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Deteccion de genes de resistencia antimicrobiana en aislados de
Escherichia coli de cerdos de produccidn con cuadros diarreicos

Detection of antimicrobial resistance genes in isolates of Escherichia coli from
production pigs with diarrheal diseases
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo la deteccion de los genes de resistencia a los
antibidticos en aislados de Escherichia coli obtenidos de cerdos con cuadros diarreicos
granjas tecnificadas de Lima Metropolitana desde 2017 hasta 2020. Se evaluaron 119
aislados de E. coli. Los aislados fueron reactivados para extraer el ADN y detectar los
genes de resistencia a los principales antibidticos y de mayor importancia en la industria
porcina, tales como las tetraciclinas (fetd, tetB'y tetC), sulfonamidas (sull, sul2 y sul3),
estreptomicina-espectinomicina (strA/strB, aadA) y apramicina (aac(3)[V) mediante la
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) convencional. E198.3% (117/119) de los aisla-
dos fueron positivos a por lo menos un gen de resistencia antimicrobiana, especialmente
al grupo de las tetraciclinas (88.2%). De los 10 genes de resistencia antimicrobiana con-
siderados, el gen fetA tuvo la frecuencia mas alta (68%; 81/119), seguido del gen sul3
(64.7%; 77/119). El elevado porcentaje de genes de resistencia antimicrobiana indica una
realidad a la problematica de la resistencia bacteriana contra los antimicrobianos en la
zona del estudio, de alli la importancia de la vigilancia y el correcto uso de los antibioticos.
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The aim of this study was to detect antibiotic resistance genes in Escherichia coli
isolates obtained from pigs with diarrhoea in intensive pig farms in Metropolitan Lima
from 2017 to 2020. In total, 119 E. coli isolates were evaluated. The isolates were reactivated
to extract the DNA and detect the resistance genes to the main antibiotics and of greater
importance in the pig industry, such as tetracyclines (fet4, tetB and tetC), sulfonamides
(sull, sul2 and sul3), streptomycin-spectinomycin (strA/strB, aadA) and apramycin
(aac(3)IV) by conventional Polymerase Chain Reaction (PCR). Results showed that
98.3% (117/119) of the isolates were positive for at least one antimicrobial resistance
gene, especially the tetracycline group (88.2%). Of the 10 antimicrobial resistance genes
considered, the fet4 gene had the highest frequency (68%; 81/119), followed by the su/3
gene (64.7%; 77/119). The high percentage of antimicrobial resistance genes indicates a
reality of the problem of bacterial resistance against antimicrobials in the study area,
hence the importance of antimicrobial resistance surveillance and the correct use of

antibiotics.
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INTRODUCCION

Laresistencia antimicrobiana se ha con-
vertido en una problemadtica importante en
salud publica, que involucra tanto humanos
como animales, y que ha afectado notable-
mente los resultados de los tratamientos de
una enfermedad especifica. Se han estable-
cido factores que propician la resistencia, ta-
les como el uso excesivo de antibioticos, so-
bre todo en infecciones que no las requieren,
dosis incorrectas de los medicamentos o tra-
tamientos incompletos por falta de recursos
econdémicos (OMS, 2001). Ante esto, la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido estrategias para contener la re-
sistencia contra los antimicrobianos, tanto los
utilizados en el humano como en los anima-
les, una de las cuales consiste en la vigilancia
de resistencia antimicrobiana mediante mé-
todos in vivo e in vitro. En este Gltimo se
encuentran la clasificacion fenotipica y
molecular (pruebas genéticas) que estan sien-
do utilizado en diversos paises para detectar
genes de resistencia antimicrobiana en ani-
males de produccion (Boerlin ef al., 2005;
Brand et al., 2017; Mazurek et al., 2018).

Escherichia coli es una bacteria gram
negativa comensal, presente en el tracto di-
gestivo de humanos y animales. También es
el agente causal de diversas enfermedades
en los porcinos, como la colibacilosis neonatal
y posdestete que cursa con diarrea, causan-
do altas tasas de morbilidad con disminucién
en la produccion e incremento de los costos
en el tratamiento, ademas de mortalidad, sien-
do esta una de las enfermedades de mayor
relevancia en la industria porcina (Luppi, 2017;
Zimmerman et al., 2019).

