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Resumen

La diarrea neonatal del ternero (DNT) es una enfermedad infectocontagiosa altamente
prevalente, que suele afectar a los terneros en su primer mes de vida, lo cual provoca pérdidas
econdmicas importantes en la industria lechera de Uruguay.

Existen tratamientos comunmente utilizados en la practica ganadera como estrategia
terapéutica para enfermedades infectocontagiosas en los animales, como la
antibioticoterapia. Sin embargo, con el paso del tiempo se vuelven menos eficaces debido a
la aparicion de resistencia antimicrobiana (RAM).

La DNT es una enfermedad multifactorial debido a que existen diversos patégenos que
pueden estar implicados en el desarrollo de la patologia. Varios reportes han demostrado el
rol de Escherichia coli en la enfermedad, sin embargo, los mecanismos que le otorgan
resistencia a antibiéticos ain no han sido completamente esclarecidos.

Existen diversas estrategias de ganancia de genes de resistencia en bacterias, por ejemplo,
mediante la adquisicion de material genético nuevo de una fuente exdgena, lo cual se conoce
como transferencia horizontal de genes. Un mecanismo de transferencia horizontal de genes
de resistencia puede darse a través de elementos genéticos moéviles como lo son los
integrones. Un integrén es una plataforma genética bacteriana capaz de integrar, escindir,
reorganizar y expresar multiples casetes de genes. Se ha descrito previamente la presencia
del integrén de clase 1 en E. coli aisladas de terneros con DNT, lo cual podria estar asociado
al uso de antibiéticos en los rodeos debido a la diseminacién horizontal de los genes de

resistencia.

El presente trabajo se encuentra dirigido a la identificacién y caracterizacion de los integrones
de clase 1 y clase 2 a través de herramientas moleculares, en terneros neonatales que
presentan sintomatologia de DNT y en terneros sin sintomatologia provenientes de un tambo
de San José. Para analizar la presencia del integron de clase 1 se determiné la presencia del
gen de la integrasa clase 1 (intl1l) presente en la regién conservada 5’ del integrén de clase
1, y los genes qacEA1 y sull presentes en la region 3’ de dicho integron. Se observo la
presencia de los tres genes en 46 de los 166 aislamientos estudiados. No se detectd el
integron de clase 2 en ninguno de los aislamientos estudiados y tampoco se evidencio la
presencia de la secuencia ISCR1. Posteriormente, se analizé qué genes estaban presentes
en la region variable del integrén de clase 1 mediante secuenciacion de los integrones y
andlisis bioinforméticos de las secuencias. Se determiné la presencia del gen aadA que
confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina en los integrones de clase 1
provenientes de animales sanos y enfermos. No se determiné una asociacion entre los signos

de la enfermedad y la presencia del integron de clase 1.
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1. Introduccién

Ganaderia en Uruguay y sus complicaciones subyacentes

Uruguay es unos de los paises productores de carne mas importante a nivel mundial,
reconocido por sus amplias praderas y gran himero de hectareas de pastoreo, con cifras que
se aproximan a los 13 millones de hectareas. Uruguay es considerado uno de los principales
productores carnicos del mundo, comprendiendo la carne entre un 20% y 25% de todas las
exportaciones anuales. Por otro lado, la produccién de leche y subproductos también
comprende una importante actividad agropecuaria nacional, destinandose dichos productos
principalmente al consumo interno y a la exportacién. Sélo la exportacion de la leche
comprende el 9,1% de las exportaciones anuales (Anuario Estadistico Agropecuario 2021,
(DIEA)).

La produccion ganadera en Uruguay tradicionalmente fue del tipo extensiva, pero en las
Ultimas décadas se ha ido transformando a un caracter mas intensivo por el gran beneficio
econdémico que genera. La ganaderia intensiva promueve un aumento en el nimero de
animales en una superficie menor, aumentando la eficiencia de los recursos y la productividad
por unidad de superficie. Si bien la estrategia parece muy efectiva, su aplicacién conlleva
consecuencias inmediatas, como el estrés de los animales confinados en espacios mas
reducidos y el aumento en la transmision de enfermedades infectocontagiosas entre ellos
(Bazeley, 2003; Gulliksen et al., 2009; Marcé et al., 2010). Dado que la produccién intensiva
promueve la propagaciéon de enfermedades infectocontagiosas como neumonias, conjuntivitis
y diarreas neonatales, es de fundamental importancia estudiar los mecanismos asociados a
estas patologias para poder mejorar los tratamientos con los que se afrontan estas

enfermedades.

Origen de las enfermedades en terneros

Una de las enfermedades infectocontagiosas méas frecuente y con altos indices de morbi-
mortalidad en los terneros son las neumonias, las cuales pueden ser causadas por diferentes
patégenos incluyendo virus y bacterias. Dentro de las bacterias que generan esta
sintomatologia se encuentran Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus
somni, Bibersteiniatrehalosi y Mycoplasma bovis (Mehinagic et al., 2019). A su vez, se ha
reportado que las infecciones virales pueden potenciar las acciones de estas bacterias (Griffin
et al.,, 2010). Los virus asociados de manera mas frecuente a las neumonias son el virus
respiratorio sincitial bovino (BRSV), herpesvirus bovino 1 (BHV1), virus de la diarrea viral

bovina (BVDV) y virus de la parainfluenza bovina 3 (Mehinagic et al., 2019).



Las neumonias no son la Unica causa de muerte temprana en bovinos, existen otras
patologias potencialmente letales para los terneros dadas por microorganismos. La
septicemia es el término que se usa para referirse a una enfermedad sistémica multiorganica
caracterizada por la presencia de un patégeno o sus toxinas en la sangre (Fecteau et al.,
2009). La septicemia no necesariamente es causada exclusivamente por un solo tipo de
microorganismo, sin embargo, hace tiempo que se considera que Escherichia coli es el
principal responsable de esta patologia, asi como también de la meningitis, la cual aparece
como una complicacion de la septicemia (Fecteau et al., 2009) y de la diarrea neonatal del
ternero (DNT).

