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Resumen

Antecedentes: El aumento y la diseminacion de genes de resistencia movil a
colistina (mcr), ha generado preocupacion mundial debido a las reducidas opciones
terapéuticas disponibles, para el manejo de infecciones causadas por bacterias
Gram negativas, con resistencia a carbapenémicos y cefalosporinas de tercera
generacion. La colistina ha sido ampliamente utilizada como promotor de
crecimiento y como terapéutico en la especie porcina. La identificacién de genes
tipo mcr en esta especie supone un fracaso en el uso de este antibidtico para tratar
infecciones por enterobacterias como E. coli y Salmonella spp., y una potencial
diseminacién a través del ambiente y los alimentos de origen animal, hacia los seres
humanos. En Colombia hay limitada informacion acerca de la epidemiologia de la
resistencia a colistina en produccion porcina. Objetivo: Evaluar aislados de E. coli
y Salmonella spp., con resistencia adquirida a colistina provenientes de muestras
de materia fecal de porcinos con destino a consumo humano en una planta de
beneficio animal de Medellin, Antioquia (Colombia). Métodos: Se llevé a cabo un
estudio transversal, en un total de 190 muestras de materia fecal de porcinos,
seleccionados mediante un muestreo aleatorio sisteméatico, en una planta de
beneficio durante el mes de marzo del 2020. Para la tamizacion de enterobacterias
resistentes a colistina se utiliz6 un agar cromogénico. Para la seleccion de las
especies de interés (E. coli y Salmonella spp.) se usé agar MacConkey
suplementado con sulfato de colistina (2mg/l). Los aislados seleccionados fueron
analizados mediante PCR para identificar la presencia del gen mcr-1. Se realiz6
identificacion bacteriana y perfil de susceptibilidad antibiética a los aislados positivos
al gen mcr-1. La informacién relacionada con cada una de las muestras tomadas
fue registrada y analizada mediante estadistica descriptiva. Resultados: La
frecuencia de porcinos con aislados resistentes a colistina en la prueba de
tamizacion fue del 70,52% (134/190). De 49 aislados con crecimiento inicial en
subcultivo en agar McConkey-colistina, 30 (61,22%) fueron positivos al gen mcr-1,
de las cuales el 6,66% (2/30) fueron Salmonella enterica, el 23,66% (8/30) E. coli.

Se identificaron aislados con resistencia a multiples antibioticos y una E. coli positiva



para BLEEs. La mayoria de los cerdos con enterobacterias portadoras del gen mcr-
1 provenian de granjas ubicadas en el departamento de Antioquia, y todos
pertenecian a la etapa de levante y ceba. Conclusion: Este estudio evidencia la
circulaciéon del gen tipo mcr-1 en cerdos, representando un riesgo potencial para la
salud publica, lo que genera la necesidad de fortalecer los sistemas de vigilancia en
resistencia antimicrobiana, en bacterias de origen animal destinados para consumo

humano.



Introduccién

La farmacorresistencia microbiana es un problema que ha sido reconocido a nivel
mundial como una de las mayores amenazas para la salud humana y animal; el
incremento de los microorganismos resistentes ha aumentado dramaticamente en
las dltimas décadas como consecuencia del uso y el abuso de antibioticos (Camou
et al., 2017). Los patdégenos multirresistentes, definidos como aquellos que no
poseen susceptibilidad al menos a un agente en tres o mas categorias de
antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012), representa un grave riesgo a la salud,
siendo responsables de un aumento en la morbi-mortalidad de los pacientes
ingresados en hospitales, ocasionando un gran aumento en los costos de salud, por
la prescripcion de medicamentos mas costosos y prolongada estancia hospitalaria
(OPS/OMS, 2020).

El uso de antibiéticos en produccion pecuaria ha sido utilizado tradicionalmente
diferentes propdsitos: para el tratamiento directo de infecciones, como profilactico
0 metafilactico en la prevencion de infecciones en forma individual o grupal y, como
promotor de crecimiento para mejorar la conversion alimenticia (Barton, 2014); pero
Su uso no contralado a partir de practicas empiricas, podria representar un riesgo
de contaminacion, ya sea a través de la cadena carnica, mediante el consumo de
alimentos de origen animal contaminados, o a través del ambiente, con la
diseminacién de antibiéticos o bacterias resistentes provenientes de granjas, a
través de fuentes hidricas o en el uso de abono para diferentes cultivos, pudiendo
generar infecciones por patégenos resistentes en el ser humano (Arenas y Moreno,
2018). La identificacion Salmonella spp. (Arcos et al., 2013) y de E. coli (Jiratchaya
et al., 2021) en canales de porcinos, puede representar un riesgo en la presentacion
de enfermedades transmitidas por alimentos y, diseminacion de bacterias con

mecanismos de farmacorresistencia.

La colistina cdmo antibiético veterinario se emplea en la Union Europea desde la
desde 1950 (INS, 2016), utilizado especialmente en porcinos como promotor de

crecimiento (Liu et al., 2016) y para el tratamiento infecciones entéricas como



colibacilosis, causadas por Escherichia coli, que cursan con signos como diarrea, y
septicemia (Olaitan et al., 2106). Este se ha convertido en uno de los antibiéticos de
altimo recurso para el tratamiento de infecciones criticas causadas por patégenos
gramnegativos multirresistentes en humanos (Yu et al., 2016), principalmente,
aquellos resistentes a carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion, los
cuales fueron listados en el grupo de antibidticos de prioridad critica por la OMS
(OMS, 2017). Adicionalmente, ElI uso no regulado de colistina en animales
destinados para el consumo humano, se cree es una fuerza impulsora importante
para la aparicion y transmisién de microorganismos resistentes al antibiético, que
pueden diseminarse y afectar a poblaciones humanas, ya sea por contacto directo
mediante la transmisién entre personas portadoras de bacterias con mecanismos
de resistencias, a través de la cadena alimenticia con el consumo de alimentos de
origen animal contaminados con microorganismos resistentes, o indirectamente por

la contaminacion del medio ambiente a través del suelo o el agua (Sun et al., 2018).

La colistina posee una afinidad especifica por algunas bacterias gramnegativas
debido a la carga catiénica del antibidtico, y la carga anidnica del lipido A presente
en estos microorganismos, generandose una atracciéon de tipo electrostatico como
primer paso en su mecanismo de accion (Aguayo et al.,, 2016). Asi, la
farmacorresistencia microbiana a colistina se da principalmente por la modificacion
de éste sitio blanco mediante el cambio de carga del lipido A, para este fenédmeno
se han descrito dos mecanismos principales: (i) el mecanismo cromosémico, que
genera mutaciones en el sistema regulatorio de PhoPQ-PmrAB, tanto en MgrB
como en la quinasa PmrB, (Aguayo et al., 2106) vy, (ii) el mecanismo plasmidico,
mediado por el gen de resistencia movil a colistina (mcr) que codifica una etanol-
aminotransferasa, encargada de modificar la carga negativa del lipido Ay, por lo
tanto, disminuye la afinidad de la colistina por su sitio blanco (Sun et al., 2018). El
descubrimiento del gen mcr tiene implicaciones significativas en la salud publica,
pues al ser un gen albergado en plasmidos transferibles, su diseminacion se da a
una velocidad mucho mayor y puede ser adquirido por bacterias patdégenas
mediante transferencia horizontal dejando por fuera a la colistina como posible

opcion terapéutica (Yu et al., 2016).



El gen mcr-1 fue reportado por primera vez en China por Liu y colaboradores en el
2015, quienes encontraron una frecuencia de Escherichia coli portadora del gen
mcr-1 en el 21% en cerdos, el 15% en carne cruda y, el 1% en pacientes humanos
con infecciones causadas por E. coli y Klebsiella pneumoniae. Debido a las
diferencias entre la proporcién de muestras positivas en animales y seres humanos,
los autores plantearon la posibilidad de que el gen mévil se hubiera originado en los
porcinos y posteriormente, se haya diseminado a los humanos (Liu et al., 2016).
Mas adelante, otro estudio realizado en China demostro0 una tasa
sorprendentemente alta (76,2%) de mcr-1, en muestras nasales e hisopados anales
de cerdos, dando lugar a preocupaciones sobre el riesgo de transmision del gen y/o
bacterias portadoras de gen mcr-1 de animales productores de alimento a los
humanos (Tong et al., 2018).

Este gen se ha detectado en diferentes paises de los cinco continentes tanto en
humanos como en animales (Hille et al., 2018; Ellem et al., 2017; Saavedra et al.,
2017, Emmanuel et al., 2020, Liu et al., 2016.), lo que sugiere que el potencial de
progresion de enterobacterias ampliamente resistentes a farmacos, que son
aquellas susceptibles sol6 a una o dos categorias de antibiéticos, a resistentes a
todos los farmacos, en donde se identifica la no susceptibilidad en todas la
categorias de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012); podria ser global (Liu et al.,
2016).

Diferentes estudios a nivel mundial han demostrado que el gen mcr-1 ha sido el mas
identificado de la totalidad de los genes tipo mcr a través del tiempo, en bacterias
comunes a los humanos y los animales (Qixia et al., 2020), con frecuencias en
porcinos que oscilan desde el 77,5% (31/40) en aislados de E. coli en Bélgica
(Timmermans et al., 2021), del 9,9% (43/436) en muestras de E. coli donde se
buscaron los genes mcr-1 y mcr-2, no identificando este ultimo (Roschanski et al.,
2017) o, a nivel de granja en China, donde encontraron diferencias en la deteccion
de genes mcr-1y mcr-3 en E. coli, con 49,2% (32/65) y 7,7% (5/65) respectivamente
(Wang et al, 2019).



En Salmonella enterica, se han reportado tasas mas altas de deteccion del gen mcr-
1 que en especies como Klebsiella pneumoniae, tanto en humanos como animales,
debido posiblemente a que Salmonella spp., es un patégeno importante que puede
ser transmitido por los alimentos de origen animal (Qixia et al., 2020), ocupando el
segundo lugar después de E. coli (Lima eta al., 2019). En Salmonella spp., se ha
reportado ampliamente la identificacion del gen mcr-1 con prevalencias a nivel de
planta de beneficio de bovinos y porcinos en Europa del 0,1% (El Garch et al., 2018)
e identificacion en canales de cerdo en Bélgica del 1,90% (2/105) (Garcia-Graells
et al., 2018).

