas, insectos, en el agua, en la tierra, y también pueden aislarse de vagina, uretra,
piel, conductos biliares e incluso orofaringe (Hammerum, 2012; Lopardo, 2020).
Pueden tener efectos beneficiosos utilizandose como probidticos (Sparo & Nun, 2008)
y se destacan en la fermentacion y madurez de ciertos alimentos de origen animal,
especialmente para la elaboraciéon de quesos y embutidos (Franz et al., 1999; Giraffa,

2002).

1.4.3 Factores de Virulencia y rasgos negativos

Debido a su naturaleza ubicua, a los enterococos también se les atribuyen
rasgos negativos; estan involucradas en el deterioro de carnes, cerveza, jugo de fruta
y con mayor atencion pueden causar enfermedades humanas, como endocarditis,
bacteriemia e infecciones del tracto urinario en personas con enfermedades

subyacentes (Morrison, 1997; Murray, 1990).

Han adquirido una gama de respuestas que le permiten desarrollarse en
ambientes hospitalarios debido a las presiones selectivas de su entorno, como son
ciertos factores de virulencia y RAM. La presencia de genes de resistencia por si solo
no indica la patogenicidad de una cepa, sin embargo, la combinacion de ambos
mecanismos le confieren virulencia. En particular, ocurre porque los genes que
confieren y/o expresan la RAM vy los factores de virulencia a menudo se encuentran en
los mismos elementos genéticos moviles.(Chajecka-Wierzchowska, 2016). E. faecalis
y E. faecium son las especies mas importantes y los patbgenos mas frecuentes en

estos ambientes (Sharifi et al., 2015).
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Entre los factores de virulencia se destaca la citolisina o hemolisina, una toxina
extracelular del tipo bacteriocina capaz de lisar eritrocitos humanos, equinos y de
conejo; su actividad incrementa la virulencia de enterococos y demuestra una mayor

gravedad de infeccion (Gilmore et al., 2014).

La gelatinasa es una metaloproteasa extracelular capaz de hidrolizar gelatina,
elastina, colageno, hemoglobina, insulina y otros péptidos del hospedador que mejoran
la migracion y difusion de los enterococos por los tejidos dafiados (Qin et al., 2000).
También se la vincula con la translocacion intestinal, adherencia y formacion de
biopeliculas, caracteristicas importantes que aumentan las posibilidades de producir

infecciones (Lopardo et al., 2015).

La proteina de superficie extracelular (esp), contribuye a la formacion de biofilm
y se la relaciona con la posibilidad de colonizar superficies inertes utilizadas
habitualmente en clinica (Eaton & Gasson, 2001), como son las sondas uretrales y
catéteres intravasculares. Es un importante factor de virulencia, porque cuando los
enterococos se encuentran formando biofilm son mas resistentes a la fagocitosis, mas

dificiles de erradicar y aumenta su resistencia a antibiéticos (Holloway, 1982).

1.4.3.1 Resistencia a antimicrobianos

Las especies de este género son naturalmente resistentes a cefalosporinas,
aminoglucésidos y poseen resistencia adquirida a antimicrobianos como quinolonas,
macrolidos, tetraciclinas y glucopéptidos como vancomicina y teicoplanina (Mendiratta
et al., 2008). Su capacidad para adquirir genes de resistencia a través de
transposones conjugativos y plasmidos (Werner et al., 2013) los hace dificil de
combatir y por tanto multirresistentes. Un ejemplo es el caso ya mencionado de
avoparcina, su prohibicion logro disminuir el porcentaje de enterococos resistentes a
vancomicina (ERV), sin embargo todavia se registra persistencia de cepas resistentes

en animales de granja (Nilsson, 2012).
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1.4.3.2 Resistencia a glicopéptidos y tetraciclina

Hasta la fecha se han descrito nueve fenotipos de resistencia a glicopéptidos
en enterococos: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM y VanN
(Nilsson, 2012) siendo los fenotipos VanA y VanB los de mayor distribucion e
importancia clinica. Los ERV se aislaron primero en Europa en 1986 y poco después
en Estados Unidos (Cetinkaya et al., 2000). En Argentina, se aislé por primera vez en
el afio 1998 una cepa de E. faecium de origen clinico resistente con fenotipo VanA
(Marin et al., 1998), posteriormente se comunico la presencia de ERV en alimentos de

origen animal (Delpech et al., 2012).

Tanto la vancomicina como la teicoplanina se unen a la mitad terminal D-
alanina-D-alanina (D-Ala-D-Ala) de precursores de peptidoglicano, con la funcién de
evitar la union de las cadenas de peptidoglicanos e inhibir la sintesis de la pared
celular (Miller et al., 2014). El operdn vanA codifica resistencia inducible de alto nivel a
vancomicina (CIM 264 pg/mL) y a teicoplanina (CIM 216 pg/mL) y se adquiere
generalmente a través del transposon Tnl546 o de transposones relacionados de la
familia Tn3. El oper6én vanB concede resistencia inducible de bajo nivel a la
vancomicina (CIM 4 a >1.000 ug/mL) pero no a teicoplanina y esta presente en el
cromosoma; y vanC se presenta con menor frecuencia en especies que presentan
motilidad (E. gallinarum y E. casseliflavus) y produce baja resistencia a vancomicina

(2-32 yg/mL) y sensibilidad a teicoplanina (Cercenado, 2012).

La tetraciclina actda al unirse a la subunidad 30S del ribosoma e interferir con
el acoplamiento de aminoacil-tRNA, inhibiendo de esa forma la sintesis proteica de las
bacterias (Vincent et al., 2018). La fijacion al ribosoma es reversible, lo que explicaria
su efecto bacteriostatico. La resistencia también esta mediada por mdultiples genes
pero involucra dos estrategias generales: la eliminacién hacia el exterior de la célula,
mediante una bomba de eflujo, y la proteccion ribosémica, la cual consiste en inhibir la

union de la tetraciclina con la subunidad ribosomal 30S (Jara, 2007). Los genotipos
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TetA, TetB, TetC, TetD, TetE, TetH, Tetl, Tetd, TetK, TetL y TetY codifican bombas de
eflujo para la expulsion del antibiético de la célula y son transmitidos por plasmidos.
Los genotipos TetM, TetO y TetS codifican para mecanismos de proteccion ribosomal
de resistencia a tetraciclina, y estdn asociados con transposones conjugativos, con

preferencia por el cromosoma (Leng et al., 1997).

