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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye un grave problema de
salud publica mundial, ya que dificulta el control de infecciones bacterianas. La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) reconoce que los animales de
produccién actian como reservorios de bacterias resistentes, o que exige un
abordaje coordinado entre la medicina humana y veterinaria bajo el enfoque de
Una Salud. En la misma linea, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
clasificod los antibioticos en tres categorias -de importancia critica (maxima
prioridad o gran prioridad), muy importantes e importantes- para promover un
uso responsable en medicina humana.

En la produccion porcina, el empleo de antibioticos en distintas etapas de cria 'y
engorde favorece la seleccion y propagacion de cepas resistentes, asi como la
diseminacién de determinantes genéticos en el ambiente y en la cadena
alimentaria.

Este estudio investigd la presencia de resistencia transferible a antibiéticos de
importancia critica de maxima prioridad en la produccién porcina de Uruguay,
utilizando Escherichia coli como bacteria indicadora. Entre 2020 y 2022 se
analizaron 90 muestras fecales de cerdos: 30 de un sistema extensivo, 30 de un
intensivo de ciclo completo y 30 de un intensivo de engorde. Las muestras fueron
sembradas en agar MacConkey suplementado con ceftriaxona o colistina; la
identificacion bacteriana se realizO mediante espectrometria de masas, la
susceptibilidad por difusion en disco o MIC para caso de colistina. Los genes de
resistencia se detectaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las mayores tasas de resistencia (60-96,7%) se detectaron en sistemas
intensivos, mientras que en el extensivo no superaron el 23,3%. En todos los
establecimientos se hallaron E. coli portadoras de genes de resistencia a
ceftriaxona, principalmente del grupo blactx-m, y en el sistema intensivo de ciclo
completo se identific el gen mcr-1, asociado a resistencia a colistina.

Estos hallazgos evidencian que el uso inadecuado de antibidticos criticos en
animales de produccion promueve la seleccion de bacterias resistentes, con
riesgo para la salud publica. Se resalta la necesidad de generar y armonizar
datos que orienten la elaboracion de guias para el tratamiento de infecciones
bacterianas de relevancia veterinaria.
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SUMMARY

Antimicrobial resistance (AMR) constitutes a serious global public health
problem, as it hinders the control of bacterial infections. The World Organization
for Animal Health (WOAH) recognizes that food-producing animals act as
reservoirs of resistant bacteria, which requires a coordinated approach between
human and veterinary medicine under the One Health framework. In the same
vein, the World Health Organization (WHO) classified antibiotics into three
categories critically important (highest priority or high priority), highly important,
and important in order to promote their responsible use in human medicine.

In pig production, the use of antibiotics at different stages of rearing and fattening
favors the selection and spread of resistant strains, as well as the dissemination
of genetic determinants into the environment and the food chain.

This study investigated the presence of transferable resistance to critically
important, highest priority antibiotics in pig production in Uruguay, using
Escherichia coli as an indicator bacterium. Between 2020 and 2022, 90 fecal
samples from pigs were analyzed: 30 from an extensive system, 30 from a full-
cycle intensive system, and 30 from a finishing intensive system. Samples were
plated on MacConkey agar supplemented with ceftriaxone or colistin; bacterial
identification was performed by mass spectrometry, and susceptibility was
assessed by disk diffusion or MIC in the case of colistin. Resistance genes were
detected by polymerase chain reaction (PCR).

The highest resistance rates (60-96.7%) were found in intensive systems, while
in the extensive system they did not exceed 23.3%. In all farms, E. coli carrying
resistance genes to ceftriaxone were detected, mainly of the blactx-m group, and
in the full-cycle intensive system, the mcr-1 gene associated with colistin
resistance was identified.

These findings demonstrate that the inappropriate use of critical antibiotics in
food-producing animals promotes the selection of resistant bacteria, posing a risk
to public health. The results highlight the need to generate and harmonize data
to guide the development of treatment guidelines for bacterial infections of
veterinary relevance.
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CAPITULO 1- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Caracterizacion del sector porcino en Uruguay

La cadena de produccién porcina uruguaya esta estructurada en cuatro
eslabones principales: produccion primaria, intermediacion, industrializacion y
comercializacién. La mayor parte de esta actividad se encuentra en manos de
empresas integradoras que abarcan desde la cria de los cerdos hasta la
comercializacion de la carne, produciendo tanto carne fresca como productos
chacinados. La fase de produccién primaria incluye tanto la cria como el engorde
de los animales (Aguirre et al., 2022). Segun datos del Censo General
Agropecuario de 2011, se registraron 8.080 explotaciones porcinas,
caracterizadas por una alta concentraciéon animal en un reducido nimero de
explotaciones de pequefio tamafio (Tabla 1- Cuadro 1) (DIEA-MGAP, 2014). A
diferencia de los datos obtenidos en la encuesta porcina DIEA - FPTA 2024,
donde se evidencio un total de 2842 explotaciones informaron presencia del
rubro suinos, lo que representa un 30% menos que lo registrado en la encuesta
porcina de 2006. Como resultado de la encuesta se obtuvo que, existen 1.250
explotaciones que se dedican a la comercializacién y 1.592 al autoconsumo
(Tabla 1 - cuadro 2) (DIEA, 2024).

Tabla 1 cuadro 1. Datos de explotaciones y cantidad de porcinos obtenidos de censo general agropecuario de 2011

Cuadro 43. Nimero de explotaciones con cerdos (total y con produccion comercial en el afo censal), y existencias de cerdos,

segun tamaio de la piara

Explotaciones con cerdos
Con produccion comercial

Tamafio de Ia piara Total :x:as:encias de cerdos
cabezas; . o
( ) : Existencias exp'::g:irirngg (came:{i;

pctaciones e ootes Cabezas ¢ expltacion)
Total 8.080 194.639 2.367 163.577 100,0 69
Menos de 10 5.451 17.290 631 3.117 1,9 5
De 10a 20 1.260 17.564 620 8.964 55 14
De 21 a 50 854 27.136 619 20.271 12,4 33
De 512150 389 31.926 372 30.662 18,7 82
De 151 a 300 67 13.967 66 13.807 84 209
Méas de 300 59 86.756 59 86.756 53,0 1470

Fuente: Censo General Agropecuario 2011 | MGAP
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https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-pesca/datos-y-estadisticas/estadisticas/censo-general-agropecuario-2011

Tabla 1 cuadro 2. Numero de explotaciones (totales) por contexto productivo segtin tamafio productivo, 2006/2023

2006 2023
o o
. 3 = 3 £
Tamafio Productivo = = 2 = = 2
g : : | B s | &
o o o
- g § — g §
o 2 o 2
Total 4065 2808 1257 2842 1250 1592
<50 3428 2268 1160 2605 1021 1565
50 a 499 593 496 97 215 208 27
500y + 44 a4 0 22 22 0

Fuente: MGAP-DIEA

En 2020, se reportaron 3.797 declaraciones juradas relacionadas con la
produccién porcina, lo que representd un total de 130.000 cabezas (DIEA-
MGAP, 2020). En cuanto a la intermediacion, las ferias se destacan como el
canal mas utilizado para la primera venta de cerdos, especialmente entre los
pequefios productores, quienes suelen especializarse en la cria de lechones
para la venta. El tercer eslabon es la industrializacion de la carne, que abarca
tanto las chacinerias como los frigorificos. Finalmente, la comercializacién se
orienta principalmente al consumo interno de carne fresca y productos
chacinados en carnicerias, supermercados y otros comercios minoristas (Aguirre
et al., 2022).

La produccion porcina en Uruguay, segun el Anuario Estadistico Agropecuario
2024, reporta un total de 153 mil cabezas de cerdos en el pais. Durante 2023, la
faena de suinos en establecimientos habilitados y no habilitados alcanz6 180.000
cabezas (MGAP-DIEA, 2024). En el mapa de la figura 1 se observa la cantidad
de explotaciones (comerciales y de autoconsumo) por region, que informaron la
presencia de porcinos. Si bien la regién denominada “resto del pais”, es la que
presenta la mayor cantidad de explotaciones (970), al considerar el area que
abarca cada una de las regiones, podemos identificar que en la Centro Sur
(regidén que comprende los departamentos de Montevideo, Canelones y Florida),
es donde se encuentran el mayor niamero de explotaciones por superficie,
seguidas por la zona Sur-Oeste (departamentos de Soriano, Colonia y San
José).

13



Sur-Oeste: 692 explotaciones
Centro-Sur: 836 explotaciones

Este: 344 explotaciones

. Resto del pals: 970 explotaciones

Fuente: MGAP-DIEA

Figura 1 Cantidad de explotaciones (comerciales y de autoconsumo) por region.

En el centro-sur y litoral oeste del pais, la produccién porcina esta asociada a
rubros como la agricultura, horticultura y lecheria, mientras que en el litoral este
se vincula con la ganaderia extensiva y la industria arrocera (Bell et al., 2014).
En Uruguay se distinguen tres tipos de sistemas de produccion: de cria, de
engorde y de ciclo completo. A su vez, las explotaciones porcinas pueden
clasificarse en extensivas, semi-intensivas e intensivas. El sistema extensivo,
utilizado principalmente en cerdos de traspatio, se caracteriza por permitir que
los animales pasten libremente con acceso a sombra y agua, dependiendo en
gran medida de las condiciones ambientales (Ballina & Bencomo, 2010).

Por otro lado, la produccidn intensiva se lleva a cabo en granjas donde el espacio
vital es limitado, pero las instalaciones garantizan condiciones 6ptimas de confort
y bienestar animal. Este sistema requiere infraestructura adecuada para
asegurar el éxito de la produccién (Bell et al.,, 2014). La explotacion semi-
intensiva combina ambos enfoques, permitiendo que los animales pasen parte
del tiempo al aire libre y otra parte en confinamiento, bajo un régimen de
alimentacion intensiva. Este método es comun en areas donde se aprovechan
los residuos alimentarios para complementar la produccién agricola y animal.

La Encuesta Porcina de DIEA-INIA (2006) reveldé un aumento en el nimero de
criadores comerciales, representando el 77% del total de productores, mientras
gue los establecimientos de ciclo completo y engorde disminuyeron al 19% y 4%,
respectivamente, en comparacion con el Censo de 2000 (MGAP-DIEA, 2006;
Bell et al., 2014). En cuanto al tipo de produccién, el 36% de los establecimientos
opera con confinamiento total o parcial de los animales, el 44% lo hace a campo
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abierto y el 20% utiliza una combinacion de ambos sistemas. La produccién
porcina, aunque esta presente en todo el territorio nacional, muestra una mayor
concentracion en areas cercanas a capitales departamentales, influenciada por
la demanda, la disponibilidad de alimentos de bajo costo y la localizacién de las
plantas de faena (Aguirre et al., 2022).

Actualmente, en la encuesta 2023 se registré un descenso del 55 % del total de
establecimientos que se dedican a comercializar su produccion. En todos los
tamafos productivos, la disminucion fue mayor al 50 %, registrandose el
porcentaje mas alto (54 %), en las explotaciones que tienen menos de 50
animales (DIEA, 2024).

1.2 Antibioticos
1.2.1 Definicién y usos de los Antimicrobianos

Los antimicrobianos (ATM) utilizados en clinica actian sobre diversas
estructuras o funciones bacterianas. Pueden inhibir la sintesis de la pared
bacteriana, alterar la integridad de la membrana citoplasmatica, impedir la
sintesis proteica o bloquear la sintesis y funcién de los acidos nucleicos. Existen
también moléculas cuya funcion es proteger otros compuestos de las enzimas
bacterianas, como los inhibidores de B-lactamasas. Tradicionalmente, los ATM
se han clasificado en bactericidas, que ejercen una accion letal sobre la bacteria,
0 bacteriostaticos, que inhiben temporalmente el crecimiento bacteriano. Sin
embargo, un mismo antibiotico puede comportarse de manera bactericida o
bacteriostatica dependiendo de la concentracion alcanzada en la diana o de su
afinidad por un microorganismo especifico (Otero Farifia, 2024).

El uso de ATM ha revolucionado el control y tratamiento de las infecciones,
resultando crucial en la prevencion de enfermedades en humanos, animales y
plantas (OIE, 2016). Sin embargo, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) ha
emergido como un desafio global. La RAM se define como la capacidad de un
microorganismo para resistir la accion de los ATM, sobreviviendo y proliferando
a dosis terapéuticas convencionales (Mantilla Becerra, 2020).

En 2015, durante la Asamblea Mundial de la Salud, la OMS, la FAO y la OMSA
presentaron un Plan de Accion Mundial contra la RAM. Este plan comprometio a
todos los paises a desarrollar programas en dos afos para mejorar la conciencia
sobre la RAM, reforzar la vigilancia e investigacion, reducir la incidencia de
infecciones, optimizar el uso de antimicrobianos y garantizar una financiacién
sostenible (World Health Organization [WHO], 2017a).

Desde 2005, la OMS actualiza una lista de antimicrobianos utilizados en
medicina humana (y veterinaria), clasificados segun su importancia para la salud
humana: de importancia critica, alta o0 moderada. Esta lista busca promover el
uso adecuado de antimicrobianos en ambas areas. Entre los antimicrobianos de
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importancia critica se incluyen las cefalosporinas de tercera generacion, las
fluoroquinolonas y las polimixinas, como la colistina, utilizados para tratar
infecciones por bacilos Gram negativos, como Escherichia coli (WHO, 2017b;
WHO, 2019).
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Figura 2 Antimicrobianos denominado ‘criticos’ para la salud humana (World Health Organization, 2019)

El descubrimiento de la actividad antibacteriana del género Penicillium por
Alexander Fleming en 1929 transformé el campo de la medicina y estimulo la
bdsqueda de nuevos antibiéticos para controlar las infecciones bacterianas. Sin
embargo, con el tiempo, las bacterias han desarrollado resistencia a todos los
antibioticos introducidos en la practica clinica (Clatworthy et al., 2007; O ’neill,
2016). La OMS proyecta que, para el afio 2050, la resistencia bacteriana podria
causar 10 millones de muertes al afo (O ’'neill, 2016). Como parte de su Plan de
Accion Global sobre la Resistencia a los Antimicrobianos, la OMS ha propuesto
la creacién de redes de laboratorios especializados para conservar cepas y
optimizar el uso de los antibi6ticos. El uso prudente y responsable de los
antibioticos es un componente clave de un enfoque ético destinado a mejorar la
salud animal y garantizar la seguridad alimentaria.

Las sustancias antimicrobianas se emplean en medicina veterinaria con fines
terapéuticos y profilacticos para tratar o bien prevenir infecciones. En ambos
casos, los antibidticos deben ser suministrados bajo el control de un profesional
veterinario y la normativa vigente sobre medicamentos veterinarios. LoS
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antibioticos también pueden ser empleados en la produccion animal como
promotores del crecimiento.

Los promotores de crecimiento, usados en la alimentacién de cerdos y otros
animales, mejoran la palatabilidad del alimento, estimulan el crecimiento,
incrementan la eficiencia alimenticia y previenen enfermedades al mantener el
equilibrio intestinal e inhibir patégenos como Escherichia coli. Sin embargo, el
uso de antibioticos en dosis subterapéuticas ha sido cuestionado debido a su
contribucion a la RAM, lo que ha llevado a restricciones en varios paises. La
OMS, laOMSAy la FAO han instado a reducir el uso indebido de antimicrobianos
en la ganaderia intensiva, donde se administran simultaneamente a animales
sanos y enfermos (Acar et al., 2006; Van Boeckel et al., 2015; Aenishaenslin et
al., 2019).