De igual manera, en Colombia, el gen mcr-1 de resistencia movil ha sido reportado
por investigadores como Saavedra y colaboradores, que en el 2017 identificaron
doce aislados portadores del gen mcr-1 en aislados clinicos gramnegativos de
origen humano, de los cuales ocho pertenecian a la especie E. coli y tres a
Salmonella enterica, estas muestras fueron obtenidas de forma retrospectiva desde
el afio 2002 hasta el afio 2016. No obstante, para nuestro conocimiento, hasta la
fecha no hay estudios publicados sobre la presencia de genes tipo mcr en porcinos
destinados para consumo humano en Colombia, aunque se ha reportado la
presencia del gen en aislados de Salmonella enterica en alimentos de origen animal
como chorizos y carne cruda (INVIMA, 2017). Debido a que el gen mcr-1 ha sido el
mas frecuentemente reportado a nivel mundial lo que lo hace que sea mas probable
de detectar, a que es el Unico que ha sido reportado tanto en humanos cémo
alimentos de origen animal a nivel nacional, a las implicaciones en salud publica
humana y animal, representada en el fracaso terapéutico y en el impacto econémico
por mortalidades a nivel de granjas, tratamientos prolongados y uso de
medicamentos mas costosos, se selecciond este gen como punto de partida para
identificar la circulacion de genes tipo mcr en porcinos a nivel de planta de beneficio,
lo que permitird brindar herramientas para futuras investigaciones que intenten
ilustrar la epidemiologia de la resistencia a colistina mediada por genes tipo mcr en

la cadena carnica y posible impacto en la salud humana.



Ante la deteccidbn en varios paises de la Region de las Américas, de
microorganismos con mecanismos de farmacorresistencia microbiana a la colistina
a través de plasmidos aislados tanto en animales como en humanos, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) / Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) recomienda a los estados miembros que implementen y fortalezcan la
vigilancia e investigacion epidemioldégica para detectar la presencia de
microorganismos portadores de este tipo de farmacorresistencia microbiana, a fin
de efectuar medidas oportunas de prevencion y control (OPS, 2016). Como se
menciond anteriormente, se enfatiza la necesidad de la vigilancia integrada, tanto
en humanos como en animales, asi como la necesidad de acciones coordinadas
entre ambos sectores de salud humana y animal, para la prevencién y control de la
diseminacién de microorganismos con farmacorresistencia microbiana transferible
a colistina (OPS, 2016). En consecuencia, y de acuerdo a los reportes de circulacién
del gen mcr-1 en Colombia, y a la importancia que representa la colistina como
antibiotico de ultimo recurso en humanos, el Instituto Agropecuario Colombiano
(ICA) mediante la Resolucion 00022747 del afio 2018 prohibid la importacion,
fabricacion, registro, comercializacion y uso de aditivos que contengan colistina y
polimixina B como promotores de crecimiento en especies animales productoras de
alimentos para el consumo humano, no obstante su uso cémo terapéutico,

profilactico y metafilactico sigue permitido (ICA, 2018).

Especialmente la carne de origen porcino es una fuente de proteina animal muy
importante para la alimentacion en el departamento de Antioquia. De acuerdo a lo
reportado por el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE,
2012) el consumo per cépita de carne de cerdo para el 2011 fue de 17,2 Kg/hab,
siendo el departamento de mayor consumo. Asi mismo, el departamento represent6
la mayor produccion en el 2020, aportando el 43,41% del total de cerdos
beneficiados a nivel nacional, de acuerdo a lo reportado por el Sistema Nacional de
Recaudo (Porkcolombia, 2020). Lo anterior motiva a que los sistemas productivos
de porcinos en la region sean mas eficientes, favoreciendo el cumplimiento de
normas estatales relacionadas con buenas practicas pecuarias como el adecuado

uso de medicamentos veterinarios (INVIMA, 2019). Sin embargo, debido a los pocos



reportes relacionados con farmacorresistencia microbiana en animales productores
de alimentos en el pais, se hace dificil justificar la implementacidén de restricciones
en el uso de antibidticos, asi como el establecimiento de programas de vigilancia
epidemioldgica, o actividades encaminadas a disminuir el riesgo de aparicion de

bacterias multirresistentes que puedan afectar la salud humana.

En consecuencia, conocer el estado actual del fenébmeno de la farmacorresistencia
microbiana en la especie porcina en Colombia es relevante, principalmente, por el
riesgo que puede representar la diseminacion de mecanismos de
farmacorresistencia microbiana, a antibiéticos de importancia en humanos, ya sea
por contacto directo, o a través de la cadena alimenticia o el ambiente, dado que
enterobacterias como E. coli y Salmonella spp., son habitantes normales de la
microbiota intestinal de los porcinos, que pueden albergar diferentes mecanismos
de farmacorresistencia microbiana y, llegar a los productos cérnicos cuando existen
deficiencias en los procesos de trasformacion en plantas de beneficio, o al ambiente
cuando se usa la materia fecal como abono de diferentes cultivos (Tham et al.,
2012). Las especies E. coli y Salmonella spp., a nivel de salud publica son
relevantes ya que han sido identificadas en el tercer y cuarto puesto
respectivamente, como agentes etioldgicos en ETAS reportados por el Instituto
Nacional de Salud, (INS, 2020)

Con el presente estudio se pretende determinar la presencia de genes méviles de
farmacorresistencia microbiana a colistina en enterobacterias aisladas de porcinos,
con el fin de esclarecer el papel de los animales productores de alimentos en el
fenémeno de la farmacorresistencia microbiana, ademas de establecer un punto de
partida para futuras investigaciones. Para realizar este trabajo, la planta de beneficio
Sociedad Central Ganadera S.A fue escogida por alcanzar los beneficios mas altos
del departamento con 2600 cerdos al dia, ademas de contar con altos estandares
de calidad y postularse como una de las mas grandes del pais (Central Ganadera
S.A, 2020).



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la resistencia adquirida a colistina mediada por el gen mcr-1 en aislados de
E. coli y Salmonella spp., provenientes de muestras de materia fecal de porcinos

con destino a consumo humano en una planta de beneficio animal de Medellin

Objetivos especificos

1. Identificar la presencia del gen mcr-1 en aislados de E. coli y Salmonella spp.,
provenientes de muestras de materia fecal de porcinos

2. Determinar el perfil de sensibilidad de los aislados de E. coli y Salmonella spp.,
portadores del gen mcr-1 provenientes de muestras de materia fecal de porcinos.



Marco tedrico

Farmacorresistencia microbiana

El descubrimiento fortuito de la penicilina por el cientifico escocés Alexander
Fleming en el afio 1928, dio inicio a una época conocida como la era dorada para
los antibidticos, en la que la investigacion y el desarrollo de estos farmacos crecieron
de una manera acelerada, y en donde se crey0 que la batalla contra las
enfermedades infecciosas ya estaba ganada (Manrique, 2012). No obstante, el
mismo Fleming en 1945 al recibir el premio Nobel expresé que el uso inadecuado
de los antibidticos podria exponer a los microorganismos a cantidades no letales del

medicamento y hacerlos resistentes (Fleming, 1945).

La farmacorresistencia microbiana surge cuando las bacterias, los virus, los hongos
y los parésitos cambian a lo largo del tiempo y dejan de responder a los
medicamentos, lo que hace mas dificil el tratamiento de las infecciones e incrementa
el riesgo de propagacion de enfermedades, de aparicion de formas graves de
enfermedades y de muerte (OMS, 2020). La evolucién en la produccion de
antimicrobianos se ha acompafiado de un incremento marcado de la
farmacorresistencia de bacterias, hongos y parasitos, por tal razén, la OMS ha
designado la farmacorresistencia microbiana como una de los tres problemas mas
importantes que enfrenta la salud humana en este siglo al constituir una de las
mayores amenazas para la salud mundial (OMS, 2016). De acuerdo al economista
britanico James O”Neill, la farmacorresistencia microbiana genera graves impactos
de forma directa en la salud, principalmente porque reduce la eficacia de la terapia
antimicrobiana y tiende a aumentar la gravedad, la incidencia y el costo de la
infeccion, agravandose en el tiempo, convirtiéndose en una causa importante de
muerte, con una proyeccion para el afio 2050 de 10.000.000 de muertes al afio,
superando enfermedades como la diabetes y el cancer , y en el aspecto econémico,
elevando de manera considerable los costos de atencion en los sistemas de salud
(O’Neill, 2016).



En cualquier lugar donde se utilicen antimicrobianos, existiran reservorios de
resistencia antimicrobiana, tanto en humanos, como hospitales, animales, entornos
de granjas, el agua, el suelo, la vida silvestre y muchos otros nichos ecolégicos
(Huijbers et al., 2015). La mayoria de los antimicrobianos usados para el tratamiento
de infecciones bacterianas en humanos también son usados en animales, debido a
esta interdependencia en conjunto con la dimension ambiental, enfoques como el
de el de Una Sola Salud, orientada en describir el papel de cada uno estos actores
(animales, ambiente y humanos) en los fenbmenos de salud y enfermedad, toma
gran relevancia pues permite conocer a detalle los puntos criticos en la generacién
de fendbmeno de salud, y posteriormente, especificamente en la farmacorresistencia
microbiana, poder implementar medidas efectivas para preservar el uso en el tiempo
de los antibidticos existentes (McEwen y Collignon, 2018). En el momento existe
suficiente evidencia que demuestra que el uso de los antibidticos en los animales
es un factor que contribuye a la aparicion de resistencias en patégenos humanos
como Salmonella spp., Campylobacter spp., Ebterococcus spp. y E. coli (McEwen y
Collignon, 2018). Debido a la preocupacion por el uso de promotores de crecimiento
en animales y su papel en la generacion de la farmacorresistencia microbiana, la
OMS aboga por la terminacion de dicha préactica la cual se ha eliminado de Europa
y paises como Canada y Estados Unidos (EU, 2015) (FDA, 2013).

Existen diferentes mecanismos de farmacorresistencia microbiana, entre los que
destacan, la sintesis de enzimas que hidrolizan antibiéticos, la modificacién del sitio
blanco que disminuye la afinidad de unién al antimicrobiano, la disminucién de la
permeabilidad de la pared celular que bloquea el ingreso del antibiético a la bacteria
y, las bombas de eflujo, que transportan el antibiético afuera de la bacteria sin que
este ejerza su funcion (Moreno et al., 2009). Como consecuencia de estos diferentes
mecanismos de farmacorresistencia, los antibiéticos y otros medicamentos
antimicrobianos se vuelven ineficaces (OMS, 2020), reconociéndose como una
amenaza para la salud publica, porque estos microorganismos limitan la eleccion
de los agentes antimicrobianos disponibles para el tratamiento, que se usan

comunmente como tratamiento de primera linea (Liebana et al., 2013).



La OMS publicé en el 2017 la lista de patdgenos prioritarios resistentes a los
antibioticos, en la que se incluyeron las enterobacterias resistentes a
carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion, en el grupo de prioridad
critica por su capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los
tratamientos y transmitir mecanismos de farmacorresistencia microbiana (OMS,
2017). Reportes relacionados con infecciones en humanos por E. coli con diversos
mecanismos de farmacorresistencia microbiana, han informado que la infeccidén con
dicha bacteria ha llevado a la muerte de pacientes, debido a que los tratamientos
tradicionales no fueron efectivos (Sdnchez-Benito et al., 2017). Situaciones como la
anterior, ha generado la necesidad de usar antibidticos de uUltimo recurso como la
colistina, para tratar infecciones por bacterias Gram negativas resistentes a
multiples farmacos, principalmente a antibidticos como los carbapenémicos
(Mendelson et al., 2018).