1.4.3.3 Resistencia a ampicilina

La ampicilina y la penicilina son los B-lactamicos mas activos contra
enterococos, inhibiendo la sintesis de peptidoglicano, estructura basica de la pared
celular bacteriana (Miller et al., 2014). Sin embargo, los aislamientos clinicos de
enterococos, principalmente E. faecium y rara vez E. faecalis, poseen cierta
resistencia natural intrinseca a los p-lactamicos, que se debe a la baja afinidad de sus
proteinas de unién a penicilinas (PBP o penicillin-binding proteins) por estos
antibioticos. Tanto E. faecalis como E. faecium producen al menos 6 proteinas PBP
(Lopardo et al.,, 2015), el aumento de PBP5 desarrolla niveles de resistencia a
ampicilina en E. faecium que pueden superar los 128 ug/mL de CIM. Ademas de
generar este tipo de resistencia, estas cepas tienen otros mecanismos como son las
mutaciones puntuales cerca del residuo de serina (sitio activo) de la proteina PBP5

gue provoca una menor afinidad de unién a penicilinas y un aumento de la resistencia.

1.4.3.4 Transmisidn de resistencia a cepas de alimentos

La transmision de enterococos resistentes a antimicrobianos en alimentos
puede ocurrir por el consumo de productos alimenticios de origen animal
contaminados, o por manipulacién de comida en condiciones deficientes de higiene
(Marguet et al., 2008). Ademas de este tipo de contaminacion cruzada también se le
suma las granjas porcinas que al presentar malas condiciones de higiene pueden
diseminar cepas resistentes a través de las heces de los animales que llegan al
cuidador del establecimiento y de esta forma se produce la diseminacion. En un

estudio en Dinamarca, detectaron genes de resistencia a vancomicina en E. faecium
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en muestras de cerdos y del intestino de un ser humano sano que dijo no haber tenido
contacto con el animal pero si consumido carne de cerdo (Hammerum, 2012). Estudios
realizados en Argentina demostraron que alimentos artesanales de origen animal son
reservorios de enterococos multirresistentes que incluyen el genotipo vanA (Delpech et

al., 2012).

Exceptuando el ambiente relacionado con la salud, existe poca informacion en
la regiéon patagonica sobre la estructura poblacional de las cepas de enterococos
(Ledesma et al.,, 2015; Marguet et al., 2008; Vallejo et al., 2016). Tampoco existen
estudios sobre la via de transmisién de estos microorganismos, resultando necesario
una continua vigilancia para conocer si la transmision ocurre a través de la via
alimentaria 0 se generan en el medio ambiente por actividades antrépicas. Por lo
expuesto, el aislamiento de cepas de enterococos provenientes de pacientes y
animales de cria y su posterior estudio de factores de virulencia y resistencia a
antibioticos y metales pesados, brindard informacion sobre ecologia, distribucién vy

caracteristicas aun no descritas de estos microorganismos en la provincia de Chubut.
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2. OBJETIVOS

A partir de lo expuesto el objetivo general es estudiar cepas de enterococos de
origen humano y animales de cria que pueden actuar como reservorio de factores de
virulencia, RAM y a metales pesados (MP).

Los objetivos especificos son:

1. Aislar e identificar mediante pruebas fenotipicas cepas de enterococos a partir
de cerdos de cria provenientes del Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCh)

empleando protocolos estandarizados.

2. ldentificar mediante pruebas fenotipicas aislamientos provenientes de muestras

de pacientes hospitalarios de la ciudad de Trelew.

3. Estudiar mediante pruebas fenotipicas potenciales factores de virulencia en las
cepas aisladas.

4. Determinar mediante pruebas fenotipicas la resistencia a cobre y zinc en las
cepas aisladas.

5. Determinar mediante pruebas fenotipicas la resistencia a antibiéticos de uso
veterinario y/o clinico en las cepas seleccionadas.

6. Determinar la presencia de genes de resistencia a tetraciclina y vancomicina en

las cepas seleccionadas segun su resistencia a MP.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area geografica y toma de muestras

La recoleccion de muestras se llevo a cabo en establecimientos porcinos con
sistema de cria intensiva y ciclo completo ubicados en las ciudades de Dolavon (n=
44) y Rawson (n= 50); y en una chacra (n= 60) con explotacion de tipo familiar
destinado a la cria, engorde y venta ubicado en la zona de Treorcky (Trelew) en la
provincia de Chubut. EI muestreo se realiz6 de forma aleatoria en animales sanos,
adultos y crias de destete. Las muestras de hisopados fecales se conservaron a 4 °C
en medio de transporte Stuart (Merck, Alemania) hasta el momento de su
procesamiento en el laboratorio. El tiempo transcurrido entre la colecta y su

procesamiento no fue mayor de 6 h.

Las cepas de enterococos provenientes de pacientes hospitalarios fueron
provistas por el Laboratorio de Patologias Prevalentes del Hospital “Adolfo Margara” y

el Laboratorio de analisis clinicos de la Clinica San Miguel de la ciudad de Trelew.

3.2 Aislamiento, seleccion e identificacion preliminar de cepas

de enterococos

Las muestras de hisopados fecales se sembraron en caldo puarpura de
bromocresol-azida (Merck, Alemania) y/o en caldo etil violeta azida (EVA) (Difco,
EEUU) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los cultivos se repicaron en agar bilis
esculina (Merck, Alemania) suplementado con &cido nalidixico (20 ug/mL) y nistatina
(10 pg/mL) durante 24-48 h a 37 °C y se realizaron repiques sucesivos hasta obtener

aislamientos puros.

La identificacion preliminar de las colonias se realiz6 mediante la coloracion de

Gram y ensayo de la actividad catalasa y oxidasa.
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3.4 Conservacion de los aislamientos

Las cepas identificadas preliminarmente como Enterococcus spp. se
conservaron en una suspension de caldo tripticasa soja (TS) (Britania, Argentina)
suplementado con glicerol al 10 % (v/v) a -30 °C en el Cepario del Laboratorio de
Biotecnologia Bacteriana (LBB) FCNyCS (Sede Trelew-UNPSJB) como parte de la

coleccion.

3.5 Identificacion fenotipica

Luego de la determinacion preliminar de género, se procedi6 a identificar las
cepas a nivel de especie basado en la descripcion propuesta por el Manual de
Microbiologia Clinica de la Asociacién Argentina de Microbiologia (Lopardo, 2015),
donde se pueden definir a las especies realizando las pruebas bioquimicas que
incluyen fermentacion de azlcares (manitol, sorbosa, L- arabinosa, sorbitol, rafinosa,
sacarosa, a-metil-D-glucopirandsido), producciéon de pigmento, deteccidon de actividad

enzimatica de pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) y arginina dihidrolasa.