En nuestro pais a partir del afio 2024 se ha prohibido la importacion, exportacion,
fabricacion, venta, uso, tenencia y comercializacion de productos veterinarios
gque contengan los siguientes antibidticos a) Carboxipenicilinas, b)
Ureidopenicilinas, c) Ceftobiprol, d) Ceftarolina, e) Combinaciones de
cefalosporinas con inhibidores de la betalactamasa, f) Cefalosporinas
siderdéforas, g) Carbapenémicos, h) Penémicos, i) Monobactamicos j) Derivados
de &cidos fosfonicos, k) Glicopéptidos, 1) Lipopéptidos, m) Oxazolidinonas, n)
Fidaxomicina, 0) Plazomicina, p) Glicilciclinas, q) Eravaciclina'y r) Omadaciclina
(Uruguay, 2024); asi como la importacion, fabricacién, comercializacion y uso de
alimentos para animales de las especies productivas que contengan antibioticos
con la finalidad de promover el crecimiento (Uruguay, 2024) (MGAP, 2024).

1.2.2 - Principales Grupos de Antibi6ticos usados en produccion cerdos

En Uruguay, los sistemas de cria de cerdos en confinamiento son donde se
emplea con mayor frecuencia el uso de antibiéticos, ya sea en el pienso o en el
agua de bebida (premix). Los antibiéticos mas utilizados pertenecen a la familia
de las lincosamidas, que se emplean para el tratamiento de infecciones, la
prevencion de enfermedades y la mitigacion de complicaciones relacionadas con
el estrés fisiolégico, como ocurre durante la etapa de destete. Otros antibiéticos
comunmente utilizados en granjas intensivas se ilustran en el Tabla 2 (Obando
et al., 2020).
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Tabla 2 Principales grupos de antibidticos utilizados en Uruguay. Comunicacion personal 2024.

Familia Antibi6tico usado en Uruguay en cerdos
Aminoglucésidos Estreptomicina

Betalactdmicos Penicilina, cefalosporinas

Anfenicoles Florfenicol

Lincosamidas Lincomicina

Quinolonas Enrofloxacina y Ciprofloxacina
Tetraciclinas Oxitetraciclina, Clortetraciclina, Doxiciclina
Macrélidos Tilosina

1.2.3- Antimicrobianos criticos evaluados en el estudio

A continuacion, se describen los antimicrobianos de importancia critica (ATM)
incluidos en este trabajo, destacando sus principales caracteristicas,
mecanismos de accion y relevancia en la salud humana y animal.

1.2.3 a- Betalactamicos

Los antibidticos B-lactdmicos actian inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana. Desde su descubrimiento, esta familia de compuestos, que incluye
productos naturales, semisintéticos o combinaciones con inhibidores de (-
lactamasas, no ha dejado de expandirse (Schlunzen et al.,2003; Kannan et al.,
2014) (Tabla 3).

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —»= GRUPO ANTIBIOTICO
o1 NH
R O
©.O )
(2) Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
Fom o
R-r@ (6] .
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
& Pe %
R @R
©.0 ®
@ @ é R Anillo Pirrolidinico Carbapeneme CARBAPENEMICOS
R
o Mo} .
@ @ Ninguno Monobactam MONOBACTAMICOS
0O
QOMG &
@ @ (2 Anillo Oxazolidinico  Clavam ACIDO CLAVULANICO
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Figura 3 Estructura quimica de los diferentes antibidticos B8-lactdmicos. Tomada y modificada de Sudrez & Guidol
2009.

Se dividen en grupos como Penicilinas, Cefalosporinas, Monobactamicos,
Carbapenemes (Figura 3), Inhibidores de betalactamasas (Obando et al., 2020).

Mecanismo de accion: Inhiben la actividad de las proteinas de union a la
penicilina (PBP en inglés), lo cual lleva a la detencién de la sintesis de la pared
celular, debido a la inhibicion de uno de los pasos finales de sintesis del
peptidoglicano, como es la transpeptidacion o entrecruzamiento. La detencion
del proceso de sintesis de pared no se encuentra acoplado a la lisis de la misma
requerida para el reciclaje del peptidoglicano. Por este motivo el resultado neto
de la inhibicion de la sintesis de pared es la prevalencia de los procesos liticos
de la pared celular lo que lleva a la muerte bacteriana, siendo los beta lactamicos
antibiéticos bactericidas (Obando et al., 2020).

Estructura quimica: presentan un anillo betalactdmico central, responsable de su
actividad biolégica, que salvo en los monobactamicos se asocia a un anillo
secundario (ver figura 3). Asi por ejemplo en las penicilinas, este anillo esta
asociado a un anillo tiazolidinico que forma el nucleo activo, el &cido 6-amino-
penicilanico (Obando et al., 2020).

Espectro antibacteriano: las penicilinas son efectivas contra grampositivos,
mientras que las de amplio espectro también actian sobre gramnegativos. Las
cefalosporinas se dividen en generaciones, con un espectro que va ampliandose
hacia los gramnegativos y algunas especies resistentes a otros antibioticos
(Obando et al., 2020).

Tabla 3 Antibidticos 8- lactdmicos usados en medicina veterinaria en Uruguay

Grupo Betalactamico Via de administracion Indicacion

equinos, caninos y gatos

Penicilinas Penicilinas naturales Inyectable Bovinos, ovinos, caprinos, suinos,

equinos, caninos y gatos

Amoxicilina Inyectable Bovinos, ovinos, caprinos, suinos,

Oral Suinos, aves, caninos y gatos
Cefalosporinas de 12 | Cefalexina Inyectable Bovinos, ovinos, suinos, caninos y
generacion (C1G) gatos
Cefalosporinas de 32 | Ceftiofur Inyectable Bovinos, ovinos, suinos, equinos y
generacién (C3G) aves
Cefalosporinas de 42 | Cefquinome Inyectable Bovinos, suinos

generacion (C4G)

Fuente: GuiaVet. (2021). Vademécum de especialidades veterinarias. Uruguay. https://quiavet.uy/
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1.2.3 b- Polimixinas

Las polimixinas son antimicrobianos polipéptidos con actividad bactericida,
fueron descubiertas en 1947, como un producto de microorganismos
ambientales pertenecientes al género Paenibacillus spp. Se descubrieron cinco
tipos de polimixinas (polimixina A-E), no obstante, dada la gran toxicidad de
algunos de estos compuestos, soOlo estan disponibles para uso clinico la
polimixina B (producida por el Paenibacillus polymyxa) y la polimixina E
(producida por el Paenibacillus colistinus), también conocida como colistina
(Locke et al., 2014; Schumacher et al., 2007). Ambas polimixinas presentan
idéntica actividad in vitro, compartiendo un mismo mecanismo de accion,
mostrando diferencias s6lo en su estructura quimica (Figura 4).
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Figura 4 Estructura quimica de la molécula de la polimixina. Figura adaptada de Yu et al., 2015

La polimixina B se utiliza en el formato de sulfato de polimixina B, mientras que
la colistina se utiliza en forma de colistimetato de sodio, una prodroga que precisa
ser inicialmente metabolizada para ser transformada en un compuesto
farmacoldgicamente activo (colistina) (McGuire et al., 1952; Kannan et al., 2014).

Aunque es eficaz en el tratamiento de infecciones por bacterias Gram negativas,
el uso prolongado de polimixina conlleva serios efectos secundarios, como la
neurotoxicidad y la nefrotoxicidad. Por esta razén, estos compuestos fueron
ampliamente utilizados hasta la década del 60, cuando comenzaron a ser
gradualmente sustituidos por las cefalosporinas y aminoglucésidos, compuestos
todos ellos menos toxicos. A causa del surgimiento del fenOmeno de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos, las polimixinas volvieron a usarse,
debido a la ausencia de opciones terapéuticas disponibles a fines de la década
del 90. Las polimixinas no presentan actividad contra bacterias Gram positivas y
normalmente son prescritas para tratar infecciones causadas por
microorganismos Gram negativos resistentes a los carbapenemes. En
consecuencia, se las considera antimicrobianos de ultima eleccion para el
tratamiento de infecciones causadas por este tipo de patdégenos (Cobos-
Trigueros et al., 2009; Kannan et al., 2014).
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Modo de accion: Estos antibibticos polipeptidicos actian como detergentes
cationicos, uniéndose a los fosfolipidos de la membrana bacteriana, lo que
provoca un aumento en su permeabilidad y la muerte celular (Cobos-Trigueros
et al., 2009; Kannan et al., 2014).

Espectro antibacteriano: Son activas frente a bacilos gramnegativos aerobios,
incluidas especies multirresistentes como Pseudomonas aeruginosa Yy
Acinetobacter baumannii, pero no frente a grampositivos ni anaerobios (Cobos-
Trigueros et al., 2009, Kannan et al., 2014).

1.3 "Una Salud"

La RAM es un problema complejo que requiere un enfoque multifacético para su
manejo. La colaboracion entre profesionales de la salud humana, animal, y
ambiental, asi como productores y el sistema politico son esenciales para
abordar esta amenaza de manera integral. Aproximadamente el 60% de las
enfermedades infecciosas emergentes a nivel mundial tienen origen zoonatico,
es decir, provienen de animales. En los ultimos 30 afios se han identificado mas
de 30 nuevos patdégenos que afectan a los humanos, y el 75% de ellos provienen
de animales (WHO, 2022).

El Plan de Accion Conjunto sobre "Una Salud" (2022-2026) es una iniciativa
impulsada por la FAO, el PNUMA, la OMS y la OMSA, disefiada para abordar la
resistencia antimicrobiana a través de un enfoque colaborativo que considera la
interrelacion entre la salud humana, animal y ambiental (WHO,2021).

1. 4 Resistencia Antimicrobiana (RAM)

La RAM se define como la capacidad de un microorganismo para resistir los
efectos de un antimicrobiano, lo que puede provocar la persistencia de
infecciones y su posible propagacion. Esta resistencia puede ser natural
(intrinseca) o adquirida. La resistencia natural est4 codificada y expresada por
todas las cepas de una especie bacteriana, mientras que la adquirida puede
generar fallos terapéuticos cuando un antibiético ya no es efectivo frente a un
patdgeno determinado (Darai & Sonntag, 2009; Jian et al., 2021; Bado et al.,
2010; Blair et al., 2015).

Es crucial realizar un diagnostico preciso en medicina veterinaria para evitar el
uso innecesario de antibidticos y reducir las pérdidas econdmicas del productor,
ademas de respetar los tiempos de espera requeridos pre faena antes de
destinar carne al consumo humano. En la cria porcina, muchas infecciones se
tratan con antibiéticos sin confirmar la presencia de una infeccion bacteriana, lo
que resalta la importancia de diagndsticos rapidos y precisos para una
administracion 6ptima (Vignoli & Seija, 2006).
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Las bacterias desarrollan resistencia a través de tres mecanismos principales:
inactivacion enziméatica, modificaciones en el sitio blanco o alteraciones en la
permeabilidad de la membrana bacteriana. Estos mecanismos son esenciales
para entender la dindmica de la resistencia, que puede abordarse desde tres
perspectivas: individual, poblacional y clinica. La resistencia individual se refiere
a la interaccibn molecular entre una célula bacteriana y un antimicrobiano,
mientras que la resistencia poblacional refleja el comportamiento de una
poblacion bacteriana frente a un antibiético en condiciones controladas. La
resistencia poblacional en microorganismos en infecciones clinicas incluye
factores como el sitio de infeccion, la severidad, la farmacocinética y el estado
inmunitario del paciente (Vignoli & Seija, 2006).

Es fundamental considerar el papel de la microbiota comensal en la diseminacion
de genes de resistencia, ya que puede actuar como reservorio. Ademas, la RAM
se disemina a través del medio ambiente, aguas residuales, excretas humanas
y animales, contaminando cultivos y cuerpos de agua. La interaccion entre
humanos y animales portadores de resistencia, asi como el comercio y el
turismo, aceleran su expansion global de la misma (Aarestrup, 2015; Jian et al.,
2021; OIE, 2016).

El uso prolongado de bajas dosis de antibiéticos en tratamientos preventivos esta
siendo desalentado globalmente debido a su papel en el fomento de la RAM
(WHO,2017b). En Uruguay, esta prohibido la importacién, fabricacion,
comercializaciéon y uso de alimentos para animales de las especies productivas
gue contengan antibidticos con la finalidad de promover el crecimiento (Uruguay,
2024) (MGAP, 2024). Se ha implementado un Sistema de Farmacovigilancia en
2016, que monitorea la produccion y comercializacion de productos veterinarios,
controlando el uso de antimicrobianos desde su importacién hasta su venta final.
Los antibi6ticos en la cadena bovina seran los proximos en ser incorporados en
este sistema (Bennett, 2017).

La RAM tiene como principal consecuencia la aparicion de bacterias
multirresistentes, que representan una seria amenaza para la salud publica.
Asimismo, la presencia de residuos de antibiéticos en productos de origen animal
se considera un factor de riesgo adicional con implicancias tanto para la salud
humana como para el medio ambiente (Figura 5) (Jones, 1997).
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Figura 5 Principales caminos de diseminacion de RAM via uso de antibidticos. Fuente: Bennett et al., 2017.

Los antibiéticos utilizados en la salud humana y animal pueden alcanzar diversos
ambientes, como suelos, aguas, plantas y seres vivos, a través de las excretas.
Esta contaminacion altera la funcién y estructura de las comunidades
bacterianas, facilitando la seleccién, desarrollo y diseminacién de la resistencia
(Endale et al.,2023).

1.5 Indicadores Microbioldgicos de la RAM

En 2017, la OMS identifico tres categorias de prioridad para microorganismos en
la investigacion de nuevos antibibticos: critica, alta y media. En la categoria
critica se incluyen bacterias multirresistentes, especialmente peligrosas en
entornos hospitalarios. Entre estas destacan Klebsiella, E. coli, Serratia, Proteus,
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, y enterobacterias
productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Estas bacterias
suelen causar infecciones graves, como septicemias y neumonias, que con
frecuencia resultan letales (WHO, 2017c). Las categorias de prioridad alta y
media incluyen bacterias con resistencia creciente que causan enfermedades
comunes, como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias. Entre ellas estan
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (incluyendo cepas con resistencia intermedia a
vancomicina), Helicobacter pylori resistente a claritromicina, Campylobacter spp.
resistente a fluoroquinolonas y Neisseria gonorrhoeae resistente a
cefalosporinas y fluoroquinolonas (WHO, 2017c)
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Dentro de las bacterias de prioridad critica las E. coli son utilizadas como
indicador microbiologico de RAM, esta presente en sistemas productivos y puede
manifestarse en cepas patdgenas tanto para humanos como para animales. En
la cria de cerdos, cepas zoonoéticas y multirresistentes de E. coli suelen ser
identificadas, lo que subraya la necesidad de vigilancia bajo el enfoque de Una
Salud (WHO, 2017c).

E.coli es una bacteria que forma parte de la familia Enterobacteriaceae y reside
normalmente en la microbiota intestinal. Sin embargo, algunas cepas pueden
causar enfermedades en humanos y animales donde se incluyen los cerdos.
Estas cepas, pueden ser patdgenos intestinales conocidas como E. coli
diarreogénicas provocando diarrea y disenteria en lechones o patdégenos extra
intestinales conocidas como EXPEC (por E. coli patdbgeno extra intestinal) las
cuales causan infecciones del tracto urinario, respiratorias, meningitis y sepsis
entre otros cuadros (Murray et al., 2014). E. coli es el miembro mas frecuente e
importante del género Escherichia y se caracteriza por ser un bacilo Gram
negativo, anaerobio facultativo, fermentador de glucosa y habitante natural del
tubo digestivo de humanos y animales (Schelotto & Alcorta, 2008). La E. coli
patdgena tiene un gran impacto en la morbilidad y mortalidad, asi como un alto
costo econdémico a nivel global. Su versatilidad le permite colonizar y persistir en
hébitats primarios relacionados con porcinos, otros animales y humanos, asi
como en habitats secundarios, abiertos o0 no asociados a huéspedes (Pokharel
et al., 2023).