Polimixinas

Las polimixinas son lipopéptidos ciclicos, caracterizados por una cadena peptidica
gue se encuentra unida a un &cido graso y pueden ser divididos en lineales y
ciclicos. Cbmo molécula principal del grupo, las polimixinas corresponden a un
decapéptido unido a una cadena de acidos grasos; esta mezcla de grupos hidrofilos
y lipofilicos las hacen moléculas anfipaticas, que es una propiedad fisico-quimica
esencial para el mecanismo de accién de este antimicrobiano, que permite la unién
del antibiotico al sitio blanco de accion, el cual es el lipido A del lipopolisacarido de
la membrana externa de las bacterias Gram negativas (Aguayo et al., 2016).

La colistina se introdujo en la practica clinica en la década de los 50, pero se
descontinuo debido a sus efectos adversos, principalmente a su toxicidad renal,
seguido de neurotoxicidad, y se empezaron a desarrollar otros agentes
antimicrobianos que se asociaban a menores efectos de toxicidad, sin embargo, el
incremento de bacilos gramnegativos ampliamente resistentes, es decir, resistentes
a carbapenémicos y otros agentes antimicrobianos y, solo susceptibles a colistina y
tigeciclina, motivo la reintroduccion de la polimixina E, como terapia de ultima linea

en humanos (Aguayo et al., 2016).



Los antibioticos son utilizados en animales para la produccion de alimentos, como
terapéuticos, profilacticos en la prevencion de infecciones y, como promotores de
crecimiento (INS, 2016). La colistina es uno de los pocos péptidos antimicrobianos
cationicos comercializados tanto en medicina humana como en veterinaria (Quiroga
et al, 2019), para el 2011 la agencia Europea de Medicamentos y de vigilancia
europea de Consumo de antimicrobianos Veterinarios, identificé qué en 25 paises
de la Unién Europea, el grupo de las polimixinas fue el quinto grupo mas vendido
con un 7% (EMA/ESVAC, 2012). En china, el mayor productor de cerdos a nivel
mundial, se estimé que se utilizaron 11942 toneladas de colistina destinada para
agricultura a finales del afio 2015 (Liu et al, 2016). Para el 2016 existian en
Colombia, 11 medicamentos que contenian colistina, los cuales pertenecian al
listado de medicamentos veterinarios autorizados dentro del régimen de libertad
vigilada por el ICA principalmente para uso en aves y porcinos, aunque también se
registra uno de los medicamentos para uso en bovinos, equinos, felinos, caprinos,
ovinos y caninos (INS, 2016). A la fecha y como se mencioné anteriormente, el ICA
prohibié el uso de promotores de crecimiento que contengan polimixinas como la
colistina, aunque su importaciébn y comercializacion cémo terapéutico aun es
permitida (ICA, 2018), a nivel nacional existen algunas empresas que distribuyen

preparados con colistina cOmo terapéutico en presentaciones inyectables y orales.

Diferentes estudios han demostrado que la colistina se utiliza principalmente para
cerdos, en tratamientos grupales y como profilactico en la prevencién de diarrea
causada por Escherichia coliy Salmonella spp., y como tratamiento de primera
eleccion para la diarrea neonatal causada por E. coli en lechones (Timmerman et
al., 2006). A parte de su uso como terapéutico y profilactico, su uso como promotor
de crecimiento en porcinos y aves principalmente, ha sido muy extendido en paises

como Estados Unidos y Brasil (Fernandez et al., 2016).

En humanos, la colistina se ha reintroducido como antibiotico de ultimo recurso, en
el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias resistentes a

carbapenémicos (Olaitan et al., 2106).



Farmacorresistencia microbiana a colistina

La colistina no es efectiva en el tratamiento de infecciones con bacterias Gram
positivas, anaerobias y algunos bacilos Gram negativos como
(Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii, Serratia spp., y Burkholderia
cepacia), pues son intrinsecamente resistentes, por lo que generalmente se dice
que las polimixinas son antimicrobianos de espectro reducido (Aguayo et al., 2016).
La farmacorresistencia microbiana a la colistina puede ocurrir por mutaciones
cromosomicas 0 por adquisicion de genes a través de plasmidos (Quiroga et al,
2019). La colistina es un péptido antimicrobiano cationico que dafia la membrana
celular bacteriana al atacar el lipido A del lipopolisacéarido (LPS); por lo tanto, la
susceptibilidad a la colistina generalmente se ve alterada por mutaciones que

resultan en la modificacion o pérdida completa de LPS (Yu et al., 2016).

El mecanismo principal de la resistencia cromosémica a colistina es a través de
modificacion del sitio blanco del antimicrobiano, en este caso del LPS,
especificamente del lipido A, el cual esta mediado por mutaciones en los genes del
sistema regulatorio de PhoPQ-PmrAB, tanto en MgrB (regulador negativo de PhoQ)
como en la quinasa PmrB, que finalmente producen un aumento en la transcripciéon
de complejos-arn, permitiendo la biosintesis de moléculas catiénicas que
cambian la carga neta del LPS vy, por tanto, disminuyen la union de las polimixina
(Giske, 2015)

La aparicion de farmacorresistencia microbiana a colistina en pacientes humanos,
ha sido principalmente asociada con su uso en tratamientos de infecciones por
bacterias gramnegativas, pero también ha sido asociada al contacto directo con
enterobacterias resistentes, que se podrian encontrar en productos para consumo
humano como la carne (Liu et al., 2016), en el ambiente y diseminarse a traves de
fuentes como el agua (Yang et al., 2018) o, en animales y llegar al humano por
contacto directo durante las actividades propias del sector pecuario (Olaitan et al.,
2015).



La posibilidad de la apariciéon de patdgenos resistentes a la colistina en seres
humanos sin exposicién previa al antibidtico, como se ha identificado en la
resistencia cruzada con los antimicrobianos catidnicos humanos LL-37 y la lisozima,
crea serias preocupaciones clinicas y microbiolégicas con respecto al manejo
efectivo de las infecciones con este medicamento (Olaitan et al., 2106). EI LL-37 es
un péptido antimicrobiano humano que se encuentra tipicamente en sitios de
inflamacion, donde es una defensa primaria contra bacterias Gram negativas
(Vandamme et al., 2012), y la lisozima es un antimicrobiano del hospedero que se
encuentra en multiples células inmunes, asi como en secreciones como lagrimas,
leche materna y moco, y es importante por su actividad contra los microbios
invasores (During et al, 1999). Por lo tanto, la exposicion bacteriana previa del
hospedero de sustancias inmunitarias innatas podria también ser responsable de

provocar la resistencia a colistina (Olaitan et al., 2106).

La aparicién de resistencia a multiples farmacos en bacterias gramnegativas ha
aumentado la necesidad del uso de la colistina para tratar infecciones graves y
potencialmente mortales en humanos, opcion terapéutica que se ha visto en riesgo
debido al uso excesivo de este antimicrobiano, para tratamientos grupales o
promotor de crecimiento en animales destinados para consumo humano, en donde
se pueden llegar a generar altos niveles de resistencia que pueden migrar hacia el
humano a través del ambiente o la cadena carnica, impactando de forma negativa

a la salud publica humana (McEwen y Collignon, 2018).

Gen de resistencia mévil a colistina (mcr)

En el estudio de Liu y colaboradores en el 2016, se demostr6é de forma exitosa la
capacidad del plasmido pHNSHP45 que alberga el gen mcr-1, para transferirse
mediante conjugacién desde una E. coli, a bacterias de la misma especie y otras
diferentes como Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Este gen de
resistencia movil a colistina (mcr), es un gen que se transfiere a través de elementos
genéticos moviles como plasmidos principalmente, que codifica una transferasa
fosfoetanolamina que confiere farmacorresistencia microbiana a las Polimixinas

(Poirel et al., 2016), mediante la modificacion del sitio blanco disminuyendo la



afinidad electrostatica del antibidtico por el lipido A de la bacteria gramnegativa
(Aguayo et al., 2016).

El primer reporte oficial de la deteccion de mecanismos de farmacorresistencia
microbiana a polimixinas mediada por plasmidos tuvo lugar en China, a través de
un estudio que se realiz6 para dar respuesta a un aumento significativo de
farmacorresistencia microbiana a colistina en Escherichia coli aislada de alimentos
de origen animal durante una vigilancia de rutina (Liu et al., 2016). En dicho estudio
se tomaron muestras de aislados clinicos humanos (902 E. coli y 420 K.
pneumoniae), 804 hisopados rectales de cerdos al momento del sacrificio y 523
aislados de carne cruda; como resultado la prevalencia del gen mcr-1 en E. coli fue
del 1%, del 21% y del 15% respectivamente. La diferencia en las prevalencias
encontradas genero la hipotesis sobre el posible origen del gen mcr-1 en granjas
porcinas, y posteriormente su diseminacion hasta ser humano (Liu et al., 2016). Sun
y colaboradores en el 2018 reportaron que la tasa global de deteccion de mcr-1 en
enterobacterias de humanos es relativamente mas baja que en aislados de origen
animal apoyando la hipétesis del posible origen de este gen. De igual manera, el
gen mcr-1 ha sido identificado en fuentes de agua, desempefiando un papel
importante en una via de diseminacion del gen entre animales y humanos (Zineb et
al., 2021).

El descubrimiento de este gen tiene implicaciones relevantes, porque el gen mcr-1
podria ser adquirido por bacterias patégenas mediante transferencia horizontal (Yu
et al., 2016), generando gran preocupacion, por el aumento en la identificacion de
enterobacterias multirresistentes, y a los reportes de infecciones en humanos con
E. coli portadoras del gen mcr-1 (Zurfluh et al., 2016). La posterior identificacion de
mcr-1 en ganaderias, plantas de beneficio y en ventas minoristas de carne, y su
capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal humano y causar infeccion, ha
puesto de relieve las consecuencias del uso compartido de antibidticos en la salud

humana y animal (Al-Tawfiq et al., 2017).

Al momento se han identificado 11 variantes genéticas del gen mcr-1, designadas

del mcr-1.2 al mcr-1.12 detectadas en diferentes paises, esto sugirié la posibilidad



de una evolucion continua de mcr-1 bajo alguna presion selectiva desconocida en
el medio ambiente, los animales o los seres humanos (Sun et al., 2018). Los
estudios epidemioldgicos han sugerido que mcr-1 esté restringido principalmente a
algunas Enterobacterias, entre las que se incluyen: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella spp., Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Cronobacter sakazakii, Shigella sonnei, Kluyvera spp., Citrobacter spp., y Raoultella

ornithinolytica (Sun et al., 2018).

Genes mcr en el mundo

Hasta el afio 2020 se reportaron diferentes variantes del gen mcr, que van desde el
gen mcr-1 (Liu et al., 2016), hasta el gen mcr-10 (Wang et al., 2020). Estos genes 'y
sus variantes, se han encontrado en plasmidos de enterobacterias de animales de

produccion como cerdos, aves y ganado bovino (Dalmolin et al., 2018).

