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Resumen: Los objetivos del presente trabajo fueron: i) monitorear la resistencia de E. coli frente
a diversos antimicrobianos frecuentemente utilizados con fines terapéuticos y profildcticos en
explotaciones porcinas; ii) aislar y caracterizar fenotipica y genotipicamente E. coli toxigénicos
provenientes de cerdos con diarrea pre y posdestete; iii) determinar la presencia de integro-
nes clase 1 y 2 como posible mecanismo de diseminacioén de resistencia. Se procesaron 216
hisopados rectales de cerdos clinicamente sanos y con diarrea, de 15 granjas de produccién
porcina. El 46,6 % de los aislamientos presento resistencia a multiples antimicrobianos. El
93 % fueron resistentes a tetraciclina, el 59 % a ciprofloxacina, el 52 % a florfenicol, 8 % a
amoxicilina/ dc. clavuldnico y 0,6 % a gentamicina. No se observé resistencia a colistina. De
56 E. coli, 34 portaron al menos uno de los genes intl o int2. Se aislé E. coli toxigénico a
partir del 53 % de los cerdos con diarrea. El uso inadecuado de antimicrobianos con fines
profildcticos o terapéuticos en medicina veterinaria, implica un riesgo para la salud publica.
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MULTIDRUG RESISTANCE Escherichia coli IN
PIG'S FARM FROM ARGENTINA

Abastract: The objectives of this study were: i) to control the resistance of E. coli against vari-
ous commonly used antimicrobials for therapeutic and prophylactic in pig farms ii) to isolate
and characterize phenotypic and genotypic E. coli toxigenic diarrhea from pigs pre and post
weaning, iii) to determinate the presence of class 1 and 2 integrons as possible resistance
mechanism of spread of E. coli from porcine. Rectal swabs were processed from 216 clinically
healthy and diarrheic pigs, from 15 pig farms. 46.6% of the isolates were resistant to multiple
antimicrobials, 93% were resistant to tetracycline, 59% to ciprofloxacin, 52% to florfenicol, 8%
to amoxicillin/ clavulanic acid and 0.6% to gentamicin. No resistance to colistina was observed.
Out of 56 E. coli, 34 carried at least one gene int2 or intl. Toxigenic E. coli was isolated from
53% of pigs with diarrhea. The inappropriate use of antimicrobial to prophylactic or therapeutic
purposes in veterinary medicine, involves a risk to public health.
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INTRODUCCION

El incremento en la utilizacién de antimi-
crobianos llev6 a la emergencia de cepas bacteria-
nas resistentes, transformandose en un problema
de indole mundial. Dada la importancia de este, y
considerando que se utilizan las mismas drogas
en medicina veterinaria y en medicina humana,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1)
considera que la resistencia a los antimicrobia-
nos es un serio y complejo problema mundial
que requiere la creacion de un sistema global de
monitoreo. Estados Unidos, Canada, Australia,
Noruega y algunos paises de la Union Europea,
implementaron estos programas de monitoreo
permanente, los cuales estan principalmente
orientados al estudio de patégenos humanos, mi-
croorganismos zoonoéticos y bacterias indicadoras
de la flora intestinal normal de los animales como
Escherichia coli (OIE).

En los establecimientos de produccion
porcina, la utilizacién de antimicrobianos con
fines profilacticos es una practica habitual, y
en general, son los mismos que se utilizan con
fines terapéuticos. Las empresas de nutricion,
incluyen como aditivo a los alimentos que se
utilizan en las diferentes etapas productivas,
drogas como amoxicilina, colistina, ciprofloxa-
cina, norfloxacina, neomicina, oxitetraciclina,
tiamulina y tilosina. Segtiin el manejo sanitario de
cada granja, se suministran también cefalexina,
ceftiofur, florfenicol, gentamicina, doxiciclina y
sulfatrimetoprima.

Entre las diversas clases de antimicrobia-
nos utilizados, los B-lactamicos representan una
de las mas significativas, debido a sus beneficios
terapéuticos para el tratamiento de infecciones
bacterianas. Actualmente, una variedad de
B-lactamicos tiene licencia para su uso en medi-
cina veterinaria y asi proporcionan oportunidades
para la presion de seleccion en el desarrollo de
resistencia, incluyendo a los B-lactamicos de
espectro extendido (2).