En Uruguay, se han caracterizado cepas de E. coli patégenas de origen bovino,
mostrando la circulacién de cepas multirresistentes a antibioticos en los rodeos.
Estas cepas han demostrado expresar beta-lactamasas CTX-M-14 y resistencias
plasmidicas a quinolonas, entre otros mecanismos (Umpiérrez et al., 2017).
Recientemente, se han observado fuertes correlaciones entre el uso de
antibiéticos y la presencia de E. coli resistentes en diferentes especies animales
(Chantziaras et al., 2014). Ademas, el uso excesivo e inadecuado de antibioticos
en dosis subterapéuticas, como en la metafilaxis y como promotores de
crecimiento en alimentos, ha sido asociado con la seleccion de E. coli resistentes
en aves, terneros y cerdos (Mirzaagha et al., 2011; Varga et al., 2009).

1.6 Resistencia a antimicrobianos en enterobacteriaceae
Principales mecanismos de resistencia a C3G y colistina

El principal mecanismo de resistencia a los B-lactamicos en bacilos Gram
negativos es la produccion de B-lactamasas. Estas enzimas actuan mediante la
hidrdlisis del anillo B-lactamico y fueron descritas por primera vez a comienzos
de los afos 40, un afio antes de que la penicilina se introdujera en el mercado
(Munita & Arias, 2016). Las B-lactamasas pueden hidrolizar diversas penicilinas,
cefalosporinas e incluso carbapenemes (Bush & Jacoby, 2010). Aungue se han
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propuesto varias clasificaciones para estas enzimas, la de Ambler, establecida
en 1980, es la mas ampliamente aceptada. Esta clasificacion se basa en datos
de secuencia de los genes bla y propone una agrupacion estructurada en cuatro
clases: A, B, Cy D (Ambler,1980).

Las enzimas de las clases A, C y D son serin-enzimas (peniciloil-serin-
transferasas) debido a la presencia de un residuo de serina en el sitio activo que
media la reaccion de hidrolisis. En contraste, las enzimas de clase B son metalo-
B-lactamasas, que contienen uno o dos atomos de zinc asociados al sitio activo.
Estas Ultimas atacan directamente los grupos carbonilo y amida de los
carbapenemes (Wang et al., 1999).

B-lactamasas de clase A: Este grupo incluye las B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), que no solo actian sobre penicilinas y oxiiminocefalosporinas,
sino que también hidrolizan aztreonam, aunque no afectan cefamicinas (como
cefoxitina) ni carbapenemes. Estas enzimas son inhibidas por acido clavulanico,
lo que facilita su deteccion en el laboratorio. En nuestro pais, se han detectado
diversas BLEE, predominando las de tipo CTX-M (blacTx-m-15, blactx-m-14, blacTx-
M-9, blacTx-m-8 y blacTtx-m-2), asi como SHV (blashv-2, blasnhv-s) y blarer-2 (Vignoli et
al., 2006; Bado et al., 2010; Garcia-Fulgueiras et al., 2011).

Otras B-lactamasas de clase A de relevancia son las carbapenemasas de tipo
KPC, también reportadas en nuestro pais (blakrc-2) (Marquez et al., 2014).

B-lactamasas de clase B: Estas metalo-enzimas (NDM, SPM, IMP, VIM, AlM,
SIM, GIM, entre otras) son capaces de hidrolizar la mayoria de los B-lactdmicos,
incluidos los carbapenemes, pero no aztreonam. Son inhibidas por agentes
guelantes de iones divalentes como el EDTA, lo que también facilita su deteccién
en el laboratorio. En Uruguay, se ha reportado blanom-1 en cepas de
Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia
rettgeri, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes (Seija et al., 2015; Bado et
al., 2018a), mientras que blaviv-2 ha sido detectada en Pseudomonas aeruginosa
y Pseudomonas putida (Papa et al., 2016).

B-lactamasas de clase C: Algunos microorganismos, como P. aeruginosa,
poseen una B-lactamasa cromosoémica inducible de clase C (AmpC), que tiene
actividad cefalosporinasa y no es inhibible por inhibidores de -lactamasas como
sulbactam, acido clavulanico o tazobactam, ni tampoco por EDTA. Normalmente,
estas enzimas tienen bajos niveles de expresion, pero, junto con alteraciones en
la permeabilidad de la membrana, pueden conferir resistencia incluso a
carbapenemes (Vila & Marco, 2010). Estas enzimas, como CMY o DHA, también
pueden encontrarse codificadas en plasmidos de tipo conjugativo (Navarro et al.,
2010).
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En Uruguay, se ha observado la presencia de estas enzimas CMY codificadas
en plasmidos en Proteus mirabilis, Leclercia adecarboxylata y Salmonella
enterica (Cordeiro et al., 2016; Robino et al., 2014).

B-lactamasas de clase D: Las enzimas de clase D tienen un espectro hidrolitico
variable, que va desde espectros reducidos, como OXA-1 y OXA-2, hasta
carbapenemasas como OXA-48. En general, estas enzimas no son inhibidas por
acido clavulanico, sulbactam o tazobactam, y suelen encontrarse codificadas por
genes plasmidicos ubicados en integrones (Vila & Marco, 2010). En nuestro pais,
se han reportado los genes blaoxa1, Dblaoxa2 Yy baoxa10 en diversas
enterobacterias (Garcia-Fulgueiras et al., 2011; Bado et al., 2018a) y los genes
blaoxa-23y blaoxa-ss (Que codifican carbapenemasas OXA) en A. baumannii (Bado
et al., 2018b).

Las carbapenemasas se dividen en tres clases (A, B y D) segun el sistema de
clasificacion de Ambler. Entre estas, KPC (clase A), NDM, VIM, IMP (clase B) y
OXA-48-like (clase D) representan las carbapenemasas mas importantes en
términos de difusion e impacto clinico (Alvisi et al., 2025).

Aunque muchos genes de B-lactamasas se encuentran codificados en el
cromosoma bacteriano, los genes de las BLEE y de carbapenemasa,
responsables de la resistencia en las bacterias Gram negativas a clases
importantes de antibiéticos, generalmente estan mediados por plasmidos. Los
plasmidos son fragmentos de ADN normalmente circulares que se consideran
moviles, ya que pueden ser transferidos entre bacterias a través de la
conjugacion, un proceso que conecta brevemente el citoplasma de dos bacterias
y permite la transferencia horizontal de genes.

Ademas, los plasmidos suelen portar mdltiples genes de resistencia a
antimicrobianos. Estos genes adicionales a veces son adquiridos a través de
elementos de transposicion o transposones, que son secuencias de ADN
moviles que pueden integrarse tanto en el cromosoma bacteriano como en un
plasmido, a menudo transportando genes de resistencia antimicrobiana
(Kawakami et al., 2017).

Con respecto a la resistencia transferible a colistina, la ausencia de LPS en
bacterias Gram positivas hace que estas sean naturalmente resistentes a las
polimixinas (Abavisani et al., 2023). Por otro lado, las bacterias Gram negativas
pueden adquirir resistencia mediante alteraciones en la membrana externa que
reducen los niveles de LPS, modificaciones del lipido A del LPS mediante la
adicion de moléculas cargadas positivamente, como la 4-amino-4-deoxy-L-
arabinosa, o incluso la ausencia total del LPS y la presencia de bombas de eflujo
(Abavisani et al., 2023). Todos estos mecanismos son cromosOmicos Yy, en
principio, no transferibles. Sin embargo, a finales de 2015, se describié por
primera vez un mecanismo de resistencia transferible a polimixinas mediado por
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el gen mcr-1, que codifica una fosfoetanolamida transferasa que modifica el
lipido A (Liu et al., 2016). La deteccidn del gen mcr-1 se expandio rapidamente
a nivel mundial, despertando un notable interés cientifico y generando un
aumento significativo en la cantidad de estudios publicados en pocos afios.
Hasta la fecha, se han descrito diez genes de resistencia transferibles a colistina
(mcr-1 a mcr-10) en animales y humanos, lo que aumenta la alerta, ya que
muchas veces la colistina es la dltima alternativa disponible para tratar
infecciones de microorganismos multirresistentes. (Anyanwu et al., 2023).

1.7 Prevencion de laresistencia a los antibiéticos

Dado que hasta el momento no es posible eliminar el uso de antimicrobianos, la
prevencion de la emergencia de la RAM pasa entre otras cosas por disefiar
normativas que promuevan su uso racional. Estas normativas, apoyadas en
programas de vigilancia mundial, fomentan las buenas préacticas en el manejo de
medicamentos, incluyendo la restriccion en el uso de ciertos antimicrobianos y
Su venta bajo receta veterinaria, asegurando el cumplimiento de los periodos de
resguardo y el registro de su uso (Boeckman & Carlson, 1996). En Uruguay,
como a nivel global, los antimicrobianos son fundamentales en el tratamiento de
infecciones bacterianas en animales, aunque el acceso a estos medicamentos
no siempre esta supervisado, lo que puede exacerbar la resistencia
antimicrobiana. En este contexto, se han reportado bacterias resistentes en
sistemas productivos, lo que resalta la necesidad de un diagnostico adecuado y
el monitoreo de la resistencia (Coppola et al., 2020).

La adecuada seleccion de ATM debe basarse en estudios que identifiquen a los
patégenos presentes y su susceptibilidad a los tratamientos, integrando estas
acciones en sistemas de Vvigilancia sanitaria que abarquen aspectos
epidemioldgicos y preventivos (Acar et al., 2006). Las claves para contener la
resistencia incluyen la correcta prescripcién, la educacion comunitaria y la
vigilancia de la resistencia. En la cria de cerdos, muchas enfermedades se tratan
con antibidticos sin corroborar que el agente causal sea bacteriano ni que los
medicamentos utilizados sean los indicados, lo que subraya la importancia de un
diagnéstico preciso para garantizar un uso adecuado de estos farmacos
(Cameron-Veas, Moreno, Fraile, & Migura-Garcia, 2016).

Es crucial entender la farmacocinética y farmacodinamia de los antimicrobianos,
asi como sus mecanismos de accién y resistencia, con la colaboracion de
microbiologos para desarrollar guias de tratamiento basadas en estudios locales
(McKellar et al., 2004). La resistencia microbiana en veterinaria es especialmente
preocupante debido a la transmision de bacterias multirresistentes a través de
los alimentos de origen animal, o que representa un riesgo significativo para la
salud publica (Pilco Chicaiza & Burgos Mayorga, 2025). Finalmente, el uso de
antimicrobianos como aditivos en piensos deberia considerarse, dado su
impacto mas significativo en la generacion de resistencia microbiana en

27



comparacion con el uso veterinario con fines estrictamente terapéuticos. En
contraste, la utilizacion de probidticos en cerdos contribuye a mejorar la
composicién de la microbiota intestinal y fortalece el sistema inmunoldgico,
ademas de ayudar a suprimir la posible presencia de agentes patdégenos en el
tracto digestivo (Vera—Rodriguez & Alvarez Sanchez, 2024).

1.8 Antecedentes de la RAM en enterobacterias en sistemas productivos
porcinos

La RAM en enterobacterias en sistemas productivos porcinos es un desafio
creciente que exige la colaboraciéon de multiples sectores. Existe una relacion
directa entre el uso indiscriminado de antibidticos y la propagacion de
resistencias, tanto en los animales como en el entorno productivo. Un estudio
destacado de Mencia-Ares et al. (2021) analizé resistencias en explotaciones
porcinas intensivas y extensivas en Espafia, empleando técnicas de
secuenciacion masiva para examinar no solo los animales, sino también el
ambiente y el purin (desechos de los cerdos que se mezclan con restos de
comida y agua de lavado) de las granjas. Los resultados obtenidos en las
explotaciones en régimen extensivo, presentaron una menor prevalencia de
genes de resistencia antimicrobiana. Una de las principales caracteristicas de
estas granjas es el uso significativamente reducido de antibiéticos. Los datos
reflejan asimismo la muy buena salud del porcino Ibérico extensivo, donde se
observan menos resistencias y una menor transferencia de genes entre
bacterias. Estos hallazgos constituyen un modelo de referencia que permite
visualizar el margen de mejora posible en sistemas de produccién intensiva.
Demostraron una reduccién significativa en el uso de colistina y otros
antimicrobianos en el sector porcino espafiol, gracias al Plan Nacional frente a la
Resistencia a Antibiéticos (PRAN) y el programa “Reduce”. No obstante, los
autores enfatizan la necesidad de mantener estas estrategias a largo plazo para
garantizar la efectividad de los tratamientos antibiéticos. Un hallazgo relevante
fue la menor prevalencia de resistencias en el cerdo Ibérico de sistema
extensivo, lo que puede servir como modelo para mejorar las practicas en
sistemas intensivos (Mencia-Ares et al., 2021).

A nivel nacional, Coppola et al. (2020) investigaron la resistencia transferible a
antimicrobianos criticos en medicina humana en aislados de Escherichia coli
obtenidos de cerdos. En este estudio, se evalud la resistencia a oximino-
cefalosporinas, quinolonas y colistina en muestras fecales de 50 cerdos de cinco
establecimientos, utilizando medios selectivos con ciprofloxacina, ceftriaxona y
colistina. Los resultados mostraron una alta proporcion de resistencia,
especialmente a las fluoroquinolonas en el 98 % de los animales estudiados.
Ademas, se recuperaron 99 aislados de E. coli, de los cuales un 30 % presentaba
genes de resistencia transferibles. Este hallazgo es particularmente
preocupante, dado que estas resistencias pueden comprometer el tratamiento
de infecciones en humanos, lo que sugiere la necesidad de limitar el uso de
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antimicrobianos de importancia critica en medicina veterinaria (Coppola et al.,
2020).

Dado estos antecedentes y la limitada informacion nacional sobre la RAM en
sistemas productivos, el presente trabajo buscé proporcionar datos sobre la
resistencia de E. coli aisladas de materia fecal de cerdos de establecimientos
productivos de Uruguay. Esta informacién es esencial para orientar a los
profesionales veterinarios en el uso responsable de los ATM, contribuyendo a
una gestion mas efectiva de la RAM en el ambito animal.
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CAPITULO 2- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

2.1- Caracterizacion del problema

La RAM es un desafio global de creciente impacto en la salud humana, animal y
economica. El enfoque “Una Salud” reconoce la interconexion entre la salud
vegetal, ambiental, animal y humana, subrayando la necesidad de un abordaje
integral. Un ejemplo paradigmatico de este problema es la deteccion a finales de
2015, del primer gen transferibe codificante de resistencia a colistina
denominado mcr-1. Este antibiotico que durante muchos afios fue utilizado en
medicina veterinaria (dado que por sus efectos tdxicos no se utilizaba en salud
humana), pasé a ser un ATM de ultimo recurso para esta Ultima, debido al
aumento de incidencia de carbapenemasas. En este contexto, la deteccién de
mcr-1 reveld una diseminacion "silenciosa" de mecanismos de resistencia no
detectados hasta ese momento que posteriormente fueron detectados asociados
a otros mecanismos de resistencia, como BLEE y carbapenemasas, agravando
la situacion al reducir alin mas las opciones terapéuticas disponibles.