El gen mcr-1 se ha detectado en multiples especies de enterobacterias, tanto de
humanos como de animales productores de alimentos, en los cinco continentes y
en mas de 40 paises, en la mayoria de estos casos, el gen mcr-1 esta asociado con
elementos genéticos méviles como plasmidos y transposones, que permiten la
diseminacion de este determinante de farmacorresistencia microbiana entre
enterobacterias (Wang et al., 2018). La especie E. coli se ha identificado como un
reservorio importante de plasmidos portadores del gen mcr-1, esto debido al ser un
habitante normal de la microbiota del humano y de la mayoria de especies
productoras de alimentos, lo que puede generar que su movilizacion entre diferentes
ambientes, acelere la transmisidon y diseminacion del gen entre diferentes especies

de enterobacterias (Wang et al., 2018).

El gen mcr-2, se identifico por primera vez en E. coli aislada de materia fecal de
porcinos y bovinos con diarrea en Bélgica, mostrando un 80,6% de identidad de
aminoacidos con mcr-1 (Xavier et al., 2016). El gen mcr-3 fue identificado en China
en un aislado de E. coli aislada de materia fecal de un cerdo aparentemente sano,
gue mostraba farmacorresistencia microbiana a colistina pero en la que no se logré

identificar ni el mcr-1, ni el mer-2 (Yin et al., 2017). El gen mcr-4 se reportd en un



aislado de Salmonella enterica, de un cerdo en ltalia, y en aislado de Escherichia
coli recolectadas durante un diagndéstico de rutina de diarrea post destete en cerdos
de Espafia y Bélgica, entre los afios 2015 y 2016 (Carattoli et al., 2017). EI mcr-5 se
encontrd inicialmente en 14 aislados de Salmonella paratyphi que povenian de
muestras de origen aviar en Alemania, el andlisis de secuencia revel6 que este gen
podria haber sido transferido desde una bacteria ambiental de Cupriavidus gilardii
(Borowiak et al., 2017).

El gen mcr-8 se han detectado en Klebsiella pneumoniae de origen animal (Wang
et al., 2018), el gen mcr-9 en Salmonella enterica de origen humano (Carrol et al.,
2019), y el dltimo reportado fue el gen mcr-10, el cual muestra una amplia
distribucion encontranodose en 4 continentes (Wang et al., 2020). La distribuciéon
tan amplia de estos genes, ha sido una preocupacién al quedar en evidencia la
forma tan rapida en que han evolucionado y se han disdeminado.

Otra de las preocupaciones y que ha podido influir en la amplia diseminacion de
estos genes, es que parece probable que la vida silvestre tenga un papel en la
diseminacién mundial de genes como el mcr-1, un ejemplo de esto es el hallazgo
realizado en Ushuaia-Argentina, donde se logré detectar la presencia de éste gen

en materia fecal de gaviotas (Liakopoulos et al., 2016).

En suma, adicional a los mecanismos diversificados para la diseminaciéon de la
farmacorresistencia microbiana a la polimixina transferible por genes similares al
mcr, ésta se ha visto incrementada por: (i) la rpida propagacion de mcr-1 a
diferentes nichos ecolégicos (incluidos suelo, agua, vida silvestre, aves de corral /
ganado, carne, verduras, seres humanos) ; (ii) la transferencia de mcr-1 por varios
reservorios de plasmidos que cubren casi diez tipos diferentes de replicones; y (iii)
al aumento de la acumulacion de genes similares a mcr y sus variantes (Sun et al.,
2018).

Genes mcr en Colombia

En mayo de 2016, Colombia informd sobre la deteccion del gen mcr-1 en tres

aislados de Salmonella entérica serovar Typhimurium de pacientes procedentes de



Antioquia, Bogota y Boyaca; y un aislado de E. coli en una paciente de Santander.
El hallazgo se produjo como parte de un estudio retrospectivo con aislados
obtenidos desde el afio 2014 a mayo de 2016 (INS, 2016). De acuerdo al anterior
hallazgo, el grupo de microbiologia del instituto nacional de salud (INS), creo unas
directrices en el marco de los seguimientos a eventos de importancia en salud
publica, dirigidas a los laboratorios de Salud Publica Departamentales (LSPD) y a
las Secretarias Distritales de Salud, quienes deben enviar al INS todos los aislados
de bacterias Gram negativas de acuerdo a 2 criterios: (i) Cualquier Enterobacteria
con farmacorresistencia microbiana adquirida a colistina /CIM colistina > 2ug/ml y
(i) Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., y Acinetobacter spp., con CIM a
colistina = 4 pg/ml, de acuerdo a lo establecido por la Circular Externa Conjunta No
000027 del 14 de agosto de 2017.

Por otro lado, en el afio 2017 el Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional
de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima), identificé el gen mcr-1 en dos
aislados de Salmonella enterica serovar Typhimurium, y Salmonella enterica
serovar Give, provenientes de carne cruda y chorizo en la ciudad de Bogota, siendo
este el primer reporte del gen en muestras de alimentos de origen animal en
Colombia (INVIMA., 2017).

Finalmente, en un estudio donde se recolectaron 908 aislados clinicos resistentes
a colistina de diferentes paises con el objetivo de identificar los genes mcr-1, mcr-
2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5; se detect6 en un aislado de E. coli de un paciente
colombiano el gen mcr-5, siendo identificando por primera vez este gen en el pais
(Wise et al., 2018).

Genes mcr en microorganismos de porcinos y su impacto en salud publica

La cadena alimentaria ha atraido una atencién considerable en los Gltimos afios con
respecto al riesgo de transferencia de farmacorresistencia de animales a humanos,
muchos de los plasmidos que contienen genes de farmacorresistencia microbiana,
se han identificado en bacterias zoonéticas comensales y patdgenas, de animales

vivos y alimentos (Liebana et al., 2013), y algunos de estos elementos genéticos



moviles podrian ser portadores de genes tipo mcr, y circular entre ambientes,

animales y humanos (Wang et al., 2018).

La colistina es antimicrobiano comiunmente empleado para controlar y tratar las
enfermedades diarreicas neonatales y post-destete, causadas por Escherichia coli
enterotoxigénica y productora de toxina Shiga (Garcia et al., 2018), y como promotor
del crecimiento (Rhouma et al., 2017). La aparicion de farmacorresistencia
microbiana a la colistina esta asociada al consumo excesivo de colistina en medicina
veterinaria, se estima que entre el ailo 2005 y 2015, se usaron anualmente en
promedio de 6 a 16 toneladas de este antibidtico en animales productores de
alimentos en Corea del Sur (Belaynehe et al., 2018), en China se registré6 una
demanda para el sector agricola de aproximadamente 11942 toneladas para finales
del 2015 (Liu et al., 2016), y la Unién Europa y Norteamérica importaron 480 y 700
toneladas de colistina respectivamente, de acuerdo a lo reportado por QYResearch

Medical Research Centre en el 2015.

Varias evidencias sugieren que el reservorio del gen mcr-1 esta en los animales por
lo siguiente: (i) el uso intensivo de polimixinas en animales como promotor del
crecimiento, profilaxis y metafilaxis, y su uso curativo principalmente en cerdos,
pollos y ganado, constituyen una fuerza impulsora para la seleccién de bacterias
productoras del gen mcr-1; (ii) la identificacion del gen mcr-1 se ha realizado
principalmente en aislados de animales (en China entre 2011 y 2014, el 20% de los
aislados animales contenian el gen mcr-1, en comparaciéon con un 1% en aislados
humanos); (iii) la identificacion del gen de farmacorresistencia microbiana al
florfenicol (floR), en microorganismos productores del gen mcr-1, cuando el
florfenicol se administra solo a los animales; (iv) la asociacion genética del gen mcr-
1 con la secuencia de insercion ISApll procedente de Pasteurella multocida, un
patbgeno comun para los animales; y (v) la asociacion de mcr-1 con
cefalosporinasas mediada por plasmidos, CMY-2, que se sabe que esta muy
extendida en aislamientos de animales (Nordmann y Poirel, 2017).

A pesar de las acciones de control sobre el uso de la colistina, siendo prohibida

formalmente en China desde el afio 2017 para uso en alimentacion animal, la alta



identificacion del gen (45,1%) en E. coli aislada de cerdos enfermos, sugiere que la
exposicion previa al agente antimicrobiano estd fuertemente asociada con la

presencia de los genes moviles (Li et al., 2018).

En Austria se realizdé un estudio en 257 muestras tomadas del ciego de porcinos
obtenidas de plantas de beneficio, en este se logro identificar una muestra positiva
que albergaba el gen mcr-1, el aislado mostré una concentracion inhibitoria minima
de 8mg/l a colistina y la presencia de genes de farmacorresistencia microbiana a
diferentes antibioticos (Jelovcan et al.,, 2016). De 636 aislados de E. coli
recuperados de muestras fecales obtenidas de animales clinicamente sanos (341
de bovinos, 265 de cerdos y 30 de pollos) durante un estudio de vigilancia nacional
en Corea del Sur, realizado entre 2014 y 2017 sobre susceptibilidad a los
antimicrobianos, se encontraron nueve aislados que mostraron farmacorresistencia
microbiana a la colistina, y tres de ellos albergaban el gen mcr-1, y dos el gen mcr-
3; todos los aislados resistentes a la colistina fueron resistentes a multiples farmacos
(Belaynehe et al., 2018).

En otro estudio realizado en Japon en aislados de E. coli de cerdos enfermos y
sanos, se observo una alta prevalencia de farmacorresistencia microbiana mediada
por pldsmidos en cerdos enfermos (cerdos con diarrea post destete), en donde se
lograron identificar los genes, mcr-1, mcr-3 y mcr-5 (Fukuda et al., 2018). Asi mismo,
en un estudio realizado en Laos, se identificaron aislados de E. coli resistentes a
colistina, en la que dos de los aislados con caracteristicas de virulencia, secuencias
y lectura de la electroforesis en campo pulsado (PFGE) fueron iguales; una
pertenecia a un porcino y otra a un joven de 15 afios. Al investigar esté caso en
especifico, se encontrd que el porcino era alimentado por este joven sin ningun tipo
de proteccion aparte del uso de botas, y que este ultimo no tenia antecedentes de
exposicion a colistina. Con este hallazgo se plantea la alta posibilidad que existe de
transferencia de infecciones con enterobacterias resistentes a colistina, desde el

porcino directamente al humano (Olaitan et al., 2015).



Metodologia

Disefio metodolégico

El presente es un estudio descriptivo (Dohoo et al., 2009) realizado durante el mes
de marzo de 2020 en una planta de beneficio animal ubicada en el municipio de
Medellin, Antioquia. La planta seleccionada alcanza beneficios de hasta 2600
cerdos al dia, lo que la postula como una de las mas grandes del pais. Ademas,
cuenta con un sistema de analisis de peligros y puntos criticos de control que
asegura el control de la inocuidad en las diferentes etapas del proceso (Central
Ganadera S.A, 2020).

El tamafio de muestra se calculd utilizando la férmula para estimar tamafios de
muestra de poblaciones finitas (Thrusfield, 2007), utilizando una prevalencia
esperada del 25,5% (Li et al., 2018), con un nivel de confianza del 95% y una tasa

de error maxima aceptable de 0,05:
n=Za2xpxq/e2.