3.6 Evaluacién de la seguridad de las cepas

Con el objetivo de determinar indicadores relacionados con posibles factores
de virulencia y/o rasgos negativos para la salud humana, las cepas identificadas como
Enterococcus spp. segun procedimientos descritos, se sometieron a las siguientes

pruebas:

3.6.1 Actividad de la gelatinasa
Para este ensayo se utilizé la prueba propuesta por Kanemitsu et al. (2001),
suplementando el agar TS con 0,8 % (m/v) de gelatina. Las placas se incubaron a 37

°C durante 48 h y se revelaron con una solucién de acido tricloroacético al 20 % (v/v),
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considerando como positivas las colonias que presentaron zonas claras a su

alrededor. Se utilizd6 como control positivo la cepa E. faecalis ATCC 29212.

3.6.2 Actividad hemolitica

Se evalué la produccién de hemolisinas mediante agar cerebro corazén
(Biokar, Francia) suplementado con sangre desfibrinada humana al 5 % y se incubaron
a 37 °C durante 48 h. Se interpretdé como positivas las colonias que presentaron a su
alrededor un halo de hemdlisis completa (B-hemodlisis). Se utiliz6 como control positivo

la cepa E. faecalis ATCC 29212.

3.6.3 Produccion de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos de las cepas se evalu6 de manera
cualitativa en agar cerebro corazén suplementado con sacarosa 50 g/L y 0,8 g/L de
rojo Congo. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y se consideraron como
positivas las colonias que presentaron color negro (Ciftci et al., 2009). Como control

positivo se utilizé la cepa de E. mundtii Tw278 perteneciente al Cepario del LBB.

3.7 Resistencia a cobre y zinc

Los ensayos de susceptibilidad se llevaron a cabo por el método de dilucién en
agar propuesto por Aarestrup & Hasman (2004). Para tal fin se utilizé el agar Mueller-
Hinton (Britania, Argentina) adicionado con concentraciones crecientes entre 2-28 mM
de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4+5H;0) y entre 0,25-32 mM de sulfato de
zinc heptahidratado (ZnSO4+7H;0). Las soluciones para ambos metales se prepararon
con agua destilada y se esterilizaron a través de filtracién por membrana (0,22 um).
Todas las placas se inocularon con 5 pL de cultivos bacterianos ajustado a 0.5 en la
escala de McFarland y se incubaron a 37 °C durante 48 h. Los resultados se

interpretaron como positivos cuando se observo crecimiento de colonias.
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3.8 Sensibilidad a antibidticos

Se determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) en todas las cepas
mediante el método de diluciones seriadas para ampicilina, tetraciclina y vancomicina,
segun las recomendaciones del Clinical Laboratory Standars Institute CLSI- VET
(2021), y para teicoplanina se utilizaron las recomendaciones del CLSI para
antimicrobianos de uso humano (2021). La sensibilidad a los antibi6ticos se evalué por
el método de dilucion en agar Mueller-Hilton, las placas se incubaron a 37 °C durante
20-24 h y se utilizé la cepa de E. faecalis ATCC 29212 como microorganismo de

control.

La CIM se defini6 como la menor concentracion de antibiético que produjo la
inhibiciébn completa del microorganismo y se interpretd cada resultado como sensible,
intermedio o resistente de acuerdo con los puntos de corte estipulado para cada

antibiotico segun el CLSI (2021).

3.9 Extraccion de ADN

Las cepas identificadas mediante ensayos fenotipicos se incubaron en caldo
TS a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se realiz6 la extraccién de ADN siguiendo el
protocolo de Millar et al. (2000). Los cultivos se centrifugaron a 13.000 g durante 5
min, los pellets se resuspendieron en 500 pL de buffer TE (10 mM Tris—HCl y 1mM
EDTA a pH 8) y se incubaron a 95 °C durante 15-20 min. Posteriormente, se
centrifugaron y los sobrenadantes conteniendo el ADN extraido se almacenaron a -20

°C.

3.9.1 Amplificacidén de genes de resistencia a tetraciclinay vancomicina
Todas las cepas que presentaron resistencia a tetraciclina y/o vancomicina se

evaluaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para tal fin se
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utilizaron los cebadores y protocolos propuestos por Aarestrup et al. (2000) y Kariyama
et al. (2000) (PCR multiple), que se detallan en la tabla 2. Como controles se utilizaron
las cepas de referencia E. faecalis ATCC 29212 (TetM) y Enterococcus resistentes a
vancomicina (VanA, B y C), estas ultimas provistas por la Dra. Blanco del Hospital de
Pediatria “Juan P. Garrahan”. En cada ensayo se realizO un control negativo

conteniendo todos los reactivos excepto el ADN.

La reaccién se realizO en un termociclador Mastercycler® (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) (Tabla 3). La electroforesis producto de la amplificacién se
realiz6 en gel de agarosa al 1,5 % en buffer TAE (Tris, acido acético, EDTA, pH 8) a
70 V durante 1 h. Finalizada la corrida el gel se colocé durante 20 min en una solucion
de buffer TAE y bromuro de etidio de 0,5 pg/mL; y posteriormente se lo visualizdé con

luz UV en un transiluminador, se fotografié y se archivé.

3.9.2 Identificacion genotipica

La identificacion genotipica de las cepas de ERV se confirmé mediante PCR.
Los cebadores y protocolos utilizados para la amplificacion de los genes especificos
de especies y la identificacion de género corresponden a una PCR mudltiple y son los
descriptos por Kariyama y col. (2000) (Tabla 2). Como controles de especie se
utilizaron las cepas de E. faecalis ATCC 29212 y E. faecium Tw6 perteneciente al
Cepario del LBB. En cada ensayo se realiz6 un control negativo conteniendo todos los

reactivos excepto el ADN.
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Tabla 2: Primers y condiciones de PCR utilizadas en este estudio

Condiciones PCR

Referencia Temperatura® Tiempo Ciclos Primers Secuencia (5" a 3’) Tamafio (pb)
VanA CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA
an
D.194°C 5 min 1 CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 1030
VanB GTGACAAACCGGAGGCGAGGA
an
D94 °C 1 min 30 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 433
i GGTATCAAGGAAACCTC
(Kariyama ) VanC
tal A54°C 1 min 30 CTTCCGCCATCATAGCT 822
etal,
GGATTAGATACCCTGGTAGTCC
2000) ] rrs(16S ARNr)
E72°C 1 min 30 TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC 320
) ATCAAGTACAGTTAGTCTTATTAG
E. faecalis
E.F72°C 10 min 1 ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAG 941
) TTGAGGCAGACCAGTTGACG
E. faecium
TATGACAGCGACTCCGATTCC 658
(Aarestrup D.194°C 5 min 1
et al., D94 °C 1 min 30
2000) A54°C 1 min 30 TetM GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 657
E72°C 1 min 30 CTAAGATATGGCTCTAACAA