Uruguay, como miembro de la OMS, se comprometié a mejorar la conciencia y
el conocimiento sobre la RAM, fortalecer la vigilancia e investigacion, reducir la
incidencia de infecciones, optimizar el uso de antimicrobianos y asegurar una
financiacion sostenible. Como ya fue mencionado, en nuestro pais las
autoridades sanitarias han implementado diversos decretos y resoluciones para
controlar el uso de antibiéticos en la producciéon animal (MGAP, 2011; 2015;
2024).

La produccién porcina en Uruguay principalmente se dirige al mercado interno,
con un consumo anual de 19,3 kg de carne por personay unas importaciones de
42.012 toneladas de acuerdo al (MGAP, 2020). Los sistemas productivos de cria
a campo, con menor densidad animal y menor prevalencia de enfermedades
infecciosas, han mostrado requerir menos uso de antimicrobianos, reduciendo la
presion selectiva para el desarrollo de la RAM. En contraste, los sistemas
intensivos expusieron a los cerdos a un mayor niumero de agentes infecciosos,
lo que aumento la necesidad del uso de ATM vy, por ende, la probabilidad de
desarrollo de resistencias (Abdalla et al., 2025).

En Uruguay, el uso de antimicrobianos (ATM) en cerdos esta limitado
exclusivamente a fines terapéuticos, mientras que su aplicacibn como
promotores del crecimiento esta prohibida. Los tratamientos suelen ser
mayormente individuales, aunque el uso profilactico es comun en los sistemas
de cria intensiva. Ademas, existen regulaciones nacionales que promueven el
uso prudente y racional de antimicrobianos, como la exigencia de prescripcion
profesional para su venta y la inclusion de estos medicamentos en el Manual de
Buenas Précticas de Uso de Medicamentos Veterinarios (MGAP, 2015).
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Este estudio no sélo proporcionara valiosa informacién sobre la RAM en
sistemas de produccién de cerdos, sino que también serd esencial para
establecer las bases de vigilancia y monitoreo del problema en Uruguay.

2.2 Hipotesis

La presencia de Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y colistina difiere entre los distintos sistemas de produccion porcina
en Uruguay, siendo mayor en los sistemas mas intensivos debido a una mayor
presion antimicrobiana.

2.3- Objetivos
2.3.1- Objetivo general:

Determinar la presencia y frecuencia de Escherichia coli resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y colistina en muestras fecales de cerdos
provenientes de tres sistemas de produccion porcina con distinto nivel de
intensificacion en Uruguay.

2.3.2- Objetivos especificos:

a) Determinar e identificar la presencia de genes transferibles de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (C3G) en E. coli aisladas de materia fecal
de cerdos.

b) Determinar e identificar los genes transferibles de resistencia a Colistina en E.
coli aisladas de materia fecal de cerdos de establecimientos productivos de
Uruguay.

c) Demostrar la presencia de plasmidos que portan genes de resistencia a C3G
por medio de ensayos de conjugacion en E. coli resistentes aisladas.

d) Establecer si existe asociacion entre el sistema de produccién porcino y la
presencia de aislamientos de E. coli resistente a antibidticos.
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CAPITULO 3- MATERIALES Y METODOS

3.1- Disefio del muestreo

El estudio se llevé a cabo mediante un muestreo de materia fecal de cerdos entre
agosto de 2020 y diciembre de 2022. Se seleccionaron tres establecimientos con
diferentes sistemas de produccién porcina: uno con un sistema de cria extensiva
y dos con sistemas intensivos, uno de ciclo completo y otro dedicado
exclusivamente al engorde, en el departamento de Canelones. Cada
establecimiento fue identificado con una sigla: E1 para el establecimiento de
produccion extensiva, E2 para el establecimiento intensivo de ciclo completo, y
E3 para el establecimiento intensivo de engorde.

Caracteristicas de cria de los establecimientos muestreados

La ubicacion geografica de los 3 establecimientos fue del Departamento de
Canelones.

El establecimiento extensivo corresponde a un sistema de produccion a campo,
caracterizado por una baja densidad animal y un manejo basado principalmente
en el pastoreo, con suplementacion alimenticia ocasional. Integra las etapas
productivas de gestacion, maternidad y recria de los lechones. Los animales
disponen de amplias areas para su desplazamiento, lo que favorece condiciones
ambientales naturales y un menor nivel de intervencién sanitaria.

El establecimiento intensivo de ciclo completo, integra todas las etapas
productivas -gestacion, maternidad, recria y engorde- bajo un manejo
tecnificado. Este sistema se desarrolla en instalaciones cerradas con control
ambiental, suministro de raciones balanceadas y aplicacién sistematica de
programas sanitarios y de bioseguridad.

El establecimiento intensivo de engorde, se especializa en la fase final de
produccion, recibiendo animales destetados 0 en crecimiento provenientes de
otros sistemas. Los cerdos son alojados en corrales o galpones con condiciones
controladas de temperatura y ventilaciéon, donde permanecen hasta alcanzar el
peso de faena que corresponde a 110 kilos.

En cada uno de los establecimientos se muestrearon 30 animales, alcanzando
un total de 90 cerdos evaluados. La recoleccion de muestras fue realizada por
personal veterinario capacitado, quien, utilizando guantes, tomé muestras de
materia fecal del recto de los cerdos. Todas las muestras fueron remitidas al
Laboratorio de Resistencia Antimicrobiana (LRA) del Instituto de Higiene de la
Facultad de Medicina, refrigeradas a 4°C, y procesadas en un plazo de 24 horas.
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3.2 Seleccién de la E. coli RAM e identificaciéon

Se procesaron un total de 90 muestras de materia fecal de cerdos. Las muestras
fueron sembradas en caldo Luria-Bertani (LB) durante 18 horas a 37 °C para
realizar un pre enriguecimiento. Al dia siguiente, se inocularon 20 pL del caldo
pre enriquecido en medios selectivos: agar MacConkey Lactosa suplementado
con ceftriaxona 1 mg/L y otro con colistina 3 mg/L. La identificacién de todos los
aislamientos se confirmé mediante MALDI-TOF utilizando el software MALDI
Biotyper 3.1 (Seng et al., 2009). Posteriormente, los aislamientos se
almacenaron a -80 °C en TSB-Glicerol al 15% estéril.

3.3 Estudio de susceptibilidad a antimicrobianos

El estudio de susceptibilidad se llevé a cabo mediante el método de difusion en
disco de Kirby-Bauer, utilizando agar Mueller-Hinton, de acuerdo con las
directrices de la Clinical Standard Laboratory Institute (CLSI-2024). Se
seleccionaron antibioticos comunmente utilizados en medicina humana y la
mayoria en veterinaria para la evaluacion de la susceptibilidad a los ATM en E.
coli resistentes, que incluyeron: amoxicilina-acido clavulanico (AMC), cefoxitina
(FOX), imipenem (IPM), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), amikacina (AK),
gentamicina (GN) y ciprofloxacina (CIP) (CLSI, 2024). Como control de calidad
fue utilizada la cepa de E. coli ATCC (American-Type Culture Collection) 25922.
Los resultados fueron interpretados de acuerdo a la CLSI-2024. Los resultados
de susceptibilidad intermedia se consideraron resistentes.

Se evaluo la expresion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
cefalosporinasas de clase C mediante test de sinergia de doble disco. La
presencia de BLEE en enterobacterias se evidenci6 utilizando discos de CAZ-
AMC-CRO, colocados a una distancia de 1.5 a 2.0 cm de borde a borde en placas
con agar Mueller-Hinton. Un aumento en el halo de inhibicion del B-lactamico
hacia el inhibidor de la B-lactamasa fue considerado como un test fenotipico
positivo para BLEE (Figura 6) (Kawakami et al., 2017).

Para detectar B-lactamasas de clase AmpC, en aislamientos resistentes a FOX,
se realiz6 un test de sinergia utilizando discos de CAZ-BOR (acido boérico)-CRO,
con la misma disposicion en placas de agar Mieller-Hinton para determinar su
expresion (Martinez Rojas, 2009).
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Figura 6 Test de sinergia positivo para BLEE en una cepa para E. coli

Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) de COL para los
aislamientos de E. coli recuperadas en agar MacConkey suplementado con COL,
mediante la prueba de agar colistina. Brevemente, a todos los aislamientos con
crecimiento en medio con colistina se les realiz6 una microdilucion en placa,
utilizando concentraciones de 0 pg/ml (control), 1 pg/ml, 2 pg/mly 4 pug/ml de
colistina. El control de calidad se realizdé con la cepa E. coli ATCC 25922. La
interpretacion de los resultados siguid las normas del CLSI, 2024. A los
aislamientos resistentes a colistina se les realiz6 un screening de EDTA-colistina
para detectar la presencia fenotipica de genes mcr mediante el método
"COLISTIN AGAR-SPOT/EDTA" (INEI-ANLIS, 2017), utilizando E. coli ATCC
25922 como control de calidad.

3.4 Busqueda de genes de RAM en los aislamientos resistentes
3.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando un método de "shock" térmico. Para
ello, se prepar6 una suspension bacteriana a partir de dos colonias previamente
aisladas en medio TSA, afiadiendo 200 pL de buffer TE-tritobn (TE: 10 mM Tris,
1 mM EDTA) al 1% (v/v). La suspension se sometio a un tratamiento térmico,
incubando durante 10 minutos a 100 °C en un bafio Maria, seguido de un
enfriamiento a -20 °C durante 5 minutos.

34



Posteriormente, se centrifugd la mezcla a 13,000 rpm durante 10 minutos,
conservando el sobrenadante y descartando el pellet. Las extracciones de ADN
se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.

3.4.2 Busqueda de Mecanismos de resistencia transferibles

Para la preparacion de las reacciones de amplificacion se preparé la mezcla de
reaccion de PCR con un volumen final de 25 pl, que incluia la mezcla de reactivos
y el ADN. La concentracion final de cada componente y los pasos de
amplificacion se ajustaron, adaptando la temperatura de hibridacion segun lo que
se muestra en la tabla 4. (tabla 12 anexo).

En los aislamientos de E. coli que resultaron positivos en el test de sinergia para
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en cepas resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion (C3G), se investigo la resistencia asociada
a diferentes genes de beta-lactamasas, incluyendo blactx-wm, blasnv, blarer y
blatem (tabla 12 anexo) (Pérez-Pérez & Hanson, 2002; Vignoli et al., 2005; Bado
et al., 2010; Cordeiro et al., 2016).

Asimismo, en los aislamientos resistentes a quinolonas, se llevé a cabo la
busqueda de mecanismos transferibles de resistencia a fluoroquinolonas
mediante la amplificacion parcial de los genes qnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gnrD,
gnrVC y gnrE (tabla 12 anexo) (Chen et al., 2012).

Para los aislamientos resistentes a colistina, se realiz6 una busqueda de los
genes de resistencia transferible a colistina (mcr-1 a mcr-9) en E. coli mediante
PCR en tiempo final, utilizando primers especificos (tabla 12 anexo) (Rebelo et
al., 2018; Wang et al., 2018; Terveer et al., 2017).

A aquellos aislamientos resistentes a fosfomicina se le realiz6 la busqueda del
gen fosA3 (tabla 12 anexo) (Ho et al., 2013a; Kobayashi et al., 2000).

La visualizacion de los productos de amplificacion se realiz6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1-2 %, segun correspondiera, para visualizar
los productos de amplificacién. Se cargaron 20 pl de cada producto de PCR junto
con 4 ul de buffer de carga. En la corrida electroforética se incluyeron controles
positivos, negativos y de mezcla, ademas de un marcador de peso molecular
comercial para determinar el tamafio de los productos amplificados. Se aplico un
voltaje de 5V/cm (medido entre electrodos). Los geles, tefiidos con bromuro de
etidio a 0.5 pg/ml durante 10 a 20 minutos y visualizados mediante
transiluminador UV.

La secuenciacion de los productos de PCR se realizO en ambas hebras,
empleando el método de “primer extension” con cebadores especificos (ver tabla
12 de anexos). Se empled un secuenciador de ADN (ABI PRISM 3700) y se
utilizé el programa NCBI-BLAST para buscar homologia entre las secuencias
obtenidas y otras previamente ingresadas en bases de datos (NCBI). Ademas,

35



se uso el programa CHROMAS (version 1.45, Griffith University, Queensland,
Australia) para analizar los cromatogramas.

Por cada animal estudiado solo se estudiaron aislamientos de E. coli que
presentaran diferencias en el perfil de susceptibilidad y/o presencia-ausencia de
genes.

3.5- Ensayo de conjugacion

Para evidenciar la movilidad de los mecanismos de resistencia se realizaron
ensayos de conjugacion utilizando la cepa receptora E. coli J53-2. A partir de
cultivos puros, se inocularon por separado una colonia de cada una de las cepas
donantes (resistentes a ceftriaxona y/o a colistina) y la cepa receptora en 2 mi
de caldo Luria-Bertani. Estos cultivos fueron incubados durante 2 horas a 37°C
con agitacion constante (200 rpm). Posteriormente, se afiadieron 200 ul de la
cepa donante a 2000 ul de la cepa receptora, y se dejaron incubando a 37°C
durante toda la noche. Al dia siguiente, se sembraron diluciones de 10 pl, 100 pl
y el pellet obtenido por centrifugacién de cada caldo de conjugacién en placas
de agar MacConkey Lactosa suplementadas con rifampicina (150 mg/L) (Sigma-
Aldrich, Shanghai, China) y ceftriaxona (1 mg/L) para las cepas donantes
resistentes a ceftriaxona, o bien agar MacConkey Lactosa con rifampicina (150
mg/L) y colistina (3 mg/L) para las cepas resistentes a colistina. Las colonias
capaces de crecer en medios con ambos antibiticos fueron consideradas
transconjugantes.

Las cepas transconjugantes positivas (Tc+) fueron confirmadas mediante
pruebas bioquimicas, como la deteccion de la enzima ornitina descarboxilasa en
medio MIO (motilidad-indol-ornitina), ya que la cepa receptora era negativa para
esta prueba. También se realizaron antibiogramas por difusion con disco,
utilizando el test de sinergia para BLEE, la determinacion de la CMI en placa
para colistina y PCR para la deteccién de los genes de interés (Cordeiro et al.,
2016).

3.6- Analisis estadistico

Se asignaron aleatoriamente 30 animales a cada uno de los tres grupos de
estudio, los cuales representaban distintos sistemas de produccion: extensivo,
intensivo 1 e intensivo 2. El sistema Intensivo 1 se caracterizo por abarcar todas
las etapas del ciclo productivo porcino, incluyendo la gestacion, parto, lactancia,
destete, recria y terminacién. Es decir, en este tipo de explotacion se lleva a cabo
el proceso completo, desde la reproduccion hasta el engorde final de los
animales. En cambio, el sistema Intensivo 2 se enfoco exclusivamente en la fase
de engorde. Recibe animales que ya han sido destetados o estan en transicion,
y se encarga Unicamente de llevarlos hasta el peso de sacrificio, sin intervenir en
las etapas reproductivas ni de cria temprana. Estos grupos eran independientes
entre si. Inicialmente, se realiz6 un analisis descriptivo para cada grupo,
empleando tablas, graficos y medidas descriptivas apropiadas para las variables
en estudio. La variable de respuesta fue el nUumero de animales con aislamientos
resistentes en cada grupo, la cual es categorica nominal, al igual que la variable
de los sistemas de produccién (extensivo, intensivo 1 e intensivo 2). Para el
analisis de las diferencias entre grupos, se utilizé una prueba de Chi cuadrado
para el andlisis de frecuencias. Ademas, se estimd previamente la proporcion

36



poblacional de animales positivos en cada grupo. Los supuestos de la prueba de
Chi cuadrado incluyen la independencia de los grupos y frecuencias esperadas
no menores a 5. Todos los andlisis fueron realizados utilizando el software R
version 4.2.2 (2022-10-31 ucrt).

