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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un desafimgda salud humana y animal. La
OMS, FAO y OIE, bajo el enfoque de Una Salud, sa peonunciado para su
contencién en el méas breve plazo posible. En Cabmdgnitud de la RAM en la
crianza animal ha sido poco investigada. gfesente estudio caracterizd la
resistencia antimicrobiana en especies de bacteatd@genas, zoondticas y comensales
asociadas a la crianza porcina en provincias degdi@&n occidental, constituyendo una
contribucién local a las acciones globales queesamollan. Las cepas @asteurella
multocida y Streptococus suis identificadag partir de cerdos con procesos
respiratorio, fueron resistentes a tetraciclingpyeetinomicina y sensibles a antibiéticos
3-lactamicos y quinolonas, sin embargo expresat@s dormas de resistencia como
la formacion de biopeliculas y de células perstsemue contribuyen a tolerar estos
antibioticos, lo cual explica fracasos terapéutictss infecciones recurrentes que ellas
causan. La estrategia vitro de uso combinado de antimicrobianos fue efectivéaen
inhibicion de estos atributos de resistencia. Les@ncia de cepas @&taphylococcus
aureusresistente a meticilina fue detectada por primeez en cerdos sacrificados
en matadero con destino al consumo humanes@éblecié la composicion de los
clones que conforman estas cepas y se comprobéeszrnia del clon pandémico
USA300-ST8. Otro resultado fue la presencia Echerichia coli productora de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE),enagrgnmataderos, con capacidad
para la trasmision de genes moviles de resistgraliia implicacion en los esquemas de
tratamiento.La informacion obtenida permite oriemeedidas de prevencién y control
dirigidas a evitar la diseminacion de estas baadeyi su transmision entre hombres y
animales. Los resultados estan avalados por 10cpaluines, destacando: International
Journal of Antimicrobial Agent (FI:4. 307) y Polisburnal of Microbiology (FI:0,993),
entre otros eventos y trabajos de tesis. No sedseptado a premio anteriormente.

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un eventantigortancia en la salud humana y
animal. El uso indiscriminado de los antilwd$s y su impacto en la RAM, han
sido reconocidos por la Organizacion Mundial d&#&ud (OMS), que en el afio 2015
definio unPlan de Accion Global requiriendo de los paises miembros un
Plan Nacional. La Organizacion Mundial de Saludmal (OIE) y la Organizacion
de Naciones Unidas sobre Alimentos y Agricultur&@f, también se han sumado a
este propdsito. Las estrategias para la contend@nla RAM, se apoyan en
investigaciones que aporten datos locales sobdeteras en la resistencia y faciliten
los analisis de riesgos para su contencién (OMS,

2015).

La crianza del cerdo en Cuba, es la principal fiedg proteina para la poblacién,
por tal motivo preservar su salud es prioridad. hasterias patdégenas que afectan la
salud porcina precisan un diagnéstico adecuadoigpleye ademas, los perfiles de
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susceptibilidad microbiana (SM) para garantizarcomrecto uso de los antibiéticos.
Debido al alarmante incremento de la RAM, es nemesietectar la posible presencia
de bacterias con potencial zoonGtico o0 comensgles,contienen genes de resistencia
en elementos moviles (plasmidos), que se propagdraves de la transferencia
horizontal. Estas bacterias colonizan al cerdogdpu ser diseminadas en la cadena de
produccion de alimentosStaphylococcus aureussistente a meticilina (SARM) y
Escherichia coliproductora de betalactamasas de espectro exte(RlidtE), son las
especies de mayor impacto (Schmithausen y col5)201

Las infecciones causadas por SARM en humanos saetanpor su virulencia y la
multiresistencia, asociada a elementos gergticondviles de amplia
propagacion, se describen clones perteneciengsssecuencias tipos (ST), ST1, ST8,
ST80, ST59, ST30 diseminados a nivel global. La §&I&1 USA300) presenta tres
factores de virulencia: el elemento movil paraahbolismo de la arginina (ACME 1),
casete cromosOmico staphylocociswc (SCOnedVa) y la leucocidina de Panton—
Valentine (LPV). Este clon causa infecciones agu#eis en la comunidad (SARM-AC)
y en el ambito hospitalario (SARM-AH). USA300 cdrcasete SCedVc y negativo
para ACME emergio en el norte de Sur América y sedenominado Variante
Latinoamericana (USA300-VL) (Garcia y col., 2014&h8ithausen y col., 2015). En
Cuba USA300 fue reportado en el afio 2015 en irdees asociadas a la comunidad
(Leiva y col., 2015) y USA300-VL no ha sido idem#do hasta el momento. Los
cerdos principalmente a nivel mundial portan ehjinST398, asociados al ganado
(SARM-AG), pero hasta el momento no existdatos publicados sobre SARM-
AG en Cuba.

El incremento de intoxicaciones alimentarias y dec@sos urémicos por cepas de
E.coli productoras de BLEE resistentes a betalactamicopaeientes en la comunidad,
sugiere su diseminacion en diferentes entornospdanerianza intensiva de especies
animales para el consumo humano (Schmithausen .y 2015).A partir de estos
antecedentes el objetivo general de este trabago determinar la resistencia a
antibidticos en especies de bacterias patog8raséy P.multocidd, zoondticas
(SARM) y comensales (Enterobacterias productoraBldeE) asociadas a la crianza
porcina en Cuba.