Segun reportes de uso de antimicro-
bianos de Canada (CIPARS, 2018), los prin-
cipales antibioticos utilizados en la produc-
cion porcina para el tratamiento de
colibacilosis entéricas son las tetraciclinas,
apramicina, sulfonamidas, estreptomicina y
amoxicilina-acido clavulanico, observando
cada vez mas resistencia contra estos en los
protocolos de tratamiento (Luppi, 2017). El
problema con esta enfermedad se ha exa-
cerbado debido al uso inadecuado de los
antibioticos en los animales (Burow et al.,
2014), donde médicos veterinarios y produc-
tores reportan casos de colibacilosis porcina
y otras enfermedades bacterianas en anima-
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Cuadro 1. Secuencia de los cebadores de los genes de resistencia antimicrobiana utilizados
en el estudio

g8
% % Gen Cebador Secuencia 5’ - >3’ Anng)c O peferencia
- P
&g aac(3)IlV  Aac4-L TGCTGGTCCACAGCTCCTTC 653 Boerlin ef
§ 'z Aac4-R CGGATGCAGGAAGATCAA al. (2005)
< 3 qadd 4F GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 525 Madsen et
> 4R AATGCCCAGTCGGCAGCG al. (2000)
é s strd 2F CCTGGTGATAACGGCAATTC 546
&0 2R CCAATCGCAGATAGAAGGC
E g B 3F ATCGTCAAGGGATTGAAACC 509
3R GGATCGTAGAACATATTGGC
s tet4 TetA-L GGCGGTCTTCTTCATCATGC 502 Lanz et al.
S TetA-R ~ CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA (2003)
§ tetB TetB-L CATTAATAGGCGCATCGCTG 930
2 TetB-R CATTAATAGGCGCATCGCTG
tetC TetC-L GCTGTAGGCATAGGCTTGGT 888
TetC-R ~ GCCGGAAGCGAGAAGAATCA
@ sull Sull-L GTGACGGTGTTCGGCATTCT 779
-"é Sull-R  TCCGAGAAGGTGATTGCGCT
S sul2 Sul2-L CGGCATCGTCAACATAACCT 721
“:Z Sul2-R TGTGCGGATGAAGTCAGCTC
2 sul3 Sul3-F  GAGCAAGATTTTTGGAATCG 880 Perreten y
Sul3-R  CATCTGCAGCTAACCTAGGGCT Boerlin
TTGGA (2003)

les que son resistentes a diferentes protoco- MATERIALES Y METODOS

los terapéuticos (Van Boeckel ef al., 2015).
Ante esto, y con el fin de evaluar la situacién
local, el objetivo del estudio fue determinar la
frecuencia de genes de resistencia antimi-
crobiana en aislados de Escherichia coli en

Material Experimental

Se utilizaron 119 aislados de Esche-

richia coli obtenidos de muestras de intesti-
cerdos con cuadros diarreicos mediante PCR no de cerdos con cuadros diarreicos remiti-

convencional. das al Laboratorio de Bacteriologia de la Fa-
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Cuadro 2. Frecuencia de resistencia antimi-
crobiana a cuatro grupos de antibioticos de
119 aislados de E. coli obtenidos de cuadros
diarreicos en cerdos (Region Lima, 2017-
2020)

n %
Estreptomicina- 77 64.7
espectinomicina
Sulfonamidas 78 65.5
Tetraciclina 105 88.2
Apramicina 3 2.5
Cuadro 3. Frecuencia de resistencia

antimicrobiana a mas de dos antibidticos de
cepas de 119 aislados de E. coli obtenidos de
cuadros diarreicos en cerdos (Region Lima,
2017-2020)

Aislados
Antibidticos positivos

n %
Est'-Esp*+Sul’ 51 429
Est-Esp+Tet? 69 57.9
Sul+Tet 71 59.6
Est-Esp+Sul+Tet 48 40.3
Sul+Tet+Apr 1 0.8
Est-Esp+Apr 1 0.8
Est-Esp+Sul+Tet+Apr’ 1 0.8

1 Estreptomicina, 2 Espectinomicina, 3 Sulfona-
midas, # Tetraciclinas, > Apramicina

cultad de Medicina Veterinaria de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos, en
Lima, Pert, Pera por veterinarios y produc-
tores de 12 granjas porcinas tecnificadas de
la region de Lima entre 2017 y 2020.