Nuestras variables fueron resistencia a CRO y COL. Nuestros grupos fueron
Establecimiento 1 — extensivo, Establecimiento 2 lo llamamos intensivo 1 y
Establecimiento 3 intensivo 2. Cada uno de los establecimientos se caracterizo
por diferentes practicas de manejo y condiciones ambientales. En el
Establecimiento 1 (extensivo), predominé un sistema de manejo basado en
pastoreo a campo abierto, con menor densidad de animales y un enfoque méas
naturalista. Por otro lado, los establecimientos 2 y 3 se diferenciaron por sus
sistemas de produccion mas intensivos, donde se implementan estrategias de
manejo especificas, como el confinamiento, alimentacion controlada y un
monitoreo mas frecuente de las variables de interés. Estas diferencias
permitieron evaluar como los distintos niveles de intensificacion afectan la
resistencia a CRO Y COL.

37



CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Resultados generales

De la muestra fecal de los 90 cerdos evaluados, 56 (62,2%) presentaron
crecimiento de E. coli resistente a antibidticos criticos, mientras que en 34
(37,8%) no se detectd crecimiento. Entre los positivos, 54 (60%) mostraron
resistencia a ceftriaxona (CRO) y 2 (2,2%) a colistina (COL).

Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre los distintos
establecimientos.

4.2 Anédlisis por establecimiento

Si bien la proporcion de animales portadores de E. coli resistentes a C3G es alta,
los resultados de la prueba Chi-cuadrado y la tabla de porcentajes revelaron una
diferencia significativa entre los establecimientos -E1 (produccion extensiva), E2
(intensivo de ciclo completo) y E3 (intensivo de engorde)- y animales con
muestras con aislamientos resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
y/o colistina.

Asi mientras E1 tubo 7 animales (23,3%) portadores de aislamientos con RAM,
E2 presento 29 animales portadores con aislamientos (96,7%) mientras que en
E3 se detectaron microorganismos resistentes en 18 animales (60%).

El p- valor fue <0.0001 dando evidencia estadisticamente significativa para
rechazar la hipotesis nula, la cual postula que no hay relacion entre los grupos
(E1, E2, E3) y la presencia de animales con aislamientos con resistencia a los
antibiéticos. Los datos presentados en la tabla 5 muestran que las diferencias en
las proporciones de resistencia son estadisticamente significativas y no
atribuibles al azar (Tabla 4).

Tabla 4 Establecimientos con animales con crecimiento de E. coli resistentes a antibidticos criticos.

Animales con crecimiento

Animales sin crecimiento

E3

18/30 (60.0 %)

12/30 (40.0 %)

Establecimiento de E. coli Resistentes de E. coli Resistentes Chi Cuadrado P Valor
El 7/30 (23.3 %) 23/30 (76.7 %)
E2 29 /30 (96.7 %) 1/30 (3.3 %) 33.61 <0.0001

Los resultados del analisis estadistico para el crecimiento de aislamientos
resistentes en cerdos en las categorias CRO y COL revelan diferencias
significativas entre los establecimientos analizados. En el establecimiento E1, se
observaron 7 cerdos con crecimiento de E.coli en CRO y ninguno en COL. En
E2, la situacibn cambia, ya que 29 cerdos mostraron crecimiento en CRO,
mientras que solo 2 lo hicieron en COL. Por otro lado, en E3, se registraron 18
cerdos con crecimiento en CRO y ningun crecimiento en COL, similar a E1
(Figura 7).
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Figura 7 Proporcion de animales con aislamientos a antibidticos por establecimiento.

El valor del estadistico Chi-cuadrado fue de 8.64, acompafiado de un valor p de
0.013, lo que indica una asociacién significativa entre el establecimiento y el tipo
de crecimiento observado. Los resultados muestran que el tipo de manejo de los
animales en cada establecimiento se asocia con diferencias en las proporciones
de crecimiento de E. coli frente a los distintos antibidticos estudiados en los
cerdos. (Tabla 5).

Tabla 5 Establecimientos con sus tasas de crecimiento de E.coli en los cerdos en los diferentes antibidticos
estudiados

Animales con crecimiento Animales con
Establecimiento ) crecimiento de E. coli en Chi Cuadrado P Valor
de E. colien CRO
CoL
E1 7 0
E2 29 2 8.64 0.013
E3 18 0

Los resultados del analisis del crecimiento de E. coli resistente a CRO o COL por
cerdos segun los establecimientos revelan diferencias significativas en la
categoria CRO, mientras que en la categoria COL no se observan variaciones
notables. Se observaron diferencias altamente significativas en la proporcion de
animales con aislamientos de E. coli resistentes a ceftriaxona entre los
establecimientos evaluados (p < 0.0001). E2 presenté la mayor proporciéon de
aislamientos resistentes, seguido de E3 y E1. En la categoria de resistencia a
colistina no se registraron diferencias significativas entre establecimientos (p =
1.000), dado el bajo numero de aislamientos resistentes detectados (Tabla 6).
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Tabla 6 Resultados del andlisis del crecimiento de E. coli resistente a CRO o COL por cerdos segun los

establecimientos.

. Animales del A Animales del B P Valor
g Establecimiento - .. .
Antibiético con crecimiento | con crecimiento de | Chi Cuadrado
AvsB . .
de E. coli E. coli
Elvs E2 7/30 29/30 33.6 <0.0001
CRO E1lvs E3 7/30 18/30 10.73 0.001
E2 vs E3 29/30 18/30 4.58 0.033
Elvs E2 0/30 2/30 0.0 1
CcoL E1lvs E3 0/30 0/30 0.0 1
E2 vs E3 2/30 0/30 0.0 1

4.3 Andlisis por aislamientos de E. coli estudiados

Se trabajé con un total de 80 aislamientos de E. coli resistentes a CRO y COL.
En el establecimiento E1 se analizaron 10 aislamientos, todos resistentes a CRO.
En el establecimiento E2, se trabajéo con 47 aislamientos, de los cuales 45
mostraron crecimiento en CRO y 2 en COL que luego al hacerle la macrodilucién
en placa crecieron con una CIM 24 ug/ml. Finalmente, en E3 se evaluaron 23
aislamientos de E. coli, los cuales presentaron crecimiento en CRO (Figura 8).

Crecimiento de E. coli por establecimiento y antibiético testado

Numero de Aislamientos

E1

E2
Establecimiento

E3

Figura 8 Crecimiento de E.coli por establecimiento y antibidtico testado.

E. coli resistente a:

B = cro
B ccoicou

4.4 Ensayos fenotipicos: determinacién de susceptibilidad asociada CRO

y/o a COL.
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Del total de 80 aislamientos de Escherichia coli obtenidos a partir de muestras
fecales de animales, 78 crecieron en CRO y 2 en COL. Al realizar el estudio de
susceptibilidad se observo una alta proporcion de resistencia frente a varios
antibioticos de uso clinico relevante. En particular, se registro resistencia a AMC
en 58 aislamientos (72,5%) y a CIP en 67 aislamientos (83,8%). Asimismo, se
detecto resistencia a CN en 57 aislamientos (71,3%), a AK en 62 (77,5%) y a
SXT en 32 (40,0%). La resistencia a FOT fue menos frecuente, con 7 (8,75%).

Con el fin de evaluar si estas proporciones de resistencia diferian segun el origen
de los aislamientos, se realiz6 una comparacion entre los tres establecimientos
involucrados en el estudio (E1, E2 y E3). El analisis estadistico revelo diferencias
significativas en la proporcion de animales con crecimiento de E. coli no
susceptibles a varios antibioticos. En particular, se observaron diferencias entre
El y E2 para AMC, CRO, CN, AK, FOT y CIP (p < 0,05), con una mayor
proporcién de resistencia registrada en el establecimiento E2. De forma similar,
se detectaron diferencias entre E2 y E3 para AMC, CRO y CIP, reforzando la
hipotesis de que E2 presenta niveles més elevados de resistencia antimicrobiana
en comparacion con los otros establecimientos evaluados. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre establecimientos en la
resistencia a SXT, COL y FOX. Esto indica que la distribucion de la resistencia a
estos antimicrobianos fue homogénea entre los diferentes tipos de
establecimientos (Tabla 7 y Figura 9).

Establecimiento

. E1

B=

B=
l il u

AMC CAZ CRO FOX CN AK CIP SXT FOT coL
Antibidtico

[
=

Mumero de Aislados Resistentes

=

Figura 9 Resistencia a antibidticos por establecimientos
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Tabla 7 Andlisis estadistico Chi Cuadrado de las diferencias de susceptibilidad a los antibidticos entre los distintos
establecimientos.

Antibiético Establecimiento Animales del A Animales del B Chi Cuadrado P Valor
Avs B con crecimiento | con crecimiento de
de E. coli E. coli

AMC Elvs E2 9/10 38/47 25.47 <0.0001
E1lvs E3 9/10 11/23 1.23 0.269
E2 vs E3 38/47 11/23 6.58 0.010
CAZ Elvs E2 6/10 15/47 5.67 0.017
E1lvs E3 6/10 5/23 0.25 0.617
E2 vs E3 15/47 5/23 2.45 0.118

CRO Elvs E2 10/10 45/47 18.77 <0.0001
E1lvs E3 10/10 23/23 1.56 0.212
E2 vs E3 45/47 23/23 7.23 0.007
FOX Elvs E2 2/10 9/47 3.34 0.068
E1lvs E3 2/10 3/23 0.36 0.550
E2 vs E3 9/47 3/23 0.54 0.463
CN Elvs E2 7/10 43/47 12.47 0.002
E1lvs E3 7/10 7123 0.01 0.934
E2 vs E3 43/47 7123 1.45 0.229
AK Elvs E2 10/10 37/47 10.33 0.001
Elvs E3 10/10 15/23 0.17 0.681
E2 vs E3 37/47 15/23 2.74 0.097

CIP Elvs E2 2/10 47/47 22.67 <0.0001
Elvs E3 2/10 18/23 0.40 0.525
E2 vs E3 47/47 18/23 5.05 0.025
SXT Elvs E2 8/10 15/47 1.78 0.181
E1lvs E3 8/10 9/23 0.12 0.735
E2 vs E3 15/47 9/23 0.35 0.554

En el analisis de resistencia a FOT y COL mediante el test exacto de Fisher, se
observaron diferencias significativas unicamente en FOT. La proporcion de
aislamientos resistentes en E1 fue del 50%, significativamente mayor que en E2
(0%) y E3 (4,3%), indicando que E1 presenta una mayor proporcion de
resistencia a este antibiético. En cambio, entre E2 y E3 no se detectaron
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diferencias significativas. Por su parte, para COL no se encontraron diferencias
significativas entre ningun par de establecimientos, con porcentajes de
resistencia muy bajos o nulos (Tabla 8).

Tabla 8 Andlisis estadisticos test exacto de Fisher para evidenciar las diferencias de susceptibilidad a los antibiéticos
entre los distintos establecimientos.

Antibi6tico Establecimiento Animales del A con Animales del B con P Valor
AvsB crecimiento de E. coli | crecimiento de E. coli Fisher
FOT Elvs E2 5/10 0/47 <0.0001
E1lvs E3 5/10 1/23 0.005
E2 vs E3 0/47 1/23 0.33
COL Elvs E2 0/10 2147 1.00
E1lvs E3 0/10 0/23 1.00
E2 vs E3 2147 0/23 0.49

4.5 Perfiles de susceptibilidad a antibidticos testados por
establecimientos:

A continuacion, se describen los principales perfiles de resistencia detectados
(Tabla 9). Se analizaron un total de 78 aislamientos de E coli no susceptibles a
CRO, provenientes de tres establecimientos diferentes (E1, E2 y E3), ademas
de 2 aislamientos resistentes a COL (CIM 24 ug/ml) del establecimiento E2.
Estos aislamientos presentaron perfiles variados de resistencia, que involucran
combinaciones de hasta ocho antibidticos distintos, incluyendo farmacos criticos
para la salud humana. En total, los 80 aislamientos se agruparon en 43 perfiles
diferentes, de los cuales la mayoria correspondieron a perfiles de
multirresistencia (MDR), definidos como resistencia a tres o méas familias de
antibiéticos (Hammerum et al., 2014).

En el E1 se identificaron 8 perfiles de resistencia distribuidos entre 10
aislamientos. Los perfiles mas comunes presentaron resistencia combinada a
betalactamicos como AMC, CAZ y CRO, ademas de aminoglucosidos (AK; CN),
fluoroquinolonas (CIP) y SXT. Aunque la diversidad de perfiles fue alta, la
mayoria correspondié a aislamientos individuales, predominando aquellos con
resistencia a seis 0 mas antibidticos. Tres de estos perfiles exhibieron resistencia
simultanea a AMC, CRO, CAZ, CN, AK, SXT y FOT, siendo este el perfil mas
frecuente. Los perfiles restantes fueron Unicos para un solo aislamiento y
comprendieron combinaciones variadas como, por ejemplo: AMC, FOX, CRO,
CAZ, CN, AK, CIP y SXT. De estos perfiles, 6 de 8 (80 %) fueron clasificados
como MDR.

El establecimiento E2 presentd la mayor cantidad de aislamientos (n=47)
repartidos en 16 perfiles de resistencia. La mayoria de los aislamientos mostro
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resistencia combinada a ceftriaxona, ciprofloxacina y amikacina, lo que evidencia
la presencia de cepas multirresistentes. Se detectaron perfiles con resistencia
simultinea a cefalosporinas de tercera generacién, aminoglucosidos,
fluoroquinolonas y trimetoprima-sulfametoxazol, lo que refleja un alto nivel de co-
seleccion de resistencia. Ademas, se identificaron dos perfiles que incluian
resistencia a COL.

De los 47 aislamientos, el 100 % fueron resistentes a CIP y se agruparon en 16
perfiles diferentes. El perfil mas frecuente fue el que combiné resistencia a AMC,
CRO, CN, AK y CIP, representando 12 de los 47 aislamientos. Le sigui6 en
frecuencia el perfil AMC, FOX, CRO, CAZ, CN, AK y CIP, con 7 aislamientos. El
tercer perfil mas frecuente incluyo resistencia a AMC, CRO, CN, CIP y SXT, con
6 aislamientos. En conjunto, 14 de los 16 perfiles identificados (88 %) fueron
clasificados como MDR.

El establecimiento E3 presenté un total de 23 aislamientos, los cuales se
agruparon en 19 perfiles de resistencia diferentes, lo que evidencia una alta
diversidad fenotipica. Al igual que en los demas establecimientos, los perfiles
incluyeron resistencia a CRO combinada con otros antibiéticos como CIP, AK y
SXT. No obstante, en este caso se observé una mayor fragmentacion en los
perfiles, ya que la mayoria fueron Unicos o compartidos por un nimero reducido
de aislamientos. El perfil mas frecuente fue la resistencia solo a CRO, presente
en tres aislamientos, seguido por dos perfiles compartidos por dos aislamientos
cada uno: uno con resistencia combinada a CRO y CIP, y otro con resistencia a
AMC, CRO, CN, AK y CIP. Los 16 perfiles restantes fueron Unicos. En total, se
evidencié que 15 de los 19 perfiles (79 %) corresponden a cepas MDR.