Los estudios se realizaron en el laboratorio daedBatogia Animal del CENSA, que
por procedimientos de diagnostico de rutina, dispoe una coleccion de cepas
patégenas d&. suisy P. multocida establecida desde el afio 2002-2016, obtenida de
cerdos (categoria preceba y ceba), enfermos coregwse respiratorios Yy artritis,
procedentes de granjas ubicadas en las provinciagatbéque, Pinar del Rio y
Matanzas. Para la deteccion de SARM se tomarore88ados nasales en cerdos de
matadero procedentes de las provincias Mayabequ&7)n Matanzas (n = 90) y
Cienfuegos (n = 128) en el afio 2015, mientras l@cd®n de enterobacterias
productoras de BLEE se realiz6 a partir de 200dasidos tomados del recto de
animales sanos, (categoria pre-ceba), de mdegsersonal, superficies, asi como



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 8 No. 1

de utensilios para la alimentaciébn y manigidla de animales en tres granjas y dos
mataderos en Matanzas durante los afios 2016 y 2017.

La metodologia general se basé en el uso de té&chieaacido nucleicos, reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas gtés)in la secuenciacion, la
tipificacion por geno-serotipificacion, la aglutoidn con antisueros especificos y las
pruebas de difusién con discos segun el CLSI (2016)

En la crianza porcina cubana los problemas respioat son la segunda causa de
muerte (DSA, 2016), son procesos complejos por tedogia, en los que aun el
diagnostico precisa discriminacion microbiologicdasificacion intra-especie, acorde
a estandares internacional€S.suis ocasiona procesos respiratorios y sistémicos
(artritis, meningitis y endocarditis), incluso eanfanos con riesgo ocupacional, es una
especie heterogénea, en la cual se incluyen 33imeadiferentes en cuanto a su
distribucion y virulencia. El estudio de la divelai intra-especie de las cepasSdsuis
que forman parte de la coleccion evidencio los ieigaes serotipos capsulares en las
cepas que fueron aisladas entre los afios 2008-2014, 2, 3, 9, 13, 23, 24, 31,
donde el serotipo 2 fue el mas frecuente y se dislanimales con neumonia y artritis.
P. multocidaes una bacteria asociada a la neumonia porcinanforooada por 5
serotipos capsulares (2). El serotipo capsular A Rle multocida se encontré
mayoritariamente, y con muy baja frecuencia el @jos aislados de cerdos con
neumonia.

El estudio de la SM revel6é un incremento en lastencia de los aislados & suis
y P. multocidacolectados a partir del afio 2008, con respectosaaislados de los
afnos 2002-

2004.La tetraciclina y espectinomicina, de uso aore@ la ganaderia porcina, no
fueron efectivosin vitro para ninguno de los aislados de ambas especies. Los
antimicrobianos que

mostraron mayor eficacia fueron los betalactamicgsjnolonas y
sulfametoxazol/trimetoprim.

La deteccidn de expresiones de resistencia toasiasén cepas dé&.suisy P.multocida
que fueron sensibles a betalactamicos y quinoJaeaglo la capacidad de resistir a
estos compuestos. Las cepas no tipificadds. daisformaron biopeliculas que fueron
mas resistentes a penicilina, que su contrapartgemimiento plantonico, las cepas de
P. multocidano formaron biopeliculas. La combinacion de peinigily el agente
mucolitico N- acetil cisteina permitié la reduccieémla formacion de las biopeliculas de
S.suis in vitro

Por otra parte, las cepas Sesuisy P. multocidaque fueron sensibles en las pruebas de
difusién con discos, formaron células persistenbego la accion de R-lactamicos y
quinolonas. Esta es la primera vez que se desleriftemacion de células persistentes
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por P.multocida y corrobora este comportamiento previamente des@dr otros
autores en cepas dsuis(Willenborg y col.,, 2014). El ensayo de potenciaci
mostré que es posible la erradicacién de célulasigpentesin vitro a través de las
combinaciones  de aminoglucosido (gentamicina) gbecerol y gentamicina con
arginina, La manifestaciéon de estos fenotipos destencia transitoria no asociada a
cambios genéticos puede explicar fracasos terapduyl recurrencia en infecciones
respiratorias, que suelen presentarse en formalisich¢ reduciendo la capacidad
pulmonar y la eficiencia en la ganancia en pes@uiehal.

