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Este trabajo integra estudios previos pilotos de vigilancia activa de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) en exudados nasales de cerdos sanos y Escherichia coli productoras de betalactama-
sas de espectro extendido (E.coli BLEE) en exudados rectales de aves y cerdos. Las cepas se caracteri-
zaron por epidemiologia molecular, pruebas de susceptibilidad, Microarreglos de ADN y secuenciacion
de genes y genomas completos. Se alerta sobre la presencia de SARM en cerdos, previo al faenado en
mataderos, las cepas en su mayoria pertenecieron a la ST8, similar al clon USA300 de importancia cli-
nica en humanos. Se demostré la presencia de E.coli BLEE en aves y cerdos con alta diversidad genéti-
ca, 23 ST en aves y 16 ST en cerdos. Los genes BLEE en E.coli de aves fueron blacrx-m-1 (n = 27),
blactx-m-15 (N = 4) y blactx-m-1 junto bla ap2 (n = 1), mientras en cerdos blactx-m-32 (N=17), blactx-m-15
(n=5), blactx-m-55 (n=4), ademas blacmy-2 pAMpC. Se detectaron genes de resistencia a sulfonamidas,
trimetroprim, tetraciclinas, aminoglycosidos, macrélidos y mutaciones en la region que determina resis-
tencia a quinolonas. La diversidad de las cepas sugiere como via fundamental de diseminacion la trans-
ferencia horizontal. E.coli ST410 en aves y ST648 portan blactx-m-15, Similara clones aislados de hu-
manos a nivel mundial y en Cuba. El genoma circular completo de una cepa, verifico la localizacion
plasmidica de blactx-m-32. Los resultados advierten sobre la diseminacion de SARM vy E. coli BLEE
desde la crianza animal en Cuba e indican la revision del uso de antimicrobianos con un enfoque inter-
sectorial.

Palabras claves: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Escherichia coli productoras de betalac-
tamasas de espectro extendido, cerdos, aves
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I. INTRODUCCION

Desde el afio 2010 la Organizacion mundial de la salud (OMS), la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
generaron una alianza tripartita a escala mundial para la lucha contra la resistencia antimicrobiana
(RAM). Las tres organizaciones coinciden en la incorporacion de consideraciones en cuanto al uso de
antibidticos en salud humana y animal. Considerando que la base esencial para garantizar el uso pruden-
te de los antibidticos es el conocimiento de los mecanismos de resistencia en las poblaciones de bacte-
rias patdgenas y comensales que pueden estar presente en la crianza animal (1).

La OMS reconoce patogenos dianas que son causa de morbilidad y letalidad en instalaciones hospita-
larias, pero a su vez indica que la eleccion de microorganismos objetos de vigilancia activa de la RAM
responde a las condiciones epidemioldgicas y especificas de cada regidn. Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina (SARM) y enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (C3G),
con predominio de Escherichia coli productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (Ec-BLEE),
son motivo de preocupacioén en pacientes hospitalizados, asi como a nivel comunitario y existen
estudios que sefialan, ademas la presencia de estas especies en animales y el ambiente (2). Por tanto
estas especies son motivo de vigilancia en planes de numerosos paises (3)

SARM, es un patégeno Gram-positivo, se considera uno de los primeros representantes de bacterias
resistentes a multiples farmacos y continla como una de las mas problematicas y costosas causas de
infeccion bacteriana en humanos en todo el mundo. Las cepas de SARM segun su epidemiologia se
distribuyen en tres categorias: asociadas a la asistencia hospitalaria (SARM-AH), asociadas a la comu-
nidad (SARM-AC) y al ganado (SARM-AG) (4). Las cepas asignadas a cada una de estas clases difie-
ren en sus caracteristicas genéticas. SARM-AG se detecta en cerdos, terneros, caballos, aves de corral,
en animales domésticos, incluso en humanos, fundamentalmente en personas en contacto con animales.
Numerosas evidencias sugieren que la crianza de cerdos y su procesamiento en mataderos, puede repre-
sentar un importante reservorio de cepas de SARM (5, 6).

