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RESUMEN

La diarrea neonatal y post destete en cerdos son enfermedades con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, siendo el principal causante la Escherichia coli, cuyos protocolos de tratamiento
son poco eficaces debido a la resistencia antimicrobiana que por diversos mecanismos
genéticos pueden transmitir esta capacidad a otras poblaciones bacterianas. Por ello, el presente
estudio tuvo como objetivo la deteccion de los genes de resistencia antimicrobiana en aislados
de Escherichia coli de cerdos de produccién con diarrea. Se evaluaron 119 aislados de
Escherichia coli recolectados de cerdos con diarrea, remitidas por veterinarios y productores
de granjas porcinas de Lima desde el 2017 hasta el 2020 y enviados al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, seccion Bacteriologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Estas cepas fueron reactivadas
para la extraccion del ADN y posterior deteccion de genes de resistencia a los principales
antibidticos y de mayor importancia en la industria porcina, tales como las tetraciclinas (fefA,
tetBy tetC), sulfonamidas (sull, sul? y sul3), estreptomicina-espectinomicina (strA/strB, aadA)
y apramicina (aac(3)IV) mediante la Reacciéon en Cadena de Polimerasa (PCR). De las 119
cepas, el 98.3% (117/119) fueron positivas a por lo menos un gen de resistencia antimicrobiana,
siendo el de mayor frecuencia el grupo de las tetraciclinas (88.2%), seguido de las sulfonamidas
(65.5%), estreptomicina-espectinomicina (64.7%), y por ultimo la apramicina (2.5%). De la
misma manera, la mayor presencia de resistencia a dos antimicrobianos fueron en las
sulfonamidas con las tetraciclinas en un 59.6% (71/119). De los 10 diferentes genes de
resistencia antimicrobiana considerados, el gen fefA tuvo la frecuencia mds alta con 68%
(81/119), seguido del gen sul3 con 64.7% (77/119), seguida del gen strB con un 42% (50/119),

aadA con 39.5% (47/119), strA con 34.5% (41/119), tetB con 31.9% (38/119), aac(3)IV con



2.5% (2/119) y los genes sull y tetC ambos con 0.8% (1/119); el gen sul2 fue negativo en todas
las cepas. Del total de cepas procesadas, el 41.2% (49/119) fueron considerados multidrogo-
resistentes por mostrar resistencia a mds de 3 antibiéticos. El elevado porcentaje de genes de
resistencia antimicrobiana nos indica una realidad a la problematica de la resistencia bacteriana
contra los antimicrobianos, por lo que se debe considerar la gran importancia de la vigilancia

de resistencia antimicrobiana y el buen uso de antibidticos en nuestro pais.

Palabras claves: Escherichia coli; cerdo; resistencia antimicrobiana; genes de resistencia



ABSTRACT

Neonatal and post-weaning diarrhea in pigs are diseases with high rates of morbidity and
mortality, the main cause is Escherichia coli, treatment protocols are not very effective due to
antimicrobial resistance using many genetic mechanisms can transmit this capacity to other
bacterial populations. bacterial. Therefore, the present study aimed to detect antimicrobial
resistance genes in Escherichia coli isolates from production pigs with diarrhea. 119 isolates
of Escherichia coli were collected from pigs with diarrhea sent by veterinarians and producers
of pig farms in Lima from 2017 to 2020, to the Laboratory of Microbiology and Veterinary
Parasitology, Bacteriology section of the Faculty of Veterinary Medicine of the University
National Mayor of San Marcos. These isolates were reactivated for DNA extraction to perform
a Polymerase Chain Reaction (PCR) to detec resistance genes of the most important antibiotics
in the swine industry, such as tetracyclines (tetA, tetB and tetC), sulfonamides (sull, sul2 and
sul3), Streptomycin-spectinomycin (strA / strB, aadA) and apramycin (aac(3)IV) by. 98.3%
(117/119) were positive for at least one antimicrobial resistance gene, the most detected was
the group of tetracyclines (88.2%), followed by sulfonamides (65.5%), streptomycin -
spectinomycin (64.7%), and apramycin (2.5%). In the same way, the greatest presence of
resistance to two antimicrobials was in sulfonamides with tetracyclines in 59.6% (71/119). Of
the 10 different antimicrobial resistance genes considered, the fefA gene had the highest
frequency with 68% (81/119), followed by the sul3 gene with 64.7% (77/119), followed by the
strB gene with 42% (50 /119), aadA with 39.5% (47/119), strA with 34.5% (41/119), tetB with
31.9% (38/119), aac(3)IV with 2.5% (2/119), and the genes sull and fetC both with 0.8%
(1/119); the sul2 gene was negative in all strains. Of the total strains processed, 41.2% (49/119)
were considered multidrug-resistant for showing resistance to more than 3 antibiotics. The high

percentage of antimicrobial resistance genes indicates a reality to the problem of bacterial



resistance against antimicrobials, so the great importance of antimicrobial resistance

surveillance and the proper use of antibiotics in our country should be considered.

Key words: Escherichia coli; pig; antimicrobial resistance; resistance genes
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1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antimicrobianos en la produccién animal, no solo como base
terapéutica, sino también como aditivo alimentario considerado como promotor de
crecimiento, han provocado el incremento de resistencia antimicrobiana no solo en bacterias
patdgenas, pues la resistencia puede también ser transmitida entre cepas no patégenas (Van den
Bogaard y Stobberingh, 2000) incluso de diferentes especies bacterianas, a través de la
transferencia horizontal de genes, convirtiéndose en un tema de gran importancia en los tltimos
afios, por lo que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece estrategias para el buen
manejo de los antimicrobianos y la vigilancia de resistencia antimicrobiana, sobre todo en
animales destinados al consumo, a través de métodos fenotipicos y moleculares (pruebas
genéticas), como el PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) (OMS, 2001), que esté siendo
utilizado en diversos paises para detectar genes de resistencia antimicrobiana en animales de
produccion (Boerlin et al., 2005; Brand et al., 2017; Mazurek et al., 2018).

La Escherichia coli (E. coli), se encuentra distribuida a nivel mundial no solo por ser un
agente patdgeno causando diarreas y enfermedades extraintestinales, pues también es parte de
la microbiota normal de personas y animales, siendo el principal causante de diarreas en cerdos,
provocando grandes pérdidas econdmicas (Luppi 2017), llevando al uso indiscriminado de
antimicrobianos tanto de manera terapéutica asi como aditivo alimentario, lo que llevé a una
alta resistencia antimicrobiana en esta especie a comparacion del ganado vacuno, incluso en
animales aparentemente sanos (Lim er al., 2007), siendo un riesgo en la salud publica la
transmision de éstos patdégenos alimentos, consumo de carnes poco cocidas y contaminacion
cruzada (Sheikh et al., 2012).

A pesar de los esfuerzos por parte de la OMS y el SENASA para controlar el uso de
antimicrobianos de manera indiscriminada, en nuestro pafs se han realizados estudios que

demuestran la presencia de resistencia antimicrobiana en cepas de E. coli (Saldarriaga et al.



2000; Monterroso et al., 2019) en animales de produccién, siendo en su mayoria mediante el
uso de estudios fenotipicos , por lo que es importante la implementaciéon de métodos de
vigilancia de resistencia antimicrobiana y el conocimiento de la situacién de ésta en nuestro
medio, y asi considerar la importancia de la vigilancia de resistencia antimicrobiana y el buen
uso de antibiéticos en nuestro pais.

El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en

aislados de Escherichia coli en cerdos con cuadros diarreicos mediante PCR convencional.



2. ANTECEDENTES

2.1 COMPLEJO ENTERICO PORCINO

Las enfermedades entéricas son de gran importancia en la produccién porcina, ya que causa
grandes pérdidas econdmicas por el aumento en los gastos en antimicrobianos, retraso de
crecimiento de lechones, muerte antes del destete, mala conversion alimenticia, entre otros;
donde los animales tienen como signo principal las diarreas (Quiles y Hevia, 2008). Estas
pérdidas se vieron reflejadas en el brote de colibacilosis de una granja porcina en el distrito de
Carabayllo en 1996, reportdndose pérdidas econdmicas por muertes de lechones y gastos en
medicamentos que alcanzaron hasta un 25% del total de gastos (Rodriguez, 2014).

Este proceso entérico es causado por diversos agentes etioldgicos que pueden actuar de forma
individual o en conjunto, siendo este ultimo mds frecuente, por lo que es conocido como un
complejo entérico causado por la interaccion de distintos patdgenos, tales como: agentes virales
(Circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), Coronavirus, Rotavirus), parésitos (Trichuris suis, Ascaris
suum) y bacterias (Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira
pilosicoli, Salmonella enterica y Escherichia coli) (Perfumo et al., 2019).

2.1.1 COLIBACILOSIS PORCINA

Causada por la bacteria Escherichia coli (E. coli), 1a cual esta presente en el tracto digestivo
de humanos y animales como comensal o saprdfita. Sin embargo, también es la responsable de
diversos sindromes principalmente en lechones, tales como: diarrea neonatal, diarrea post
destete y enfermedad de los edemas (Lépez-Alvarez, 2010); causando altas tasas de
morbilidad, disminucién en la produccidn, costos en tratamiento y mortalidad, siendo esta una
de las enfermedades mds importantes en la industria porcina (Luppi, 2017; Zimmerman et al.,

2019).



La colibacilosis es considerada una enfermedad multifactorial, por lo que es causada por
varios factores desencadenantes, siendo el destete el mas importante, causando cuadros de
diarrea y aumento en la predisposicidn de infecciones secundarias originando la mortalidad en
las granjas porcinas. La patogenicidad de la E. coli se basa en la presencia de factores de
virulencia que son los responsables de la aparicién de enfermedad en humanos y animales
(Zimmerman et al., 2019). E. coli es eliminada por las heces, aumentando el riesgo de brotes
de Colibacilosis en granjas con hacinamiento animal, malas instalaciones, poca higiene y mal
manejo (Lazo et al., 2009; Turcas et al., 2012).

2.1.1.1 COLIBACILOSIS ENTERICA
e SIGNOS CLINICOS

La presentacion de signos clinicos causados por E. coli depende de varios factores, tales como
la inmunizacion de la madre y niveles de anticuerpos en el lechon obtenidos por medio del
calostro, edad al destete, condiciones sanitarias. proporcion de proteinas en el pienso, entre
otros (Malik et al., 2012).

La colibacilosis porcina se caracteriza por la presencia de diarreas; estas pueden ser
evidenciables principalmente en neonatos, que son producidas generalmente por la E. coli
enterotoxigénica (ETEC) reportdndose principalmente desde el dia O al 4 de nacimiento debido
a una contaminacion del lechon después del parto o baja inmunidad del lechén, presentando
diarreas acuosas de color amarillo o blancas, alcanzando una mortalidad de hasta el 70% de las
camadas afectadas (Lupi, 2017). Las diarreas post destete son causadas principalmente por
ETEC y E. coli enteropatogénica (EPEC) debido al cese de ingesta de leche materna, poca
inmunidad del lechén y el estrés de un destete prematuro (Rhouma et al., 2017), son cuadros
mas leves a la diarrea neonatal con presencia de heces acuosas amarillas o grises, provocando
pérdida de peso y deshidratacion.

° LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS



Las lesiones en la colibacilosis porcina podemos encontrar enteritis catarral, con vasos
sanguineos dilatados (Lazo et al., 2009), dilatacién del estémago que puede contener leche
coagulada o alimento seco e intestinos dilatados con congestién de las paredes, edematosas,
ganglios mesentéricos aumentados de tamafio e hiperémicos. El intestino grueso suele tener
contenido mucoso a acuoso de color amarillento (Luppi, 2017; Zimmerman et al., 2019).

e  DIAGNOSTICO

El examen clinico junto con las pruebas complementarias, ayudan a un buen diagndstico de
la enfermedad. La realizacion de necropsias en animales fallecidos o eutanasiados por sospecha
de estas enfermedades, ayudan a corroborar las lesiones anatomopatolégicas y recolectar
muestras como segmentos de intestino delgado, en casos de ETEC, y coldn, en casos de EPEC,
para ser remitidos al laboratorio para cultivo bacteriologico y aislamiento del patogeno E. coli
(Luppi, 2017). En animales con pocos signos clinicos, es aconsejable la recoleccion de heces
o hisopado rectal. El aislamiento de la bacteria en medios especificos, como agar MacConkey
y Agar Sangre, se complementa con las pruebas bioquimicas de tipificacion correspondientes
para su confirmacion, como indol positivo, rojo de metilo positivo, citrato negativo, ureasa
negativa, SH> negativo y Voges Proskauer negativo (Lazo et al., 2009), asi como la deteccion
de factores de virulencia mediante PCR para la identificacion de patotipos especificos (Luppi.,
2017; Zimmerman et al., 2019).

2.1.1.2 ENFERMEDAD DE LOS EDEMAS

e  SIGNOS CLINICOS

La E. coli productor de toxina Shiga (STEC) es el causante de la enfermedad de los edemas,
principalmente en lechones después del destete, caracterizado por la aparicion de edema a nivel
de los péarpados y frente, sin presencia de fiebre ni diarreas, asi mismo puede causar muertes
subitas sin presentar signos clinicos (Casanova et al., 2018; Zimmerman et al., 2019). Los

signos neuroldgicos también son vistos en cerdos en crecimiento que se caracteriza por la



presencia de ataxia, ceguera, marcha en circulos, posicion de cubito lateral con las patas en
movimiento de pataleo (Casanova et al., 2018). La enfermedad de los edemas suele presentarse
en un grupo especifico de animales, y la aparicion abrupta de ésta desaparece rdpidamente, en
un promedio de 4 a 14 dias; sin embargo, la mortalidad puede llegar hasta el 50% a 90% de los
casos con la presencia de diarreas sanguinolentas como signo clinico terminal (Zimmerman et
al., 2019).
° LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

En la enfermedad de los edemas, los lechones con muerte subita no suelen presentar lesiones
anatomopatoldgicas. Por otro lado, en lechones que siguen el curso del sindrome, es
caracteristico la presencia de edema a nivel de la submucosa del cardias géstrico y fundus. En
el mesenterio puede encontrarse edematoso, al igual que los ganglios mesentéricos inflamados
y congestionados. Puede encontrarse liquido seroso a nivel de la cavidad pericardica, pleural y

peritoneal, diferentes grados de edema pulmonar y edema laringeo (Zimmerman et al., 2019).

e  DIAGNOSTICO

El cultivo de bacterias procedentes del colon para su aislamiento en medios de cultivo
especificos como Agar MacConkey y Agar Sangre con la presencia de colonias hemoliticas,
ayuda al diagnoéstico presuntivo; sin embargo, en enfermedades subagudas o crénicas se
recomienda el diagnostico a través de la presencia de lesiones, dado que estas cepas ya no se
encuentran en forma dominante durante este periodo de la enfermedad (Zimmerman et al.,
2019).

Muchas veces el diagnostico se complementa con el estudio histopatoldgico en busca de
lesiones neuroldgicas, dado que es poco comun el aislamiento de bacterias en el intestino en
esta enfermedad (Zimmerman et al., 2019). Entre los hallazgos histopatoldgicos se encuentran

la malacia focal en el tallo cerebral, arteriopatia subaguda, hemorragia cerebral por ACV



(accidente cerebro vascular) por lesiones en arterias. (Lazo et al., 2009; Zimmerman et al.,

2019).

2.1.1.3 TRATAMIENTO

En la colibacilosis entérica, la pérdida de liquidos y electrolitos por las diarreas es el principal
problema en los lechones. Por ello, la rehidratacién mediante suero fisiologico es esencial para
regular el equilibrio electrolitico; sin embargo, la aplicacién de estos por via endovenosa es
poco préctica, por lo que la hidratacion intraperitoneal es la via de eleccidon para los casos
graves (Lazo et al., 2009; Luppi, 2017; Zimmerman et al., 2019).

La terapia antibidtica se debe basar en los resultados del antibiograma para evitar el uso de
antibidticos ineficaces debido a la resistencia bacteriana (Luppi, 2017). Dentro de los
antimicrobianos a usar se considera aquellos que tengan buena disponibilidad a nivel intestinal,
tales como: cefalosporinas, amoxicilina/dcido clavuldnico, fluoroquinolonas, neomicina,
apramicina, entre otros (Zimmerman et al., 2019). Sin embargo, las cefalosporinas de tercera
y cuarta generacioén y fluoroquinolonas, no son antibidticos de primera eleccién por ser
consideradas de “importancia critica en la medicina humana”, pues son los antimicrobianos
usados como ultimo recurso para infecciones multirresistentes en humanos (Lazo et al., 2009;
Zimmerman et al., 2019).

Los lechones que muestran signos neurolégicos tienen un prondstico malo por el curso rapido
de la enfermedad causando la muerte del lechon, por lo que no se recomienda el uso de
antibidticos (Casanova ef al., 2018; Zimmerman et al., 2019).

2.1.1.4 PREVENCION

Las primeras medidas de prevencion consisten en el buen manejo de la granja, evitando la
sobrepoblacién, manteniendo la buena higiene en agua y alimentos, buenas condiciones
ambientales, adoptar técnicas de manejo como todo dentro - todo fuera y buen manejo al

destete, evitando el destete prematuro (Madec et al., 1998; Lazo et al., 2009; Luppi, 2017).



Incluso, el manejo de las madres en piso aumenta la mortalidad de colibacilosis en las crias, a
comparacion del uso de baterias (Turcés et al., 2012).

El uso de piensos con antibiéticos también es usado como método de prevencion en diferentes
especies en muchos paises, a pesar del riesgo que supone la resistencia antimicrobiana a nivel
mundial (Rhouma et al., 2017; Zimmerman et al., 2019). Es por ello, que hoy en dia hay
diversos métodos de prevencién como el uso de prebidticos y probidticos, como por ejemplo
el uso de soja fermentada en el estudio de Kiers et al. (2003), redujo la gravedad de diarreas en
lechones y aumento6 el consumo alimenticio, por ende, aumento de peso diario. El uso de 6xido
de zinc en el alimento es otra alternativa frente a los aditivos antimicrobianos, actuando como
protector de las células intestinales frente el ETEC inhibiendo la adhesion de €stas, mejorando
el crecimiento de los lechones y disminuyendo las diarreas (Roselli ef al., 2003). Otra opcion
como aditivo en el pienso es el uso de péptidos antimicrobianos (AMP), por sus efectos
antimicrobianos, propiedades inmunomoduladores y su poco desarrollo de resistencia,
mejorando el crecimiento y digestibilidad (Wang et al., 2016).

La vacunacion también es parte de los métodos preventivos contra la colibacilosis, ayudando
a controlar y prevenir la enfermedad. Por ejemplo, la vacuna oral contra la diarrea post destete,
que contiene adhesinas fimbriales provenientes de E. coli vivos no patdégenos son
administrados via oral a lechones destetados o una semana antes de destetar, ha mostrado
proteccion, disminucion de signos clinicos, y crecimiento normal de lechones aun después de
la infeccién (Fairbrother et al., 2017).

2.2 Escherichia coli
2.2.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Perteneciente a la familia de las Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo considerado

anaerobio facultativo, pueden o no tener flagelos para su movilidad y forma parte de la

microbiota normal gastrointestinal de mamiferos y aves (Lopardo et al., 2016).



A pesar de ser parte de la microbiota normal del intestino de mamiferos y aves, existen cepas
que pueden causar enfermedades intestinales y extraintestinales en hospedadores
inmunocomprometidos o al actuar como patégeno oportunista (Kaper et al., 2014). Esta
capacidad de causar enfermedades a diferentes especies se debe a la combinacion de diferentes
factores de virulencia codificados por genes, siendo la combinacién de éstas la causante de
patotipos de E. coli que causan enfermedades especificas (Kaper et al., 2004). Estos patotipos
tienden a compartir diferentes antigenos somaéticos (O), flagelar (H) y capsular (K), asi como
las fimbrias o pili, parte del antigeno capsular tomando el nombre de K88, encargadas de la
union a los enterocitos lo cual termina con la colonizacion del intestino delgado (Van den
Broeck et al., 2000).

Se han descrito 6 patotipos causantes de las principales enfermedades gastrointestinales: E.
coli enteropatogeno (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli productores de toxina
Shiga (STEC, incluyendo E. coli enterohemorragico, EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC),
E. coli enteroinvasivo (EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC). Estos patotipos tienen
combinaciones de factores de virulencia que les aportan la capacidad de invadir al huésped y
causar la enfermedad entérica que se caracteriza por la presencia clinica de diarrea (Kaper et
al., 2004).

2.2.2 PATOTIPOS Y PATOGENIA

2.2.2.1 E. coli ENTEROPATOGENA (EPEC)

La EPEC es causante de diarrea en nifios menores de 2 afios de gran importancia por su alta
gravedad y tasa de mortalidad (10-40 %), sobre todo en paises poco desarrollados (Farfan-
Garcia et al., 2016). Este patotipo es causante de diarreas acuosas en animales lactantes y
jovenes, debido a la lesion de adhesion y eliminacion (A/E, del inglés attaching and
effacement), 1o que conlleva a la modificacion de las vellosidades del enterocito para una union

optima con la superficie epitelial (Farfan-Garcia et al., 2016; Malik et al., 2017), esta unién



estd mediada por la intimina, una proteina de membrana externa que es codificada por el gen
eae que actualmente es utilizada para su diagnéstico molecular (Ochoa y Contreras, 2011); por
otra parte, puede colonizar y provocar lesiones en cerdos destetados en condiciones normales
de explotacion sin manifestar diarreas, causando preocupacion por la transferencia de genes de
virulencia y resistencia antimicrobiana o posibles infecciones en personas por el consumo de
productos a base de carnes poco cocidas (Malik et al., 2012).

Las cepas de EPEC cuentan con un pldsmido de virulencia conocido como factor de
adherencia de la EPEC (EAF del inglés EPEC adherence factor), el cual codifica al pilus
formador de haces (Bfp del inglés bundle forming pilus) que se encarga de la adherencia
interbacteriana, para la formacién de colonias bacterianas, y la adherencia localizada a las
células epiteliales. La presencia de este plasmido se da en cepas de EPEC tipicas (tEPEC),
mientras que las cepas que no tengan este plasmido son conocidas como EPEC atipicas
(aEPEC) (Trabulsi et al., 2002), siendo la aEPEC la més prevalente en paises desarrollados y
subdesarrollados, causando incluso cuadros sin diarrea en humanos y animales, mientras que
la tEPEC se ha encontrado exclusivamente en humanos.

La capacidad de causar o no diarrea de las aEPEC esta asociada a la presencia de los genes
Efal/lifA (del inglés EHEC factor for adherence 1/lymphocyte inhibitory factor A), encargados
de la adhesion e inhibicién de la proliferacion de linfocitos y produccion de linfocinas,
encontrandose una relacion estadisticamente significativa en la asociacion de la presencia de
estos genes con diarreas causadas por cepas aEPEC (Slinger et al., 2017).