Dénde: Za = 1,96 con un nivel de confianza del 95%, p = Proporcion estimada =

25,5%,g=1-py e =error del estudio del 5%
n: 1.962 x 0.255 x (1-0.255) / 0.052

n: 0.72/0.0025

n: 292 (efecto de disefio x 1.1) = 321

Se tomaron 190 muestras de materia fecal de cerdo directamente del ciego, cada
una de las muestras se consider6 como la unidad de andlisis. Se establecié como
definicion de caso, los aislados de E. coli o Salmonella spp., fenotipicamente

resistente a colistina y que albergaba el gen mcr-1.

Poblacién



Para la seleccion de los animales, se realiz6 un muestreo aleatorio sistematico
(Thrusfield, 2007). La planta de beneficio posee una velocidad de linea de
aproximadamente 120 porcinos por hora, con esta velocidad, se definieron 5 horas
como tiempo para la recoleccion de muestras, para un promedio 600 animales. La
cantidad de muestras al dia se defini6 en 30 (600/30=20), el primer individuo a
muestrear se tomo aleatoriamente entre los primeros 10 porcinos, y a partir de éste,
un individuo cada 20 animales hasta completar el total de las muestras programadas

por dia.

Al ingreso de los animales, los empleados de la planta realizan la verificacion de las
guias sanitarias de movilizacion interna de animales (ICA, 2016), documento legal
gue ampara el transporte de los animales y que incluye los datos de procedencia.
Los animales fueron sometidos a inspeccién ante mortem por el médico veterinario
de la planta de beneficio e identificados con la marca del lote mediante tatuaje, el
cual permanecié visible durante todo el proceso, permitiendo identificar
exactamente la procedencia de cada uno, mediante la correlacion de la marca con

la guia sanitaria de movilizacién interna de animales.

Se defini6 como criterio de inclusion todos los animales de levante y ceba
destinados para beneficio, y como criterio de exclusion los animales que llegaran
sin guia sanitaria de movilizacion de animales y, aquellos que no superaran
satisfactoriamente la etapa de inspeccidén antemortem y postmortem por parte de

los veterinarios de la planta.

La informacion relacionada con cada una de las muestras recolectadas fue
registrada el mismo dia del muestreo usando un formato de recoleccién de datos
(Anexo 1). La informacion demografica de los animales muestreados como el sexo,

la etapa productiva y el lugar de procedencia fueron registrados.

El presente estudio contd con aval expedito otorgado por el Comité de Etica para la
Experimentacién con Animales de la Universidad de Antioguia mediante acta N° 127
del afio 2019.

Obtencién de especimenes



Se recolectaron muestras de material fecal directamente del ciego de los porcinos
sacrificados. Para esto se realiz6 una incision utilizando un cuchillo, el cual fue
esterilizado entre cada toma utilizando un esterilizador térmico a mas de 82,5°C.
Una vez realizada la incisibn, un gramo de materia fecal fue recolectado y
depositado en un recipiente estéril, e inmediatamente diluido en 2 ml de solucion
salina, siguiendo las recomendaciones del fabricante del CHROMID Colistina R agar
(COLR)® (BioMérieux, Francia).

Una vez finalizada la recoleccion en la planta de beneficio, las muestras fueron
almacenadas y transportadas en refrigeracion a la Unidad de Diagnéstico de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia, para su

procesamiento inmediato

Tamizacién de aislamientos resistentes a colistina

Para la etapa de aislamiento selectivo y diferencial de bacterias fenotipicamente
resistentes a colistina, se tomo 50 pl de cada muestra y se diluyé en 9 ml de caldo
de enriquecimiento Brain and Heart Infusion (BHI, Merk, Alemania) que contenia un
disco de colistina (COL 10 pg) (Oxoid, Reino Unido) y, luego pasaron a incubacién
a35+/-2°Cde4ab5horas.

Posteriormente, 50 ul del caldo previamente incubado fue sembrado por
agotamiento en el agar cromogénico CHROMID Colistina R agar (COLR)®
(BioMérieux, Francia), y llevados nuevamente a incubacion a 35 +/- 2 °C durante 18
a 24 horas. De acuerdo a las recomendaciones del fabricante, para las muestras de
origen veterinario las especies de interés a evaluar son Escherichia coli,
reconocibles como colonias con coloraciones de rosa-burdeos, y Salmonella spp,
de color blancas o incoloras. La cepa de referencia E. coli American Type Culture
Collection ATCC® 25922® fue usada como control negativo, y la cepa E. coli

National Type Culture 13846 como control positivo.



De cada agar cromogénico se seleccionaron maximo dos colonias por morfotipo de
interés, que posteriormente fueron sembradas en agar Mac Conkey (Merk,
Alemania) suplementado con sulfato de colistina asegurando una concentracion
minima de 2mg/l, de acuerdo a las recomendaciones de preparacion de diluciones
de trabajo de la ISO 20776-1: 2006 (ISO, 2006) y, posteriormente fueron incubadas
a 35 +/- 2 °C durante 18 a 24 horas.

De acuerdo con la morfologia identificada en el agar Mac Conkey, se seleccionaron
los crecimientos con mayor similitud a las especies de interés, tomando cémo
crecimientos compatibles con E. coli, aquellos aislamientos que fermentaran lactosa
observandose colonias de color rosa-rojo, y como Salmonella spp, colonias
incoloras incapaces de fermentar lactosa. Posteriormente, las colonias que
cumplian con algunas de las caracteristicas anteriores, y que crecieran de forma
que permitieran una seleccion de colonias aisladas, fueron resembradas en 3ml de
caldo BHI suplementado con sulfato de colistina a 2mg/l e incubadas nuevamente
a 35 +/- 2 °C durante 18 a 24 horas.

Deteccion del gen mcr-1

Las actividades de la etapa molecular que incluian la extraccion de ADN y la
identificacion del gen mcr-1 mediante PCR, se realizaron en la linea EPIMOL del
grupo MICROBA de la Universidad de Antioquia. Se realiz6 la extraccion de ADN
de los aislados presuntivos de Escherichia coli y Salmonella spp., resistentes a
colistina, para la posterior amplificacion del gen mcr-1. Para la extraccion de ADN
se utilizé el Kit Wizard® Genomic DNA Purification para extraccion de ADN de
bacterias Gram negativas, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Promega,
Estados Unidos).

La presencia de gen mcr-1 fue evaluada por PCR utilizando el protocolo
estandarizado en la linea EPIMOL (Anexo 2), utilizando los cebadores descritos por
por Liu y colaboradores en el 2016 (CLR5-F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC y CLR5-
R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG) con un peso de 309 pares de bases. Las

condiciones de amplificacion fueron las siguientes i) desnaturalizacion inicial a 95°C



por 15 minutos, 1 ciclo, ii) desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento
a 55 °C por 30 segundos y, extension a 72°C por 1 minuto, todo por 30 ciclos vy, iii)
extension final a 72°C por 5 minutos 1 ciclo. Mediante electroforesis en agarosa al
1% con tincion de bromuro de etidio se identificaron los aislados en que albergaban
el gen mcr-1. Se utiliz6 como como control positivo la cepa BK47554 (aislado mcr-

1 positivo).

Conservacion de los aislados

Todos los aislados que fueron incubados en el caldo BHI, fueron congelados a -80
°C en una suspension de 300 pl de glicerol al 50% y 700 pl de caldo BHI, siguiendo
el protocolo desarrollado por la linea de Epidemiologia Molecular de la escuela de

Microbiologia de la Universidad de Antioquia.

Identificacién bacteriana

Las actividades de identificacion bacteriana y de susceptibilidad antimicrobiana, se
realizaron con el laboratorio SIRIO Investigacién y Analisis Veterinario, para los
aislados que resultaron positivos al gen mcr-1. Para esta etapa se utilizaron los
paneles CIM gramnegativos/paneles combinados y paneles NC 72 especificos para
bacterias gramnegativas (Beckman Coulter, Estados Unidos), de punto de corte
deshidratados Microscan®, siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Beckman Coulter, Estados Unidos).

El sistema Microscan® utiliza pruebas convencionales y cromogénicas modificadas,
que se basan en la deteccion de cambios de pH, la utilizaciéon de sustratos y el
crecimiento en presencia de antimicrobianos en incubacion. Para la preparacion de
los in6culos se utilizd el sistema Prompt. Posteriormente, la rehidratacion e
inoculacion se realiz6 mediante el sistema RENOK®, para luego ser transferidas las
suspensiones a los paneles Microscan® e incubadas minimo durante 16 horas a
35°C.



La lectura se realiz6 manualmente a través del visor de microdiluciéon. Para la lectura
de los sustratos de identificacion, se leyeron todos los sustratos siguiendo las

recomendaciones de interpretacion para cada uno, dadas por el fabricante.

Susceptibilidad antimicrobiana

Para la lectura de las sensibilidades antimicrobianas se utilizaron los paneles NC 72
especificos para bacterias Gram negativas (Beckman Coulter, Estados Unidos), se
registr6 como CIM (concentracion minima inhibitoria), la concentracion mas baja
que muestra inhibicion de crecimiento. Primero se prepararon los paneles
verificando que estuvieran en condiciones adecuadas para el procesamiento, se
realizé la preparacién del inoculo utilizando el sistema Prompt™ para la inoculacion
de los bacilos Gram negativos, la prueba de oxidasa, rehidratacién de paneles, para
finalmente pasar los paneles a incubacion minimo por 16 horas a 35°C en una

incubadora sin CO2.

Una vez realizada la incubacion de los paneles, se realiz6 la lectura del crecimiento
de los inoculos en presencia de los siguientes antibidticos: ampicilina,
ampicilina/sulbactam, aztreonam, cefalozina, cefoxitina, ticarciclina/acido
clavulanico, cefotaxima, cefepima, colistina, piperacilina/tazobactam,
cefotaxima/acido clavulanico, ceftazidima, amicacina, gentamicina, tobramicina,
tetraciclina, ceftazidima/acido clavulanico, ciprofloxacina, levofloxacina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefuroxima, imipenem, meropenem, ertapenem y acido
nalidixico. Se establecieron los aislados como resistentes o sensibles de acuerdo a
los puntos de corte indicados por la CLSI (CLSI, 2012). Cémo control de calidad se
utilizé la cepa E. coli 25922 ATCC.

Analisis de datos

Los datos fueron introducidos, almacenados y procesados en Excel 2003 (Microsoft
Office, Redmond, Washington). Se analiz6 la distribucion de frecuencias absolutas
y relativas para las variables cualitativas y medidas de resumen de tendencia central

y dispersion para las variables cuantitativas. Variables con mas del 30% de valores



perdidos no fueron analizadas. Se estimo la frecuencia de porcinos con aislados

resistentes a colistina y portadores del gen mcr-1.



Resultados

Caracteristicas de la poblacion

La planta de beneficio Sociedad Central Ganadera S.A.S recibe porcinos de
diferentes departamentos del pais, pero principalmente provenientes del
departamento de Antioquia. Los animales muestreados provenian de 40 granjas
diferentes, 38 de ellas localizadas en 15 municipios del departamento de Antioquia,
y dos del departamento de Caldas. La mayoria de los porcinos provenian de los
municipios de Donmatias, Yolombo y Medellin, todos del departamento de Antioquia
(Tabla 1).