En bacterias Gram-negativas, especificamente en Enterobacterias, uno de los mecanismos predomi-
nantes de la resistencia a antibi6ticos -lactamicos es la produccién de B-lactamasas. Las B-lactamasas,
son enzimas que pueden ser codificadas en cromosomas o en plasmidos y presentan una amplia diver-
sidad. Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son las que mayor riesgo ofrecen para la salud
animal y humana, por ser ampliamente propagadas. Estas enzimas inactivan el anillo B- lactdmico de
cefalosporinas de amplio espectro y monobactamicos mediante hidrolisis. Las estrategias de laboratorio
para discriminar entre la amplia familia de betalactamasas se basan en el empleo de métodos fenotipi-
cos y moleculares, en la actualidad existen diversos ensayos, pero el incremento cada vez mayor de la
familias de estas enzimas, complican la deteccidn fenotipica de las mismas (7).

Escherichia coli comensal no patdgena es un marcador establecido de contaminacion fecal, también
constituye un reservorio de genes de resistencia a los antimicrobianos (ARG). La plasticidad gendmica
de las cepas de E. coli patdgenas y comensales contribuye a su desempefio como vehiculo de ARG y
justifica su utilizacion como “indicadora’’ en los planes de vigilancia integrada con el enfoque “Una



salud”’. Los ARG en E. coli se consideran un reflejo de la presion selectiva debido al uso de antibioti-
cos. Estos genes se localizan con frecuencia en elementos genéticos maviles, lo que contribuye a su
transferencia a otras cepas. El anélisis de la RAM en E. coli posibilita dilucidar su origen y vinculos
epidemioldgicos entre cepas derivadas de animales destinados a la produccion de alimentos, el medio
ambiente y la salud humana (8,9).

El objetivo de este trabajo es la integracion de resultados obtenidos en el marco de estudios pilotos
previos basados en la vigilancia activa de SARM y E.coli BLEE en animales aparentemente sanos des-
tinados a la produccion de alimentos.

Il. METODO

El estudio se realiz6 en el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) en colaboracion con
la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Berna, Suiza. Se realizaron analisis descripti-
vos observacionales de tipo transversal para estimar la frecuencia de presentacion de: SARM en cerdos,
en la categoria ceba terminal con estado de salud satisfactorio, previo al sacrificio durante tres dias dife-
rentes en los meses de Mayo a Julio del afio 2015. El area de estudio fue el matadero perteneciente a la
Empresa Cérnica situada en Nueva Paz, provincia Mayabeque. Un total de 285 exudados nasales se
colectaron en tres dias diferentes (10).

Los aislados de E. coli resistente a C3G se colectaron mediante el cultivo suplementado con ceftazi-
dime de exudados clocales de gallinas en granjas de la regién Occidental (434) y de exudados rectales
de cerdos sanos en granjas de la region Occidental (215) en ambos casos de animales sanos en granjas
(11, 12).

Las cepas de SARM se caracterizaron en cuanto al tipo de secuencia tipo (ST) por MLST, marcadores
de virulencia Toxina Panton Valentin (LPV), casete ACME, tipo de gene para la codificacion de pro-
teina A en superficie y genes de resistencia, asi como el perfil de susceptibilidad microbiana frente a
antibidticos de diferentes familias (10 ).

Un grupo de cepas de E.coli resistentes a C3G se seccionaron segun las técnicas Eric PCR y el lugar de
origen para su caracterizacion mediante los tipos de secuencias (ST), los genes de resistencia y el perfil
de susceptibilidad. En el caso de los aislados de cerdos se utilizaron técnicas de secuenciacion de geno-
mas completos. Se determinaron los grupos de incompatibilidad plasmidica y ademas una cepa de la
coleccidn se secuencié completamente ( 11, 12, 13).