E.F72°C 10 min 1

1 D.I: Desnaturalizacion inicial. D: Desnaturalizacion. A: Apareamiento. E: elongacion. E.F: Elongacion final.

Tabla 3: Componentes, voliumenes y concentraciones de la mezcla de PCR estandar
utilizados en este estudio

Reactivo Concentracién Stock  Volumen (ul) Concentracién final
Agua bidestilada estéril - cspPr
Buffer STR de PCR? 5X 4 ul 1X
Cebador directo e inverso 3 10 uM 1ul 0,5 uM
Tag ADN polimerasa 5U/ ul 0,2 ul 2U/20 pl
MgCl2 25mM 0,8 ul
ADN muestra 1ul ~20-50 ng

1 Con el agua se enrasa la mezcla hasta el volumen final de 20 ul; ? El buffer STR de PCR 5X contiene:
250 mM KCI, 50 mM TRIS, 7,5 mM MgCl, 0,5% triton X100y 1 mM de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP).  Para PCR muiltiple, se usa 1yl de cada cebador.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Historicamente la produccion porcina en la provincia de Chubut fue de baja
escala, de tipo familiar, en zonas bajo riego y destinada basicamente a la produccion
de lechones estacionales, elegida como secundaria a otras actividades agropecuarias.
Sin embargo, desde el afio 2014 se observa un crecimiento de la actividad porcina en

toda la provincia, especialmente en la zona del VIRCh (Albertoli,2016).

Durante este trabajo, se procesaron un total de 154 muestras de materia fecal
de ganado porcino proveniente de tres establecimientos diferentes. Dos ubicados en
las ciudades de Rawson y Dolavon, que pertenecen a productores de gran escala
empresarial con un sistema completo de cria intensiva, faenado y comercializacién
propia. El tercero, ubicado en la zona de Treorcky, es un establecimiento del tipo
familiar con produccién pequefia para cria y engorde de cerdos, de consumo propio y

local.

Se aislaron en total 97 cepas, tanto de ejemplares adultos como crias de
destete, 37 pertenecientes al establecimiento de Rawson, 28 al de Dolavon y 32 cepas
correspondientes a la chacra de la zona de Treorcky. El total de cepas aisladas de
cerdos, junto con las 28 cepas aisladas de pacientes aportadas por el Hospital y la
clinica San Miguel, presentaron los rasgos fenotipicos que distinguen al género
Enterococcus de otros cocos Gram positivos: actividad catalasa y oxidasa negativa,

crecimiento a 10 y 45°C y Pirrolidonil-beta-naftilamina (Pyr) positivo.

La identificacién a nivel especie se llevd a cabo mediante pruebas bioquimicas
siguiendo la descripcién propuesta por el Manual de Microbiologia Clinica (Lopardo et
al.,, 2015). Del total de aislamientos, 93 cepas resultaron identificadas como E.
faecium, 10 como E. faecalis, 3 como E. durans, y 19 cepas no fueron posible
identificar a nivel especie por fenotipia (Tabla 4). Analizando las especies se observa

gue la mas frecuente fue E. faecium y en menor proporcion E. faecalis, tanto en cepas
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clinicas como en las de origen porcino. Previamente, otros estudios también fueron
coincidentes con estos hallazgos, reportando a E. faecium como la méas frecuente,
seguida por E. faecalis (Aarestrup et al., 2000; Rodriguez et al., 2013; Sharifi et al.,

2015; Tan et al., 2018).

Estos resultados revelan la alta frecuencia de este género en estos ambientes,
demostrando su naturaleza ubicua, siendo los causantes de infecciones nosocomiales
y desempefiandose, ademas, como indicadores de contaminacion ambiental de origen

fecal (Byappanahalli et al., 2012).

Tabla 4: Especies de Enterococcus estudiadas de cerdos y humanos

Total de Especies Bacterianas
Origen Aislados E. faecium E. faecalis E. durans Enterococcus sp.
Cerdos 97 74 2 3 18
Humanos 28 19 8 0 1
Total 125 93 10 3 19

4.1 Factores de virulencia

La mayor prevalencia de los factores de virulencia estudiados correspondio a la
produccion de exopolisacaridos (Figura 1 y 2), tanto en cepas humanas (28/28) como
en cepas de cerdos (76/97), coincidiendo con los trabajos de diferentes autores
(Sanchez Cabrera et al., 2021; Caraffini et al.,, 2009; Tsikrikonis et al.,, 2012). La
especie E. faecium fue la mas frecuente para este factor, resultado que coincide con lo
hallado por Tsikrikonis y col. (2012) para aislados clinicos y porcinos y Sanchez

Cabrera y col. (2021) para aislados de alimentos de origen animal.

Los enterococos tienen la capacidad de formar biopeliculas, que consisten en
bacterias adheridas a superficies de seres vivos como también superficies inertes,

contenidas dentro de una matriz hidratada de sustancias como pueden ser
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exopolimeros, proteinas o polisacaridos (Lopardo et al., 2015). De esta manera es
posible su adherencia a dispositivos y superficies utilizados en el ambiente
hospitalario, lo cual favorece su diseminacion, aumento de la resistencia, persistencia
de la infeccion y contaminaciéon del ambiente. Sin embargo, seria prematuro clasificar
a una cepa de enterococo como patdgena solo evaluando este rasgo, en todo caso se
deberia vincular esta caracteristica con la sustancia de agregacion (agg) y la presencia
de proteinas de superficie (esp), entre otros factores, que promueven la colonizacion y

transmision de genes de resistencia.

La actividad gelatinasa se presentd en 7/28 cepas humanas (Figura 1) y en
solo 3/97 cepas porcinas (Figura 2), y coincide con lo expuesto por Caraffini y col.
(2009), quienes presentaron a la gelatinasa como una de las actividades mas
frecuentes en aislamientos clinicos. La especie E. faecium también fue la mas
frecuente para este factor y coincide con lo hallado por Tsikrikonis y col. (2012),
afirmando que la actividad gelatinasa se presenta en mayor proporcion en cepas

provenientes de humanos que en cepas aisladas de cerdos.

Ledesma y col. (2015), en cambio, encontraron una alta frecuencia de
enterococos aislados de aves salvajes y de cria en nuestra regién con actividad de
gelatinasa (57/128), si lo comparamos con lo hallado en las cepas porcinas de este
estudio. La gelatinasa contribuye a la patogénesis, promoviendo la llegada de
neutrdéfilos a los tejidos colonizados por los enterococos y modificando, de esta forma,
las defensas del huésped (Caraffini et al., 2009), por lo que se lo considera como uno
de los factores de virulencia mas estudiados para este género y su presencia

contribuye a la gravedad de la infeccion (Chajecka-Wierzchowska et al., 2016).