Una vez unida la bacteria al enterocito se acumulan diferentes proteinas, tales como la
proteina quinasa C (PKC), fosfolipasas C, se activan cinasas de la cadena ligera de miosina y
las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP) lo que conduce a un aumento en la
permeabilidad de las células. Se activa el factor nuclear (NF) B, conduciendo a la produccion

de interleuquina 8 (IL-8) y respuesta inflamatoria. Todos estos mecanismos dan como resultado

10



la formacion de diarreas por diferentes mecanismos, como aumento de permeabilidad

intestinal, inflamacién intestinal y pérdida de superficie de absorcién (Kaper et al., 2004)

2.2.2.2 E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

La ETEC es una de las mds importantes causas de diarreas acuosas post destete en animales
jovenes, sobre todo cerdos y terneros, y causando grandes pérdidas econdmicas en lechones
durante las dos primeras semanas después del destete (Nagy y Fekete, 2005), asi como de las
principales causas de la diarrea del viajero en humanos. Las diarreas post destete en lechones
causados por E. coli se han asociado a diferentes factores tales como la edad al destete y la
cantidad de anticuerpos que han sido proporcionados a través del calostro por la madre
(Fairbrother et al., 2005).

Los principales factores de virulencia de la ETEC son las adhesinas, también conocidas como
fimbrias o pili, y enterotoxinas. Las adhesinas se encargan de la adherencia de la bacteria a los
enterocitos sin causar cambios en la estructura de las células, estas adhesinas o fimbrias en la
ETEC porcina son la F4 y F18 que se adhieren a través de receptores especificos presentes en
los enterocitos (Fairbrother er al., 2005). La presencia de estos receptores es crucial para la
colonizacion de la ETEC, por lo que determina la susceptibilidad de los cerdos a este patotipo
(Nagy y Fekete, 2005; Rhouma et al., 2017). Una vez adherida al enterocito, las cepas de ETEC
producen enterotoxinas termolabiles (LT) y/o enterotoxinas termoestables (STa y STb). Las
enterotoxinas LT son producidas por ETEC humana y porcina, mientras que las enterotoxinas
ST por ETEC humano, bovino y porcino. Estas enterotoxinas producen diferentes cambios en
los enterocitos, provocando aumento en la secrecién de agua, sodio (Na*) y cloro (CI') y
disminucién de la absorcién de liquidos (Nagy y Fekete, 2005). La enterotoxina LT consta de
un dominio A y 5 subunidades B, estas subunidades se unen al gangliésido GM1 que se

encuentran en las superficies celulares, lo que conlleva que un fragmento de la toxina A (Al)
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ingrese hasta el reticulo endoplasmatico y active el adenilato ciclasa aumentando el AMPc,
dando como resultado incremento en la secrecion de liquidos y electrolitos y disminucién en
la absorcion (Fairbrother et al., 2005; Nagy y Fekete, 2005). La enterotoxina ST se divide en
dos variantes, la primera STa estd asociada a cerdos y terneros y es la inica en humanos (Kaper
et al., 2004), estimula el sistema de guanilato ciclasa, lo que lleva a la acumulacién intracelular
de GMPc, reduce la absorcién de agua y electrolitos y eleva la secrecién de Cl" y agua en las
células de la cripta (Fairbrother ef al., 2005; Nagy y Fekete, 2005). Por otro lado, el STb es
caracteristico de la ETEC porcina (Nagy y Fekete, 2005), puede elevar las concentraciones de
Ca?* citosélico, estimula la liberacién de prostaglandinas E y la liberacién de serotonina, lo que
conduce a la secrecion de iones (Kaper et al., 2004).

2.2.2.3 E. coli PRODUCTORAS DE TOXINA SHIGA (STEC)

LA STEC se caracteriza por la produccion de la toxina Shiga (Stx) codificada por el gen stx,
la cual es responsable de la colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico (SUH) y diarreas
no sanguinolentas en humanos (Kaper et al., 2004). En el caso de los porcinos es la responsable
de la enfermedad de los edemas, sobre todo en el periodo de destete, observandose diferentes
signos clinicos que incluyen edema subcutaneo y alteraciones neurolégicas como convulsiones,
ataxia, parélisis y alteraciones de la voz (Clugston et al., 1974; Casanova et al., 2018). La Stx
es la principal responsable de la enfermedad de los edemas en cerdos, siendo especificamente
la Stx2e, que se caracteriza por unirse al receptor Gb3 y Gb4 en micro vellosidades del yeyuno
e ileon de porcinos para luego ser absorbidos al sistema circulatorio causando dafios vasculares
(Casanova et al., 2018; Zimmerman ef al., 2019) que se han identificado como necrosis a nivel
del endotelio al inhibir la sintesis de proteinas a nivel del ribosoma 60S, que aumentan la

permeabilidad vascular (Matise et al., 2000; Gomes et al., 2016).
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2.2.24 E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

Ahora considerada un patégeno emergente, pues los casos en nifios y adultos han ido en
aumento causando diarreas agudas (Kaper et al., 2004; Navarro-Garcia y Elias, 2011), que se
caracteriza por la adherencia a las células HEp-2 dando la apariencia de “ladrillos apilados”,
denomindndose patrén de adherencia agregativa (patrén AA), descrita por Nataro et al. (1987),
que no solo se encuentran en las cepas de la E. coli enteroagregativa, sino también en diferentes
cepas diarreogénicas. Es por ello que la deteccion de €stas no solo requiere la deteccion de AA
in vitro, sino también que no muestren otros marcadores genéticos de otros patotipos de E. coli
diarreogénicos (Gomes et al., 2016).

La EAEC puede causar dafos inflamatorios leves a nivel intestinal, sobre todo en el colon,
aunque en animales la invasion es mas limitada (Kaper et al., 2004). Es comun la presencia de
diarreas agudas, que pueden ser acuosas con o sin sangre, llegando a ser persistente (Gomes et
al., 2016, Navarro-Garcia y Elias, 2011).

La infeccion por EAEC comienza por la adherencia de la bacteria a la mucosa intestinal a
través de las fimbrias de adherencia agregativa (AAF del inglés aggregative adherence
fimbria) que ayudan a la formacion del patron AA (Hebbelstrup Jensen et al., 2014; Gomes et
al., 2016). El intestino colonizado forma excesivo moco, que es seguido de la formacion de
una biopelicula, importante en la patogenicidad de la EAEC, pues ayuda a evitar la respuesta
del sistema inmune y antimicrobianos (Hebbelstrup Jensen et al., 2014). Las lesiones causadas
por la EAEC a nivel de la mucosa intestinal estd mediado por diversas toxinas: la toxina
enteroagregativa termoestable 1 (EAST-1) que aumenta la secrecion de cloruro, dando como
resultado la diarrea secretoria; toxina codificada por plasmidos (Pet, del inglés plasmid-
encoded toxin), que induce efectos citotoxicos al dividir la espectrina del citoesqueleto celular,
llegando a deformar la célula; proteina involucrada en la colonizacién (Pic, del inglés protein

involved in intestinal colonization) con actividad mucinasa, de hemaglutinacién y resistencia
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sérica para la colonizacion intestinal; enterotoxina 1 de Shigella (ShET1), que puede ayudar a
la diarrea secretoria de la EAEC (Navarro-Garcia y Elias, 2011; Hebbelstrup Jensen et al.,
2014).

2.2.2.5 E. coli ENTEROINVASIVA (EIEC)

La EIEC es la responsable, junto con Shigella spp., de la disenteria bacilar o shigelosis en
humanos, causando cuadros diarreicos mucosos o sanguinolentos, afectando principalmente a
nifios menores de 5 afios en paises en desarrollo (Belotserkovsky y Sansonetti, 2018). La EIEC
tiene la caracteristica de invadir y penetrar el epitelio del colon al igual que Shigella, pero
comparte caracteristicas bioquimicas con E. coli (Beld y Reubsaet, 2011; Belotserkovsky y
Sansonetti, 2018). Las bacterias al entrar en contacto con el epitelio intestinal penetran las
células M a través de vacuolas endociticas hasta llegar a la submucosa, siendo fagocitadas por
los macréfagos y células dendriticas de la zona, donde se multiplican y ocasionan la muerte
celular; cuando las EIEC se encuentran libres, pueden invadir los enterocitos por endocitosis.
(Kaper et al., 2004; Gomes et al., 2016; Belotserkovsky y Sansonetti, 2018). La capacidad de
colonizacion e invasion de las EIEC depende de la presencia de un pldsmido grande
denominado pInv, quien contiene a los genes de virulencia; la ausencia de este plasmido estd

asociado a cepas no virulentas (Gomes et al., 2016).

2.2.2.6 E. coli DE ADHERENCIA DIFUSA (DAEC)

La DAEC esta relacionada a la presencia de diarreas acuosas persistentes en nifios, que se
caracteriza por la presencia de patrén de adherencia difusa (DA del inglés diffusely adherent)
a las células HEp-2 (Kaper et al., 2004). Las adhesinas Dr/Afa se unen a sus receptores DAF
(del inglés decay-accelerating factor) presentes en el epitelio intestinal de humanos,
encargadas de regular la cascada del complemento, provocando la DA caracteristica de este
patotipo (Kaper et al., 2004; Bouguénec y Servin, 2006). Ademads, otro factor de virulencia
relacionado es la toxina autotransportadora secretada (Sat del inglés secreted autotransporter
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toxin), asi como factores que ayudan a la adquisicién de hierro, que ayuda a la supervivencia
de la E. coli (Meza-Segura et al., 2020). La unién de las bacterias al enterocito a través de las
adhesinas lleva a la modificacion de los enterocitos formando extensiones largas que envuelven
a la bacteria, esta interaccién provoca la activaciéon del sistema de complemento y la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3-quinasa) (Kaper et al., 2004). El alargamiento de los
enterocitos conduce a lesiones, pérdida de microvellosidades y disminucién en la actividad
enzimatica, que junto con el factor de virulencia Sat, aumentan la permeabilidad celular, dando
lugar a respuestas pro inflamatorias junto con la presencia de flagelos como factor de virulencia

(Servin, 2014; Bouguénec y Servin, 2006).
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Figura 1. Esquema de patogenia de E. coli diarreogénicas (Kaper et al., 2004).
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Las seis categorias reconocidas de diarreas E. coli cada uno tiene caracteristicas vinicas en su
interaccion con las células eucariotas. Aqui, la interaccion de cada categoria con una celda objetivo
tipica se representa esquemdticamente. a) Las EPEC se adhieren a los enterocitos del intestino
delgado, pero destruyen la arquitectura de las vellosidades, lo que induce la lesion caracteristica de
adhesion y eliminacion. Los trastornos del citoesqueleto van acompariiados de una respuesta
inflamatoria y diarrea. 1. Adhesion inicial, 2. Translocacion de proteinas por secrecion de tipo III, 3.
Formacion de pedestal. b) La ECEH también induce la lesion de adhesion y eliminacion, pero en el
colon. La caracteristica distintiva de EHEC es la elaboracion de la toxina Shiga (Stx), cuya
absorcion sistémica conduce a complicaciones potencialmente mortales. c) De manera similar, ETEC
se adhiere a los enterocitos del intestino delgado e induce diarrea acuosa por la secrecion de
enterotoxinas termoldbiles (LT) y / o termoestables (ST). d) La EAEC se adhiere al epitelio del
intestino delgado y grueso en una biopelicula gruesa y elabora enterotoxinas secretoras y citotoxinas.
e) El EIEC invade la célula epitelial del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la célula
nucleando filamentos de actina. Las bacterias pueden moverse lateralmente a través del epitelio
mediante la diseminacion directa de célula a célula o pueden salir y volver a entrar en la membrana
plasmadtica basolateral. f) La DAEC provoca un efecto caracteristico de transduccion de sefiales en
los enterocitos del intestino delgado que se manifiesta como el crecimiento de proyecciones celulares
largas en forma de dedos, que envuelven las bacterias. AAF, fimbrias de adherencia agregada; BFP,
pilus formadores de haces;, CFA, antigeno del factor de colonizacion; DAF, factor de aceleracion de
la descomposicion; EASTI, E. coli enteroagregativo ST1; LT, toxina termoldbil; SHETI, Shigella
enterotoxina 1; ST, toxina termoestable.
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2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
2.3.1 GENERALIDADES

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en una problemadtica importante en la salud
publica, que involucra tanto humanos como animales, y afecta notablemente los resultados de
un tratamiento a una enfermedad especifica. Se han establecido factores que propician la
resistencia, tales como el uso excesivo de antibidticos, sobre todo en infecciones que no las
requieren, dosis incorrectas de los medicamentos o tratamientos incompletos por falta de
recursos economicos (OMS, 2001). Por ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido estrategias para contener la resistencia contra los antimicrobianos tanto en la salud
humana como animal, una de las cuales consiste en la vigilancia de resistencia antimicrobiana
mediante métodos clasificados en in vivo e in vitro. En este ultimo se encuentran la clasificacion
fenotipica y molecular (pruebas genéticas).