La DNT es una enfermedad infectocontagiosa, compleja y multifactorial, la cual puede ser
relacionada a diversos patdgenos. Entre los microrganismos responsables de la DNT se
destacan E. coli enterotoxigénica (ETEC), Cryptosporidium parvum, Salmonella entérica, y
patdégenos virales de la familia de los rotavirus y coronavirus (Kolenda et al., 2015). Debido al
impacto en la salud de los terneros neonatos, esta enfermedad ha sido reconocida como uno
de los mayores retos de las industrias ganaderas y lecheras a nivel mundial (Lorenzet al.
2011), siendo una de las principales causas, junto con las neumonias infecciosas, de

mortandad en terneros en las primeras semanas de vida (Constable et al., 2017).

DNT en Uruguay

La DNT es una enfermedad infectocontagiosa que suele afectar a terneros de entre 12 hy 35
dias de vida, perjudicando principalmente a la industria lechera, afectando directamente la
economia y produccién de los establecimientos (Lorenz et al., 2011; Margueritte et al., 2007).
En los dltimos afos nuestro grupo de trabajo ha investigado a E. coli asociadas a casos de
DNT en terneros de lecheria en Uruguay con el fin de establecer las caracteristicas de los
patdégenos asociados, y asi mejorar las estrategias de prevenciéon y manejo de los animales
en los rodeos. En particular, se ha estudiado la relacién entre los genes de virulencia de E.
coli patdgenas en terneros de lecheria (Umpiérrez A., 2016; Umpiérrez et al., 2021), asi como
se han desarrollado estudios en cuanto a los fenotipos de resistencia y la presencia de genes
de resistencia transferibles en estos aislamientos, incluyendo a la variante zoonética

E. coli productora de toxina Shiga (STEC) (Coppola et al., 2020; Umpiérrez et al., 2017, 2022).

Prevencion y tratamiento de la DNT
Dentro de las estrategias de prevencion de la enfermedad se encuentra el correcto de manejo
de los animales sintométicos en los establos, para evitar contagios, y adecuadas practicas de

higiene. Ademas, es esencial el consumo de calostro. Debido a que los terneros no nacen



con un sistema inmunitario activo, una de las acciones fundamentales a realizar es
asegurarles el consumo del primer calostro de la madre. EI mismo le provee de las
inmunoglobulinas, asi como de una bateria de nutrientes que asistiran al desarrollo de las
defensas del neonato (Chase et al., 2008; Godden et al., 2020).

Como forma de reforzar en el ternero la adquisicién de anticuerpos por inmunidad pasiva se
han desarrollado protocolos y estrategias de vacunacion, esperando que generen una
proteccion frente a los distintos patégenos causantes de la DNT (Crouch et al., 2001,
Gonzalez et al., 2021; Recca et al., 2003). Dentro de las vacunas que se utilizan ampliamente
en el mundo y en Uruguay, se destacan las vacunas trivalentes creadas para inmunizar al
ganado contra rotavirus bovino (BoRV), coronavirus bovino (BoCV) y contra la adhesina F5
(K99) de E. coli. Estas vacunas se administran a las madres gestantes en el Ultimo trimestre
del embarazo, de forma que luego del nacimiento los terneros adquieren a través del consumo
del calostro los anticuerpos contra los patdgenos. Se ha establecido que esta estrategia
reduce la cantidad de infecciones y los sintomas generados por estos patdgenos
drasticamente (Zuffa et al., 2019).

Por otro lado, mientras transcurre la diarrea, uno de los tratamientos que se realiza es
alimentar al bovino enfermo con leche de vaca, dado que la misma le aporta factores de
crecimiento que facilitan la recuperacion, ademas de contener nutrientes (Constable, 2009).
La DNT produce una fuerte deshidratacion de los animales afectados, la cual puede
determinar la aparicion de disfuncion renal, pérdida de bicarbonato y acumulacion de lactato,
gue finalmente puede provocar acidosis metabdlica y muerte en algunos casos (Lorenz et al.,
2011). En estas situaciones resulta de gran utilidad la terapia hidrolitica, la cual se ha

reportado que se debe acompanfiar de la dieta habitual del animal (Lorenz et al., 2011).

Otra terapia utilizada, es la antibioticoterapia, una estrategia que se ha utilizado en
enfermedades como la DNT (Carter et al., 2021). Si bien dicha terapia es efectiva en algunos
casos, y tiende a resolver numerosas infecciones, conlleva frecuentemente a la aparicion de

cepas resistentes y multirresistentes (Constable, 2004).

Antibidticos, marco tedrico de su estrategia 'y fundamento

Los antibioticos son compuestos que inhiben o matan bacterias (también llamadas drogas
bacteriostaticas o bactericidas, respectivamente) mediante interacciones especificas hacia un
tipo de célula bacteriana blanco (Levison & Levison, 2009). Los antibiéticos de uso comercial
se utilizan de manera generalizada hace mas de 80 afos, y a pesar del incremento en la
calidad de vida que han generado, su uso indiscriminado e inadecuado también trajo nuevos

desafios



gue son al dia de hoy, unos de los principales problemas que afronta la humanidad: el
aumento de cepas multirresistentes a distintos compuestos antimicrobianos. Considerando
gue los antibidticos poseen un potencial terapéutico enorme, resulta fundamental esclarecer
los mecanismos de accién de los mismos para encontrar alternativas que permitan un uso

adecuado.

Los grupos de antibiéticos que se utilizan mas frecuentemente en medicina veterinaria son
aquellos incluidos en cinco familias principales: B-lactAmicos; aminoglucdsidos;
fluoroquinolonas; tetraciclinas y anfenicoles. Los B-lactdmicos actian mediante la inhibicion
del ultimo paso de la sintesis de la pared celular bacteriana. Esta accion se considera un
mecanismo bactericida lento, con actividad dependiente del tiempo, con buena distribucion
corporal y con toxicidad escasa (Suarez & Gudiol, 2009). Por otro lado, los aminoglucésidos,
son antibiéticos bactericidas que detienen el crecimiento bacteriano actuando sobre sus
ribosomas, inhibiendo la sintesis proteica. Las fluoroquinolonas se consideran antibioticos de
amplio espectro, lo que las convierte en un compuesto muy efectivo frente a un gran nimero
de bacterias. Acttan principalmente afectando la funciéon de dos enzimas fundamentales que
son la topoisomerasa IV y la ADN girasa. Las tetraciclinas se consideran bacteriostaticos y
acttian principalmente mediante la inhibicién de la sintesis proteica, uniéndose a la subunidad
30S ribosomal. Finalmente, los anfenicoles tienen un amplio espectro de efectos inhibitorios,
gue actlan tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas. Los antibioticos
integrantes de esta familia basan su mecanismo de accidn en interferir la sintesis proteica

bacteriana a través del bloqueo de subunidades ribosomales (Arenz & Wilson, 2016).