I1l. RESULTADOS

Se encontré una frecuencia de presentacion de 7,7% de SARM en exudados nasales de cerdos. La
estructura genética de los aislados, evidencio tres grupos clonales: grupo 1 (PFGE 1) clon ST8-t024-1V,
SCCmeclVa, dru dt9g [LPV+/ACME I+] (9/22) con genes para las enterotoxinas sek y seq, genes de
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resistencia a B-lactamicos, macrolidos, aminoglicosidos y fluoroguinolonas similar al clon USA300. El
segundo grupo USA300-variante Latinoamerica (VL), (PFGE Il) ST8-t008-1V, SCCmeclVc, dru dt7j
[LPV+/ACME-] (9/22), sek-seq solo presento resistencia a B-lactdmicos. La tercera agrupacion (PFGE
I11) comprendid clones de la ST5, spa t010, SCCmeclVc, dru dtl0a [LPV-, ACME-] (4/22), los cuales
portan los genes para varias enterotoxinas y mostraron resistencia a 3-lactamicos y aminoglucdésidos.
Este estudio revelo que cerdos en Cuba son colonizados por SARM, predominantemente asociados al
clon pandémico USA300-ST8, el cual causa severas infecciones en piel, tejidos blandos y neumonia
necrotizante, fatal en humanos (10). La frecuencia de aislamiento para 7,7%, para SARM se considero
baja al comparar con otros estudios similares en diferentes regiones a nivel mundial (14).Mientras en el
caso de E.coli se observo valores moderados 14,3% en aves y superior 44.6 % para cerdos, estos por-
centajes superan a los encontrados en paises con altos estandares de bioseguridad y control de la RAM
(15).

Los aislados de SARM, y de Ec-R-C3G para aves y cerdos fueron resistentes al menos a tres de los
antibidticos probados correspondientes a diferentes familias. La resistencia a los betalactamicos es una
caracteristica comun en los aislados debido a que se usaron medios selectivos suplementados con estos
antibidticos para su recuperacion a partir de las muestras, sin embargo, también se encontraron propor-
ciones altas de resistencia a tetraciclina, sulfonamidas y fluoroquinolonas, farmacos que se encuentran
aprobados para su uso en animales destinados al consumo humano a nivel mundial y en Cuba (16, 17).

Resulté interesante que SARM-AG ST398 cuyo principal reservorio son los cerdos segun se describe
a nivel mundial (14), no fuera detectado en las muestras tomadas. Aungue no se descarta su presencia
en la crianza porcina en Cuba ya que este linaje ha sido aislado en todas las regiones del mundo con alta
densidad de cerdos incluido Canada, de donde se import6 cerdos hacia Cuba en el afio 2005. Para ello
sera necesario en el futuro extender la toma de muestras a otras regiones incluyendo no solo cerdos en
los mataderos sino también en las granjas.

La presencia del clon epidémico USA300 de reconocida relevancia clinica en humanos aislado en
cerdos procedentes de diferentes regiones y de muestras tomadas en distintos momentos, sugiere que no
fue un evento fortuito y constituye un peligro para el personal que trabaja en contacto directo con los
animales. Resulta preocupante, pues los cerdos constituyen una de las principales fuentes de proteinas,
los cuales se crian en Cuba en granjas con distintos niveles de bioseguridad donde la crianza de traspa-
tio es una de las predominan (10). Las principales vias de diseminacion de SARM son a través de la via
aerdgena y por contacto directo con animales, utensilios o personas colonizadas. En este sentido el pa-
pel del cerdo como reservorio de SARM en Cuba debe ser objetivo de futuros estudios con el enfoque
intersectorial de una sola salud. Se precisan monitoreos adicionales para determinar si la presencia de
SARM entre los cerdos fue transitoria o persistente, asi como establecer las rutas de transmision exactas
en las granjas porcinas y examinar las medidas de bioseguridad para prevenir la propagacion de SARM.

La propagacion de SARM en la comunidad se considera una amenaza para la salud publica y la resis-
tencia a multiples farmacos es el principal obstaculo para su tratamiento (18). Resulta esencial la coope-
racion entre los profesionales de salud publica y las autoridades veterinarias para controlar la propaga-
cion de la infeccion por SARM. La concientizacion en la salud publica y veterinaria, las medidas



generales de higiene, buenas practicas de uso de antimicrobianos, vigilancia sistematica de la resistencia
y la bioseguridad son necesarias bajo el enfoque de una salud para un mejor control de la infeccién por
SARM (19).