El uso inadecuado de antibidticos en los animales, como la sub-dosificacién, ha favorecido la
seleccidn de bacterias resistentes (Burow er al., 2014), encontrandose incluso en bacterias de
la microbiota intestinal de animales y humanos, donde la E. coli, por ser parte de esta
microbiota normal, es considerada un indicador para la prevalencia de resistencia
antimicrobiana para diferentes especies (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000).

Muchas de las infecciones de E. coli en personas es por el consumo o manipulacién de
alimentos contaminados, asi como el consumo de carnes poco cocidas, la presencia de cepas
de E. coli resistente a antimicrobianos en animales aparentemente sanos causa preocupacion al
servir como reservorio de genes de resistencia (Malik et al., 2012)

2.3.2 IMPORTANCIA EN LA SALUD ANIMAL Y PUBLICA

El aumento del uso de antimicrobianos en el mundo, tanto en animales como humanos, ha

llevado a una creciente resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas y comensales, dando

como resultado una diseminacion de bacterias resistentes y junto con ellas, genes de resistencia
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(Van den Bogaard y Stobberingh, 2000). La continua exposicion a estos antimicrobianos, no
solo como agentes terapéuticos, sino también como promotores de crecimiento, dio como
resultado la formacién de mecanismos de defensa més eficientes al ser multidrogo resistentes
(MDR), que se caracteriza por la accion de diversos mecanismos (alteraciones enzimaéticas,
entre otros) que confieren resistencia a multiples antimicrobianos (Alekshun y Levy, 2007;
Szmolka y Nagy, 2013).

Se han considerado los hospitales como un entorno de bacterias resistentes; sin embargo, los
reservorios de estas bacterias y genes de resistencia estdn mas relacionados a la produccion
animal, el cual ha utilizado antibi6ticos en los alimentos como promotor de crecimiento durante
muchos afios, favoreciendo la propagacion de genes de resistencia y la transferencia de éstos a
bacterias comensales y/o patégenas (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000; Avgustin,2012);
estas bacterias presentes en animales, en la microbiota intestinal o patégenas, pueden infectar
a los humanos por contacto directo o a través de alimentos de origen animal (Van den Bogaard
y Stobberingh, 2000). Los datos obtenidos por la FDA (2009), demuestran que el 80% de los
antibioticos utilizados fueron para uso no humano en Estados Unidos, del cual el 64% fue usado
como promotor de crecimiento en animales sanos.

Diferentes estudios de resistencia antimicrobiana en E. coli de animales y humanos han
demostrado la importancia del reservorio de bacterias resistentes a antimicrobianos en cerdos,
que a través de transferencia de genes pueden ser pasados de bacterias patdgenas a comensales
e incluso entre diferentes familias bacterianas (Avgustin, 2012). Szmolka et al. (2011),
reportaron que la transferencia de genes gnrS1 (gen de resistencia a quinolonas) por plasmidos
pueden ocurrir entre Salmonella y E. coli de origen animal y humano. Ademas, los cerdos
representan un reservorio resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQR del inglés
plasmid-mediated quinolone resistance) para el gen gnrSI en Europa. El uso de

antimicrobianos como aditivos alimentarios y tratamiento se ve mayormente en la produccion
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porcina, lo que ha llevado que presenten una alta prevalencia de cepas de E. coli resistentes a
antimicrobianos, sobre todo la alta resistencia a las tetraciclinas (96.3%), estreptomicina
(66.8%), ampicilina (66.1%) y cloranfenicol (46.6%) en porcinos aparentemente sanos (Lim et
al., 2007). Estos hallazgos también se vieron presentes en varios estudios como los realizados
por Monterroso et al. (2019) en nuestro pais, donde todos los aislados de E. coli de infecciones
entéricas de porcinos fueron resistentes por lo menos a un antibidtico pertenecientes a los
grupos de los betalactdmicos, quinolonas o aminoglucdsidos, donde hubo altos porcentajes de
resistencia al dcido nalidixico, cloxacilina y amoxicilina-acido clavulédnico, asi como un 86%
de estos aislados presentaron un fenotipo MDR a tres o mds familias de antimicrobianos.
2.3.3 MECANISMOS DE ACCION DE LOS PRINCIPALES ANTIBIOTICOS
CONTRAE. coli
2.3.3.1 TETRACICLINAS

Uno de los antibidticos mas utilizados en la produccion de alimentos para animales,
considerado un antimicrobiano de amplio espectro que se caracteriza por llegar al ARNr 16S e
inhibir la traduccion de proteinas al evitar la union del aminoacil- ARNt al receptor ribosémico
(Chopra y Roberts, 2001; Alekshun y Levy, 2007). El uso de tetraciclinas en la terapia
antimicrobiana en granjas porcinas estd ampliamente utilizado, asi como su uso como promotor
de crecimiento a dosis subterapéuticas (Chopra y Roberts, 2001), considerandose uno de los
antibidticos mas utilizados junto con las sulfonamidas, trimetoprima y colistina, encontrando
en microorganismos aislados de cerdos de suiza resistencia a estos antimicrobianos a excepcion
de la colistina (Lanz et al., 2003; Brand et al., 2017).

El sistema de eflujo es el mecanismo mds comin de resistencia contra este antimicrobiano
sobre todo en Gram negativas, el cual es codificado en su mayoria por 18 genes tet y una otr,
mientras que algunos otros 7 genes fet y un otr codifican para proteinas de proteccion ribosomal

(Chopra y Roberts, 2001). Las bacterias Gram negativas codifican el sistema de eflujo por los
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genes fetA, tetB, tetC, tetD, tetl y tetY, encontrandose todos en E. coli (Mosquito et al., 2011),
siendo el gen fetA y tetB los mds frecuentes en porcinos y muy poco frecuente el tetC (Lanz et
al., 2003; Sheikh et al., 2012).
2.3.3.2 BETALACTAMICOS

Los betalactdmicos pertenecen al grupo de antibidticos mds importantes en la medicina
humana, siendo el primero en aparecer las penicilinas seguida de las cefalosporinas; su alto uso
ha provocado la aparicién de resistencia a la mayoria de estos antibidticos por distintos
mecanismos de resistencia (Fisher et al., 2005; Ostiirk et al., 2015). Los betalactdmicos, como
la ampicilina, se encargan de interferir en las ultimas fases de la sintesis de peptidoglicano,
encargado de la formaciéon de la pared bacteriana, siendo las B-lactamasas las enzimas
encargadas de hidrolizar el enlace amida del nucleo betalactimico dando como resultado la
inactivacion del antimicrobiano (Mosquito et al., 2011). La aparicién rdpida de las B-
lactamasas y de nuevos antibioticos betalactdmicos trajo como consecuencia la aparicion de -
lactamasas de espectro extendido (BLEE) con resistencia a las cefalosporinas (Fisher et al.,
2005). De la gran cantidad de B-lactamasas que hay en la actualidad, los mds comunes en
enterobacterias son codificados por los genes blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y blaCARB
(Mosquito et al., 2011).

2.3.3.3 CLORANFENICOL

EL cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro contra bacterias Gram positivas,
Gram negativas, Rickettsias, micoplasmas y clamidias (Schwarz et al., 2004; Mosquito et al.,
2011), debido a su capacidad de atravesar membranas bioldgicas para actuar contra bacterias
intracelulares e incluso atravesar la barrera hematoencefélica. El cloranfenicol actia
inhibiendo la biosintesis de proteinas debido a la prevencion de la elongacién de la cadena

peptidica. El uso de este medicamento estd siendo ampliamente regulado en medicina
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humana e incluso en la medicina veterinaria en animales de produccién, debido a sus efectos
adversos, tales como la anemia aplasica irreversible (Schwarz et al., 2004).
2.3.3.4 TRIMETOPRIM - SULFAMETAXOL

Las sulfonamidas en la medicina se han usado durante décadas contra bacterias y protozoos
causando una rdpida aparicién de resistencia, lo que condujo al uso conjunto con otros
antimicrobianos como las diaminopirimidinas como el trimetoprim; estos antimicrobianos son
usados en infecciones urinarias en humanos y en enfermedades del tracto gastrointestinal en
medicina veterinaria (Perrenten y Boerlin, 2003; Mosquito ef al, 2011). Las sulfonamidas son
consideradas antibidticos selectivos al ir contra la formacidén del acido félico, inhibiendo
competitivamente la dihidropteroato sintasa (DHPS) evitando la formaciéon del &cido
dihidropteroico (Skold, 2000), en el caso de trimetoprim inhibe la enzima dihidrofolato
reductasa (dfr) importantes para la sintesis del acido f6lico (Mosquito et al., 2011).

La resistencia contra las sulfonamidas es dada por mutaciones del gen DHPS cromosémicos
(folP) o con mayor frecuencia por adquisicion de un gen DHPS alternativo (su/). En E. coli se
conocen tres genes de resistencia: sull, sul2 y sul3 (Perrenten y Boerlin, 2003; Mosquito ef al,
2011).

2.3.3.5 QUINOLONAS

Usado en sus inicios contra infecciones urinarias, hoy en dia forma parte de los antibioticos
mas usados en el mundo en medicina humana, siendo eficaz contra Gram negativos y Gram
positivos. Su accién contra las bacterias radica en bloquear las funciones de dos enzimas
topoisomerasas bacterianas tipo II: ADN girasa y topoisomerasa IV, los cuales se encargan de
separar las hebras de doble hélice del ADN para luego volverla a sellar con otra hebra de ADN
(Mosquito et al., 2011; Aldred et al., 2014). Estas enzimas estdn compuestas por dos
subunidades GyrA y dos subunidades GyrB para el ADN girasa, y dos subunidades ParC y dos

ParE para la topoisomerasa IV, donde alguna modificacion de éstas puede causar resistencia a

21



las quinolonas. Las mutaciones de resistencia se han visto cominmente en los dominios aminos
terminales del GyrA o ParC denomindndose region determinante de la resistencia a las
quinolonas (QRDR); esta resistencia es conferida por el gen grn, que posteriormente fue
conocido como gen grnA al encontrarse diferentes alelos, el cual se localiza en pldsmidos que
facilitan su diseminacién (Hooper y Jacoby, 2015).