El 100% de los porcinos objeto del muestreo fueron animales que cumplieron su
etapa productiva en granja y que se les conoce como animales de levante - ceba,
por alcanzar un peso adecuado para ser sacrificados en planta de beneficio animal,
gue se encuentran aproximadamente entre los 5 y los 6 meses de edad. Estos
provenian en su gran mayoria de granjas con sistemas tecnificados que controlan
el estatus sanitario, y aseguran un adecuado crecimiento de los animales mediante
la implementacion de planes veterinarios y zootécnicos. Del total de las muestras
analizadas el 48,42% (92/190) fueron aisladas de hembras y 51,58% (98/190)

fueron machos (Tabla 1).

Aislados resistentes a colistina.

La frecuencia de porcinos con crecimiento de aislados de interés en la prueba de
tamizacion fue del 70,52% (134/190). La mayoria de morfotipos con
farmacorresistencia a colistina fueron compatibles con E. coli (56,0%, 106/190),
Salmonella spp. (39,0%, 75/190), y crecimientos de ambas especies (20,52%,
39/190). En el 7,8% (15/190) de las muestras no se observo ningan crecimiento con
morfotipo de interés. La informacion relacionada con la procedencia de las muestras
con resistencia fenotipica identificada mediante la prueba tamiz y, las positivas al

gen mcr-1, se detallan en la tabla 1.



Tabla 1. Caracterizacion de aislados con farmacorresistencia fenotipica a
colistinay portadores del gen mcr-1.

Caracteristicas de los Aislados resistentes a Aislados con
animales muestreados colistina farmacorresistencia
(prueba de tamizacion) adquirida a colistina
(mcr-1)
Positivo  Negativo Total Positivo Negativo Total
(n=134) (n=56) n= (n=30) (n=19) n=
190 49

Procedencia
Barbosa 6 5 11 1 3 4
Bello 4 1 5 1 2 3
Belmira 4 0 4 0 1 1
Betania 7 0 7 2 2 4
Donmatias 54 25 79 10 4 14
El Retiro 1 1 2 0 0 0
Entrerrios 6 1 7 3 1 4
Fredonia 4 3 7 1 1 2
Maceo 4 1 5 0 1 1
Medellin 10 3 13 5 1 6
Neira* 3 0 3 1 0 1
Rionegro 5 7 12 3 0 3
San Andrés de Cuerquia 4 0 4 2 0 2
Santa Rosa de Osos 4 2 6 0 0 0
Santo Domingo 3 3 6 0 0 0
Viterbo* 3 0 3 0 0 0
Yolombé 12 4 16 1 3 4
Etapa productiva
Levante-Ceba 134 56 190 30 19 49
Sexo
Hembra 65 27 92 14 10 24
Macho 69 29 98 16 9 25
Especie
E. coli 106 84 190 22 13 35
Salmonella spp. 75 115 190 8 6 14

*Municipio del departamento de Caldas, Colombia

Caracteristicas de aislados portadores del gen mcr-1.

Con la prueba de tamizaje, 49 aislados mostraron caracteristicas fenotipicas de

farmacorresistencia microbiana a colistina, los cuales fueron procesados para la



deteccion molecular del gen mcr-1. De estos, treinta aislados albergaban el gen

mcr-1, es decir, el 15,78 % (30/190) del total de las muestras procesadas (Tabla 1).

La identificacion bacteriana de estos treinta aislados positivos al gen mcr-1, mostro
gue ocho correspondian a E. coli, dos a Salmonella entérica y cinco a Providencia
heimbachae. No fue posible recuperar en cultivo los 13 aislados restantes para
realizar identificacion bacteriana, y en 2 de las muestras hubo crecimiento de

bacterias Gram positivas, debido probablemente a contaminacién de las muestras.

En la figura 1 la distribucién por municipios de las especies de interés confirmadas

en el laboratorio, que fueron positivas al gen mcr-1.

Aislados postivos al

gen mcr-1

E. coli

Salmonella enterica .

Figura 1. Distribucion de E. coli y Salmonella spp., portadoras del gen mcr-1.



Tabla 2. Identificacion bacteriana de aislados bacterianos positivos al gen
mcr-1.
Cédigo | Aislamiento Departa | Municipio Sexo Etapa
mento product
iva
451 Salmonella enterica. Medellin Macho levante-
ceba
581 Providencia Medellin Macho levante-
heimbachae ceba
6 S2 Salmonella spp.* Don Matias Hembra | levante-
ceba
7S1 Providencia Don Matias Hembra | levante-
heimbachae ceba
16 E1 E. coli * Don Matias Hembra | levante-
ceba
18 E1 E. coli * Yolombé Hembra | levante-
ceba
34 E1 E. coli * Barbosa Hembra | levante-
ceba
44 S2 Providencia Don Matias Macho levante-
heimbachae ceba
53 El E. coli BLEEs Rionegro Macho levante-
NEGATIVO ceba
54 E1 E. coli * Rionegro Macho levante-
ceba
55 E1 E. coli * . .| Entrerrios Macho levante-
Antioquia
ceba
56 E2 E. coli * Entrerrios Hembra | levante-
ceba
58 E1 E. coli BLEEs Bello Macho levante-
NEGATIVO ceba
60 E2 E. coli * Medellin Hembra | levante-
ceba
79 S1 Providencia Don Matias Hembra | levante-
heimbachae ceba
81 E2 E. coli * Don Matias Hembra | levante-
ceba
105 S1 | Providencia Don Matias Macho levante-
heimbachae ceba
109 E2 | E. coli BLEES Don Matias Hembra | levante-
POSITIVO ceba
119 E1 | E. coli BLEEs Betania Macho levante-
NEGATIVO ceba
120 E1 | E.coli * Betania Macho levante-
ceba
145 E2 | E.coli* Don Matias Macho levante-

ceba




146 E1 | E.coli * Don Matias Macho levante-
ceba

147 E1 | Bacilo Gram positivo Rionegro Hembra | levante-
ceba

153 S1 | Salmonella enterica. Entrerrios Hembra | levante-
ceba

176 E1 | Bacilo Gram positivo Fredonia Hembra | levante-
ceba

181 E2 | E. coli BLEEs Medellin Macho levante-
NEGATIVO ceba

183 El1 | E. coli BLEEs Medellin Macho levante-
NEGATIVO ceba

185E1 | E.coli* San Andrés de | Macho levante-
Cuerquia ceba

187 E2 | E. coli BLEEs San Andrés de | Macho levante-
NEGATIVO Cuerquia ceba

167 E1 | E. coli BLEEs | Caldas Neira Hembra | levante-
NEGATIVO ceba

*Aislamientos no recuperados, identificacion basada en el morfotipo

Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana en aislados de E. coli y
Salmonella spp., portadores del gen mcr-1.

De forma general para las dos especies, los niveles mas altos de
farmacorresistencia microbiana se identificaron para los antibiéticos colistina y
tetraciclina, en donde todos los aislamientos evaluados mostraron
farmacorresistencia (10/10), seguidos por el trimetoprim/sulfametoxazol en donde
solo dos aislados de E. coli fueron sensibles (8/10) y, para ampicilina donde un
aislado de Salmonella enterica fue sensible, y una de E. coli fue sensible intermedia
(8/10). De forma especifica para E. coli, se encontr6 en el grupo de los
betalactamicos farmacorresistencia a ampicilina (7/8), ampicilina/ sulbactam (4/8),
seguida por piperacilina/tazobactam (3/8), cefuroxima (2/8), aztreonam (1/8),
ceftazidima (1/8) y cefotaxima (1); de igual forma, se identifico alta
farmacorresistencia para trimetoprim/sulfametoxazol (6/8). En el grupo de los
aminoglucésidos se observaron niveles mas bajos de farmacorresistencia para la

gentamicina (1/8), tobramicina (2/8) y, ninguna resistente para amicacina. Para las



fluoroquinolonas solo se observé farmacorresistencia para el acido nalidixico (2/8),
y sensibilidad completa para la levofloxacina. Todos los aislados fueron sensibles
para el grupo de los carbapenémicos imipenem, ertapenem y meropenem (Tabla
2).

Para el grupo de Salmonella enterica, se observé farmacorresistencia en los 2
aislados para trimetoprim/sulfametoxazol, en el grupo de los betalactamicos se
observd farmacorresistencia para ampicilina (1/2), ampicilina/sulbactam (1/2) y
aztreonam (1/2). En los aminoglucésidos se observé farmacorresistencia para
gentamicina (1/2) y tobramicina (1/2) y, sensibilidad para amicacina. Solo se
observé para las fluoroguinolonas un aislado resistente al acido nalidixico, y las dos
fueron sensibles a levofloxacina. Por el contrario, todos los aislados fueron sensibles

para el grupo de las cefalosporinas y los carbapenémicos (Tabla 2).



Tabla 2. Perfil de susceptibilidad antibiética de los aislados de E. coli y Salmonella spp., portadores del gen mcr-1.

AMP SAM ATM FOX TIM cTX FEP coL TzZP cAZ AMK GEN  TBR TCY LEV SXT CXM IPM MEM ETP NAL
MI MI MI MI MI MI
MIC 1 MIC I MIC 1 MIC I MC I MIC | & I & I MC 1 MC I MC I & I @ I MC 1 MC I MC I MC I ¢ I g 1 MCc I McC
Salmon
ella
spp.
451 s s R s s S s R s s S S S R s R s s s s
<8 <8/4 16 <8 <16 2 <2 >4 <16 4 32 8 8 >8 2 >2/38 <4 <1 <1 <0,5 >16
15351 R >16/ R si s s si s R sl s s R R R s R s s s s
>16 8 8 <8 <16 2 <2 >4 64 <1 <16 >8 >8 >8 <1 >2/38 16 <1 <1 <0,5 <16
E. coli
58E1 R | >16/ g s s s s s R s s s sl s R s R s s s s
>16 8 <4 <8 <16 <1 <2 >4 <16 <1 <16 8 <4 >8 <1 >2/38 <4 <1 <1 <0,5 <16
181E2 R S| s s s s s R s s s S| s R s R s s s s
>16 8/4 <4 <8 <16 <1 <2 >4 <16 <1 <16 <4 <4 >8 <2 >2/38 <4 <1 <1 <05 <16
183E2 R | >16/ g s s s s s R s s s s s R s R s s s s
>16 8 <4 <8 <16 <1 <2 >4 <16 <1 <16 <4 <4 >8 <2 >2/38 <4 <1 <1 <0,5 <16
187E1 R s s s s s s R s s s s s R s s si s s s
>16 <8/4 <4 <8 <16 <1 <2 >4 <16 <1 <16 <4 <4 >8 <2 <2/38 8 <1 <1 <0,5 <16
109E2 R | >16/ g sl sl s R s R R s s R R R s R R s s s
>16 8 8 16 <16 16 8 >4 >64 8 <16 >8 >8 >8 <2 >2/38 >16 <1 <1 <0,5 <16
119E1 S s S s s S s R R s s s s R s R si s s s
16 <8/4 8 <8 <16 2 <2 >4 >64 4 <16 <4 <4 >8 <2 >2/38 8 <1 <1 <0,5 >16
167E1 R | >16/ | g R sl sl R s R R R sl sl R R s R R s s s
>16 8 >16 16 64 8 8 >4 >64 >16 32 8 >8 >8 <2 >2/38 >16 <1 <1 <0,5 >16
57E1 R s s s s s s R s s s S| s R s s si s s s
>16 <8/4 <4 <8 <16 <1 <2 >4 <16 <1 <16 <4 <4 >8 <2 <2/38 8 <1 <1 <0,5 <16