En cuanto a la caracterizacion de las cepas de E. coli productoras de BLEE se pudo observar una alta
variabilidad genética con un alto porcentaje de multirresistencia. Las betalactamasas encontradas con
mayor frecuencia en cepas de aves fueron las pertenecientes al grupo CTX-M-1, las cuales estuvieron
distribuidas en un amplio grupo de ST, ademas se detecto la variante CTX-M-15, y la betalactamasa
blaLap-2 en un aislado (11). Del total de cepas derivadas de cerdos 26/27 (96,29%) contenian algin
alelo del gen blactx-m. El gen de esta familia mas frecuente fue blactx-m-32 (n=17) seguido de blacTx-m-
15(n = 5) y blactx-m-s5 (N=4). Mientras que el gen blacTx-m-32 Se encontrd en cepas pertenecientes a 12
ST diferentes, los genes blactx-m-15 Y blactx-m-55 se encontraron en 2 ST cada uno (ST162, ST648) y
(ST457, ST2599), respectivamente. Ademas, en todas las cepas que portaban el gen blactx-m-55 e detec-
t6 también el gen blatem-18 (12).

La presencia de clones de alto riesgo y de caracter epidémico en animales requiere especial atencion.
Las bacterias con estas caracteristicas presentan altos perfiles de resistencia para los cuales se ha descri-
to la transmisién horizontal como la via méas exitosa para la diseminacion de genes de resistencia. Por
otra parte estas bacterias poseen la capacidad de colonizar diferentes especies de animales con el atribu-
to adicional de poder causar importantes infecciones en humanos (20). La presencia de aislados con
caracteristicas genéticas compatibles con cepas que cominmente afectan a los humanos como es el caso
de los clones de SARM USA300, USA-300-LV asi como los aislados portadores de la betalactamasa
CTX-M-15 filogroupo A/ST410,y CTX-M-32 y CTX-M-55 en animales sugiere un origen humano, lo
cual debe ser estudiado con mas profundidad asi como el papel de estas especies de animales como re-
servorio de clones multirresistentes con alto potencial zoonoético (10, 11, 12).

Estos hallazgos demuestran en animales destinados al consumo humano, la alta diversidad genética
de bacterias multirresistentes con reconocido potencial zoon6tico, que constituyen clones epidémicos y
de alto riesgo, lo cual implica un peligro para el personal que trabaja en contacto directo con los anima-
les y la salud pablica en general. Las bacterias resistentes pueden ingresar al cuerpo humano a través de
alimentos de origen animal (carne, leche y huevos), por contacto directo con animales, sus alimentos y
estiércol y a través del ambiente contaminado con desechos de humanos y animales (10, 11, 12).

Recientemente, Quifiones y col. (2020) (21) informaron la presencia de los genes blactx-m-32, blacTx-
m-15, blacTx-m-55 Y blacmy-2en cepas de E coli resistentes a C3G recobradas de infecciones extrainstesti-
nales en humanos en Cuba, la variante blactx-m-15 Se encontrd en el mayor porcentaje de los aislados.
Interesantemente la variante blactx-m-32, Se detectd en un paciente en Matanzas, también mostro predo-
minio en las muestras de cerdos colectadas de esta provincia. Algunos autores han sugerido que CTX-
M-55 y CTX-M-32 proceden de fuentes animales, incluidos ganado bovino y porcino (22). Los aislados
de ST410 recobrados en aves y de ST 648 y 162 de cerdos contienen CTX-M-15, el tipo de BLEE
predominante en E. coli humana a nivel mundial (23).
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En las cepas analizadas se observaron altos niveles de resistencia a los antimicrobianos de uso co-
mun: tetraciclina, penicilinas, sulfonamidas, fluoroquinolonas, aminoglucosidos, macrélidos y se encon-
traron genes asociados a la resistencia a cada uno de estos fa&rmacos, sin embargo no se encontro resis-
tencia en el caso de los aislados de E. coli a antibidticos considerados como de importancia critica en
humanos o los Ilamados Ultimas alternativas terapéuticas como colistina, carbapenémicos y tigeciclina
(11 y 12). Es reconocido el papel de la propagacion clonal en la diseminacion de las cepas multirresis-
tentes y sus genes (24). Factores como la co-seleccidn o co-resistencia a otros compuestos no relaciona-
dos y la transferencia horizontal de genes de resistencia, son via que propician la diseminacion conside-
rando que humanos y animales comparten entornos comunes.