Si bien el uso de antibiéticos estd ampliamente reportado como una herramienta clave para
controlar ciertas enfermedades infectocontagiosas, para el tratamiento de patologias como la
DNT se han reportado resultados contrarios. La administracion oral de penicilina, cloranfenicol
y neomicina incrementan la incidencia de diarrea en terneros sanos (Constable, 2004) y por
otro lado, la Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) ha
declarado que oxitetraciclinas y sulforopiridiazinas administradas de forma parenteral o
amoxicilina, clorotetracilina, neomicina, estreptomicina y tetraciclina por via oral pueden ser

un tratamiento adecuado contra bacterias entéricas como E. coli en la DNT (Constable, 2003).



Uso y abuso de los antibi6ticos

El uso de antibidticos ha resultado ser una medida eficiente en el tratamiento de
enfermedades infecciosas en la industria agropecuaria. Sin embargo, muchas veces no se
realizan estudios de sensibilidad previo a su administracion, o simplemente se los utiliza como
medida de metafilaxis. La metafilaxis es un tratamiento que se utiliza a nivel de rodeo, cuando
se evidencia enfermedad en algunos de los animales. El antibitico se administra de forma
generalizada a todos los animales, independientemente de la sintomatologia que presenten,
y sin realizacion de estudios de sensibilidad previos (Constable, 2004; Lorenz et al., 2011).
Como se menciond mas arriba, en los casos de terneros enfermos con diarrea existe la
posibilidad de que ésta esté dada como consecuencia de una infeccion viral, y por lo tanto el
antibiético no ejerceria ningun efecto sobre la resolucion del cuadro infeccioso. Esta técnica
actualmente no se recomienda y en su lugar se estimula a realizar estudios para detectar al
patégeno y conocer su susceptibilidad antibiética previo al tratamiento (Constable, 2009;
Lorenz et al., 2011).

También relacionado a la antibioticoterapia, una estrategia que se utilizé por muchos afios en
la clinica veterinaria fue la utilizacién de los antibi6ticos como promotores de crecimiento. Esta
estrategia implica la administracién de agentes antimicrobianos a grupos enteros de animales
durante periodos prolongados de tiempo y en dosis subterapéuticas (McEwen, 2018). Los
promotores de crecimiento animal fueron de aplicacidon generalizada por décadas, y si bien
inicialmente se consideraba que no aumentaban significativamente la resistencia, hoy en dia
se sabe que si contribuyeron en el aumento de la resistencia antimicrobiana. Por esta razon,
la OMS y la FAO prohibieron su uso para ese fin (World Health Organization (WHO), 2017).
Gracias a normativas vigentes en distintos paises se ha reducido significativamente su uso a
nivel mundial en comparacion a los datos publicados en el afio 2012 (OIE, 2018). En Uruguay,
de acuerdo al Decreto N° 98/011 que rige desde 2011 esta prohibido el uso de antibiéticos en

la alimentacion para animales ovinos y bovinos.

Para garantizar el uso adecuado de antimicrobianos, resulta relevante la adecuada
prescripcion de éstos por los profesionales de la salud animal. Se ha reportado que
diferencias importantes en la cantidad de antibiéticos suministrada a animales esta dada por
variaciones en la prescripcién de estos farmacos, debido a diferencias en los habitos de
prescripcion de los veterinarios (Jerab et al., 2022). Peor aln, se reconoce la existencia de
acceso sin prescripcion de los antibiéticos y un mal almacenamiento y administracion de los
mismos (Andrade FF, Pina-Vaz C, 2018). Estos datos implican no solo un potencial uso
inadecuado de antibiéticos sino también un sesgo de informaciéon en los trabajos de

investigacion de antimicrobianos.



Resistencia a Antimicrobianos (RAM) y su problematica mundial

La resistencia a antimicrobianos (RAM) es un desafio a nivel mundial (World Health
Organization (WHO), 2017). La RAM se produce cuando los microorganismos (bacterias,
hongos, virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos a antimicrobianos (antibiéticos,
antifngicos, antiviricos, antipalidicos o antihelminticos) (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2022). El uso desmedido de los antibiticos ha llevado a la generacion y a la
persistencia de cepas multirresistentes, y como consecuencia, son cada vez mas comunes

los tratamientos fallidos o con baja eficacia.

La RAM se considera un problema sanitario tanto para la salud humana, animal como para la
agricultura, de modo que se han generado planes de accién para abarcar esta preocupacion
mediante el enfoque de "Una Sola Salud". La tasa de mortalidad por enfermedades
ocasionadas por bacterias multirresistentes en todo el mundo es muy elevada. Se estima que
para el 2050 el nimero de muertes asociadas a RAM podria ascender a 10 millones de
personas al afio (PAHO, www.paho.org/es/panaftosa/resistencia-antimicrobiana- produccion-
animal). Desde la perspectiva veterinaria y agronémica, en un informe reciente se ha
reportado que mas del 70% de los antibiéticos definidos como médicamente importantes por
la FDA son aplicados en animales (Jim O'Neill, 2016). En este sentido la OMS, en
concordancia con las demas organizaciones que tienen por objetivo reducir el problema de la
RAM, han generado directrices que pretenden reducir el uso indiscriminado de antibiéticos en
salud animal, particularmente su uso en estimulacién del crecimiento y uso preventivo (en
ausencia de enfermedad). Ademas, se insta a utilizarlos de manera moderada y controlada
cuando tienen fines de control y terapéutico en presencia de enfermedad. En este sentido, en
Uruguay se elaboré y puso en marcha en 2018 un “Plan nacional de contencién de la
resistencia antimicrobiana”, liderado por el MGAP y con la participacion de distintos actores
de la academia y del sector agropecuario nacionales (Bennett et al., 2017). El mismo, tiene
una serie de objetivos especificos entre el que se destaca el de desarrollar una vigilancia “Una
Salud” en Resistencia Antimicrobiana y un uso de los antimicrobianos en el sector

agropecuario coordinado a nivel nacional (Bennett et al., 2017).