Ampicilina (AMP), ampicilina/sulbactam (SAM), aztreonam (ATM), Cefoxitina (FOX), ticarciclina/acido clavulanico (TIM), cefotaxima (CTX), cefepima
(FEP), colistina (COL), piperacilina/tazobactam (TZP), ceftazidima (CAZ), amicacina (AMK), gentamicina (GEN), tobramicina (TBR), tetraciclina
(TCY), levofloxacina (LEV), trimetoprim/sulfametoxazol (SXT), cefuroxima (CXM), imipenem (IPM), meropenem (MEM), ertapenem (ETP), acido

nalidixico (NAL), concentracién minima inhibitoria (MIC), sensible (S), sensible intermedio (SI) y resistente (R)



Discusion

En el presente estudio utilizando un tamizaje, se identifico en el 70,52% (134/190)
de las muestras, la presencia de enterobacterias de origen porcino con
farmacorresistencia fenotipica a colistina, la que puede ser de origen cromosomica
o plasmidica. Posteriormente, mediante la prueba PCR, se determiné la presencia
del gen mcr-1 en el 15,78 % (30/190) de los aislados. Para nuestras especies de
interés se observo una frecuencia de deteccion del gen mcr-1 del 1,05% (2/190) en
Salmonella enterica, y del 4,21% (8/190) en E. coli.

Para la especie E. coli se han reportado diferentes frecuencias de identificacion del
gen mcr-1, cdmo la encontrada en China por Liu y colaboradores en el 2016, en
donde se identificd el gen en un 21% de aislados de E. coli de origen porcino en
plantas de beneficio; la de Li y colaboradores en el 2018 del 25.5% en E. coli
aisladas de porcinos en granjas del mismo pais, siendo mucho mayores que las
encontradas en el presente estudio para la especie E. coli, tal vez debido en parte
por gran uso de colistina en el pais asiatico (.(Liu et al, 2016). Por el contrario,
comparado con Europa donde se reporté una frecuencia a nivel de planta de
beneficio del 0,7% en E. coli y, del 0,1% en Salmonella spp., (El Garch et al., 2018)
frecuencias menores a las encontradas en nuestro estudio. Esta baja frecuencia
reportada por el continente europeo, podria deberse a los estrictos controles
establecidos en los diferentes reglamentos emitidos por la Union Europea
(European Commision, 2011), (Union Europea, 2005), en relacién al uso de
antibioticos en produccién primaria, demostrando que los programas de vigilancia y
control adecuadamente implementados, pueden impactar los niveles de

farmacorresistencia microbiana en bacterias de animales de produccion.

La identificacion de Providencia heimbachae como portadora del gen mcr-1, toma
gran relevancia a la luz de dos consideraciones importantes en el &mbito de la salud
publica, la primera, la afectacion directa a la salud humana, pues este género ha
sido reportado como agente etiolégico casos de ETAS (Shah et al., 2015), y

segundo, por su potencial de diseminacién del gen a otras enterobacterias de



importancia en salud publica humana. La identificacion del gen mcr-1 en aislados
de Providencia heimbachae y Salmonella spp., en una misma granja, podria indicar
la transferencia horizontal del gen a través de elementos genéticos moviles entre
diferentes especies de enterobacterias acelerando su diseminacion (Wang et al.,
2018); sin embargo, es necesario identificar el contexto genético de este gen para

comprender mejor su potencial de diseminacion.

Dentro de los hallazgos encontrados, se destaca la identificacion de granjas con
mas de un animal con aislamientos que albergaban el gen mcr-1, la presencia de
este gen en diferentes animales provenientes de un mismo predio, podria estar
explicada por diferentes razones: (i) El uso de colistina como profilactico para
prevenir la presentacion de infecciones (Nordmann y Poirel, 2017) permitiendo que
se mantenga la presion selectiva sobre las enterobacterias y, que el gen circule
dentro de las poblaciones animales, (ii) El posible uso del antibiético como promotor
de crecimiento (Zhangqi et al., 2016), a pesar de las restricciones generadas por el
ICA mediante la Resolucién No. 00022747 del 2018 para el uso de colistina como
aditivo en promotores de crecimiento en Colombia; tal como lo reportado en China
por Li y colaboradores en el 2018, quienes un afio después de que empezaron las
restricciones del uso de colistina en este pais, encontraron una alta presencia del
gen mcr-1 (45,1%) en aislados de E. coli de porcinos enfermos, (iii) El contacto
directo entre cerdos portadores y no portadores 0 exposicion a un ambiente
contaminado (Katja et al., 2018). La presencia del gen mcr-1 en enerobacterias de
origen porcino a nivel de granjas, podria ser el causante del fracaso terapéutico de
la colistina para tratar colibacilosis por Escherichia coli, la cual cursa con diarrea y

septicemia (Olaitan et al., 2106).

Basados en la hip6tesis de Liu y colaboradores en el 2016, quienes plantearon que
el posible origen del gen mcr-1 fue a nivel de granjas porcinas, debido
principalmente a su uso como promotor de crecimiento, y que a partir de alli se
diseminé al ser humano; la identificacion de genes mcr-1 en enterobacterias
aisladas de porcinos a nivel de planta de beneficio en este estudio, genera una gran

preocupacion a nivel de salud publica, pues éste gen podria diseminarse a través



de la cadena carnica al consumidor, especialmente en Colombia donde de acuerdo
a los datos nacionales de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)
reportados por el Instituto Nacional de Salud, especies bacterianas como E. coli y
Salmonella spp., se encuentran en el tercer y cuarto puesto respectivamente, como
agentes etiolégicos implicicados en este tipo de enfermedades (INS, 2020). De
forma particular se observa en el informe de resultados de la vigilancia de
resistencia antimicrobiana en infecciones asociadad a la atencion en salud del 2016
(INS, 2016), que el departamento de Antioquia junto con el de Santander, son en

los que se identificé la mayor cantidad de aislamientos positivos al gen mcr-1.

La identificacién del gen mcr-1 en especies como Salmonella spp., es relevante,
pues se ha demostrado que las excreciones fecales de animales de granja, pueden
contaminar con este microorganismo, desde productos céarnicos, hasta frutas y
verduras a traveés de diseminacion ambiental (Hanning et al., 2009). La identificacion
de peligros derivados del uso de antibiéticos en animales de produccion, debe tener
un enfoque amplio que permita identificar las vias de diseminacién a través de la
cadena alimenticia y el ambiente, aliendndose con las directrices de que reconoce
la estrecha interaccion entre las actividades pecuarias, el humano y el ambiente
(McEwen y Collignon, 2018).

La identificaciébn de aislados multirresistentes en un 80% (8/10) y ampliamente
resistentes en un 20% (2/10) de las bacterias portadoras del gen mcr-1 identificadas
en nuestro estudio, y pertenecientes a las especies E. coli y Salmonella entérica,
genera una gran preocupacion por la disminucion de opciones terapéuticas para el
tratamiento de infecciones con estos microorganismos tanto a nivel de granja, como
en caso de presentarse una infeccién de origen alimentario. Son de resaltar los
aislados de la especie E. coli, que fueron extensivamente resistentes, en donde el
aislado 109E2 fue solo susceptible a los grupos de los carbapenémicos y
fluoroquinolonas y, el aislado 107E1 solo al grupo de los carbapenémicos. A razon
de estos hallazgos, se enfatiza la problematica de estas bacterias con un amplio
espectro de resistencia a antimicrobianos, tanto a nivel pecuario, con casos como

el presentado en una granja de cerdos en China, la cual sufrié un brote de diarrea



aguda por una E. coli ampliamente resistente, y que debido a la mala respuesta a
los diferentes tratamientos antibidticos, causé un gran numero de muertes y
pérdidas econdémicas (Yajing et al, 2020); como a nivel de salud humana, con
reportes preocupantes como el caso de una diarrea aguda por una infeccion con
Salmonella enterica multiresistente portadora del gen mcr-1, en un lactante humano
en China (Yinxia et al., 2021), la cual posee limitadas opciones terapeuticas para su

tratamiento.

En el estudio realizado por Arenas y colaboradores en el 2018, se identifico que el
uso no terapéutico de antibiéticos como los betalactdmicos, macrélidos vy
tetraciclinas, constituyeron la mayor presion selectiva relacionada con el uso de
antibioticos en las practicas pecuarias a nivel nacional, dato que apoya los
resultados del presente estudio donde el 100% (10/10) de los aislados positivos al
gen mcr-1 fueron resistentes a la tetraciclina, y el 80% (8/10) a la ampicilina como

parte del grupo de los betalactamicos.

La deteccidon de aislados de Salmonella enterica y de E. coli multirresistentes de
origen porcino, principalmente la identificacion de aislados resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion, son una gran preocupacion debido a que se
ha comprobado que los humanos pueden adquirir E. coli productoras de BLEEs a
través de la cadena céarnica aviar y porcina (Madec et al., 2015), generando un grave
al efecto en la salud humana, pues estas pueden hidrolizar este importante grupo
de antibidticos dejandolo por fuera de las opciones terapéuticas (Paterson y
Bonomo, 2020), cémo se observd en el aislado E1092, el cual fue positivo a BLEES
presentando resistencia a cefotaxima y cefuroxima. La identificacion de
asilamientos de E. coli portadores del gen mcr-1 y con presencia de BLEES, se ha
reportado anteriormente en porcinos a nivel de granja en paises como China, donde
se encontré una frecuencia del 39,59% (78/197) (Shafiq et al., 2019), porcentaje
mayor al encontrado en esta misma especie en nuestro estudio, con un 12,5% (1/8).
La identificacion de aislados de E. coli portadores del gen mcr-1y positivos a BLEES,

representa un peligro importante, ya que este tipo de microorganismos podrian



entrar en la cadena alimentaria, siendo una amenaza importante para la salud

publica.

Todos los aislados fueron sensibles al grupo de los carbapenémicos, debido
posiblemente a que su uso esta prohibido en animales productores de alimentos,
por la importancia que revisten en salud publica humana al ser un antibiotico de

altima linea, (Mollenkopf et al., 2017).