Los integrones son elementos que contie-
nen los determinantes genéticos de los compo-
nentes de un sistema de recombinacién especifica
de sitio, que reconoce y captura los genes moviles
de resistencia a los antimicrobianos. Incluyen
un gen para una integrasa (int), un sitio de re-
combinacién adyacente (att]), y un promotor/s
fuerte que asegura la expresion de los casetes
integrados (3).

La diarrea posdestete (DPD) es una entidad
de distribucién mundial en granjas de cerdos en
confinamiento. Sumado a factores ambientales,
sociales y nutricionales (4), el agente desencade-
nante es E. coli enterotoxigénico (ETEC), aunque
también puede estar involucrado E. coli productor
de toxina Shiga (STEC) (5).

Para el desarrollo del presente trabajo se
plantearon tres objetivos i) monitorear la resis-

tencia de E. colifrente a diversos antimicrobianos
frecuentemente utilizados con fines terapéuticos
y profilacticos en explotaciones porcinas; ii) aislar
y caracterizar fenotipica y genotipicamente E. coli
toxigénicos provenientes de cerdos con diarrea
pre y posdestete; iii) determinar la presencia de
integrones clase 1 y 2 como posible mecanismo
de diseminacion de resistencia entre E. coli de
origen porcino.

MATERIALES Y METODOS

En el afo 2010, se monitorearon 15 granjas
ubicadas en Buenos Aires, Santa Fé, Cérdoba y
Entre Rios, se enumeraron del 1 al 15. Se mues-
trearon 15 animales por granja, divididos en tres
estratos en funcion a la semana de destetados:
1° semana (21-28 dias), 2° semana (29-35 dias)
y 3° semana (36-42 dias), con o sin diarrea,
mediante hisopados rectales (cinco por de cada
estrato) (DELTALAB, Buenos Aires, Argentina).
Se procesaron en total 216 muestras, de las
cuales 32 correspondieron a cerdos con diarrea
provenientes de 11 granjas diferentes.

Luego del muestreo, el trabajo de organizoé
en etapas: a) aislamiento de E. coli a partir de
muestras provenientes de cerdos sin manifesta-
cion clinica de diarrea; b) aislamiento y tipifica-
cion fenotipica y genotipica de E. coli toxigénicos
a partir de cerdos con diarrea; c) determinacion
de resistencia frente seis antimicrobianos de los
aislamientos obtenidos en las etapas ay b; d) de-
terminaciéon del comportamiento frente a diversos
B-lactamicos, de E. coli con fenotipo resistente o
intermedio a amoxicilia/ac. clavulanico (aislados
de animales sin manifestacion clinica de diarrea)
y E. coli toxigénicos (aislado de cerdos con dia-
rrea); e) determinacion de la presencia de intl/I
o intl2 en E. coli con fenotipo resistente o inter-
medio a amoxicilia/ac. clavulanico (aislados de
animales sin manifestacion clinica de diarrea) y
E. colitoxigénicos (aislado de cerdos con diarrea).

Los hisopos se sembraron en agar Mac
Conkey (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se
incubaron durante 24 horas a 42°C.

a) En el caso de los cultivos provenientes
de animales sin manifestacion clinica de diarrea
se procedié segun las técnicas convencionales de
aislamiento y tipificacion de E. coli (6).

b) En el caso de los cultivos provenientes de
animales con diarrea, se procedi6 a la deteccion
de los genes que codifican la producciéon de las
toxinas LT, STa y STX2e seguin el procedimiento
descripto en un trabajo previo (7), realizandose el
aislamiento de E. coli toxigénico. Se serotipifica-
ron en el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotec-
nologia, Departamento SAMP FCV-UNCPBA, y se
caracterizaron genotipicamente demostrando la
presencia de los genes eltA, estl, estll, astl, stx,,
stx,, stx, , que codifican las toxinas LT, STa, STb,
EAST, STX1, STX2, STX2e respectivamente y los
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genes faeG, fanC, fasA, fedA, F41, aidA, eae y
Paa que codifican las adhesinas fimbriales y no
fimbriales F4, F5, F6, F18, F41, AIDA, intimina
y Paa, mediante la técnica de PCR en tiempo
final (7).