Una preocupacién adicional en este escenario de multirresistencia resulta de la interaccion
gue se puede dar entre bacterias comensales y patogénicas, principalmente por los
mecanismos de transferencia horizontal de genes. Particularmente, se ha reportado que E.
coli podria actuar como un potencial reservorio de resistencia antimicrobiana dada por estos

mecanismos (Poirel et al., 2018).

La resistencia antibiética en bacterias puede clasificarse en intrinseca, adquirida o adaptativa.

La resistencia adquirida ocurre cuando la bacteria obtiene la resistencia por mutaciones o por
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la adquisicion de material genético nuevo de una fuente exdgena, lo cual se conoce
habitualmente como transferencia horizontal de genes (THG) (Christaki et al., 2019). La THG
puede ocurrir a través de tres mecanismos fundamentales: transformacion, transduccién y
conjugacion. La transformaciéon ocurre cuando fragmentos de ADN libres de una bacteria
muerta son internalizados por bacterias competentes y luego son incorporados al cromosoma
de una bacteria receptora. La transduccién se da por transferencia genética mediada por un
bacteriéfago (Christaki et al., 2019), y la conjugacion es el mecanismo que tiene como
particularidad la transferencia de material genético entre bacterias por medio de contacto
fisico directo. Esta Ultima se da cuando el pili sexual actia de conector, permitiendo el pasaje
de un plasmido de la célula donante hacia la célula receptora. Considerando que en un Unico
plasmido pueden existir varios genes de resistencia, la resistencia antibiética a mdaltiples
farmacos puede darse en un Unico evento de conjugacion. Para que esto ocurra, los multiples
genes de resistencia pueden encontrarse en un solo plasmido y, a su vez, asociados mediante
secuencias de insercion, transposones o integrones (Christaki et al., 2019).Los plasmidos

también son elementos genéticos moviles.

Los integrones y su papel en la RAM

Un integrén es una plataforma genética bacteriana capaz de integrar, escindir, reorganizar y
expresar multiples casetes de genes. Esto se debe a que los casetes son pequefios
elementos genéticos maviles (PEGM) de manera tal que el integron logra impulsar la
expresion de uno o mas casetes de genes ubicados en la region variable (RV) mediante un
sistema de recombinacion especifica de sitio (Hall & Collis, 1995). El integrén se encuentra
organizado en tres regiones, una regién variable central, donde usualmente se encuentran
los genes de resistencia, flanqueada por dos regiones conservadas. En el extremo 5’ (5’ CS)
conservado se encuentra el gen que codifica para una integrasa capaz de catalizar la reaccion
sitio-especifica (intl), esta integrasa se ha utilizado para definir las distintas clases de
integrones, denominandose intll e intl2 para el integron de clase 1 o de clase 2,
respectivamente. La integrasa cataliza la recombinacion mediante los sitios de recombinacién
(attl) dando como resultado la insercién o escision de cassettes. Intl1 reconoce los sitios de
recombinacion attll y attc, mientras que intl2 reconoce al sitio attl2. Finalmente, la region
promotora (P) es la que permite la expresion de los genes incorporados, la cual se conoce
como Pc para ambos integrones.

Por otro lado, el integrén de clase 1 posee una region conservada en el extremo 3’ (3’ CS)
donde se encuentran dos genes que confieren resistencia a sulfonamidas (sull) y a
compuestos de amonio cuaternario (qacEA17) (Cury et al., 2016; di Conza & Gutkind, 2010;

Poey et al., 2019). El integrén de clase 2 no presenta un extremo 3’ altamente conservado
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como ocurre con el integrén de clase 1 debido a que sus secuencias pueden variar, ya sea
por delecidn o insercion de secuencias de insercion o genes especificos.

Se ha descrito que las especies huésped de los integrones de clase 1 estan altamente
conservadas en la clase Gammaproteobacteria, de manera tal que su distribucion se restringe
principalmente a algunas familias de este grupo, como son Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae y Moraxellaceae (Zhang et al., 2018).

Si bien un integrén presenta un sitio de recombinacion sitio-especifico, éstos no tienen la
capacidad de movilizarse, sino que se los ha encontrado estrechamente asociados a
estructuras genéticas moéviles que si tienen dicha capacidad, como transposones dentro de
plasmidos conjugativos (Cambray, et al., 2010; di Conza & Gutkind, 2010; Mazel, 2006; Poey
& Lavifia, 2018).

Los integrones de clase 1 pueden estar vinculados a estructuras complejas denominadas
secuencias de insercion que contienen regiones comunes 1 (ISCR1, del inglés Insertion
Sequence containing Common Region 1). Existe evidencia de que los ISCR1 constituyen un
sistema de captura de genes de resistencia a antibiéticos y que juegan un papel importante
en su propagacion. Los ISCR1 son elementos genéticos mdviles que contienen una
recombinasa que facilita la recombinacion y movilizacion de secuencias adyacentes,
incluyendo casetes de genes contenidos en integrones (Toleman et al., 2006a, 2006b). La
presencia de elementos ISCR1 cerca de integrones de clase 1 o clase 2 puede incrementar
aun mas la capacidad de estas estructuras para adquirir, reorganizar y expresar genes de
resistencia, o que contribuye a la adaptabilidad y supervivencia de las bacterias frente a
diferentes condiciones y presiones selectivas. A estos integrones de clase 1 asociados a

ISCRL1 se les denomina integrones de clase 1 complejos (Rui et al., 2018).
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|—- attl | gacEAT 4 sull 1 0rf5 o]

attc Gen en casete
circular aadA

aadA

l—- att! aadA W auc ¥ gacEAT 1 sull sorf5 -]

5'-Region Conservada Regidn Variable 3"-Regién Conservada

Figura 1: Esquema y modelo de integracién y escision de casetes de genes en un integrén. intl1,
gen que codifica la integrasa clase 1; aadA, codifica para adenilitransferasa, confiere resistencia
a los antibidticos aminoglucésidos. En la flecha circular negra se destaca el casete circular con el
gen aadA, con el sitio de reconocimiento de la integrasa attC como parte de su estructura; las
flechas de los bloques indican la direccién de la transcripcion. También se encuentran
representados los genes gqacEAT y sull, asi como las regiones conservadas 3’ y 5’ y la region
variable.