La actividad hemolitica se presentd con mayor frecuencia en cepas humanas
(17/28) (Figura 1), mientras que sOlo 2/97 cepas de origen porcino exhibieron B-
hemodlisis (Figura 2), en ambos casos, las especies productoras de citolisina fueron E.

faecium y E. faecalis. Los resultados obtenidos sobre actividad hemolitica en las cepas
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aisladas de cerdos result6 baja, pero concuerda con la poca frecuencia observada por
Tsikrikonis y col. (2012) para aislados porcinos y Ledesma y col. (2015) para

enterococos aislados de aves salvajes y de cria en nuestra region.

La alta proporcion de cepas B-hemoliticas en aislamientos clinicos coinciden
con trabajos previos (Caraffini et al., 2009; Eaton & Gasson, 2001; Padilla et al., 2012;
Semedo et al., 2003; Tsikrikonis et al., 2012; Zaheer et al., 2020), evidenciando la
prevalencia de este rasgo relacionado con la patogenicidad, la expresion y el aumento
de la toxicidad de Enterococcus (Zaheer et al., 2020). La citolisina tiene un rol
importante en la primera fase de la infeccion, involucrandose en la penetracién
bacteriana en los tejidos intestinales humanos, provocando un dafio tisular y posterior
lisis de la célula (Garza-Velasco et al., 2005). De esta forma, contribuye a la severidad
del proceso inflamatorio y cuando los enterococos invaden el tracto gastrointestinal
logran desarrollar bacteriemias y endocarditis con la presencia de esta enzima, como
fue registrado por Padilla y col. (2012) para muestras de pacientes hospitalarios en
Chile y Caraffini y col. (2009) en aislados clinicos de enterococos en Coérdoba,

Argentina.

Segun bibliografia, la falta de actividad hemolitica puede ser el resultado de la
ausencia o inactivacion de algunos de los genes que conforman el operdn cyl,
necesarios para su expresion (Gilmore, 2014). Por lo tanto, la determinaciéon de la
actividad hemolitica en placa sigue siendo la regla de oro para demostrar este rasgo

de virulencia en Enterococcus.
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Figura 1. Numero de cepas clinicas que presentaron factores de virulencia, diferenciado por

especie de Enterococcus spp.
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Figura 2: Namero de cepas aisladas de cerdos que presentaron factores de virulencia, diferenciado

por especie de Enterococcus spp.

4.2 Resistencia a cobre y zinc

Mediante la técnica de dilucién en agar se evalud la resistencia a MP para
todas las cepas aisladas, tomando como referencia los puntos de corte propuestos por
Aarestrup y col. (2004) y por Hasman y col. (2006). Las cepas provenientes de

pacientes resultaron en su mayoria sensibles al cobre (21/28), mientras que 7
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presentaron un patron de resistencia intermedio (4 mM) (Tabla 5). Para el zinc, en
cambio, la frecuencia de resistencia resulté mayor (17/28). Estos resultados coinciden
con lo hallado por Sharifi y col. (2015), quienes determinaron que aislados de E.
faecium y E. faecalis provenientes de fuentes humanas y ganaderas en Irak resultaron

resistentes al zinc.

Tabla 5: Resistencia a cobre y zinc en cepas de Enterococcus spp. aislados de muestras

clinicas
N° de aislamiento con CIM (mM) Resistencia

Metal Pesado 2 4 8 12 n/N
Cobre (=2 - 228) @
E. faecium (19) 13 6 0/19
E. faecalis (8) 7 1 0/8
Enterococcus sp. (1) 1 0/1
Zinc (g4 -212)°
E. faecium (19) 9 10 10/19
E. faecalis (8) 2 6 6/8
Enterococcus sp. (1) 1 1/1

@ Puntos de corte seglin Hasman et al (2006); 2 <2: sensible, 4-24: intermedio, 228: resistente

b Punto de corte seguin Aarestrup (2004); P <4: sensible; 212: resistente

Para las cepas provenientes de ganado porcino se decidié un patron de
evaluacion segun establecimiento de procedencia. Los aislamientos de las tres
localidades presentaron valores de resistencia intermedia para el cobre (Tabla 6),
mientras que la frecuencia de cepas resistentes al zinc varié segun el tipo de cria del
establecimiento. Todos los aislamientos provenientes de las localidades de Dolavon y
Rawson resultaron resistentes al zinc (212 mM), mientras que solo 10 cepas

provenientes del establecimiento de Treorcky exhibieron resistencia.

Los establecimientos de Dolavon y Rawson cuentan con un sistema de cria
intensiva y ciclo completo, por lo tanto el ganado esta destinado exclusivamente a la

produccion de carne para la comercializacion siguiendo normas de higiene y calidad
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alimentaria impuestas por Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), vy en estos casos el tipo de alimento que se le provee al ganado es clave
para el tipo de producto que se desea comercializar. En esta practica es habitual el
uso de suplementos alimentarios que contienen sales de cobre y zinc, a diferencia del

tipo de cria familiar.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Nezhad Fard y col. (2011) y
Aarestrup & Hasman (2004), quienes relacionan ambas resistencias con elementos
genéticos mdviles. Tanto el cobre como el zinc son ampliamente utilizados como
promotores del crecimiento en la cria intensiva de cerdos en diferentes
concentraciones (Hasman et al., 2006). En consecuencia, como una respuesta natural,
muchas especies bacterianas han desarrollado mecanismos de resistencia para

sobrevivir en presencia de estos MP.
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Tabla 6: Resistencia a cobre y zinc en cepas de Enterococcus spp. determinado por la
localidad del establecimiento porcino

Metal N° de aislamiento con CIM (mM) Resistencia

Pesado Origen Especie 1 2 4 8 12 16 20 24 28 32 n/N

Cobre Dolavon E. faecium (18) 1 10 7 0/18
(2 -228)2 E. faecalis (1) 1 0/1
E. durans (3) 3 0/3

Enterococcus sp. (6) 3 0/6

Rawson E. faecium (28) 6 18 0/28

E. faecalis (1) 1 0/1

Enterococcus sp. (8) 3 3 2 0/8

Treorcky E. faecium (28) 1 1 26 0/28

Enterococcus sp. (4) 1 3 0/4

Zinc Dolavon E. faecium (18) 1 1 4 12 18/18
(54 -212)° E. faecalis (1) 1 1/1
E. durans (3) 3 3/3
Enterococcus sp. (6) 1 5 6/6

Rawson E. faecium (28) 4 2 11 11 28/28
E. faecalis (1) 1 1/1
Enterococcus sp. (8) 1 1 6 8/8
Treorcky E. faecium (28) 18 10 10/28
Enterococcus sp. (4) 4 0/4

@ Puntos de corte segiin Hasman et al (2006); a <2: sensible, 4-24: intermedio, =28: resistente

b Punto de corte seglin Aarestrup (2004); b <4: sensible; 212: resistente

4.3 Sensibilidad a antibioticos

Los perfiles de RAM de las cepas aisladas de pacientes se presentan en la
Tabla 7. Del total de aislamientos, 18 cepas de E. faecium y una sin identificar
exhibieron resistencia a ampicilina (CIM 216 ug/mL), 16 cepas (9 E. faecium y 7 E.
faecalis) resultaron resistentes a tetraciclina, mientras que solo 6 cepas de E. faecium

presentaron resistencia a teicoplanina y vancomicina.