Tabla 9. Perfiles de resistencia por establecimiento estudiados

Establecimiento Perfiles Antibidticos Aislamientos
E1l 1 AMC, CRO, CAZ, CN, AK, SXT, FOT 3

2 AMC, FOX, CRO, CAZ, CN, AK, CIP, SXT 1

3 AMC, FOX, CRO, CAZ, AK, CIP, SXT 1

4 AMC, CRO, CAZ, AK, SXT, FOT 1

5 AMC, CRO, CN, AK, SXT 1

6 CRO, CN, AK 1

7 AMC, CRO, AK 1

8 AMC, CRO, CN, AK, SXT, FOT 1
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Total 8 10
E2 9 AMC, CRO, CN, AK, CIP 12
10 AMC, FOX, CRO, CAZ, CN, AK, CIP 7
11 AMC, CRO, CN, CIP, SXT 6
12 AMC, CRO, CN, AK, CIP, SXT 5
13 AMC, CRO, CAZ, CN, AK, CIP, SXT 3
14 CRO, CIP 3
15 CRO, CAZ, CN, AK, CIP, SXT 2
16 AMC, CRO, CAZ, CN, AK, CIP 1
17 CRO, CN,  CIP, SXT 1
18 CRO, CN, AK, CIP 1
19 CRO, CN, cIp 1
2 AMC, FOX, CRO, CAZ, CN, AK, CIP, SXT 1
20 AMC, CN, AK, CIP, coL 1
21 AMC, CRO, (o] 4 1
22 CN, AK, CIP, CcoL 1
23 AMC, FOX, CRO, CAZ, CN, CIP, SXT 1
Total 16 47
E3 24 CRO 3
14 CRO, cIp 2
9 AMC, CRO, CN, AK, CIP 2
25 AMC, CRO, CAZ, AK,CIP 1
26 AMC, FOX, CRO, CAZ, CIP, SXT 1
17 CRO, CN, CIP, SXT 1
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27 AMC, CRO, AK, CIP 1
28 AMC, FOX, CRO, CAZ, AK, CIP, SXT, FOT 1
29 AMC, FOX CRO, 1
30 CRO, AK, CIP, SXT 1
7 AMC, CRO, AK 1
12 AMC, CRO, CN, AK, CIP, SXT 1
13 AMC, CRO, CN, AK 1
31 CRO, CN, AK, CIP, SXT 1
32 CRO, AK, CIP 1
33 CRO, CIP, SXT 1
15 CRO, CAZ, CN, AK, CIP, SXT 1
34 CRO,CAZ, AK,CIP 1
35 AMC, CRO, AK, CIP, SXT 1
Total 19 23

Nomenclatura: Amoxicilina con Ac. Clavulanico (AMC), Ceftazidime (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina
(CIP),Gentamicina (CN), Amikacina (AK), Trimetropin sulfametoxazol (SXT), Cefoxitina (FOX)

4.6 Genes encontrados por establecimientos y genotipos

Los aislamientos de E. coli recuperados en los tres establecimientos muestran
una variabilidad notable en los perfiles genéticos de resistencia. De las 79 [3-
lactamasas identificadas fenotipicamente se tipificaron 57 genes de -
lactamasas (bla), 27 genes de resistencia plasmidica a quinolonas (qnr), 4 genes
de resistencia a fosfomicina (fosA3) y 2 genes de resistencia a colistina (mcr),
distribuidos entre los establecimientos E1, E2 y E3. (Tabla 10).

El establecimiento E2 present6 la mayor diversidad y proporcion de genes de
resistencia, incluyendo blacwmy, blactx-m de los grupos 1, 3y 4,y gnrB, Ey S.
Ademas, fue el Unico establecimiento en el que se detectdé mcr-1. También se
observé una mayor complejidad de genotipos combinados, como blactx-m del
grupo 4 junto con gnrB.
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Por el contrario, E1 presentd una menor carga genética de resistencia, con 8
aislamientos que portaban genes como bla, asi como combinaciones de blacmy
con gnrS. Ademas, fue el Unico establecimiento en el que se evidencio la
circulacion del gen fosA3, detectado en cuatro aislamientos: tres portadores
también de blactx-m del grupo 1.

E3 mostro perfiles intermedios, destacando por la presencia de blactx-v del grupo
3, blactx-m del grupo 4 y en algunos casos combinados con gnrS o con gnrB, con

algunas combinaciones entre blactx-w y genes PMQR.

Tabla 10 Perfiles genéticos de resistencia de aislamientos de E. coli recuperados en los tres establecimientos.

BLEE

Genes de resistencia

Establecimientos E Cel Genotipos detectados
aisladas
no tipificadas Bla PMQR mcr
bIaCMY (2)
blacwy /qnrS (2)
blapan-crx-m (1)
blacrx-m grupo 1/ fosA3 (3)
E1 10 BLEE (2) blactx-m grupo 1(3) qanrS (2)
blactx-w grupo 2
blacrx-m grupo 2 (1)
blacrx.m grupo 2/ fosA3 (1)
blacrx-m grupo 3 (1)
blacuy (5)
blacuy /qnrS (2)
blacuy /blacrx.m grupo 1(1)
blacrx-mgrupol/blacrx.m  grupo
4/gnrB (1)
bla, 8
cwy (8) ) blacrx.ym grupo 1/gnrB(1)
blacrxm grupo 1(13) oE (2) blacrx grupo 1/gnrE(L)
E2 47 BLEE (19) blacrcar rUpo 3 (3) q merl (2)
eem qnrs (13) blacrx-m grupo 1/gnrS (3)
blacrx grupo 4 (5) blacrx.m grupo 3 (2)
blacrx-m grupo 4 /gnrB (2)
BLEE/gnrS (7)
BLEE/ gnrE (1)
mcrl (2)
blacmy)(z)
blacwy (3) blacwy/gnrS (1)
qgnrB (1)
blactx-w grupo 3 (9) blactx-w grupo 3/gnrB (1)
E3 23 BLEE (1) anrS (5)

blactx-w grupo 4 (8)

blacrx.v grupo 4/gnrsS (2)

BLEE/gnrS (1)
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Total

80 22 57 27 2

4.7- Ensayos de conjugacién y caracterizacion de plasmidos

Se logré la obtencion de transconjugantes a partir de los aislamientos de E. coli
resistentes a ceftriaxona (CRO) en los tres establecimientos evaluados (E1, E2
y E3). Todos los transconjugantes utilizaron como receptor la cepa J53-2 y
adquirieron genes de resistencia a -lactamicos.

En E1, se obtuvieron cuatro transconjugantes (E1A14.1, E1A14.2, E1Al16 y
E1A27), todos portadores de genes codificantes de BLEE. Tres de ellos
presentaron blacxm-grupo 1, mientras que uno (E1A27) mostrd blacr.w -grupo2.

En E2, se identificaron siete transconjugantes (E2A3, E2A7.1, E2A10, E2A18.1,
E2A20 y E2A29.1), con una mayor diversidad de genes de resistencia. Se
detectaron variantes de CTX-M (CTX-M-grupo 3, CTX-M-grupo 4 y CTX-M-grupo
1), asi como la presencia de CMY, una B-lactamasa de tipo AmpC.

En E3, se aislaron seis transconjugantes (E3A1, E3A2.2, E3A7.2, E3A12, E3A18
y E3A29.2). En este establecimiento, se observé una menor diversidad de genes,
con predominio de CTX-M-grupo 3 en cuatro transconjugantes y CTX-M- grupo
4 en dos de ellos (Tabla 11).

Tabla 11 Tabla de conjugantes

Transconjugante | Donador Receptor Genes de resistencia en Tc
TcEl E1A14.1 CRO E.coli J53-2 blacrx-m Grupo 1
E1A14.2 CRO blacrx.m Grupo 1
E1A16CRO blacrx-m Grupo 1
E1A27CRO blacrx-m Grupo 2
Tc E2 E2A3CRO E.coli  153-2 blacmy
E2A7.1 CRO blacrx-m Grupo 3
E2A10 CRO blacwy
E2A7.1 CRO blacrx-m Grupo 3
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E2A10 CRO blacrxm Grupo 1
E2A18.1 CRO blacrx-m Grupo 4
E2A20 CRO blacrx-m Grupo 4
E2A29.1CRO blacrx-wm Grupo 3
TcE3 E3A1 E.coli 153-2 blacrx-m Grupo 3
E3A2.2 blacrx-m Grupo 3
E3A7.2 blacrx-m Grupo 3
E3A12 blacrx.m Grupo 3
E3A18 blacrx-m Grupo 4
E3A29.2 blacrx-m Grupo 4

Se observd una alta frecuencia de genes de resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion en los aislamientos, con variaciones entre establecimientos.
Se detectaron multiples variantes de CTX-M y CMY, mostrando la diversidad de
mecanismos de resistencia presentes.
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CAPITULO 5- DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran una alta proporcion de cerdos portadores de
E. coli resistentes a antibioticos criticos, con diferencias significativas entre los
establecimientos evaluados. De las 90 muestras de materia fecales analizadas
de cerdos , 56 (62,2 %) presentaron crecimiento de E. coli resistente, mientras
que en 34 (37,8 %) no se detectd desarrollo de bacterias resistentes. En
particular, 54 animales (60 %) mostraron resistencia a ceftriaxona (CRO) y 2 (2,2
%) a CRO y colistina (COL). Si bien la frecuencia de resistencia a colistina fue
baja, la elevada proporcion de aislamientos resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion (C3G) representa una sefial de alerta, dado que estos
antibiéticos son de uso prioritario en medicina humana.

Estos resultados son comparables con los hallazgos del estudio realizado por
Coppola et al. (2020), en el que se analizaron 50 cerdos provenientes de cinco
establecimientos (10 animales por establecimiento). En ese trabajo, el 72 %
(36/50) de los animales presento aislamientos resistentes a CRO y el 14 % (7/50)
a COL, cifras que confirman la alta frecuencia de resistencia en la produccion
porcina en Uruguay.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en otra especie productiva como
las aves, también evaluadas por Coppola et al., se observaron frecuencias de
resistencia considerablemente menores: solo el 17,4 % (23/132) de las aves
presentaron aislamientos resistentes a CRO y el 0,76 % (1/132) a COL. Esta
comparacion evidencia que la produccién porcina presenta una mayor frecuencia
de resistencia a estos antibiéticos criticos en relacion con la produccién avicola,
lo cual podria deberse a diferencias en el manejo, el uso de antimicrobianos y la
intensidad de los sistemas productivos (Mencia-Ares et al., 2021).

A pesar de esta situacién, Uruguay ha avanzado en la implementacion de
medidas normativas orientadas al uso prudente de antimicrobianos en medicina
veterinaria, apoyandose en un marco legal cada vez mas sdlido. Entre las
disposiciones mas relevantes se encuentra el Decreto N.°© 098/2011, que prohibe
el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento en bovinos y ovinos, y la
Resolucién N.° 193/015-DGSG, que regula el registro de medicamentos
veterinarios con antimicrobianos conforme a estandares internacionales. En
relacion con la colistina, se destaca el Decreto N.° 141/019, que prohibe su
importacion, venta, uso y fabricacidon en productos veterinarios para todas las
especies animales, dada su importancia como antibiotico de ultimo recurso en
medicina humana. Esta medida se basa en evidencia cientifica que demuestra
los vinculos entre su uso en animales y la aparicion de resistencias transferibles
gue pueden afectar la salud humana (MGAP, 2019).

Por otro lado, en el estudio se evidencié que la proporcién de animales con
aislamientos resistentes no fue homogénea entre los establecimientos.
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Mostrando una notable variabilidad en las proporciones de resistencia a los
antibidticos entre los tres establecimientos analizados. El E2 intensivo de ciclo
completo, se destaca como el mas afectado, registrando un 96,7% de animales
con aislamientos resistentes. Esto podria estar relacionado con factores
especificos del manejo, uso de antibiéticos o condiciones ambientales que
favorezcan la seleccién y diseminacion de bacterias resistentes (Mencia-Ares et
al., 2021). La elevada proporcion de resistencia observada en E2 resalta la
importancia de realizar una evaluacion exhaustiva de las practicas de manejo en
este establecimiento, incluyendo el historial de uso de antimicrobianos y los
posibles factores de transmision.

En comparacion, el E1 de produccidon extensiva muestra menor proporcion de
animales con aislamientos resistentes (23,3%), lo que sugiere un escenario mas
favorable en términos de control de la resistencia. Este resultado podria estar
vinculado a su sistema de cria a campo, que, a diferencia de sistemas intensivos
como el de E2, suele asociarse con un mayor bienestar animal, alimentacion
natural, sostenibilidad, mejor calidad de carne, menor impacto ambiental, menor
densidad animal, una presion de seleccion bacteriana reducida y en sistemas de
cria mas naturales, es posible reducir la necesidad de antibioticos, ya que los
animales suelen estar menos estresados y mas saludables (Delsart et al., 2023).
Estas condiciones pueden limitar la propagacién de microorganismos resistentes
al reducir tanto el contacto directo entre animales como la acumulacion de
residuos antimicrobianos en el entorno (Delsart et al., 2023).

Es importante destacar que las practicas de manejo en E1, tales como el uso
limitado de tratamientos antimicrobianos y el acceso a un entorno menos
confinado, podrian servir como modelo para estrategias de mitigacion en
sistemas mas intensivos. Investigaciones previas han sugerido que las
estrategias basadas en manejo a campo y el uso racional de antimicrobianos
contribuyen significativamente a reducir la prevalencia de bacterias resistentes
(Jaleta et al., 2024; Lee et al., 2013).

No obstante, seria fundamental realizar estudios adicionales para identificar y
caracterizar las practicas especificas en E1 que podrian estar vinculadas a estos
resultados. Esto facilita el disefio de intervenciones adaptadas para optimizar la
prevencion de la resistencia en sistemas intensivos, donde la colaboracion entre
veterinarios y productores es clave. Ademas, resultaria esencial capacitar al
personal en el uso responsable de antimicrobianos y en la importancia de
prevenir la resistencia. El seguimiento regular del estado de salud de los cerdos
y la vigilancia de patdgenos en la granja permitirian implementar medidas
preventivas oportunas, reduciendo el riesgo de brotes (Delsart et al., 2023).

El caso de E3 intensivo de engorde, con un 60.0% de animales portadores de
microorganismos resistentes, representa una situacion intermedia. Aunque una
proporcion significativa de los animales presenta resistencia, todavia queda un
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40,0% de individuos susceptibles. Esto sugiere que, si bien la resistencia es
evidente, su alcance podria ser menor que en E2, pero mas extendida que en
E1.

El p-valor <0,0001 confirma que las diferencias observadas entre los
establecimientos no son atribuibles al azar, lo que destaca la influencia de
factores especificos en cada lugar. Estos hallazgos subrayan la necesidad de
iImplementar estrategias personalizadas de control, monitoreo y uso racional de
antibiéticos, adaptadas a las condiciones particulares de cada establecimiento.
Asimismo, resulta relevante investigar si existen patrones en los tipos de
antibioticos empleados o en las practicas de bioseguridad (Jaleta et al., 2024;
Ma et al., 2021).