RAM en Uruguay

En el marco de los planes de accién con enfoque de “Una Sola Salud” resulta relevante la
consideracion de la RAM en terneros de lecheria. Particularmente, en un pais ganadero como
es Uruguay este abordaje es clave. En trabajos de nuestro grupo se ha identificado la
presencia de E. coli en heces de terneros con sintomatologia de DNT y en terneros sanos de
diversos tambos de Uruguay. En un primer estudio, desarrollado entre 2012 y 2014, un
porcentaje elevado de los aislamientos de E. coli patdgenas estudiadas presentaban un
fenotipo de multirresistencia, asi como genes de resistencia transferibles (gnrS1, blacrx-m-14)
y el integrén clase 1 con arreglos de genes que incluian a dfrA7, dfrAl17-aadA5, dfrAl-aadAl,
y dfrAl12-orfF- de resistencia a trimetoprim y aminoglucésidos (Umpiérrez et al., 2017). Mas
tarde, en otro muestreo realizado en terneros neonatales (menores de 35 dias de vida) sanos
y enfermos con diarrea entre 2016 y 2018 se determiné que existian elevados valores de RAM

entre los aislamientos de E. coli patégenas, no encontrandose multirresistencia. En dicho

trabajo se detectaron mas genes de resistencia transferibles no descritos hasta el momento,
como gnrB19, gnrS1, fosA7 y blacrx-m-15 (Coppola et al., 2020; Umpiérrez et al., 2022). La
presencia de los integrones de clase 1 y clase 2 no fueron evaluados en este segundo
muestreo (2016-2018).
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2. Hipotesis de trabajo

Aislamientos de E. coli procedentes de terneros neonatales sanos y con DNT de un tambo en
San José presentan integrones de clase 1y clase 2 y el marco de lectura abierto ISCR1.
Dichos integrones contienen genes que codifican para distintos genes de resistencia a

antibioticos.

3. Objetivo general

Detectar y caracterizar los integrones de clase 1y de clase 2 presentes en E. coli aisladas de
heces de terneros con diarrea neonatal y en terneros sin sintomas de la enfermedad en un

tambo de San José en 2016.

4. Objetivos especificos

1. Detectar el gen de la integrasa de clase 1 (intl1) y la integrasa de clase 2 (intl2) presentes
en la region conservada 5’ de los integrones clase 1y 2, y los genes gacEA1y sull presentes

en la regién 3’ del integron de clase 1.

2. Determinar la presencia de la secuencia ISCR1 en aquellos aislamientos que presentan el

gen intll.
3. Amplificar y secuenciar las regiones variables de los integrones detectados.

4. Determinar mediante herramientas bioinformaticas qué genes de resistencia presenta cada

region variable secuenciada.
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5. Materiales y métodos

5.1. Cepas bacterianas

A partir de las heces de 20 individuos se realizaron entre 8-10 aislamientos por individuo
(obteniendo 166 aislamientos en total) de E. coli patégenas del cepario del Departamento de
Microbiologia del 1IBCE, los cuales fueron obtenidos a partir del cultivo de heces de terneros
con DNT y de terneros asintomaticos para la enfermedad. Dichos aislamientos provenian de
terneros de un tambo en el departamento de San José. La colecta y caracterizacion primaria
de los aislamientos se realiz6 en 2016 por parte de investigadores y veterinarios de INIA-La
Estanzuela, en el marco de un proyecto de investigacibn en colaboracién con nuestro
Departamento (Umpiérrez et al., 2021). Todos los aislamientos se encuentran conservados
en criotubos conteniendo Caldo de Triptona de Soja (TSB)-Glicerol 20%, a -80°C en el Depto.

de Microbiologia.

5.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 por lisis térmica. Cada aislamiento se cultivé a 37°C en medio
Agar Triptona de Soja (TSA). Transcurridas 18-24h se picaron 3 colonias las cuales se re-
suspendieron en 1ml de H,O destilada, y se calentaron durante 1 minuto a 95°C. Luego de la
disrupcién por calor se separé el ADN total por centrifugacion. El sobrenadante conteniendo
el material genético se almacend a -20°C hasta su cuantificacion y posterior utilizacién en los
PCR. (Umpiérrez A., 2016)

5.3. Cuantificacion en Nanodrop

Para determinar la calidad del ADN total obtenido de cada aislamiento se utiliz6 NanoDrop
(Invitrogen), y una alicuota de 1pl de cada lisado. En cada muestra se corrigio la
concentracion hasta conseguir un valor considerado aceptable (50ug/ml aprox.) para utilizar
en los PCR.

5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

Se amplificaron por PCR los genes intll (codifica para la integrasa clase 1) (Rosser & Young,
1999); intl2 (codifica para la integrasa clase 2) (Orman et al., 2002); qacEA1 (provee de
propiedad de resistencia a compuestos de amonio cuaternario) (Ebner et al., 2004); sull
(provee de resistencia a sulfonamidas) (Ebner et al., 2004) e ISCR1 (anteriormente conocido
como orf513, marco abierto de lectura con presunta actividad regulatoria en el reclutamiento
génico) (Partridge & Hall, 2003). Para losgenes intll, gacEA1, y sull se utilizaron ciclados y
mezcla de reaccion de rutina en el laboratorio (Umpiérrez et al., 2017), mientras que para la

amplificacién parcial de ISCR1 se realizd una puesta a punto del ciclado y concentracién a
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partir de lo realizado por Power y colaboradores (Power et al., 2005). Como controles

positivos se utilizaron ADN cedidos por investigadores del Laboratorio de Resistencia a

Antibiéticos (LRA) del Departamento de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene
(Facultad de Medicina, UDELAR).