Reactivacion de Aislados y Extraccion
del ADN

Los aislados se reactivaron en caldo
Tripticasa de soya (Merck, Alemania) y pos-
teriormente fueron sembrados en agar

MacConkey (Merck, Alemania). La extrac-
cion de ADN gendmico se realizo con el kit
de extraccion de ADN GeneJET Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Scientific,
USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Una vez extraido el ADN se pre-
servo a -20 °C.

Identificacion de Genes de Resistencia
por PCR

Para la estandarizacion de los esque-
mas de PCR para cada gen se tom6 como
referencia los protocolos y los cebadores
empleados por Madsen et al. (2000), Lanz et
al. (2003), Perreten y Boerlin (2003) y Boerlin
et al. (2005) para cuatro grupos de antibioticos
(Cuadro 1).

Se amplifico cada gen por muestra con
las siguientes condiciones: en un volumen de
20 pl con una concentracion de 0.2 uM de
cada cebador y 10 pl de 2X PCR HotStart
MasterMix (ABM, Canada) y 1 pl ADN (30-
70 ng/ul). Las condiciones del termociclador
incluyeron una desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 95
°C de desnaturalizacion durante 1 min, hibri-
dacion durante 1 min con la temperatura res-
pectiva segtn el gen (Cuadro 1)y 72 °C para
la elongacion durante 1 min, con una
elongacion final de 72 °C durante 7 min.

Para la corrida electroforética, se pre-
paro el gel de agarosa al 1.5% con buffer
TBE al 0.5X durante 80 min a 90 v. Los pro-
ductos fueron analizados con el buffer de
carga SafeGreen (ABM, Canadd) en el
transiluminador SafeVIEW (Clever Scientific,
UK) de luz azul.

RESULTADOS

E198.3% (117/119) de las muestras fue-
ron positivas a por lo menos un gen de resis-
tencia antimicrobiana, destacando el grupo de
tetraciclinas (Cuadro 2). Los antibioticos que
presentaron resistencia antimicrobiana a mas
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Cuadro 4. Frecuencia de genes de resistencia
antimicrobiana en 119 aislados de E. coli
obtenidos cuadros diarreicos en cerdos

Genes de Positivos
resistencia n %
aadA (4F) 47 39.5
strd (2F) 41 34.5
strB (3F) 50 42

sull 1 0.8

sul2 0 0

sul3 77 64.7

tetA 81 68

tetB 38 31.9

tetC 1 0.8
aac(3)IV 3 2.5

Cuadro 5.

de dos antimicrobianos se presentan en el
Cuadro 3, siendo el grupo de las sulfonamidas
con las tetraciclinas las de mayor frecuen-
cia. Con respecto a los genes de resistencia
antimicrobiana, el gen fet4 fue el de mayor
frecuencia (Cuadro 4), y en los casos donde
hubo la participacion de mas de un gene de
resistencia, destacaron los genes fetd y sul3
(Cuadro 5).

DiSCUSION

Los resultados obtenidos en este estu-
dio muestran que de los 119 aislados de E.
coli, 98.3% (117/119) presentaron al menos
un gen de resistencia antimicrobiana, siendo
las tetraciclinas el grupo de antibidticos con
mayores casos de resistencia (88.2%). Esta