Los resultados del analisis estadistico revelan patrones distintivos en la
resistencia de E. coli a CRO entre los cerdos de los tres establecimientos. E2
presentd el mayor numero de cerdos con aislamientos resistentes (29),
superando significativamente a E1 (7) y a E3 (18). Por el contrario, en la
categoria COL, los aislamientos resistentes fueron escasos, con solo dos cerdos
afectados en E2 y ninguno en los otros establecimientos. Probablemente esto
refleja las diferencias de usos de estos antibidticos, recordando que como ya se
menciono en nuestro pais el uso de colistina esta prohibido en salud veterinaria.
De hecho, dado que los aislamientos resistentes a colistina (y portadores de mcr-
1) también fueron resistentes a ciprofloxacina, gentamicina y amikacina, podria
incluso tratarse de un fendmeno de co-seleccion, mas que de la presién que
pudo haber realizado el uso de colistina.

El andlisis de Chi-cuadrado confirma estas observaciones, p-valor de 0.013, lo
que respalda la existencia de una asociacién significativa entre el
establecimiento y la resistencia a CRO. Las comparaciones especificas entre los
establecimientos revelaron que EZ2 tiene una proporcion considerablemente
mayor de cerdos con aislamientos resistentes a CRO en comparacion con E1 (p
< 0.0001) vy E3 (p = 0.033), mientras que E1 y E3 también difieren
significativamente (p = 0.001). Estas diferencias podrian reflejar factores como
la presion selectiva derivada del uso de antibiéticos, la densidad animal y las
condiciones de manejo, que varian entre los sistemas de producciéon (Mencia-
Ares et al., 2021).

5.1 Aislamientos

Se analizaron un total de 80 aislamientos de Escherichia coli, de los cuales 78
crecieron en medio con ceftriaxona (CRO) y 2 en medio con colistina (COL). Las
pruebas de susceptibilidad mostraron elevados niveles de resistencia frente a
antimicrobianos criticos para la salud humana. Entre los aislamientos resistentes
a ceftriaxona, se observaron altas prevalencias de co-resistencia a otros
antibioticos: amoxicilina-clavulanico (75%, 57/78), ciprofloxacina (83%, 65/78),
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trimetoprim-sulfametoxazol (41%, 32/78), amikacina (77%, 60/78) y gentamicina
(70,5%, 55/78). En el trabajo de Coppola. (2024), realiz6 en un estudio
multicategoria que incluyo terneros, aves y cerdos, donde las proporciones de
animales portadores con resistencia a CRO fueron 1,37% en terneros, 15,7% en
aves y 45,45% en cerdos como se menciond anteriormente, con diferencias
estadisticamente significativas entre especies (p < 0.001). Estos datos respaldan
la hip6tesis de que los cerdos actian como reservorios importantes de bacterias
resistentes, probablemente vinculados al manejo y uso de antimicrobianos.

Aunque la resistencia a colistina (2,5 %) y fosfomicina (FOT) (8,75 %) fue menos
frecuente, su deteccion adquiere particular relevancia, ya que ambos
antimicrobianos son considerados de dUltima linea en el tratamiento de
infecciones humanas graves (Mondal et al., 2024). En el caso de FOT, se
observd que la proporcion de aislamientos resistentes en E1 fue
significativamente mayor que en E2 y E3, lo que evidencia una distribucion
desigual de la resistencia entre los establecimientos y resalta la importancia de
monitorear su presencia incluso cuando la frecuencia global es baja.

La resistencia transferible a colistina (mediada por mcr-1) y a fosfomicina
mediada por fosA3 ya ha sido descrita en animales de produccién, en mascotas
y en humanos en nuestro pais (Coppola et al., 2020; 2022; Papa-Ezdra et al.,
2022). De todos modos, son necesarios mayores estudios para determinar si por
ejemplo fosA3 se encuentra codificada en el mismo plasmido que la CTX-M del
grupo 1 como ya fue descrito. Adicionalmente el hecho de que estas resistencias
ya sean un problema en salud humana, obliga a plantear la necesidad de
estudiar la presencia de estos microorganismos en alimentos listos para el
consumo, derivados de estas cadenas productivas.

El andlisis comparativo entre los tres establecimientos evaluados (E1, E2 y E3)
revel6 diferencias significativas en los perfiles de resistencia. E2 se destaco por
presentar consistentemente las mayores proporciones de aislamientos
resistentes a CRO, CIP, AK, CN y AMC, en comparacion con E1 y E3. Estas
diferencias podrian estar asociadas a factores como la intensidad y frecuencia
en el uso de antimicrobianos, las practicas de manejo, el sistema productivo y el
nivel de bioseguridad, los cuales merecen ser explorados en estudios
complementarios.

En cuanto a la resistencia a ciprofloxacina, se observdé una distribucion
particularmente alta y homogénea en E2 (100 %) y E3 (78,3 %), mientras que en
E1 solo se detecté en el 20 % de los aislamientos. Esto es coherente con lo
reportado por Coppola. quienes documentaron resistencia a CIP en el 93,3 % de
los aislamientos de cerdos y en el 54,5 % de los de aves, evidenciando un patron
preocupante de diseminacion de resistencia a fluoroquinolonas, lo que subraya
la necesidad de una vigilancia sostenida.
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En contraste, antibidticos como colistina, cefoxitina y sulfametoxazol-
trimetoprima no presentaron diferencias significativas entre establecimientos, lo
que podria indicar una distribucion mas uniforme de la resistencia 0 un menor
uso diferencial de estos compuestos.

Finalmente, la baja prevalencia de resistencia a colistina observada tanto en este
estudio como en Coppola. indica que, a pesar de la circulaciébn de genes
resistentes a otros antimicrobianos, la colistina ain conserva eficacia en la
mayoria de los aislamientos porcinos analizados. No obstante, la deteccion de
aislamientos resistentes subraya la necesidad de mantener una vigilancia
continua.

Los resultados del estudio de susceptibilidad de este trabajo, en concordancia
con los de Coppola (2024), refuerzan el rol del sector porcino como un foco clave
de resistencia antimicrobiana en Uruguay.

5.2 Perfiles de resistencia y multirresistencia

En cuanto a los perfiles de resistencia, se identificaron un total de 35
combinaciones distintas, de las cuales 32 (90 %) correspondieron a perfiles
multirresistentes (MDR), definidos por la resistencia simultanea a tres o mas
familias de antimicrobianos. Esta elevada diversidad fenotipica refleja una amplia
circulacién de mecanismos de resistencia en la poblacién bacteriana estudiada.

El establecimiento E2 presentd una alta cantidad de aislamientos y una notable
diversidad de perfiles (n=16), con combinaciones que incluian resistencia a
betalactamicos, aminoglucdsidos, fluoroquinolonas y sulfonamidas.

En el establecimiento E1, a pesar de contar con un numero reducido de
aislamientos, se observO una notable diversidad de perfiles (n=8) y un
predominio de combinaciones con resistencia a seis 0 mas antimicrobianos. E3,
por su parte, presentd 19 perfiles diferentes para 23 aislamientos, evidenciando
una alta fragmentacion fenotipica. En este establecimiento, si bien la frecuencia
de resistencia fue menor que en E2, la variabilidad de combinaciones
terapéuticas comprometidas contindia siendo motivo de preocupacion.

Los resultados obtenidos en el analisis de aislamientos de E. coli resistentes
reflejan una clara variabilidad en los perfiles de resistencia a antibioticos entre
los tres establecimientos evaluados, lo que destaca la necesidad de analizar las
practicas de manejo y el uso de antimicrobianos en cada uno de ellos. En
particular, la mayor resistencia observada en E2 como ya se menciono
anteriormente resalta un posible manejo inadecuado o una presion selectiva
excesiva en ese establecimiento, lo que podria estar impulsando la seleccién de
cepas resistentes. En este escenario dado la importante presencia de perfiles de
multi resistencia, practicamente cualquier antimicrobiano utilizado, actuara como
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presion de co-seleccion para facilitar la supervivencia de estos clones
multirresistentes.

En contraste, E1 mostrd una resistencia uniforme a CRO, lo que podria reflejar
una presion selectiva constante sobre este antibidtico, aunque carece de la
diversidad de resistencia observada en E2.

Muy pocos estudios han investigado la resistencia a mdultiples farmacos en
cerdos comparativamente entre granjas intensivas y extensivas. Miranda et al.,
en el 2008, comparo cepas de E. coli derivadas de carne de cerdo y encontrd
que la incidencia de cepas de E. coli MDR fue significativamente (p < 0,0001)
mayor en la carne de cerdo criado de forma intensiva (convencional) que a
campo (organica). Esto podria deberse al uso de una gran variedad de
antibioticos diferentes. Otra razon puede ser que no solo se llevaron a cabo
tratamientos individuales de los animales, sino que también se administraron
antibioticos a grupos completos (Mencia-Ares et al., 2021).

5.3- Genes de resistencia y perfiles genéticos por establecimiento

Los perfiles genéticos observados en los aislamientos de Escherichia coli revelan
una marcada heterogeneidad en la distribucién y combinacién de genes de
resistencia entre los tres establecimientos estudiados. En total, se identificaron
53 genes B-lactamasa (bla), 29 genes PMQR (plasmid-mediated quinolone
resistance) y 2 genes mcr, lo que da cuenta de una circulacién activa de
determinantes genéticos moviles asociados a resistencia a antimicrobianos
criticos.

En comparacién con lo reportado por Coppola et al. (2020) -quienes analizaron
99 aislamientos de E. coli porcinos y detectaron 40 portadores de genes bla,
principalmente blactx-ms y Dblacmy-2-, nuestros resultados muestran una
diversidad similar, aunque con predominancia de blacrx-w de los grupos 1, 3y 4.
En aquel estudio, blactx-m-s fue el gen mas frecuente y se encontré en todos los
establecimientos analizados. Asimismo, se identificaron qnrB19 en 16
aislamientos, gnrS1 en 22, y mcr-1 en siete aislamientos. Ademas,
combinaciones complejas como Dblactx-m-15/qnrB19/gnrS1 y mcr-1/blacmy-2
evidencian la circulacibn de plasmidos multirresistentes en sistemas de
produccion intensivos en dicho estudio.

Nuestros hallazgos confirman que blactxm es el gen de resistencia mas
frecuente, lo que concuerda con el patron observado tanto por Coppola et al.
(2020) como por estudios internacionales que destacan la expansion global de
BLEE mediada por estos genes en E. coli, particularmente frente a
cefalosporinas de tercera generacion (Canton et al., 2012). Esta diseminacion se
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ha registrado en entornos clinicos humanos, agricolas y ganaderos, reforzando
su importancia en el marco del enfoque Una Salud (Cantén et al., 2012).

Particularmente en el establecimiento E2, se observé una mayor diversidad de
subtipos de blactx-m, junto con blacmy, lo cual sugiere una elevada presion
selectiva derivada del uso frecuente de antimicrobianos, algo también
evidenciado en los establecimientos més afectados en el trabajo de Coppola et
al. (2020). Esta situacion coincide con lo reportado por Mandujano-Hernandez et
al. (2024), quienes sefialaron una correlacién directa entre el uso intensivo de
antibioticos y la diversidad de genes de resistencia en sistemas intensivos
(Mandujano-Hernandez et al., 2024).

En linea con esta tendencia, Suchanta et al. (2024) documentaron una
prevalencia de BLEE del 98,6 % en granjas tailandesas con uso de antibiéticos
y del 96,6 % en aquellas que no los usaban, sugiriendo que, ademas del uso, la
diseminacion clonal y factores ambientales también desempefian un papel
crucial. Este fendmeno podria explicar la persistencia de BLEE en los
establecimientos evaluados tanto en nuestro estudio como en el de Coppola et
al. (2020), donde incluso en sistemas con uso antimicrobiano moderado se
detectaron multiples genes de resistencia.

Los resultados de nuestro estudio podrian sefialar un incremento en la
proporcion de BLEE respecto al estudio de Coppola et al. (2020), especialmente
en sistemas intensivos como el establecimiento E3. Bush et al. (2020) ya
advertian que los patdégenos productores de BLEE persistiran y continuaran su
expansion global, lo que exige un enfoque coordinado de vigilancia y control.

Diversos estudios internacionales corroboran este escenario. En EE. UU.
(Zwonitzer et al., 2016) y Nueva Zelanda (Nulsen et al., 2008), se observaron
altos niveles de BLEE en granjas porcinas, sin diferencias significativas entre
sistemas convencionales y organicos. De forma similar, Dahms et al. (2015)
detectaron BLEE en todas las granjas organicas estudiadas en Alemania,
mientras que Friese et al. (2013) reportaron su presencia en el 43,8 % de las
explotaciones. Hering et al. (2014) observaron resistencia a cefoxitin en el 83 %
de las muestras fecales porcinas, lo que sugiere la posible presencia de AmpC
plasmidicas, también identificadas por Coppola et al. (2020).

La deteccion de genes PMQR, especialmente gnrS, en los tres establecimientos
indica una circulacion generalizada de resistencia plasmidica a fluoroquinolonas,
fendbmeno también documentado por Coppola et al. (2020), quienes identificaron
gnrB19 y gnrS1 en proporciones significativas. Rodriguez-Martinez et al. (2016)
destacan que estos genes suelen encontrarse en plasmidos conjugativos junto
con BLEE, facilitando la co-resistencia. En nuestro estudio, la alta prevalencia de
gnrS en E2 y E3 podria estar relacionada con el uso combinado de
cefalosporinas y fluoroquinolonas, favoreciendo la seleccion cruzada.
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Pires et al. (2022) también describieron combinaciones frecuentes como blacTx-
M55 + gqnNrS1 y blactx-m-14 + qnrS1, e incluso la co-presencia con genes mcr, lo
cual refuerza la hipotesis de una co-ubicacion plasmidica que potencia la
transferencia horizontal. Algunas de estas combinaciones complejas también
fueron observadas en el estudio de Coppola et al. (2020), confirmando su
relevancia.

La deteccion del gen mcr-1 en E2 es particularmente preocupante. Este gen, que
confiere resistencia a colistina mediante un mecanismo plasmidico transferible,
fue reportado por primera vez en China (Liu et al., 2016) y desde entonces se ha
expandido globalmente. En Uruguay, Coppola et al. (2020) ya habian reportado
Su presencia en siete aislamientos de E. coli porcinos, lo cual se ve ahora
confirmado y ampliado en nuestro estudio. Dada la importancia critica de la
colistina en medicina humana, el hallazgo de mcr-1 en sistemas productivos
nacionales subraya la necesidad de vigilancia activa, en linea con lo dispuesto
por el Decreto N° 141/019.

5.4- Asociacién de genes, genotipos combinados y transferencia
plasmidica

La identificacion de combinaciones como blactx-m-1/qnrS y blactx-m-4/qnrB en E2
y E3 revela la complejidad de los mecanismos de resistencia y la probable co-
localizacion en plasmidos conjugativos. Estas asociaciones son consistentes con
lo reportado por Coppola et al. (2020) y por Liu et al. (2018), quienes advierten
que los plasmidos que portan multiples genes de resistencia confieren mayor
adaptabilidad a las bacterias y dificultan los esfuerzos de control en entornos con
uso intensivo de antimicrobianos.

Los ensayos de conjugacion demostraron la transferencia efectiva de genes de
resistencia a B-lactamicos, principalmente blactx-m y blacmy, hacia una cepa
receptora, lo que confirma la presencia de plasmidos conjugativos en
aislamientos de E. coli resistentes a ceftriaxona. Esta capacidad de transferencia
fue comun a los tres establecimientos, aunque con perfiles genéticos distintos.