Tabla 1 Primers utilizados, y ciclado de los mismos.

Tamafio Mezcla de
Cebadores Secuencia 5'—3' Reaccion (vol. Ciclado
(pb)
P Final 25l)
. i (o]
intl-F ATCATCGTCGTAGAGACGTCGG 892 0.2 mM de dNTPs, ﬁ) rr:il: :gj OCC:,
intl-R GTCAAGGTTCTGGACCAGTTGC 2,0 MM de MgCIl2, 1 min '
int2-F GCAAATGAAGTCAACGC O4uMdecada | .~ .o
cebador, 2 ng/ul de 70’°C] N
ADN, 1 U de Taqg -
. 700 30, extension
int2-R ACACGCTTGCTAACGATG Polimerasa y 1x de ’10 min a
buffer de la enzima 790C
gacEAT-F | GAGGGCTTTACTAAGCTTGC 10min a 94 °C,
200 [1 min a 95 °C,
qacEA1-R | ATACCTACAAAGCCCCACGC 0.2 mM de dNTPs, | __ 02025 a
2,0 mM de MgCI2, cmina
sull-F ATCAGACGTCGTGGATGTCG 0,4 UM de cada 70°Clx
cebador, 2 ng/ul de S E)l(:m:;%i%
ADN, 1 U de Taq 455 °,C > min
346 Polimerasa y 1x de 70,°C
sull-R | CGAAGAACCGCACAATCTCG buffer de la enzima | 2 0 ¢l
X 14, extension
5mina
72°C
10 min a 94 °C,
orf513-F | AAACCAGCATGGTTGGCTAC 02mMde dNTPS, | 1 min 4 94 oc,
2,0 mM de MgCI2, 1 min
0,4 puM de cada o .
1000 | cebador, 1 ng/ul de 53 7%’02C]mxm a
orf513-R | CCGTTAGCTCTTATGTGGG ADN, 1Ude Taq | 5" ension
Polimerasa y 1x de 10 min a
buffer de la enzima. 79 0C
5 min a 95 °C,
5CS GGCATCCAAGCAGCAAGC 0.2mMde dNTPS, | )0’ g4 0c]
2,0 mM de MgCl2, 45 s a 50
0,4 uM de cada °oC. 2 min a 72
Variable | cebador, 2 ng/ul de ’°C] X 35
3Cs AAGCAGACTTGACCTGAT ADN,1UdeTaq | o o ioncion 7
Polimerasa y 1x de ' min a
buffer de la enzima. 72 0C
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5.5. Electroforesis en geles de agarosa

Una alicuota de cada producto de PCR se corrio en geles de agarosa entre 0,8% y 1% y se
realizo6 la tincion con GelRed. Los geles se visualizaron bajo luz ultravioleta. EI nimero de
nucleétidos esperados para cada amplicon se estimo mediante la utilizacién del marcador de
tamaio molecular 1kb Plus (Invitrogen, Thermo Fischer).

5.6. Secuenciacién de integrones

Se amplificaron por PCR las regiones variables de aquellos integrones que presentaron
simultaneamente las secuencias intl, sull y gqacEAl, a partir de primers previamente
disefiados (Bado et al., 2010). Dichos productos de PCR se enviaron para su secuenciacion
en Macrogen Inc. (Corea del Sur), con el fin de poder obtener las secuencias y generar el
perfil de genes de resistencia a antibiéticos presente en ellos.

5.7. Anélisis bioinformaticos de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante programas bioinformaticos de libre acceso
como BioEdit (v 7.1) y se compararon contra secuencias conocidas en la base de datos del
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5.8. Analisis bioestadistico

Con la informacién adquirida, se estudié la correlacion entre la presencia de genes de
resistencia en las cepas provenientes de terneros con la enfermedad contra las cepas
provenientes de terneros asintomaticos mediante el programa informatico RStudio
(2022.07.2+576).
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6. Resultados

Se analizaron 166 aislamientos de E. coli provenientes de terneros sanos y enfermos. En
primer lugar, se buscé y evidencié la presencia del gen intl1 (Fig. 2), habiéndose detectado
en 86/166 (52%).

.23 4 56 7 89

Figura 2: Productos de PCR paraintll. Gel de Agarosa 0,8%. M, Marcador de Tamafio Molecular;
11, Recuadro en rojo, control positivo para el gen intl1, de 892 pb Pocillos 1 al 10: aislamientosde E.

coli positivos para la amplificacion del gen int1.

A continuacion, a estos 86 aislamientos intl1+, se les busco y evidenci6 la presencia del gen

qacEA1 (Fig. 3), detectandose en 51/86 (59%).

Figura 3: Productos de PCR para qacEA1. Gel de Agarosa

1%. M, Marcador de Tamafio Molecular; Pocillo 1, Control
positivo para el gen gacEA1, de 200 pb aproximadamente.
Pocillos 2 a 4: aislamientos de E. coli negativos para la
amplificacion del gen gacEA1. Pacillos 5 a 8: aislamientos de

E. coli positivos para la amplificacion del gen gacEA1.
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Siguiendo los andlisis, los aislamientos intl1+ gacEA1+ fueron ulteriormente analizados para detectar

la presencia del gen sull (Fig. 4).

De los 51 asilamientos de E. coli intl1+ gacEA1+ analizados 46 fueron positivos para el gen sull.

AF SRR 8 0T 0N 11 12§13 14°15 161 17 19 20

Figura 4: Productos de PCR para sull. Gel de Agarosa 1%. M, Marcador de Tamafio Molecular; Pocillo 20,
Control positivo para el gen sull, de 346 pb aproximadamente. Pocillos 1 a 3, 15, 16 y 19: aislamientos de
E. coli negativos para la amplificacion del gen sull. Pocillos 4 a 14y 17: aislamientos E. coli positivos para

la amplificacion del gen sull.

6.1 Deteccion de laregion ISCR1y del gen intl2

No se detectd la presencia de la regiéon ISCR1 ni del gen intl2 en ninguna de los 166

aislamientos que comprendieron este trabajo.