2.3.3.6 AMINOGLUCOSIDOS

Este grupo de antibidticos son considerados bactericidas, descubiertos principalmente para el
tratamiento de la tuberculosis. Estos actdan a nivel de la subunidad 30S de los ribosomas
bacterianos, impidiendo la sintesis de proteinas y asi provocar la muerte bacteriana. Para lograr
anclarse a la subunidad 30S, el antibidtico debe adentrarse a la célula a través de canales de
porina, denomindndose difusién pasiva, para luego transportarse hacia el citoplasma
activamente (Park, 2009; Doi et al., 2016).

El aumento de la resistencia bacteriana contra este antibiético ha llevado a un amplio estudio
sobre los diversos mecanismos de resistencia, entre los cuales estan: disminucién de la
permeabilidad y aumento en el flujo de salida, modificacion de la subunidad 30S del ribosoma
y mecanismos enzimaticos que modifican al antibiotico (Jana y Deb, 2006; Park, 2009; Doi et
al., 2016). Este ultimo mecanismo es causado por las enzimas acetiltransferasas,
nuleotidiltransferasas y fosfotransferasas. Estas enzimas son codificadas por genes que se
encuentran generalmente en plasmidos, transposones e integrones, lo que facilita su
transferencia y aumenta la resistencia contra esta familia de antibidticos entre las bacterias

(Jana y Deb, 2000).

2.3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA
2.3.4.1 MODIFICACION DE LA MOLECULA ANTIBIOTICA

e ALTERACIONES QUIMICAS
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La produccién de enzimas que son capaces de alterar de manera quimica a los antibidticos es
uno de los principales mecanismos de resistencia presentes en bacterias Gram negativas y Gram
positivas, son conocidas varias enzimas capaces provocar reacciones bioquimicas tales como
la acetilacion, fosforilacién y adenilacion. Un ejemplo de éstas son las enzimas modificadoras
de aminoglucésidos (AME), alterando los grupos hidroxilo y amino de los aminoglucésidos
(Munita y Arias, 2016). La modificacioén enzimética contra los aminoglucésidos resulta en una
disminucion en la afinidad del antimicrobiano contra su objetivo ribosémico, se conocen tres
enzimas capaces de alterar a los aminoglucésidos: acetiltransferasas (AAC),
nucleotidiltransferasas (ANT) y fosfotransferasas (APH) (Figura 2); muchos de estos se

encuentran en elementos genéticos moviles (Jana y Deb, 2006).

Figura 2. Representacion de diferentes tipos de enzimas modificadoras de aminoglucésidos

y sus sustratos (Park, 2009).
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e  DESTRUCCION DE LA MOLECULA ANTIBIOTICA
Un ejemplo de éstos son las enzimas conocidas como [-lactamasas, que se encarga de
hidrolizar el enlace amida del anillo B-lactimico de penicilinas y carbapenémicos, provocando
la inactivacién del antimicrobiano (Mosquito ef al., 2011; Munita y Arias, 2016). La aparicién
de otros antimicrobianos capaces de inhibir las B-lactamasas, ayudo a la aparicion de las -
lactamasas de espectro extendido, resistentes a las cefalosporinas. Las [B-lactamasas se
clasificaron en 4 clases (A-D), de los cuales la clase A, C y D tienen el mecanismo de hidrolisis

del éster de serina, mientras que la clase B tienen un ion zinc que participa en la catélisis

(Oztiirk et al., 2015).

2.3.4.2 DISMINUCION DE LA PENETRACION DE ANTIBIOTICOS Y
EFLUJO
° DISMINUCION DE LA PERMEABILIDAD

Una de las caracteristicas de las bacterias Gram negativas es la presencia de una membrana
externa, evitando que el antibidtico llegue a su objetivo, actuando como la primera linea de
defensa conformada por una bicapa lipidica pricticamente impermeable, cuyo pasaje es
controlada mayormente por las porinas (Munita y Arias, 2016).

Tanto los B-lactdmicos como las fluoroquinolonas ingresan a las bacterias a través de las
porinas por ser moléculas hidrofilicas; sin embargo, las bacterias modifican la porina para
evitar el ingreso de los B-lactdmicos: cambio a nivel de la expresion de la porina, intercambio
en el tipo de porina o mutacién de la porina que afecta la funcion del canal de porina (Pages et
al., 2008). La presencia de estas modificaciones que disminuyen la permeabilidad da una

resistencia baja que se complementa con la presencia de bombas de eflujo (Munita y Arias,

2016).
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° BOMBAS DE EFLUJO

La capacidad de las bacterias de expulsar compuestos téxicos fuera de la célula es uno de los
mecanismos de resistencia antimicrobiana. Este mecanismo de resistencia se encontrd en E.
coli contra las tetraciclinas por medio de intercambio de protones y sodio (Munita y Arias,
2016).

Muchas de estas bombas de eflujo se encuentran principalmente en bacterias Gram negativas,
ayudando a disminuir la concentracion de antimicrobianos en el interior de la célula. Estas
proteinas de eflujo se dividen en dos tipos: transportadores de tetraciclinas (Tet) y macrélidos
(Mef) que pueden actuar sobre diversos agentes del mismo grupo de antimicrobianos (Figura
3) (Alekshun y Levy, 2007). En las tetraciclinas, el mecanismo de resistencia mas comun son
las bombas de eflujo, codificados por los genes: tetA, tetB. tetC, tetD, tetE, tetl y tetY,

reportados en E. coli (Mosquito et al., 2011).

Figura 3. Sistema de eflujo de antibidticos (Alekshun y Levy, 2007).
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Representacion de una bacteria gram negativa. Algunos sustratos de AcrAB (Ejm:
Aminoglucosidos) son reconocidos por una porcion de AcrB que mira hacia el citoplasma, mientras
que otros (Ejm: Tetraciclinas) migran a través de la membrana interna hacia un bolsillo de union a

AcrB. Los sistemas de eflujo AcrAB-TolC y Tet de E. coli son transportadores secundarios que
utilizan la fuerza motriz del proton (H") mientras que Norm (vibrio spp.) es un tansportador
secundarios que aprovecha un gradiente de iones de sodio (Na*) para impulsar el flujo de salida.
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MacAB es un transportador primario que utiliza la energia derivada de la hidrélisis de ATP para
impulsar el flujo de salida. Los sistemas de un solo componente transportan sustratos a través de la
membrana interna donde luego se difunden a través de las porinas (Ejm: OmpF) o membraba externa
en el medio extracelular. Los sistemas multicomponente somo AcrAB-TolC y MacAB-TolC dirigen el
transporte de sustratos al medio extracelular. Abreviaturas: LPS, lipopolisacdrido; Ab, antibidtico,
Tc, tetraciclina; Mac, macrdolido.

2.3.4.3 CAMBIOS DE MOLECULAS DIANA
e PROTECCION

Otro mecanismo de resistencia es la proteccion del objetivo antimicrobiano, pues da como
resultado la interrupcion de unién del antimicrobiano a su sitio diana, evitando la accion contra
la bacteria. Este mecanismo es utilizado contra tetraciclinas y fluoroquinolonas (Munita y
Arias, 2016). La proteccion ribosomal, en el caso de las tetraciclinas, estd dado por los genes
tetM, tetO, tetS, tetW, tetQ y tetT (Mosquito et al., 2011), que confieren una actividad GTPasa
y facilitan la liberacion del antibidtico del ribosoma mediante mecanismos dependientes de
energia (Alekshun y Levy, 2007).

e  MODIFICACION DEL SITIO DE ACCION CELULAR

Uno de los mecanismos mas importantes en resistencia antimicrobiana. Este mecanismo se
podria agrupar en: mutaciones de genes que codifican el sitio diana, alteraciones enzimaticas
del sitio diana y reemplazo o desvio de la diana, provocando una disminucién en la unién de
los antimicrobianos a su sitio de uniéon (Munita y Arias, 2016).

° Mutaciones de genes que codifican el sitio diana

Este mecanismo es usado contra antimicrobianos como las fluoroquinolonas, rifampicina y
oxazolidinonas. En el caso de las quinolonas, donde el sitio de unién es el ADN-girasa
(compuestas por dos subunidades codificadas por gyrA y gyrB) en Gram negativas (Figura 4),
el cambio en esta estructura es el principal mecanismo de resistencia, el cual se debe a la
mutacion del codén 83 y en las fluoroquinolonas esta mutacion se da a nivel del gyrA, logrando
asi un alto nivel de resistencia contra estos antimicrobianos (Mosquito et al., 2011).

° Alteraciones enzimaticas del sitio diana
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Un buen ejemplo es la metilacién del ribosoma por una enzima codificada por el gen emr
(metilacién ribosomal de eritromicina), dando resistencia contra el grupo de los macrélidos. La
expresion de este gen puede conferir resistencia cruzada contra el grupo de las MLS
(macrolido-lincomicina-estreptogramida) (Alekshun y Levy, 2007; Munita y Arias, 2016).

La funcién de metilacién ribosomal puede alterar la funcién bacteriana, por lo que hay una
regulacion postranscripcional, provocando que las bacterias que no crecen en un medio con
antimicrobianos no puedan expresar la proteina capaz de dar la resistencia y al estar en
presencia del antimicrobiano, la transcripcion se activa para dar rdpidamente la resistencia. Hay
una gran distribucion de este gen entre bacterias Gram negativas y positivas, explicado por su
presencia en elementos genéticos méviles (Munita y Arias, 2016).

° Reemplazo o desvio de la diana

Este mecanismo explica la capacidad de las bacterias de formar nuevos sitios diana donde los
antimicrobianos se unan y no inhiban a la bacteria. Este mecanismo va en contra de las
vancomicinas y meticilina. La derivacion de la via metabdlica también es usada contra otros
antimicrobianos como el trimetoprim - sulfametoxazol, produciendo un exceso de sitios diana.
La meticilina, derivado de la penicilina, debe su resistencia a la presencia de una proteina
fijadora de penicilina (PBP), alterando la sintesis de peptidoglucanos por la inhibicién de la

PBP (Munita y Arias, 2016).
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Figura 4. Mecanismo de resistencia a las quinolonas (Aldred et al., 2014).
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1) Resistencia mediada por el objetivo: Las mutaciones en girasa y topoisomerasa 1V debilitan las
interacciones de las enzimas-quinolonas. 2) Resistencia mediana por pldsmidos: (2a): Las proteinas
Onr (amarillas) disminuyen la unién de la topoisomerasa-ADN y protegen los complejos enzima-
ADN de las quinolonas; (2b) Aac(6°)-1b-cr es un aminoglucosido acetiltransferasa que acetila el
nitrogeno libre en el anillo C7 de ciprofloxacino y la norfloxacina, disminuyendo su efectividad; (2c)
las bombas de salida codificadas por pldsmidos reducen la concentracion de quinolonas en la célula.
3) resistencia mediada por cromosomas: (3a) la sub expresion de porinas en especies gram negativos
disminuye la absorcion del farmaco, (3b) la sobre expresion de las bombas de salida codificadas por
cromosomas disminuye la retencion del farmaco en la célula.

2.3.5 GENETICA DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La notable plasticidad genética en las bacterias ha permitido que sean capaces de sobrevivir
a las amenazas ambientales, incluso a moléculas antimicrobianas que amenazan su
supervivencia. Esto se debe a distintos mecanismos que afectan las moléculas antimicrobianas,
éstas utilizan estrategias genéticas tales como mutaciones de genes y adquisicion de ADN
extrafio que codifica determinantes de resistencia a través de transferencia horizontal de genes
(Munita y Arias, 2016). Es por ello la importancia de la vigilancia molecular, que se encarga
de identificar los genes que codifican la resistencia de las bacterias que pueden generar
resistencia cruzada, afectando a otros antibidticos de la misma clase (OMS, 2011).