c) La determinacion de la sensibilidad an-
timicrobiana se realizé siguiendo las recomenda-
ciones del CLSI 2008, seleccionandose el método
de difusién en agar. Se utilizaron los siguientes
antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico
20/10 pg (AMC) (Britania), gentamicina 10 pg
(GEN) (Britania), tetraciclina 30 ug (TET) (Brita-
nia), ciprofloxacina 5 pg (CIP) (Britania), florfeni-
col 30 pg (FLOR) (Cevasa) y sulfato de colistina
10 pg (COL) (Oxoid). La interpretacion de los
resultados se realizé en base a los documentos
M31-A3 (8) y M100-S19 (9) del CLSI utilizando
como cepa control E. coli ATCC 25922. Se de-
fini6 como multirresistente aquel aislamiento
que presento resistencia a tres o mas grupos de
antimicrobianos.

d) Con la intencién de analizar el compor-
tamiento de los aislamientos frente a diversos
B-lactamicos, se seleccionaron 56 E. coli que
presentaron patrén fenotipico de resistente o
intermedio frente a amoxicilina/acido clavulanico
y se probaron cefalotina 30 pg (CEF) (Britania),
cefotaxima 30 pg (CTX) (Britania), ceftazidima
30 ng (CAZ) (Britania), cefoxitina 30 pg (FOX)
(Britania). La interpretacién de los resultados se
realizo, segin los documentos M31-A3 y M100-
S19 del CLSI.

e) La determinacion de la presencia de in-
tegrones clase 1y 2 como posible mecanismo de
diseminacion de resistencia de E. coli de origen
porcino se realizé en los 17 aislamientos de E. coli
toxigénicos provenientes de animales con diarrea
y en 39 E. coli con comportamiento resistente
o intermedio a amoxicilina/acido clavulanico,
aislados de cerdos sin manifestacion clinica de
diarrea. Se utiliz6 la técnica de PCR en tiempo
final descripta por Rosser y col. y Oman y col.,
respectivamente.

RESULTADOS

De las 216 muestras procesadas, se aislo
E. colien 178 (82,4 %). En la tabla 1 se describen
los resultados obtenidos a partir de las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana de los 178 E. coli,
frente a AMC, GEN, TET, CIP y FLOR.

Dentro de éstos se encuentran incluidos
los aislamientos toxigénicos provenientes a par-
tir de los animales con diarrea. No se incluyé la
colistina ya que el total de los aislamientos mos-
tro poseer comportamiento sensible. Se observo
multirresistencia en 76 (46,6 %) aislamientos. En
la tabla 2 se detalla la cantidad de muestras pro-
cesadas por granja, el porcentaje de aislamientos
resistentes y multirresistentes frente a los an-
timicrobianos ensayados en cada una de ellas.

E. coli multirresistencia antimicrobiana

Tabla 1. Comportamiento de Escherichia coli
frente a seis antimicrobianos frecuentemente
utilizados en explotaciones porcinas con fines
terapéuticos o profilacticos

Antimi- Sensiblen Intermedio Resistente
crobiano (%) n (%) n (%)
COL 178 (100) 0 0
GEN 176 (98,9) 1(0,6) 1 (0,6)
AMC 122 (68,5) 42 (23,6) 14 (7,9)
FLOR 75 (42,1) 9(5 94 (52,2)
CIP 67 (37,2) 5(2,8) 106 (59,5)
TET 8 (4.5) 5(2.8) 165 (92,7)

n: cantidad de aislamientos. AMC: amoxicilina/acido clavula-
nico. TET: tetraciclina. GEN: gentamicina. CIP: ciprofloxacina.
FLOR: florfenicol. COL: colistina

De los 32 hisopados rectales procesados
a partir de cerdos con diarrea, se aislé 17 E. coli
toxigénicos, a partir de la misma cantidad de ani-
males (53 %). La tabla 3 muestra los resultados
de serotipificacién y caracterizacion genotipica
de estos aislamientos.