Frecuencia a dos de genes de resistencia antimicrobiana en 119 aislados de E. coli

obtenidos de cuadros diarreicos en cerdos

aadA(4F) strA(2F) StrB(3F)  Sull Sul3 TetA TetB TetC aac(3)IV
16 18 35 33 12 1
aadd (4F) (13.4)  (15.1) 0 294) (273) (100) (0.8)
16 41 22 33 16 1 1
strd(2F) (13.4) - (34.5) 0 (18.5) (273) (134) (0.8)  (0.8)
18 41 1 29 34 16 1 2
SrB(3F) (15.1) (34.5) ) 0.8) (244) (28.6) (134) (08) (L.7)
1
Sull 0 0 038) - 0 0 0 0 0
3 35 22 29 0 55 27 1 2
" (29.4) (18.5)  (24.4) ) (46.2) (22.7)  (0.8)  (L.7)
ot 33 33 34 0 55 13 1 1
e (27.3) (273)  (28.6) (46.2) T (109)  (0.8)  (0.8)
12 16 16 27 13 1
TetB (10.0) (134)  (134) O @7 9 0 (0.8)
1 1 1 1
TeiC 0 (0.8) (0.8) 0 0.8)  (0.8) 0 - 0
1 1 2 2 1 1
aac(3)lV (0.8) (0.8) (1.7) 0 an 08 08 ° )
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alta frecuencia ha sido determinada en estu-
dios previos; asi, en Canada, E. coli prove-
nientes de cerdos mostraron 100% de resis-
tencia en cepas de ETEC (Boerlin et al.,
2005). Inclusive, estudios que abarcan varias
especies de animales, concluyen que los
porcinos presentan mayor frecuencia en la
resistencia antimicrobiana (Lanz et al., 2003;
Lim et al., 2007). En el Perti, Saldarriaga et
al. (2000) y Monterroso ef al. (2019) encon-
traron que el 97% de las 340 aislados y 100%
de 36 aislados de E. coli, respectivamente,
presentaban resistencia por lo menos a un
antibiotico, resultados similares al presente
estudio donde 98.3% (117/119) de los aisla-
dos fue resistente a por lo menos un antibio-
tico. Estos hallazgos muestran la alta preva-
lencia de resistencia antimicrobiana en las
granjas porcinas tecnificadas a distintos
antimicrobianos.

Los aislados de E. coli evaluados pre-
sentaron mayor resistencia contra las
tetraciclinas (88.2%), seguido de las
sulfonamidas (65.5%) y estreptomicina-
espectinomicina (64.7%). La alta resistencia
a las tetraciclinas, antimicrobiano de mayor
frecuencia de uso en las granjas porcinas,
también ha sido descrita por Boerlin et al.
(2005), encontrando 100% de frecuencia en
cepas ETEC y por Lim et al. (2007), donde
el 96.3% de aislados de E. coli de cerdos
aparentemente sanos fueron resistentes a las
tetraciclinas. Esto podria explicarse debido
al uso de las tetraciclinas como promotores
de crecimientos, administrados en subdosis,
lo cual permitiria una seleccion de bacterias
resistentes que podrian tener el rol de
reservorio de genes de resistencia para otras
bacterias comensales y patogenas (Chopra y
Roberts, 2001).

El gene tetA fue el de mayor frecuen-
cia de resistencia antimicrobiana, resultado
que concuerda con el hallazgo de 92% de
frecuencia por Boerlin et al. (2005), donde
no solo es el gen predominante en el grupo
de las tetraciclinas, sino entre todos los genes
de resistencia antimicrobiana evaluados. Re-
sultados similares han sido reportados en otros

estudios (Lanz et al., 2003; Schwaiger et al.,
2010; Sheikh et al., 2012). Sin embargo,
Maynard et al. (2003), encontraron una baja
frecuencia del gen tet4 (25%) comparado con
el gen tetB (80%) en muestras recolectadas
entre 1978 al 2000. Estudios iniciales como
el Sunde et al. (1998) posicionaron a los genes
tetB y tetC como predominantes en la resis-
tencia contra tetraciclinas.