Estos resultados coinciden con los hallados por Udo y col. (2002), quienes
encontraron resistencia para estos cuatro antibidticos analizados en enterococos
aislados de un hospital de Kuwait. Por otra parte, Rodriguez y col. (2013) evaluaron la

resistencia a antimicrobianos entre los afios 1996 y 2010 de 1873 enterococos
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aislados de infecciones intrahospitalarias en la Ciudad Autébnoma de Buenos Aires y
detectaron un 95% de resistencia a ampicilina en E. faecium, especie que, ademas ha
aumentado su presencia desde 2007 en estos ambientes (Schell et al., 2020),

mientras que todos los aislados de E. faecalis resultaron sensibles.

Las proteinas de unién a penicilina (PBP) son enzimas que catalizan la sintesis
de la mureina, peptidoglicano o pared de las bacterias, estructura que les brinda
proteccion contra los cambios de presion exterior. Las PBP catalizan la polimerizacion
glicano (transglicosilacion) y la uniéon entre cadenas de glicanos (transpeptidacion).
Los beta lactamicos se unen a las PBP inhibiendo selectivamente el proceso de
transpeptidacion. En este ultimo caso no hay hiperproducciéon de la PBP5, pero las
cepas presentan sustituciones de aminoacidos cerca del sitio activo de las PBP que

son las responsables del aumento de la resistencia (Cercenado, 2012).

Otro mecanismo de resistencia, menos frecuente, se presenta en cepas
productoras de betalactamasas que se caracterizan por ser resistentes a penicilina,
aminopenicilinas (ampicilina) y ureido-penicilinas (piperacilina), siendo sensibles a
imipenem y a las combinaciones de beta-lactamicos con inhibidores de beta-

lactamasas (acido clavulanico, tazobactam, sulbactam) (Cercenado, 2012).

En la actualidad las tetraciclinas no se utilizan con frecuencia para el
tratamiento de infecciones humanas, sin embargo en este trabajo se detecté un
porcentaje alto de resistencia, si lo comparamos con los trabajos de Zaheer y col.
(2020) donde 32% de los enterococos resultaron resistentes, y Rodriguez y col. (2013)

guienes no hallaron bacterias resistentes a tetraciclina.

El aumento de infecciones hospitalarias causadas por enterococos es un
fendmeno observado globalmente y su diseminacion tiene lugar, en mayor medida, por
contacto a través de las manos y material inerte contaminado (Rodriguez et al., 2013).

La multirresistencia dificulta su tratamiento y tiene impacto en la sobrevida de los
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pacientes, dias y costos de internacion, lo que refuerza la idea que sélo las adecuadas

y permanentes politicas de control de infecciones permitiran controlar su diseminacion.

Tabla 7: Resistencia a antimicrobianos en cepas de Enterococcus spp. aisladas de

muestras clinicas

N° de aislamiento con CIM (ug/mL) Resistencia
Antibiético 4 8 16 32 n/N
Ampicilina® (<8- 216) 2
E. faecium (19) 1 18 18/19
E. faecalis (8) 8 0/8
Enterococcus sp (1) 1 1/1
Teicoplanina? (<8- 232) 2
E. faecium (19) 13 6 6/19
E. faecalis (8) 8 0/8
Enterococcus sp (1) 1 0/1
Tetraciclina® (<4- 216) @
E. faecium (19) 9 1 9 9/19
E. faecalis (8) 1 7 7/8
Enterococcus sp (1) 1 0/1
Vancomicina®* (4- 232) @
E. faecium (19) 13 6 6/19
E. faecalis (8) 8 0/8
Enterococcus sp (1) 1 0/1

2 Punto de corte segin CLSI (2021); * <8: sensible, 216: resistente; 2 <8: sensible, 16: intermedio, >32:
resistente; 3 <4: sensible, 8: intermedio, 216: resistente; # <4: sensible, 8-16: intermedio, 232: resistente.

El uso de agentes antimicrobianos como promotores del crecimiento fue
prohibido en todos los paises de la Uni6n Europea (UE) en el afio 2006, sin embargo,
todavia se los utliza para el tratamiento en animales (Hammmerum, 2012). En

particular, la tetraciclina se utiliza para el tratamiento de enfermedades en cerdos,
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practica que induce la proliferacion de resistencia (Hao et al., 2016; Novais et al.,

2013; Tan et al., 2018; Tremblay et al., 2012).

Ante la importancia del uso responsable de antibiéticos en animales, el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) cre6 el Programa Nacional
de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana en animales destinados al consumo
humano con el objetivo de prevenir la generacion y difusién de bacterias que resisten

la accion de los antibiéticos.

En nuestro pais, en el afio 2010 se realiz6 el primer estudio sobre los patrones
de RAM en bacterias indicadoras y zoonéticas provenientes de muestras fecales de
animales sanos. En el caso particular de los porcinos no se encontro resistencia a
ampicilina (Pantozzi et al., 2010), a diferencia de lo hallado en este estudio donde
47/74 cepas exhibieron una CIM 216 ug/mL (Tabla 8); coincidiendo estos resultados
con el estudio de Novais y col. (2013). Este antimicrobiano es muy utilizado, se
suministra a cerdos sometidos a castraciones y cortes de cola, situaciones que
provocan estrés y que promueven el uso excesivo y rutinario de antimicrobianos en la
produccion animal, generando la propagacién de bacterias multirresistentes (World

Animal Protection, 2020).

Los resultados obtenidos sobre resistencia a tetraciclina (75/97) son similares
con los de Pantozzi y col. (2010), donde encontraron que de 43 aislamientos de
Enterococcus spp. el 92,8 % resultd resistente, y de estudios previos realizados en
otras regiones (Aarestrup et al., 2000; Nazhard Fard et al., 2011; Tan et al., 2018;

Vahjen et al., 2015) .