Se seleccionaron 56 E. coli, 17 toxigénicos
aislados a partir de cerdos con diarrea y 39 pro-
venientes de animales sin diarrea, con fenotipo
resistente o intermedio a amoxicilina/ac. clavula-
nico. E162,5 % (35/56) tuvieron comportamiento
resistente frente a cefalotina, el 7,1 % (4/56) y
8,9 % (5/56) fueron resistentes a cefotaxima y
cefoxitina, respectivamente. No se observaron
aislamientos resistentes a ceftazidima.

Con respecto a la presencia de intll o
intl2, se obtuvieron los siguientes resultados: de
los 56 E. coli (17 toxigénicos aislados a partir de
cerdos con diarrea y 39 provenientes de animales
sin diarrea, con fenotipo resistente o intermedio
a amoxicilina/ac. clavulanico) 34 (60,7 %) fueron
portadores de al menos uno de los dos genes; de
intl1 24 aislamientos, de intI2 4 y de ambos genes
6. La presencia de estos genes en E. coli toxigé-
nicos esta asociada a las diferentes granjas. En
los siete aislamientos de la granja 1 se observo
intl, en uno de la granja 13 (intl) y en el Ginico
de la granja 15 ambos genes (Tabla 3).

DISCUSION

A diferencia de los resultados obtenidos en
estudios previos, se observé aumento del porcen-
taje de aislamientos resistentes a AMC y CIP. El
porcentaje de resistencia frente a TET y fenicoles
se mantuvo igual; y disminuy6 con respecto a
GEN (10, 11).

Li y col. (2007) informaron la correlacion
entre la resistencia observada frente a ceftiofur
con respecto a amoxicilina/ac. clavulanico y
cefoxitina, sugiriendo un posible mecanismo de
resistencia comun. Esta seria la posible expli-
cacion a nuestros hallazgos, ya que de los tres
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Tabla 2. Porcentaje de Escherichia coli resistentes y multirresistentes discriminado por granja.

Granja n/M AMC GEN TET CIP FLOR Multirresistencia
1 14/15 7,1 0 100 100 78,5 78,5(11/14)
2 11/15 0 0 90,9 90,9 63,3 54,5 (6/11)
3 14/15 0 85,7 85,7 85,7 85,7 71,4 (10/14)
4 12/15 0 0 83,3 0 0 0 (0/12)

5 12/15 8,3 0 100 41,7 58,3 16,7 (2/12)
6 9/11 0 0 100 77,8 66,7 44,4 (4/9)
7 8/15 50 0 100 62,5 0 37,5 (3/8)
8 13/15 15,4 0 76,9 92,3 61,5 46,1 (6/13)
o 14/15 0 0 100 0 42,8 0 (0/14)
10 15/15 6,7 0 100 53,3 73,3 53,3 (8/159)
11 11/15 0 0 90,9 9 18,2 14,3 (1/11)
12 10/15 20 0 90 10 0 8,33 (1/12)
13 14/16 14,3 0 85,7 64,3 42,8 46,1 (6/13)
14 10/10 10 0 90 100 80 70 (7/10)
15 11/14 0 0 100 100 100 91,7 (11/12)

n: cantidad de aislamientos. M: muestras procesadas. AMC: amoxicilina/acido clavulanico. GEN: gentamicina. TET: tetra-

ciclina. CIP: ciprofloxacina. FLOR: florfenicol.