La adquisicion de genes de resistencia se logra debido a la mutacion de genes en el
cromosoma, o la transferencia horizontal de genes (Alekshun y Levy, 2007; Avgustin, 2012),

siendo este dltimo el mds importante en la resistencia antimicrobiana (Munita y Arias, 2016)
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2.3.6 GENETICA DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN E. coli

La alta distribucién de la E. coli en el mundo en diferentes especies, como comensal en
humanos y animales y agente patdgeno, lo hace propenso a ser una de las bacterias con alta
resistencia antimicrobiana (Lunha et al., 2020), lo que es motivo de estudio en muchos paises
como indicador de resistencia antimicrobiana.

Muchos de los estudios demuestran la resistencia antimicrobiana a través de pruebas
fenotipicas; sin embargo, las pruebas moleculares nos permiten conocer el determinante
genético de resistencia antimicrobiana, que puede ser por mutaciones genéticas o adquisicion
a través de transferencia horizontal.

La alta frecuencia en resistencia antimicrobiana en cepas de E. coli se ha encontrado hasta en
el 70% de cepas estudiadas por Brand et al. (2017), los cuales fueron resistentes a al menos un
antibiotico; siendo el sulfametoxazol, trimetoprima y tetraciclina la combinaciéon mads
frecuente.

La resistencia antimicrobiana no sélo se ha visto en aislados de E. coli de porcinos con signos
clinicos de diarrea, sino también en aislados de porcinos sanos (Lim et al., 2007). Estudios
realizados por Boerlin ef al. (2005), muestran una alta distribucion de genes de resistencia en
islotes de E. coli enterotoxigénicas (ETEC), siendo tetA (89%), aadA (89%) y sull (72%) los
genes de mayor frecuencia, asi como en islotes de E. coli provenientes de animales
aparentemente sanos donde la frecuencia de distribucion de genes fueron mayores en aadA
(55%), tetB (46%) y tetA (32%); de la misma manera, Lim et al. (2007), encontraron resistencia
antimicrobiana en cepas de E. coli proveniente de muestras fecales de porcinos sanos, la
resistencia mas frecuente en los porcinos fue de las tetraciclinas con un total de 96.3 %, seguida
de estreptomicina, ampicilina y cloranfenicol, lo que aumenta la importancia de los estudios de
los genes de resistencia, ya que la E. coli, a través de la transferencia horizontal, sirve como

reservorios de genes para otras bacterias como Salmonella typhimurium y otros patégenos, asi
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como en el caso de los humanos al consumir alimentos contaminados de origen animal (Kikuvi
et al., 2007; Blake et al., 2003), encontrandose incluso, mayor resistencia en la especie porcina
que en otras especies en produccién como el ganado vacuno (Lanz et al., 2003; Lim et al.,
2007), donde la resistencia a las tetraciclinas en porcinos alcanza el 96% comparado al 30% en
vacunos de Corea, donde las muestras fecales fueron recolectadas de animales sin signos
clinicos (Lim et al., 2007).

La transferencia horizontal de genes es la principal responsable de la resistencia
antimicrobiana, asocidndose a la diseminacion de genes de resistencia ante antimicrobianos de
uso frecuente (Munita y Arias, 2016), pues permite el intercambio directo de informacion
genéticas entre bacterias, a través de diferentes mecanismos como: conjugacion, transduccion
y transformacion (Avgustin, 2012). Los humanos pueden ser colonizados por estas bacterias
resistentes y a su vez transferir sus genes de resistencia a otras bacterias endogenas de la flora
intestinal del hombre (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000). Estudios realizados por Blake
et al. (2003), confirmaron la transferencia de genes de resistencia de agentes patdgenos a
comensales, lo que aumenta la importancia del seguimiento de la resistencia antimicrobiana.

La transferencia de estos genes puede darse a través de pldsmidos y transposones por
mecanismos llamados conjugacion; bacteriéfagos, por transducciéon u otros elementos
genéticos moviles como los integrones (Alekshun y Levy, 2007).

La transmision mediada por pldsmidos es el mecanismo mds comuin de transferencia
horizontal de genes entre bacterias Gram negativas, €stos contienen islas gendmicas y son
fuentes féciles de determinantes de resistencia (Alekshun y Levy, 2007; Davies J. y Davies D.,
2010), pudiendo incluso transferirse entre bacterias diferentes o no relacionadas (Avgustin,

2012).
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Los transposones son fragmentos de ADN que pueden estar en pldsmidos o integrarse a otros
transposones o cromosoma del huésped, pudiendo incluso facilitar la transferencia de
pldsmidos endégenos de un organismo a otro (Alekshun y Levy, 2007).

Un bacteriéfago es un virus bacteriano capaz de insertarse en el cromosoma del huésped, el
ADN bacteriano puede quedar en una cédpside del bacteriofago que es capaz de unirse a otra
célula receptora e inyectar el ADN, esta transferencia de genes bacterianos por particulas
virales se conoce como transferencia (Lerminiaux y Cameron, 2018).

Los integrones son elementos genéticos que contienen casetes genéticos, capaces de acoplarse
a otros ADN y entregar nuevos genes en un solo intercambio. En su estructura se encuentra
una integrasa, sitios de unién y elementos transcripcionales que impulsan la expresion de
multiples genes de resistencia (Alekshun y Levy, 2007; Mosquito et al., 2011). Existen dos
grupos de integrones, grupo I o integrones moviles (divididos en tres diferentes clases),
asociado a casetes de resistencia antimicrobiana y grupo II o superintegrones, muy poco

relacionado a la resistencia antimicrobiana (Mosquito et al., 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 LUGAR DE EJECUCION Y PERIODO DE DURACION
El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria,
seccion Bacteriologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos durante el mes de julio del 2020 a mayo del 2021.

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

Equipos

° Microcentrifuga (Thermo Scientific).

) Termociclador Biometra TOne by Analytik Jena.

° Espectrofotémetro DeNovix DS-11FX

° Congeladora (-20°C).

° Incubadora.

° Estufa PRECISION Thelco (Rango de T° hasta 60°C).
° Cédmara de electroforesis.

° Transiluminador SafeVIEW.

) Vortex.

° Flujo laminar (DNA/RNA UV Cleaner Box - BIOSAN).
° Mechero.

° Ansas.

) Bafo maria.

° Placas Petri de vidrio 100x15 mm.

° Micropipetas.
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Material de laboratorio

° Agar MacConkey.
° Caldo de cultivo Tripticasa de Soya.
° Agarosa y agua molecular.
° Pipetas y tips.
° Microviales.
° Gradillas.
° Guantes descartables.
° Cepas de Escherichia coli.
Reactivos
° Kit comercial Genomic DNA Purification (Thermo Scientific).
) Taq polimerasa.
° dNTP
° Buffer
° Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindIIl Markers de la marca Promega.
° Cebadores o primers.

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1 TAMANO DE MUESTRA

Se utilizé un total de 119 aislados de Escherichia coli de cerdos con cuadros diarreicos,
enviados al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, seccién Bacteriologia de
la FMV - UNMSM, remitidas por veterinarios y productores de granjas porcinas tecnificadas

de Lima Metropolitana desde el 2017 hasta el 2020. Las bacterias fueron identificadas mediante
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pruebas bioquimicas convencionales antes de su conservacion, las cuales incluyen prueba de
indol, agar hierro tres azucares (TSI), utilizacién de citrato, prueba de ureasa y catalasa. Todos
los aislados se encuentran debidamente conservados y registrados en el cepario.

3.3.2 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

3.3.2.1 REACTIVACION DE LOS AISLADOS

Los aislados de Escherichia coli fueron conservados en caldo de cultivo Tripticasa de Soya
(TSB) con glicerol al 20% en microviales a -20 °C. Las cepas de E. coli aisladas fueron
inoculadas en caldo de Tripticasa de soya e incubadas a 37 °C por 24 horas, luego ese caldo
fue sembrado en Agar MacConkey por agotamiento e incubado a 37 °C por 24 horas (Sanchez

y Corrales, 2005).

3.3.2.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

La extraccion de ADN bacteriano se realiz6 siguiendo las recomendaciones del kit comercial
Genomic DNA Purification (Thermo Scientific) (Anexo 1). E1 ADN extraido fue conservado a

-20°C hasta su posterior utilizacion.

3.3.2.3 DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A LOS

ANTIMICROBIANOS

Se realiz6 PCR convencional para la identificaciéon de los genes de resistencia a los
principales antibidticos y de mayor importancia en la industria porcina, tales como las
tetraciclinas (tetA, tetB 'y tetC), sulfonamidas (sull, sul2 'y sul3), estreptomicina-
espectinomicina (strA/strB, aadA) y apramicina (aac(3)IV). Para ello se utilizaron diversos

cebadores (Cuadro 1) y el protocolo descrito por Boerlin et al. (2005).
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La solucién para amplificacién de genes tuvo un volumen total de 20 uL, el cual contiene 1
uL. del ADN molde (muestra), 0.8 uLL de cada primer (0.4 uM), 0.2 uL de taq Polimerasa, 2 uLL
de x buffer y 0.4 uLL. de ANTP (0.2mM).

Se us6 el Termociclador Biometra Tone (Analytik Jena) para desarrollar todas las PCR

convencionales tomando como base los ciclos de temperatura descritos por Boerlin et al.
(2005): 1 ciclo de 4 min a 95 °C; 35 ciclos, cada uno de los cuales consta de 1 min a 95 °C para
la desnaturalizacion, 1 min a temperatura para el alineamiento (Cuadro 1)y 1 mina 72 °C; y 1
ciclode 7 min a 72 °C.
Se utilizaron como controles positivos aislados de Escherichia coli con secuenciamiento
completo del genoma (Datos no publicados) (EC247K: sul 3, tetA, tetB, strA, strB y aadA;
EC237K: sul3, strA, strB, tetA, tetC; EC204K: aadA, tetA, BlaTeM, ant, mcr-1). Como control
negativo se uso a la cepa ATCC 25922 Escherichia coli. Se utiliz6 como control blanco agua
ultrapura, para descartar contaminacion de los reactivos usados en el PCR.

Cuadro 1. Cebadores utilizados para la deteccion de resistencia a antibidticos.

GEN NOMBRE DEL SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS = AMPLICON = ANNEALING REFERENCIA

CEBADOR (pb) 0

4F GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 525 68 Madsen et al. (2000)
aadA

4R AATGCCCAGTCGGCAGCG

2F CCTGGTGATAACGGCAATTC 546 55
StrA

2R CCAATCGCAGATAGAAGGC
strB

3F ATCGTCAAGGGATTGAAACC 509 55
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tetA

tetB

tetC

sull

sul2

sul3

aac(3)IV

3R

TetA-L

TetA-R

TetB-L

TetB-R

TetC-L

TetC-R

Sull-L

Sull-R

Sul2-L

Sul2-R

Sul3-F

Sul3-R

Aac4-L

Aac4-R

GGATCGTAGAACATATTGGC

GGCGGTCTTCTTCATCATGC

CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA

CATTAATAGGCGCATCGCTG

CATTAATAGGCGCATCGCTG

GCTGTAGGCATAGGCTTGGT

GCCGGAAGCGAGAAGAATCA

GTGACGGTGTTCGGCATTCT

TCCGAGAAGGTGATTGCGCT

CGGCATCGTCAACATAACCT

TGTGCGGATGAAGTCAGCTC

GAGCAAGATTTTTGGAATCG

CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

TGCTGGTCCACAGCTCCTTC

CGGATGCAGGAAGATCAA

502

930

888

779

721

880

653

64 Lanz et al. (2003)

64

64

68

66

51

Perreten y Boerlin

(2003)

59 Boerlin et al. (2005)
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3.3.2.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Los ADN amplificados por PCR fueron identificados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en solucién tampén TBE al 0.5X durante 80 minutos a 90V y observados por
el transiluminador de luz UV. Se us6 como marcador de peso molecular Lambda DNA/HindIII

Markers (Promega).
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4. RESULTADOS
El estudio tuvo como objetivo detectar la presencia de genes de resistencia antimicrobiana de
los principales antibiéticos usados en la produccién porcina, tales como las tetraciclinas (zetA,
tetB y tetC) (Figura 5), estreptomicina-espectinomicina (strA, strB y aadA) (Figura 6 y 8)
sulfonamidas (sull, sul2 y sul3) (Figura 7 y 9) y apramicina (aac(3)IV) (Figura 7) en cepas

de E. coli mediante PCR convencional.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la ampliacién del gen retA (502 pb),

tetB (930 pb) y tetC (388 pb).
|

Gen fetA Gen tetB Gen tetC

1 2 3 74 -5 NEE7 B0 IR 12 13

900 pb
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S005E 700 pb
500 pb

400 pb

Carril 1 y 14: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2, 6 y 10: control
blanco, carril 3y 7: control positivo cepa EC247K, carril 11: control positivo cepa EC237K,
carril 4, 8 y 12 control negativo cepa ATCC 25922 E. coli, carril 5: muestra positiva para el
gen tetA, carril 9: muestra positiva para el gen tetB, carril 13: muestra positiva para el gen

tetC.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la ampliacién del gen strA (546 pb),

strB (509 pb) y aadA (525 pb).