6.2 Amplificacion de la regién variable
Una vez realizados todos los PCR se determind que 46/166 aislamientos (27,7%)
presentaban el perfil intll+qacEA1+sul1+. Debido a esto, se pudo determinar que 5 animales

enfermos y 5 animales sin sintomatologia de DNT presentaban el integron clase 1 completo.

Para el estudio de las regiones variables y caracterizacion de los integrones se seleccionaron
12 aislamientos de E. coli. La seleccién se basoé en la presencia del integron completo (dieron
positivo para los tres genes de interés) y en si los animales de donde provenian los
aislamientos presentaban resistencia contra compuestos antimicrobianos, la cual fue
analizada por disco difusion previamente a nuestro trabajo (Coppola et al., 2020). De ser
aislamientos que no presentaban resistencias a antibioticos, se selecciond el aislamiento
primer aislamiento de cada individuo, habiendo cumplido la condiciébn de presentar un

Integron clase 1 completo, es decir, que haya presentado el perfil intil+qacEAT+sul1+.

Las dobles bandas observadas en el gel de agarosa (Fig. 5), tras la amplificacion de la RV de
los integrones tipo 1, podrian representar la presencia de dos variantes distintas de la RV en
las muestras analizadas. Estas variantes podrian diferir en la cantidad y/o tipos de genes de
resistencia a los antibiéticos y otros genes presentes en la RV, lo que resulta en fragmentos

de ADN de diferentes tamafios, como los de aproximadamente 750 y 1500 pares de bases

(Fig.5).
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Figura 5: Productos de amplificacién de las regiones variables del integrén de clase 1. Gel de agarosa
al 1%. Del 1 al 10: productos de amplificacion con los primers 5°CS y 3°'CS. Productos amplificados de
~750pb (Recuadro en verde) y ~1500pb (Recuadro en rojo) seleccionados para amplificar; M, Marcador
de Tamafio Molecular.

6.3 Secuenciacion de laregién variable

Se secuenciaron las regiones variables de 12 aislamientos de E. coli y se generaron
secuencias consenso a partir de las obtenidas para cada primer utilizando el programa BioEdit
(v7.1).

Las secuencias consenso de las regiones variables seleccionadas se compararon contra la
base de datos del BLAST y se determiné qué genes portaban. Siete de los doce aislamientos
de E. coli presentaron el gen aadA, que confiere resistencia a los antibiéticos estreptomicina

y espectinomicina (Fig. 6).

20



Job Title 1.3Cs
RID A

Program

Database
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Molecule type dna
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Figura 6: Captura de pantalla del resultado de BLAST de una de las regiones variables amplificadas. |

Tabla 2. Aislamientos seleccionados para secuenciar su integrén de clase 1 detallando la

sintomatologia del animal, el perfil de resistencia a antibidticos (Coppola et al., 2020) y los

genes de resistencia detectados en este trabajo.

Aislamiento  Estado Perfil de resistencia a tamafio Genes
antibioticos secuenciado
1 Sano AMP 1500pb aadA
2 Sano 1500pb aadA
3 Sano 1500pb aadA
3b Sano 700pb
4 Sano AMP/CN/SXT 1500pb aadA
4b Sano AMP/CN/SXT 700pb ---
5 Sano 1500pb aadA
6 Enfermo 1500pb aadA
6b Enfermo 700pb
7 Enfermo 1500pb aadA
8 Enfermo AMP/CXM/CIP/ENR/AK 700pb ---
9 Enfermo AMP/CIP/ENR/SXT 1500pb ---
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7. Discusion

El sistema lechero en Uruguay tiene una relevancia econémica muy importante para el pais
debido a la gran demanda en el consumo de los productos lacteos, lo que se ha reflejado en
un aumento en la produccién del sector en los Ultimos afios (DIEA, 2020). En un trabajo
reciente en terneros de lecheria se report6 que la tasa de mortalidad nacional perinatal y en
la crianza en promedio para el afo 2013-2014 fue de 7,4% y 10,8%, respectivamente (Schild,
2017), valores muy elevados si comparamos con paises de la regidbn como Argentina, pero
también con Estados Unidos. Las altas tasas de mortalidad se deben principalmente a
enfermedades infectocontagiosas que afectan a los animales. Los sistemas de produccion
ganadera se han intensificado en la Ultima década, y en tales circunstancias, la transmision
de patdégenos aumenta. Ademas, la mortalidad del ternero influye posteriormente al ser la

futura reposicion de adultos, y esto determina el correcto mantenimiento del tambo.

La DNT es reconocida mundialmente como uno de los mayores desafios para la industria
lechera por ser una de las causas mas comunes de mortandad en terneros recién nacidos
(Lorenz et al.,, 2011). Es una enfermad multifactorial cuyos agentes etiol6gicos mas
comunmente asociados son E. coli, rotavirus y coronavirus, Cryptosporidium spp., Clostridium

spp., y Salmonella spp. (Foster & Smith, 2009; Kolenda et al., 2015).

La alta tasa de transmisién de enfermedades infectocontagiosas en los rodeos y la crisis de
mortalidad de terneros ha llevado a la implementacion de estrategias para asegurar la
viabilidad de los animales. En este sentido, los tratamientos como la antibioticoterapia se han
empleado sin tener en cuenta las consecuencias que conllevan. Actualmente, se considera
que el uso indiscriminado de antibidticos ha llevado al desarrollo de bacterias
multirresistentes, motivo por el cual resulta sumamente relevante el estudio de la resistencia

antimicrobiana y los mecanismos por los cuales se produce (Bosman et al., 2014).

E. coli se considera un importante reservorio de genes de resistencia antimicrobiana, los
cuales consigue transferir mediante diversas estrategias (Kolenda et al., 2015). Dentro de los
mecanismos de diseminacion de genes de resistencia se destaca la THG. Dentro de los
elementos genéticos moviles que utilizan este mecanismo de transferencia, los integrones de
clase 1 han sido asociados a aislamientos clinicos de humanos, animales y a muestras
ambientales por su capacidad de compactar casetes de genes de resistencia a antibiéticos
(Ahmed et al., 2007; di Conza & Gutkind, 2010; Nield et al., 2001).