E2 presentd la mayor diversidad de genes, incluyendo CTX-M de varios grupos
y CMY, mientras que E1 y E3 mostraron perfiles mas acotados. La presencia de
multiples variantes de BLEE y AmpC en un mismo sistema productivo refuerza
la hipétesis de circulacion activa de elementos maviles, probablemente
favorecida por el uso de antimicrobianos y otras condiciones de manejo.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos realizados en Uruguay y la
region, que han reportado la presencia de blactx-my blacmy en plasmidos de E.
coli de origen animal (Coppola et al., 2020; Lui et al., 2022), y resaltan el rol de
los sistemas productivos en la diseminacion de resistencia bajo el enfoque de
Una Salud (Coppola et al., 2020; Lui et al., 2022).
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5.5- Implicancias del manejo y el ambiente

La mayor diversidad genética observada en E2 podria estar influenciada por
practicas como la administracion profilactica o terapéutica de antibiéticos. Segun
McEwen & Collignon, (2018), los sistemas con manejo intensivo y alta densidad
de animales presentan un riesgo elevado de seleccién y transferencia de genes
de resistencia, lo que podria explicar la elevada diversidad observada en este
establecimiento (McEwen & Collignon, 2018).

El andlisis de los resultados obtenidos en los dos grupos de sistemas de cria de
los animales estudiados nos muestra una situacion donde los cerdos criados en
sistemas intensivos presentan un mayor nivel de resistencia que en los de cria a
campo. La diferencia entre ambos grupos puede atribuirse a diversas causas,
entre las cuales se puede considerar el tipo de manejo a la que pertenecen estos
grupos (intensiva-confinamiento y extensiva en el caso del cerdo criado a campo)
y la carga animal del sistema intensivo; ambos factores pueden favorecer la
diseminacién de enfermedades bacterianas, virales y otras ademas de la RAM

La presentacion de enfermedades y la edad promedio de vida son otros puntos
que permiten discutir por qué la diferencia de los niveles de resistencia de las
bacterias aisladas de ambos grupos. Los cerdos criados en confinamiento total
presentan una mayor incidencia de enfermedades por causas microbiologicas
como, por ejemplo, las enfermedades del complejo respiratorio porcino, y su
estadia en el criadero es mayor, ya que estan hasta lograr el peso de faena 110
kg., por lo que aumenta la posibilidad de exponerse a terapias antimicrobianas
aumentando con ello la presion de seleccién hacia las bacterias.

Al analizar los porcentajes de resistencia para cada antimicrobiano, en particular,
del total de las cepas obtenidas a partir cerdos en cria intensiva se destaca la
elevada resistencia frente a ceftriaxona y ciprofoxacina, situacién que no se
contrapone con estudios realizados a nivel internacional, reportado altos valores
de resistencia para este farmaco (referencia). Asi también, a nivel nacional, se
han reportado altos niveles de resistencia (superiores al 70%) en cepas de E.
coli aisladas de materia fecal de aves, cerdos y ganado (Coppola et al., 2020).

La baja sensibilidad se puede atribuir a la presién de seleccion resultante del
intensivo uso de estos farmacos en estos sistemas productivos, aun cuando en
nuestro pais no existen datos oficiales sobre qué cantidad se ha utilizado de esta
droga (San Martin et al., 2002).
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CAPITULO 5- CONCLUSIONES

En los sistemas de produccion porcina analizados en este trabajo, la resistencia
a los antibioticos se encontré ampliamente distribuida en los cerdos criados bajo
manejo intensivo. Las bacterias E. coli productoras de BLEE se detectaron tanto
en granjas intensivas como extensivas. La carga de E. coli BLEE-positivas vari6
entre establecimientos. En el criadero extensivo se registraron cargas mas bajas
de E. coli BLEE-positivas, mientras que las granjas intensivas presentaron una
mayor proporcion de aislamientos multirresistentes y resistentes a ceftriaxona.

Los resultados alcanzados en este estudio evidencian un escenario preocupante
que sugiere un posible uso empirico e indiscriminado de antimicrobianos en los
sistemas de produccién animal. La alta proporcion de aislamientos resistentes
en algunos establecimientos, como el intensivo de cria completa (E2), representa
un llamado urgente a la implementacion de medidas de control. La falta de
regulacion estricta de los antimicrobianos, facilita la aparicion y propagacion de
resistencia bacteriana, agravando el problema y representando una amenaza
tanto para la salud animal como humana bajo el enfoque de "Una Salud".

Para abordar esta problematica, es esencial adoptar estrategias que combinen
esfuerzos locales, nacionales e internacionales. Los profesionales de la salud y
los médicos veterinarios desempefian un papel clave al promover programas de
administracion responsable de antimicrobianos, reducir la prescripcion
inadecuada, implementar medidas de control de infecciones y reforzar la
inmunizacion contra agentes bacterianos y virales. En este sentido, los planes
nacionales, como el President’s National Strategy for Combating Antibiotic
Resistant Bacteria en los Estados Unidos, sirven como modelos para desarrollar
enfoques integrales que involucren a diversos sectores, desde la salud hasta la
agricultura.

En el ambito internacional, iniciativas lideradas por la OMS buscan coordinar
acciones globales para mitigar la resistencia a los antimicrobianos. Sin embargo,
el éxito de estas estrategias depende de una aplicacion comprometida y
concertada. Sin una respuesta efectiva, la posibilidad de una "era post-
antibidtica", con infecciones comunes incontrolables, se convierte en una
realidad preocupante. Este panorama exige un cambio inmediato en las politicas
de uso de antimicrobianos, mejoras en la vigilancia y una gestion responsable
para garantizar un futuro sostenible en el control de enfermedades infecciosas.

La elaboracion de programas de optimizacion de antimicrobianos (PROA) para
uso veterinario similar a lo que ocurre con la salud humana, la elaboracion de
programas integrales de vigilancia de la RAM y las mejoras en las condiciones
de manejo y cria de animales implementados de forma conjunta podrian ser
importantes para mitigar el problema de la RAM.
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CAPITULO 6 PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos:

Se evidencio la importancia de aplicar el enfoque de Una Salud en la
produccion porcina de nuestro pais.

Realizar investigaciones que permitan identificar los principales factores
de riesgo, como las practicas de manejo, el nivel de bioseguridad y los
patrones de uso de antimicrobianos en las granjas. Estos diagnosticos
son la base para disefiar e implementar estrategias de control y
prevencion adaptadas a las caracteristicas de cada sistema productivo.

Asimismo, resulta fundamental establecer programas de vigilancia
continua que monitoreen la evolucion de la resistencia en las poblaciones
porcinas, mediante muestreos peridédicos de animales y productos
derivados, tales como bacteriéfagos, probidticos y Fito bidticos y que
incluya el registro sistemético del uso de antimicrobianos en todas las
etapas del ciclo productivo. Este seguimiento no solo permite evaluar la
eficacia de las medidas adoptadas, sino también ajustar las estrategias
de manera oportuna para proteger la salud animal, humana y ambiental.

Para reforzar estos esfuerzos, es necesario implementar programas de
educacién y capacitacion dirigidos a productores y veterinarios sobre el
uso responsable de antimicrobianos, junto con campafas de
sensibilizacién para la comunidad sobre el impacto de la resistencia.
Estas iniciativas deben acompafarse de mejoras en las condiciones de
cria -como la optimizacion del manejo, la bioseguridad y el bienestar
animal- que reduzcan la necesidad de tratamientos antimicrobianos.
Paralelamente, se debe estudiar la diseminacion ambiental de los
marcadores de resistencia y de patdégenos especificos, con el fin de
comprender su dinamica y prevenir su dispersion dentro y fuera del
entorno productivo.

Es necesario implementar medidas de difusion de esta problematica entre

las comunidades de productores y analizar estrategias productivas que,
manteniendo la rentabilidad, se pueda reducir el uso de antimicrobianos.
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CAPITULO 8 ANEXO

Tabla 12 Nombre del gen, secuencia de los primers, tamarfio del producto de PCR, temperaturas de annealing para
cada gen buscado.
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a) Colistina

Genes buscados de resistencia transferible a colistina

Gen Nombre primer Secuencia Tamafio del T° annealing Referencia
producto
mcr-1 mcrl-qf AAAGACGCGGTACAAGCAAC 213 pb 60 °C Lietal., 2017
Multiplex

mcrl-qr GCTGAACATACACGGCACAG

mcr-2 mcr2-qf CGACCAAGCCGAGTCTAAGG 92 pb
mcr2-qr CAACTGCGACCAACACACTT

mcr-3 mcr-3 qf ACCTCCAGCGTGAGATTGTTCCA 169 pb
mcr-3 qr GCGGTTTCACCAACGACCAGAA

Ciclo de 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 cicl
segundos y 72°C durante 30 segundos, seguido de un aumento de 72 a 95°C para la etapa de curva de fusion.

os de 95°C durante 30 segundos,

60°C durante 30

mcr-4 mcr-4 F ATTGGGATAGTCGCCTTTTT 487 pb 52¢C Carattoli et
al.,, 2017
mcr-4 R TTACAGCCAGAATCATTATCA
mcr-5 mcer-5 F TATCTCGACAAGGCCATGCTG 613 pb 60 2C Borowiak et
al., 2017
mcr-5 R GAATCTGGCGTTCGTCGTAGT
mcr-6 mcr-6-For AAGTATCTTGGTGGCGTGGG 844pb 58 2eC Primer
BLAST
mcr-6-Rev ATTACCTTCGCACACAGGGG
mcr-7 mcer7.1_fw AGGGGATAAACCGACCCTGA 335pb 55¢C Yangetal.,,
2018
mcr7.1_rev TGATCTCGATGTTGGGCACC
mcr-8 mcr8 F ACAGACAATAAGCGGGGAGC 712pb 56 2C Primer
BLAST
mcr8 R CAATAAGCGCATCACCCTGC
mcr-9 mcr9F TTTGATTGCAGGTGTTGCCG 900 pb 57 eC Primer
BLAST
mcr9R AGATATAGCCCGCTTTCGCC

Programa: 1) 942C - 5:00 min.

2) 949C - 0:40 min / T de alineacién - 0:40 min / 722C - 0:40 min, 35 ciclos. 3) 722C - 10:00 min

b) oximinocefalosporinas

Genes buscados de cefalosporinasas (AmpC)

Gen Nombre primer Secuencia Tamafio del T° annealing Referencia
producto
blacit (cvy) CITF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 461 pb 64°C
Multiplex .

Garcia

CITR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC Fulgueiras et
al., 2019

DHAF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 404 pb

77



blapua DHAR CCGTACGCATACTGGCTTTGC

blamox MOXF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 519 pb
MOXR CACATTGACATAGGTGTGGTGC

blancc ACCF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 345 pb
ACCR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC

blagsc EBCF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 309 pb
EBCR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT

blarox FOXF AACATGGGGTATCAGGGAGAT 189 pb
FOXR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

Cordeiro et
al.,, 2016

Perez-Perez
& Hanson,
2002

Programa: 1) 942C - 3:30 min. 2) 942C - 0:30 min / T de alineacion - 0:30 min / 722C - 1:00 min, 25 ciclos. 3)
72°C - 7:00 min

Genes buscados de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Gen Nombre primer Secuencia Tamafio del T° annealing Referencia
producto
blasuy SHV A ATGATGAGCACCTTTAAAGTA 620 pb 52eC Garcia
Fulgueiras et
SHV B ATTTCGCTCGGCCATGCTCGC al, 2019
blarer-2 PER2F TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG 878 pb 482C VignoliR et
al., 2005
PER2 R CAGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG
blawem 0oT3 ATGAGTATTCAAACTTTCCG 900 pb 52¢C VignoliR et
al., 2006
0oT4 CCACTGCTTAATCAGTGAGG
blapan-crx- PANCTXMF TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 543 pb 592C Moya et al.,
™ 2012
PAN CTXMR CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
blacrx-w CTX-M-1F CCCATGGTTAAAAAATCACTG 830 pb (F- 542C Garcia-
arl AS) Fulgueiras et
CTX-M-1R GCTAGCCGGGCCGCCAACGTGA al.,, 2017
450 pb (F-R)
CTX-M- ASR CGTAGCCGGGCCGCCAACGTGA
blacrx-m CTX-Mgr2 F TTAATGATGACTCAGAGCATT 875 pb 512C
&2 Garcia Fulguei
CTX-Mgr2 R GATACCTCGCTCCATTTATTGC etal, 2019
blacrx-w CTX-M gr3 F ACCTGATTAACTACAATCCCAT 514 pb 552C
gr3
CTX-Mgr3 R ACTTTCTGCCTTCTGCTCTGGC
blacrx-m CTX-M gr4 F GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG 473 pb 57°C
gra
CTX-Mgr4 R GTAAGCTGACGCAACGTCTG
blacrx-m-s CTX-M-8 F TGAATACTTCAGCCACACG 922 pb 502C
(gr3)
CTX-M-8 R TAGAATTAATAACCGTCGGT
blacrx-s-m CTX-9-M F ATGGTGACAAAGAGARTGCAA 841 pb 60°C
(grd)
CTX-9-M R TTACAGCCCTTCGGCGATGAT
CTX-M-25F AGAAAAAGCGTAAGGCGGGC 862 pb 562C
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blacrx-m CTX-M-25R CCGTCGGTGACAATTCTGGC Yossapol et
gr25 al, 2017

Grupos de CTX-M: - Grupo 1: 1, 3,10, 12, 15. - Grupo 2: 2,4, 5, 6,7, 20. - Grupo 3: 8. - Grupo 4: 9,13, 14, 16,17,
19, 21, 27. - Grupo 25: 25, 26

Programa: 1) 942C - 5:00 min. 2) 942C - 1:00 min / T de alineacién - 1:00 min / 722C - 1:00 min, 30 ciclos. 3) 722C
- 5:00 min

c) Quinolonas

Genes buscados de resistencia transferible a fluoroquinolonas

Gen Nombre primer Secuencia Tamafio del T° annealing Referencia
producto
qnrA qnrA f ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 pb 532C Chen etal,,
2012
qnrAr GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
Garcia
qnrB qnrB f GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469 pb 52¢C Fulgueiras.,
etal 2017
qnrBr ACGACGCCTGGTAGTTGTCC
qnrC qnrC f GGGTTGTACATTTATTGAATC 307 pb 50 eC
qnrCr CACCTACCCATTTATTTTCA
qnrD qnrD f CGAGATCAATTTACGGGGAATA 580 pb 51¢eC
gqnrDr AACAAGCTGAAGCGCCTG
qnrS qnrsS f ACGACATTCGTCAACCTGCAA 417 pb 53¢2C
qnrSr TAAATTGGCACCCTGTAGGC
qnrE qnrE1-F GGCATTGATTTTTGAAGGCGA 516 pb 55¢2C
qnrE1-R GTGGGTAAAATTGGCCGCTC
qnrvC qnrVC f ATGGAAAAATCAAAGCAATT 656 pb 46°C
qnrVCr TTAGTCAGGAACAATGATTA

Programa: 1) 942C - 5:00 min. 2) 942C - 1:00 min / T de alineacién - 1:00 min / 722C - 1:00 min, 30 ciclos. 3) 72°C
- 7:00 min

d) Fosfomicina

Genes buscados de resistencia transferible fosfomicina

Gen Nombre Secuencia Tamafo T® Referencia
primer del annealing
producto
fosA3 fosA3 F TGA ATC ATC TGA CGC TGG 404pb Garcia-
Fulgueiras
etal.,
fosA3 R TCA ATC AAA AAA GAC CATC 45 2019

Programa: 1) 982C - 3:00 min. 2) 982C-10s / T de alineacién - 30 s / 722C - 1:00 min, 30 ciclos. 3) 722C - 5:00
min
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