Gen strA
; f \
1 2 3 48

Gen strB Gen aadA
6 £ 8 9 10 §10 1112 13 14

600 pb
600 pb ANen

400 pb

Carril 1, 6 y 14: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2, 7'y 10: control blanco,
carril 3, 8y 11: control positivo cepa EC247K, carril 4, 9y 12: control negativo cepa ATCC
25922 E. coli, carril 5: muestra positiva para el gen strA, carril 10: muestra positiva para el

gen strB, carril 13: muestra positiva para el gen aadA.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la ampliacién del gen sull (779 pb),

aaC(3)IV (653 pb) y Sul3 (880pb).

Gen suft Gen aaCGi3)IV Gen sul3
1 2 '3 4 o FGE TN 10 91 12 g3
—~ -
— 880 880
r pb pb
- 900 pb
- o I
- - 700 pb
800 pb
700 pb
600 pb

Carril 1, 5y 13: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2, 6 y 9: control blanco,

carril 10: control positivo cepa EC247K, carril 4, 8 y 11: control negativo cepa ATCC 25922

E. coli, carril 3: muestra positiva para el gen sull, carril 7: muestra positiva para el gen
aaC(3)IV, carril 12: muestra positiva para el gen sul3.

40



Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la ampliacion del gen Sul/2 (721pb)

Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2: control blanco, carril 3: muestras
negativas para el gen sul2.

Del total de 119 cepas procesadas, el 98.3% (117/119) fueron positivas a al menos un gen de
resistencia.
El antibidtico con la frecuencia mds alta de resistencia fue del grupo de las tetraciclinas

(88.2%), seguido de las sulfonamidas (65.5%), estreptomicina-espectinomicina (64.7%) y por

ultimo la apramicina (2.5%) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencia de resistencia antimicrobiana a los diferentes

grupos de antibidticos.

ESTREPTOMICINA-
ESPECTINOMICINA SULFONAMIDAS TETRACICLINA APRAMICINA
N° DE CEPAS
POSITIVAS/ 77/119 78/119 105/119 3/119
TOTAL
% DE CEPAS
POSITIVOS 64.7 65.5 88.2 2.5

Se determindé la frecuencia de resistencia antimicrobiana a mas de un antibidtico,
considerando los 3 antibidticos con mayor resistencia: estreptomicina-espectinomicina (EST-
EST), sulfonamidas (SUL), tetraciclinas (TET) y apramicina (APR). Se tomaron grupos
combinados (Cuadro 3) donde la mayor frecuencia de resistencia a mds de un antimicrobiano

fue de sulfonamidas y tetraciclinas con un 59.6 % (71/119).

Cuadro 3. Frecuencia en la resistencia antimicrobiana a mas de dos antibidticos.

n POSITIVOS %
EST-ESP+SUL 51 42.9
EST-ESP+TET 69 579
SUL+TET 71 59.6
EST-ESP+SUL+TET 48 40.3
SUL+TET+APR 1 0.8
EST-ESP+APR 1 0.8
EST-ESP+SUL+TET+APR 1 0.8

*EST-ESP: estreptomicina-espectinomicina, SUL: sulfonamidas, TET: tetraciclinas, APR:

apramicina.
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Del total de cepas procesadas, el 41.2 % (49/119) fueron consideradas multidrogo resistentes
por ser resistencia a al menos 3 antibiéticos. De estos, la cepa EC173K fue resistente a los
cuatro grupos de antibiéticos del estudio.

Fueron considerados 10 diferentes genes de resistencia antimicrobiana, de los cuales el gen
tetA tuvo la frecuencia mas con 68% (81/119), seguido del gen sul3 con 64.7% (77/119), strB
con un 42% (50/119), aadA con un 39.5% (47/119), strA con un 34.5% (41/119), tetB con un
31.9% (38/119), aac(3)IV con un 2.5% (3/119), sul2 fue negativo para todas las cepas y el gen
tetC 'y sull con un 0.8% (1/119); sin embargo, el gen sull no fue corroborado con el
secuenciamiento completo del genoma; (Cuadro 4). De los 119 aislados, s6lo uno presentd
resistencia a 6 diferentes genes de resistencia antimicrobiana (aadA, strA, strB, sul3, tetA'y
tetB) y 2 de los aislados (1.7%) no presentd ninguno de los 10 genes de resistencia

antimicrobiana evaluados.

Cuadro 4. Frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana.

GENES DE POSITIVOS FRECUENCIA
RESISTENCIA N°/ TOTAL %
aadA (4F) 477119 39.5
strA (2F) | 41/119 | 345
strB (3F) 50/119 )
sull 1/119 0.8
sul2 | 0/119 | 0
sul3 771119 64.7
tetA 81/119 68
tetB | 38/119 | 319
tetC 1/119 0.8
aac(3)IV 3/119 2.5
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La mayor frecuencia a dos genes de resistencia antimicrobiana se vio entre tetA y sul3 con un

46.2% (55/119), seguido de los genes strA y strB, ambos pertenecientes al grupo de antibidticos

estreptomicina-espectinomicina, con un 34.5% (41/119); sul3 con aadA con un 29.4%

(35/119), tetA con strB con un 28.6 % (34/119), tetA con strA y tetA con aadA, ambos con un

27.3 % (33/119) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencia a dos de genes de resistencia antimicrobiana.

aadA (4F) strA(2F) StrB(3F)  Sull =~ Sul3  TetA  TetB  TetC aac(3)IV

aadA (4F) | 16 (13.4) | 18 (15.1) | 0 35 (29.4)I33 (27.3)I 12 (10) | 0 | 1(0.8) |
strA(2F) | 16 (13.4) - 41(345) 0 22(185) 33(27.3) 16(13.4) 1(0.8) 1(0.8)
StrB(3F) | 18 (15.1) 41 (34.5) - 1(0.8) 29(24.4) 34(28.6) 16 (13.4) 1(0.8) 2(1.7)

Sull 0 0 1(0.8) - 0 0 0 0 0

Sul3 | 35(29.4) 22(18.5) 29(244) 0 55(46.2) 27 (22.7) 1(0.8) 2(1.7)

TetA | 33(27.3) 33(273) 34(286) 0  55(46.2) 13(10.9) 1(0.8) 1(0.8)

TetB 12(10)  16(13.4) 16(134) 0  27(22.7) 13(109) - 0 1(0.8)

TetC 0 1(0.8)  1(08) 0 1(0.8) 1(0.8) 0 0
aacIV | 1(08) 108  2(1.7) 0 2(17)  1(08) 108 0
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5. DISCUSION

El protocolo usado para la identificacion de genes de resistencia antimicrobiana fue usado
previamente por diversos estudios de determinacidn de resistencia antimicrobiana en diferentes
paises (Lanz et al., 2003; Schwaiger et al., 2010; Sheikh et al., 2012; Mazurek et al., 2018)
aplicado a diferentes especies animales y carnes de produccidn, de los cuales, el realizado por
Boerlin et al. (2005), fue usado como base para la realizacion de este estudio.

La resistencia antimicrobiana en aislados de E. coli provenientes de cerdos presentan altos
porcentajes de frecuencia, alcanzado incluso el 100% de resistencia en cepas de ETEC (Boerlin
et al., 2005). De la misma manera, estudios que abarcan distintas especies de animales,
concluyen que los porcinos presentan mayor frecuencia en la resistencia antimicrobiana (Lanz
et al., 2003; Lim et al., 2007). En el Peru, Saldarriaga et al. (2000), encontraron que el 97% de
las 340 aislados de E. coli presentaban resistencia por lo menos a un antibiético. De la misma
manera, Monterroso et al. (2019) encontrd el 100% (36/36) de resistencia a por lo menos un
antibidtico en aislados de E. coli. Ambos trabajos muestran resultados similares a este estudio,
pues un 98.3% (117/119) fue resistente a por lo menos un antibidtico; esto refleja la alta
prevalencia de resistencia antimicrobiana en nuestro medio a distintos antimicrobianos en la
produccion porcina. Esto puede deberse a la poca informacién e inexistencia de planes
integrales y multisectoriales contra la resistencia antimicrobiana en nuestro pais, que, a pesar
de contar con un Plan Nacional para enfrentar la resistencia a los antimicrobianos, no existen
politicas claras sobre el uso de antimicrobianos en animales de produccidn.

En este estudio, las cepas de E. coli presentaron mayor resistencia contra las tetraciclinas
(88.2%), seguido de las sulfonamidas (65.5%), estreptomicina-espectinomicina (64.7%), y por
ultimo la apramicina (2.5%). Esta alta resistencia contra las tetraciclinas, que es el
antimicrobiano con mayor frecuencia, también ha sido descrita por Boerlin et al. (2005), en

cuyo estudio alcanz6 un 100% de frecuencia en cepas ETEC; de la misma manera, Lim et al.
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(2007) encontraron que el 96.3% de aislados de E. coli de cerdos de Corea aparentemente sanos
fueron resistentes a las tetraciclinas. Las tetraciclinas es el antibidtico de eleccidén para el
tratamiento y prevencion de enfermedades, ademas de usarse como promotor de crecimiento
en porcinos durante muchos afios, provocando altos niveles de resistencia antimicrobiana,
incluso encontrdndose en animales salvajes que tienen contacto con granjas de cerdos, esto
debido a la existencia de elementos genéticos mdviles que facilitan la transferencia de estos
genes de resistencia (Kozak et al., 2008). Sin embargo, Mazurek et al. (2018), presentaron una
mayor frecuencia de resistencia antimicrobiana contra las sulfonamidas, esto puede deberse a
que las muestras utilizadas eran provenientes de lechones que fueron alimentados con pienso
medicado con sulfonamidas y otros antibidticos previos a un diagndstico de colibacilosis.

En aminoglucésidos, la estreptomicina-espectinomicina pertenece dentro del grupo con
mayor resistencia antimicrobiana (64.7%) junto con las tetraciclinas y sulfonamidas al igual
que diferentes autores, donde se encontré que el 37% (47/126) (Lanz et al., 2003), 66.8%
(274/410) (Lim et al., 2007) y 48% (38/125) (Kozak et al., 2008) de aislados provenientes de
cerdos fueron resistentes a la estreptomicina, siendo el tercer antimicrobiano con mayor
frecuencia de resistencia; sin embargo, una alta resistencia de este antimicrobiano fue reportado
por Saldarriaga et al. (2000) en el Peru, alcanzando un 86% de resistencia fenotipica. La
diferencia entre la frecuencia de resistencia de diferentes antimicrobianos puede deberse a los
distintos planes de tratamiento y suplementacion alimentaria con antibiéticos en los diferentes
paises evaluados.