El segundo gen de resistencia antimi-
crobiana con mayor frecuencia fue su/3
(64.7%), a diferencia de otros estudios don-
de el gen predominante en las sulfonamidas
corresponde al gen su/l (Boerlin et al., 2005;
Brand et al.,2017; Mazurek et al., 2018); sin
embargo, Sheikh et al. (2012), obtuvieron la
misma frecuencia de resistencia en los genes
sull y sul3 (9.8%) en muestras procedentes
de carne de cerdo. Otros autores (Lanz et
al.,2003; Smith ef al., 2010) no consideraron
el gen sul3 en sus estudios, siendo el gen sul/
el predominante. Esto es debido a que recién
en 2003 se descubrio el gen su/3 en la pobla-
cion porcina de Suiza (Perreten y Boerlin,
2003), demostrando la capacidad de adapta-
cion bacteriana contra los antimicrobianos.
Para el gen sull solo se obtuvo una muestra
positiva; sin embargo, esta no fue corrobora-
da con el secuenciamiento completo del
genoma. Por otro lado, el gen su/2 no fue
encontrado en este estudio, mientras que para
Schwaiger et al. (2010) fue el gen predomi-
nante en el grupo de las sulfonamidas y el
gen sul3 el de menor frecuencia.

Los genes strB, seguido del gen aadA,
fueron los de mayor frecuencia del grupo de
la estreptomicina-espectinomicina, resultado
que difiere con otros estudios, donde el gen
aadA es el mas frecuente dentro del grupo
de los aminoglucdsidos en porcinos (Lanz et
al., 2003; Boerlin et al., 2005; Smith et al.,
2010; Sheikh et al., 2012; Mazurek et al.,
2018). En el estudio realizado por Saldarriaga
et al. (2000) en el pais se encontr6 una resis-
tencia fenotipica mas alta hacia la
estreptomicina (del 85.91%; 292/340), pese
a que dicho antibidtico no fuera administra-
do, lo cual supone una resistencia cruzada
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por el uso de espectinomicina en las marra-
nas previo al parto, debido a su composicion
quimica que los asemeja a los aminoglicosidos
(Werth, 2020). El gen aac(3)IV fue el de
menor frecuencia, encontrandose solo en tres
cepas, lo que concuerda con otros estudios
(Kozak et al.,2008; Sheikh et al., 2012) don-
de la frecuencia de este gen de resistencia
fue minima. Sin embargo, este gen es nota-
blemente mayor en los resultados de Smith
et al. (2010), siendo el segundo gen con mas
frecuencia en el grupo de aminoglucdsidos,
alcanzando incluso el 85% de aislamientos
positivos. Esto puede deberse a la caracte-
ristica de las cepas usadas, pues los
serogrupos en el estudio corresponden al
patotipo ETEC y son multidrogo resistentes.

La asociacion de genes de resistencia
fue mayor entre fetd y sul3, dado que ambos
fueron los genes con mayor frecuencia en
este estudio; sin embargo, otros autores no
muestran asociacion entre estos (Boerlin et
al., 2005; Schwaiger et al., 2010; Sheikh et
al., 2012), probablemente debido a la baja
frecuencia del gen sul3 en sus resultados.
La segunda asociacion mas frecuente fue de
los genes strA y strB, ambos del grupo de los
aminoglucdsidos, asociacion que se ha visto
presente en varios estudios (Boerlin et al.,
2005; Schwaiger et al., 2010; Zhao y Dang,
2010), puesto que la interaccion de ambos
genes garantiza una mayor resistencia con-
tra la estreptomicina (Sunde y Norstrom,
2005). Por otro lado, la asociacion de dos
genes de resistencia contra las tetraciclinas
fue minima, al igual que Schwaiger et al.
(2010), donde el 9% de los aislados presen-
taban dos genes de resistencia contra las
tetraciclinas, lo que podria deberse a una in-
compatibilidad de plasmidos que contienen
genes de resistencia contra las tetraciclinas
(Jones et al., 1992; Maynard et al., 2003).

CONCLUSIONES

e Se determind una alta presencia de
genes de resistencia antimicrobiana
(98.3%) en aislados de E. coli de cua-
dros diarreicos de cerdos, siendo los

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(5): 23795

genes gen fetA (68%), sul3 (64.7%), strB
(42%) y aadA (39.5%) los de mayor fre-
cuencia.

e La frecuencia mas alta de resistencia
antimicrobiana fue al grupo de las
tetraciclinas (88.2%), seguido de las
sulfonamidas (65.5%) y estreptomicina-
espectinomicina (64.7%).
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