La identificacion del gen mcr-1 en diferentes municipios de Antioquia, podria sugerir
qgue la farmacorresistencia microbiana a colistina por mecanismo mdéviles se trata
de un problema generalizado, pues el gen se identifico las regiones Norte, Nordeste,
Valle del Aburra, Oriente y Suroeste del departamento. Al ser Antioquia la region del
pais con mayor volumen de produccion y consumo de carne de origen porcino
(Porkolombia, 2018), la necesidad de producir cada vez mas y mejor, ha llevado a
la implementacion de medidas preventivas basadas en el uso antibioticos para
mejorar rendimientos productivos y, en general, para mantener niveles de salud
adecuados en los grupos de animales; en este sentido, el inadecuado uso de
antibiéticos en granjas porcinas, la falta de sistemas mas robustos para el control
eficiente de farmacorresistencia microbiana en predios pecuarios y, aunado a que
a nivel nacional la implementacién del Decreto 1500 de 2007, dirigido a mantener
los procesos 6ptimos de transformacion de carne para asegurar la inocuidad de los
alimentos, no esta implementado en el 100% de las plantas de beneficio del
departamento ni del pais, puede existir riesgo de diseminacién de enterobacterias
multirresistentes, desde la produccion primaria hasta el ser humano por
inadecuadas practicas de procesamiento, y el posterior manejo de la carne y

productos carnicos comestibles.

Es probable que las muestras con farmacorresistencia fenotipica en las que no se
detect6 el gen mcr-1, presentaran mecanismos cromosomicos de
farmacorresistencia microbiana (Quiroga et al, 2019), o algunas de las variantes del
gen mcr que se han reportado a nivel mundial (Xavier et al., 2016), (Yin et al., 2017),
(Carattoli et al., 2017), (Wang et al., 2020). Teniendo en cuenta que la colistina es

un antibiotico de ultimo recurso utilizado para el tratamiento de infecciones por



enterobacterias resistentes a carbapenémicos (Yu et al., 2016), la presencia de
estos genes de farmacorresistencia microbiana podria llevar a la presentacion de
infecciones complicadas sin opciones terapéuticas disponibles tanto a nivel de
produccion primaria como en humanos. Aungque en Colombia ya se habia reportado
el gen mcr-1 en muestras de alimentos de origen animal (INVIMA, 2017), para el
conocimiento de los autores, este es el primer reporte de genes mcr-1 en
enterobacterias aisladas de materia fecal de porcinos, sirviendo como ejemplo del
papel de la medicina veterinaria en la generacion de mecanismos de

farmacorresistencia microbiana a antibiéticos a nivel de produccién primaria.

Este estudio presenta varias limitaciones. Debido a la emergencia sanitaria por el
COVID-19 decretada en marzo de 2020 a nivel nacional, se presentaron
restricciones de ingreso a la planta de beneficio y al laboratorio, donde se realizaria
el procesamiento microbiolégico y molecular de las muestras. Debido a las
restricciones por pandemia no fue posible alcanzar el tamafio muestral calculado de
acuerdo a la prevalencia estimada del gen mcr-1, y el andlisis de variantes de mcr

adicionales.

La prueba de cribado tiene algunas limitantes en la identificacion visual debido a
posibles confusiones con otras bacterias con crecimiento similar, especificamente
en el caso de Salmonella spp., se podria confundir con especies de Proteus mirabilis
y Acinetobacter junii. Aunque el estudio de Garcia-Fernandez y colaboradores en el
2019 encontraron una especificidad del 100% y una sensibilidad del 95,5% para E,
coli y del 81,8% para Salmonella paratyphi, es una prueba que depende del
reconocimiento visual y experiencia para ser mas exactos con la identificacion
inicial.

Los aislamientos que no crecieron en agar MK- colistina antes de la identificacion
del gen mcr-1, tal vez fue debido a que su MIC pudo haber sido menor a la
concentracion de 2mg/I utilizada en el medio, o por disminucion de su capacidad de
farmacorresistencia debido el tiempo que llevaban congeladas. Adicionalmente, no

fue posible incluir la deteccion de variantes adicionales el gen mcr, que se han



detectado en porcinos como el mrc-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5, por lo que podria haber

una subestimacion de las frecuencias encontradas.
Conclusiones

Este estudio evidencia una alta prevalencia de farmacorresistencia fenotipica
adquirida a colistina y la circulacion del gen tipo mcr-1 en animales productores de
alimentos especificamente en cerdos. A pesar de que el uso de colistina como
promotor del crecimiento fue prohibido en el afio 2018 en Colombia, en el presente
estudio se detectaron aislados portadores de mecanismos moviles de
farmacorresistencia microbiana frente a este antibiético, lo que demuestra el efecto
que puede tener el uso previo de la colistina, en la seleccién aislados resistentes en
porcinos. La deteccion de mecanismos de farmacorresistencia microbiana de tipo
transferible a este antibidtico, podria representar un riesgo potencial para la salud

publica por su posible entrada a la cadena alimentaria.

El enfoque de Una Sola Salud se debe tener en cuenta para determinar el impacto
que tiene el uso inadecuado de antibidticos como la colistina en animales
productores de alimentos, el cual permite a través de la descripcion de las
interacciones humano, bacteria, animal y ambiente, identificar los puntos criticos

que se deben intervenir para mantener o mejorar la salud humana y animal.

En consecuencia, la implementacion de acciones que promuevan el uso racional de
los antibidticos, como el funcionamiento eficaz de sistemas de vigilancia en
farmacorresistencia microbiana en la industria pecuaria y, el mejoramiento de las
medidas sanitarias en la industria porcina, deben suscitarse para evitar la aparicion
y diseminacién de bacterias multirresistentes y su transferencia al humano a través
de la cadena carnica o el contacto directo. Asimismo, se debe promover la
realizacion de futuras investigaciones que permitan esclarecer la epidemiologia de
la farmacorresistencia microbiana a colistina en animales productores de alimentos

y su potencial diseminacién al ser humano.
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Anexos

Anexo 1. Formato de recolecciéon de datos

Formato 1. Recoleccion de datos

# muestra

Lote

Fecha de
recoleccion

Sexo
(H/M)

Edad*

Granja

Municipio

Departamento

Observaciones




Anexo 2. Protocolo PCR para la deteccion de MCR-1

LINEA DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
Grupo de Microbiologia Molecular
Grupo de Microbiologia Basica Aplicada
Escuela de Microbiologia
Universidad de Antioquia

TITULO:
PCR para deteccién de MCR-1

OBJETIVO:
Estandarizar la deteccion del gen mcr-1 relacionado con la resistencia a colistina
mediada por plasmidos.

DEFINICIONES

PCR (reaccion en cadenade la polimerasa): es una técnica de biologia molecular,
cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento
de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia
de ese fragmento original, o molde.

ALCANCE:
Este procedimiento sera aplicable a los aislados de bacilos Gram-negativos que
presenten resistencia fenotipica a colistina.

MATERIALES NECESARIOS
- Documentos relacionados
- Pipetas de 1000, 200, 100, 20y 10 pl
- Viales de 0.2 ml
- Viales de 1 mi
- Gradilla
- Marcador negro
- Agua (MLQ estéril)
- Buffer
- MgCI2
- dNTPs
- Primers para cada gen a amplificar en sentido “forward” y “reverse”
- Taq polimerasa
- Gradilla de refrigeracion

PROCEDIMIENTO
1. Realizar el calculo de los volumenes de reactivos a adicionar de acuerdo a la

tabla que se presenta a continuacién, multiplicando por el nUmero de muestras
a procesar. Tener en cuenta cuatro reacciones adicionales correspondientes a



un control positivo (BK47554 MCR+), un control negativo y 2 excesos para

asegurar que el volumen sea suficiente al hacer alicuotas de la mezcla.

Reactivos del MM | Concentracion Concentracion Volumen
inicial final (1 reaccion)

Agua (MLQ estéril) | ----- | - 8.8 ul

Buffer 10X 1X 2.5 ul

MgCI2 25 mM 1.5 mM 1.5 pl

dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 2 pl

Primer CLR5-F 2.5 UM 0.2 uM 1.25 pl

Primer CLR5-R 2.5 uM 0.2 uM 1.25 pl

Tag 5U 1U 0.20 pl

Volumen total 23 ul

NOTA: El volumen final real es 25pl: 23 pl de master mix (MM) + 2 pl de DNA.

2.

B w

© N

Limpiar cuidadosamente la superficie de trabajo y las pipetas con suficiente
alcohol y secar con servilletas. Encender la luz ultravioleta durante 15 minutos
antes de iniciar la PCR.

Tomar un tubo eppendorf de 1.5 ml y marcar como MM (Master Mix).
Seleccionar tubos de PCR (0.2 ml) estériles de acuerdo al nimero de muestras.
Marcar con el codigo de la muestra en la tapa de cada tubo.

Retirar del congelador los reactivos a utilizar excepto la DNA polimerasa y
colocarlos en una gradilla. Realizar la MM siguiendo los célculos realizados
previamente. Mezclar en vortex antes de agregar cada reactivo.

Adicionar la DNA polimerasa a la MM y guardar la enzima en la nevera. No
mezclar la enzima en vortex antes de agregarla.

Realice vortex al MM y adicione 23 pl a cada tubo de PCR.

Adicionar 2 pl de DNA de cada muestra a evaluar a cada tubo de PCR. Esto
debe ser realizado en una zona separada de la utilizada para la preparaciéon de
la MM, para evitar contaminaciones.

Ubicar las muestras en el termociclador, seleccionado el programa “MCR1”, el
cual tiene las siguientes condiciones:

Fase Temperatura | Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial | 95 °C 15 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95 °C 30 seg

Alineamiento 55 °C 30 seg 30 ciclos
Extension 72 °C 30 seg

Extension final 72 °C 5 min 1 ciclo

10.Visualizar el producto de amplificacion en gel de agarosa a 1% de concentracion,

durante 45 minutos a 100 voltios. Usar marcador de 100 pb. El tamafio esperado
para MCR1 es 309 pb.



La secuencia de los primers, gen blanco, tamafo esperado y cepas controles se
presentan en la siguiente tabla:

Primer Secuencia (5" a 3’) Blanc | Taman Cepa Referencia
S 0 o (bp) | control
CGGTCAGTCCGTTTGT Donacion
CLRSF | ¢ Public
CLRS- | CTTGGTCGGTCTGTAG | Mot | 309 | BKA7Ss4 ] Healh
R GG Research
Institute

RESPONSABLES: Seran responsables de este proceso las personas encargadas
de realizar el procedimiento y la coordinadora de la linea Epidemiologia Molecular
Bacteriana Judy Natalia Jiménez Quiceno

DOCUMENTOS RELACIONADOS (Referenciar en otra parte si es necesario):

Nombre del documento Ubicacion

Liu YY, Wang Y, Walsh TR, et al. Emergence of | http://dx.doi.org/10.1016/S1473-
plasmid-mediated colistin resistance mechanism | 3099(15)00424-7

MCR-1 in animals and human beings in China: a
microbiological and molecular biological study.
Lancet Infect Dis. 2016 Feb;16(2):161-8.

MANEJO DE CONTINGENCIAS:

Cada que se presente una situacion especifica dentro del procesamiento de
muestras inusual, el caso debe ser informado a los responsables, con el fin de tomar
decisiones sobre el particular
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