En este estudio solo se detectaron 4 cepas de E. faecium y una cepa sin
identificar resistentes a vancomicina y teicoplanina (=32 ug/mL) de origen porcino. No

obstante, la baja frecuencia hallada resulta de interés para realizar una vigilancia
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permanente de esta evolucion debido a que son antimicrobianos que se utilizan como

Gltima opcién después del fracaso con tratamientos de rutina.

En Europa, se han publicado numerosos estudios que han demostrado la
presencia de enterococos resistentes a mdultiples antimicrobianos, particularmente a
vancomicina y teicoplanina (Chajecka et al., 2016; Hammerum, 2012; Werner et al.,
2012). Esta resistencia se desencadendé como producto del uso de una molécula
analoga (avoparcina) empleada como promotor de crecimiento en la cria de ganado y
aves de corral. Su aplicacion se prohibié en toda la Uni6on Europea en 1997 y en
consecuencia la prevalencia de ERV provenientes de animales de cria declind
rapidamente (Nilsson, 2012). Sin embargo, los animales de granja ain actian como
reservorio de esta resistencia, con el peligro potencial de difundirse a través de la

cadena alimentaria.

No obstante a la iniciativa del SENASA implementada mediante la resolucién
591/2015 (SENASA, 2015) y dirigida a la concientizacion y control de RAM en
animales destinados al consumo humano, la Argentina no cuenta con un programa de

vigilancia permanente en establecimientos agropecuarios.
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Tabla 8: Resistencia a antimicrobianos en cepas de Enterococcus spp. aisladas de

cerdos
N° de aislamiento con CIM (pug/mL) . .
Resistencia
Antibiético  Origen Especie 4 8 16 32 n/N
Ampicilinal  Dolavon E. faecium (18) 13 5 5/18
(<8 -=16) 2 E. faecalis (1) 1 0/1
E. durans (3) 3 3/3
Enterococcus sp. (6) 6 6/6
Rawson E. faecium (28) 16 12 12/28
E. faecalis (1) 1 0/1
Enterococcus sp. (8) 5 3 3/8
Treorcky E. faecium (28) 13 15 15/28
Enterococcus sp. (4) 1 3 3/4
Teicoplanina® Dolavon E. faecium (18) 14 2 2 2/18
(<8 -232)° E. faecalis (1) 1 0/1
E. durans (3) 3 0/3
Enterococcus sp. (6) 5 1 1/6
Rawson E. faecium (28) 27 1 1/28
E. faecalis (1) 1 0/1
Enterococcus sp. (8) 8 0/8
Treorcky E. faecium (28) 24 3 1 1/28
Enterococcus sp. (4) 4 0/4
Tetraciclina® Dolavon E. faecium (18) 18 18/18
(4 -216) 2 E. faecalis (1) 1 1/1
E. durans (3) 3 3/3
Enterococcus sp. (6) 6 6/6
Rawson E. faecium (28) 28 28/28
E. faecalis (1) 1 1/1
Enterococcus sp. (8) 8 8/8
Treorcky E. faecium (28) 14 6 8 8/28
Enterococcus sp. (4) 2 2 2/4
Vancomicina* Dolavon E. faecium (18) 14 1 1 2 2/18
(<4 -232)2 E. faecalis (1) 1 01
E. durans (3) 3 0/3
Enterococcus sp. (6) 5 1 1/6
Rawson E. faecium (28) 27 1 1/28
E. faecalis (1) 1 0/1
Enterococcus sp. (8) 8 0/8
Treorcky E. faecium (28) 27 1 1/28
Enterococcus sp. (4) 4 0/4

a Puntos de corte segtin CLSI-VET,;  Punto de corte segln CLSI;  <8: sensible, 216: resistente; 2 <8:
sensible, 16: intermedio, =32: resistente; 3 <4: sensible, 8: intermedio, 216: resistente; 4 <4: sensible, 8-16:
intermedio, 232: resistente.
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4.4 Amplificacion de genes de resistencia

Todos los aislamientos que resultaron resistentes a vancomicina y tetraciclina
fueron examinados mediante PCR, utilizando cebadores especificos (Tabla 2) para
determinar el tipo de resistencia (VanA, VanB, VanC y TetM). Los aislamientos de
cerdo exhibieron una alta frecuencia de resistencia a tetraciclina (Tabla 8), donde
68/75 cepas presentaron banda de 657 pb compatible con el gen de resistencia a
tetraciclina TetM segun Aarestrup y col. (2000) (Figura 3). Para las muestras
hospitalarias, 16 cepas resultaron ser resistentes a tetraciclina y todas amplificaron el
gen TetM (tabla 9). Estos resultados son comparables con los encontrados por otros
autores (Aarestrup et al., 2000; Tan et al., 2018; Tremblay et al., 2012; Zaheer et al.,
2020) tanto para cepas porcinas como humanas, demostrandose la alta frecuencia del
genotipo TetM en enterococos, aunque su distribucién alcanza a muchas otras

especies (Agga et al., 2020).

El nimero de aislamientos resistentes a tetraciclina es preocupante, ya que la
mayoria tiene su origen en granjas de amplia produccion y distribucién de carne
porcina. Hace algunos afios entré en vigencia la normativa que regula los niveles
maximos permitidos de residuos de antibiéticos de la familia de tetraciclinas en
produccion de carnes para exportacion con destino Europeo (SENASA, 2018). Si bien
los establecimientos que abarca esta investigacion son de produccion y distribucién
local, es importante hacer un seguimiento y evitar la resistencia antimicrobiana que se
puede desencadenar, debido a la transferencia de cepas resistentes hacia los
humanos que puede darse a través de la cadena alimentaria, y puede ocurrir por
diferentes rutas (alimento, trabajadores agricolas, manejo de desechos, fuentes de
aguas, entre otras). En los ultimos afios se han desarrollado diversos estudios que
demostraron la presencia de bacterias resistentes a tetraciclina en alimentos de origen
animal (Sanchez Cabrera et al., 2021; Choi, 2015; Delpech et al., 2012), y el gen TetM

resulta ser de los mas frecuentes en este tipo de aislados (Choi, 2015).