Estudios previos de nuestro laboratorio han evaluado la presencia de integrones en terneros
con DNT y sin sintomas de enfermedad en diversos establecimientos del pais, mediante la
amplificacion parcial de los genes intll e intl2 y también los genes gacEA1 y sull del integron

de clase 1. En este trabajo se seleccionaron 20 individuos y se determin6 por PCR que 10 de
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ellos fueron intll, gqacEA1 y sull positivos, lo cual confirmaria la presencia deambos extremos
del integron de clase 1 (Umpiérrez et al., 2017). Considerando que 5 de los aislamientos
donde se determiné la presencia de los genes asociados al integrén de clase 1corresponden
a terneros enfermos, los resultados no serian concluyentes respecto a la influencia del
integron en la patologia, sin embargo, el que estuviera presente en el 50% de los casos
amerita a realizar mas estudios, ya que podria sugerir que la presencia del integrén de clase
1 podria formar parte del amplio repertorio de mecanismos que le confieren a E. coli la

resistencia antimicrobiana en los casos de DNT.

En el presente trabajo, utilizando muestras de heces de terneros enfermos y asintomaticos
de un tambo de San José se evalud la presencia del gen de la integrasa clase 1 (intll) y la
integrasa clase 2 (intl2) presentes en la regién conservada 5’ de los integrones clase 1y 2,y
los genes gacEA1 y sull presentes en la region 3’ del integrén de clase 1. Asi como también,
se estudio la presencia de la secuencia ISCR1 en aquellos aislamientos que presentan el gen
intl1. En los casos donde se detectaron estos genes se amplificaron y secuenciaron las RV
de los integrones y se analizaron mediante herramientas bioinformaticas. Los resultados de
este trabajo determinaron la presencia del gen intll en 52% de los aislamientos analizados,
dentro de loscuales 59% fueron positivas para qacEA1 y de éstos, 90% para sull. Se
demostroé la presencia de ambos extremos del integrén de clase 1 en los aislamientos que
contienen los tres genes estudiados. Considerando que la presencia del integrén se detecté
en la misma proporcion en terneros sanos y en terneros con DNT, estos resultados no son

concluyentes respecto a la causalidad de la presencia del integron de clase 1y la DNT.

La region ISCR1 y el Integron de clase 1 se han reportado previamente asociados entre si.
Se ha propuesto que ISCR1 posee una actividad regulatoria en el reclutamiento génico y su
presencia influiria en el reclutamiento de genes de resistencia en el integrén de clase 1 (Di
Conza & Gutkind, 2010). Sin embargo, en nuestro trabajo no se detecté en ninguna de los
aislamientos estudiados. Por otro lado, no se detecto la presencia del gen int2 para ninguno
de los 166 aislamientos de E. coli. Este resultado es acorde a reportes previos donde se

obtuvieron resultados similares para este tipo de integron (Umpiérrez et al., 2017).

Considerando que hay casetes de genes ubicados en la RV del integron, en este trabajo se
propuso amplificar y secuenciar la RV de 12 aislamientos de E. coli. Se determino que 7/12
aislamientos de E. coli presentaron el gen aadA, el cual confiere resistencia a los antibiéticos
estreptomicina y espectinomicina. Resultados similares fueron reportados por Naderi y
colaboradores (2016), quienes determinaron que el gen aadA era uno de los més frecuentes
en aislamientos de E. coli de terneros con diarrea. Por otro lado, en el trabajo previo realizado
Coppola y colaboradores (2020), a partir de los aislamientos de nuestro trabajo, en
consecuencia, las mismas cepas, se determind la presencia de un fenotipo de resistencia a

los aminoglucosidos AK y CN, aunque no asi para STR (no fue evaluado) (Coppola et al.,
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2020). Asimismo, es importante resaltar que existen productos comerciales a la venta en
Uruguay para tratar infecciones intestinales en terneros jévenes, los cuales contienen una
combinacion de antibidticos y vitaminas, incluyendo antibiéticos de la familia de los
aminoglucésidos. La aplicacion de estos productos podria estar relacionada con la presencia
de genes de resistencia a dicho antibiotico en los aislamientos analizados, tanto en terneros
enfermos como sanos. Estudios mas detallados, aumentando el nUmero de aislamientos y

animales deberian realizarse para corroborar los resultados obtenidos.

8. Conclusiones

El integrén de clase 1, con el gen aadA de resistencia a estreptomicina y espectinomicina en
su RV, esti presente tanto en aislamientos de E. coli de terneros enfermos como de

asintomaticos del tambo de San José.

No se encontraron diferencias respecto a la presencia del integron en animales asintoméaticos

y enfermos.

Seria relevante realizar un estudio controlado donde se verifique si el tambo a estudiar se
administran productos con aminoglucdésidos y bajo qué condiciones médicas se aplican para
determinar si su aplicacibn aumenta la ocurrencia de resistencia a dicho antibiéticos y la

presencia del Integron de clase 1 portando los genes que lo codifican.

Hasta el momento, en este muestreo, no se ha encontrado el integron de clase 2, por lo que
no seria un mecanismo que influya en la transferencia de resistencia entre aislamientos de E.

coli patégenas de terneros.

9. Perspectivas

El presente estudio fue realizado exclusivamente para un rodeo del departamento de San
José, expandir el area de muestreo a otros establecimientos y de otras localidades nos
permitira realizar un abordaje mas a fondo de estas estructuras genéticas y de como ha
variado la presencia del Integron de clase 1 en el tiempo. Para complementar este analisis,
se podria estudiar la diversidad genética de las cepas de E. coli, realizar un seguimiento
longitudinal de los cambios en las resistencias y examinar la influencia de factores

ambientales en la propagacion de la resistencia a los antibioticos.

En el Depto. de Microbiologia del IIBCE se cuenta con aislamientos de E. coli de terneros
sanos y con DNT de 30 tambos de Uruguay, procesados entre 2016 y 2018 simultdneamente

incluyendo los aislamientos utilizados en este trabajo (Umpiérrez et al., 2021), los cuales
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podrian utilizarse para ampliar el estudio de los integrones. Asimismo, detectar las
resistencias presentes en los establecimientos resulta de gran importancia, ya que podria
mostrar una distribucién de las mismas en el territorio, para evaluar si existe una correlacion

con los antibiéticos utilizados.
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