Tabla 3. Caracterizaciéon genotipica de Escherichia coli toxigénicos aislados de cerdos con diarrea

posdestete

Granja Localizacion Aislamiento Serotipo Patron de resistencia Genotipo

. o . CIP-TET-FLOR-AMP- estl/ estll/ aidA/
1 Buenos Aires G1/2°S/1 ONT:H27 CEF fedA]int1
1 G1/2°S/2  ONT:H23 CIP'TET'CFELSR'AMP' estl/ estll/ fedA/ int1
1 G1/2°S/3  ONT:H23 CIP'TET'CFELSR'AMP' estl/ estll/ fedA/ int1
1 G1/2°s/4  ONm:Has  CPTTETTRORAME ooy ostit) feday int1
1 G1/3°S/1 02:H32 CIP-TET-FLOR-AMP- stx, /intl

CEF 2

1 G1/3°S/2 ONT:H23 CIP-TET-AMP-CEF estl/ estll/ fedA/ int1
1 G1/3°S/3  ONT:H23 CIP'TET'CF];‘S R-AMP- ost1/ estll/ fedA/ int 1
6 Santa Fé G6/1°S/1 0138:H14 CIP-TET-FLOR-AMP estl/ estll/ aidA
6 G6/1°S/2 ONT:H19 CIP-TET-FLOR-AMP estl/ estll

) o . g g eltA/estll/astl/
7 Santa Fé G7/1°S/3 0149:HNT CIP-TET-AMP aidA/ faeG
8 Santa Fé G8/2°S/3 0149:HNT AMC‘CIPéIEII;OR‘AMP' eltA/ estl/ estll/ ast1
8 G8/2°S/5 O149:HNT CIP-FLOR-AMP-CEF eltA/ estll/ ast1
13 Cérdoba G13/1°S/1 ONT:H30 TET-FLOR-AMP astl/aidA/int1
13 G13/1°S/2  0138:H30 TET astl
13 G13/1°S/4 08:H9 TET-AMP astl
13 G13/Mat 0126:H27 CIP-TET-FLOR-AMP astl/aidA
15 Cérdoba G15/2°S/1 OI138:HNM  CIP-TET-FLOR-AMP %/ eSﬂZl J;‘;dA/ int1/

NT: no tipificable. NM: inmévil. CIP: ciprofloxacina. TET: tetraciclina. FLOR: florfenicol. AMP: ampicilina. CEF: cefalotina.

AMC: amoxicilina/acido clavulanico.

B-lactamicos, el Ginico que se emplea en las ex-

plotaciones porcinas es el ceftiofur.

E. colienterotoxigénico fue el predominante

en la mayoria de los animales con diarrea, con
genotipo coincidente con los publicados previa-
mente (7, 12). El 82,3 % (14/17) de los aisla-
mientos toxigénicos presentaron al menos uno
de los dos (AIDA-I y STb) marcadores de E. coli
diarreigénicos porcino, indicados por Ngeleka y

col. De los 17 aislamientos, 9 (53 %) pudieron
ser seroagrupados, perteneciendo la mayoria de
ellos a los serogrupos asociados con diarrea pos-
destete (0149, 0138 y O8) (13). Un aislamiento
de la granja 13 obtenido a partir de un animal
de maternidad, fue categorizado con E. coli en-
teroagregativo O126:H27. Este serotipo no esta
asociado con diarrea en cerdos, aunque si lo esta
con ninos hospitalizados con gastroenteritis (14).
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A diferencia de los observado por Colello y col.,
el 53 % (9/17) de los E. coli toxigénicos portaron
intl.

Este trabajo demuestra que la resistencia
observada es coincidente con los antimicrobianos
de uso frecuente para la prevencion y tratamiento
de enfermedades infecciosas en cerdos. Dadas las
diferencias obtenidas en los valores de sensibi-
lidad entre las diferentes granjas, no es posible
la prescripcién de un antimicrobiano, sin tener
en cuenta el efecto granja y sin la realizacién de
estudios de sensibilidad antimicrobiana en forma
periodica.

El uso inadecuado de antimicrobianos con
fines profilacticos o terapéuticos en medicina
veterinaria, implica un riesgo para la salud pu-
blica, debido a la adquisicién de integrones con la
subsecuente diseminacion de genes de resisten-
cia entre las diferentes poblaciones bacterianas.

Futuros estudios seran necesarios para
determinar la presencia de genes cassettes en
E. coli de origen animal, asi como también el
mecanismo de resistencia frente a 3-lactamicos.
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