Los plasmidos conjugativos son uno de los mecanismos mas importantes para la aparicion y propaga-
cion de blaCTX-M. Estos plasmidos facilitan la transferencia horizontal a otros aislamientos e incluso
entre especies (21). En este estudio se determinaron los grupos de incompatibilidad revelando en las
cepas de E.coli de aves y cerdos la presencia de Fll, FIA, FIB, H12, H11 Ademas en una cepa de ori-
gen porcino al utilizar secuenciacion de genomas completos fue posible comprobar que el gen CTX-M-
32 se ubica en un plasmido (13). En la actualidad la tendencia en las investigaciones se orienta al uso
de las técnicas de secuenciacion de genomas completos para dilucidar el contexto genético que rodea a
los genes CTX-M y poder comprender las vias para su transferencia horizontal.

Uno de las concordancias mas detectadas entre clones de alto riesgo y clones epidémicos establecidos
en los dltimos afos tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas coincide en que la expan-
sion de estos grupos multiirresistentes se propicio tras la introduccion de las fluoroguinolonas en la dé-
cada de los 1980. Las fluoroguinolonas son una de las clases de antibidticos con mayor estabilidad tras
su eliminacion al medio ambiente (25). Los mecanismos de resistencia a estos antibidticos son variados
siendo las mutaciones en las topoisomerasas los de mayor relevancia clinica (26). La presencia de mu-
taciones especificas en la regién determinante de la resistencia a las quinolonas (QRDR) confiere ven-
tajas evolutivas sobre las variantes sensibles incluso en ausencia de estos antibioticos en el medio. las
mutaciones en las regiones QRDR pueden resultar una ventaja evolutiva al facilitar la velocidad de
replicacion y la adquisicion de nuevos genes de resistencia. En ambas especies bacterianas estudiadas la
presencia de altos niveles de resistencia a las fluoroquinolonas atribuido a la presencia de mutaciones
puntuales en la region QRDR es un punto comun entre los clones de mayor relevancia clinica encontra-
dos: ST410, ST167 y USA300. Estos resultados coinciden con los obtenidos por diferentes autores,
quienes ademas resaltan que el uso extensivo de las fluoroquinolonas juega un papel crucial en la evo-
lucién y expansion de bacterias patogénicas (26). Sefialando entonces precaucion en el uso de estos
compuestos para el control de infecciones en la salud animal.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos aunque derivados de estudios puntuales son una contribucion en Cuba a la
vigilancia integrada de la resistencia antimicrobiana en la crianza animal, con el soporte de la epidemio-
logia molecular. Sefialan la presencia de dos especies multiresistentes de interés, que constituyen dianas
de la vigilancia de la resistencia a los antibidticos a nivel mundial por su potencial para su transmision a
la cadena alimentaria y al ambiente. Se notifican por primera vez en Cuba la presencia de SARM aso-



ciado al cerdo, se informan los subtipos CTX-M que circulan en E.coli BLEE en animales de Cuba
(blaCTX-M-1, blaCTX-M-15 en E.coli de aves y blaCTX-M-32, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-55 en
cepas de cerdos), estos subtipos se reconocen a nivel mundial con una buena capacidad de disemina-
cion, debido a reordenamientos genéticos exitosos. La deteccion de variantes CTX-M en cepas de dife-
rentes tipos de secuencias y distribuidas en granjas y mataderos sefiala a la transferencia horizontal co-
mo la principal via para la extensa diseminacion de las cepas E.coli productoras de BLEE tipo CTX-
M. Lo cual indica la necesidad de fortalecer las medidas de higiene y bioseguridad en estas instalacio-
nes, la colecta de datos sobre consumo de antibidticos, asi como el uso adecuado de los mismos. Ade-
mas, se hace imprescindible concientizar al personal de los sectores involucrados y también a la comu-
nidad que la resistencia a los antibioticos no es un problema del futuro.
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