En cuanto a la deteccion de bacterias con potemzoahotico en este trabajo se
encontré una prevalencia de 7,7% de SARM en exwadsales de cerdos. La
estructura genética de los aislados, evidenciogregos clonales: grupo 1 (PFGE 1)
clon ST8-t024-1V, SC@edVa, dru dt9g [LPV+/ACME I+] (9/22) con genes para las
enterotoxinas sek y seq genes de resistencia a R-lactamicos, macrolidos,
aminoglicésidos y fluoroquinolonas similar al clddSA300. El segundo grupo
USA300-VL, (PFGE Il) ST8-t008-1V, SQf@edVc, dru dt7j [LPV+/ACME-] (9/22),
sekseq solo presentd resistencia a B-lactdmicos. téecera agrupacion (PFGE
[I) comprendi6é clones de la STSpat010, SC@nedVc, dru dtl0a [LPV-, ACME-]
(4/22), los cuales portan los genes para variay@oikinas y mostraron resistencia a 3-
lactamicos y aminoglucésidos. Este estudio reva® @prdos en Cuba son colonizados
por SARM, predominantemente asociados al clon paimé USA300-ST8, el cual
causa severas infecciones en piel, tejidos blaydosumonia necrotizante, fatal en
humanos.

En granja y matadero en Matanzas, se detectaraefd#s deE. coli BLEE positivas
por pruebas fenotipicas y genotipicas. La detecg@dn PCR reveld6 una mayor
frecuencia del gebla CTX-M, acorde a la situacién epidemioldgica quedsscribe
en la actualidad para las enzimas BLEE. Este estedidencia la diseminacion de
cepas deE.coli BLEE+ en ambitos no clinicos, existiendo resenrie dichos
microorganismos en la microbiota intestinal en Bsmales, que pueden ser un
vehiculo importante para su transferencia al homilare@tros animales.

Finalmente el trabajo aporta resultados conclugenge explican la necesidad de
evaluar las propuestas terapéuticas para contilakrinfecciones porS.suisY
P.multocida Demuestra que la microbiota nasal e intestinal adenales sanos
destinados al consumo humano, supone un regerder genes de resistencia que
al estar localizados en estructuras genéticasuna alta capacidad de movilizacion,
pueden ser facilmente diseminados entre bactedasrigen animal y en el entorno
humano. Los resultados proporcionan las basea fp@s analisis de los factores
que contribuyen al aumento alarmante de esteterims resistente en diferentes
ecosistemas, lo que exigira el trabajo conjuntoogrdinado de todos los sectores
implicados en la cadena de produccion y consumced#os en Cuba. Por primera vez
en Cuba se caracterizan la resistencia microbianasgecies de bacterias patdgenas,
zoondticas y comensales asociadas a la crianzangpido cual es una contribucion
local a las acciones globales para la contencida BAM.
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1. Por primera vez en Cuba se determinan mecasisi@aesistencia en especies de
bacterias patdgenas, zoonoticas y comensales das@ala crianza porcina, lo cual es
una contribucion local a las acciones globales [@acantencion de la RAM.

2. Se confirma el diagnostico segun estandaregernacionales de dos especies
patdgenas para el cerBasteurella multocidg Streptococus suis

3. Se identifican cepas deasteurella multociday Streptococus suisesistentesn
vitro

a tetraciclina y espectinomicina, y se revela qine euando son susceptibles a otros
antibiéticos como R-lactamicos y quinolonas, llegamxpresar otras formas
de

resistencia como la formacion de biopeliculasde células persistentes que
contribuyen a recidivas de las infecciones ques elfaisan

4. Las estrategias de uso combinado de agentedimi@nbianos in vitro
demostraron resultados favorables en la destrua@onbiopeliculas d&.suis,con el
uso de Penicilina y N-acetyl cisteina, y de lasileél persistentes deasteurella
multociday Streptococus suismediante la combinaciones gentamicina con glicgrol
arginina.

5. Se determina por primera vez la presenci&tghylococcus aureugsistente a
meticilina en cerdos sacrificados en matadero estirtb al consumo humano. Se

establecio la composicion de los clones que cordarastas cepas y se comprobo la
presencia del clon pandémico USA300-ST8.

6. Se determina por primera vez la presencia gdascdeE.coli productoras de BLEE
a partir de muestras de hisopados rectaleos de operarios, superficies e

instrumentos de trabajo, sugiere que estas ingiakEx son reservorios de estas
cepas y facilitan su diseminacién desde el exemtonde los cerdos al ambiente

circundante.

7. Se detectaron mayoritariamente cepa€a®li productoras de BLEEs del tipo
CTX- M y en menor medida del tipo TEM, acordeaasituacion epidemiolégica actual
para

las enzimas BLEE.

La importancia practica del trabajo radica en:

1. La informacién obtenida es de valor para oaennedidas de prevencion y
control dirigidas a evitar la diseminacién de e$asterias zoondticas y su transmision
entre el hombre y los animales, al revelar su pae

2. Se dispone de las siguientes colecciones icrobmanas: S.suis
P.multocida
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Staphylococcus aureugsistente a meticilina (SARM) Escherichia coliproductora
de Betalactamasa de espectro extendido (BLEE) i fi@adkas y caracterizadas en

cuanto a virulencia y mecanismos de resistencesqu utiles:

1 Como controles en investigaciones para el ddkaryoaplicacion de ensayos de
diagnéstico.

1 En el estudio de expresiones de resistenciairadigly transitoria de nuevas cepas
correspondientes a estas especies y de otrasesspec

1 En la evaluacion de propuestas antimicrobianafga@os de plantas, péptidos,
combinaciones de medicamentos ya existemtesgjro ein vivo.