39



Otro de los factores importantes que se observo y se destacé anteriormente fue
la relacion de resistencia a tetraciclina y a zinc, tanto en las cepas de origen porcino
como de pacientes. Del total de aislados de cerdos resistentes a tetraciclina (75), 69
presentaron co-resistencia a zinc, mientras que de las 16 cepas hospitalarias 10
resultaron también resistentes a este metal (datos no mostrados). Estos resultados
estan en coincidencia con lo hallado por otros autores (Aarestrup & Hasman, 2004;
Nazhad Fard et al., 2011; Nemergut et al., 2004), quienes afirman que ambas
resistencias estarian vinculados en los mismos elementos genéticos moviles
(plasmidos, transposones e integrones), desarrollando una presion de seleccion
debido al uso de los agentes antimicrobianos y/o sales de MP, provocando de esta

manera la diseminacion de resistencia a nuevas cepas.
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Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa del producto de la amplificacion del gen TetM. M:
Marcador de peso molecular. Carril 1-7 cepas resistentes a tetraciclina. Carril 8: Control positivo E.
faecalis ATCC 29212. Carril 9: Control negativo. La presencia de bandas visualiza la existencia del gen

TetM. El carril 3 no presenta banda, no amplifico el gen.

40



Tabla 9: Presencia de gen TetM de cepas aisladas de cerdos y humanos resistentes a

tetraciclina
Origen Aislamientos Tetraciclina Resistentes Gen TetM
Cerdos 97 75 68
Humanos 28 16 16

Del total de aislados clinicos, seis cepas resultaron resistentes a vancomicina y
teicoplanina (CIM 232 pg/mL), compatible con el fenotipo de resistencia VanA (Ahmed
& Baptiste, 2018), pero solo 3 presentaron una banda de 1030 pb cuando se utilizaron

los cebadores propuestos por Kariyama y col. (2000) (Figura 4).

En nuestro pais estd documentada la presencia de ERV con genotipo vanA y
vanB en cepas aisladas de pacientes a causa de infecciones intrahospitalarias

(Pourcel et al., 2017; Schell et al., 2020; Zarate et al., 2007).

En el caso de las cepas porcinas solo cinco resultaron resistentes a los
glicopéptidos y dos presentaron una resistencia intermedia a vancomicina (sensibles a
teicoplanina), fenotipo compatible con resistencias del tipo VanB o VanC (Ahmed &
Baptiste, 2018). Sin embargo, al evaluar la presencia de los genes vanB/C en estos

aislamientos no se detectaron productos de amplificacién en ninguna de las cepas.

En el futuro deberia corroborarse en estos aislamientos (clinicos y porcinos) si
corresponden con cepas portadoras de resistencias transferibles (VanG, VanM vy
VanN), debido a la relevancia epidemioldgica por la posibilidad de su transferencia
horizontal hacia otras bacterias a través del mecanismo de conjugacion bacteriana

(Werner et al., 2013).

4.5 Identificacion genotipica

La identificacion genotipica de género y especie se realizo por PCR a las cepas

de ERV, utilizando los cebadores especificos propuestos por Kariyama (2000) (Tabla

41



2). De las seis cepas resistentes provenientes de humanos, cinco lograron identificarse
como E. faecium y coinciden con las pruebas bioquimicas realizadas (Figura 4). Para
las cepas aisladas de cerdos, solo 1 de las 5 resistentes se logré identificar
genotipicamente como E. faecium. Los resultados obtenidos revelan discrepancias
entre la identificacion de especies entre los métodos fenotipicos y genotipicos. La
forma de revertir esa discrepancia seria secuenciando el gen del ARNr 16S, lo cual
excedia los objetivos de este trabajo. Sin embargo, en la actualidad las pruebas
fenotipicas se siguen utilizando en forma rutinaria como un método de diagndstico

rapido.
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Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR multiple para identificacion
genotipica y amplificacién del gen VanA. M: Marcador de peso molecular. Carril 1-5 Cepas resistentes
a vancomicina. Carril 6: Control positivo E. faecium Van A. Carril 7: Control negativo. La presencia de
bandas indica la existencia del gen VanA, la identificacion de la especie E. faecium, y el ARNr 16S.

Los datos hallados aportan informacion sobre el tipo de resistencia y especies
observadas en nuestra region, los cuales coinciden con los encontrados en otras
investigaciones nacionales demostrando la alta frecuencia de E. faecium como ERV

(Pourcel et al., 2017; Rodriguez et al., 2013), en contraste con los aislados de E.
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faecalis resistentes a vancomicina que han disminuido en los ultimos afios (Rodriguez

et al., 2013).

La resistencia a los antimicrobianos es un ejemplo que muestra que la salud
humana esta conectada a la de los animales y al medio ambiente; de manera que solo
un esfuerzo multidisciplinario puede proporcionar una adecuada respuesta. En
consecuencia, las nuevas recomendaciones tienen como finalidad preservar la eficacia
de los antibiéticos importantes para la medicina humana reduciendo su uso

innecesario en animales, y solo administrarse en caso de enfermedad.
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5. CONCLUSION

La cantidad de cepas aisladas de muestras de materia fecal de los diferentes
establecimientos porcinos y las cepas aportadas por el Hospital Zonal Trelew, indican
la alta frecuencia de enterococos en estos ambientes demostrando ser un organismo
de naturaleza ubicua, permitiéndole habitar en distintos medios, y proporcionando un

reservorio de genes de resistencias.

Todos los aislamientos se identificaron a nivel de especie mediante pruebas
bioquimicas, resultando la especie E. faecium como la mas frecuente en ambos

ambientes.

Las pruebas fenotipicas llevadas a cabo en este estudio revelaron que la
produccion de exopolisacaridos esta ampliamente distribuida y es independiente de la
especie. Los resultados obtenidos sobre actividad gelatinasa y hemolitica resultaron

mas frecuentes en cepas de origen clinico comparado con las de origen porcino.

Tanto el cobre como el zinc son ampliamente utilizados como promotores del
crecimiento en la cria intensiva de cerdos en diferentes concentraciones. La
resistencia a estos metales también es observable en este estudio, no solo en cepas

provenientes de cerdos de cria sino también en muestras clinicas.

Los ensayos de susceptibilidad a antibiéticos confirmaron que las cepas
aisladas de diferentes origenes exhibieron resistencia a los antimicrobianos evaluados,
en mayor proporcién a ampicilina y tetraciclina, ambos muy utilizados en la industria
porcina. La amplificacion por PCR confirmé la presencia en las cepas aisladas del gen
TetM de resistencia a tetraciclina, y el gen de resistencia a vancomicina VanA en

menor proporcion.

Los resultados de este estudio demuestran la existencia de resistencia a zinc y
a tetraciclina en cepas de enterococos de ambos origenes. Si bien estas bacterias no

son causa frecuente de infecciones en animales, pueden ser reservorios de genes de
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resistencia y diseminarse a otras bacterias, las que si pueden causar infecciones en

animales y en el hombre.

Teniendo en cuenta la escasa 0 nula informacion en nuestro pais y
especialmente en la zona del VIRCh sobre RAM en bacterias indicadoras y zoonéticas
en animales de cria, los resultados obtenidos en este estudio podrian considerarse

como punto de partida en futuros programas de monitoreo.
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