Con respecto a los genes de resistencia, tetA fue el de mayor frecuencia al igual que los
resultados de Boerlin et al. (2005), donde no solo es el gen predominante en el grupo de las
tetraciclinas, pues presenta un 92% de frecuencia entre todos los genes de resistencia
antimicrobiana evaluados, lo cual concuerda con los resultados de otros estudios (Lanz et al.,

2003; Schwaiger et al., 2010; Sheikh et al., 2012). Sin embargo, Maynard et al. (2003),
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encontraron una baja frecuencia del gen fetA (25%) comparado con el gen tetB (80%) en
muestras recolectadas desde 1978 al 2000, donde las frecuencias de genes de resistencia
antimicrobiana fueron aumentando al paso de los afios; estudios mds antiguos posicionan el
gen tetB 'y tetC como predominantes en la resistencia contra tetraciclinas (Sunde et al., 1998),
inclusive predominando el gen fetC en porcinos sin exposicion a antimicrobianos, el cual fue
el de menor frecuencia en este estudio. Esto puede deberse al modo de accién de los distintos
genes de resistencia, que contribuye a una seleccion positiva y formacion de nuevos genes de
resistencia, asi como los diferentes usos de antimicrobianos a lo largo del tiempo.

El segundo gen de resistencia antimicrobiana con mayor frecuencia fue sul3 (64.7%), a
comparacion de distintos estudios donde el predominante en las sulfonamidas corresponde al
gen sull (Boerlin et al., 2005; Brand et al., 2017; Mazurek et al., 2018); sin embargo, Sheikh
et al. (2012), obtuvieron la misma frecuencia de resistencia en los genes sull y sul3 (9.8%) en
muestras procedentes de carne de cerdo. Otros autores (Lanz et al., 2003; Smith et al., 2010)
no consideraron el gen sul3 en sus estudios, siendo el gen sull el predominante. Esto puede
deberse, para ese entonces, al reciente descubrimiento del gen sul3 en la poblacién porcina de
Suiza por Perrenten y Boerlin en el 2003, demostrando la capacidad de adaptacion bacteriana
contra la resistencia antimicrobiana. Por otro lado, en este estudio el gen sul2 no fue encontrado
en ninguna cepa, mientras que los resultados planteados por Schwaiger et al. (2010), el gen
sul2 fue predominante en el grupo de las sulfonamidas y el gen sul3 el de menor frecuencia;
esto puede deberse a la diferencia geogréfica y al uso de distintos antibidticos.

Los genes strB, seguido del gen aadA, fueron los de mayor frecuencia del grupo de las
estreptomicina-espectinomicina, estos resultados difieren con varios autores, donde el gen
aadA es el més frecuente dentro del grupo de los aminoglucésidos en porcinos (Lanz et al.,
2003; Boerlin et al., 2005; Smith et al., 2010; Sheikh et al., 2012; Mazurek et al., 2018). Este

grupo de antimicrobianos también evaluado en Peru por Saldarriaga et al. (2000), donde la
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resistencia fenotipica mds alta fue hacia la estreptomicina a pesar de no tener registros del uso
de estreptomicina en marranas y lechones del estudio, pero con sospechas de transmision a
través de las marranas de reemplazo; ademads, el uso constante de este antimicrobiano forma
resistencia de hasta 40 00 veces més que su sensibilidad anterior (Litter, 1992)

El gen aac(3)IV fue el de menor frecuencia, encontrdndose solo en 3 de las cepas, lo que
concuerda con distintos estudios (Kozac et al., 2008; Sheikh et al., 2012) donde la frecuencia
de este gen de resistencia fue minima. Sin embargo, este gen es notablemente mayor en los
resultados de Smith et al. (2010), siendo el segundo gen con mas frecuencia en el grupo de
aminoglucoésidos, alcanzando incluso el 85% de aislamientos positivos, esto puede deberse a
la caracteristica de las cepas usadas, pues los serogrupos en el estudio corresponden al patotipo
ETEC y son multidrogo resistentes.

La frecuencia de resistencia a mas de dos antimicrobianos fue mayor entre fefA y sul3, dado
que ambos fueron los genes con mayor presencia en este estudio, pues otros autores no
muestran asociacion entre estos (Boerlin et al., 2005; Schwaiger et al., 2010; Sheikh et al.,
2012), probablemente por la poca frecuencia del gen sul3 en sus resultados. La segunda
asociacion mas frecuente fue de los genes strA y strB, ambos pertenecientes al grupo de los
aminoglucdsidos; esta misma combinacion se ha visto presente en varios estudios (Boerlin et
al., 2005; Schwaiger et al., 2010; Zhao y Dang, 2010), puesto que la interaccién de ambos
genes garantiza una mayor resistencia contra la estreptomicina (Sunde y Norstrom, 2005). Por
otro lado, la comnacién de dos genes de resistencia contra las tetraciclinas fue minima, al igual
que Schwaiger et al. (2010), donde el 9% de los aislados presentaban dos genes de resistencia
contra las tetraciclinas, lo que podria deberse a una incompatibilidad de plasmidos que
contienen genes de resistencia contra las tetraciclinas (Jones et al., 1992; Maynard et al., 2003).

La presencia de varios de genes de resistencia antimicrobiana en una misma cepa se debe a

los pldsmidos, transposones e integrones que facilitan la transferencia de genes hacia otras
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bacterias (Alekshum y Levy, 2007; Davies J. y Davies D., 2010), creando asi un reservorio de
genes capaces de diseminar la resistencia antimicrobiana.

La técnica de PCR para la identificacion de fragmentos de ADN deseados puede mostrarnos
productos inespecificos en la electroforesis, encontrados en los resultados de este estudio. Esto
debido a la capacidad de la tag polimerasa de sintetizar fragmentos inespecificos, asi como las
concentraciones de cloruro de magnesio que pueden inhibir a la polimerasa por
concentraciones altas o formar productos inespecificos por concentraciones bajas. El uso de
cantidades altas de primers aumentan el rendimiento del PCR, pero también forman productos
inespecificos, a diferencia de usar una baja cantidad de primers, que puede ayudar a ser mas
especifico los productos del PCR pero de bajo rendimiento (Espinosa, 2007). Los primers
también pueden unirse a otras secuencias similares de otros genes inespecificos. Asi, en los
resultados encontramos algunos productos inespecificos (PI). Sin embargo, estos se consideran
como muestras negativas, pues el producto que amplifican son tanto menores o mayores a los
productos especificos.

Estos resultados demuestran la alta presencia de resistencia antimicrobiana en nuestro medio
en porcinos de produccion con signos diarreicos y la importancia del seguimiento y control del

tema por parte de las autoridades sanitarias correspondientes.
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6. CONCLUSIONES

Se determiné una alta resistencia antimicrobiana (98.3%) en aislados de E. coli de cuadros
diarreicos de cerdos.

Se determiné una alta frecuencia de genes de resistencia, siendo los genes gen fetA (68%),
sul3 (64.7%), strB (42%) y aadA (39.5%) los de mayor frecuencia.

La frecuencia mds alta de resistencia antimicrobiana fue al grupo de las tetraciclinas
(88.2%), seguido de las sulfonamidas (65.5%), estreptomicina-espectinomicina (64.7%) y
por tltimo la apramicina (2.5%).

El 41.2% de los aislados son multidrogo resistentes, siendo la combinacién mds frecuente

entre las tetraciclinas, sulfonamidas y estreptomicina-espectinomicina.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de purificacion de ADN Genomic de bacterias Gram negativas.

PROCEDIMIENTO

1 Cultivar las bacterias en 1.5 a 2 ml en tubos de microcentrifuga y centrifugar por 10
min a 5000 x g. Descartar el sobrenadante.

2 Resuspender el pellet en 180 uL buffer de lisis. Incubar a 50°C por 1 hora.

3 Adicionar 200 uL de “Lysis Solution” y 20 uL de “Proteinase K”. Combinar en un
vortex o pipetear hasta tener una solucién uniforme.

4 Incubar a 65°C por una hora, mezclando ocasionalmente.

5 Adicionar 20 uL de “RNase A Solution”, mezclar e incubar por 10 min a
temperatura ambiente.

6 Adicionar 400 uL de etanol al 50% y mezclar.

7 Transferir el preparado a la Columna de Purificaciéon de ADN GenJET Genomic
insertado en un tubo colector. Centrifugar por 1 min a 6000 x g. Descartar el
contenido del tubo colector. Colocar la Columna de Purificacién de ADN GenJET
Genomic en un nuevo tubo colector de 2 mL.

8 Adicionar 500 uL de Buffer de lavado I (con etanol). Centrifugar por 1 min a 8000 x
g. Descartar el contenido del tubo y colocar la Columna de Purificaciéon de nuevo en
el tubo colector.

9 Adicionar 500 uL del Buffer de lavado II (con etanol) en la Columna de
Purificacion de ADN GenJET Genomic. Centrifugar por 3 min a > 12000 x g.
Descartar el contenido del tubo colector y repetir la centrifugacién por 2 min.

10 | Adicionar 100 uL del “Elution Buffer” previamente calentado al medio de la
Columna de Purificaciéon de ADN GenJET Genomic, incubar por 2 min al medio
ambiente y centrifugar a 8000 x g por 1 min.

11 | Descartar la columna de purificacion. Mantener el ADN purificado a -20°C.
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ANEXO 2. Lista de cepas positivas y negativas a genes de resistencia antimicrobiana.

CODIGO
EC5 K
EC6 K
EC7 K
EC8 K
EC9 K
EC11 K
EC12K
EC13K
EC14 K
EC15K
EC16 K
EC17K
EC18K
EC19K
EC20 K
EC23 K
EC46 K
EC57 K
EC117K
EC118 K
EC119K

ESTREPTOMICINA- APRAMICI
ESPECTINOMICINA SULFONAMIDAS TETRACICLINAS NA
Total de
genes
aad (4F)  strA(2F) strB(3F) sult sul2 sul3 tetA tetB tetC aac(3)IvV positivos | MDR 3+
0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 4
0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 3
0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 4
1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 4
0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 3
0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 3
0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 3
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 3
1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2
1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 3
0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 3
0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2




EC120 K
EC122 K
EC123 K
EC124 K
EC125K
EC126 K
EC137 K
EC138 K
EC139K
EC140 K
EC141 K

EC142 K
EC143 K
EC155K
EC157 K
EC159 K
EC166 K
EC167 K
EC168 K
EC-171 K

EC-172 K
EC-173 K
EC-178 K
EC-179 K
EC-181 K

EC-182 K
EC 184K
EC-189 K
EC-190 K
EC-200 K



EC-201 K

EC-202 K

EC-203 K

EC-204 K

EC-206 K

EC-207 K

EC-213 K

EC-215 K

EC-218 K

EC-219 K

EC-220 K

EC-221 K

EC-225 K

EC-226 K

EC-227 K

EC-228 K

EC-230 K

EC-231 K

EC-232 K

EC-233 K

EC-234 K

EC-235 K

EC-236 K

EC-237 K

EC-238 K

EC-239 K

EC-240 K

EC-241 K

EC-242 K

EC-243 K



EC-244 K

EC-245 K

EC-246 K

EC-247 K

EC-248 K

EC-249 K

EC-250 K

EC-251 K

EC-253 K

EC-254 K

EC-255 K

EC-256 K

EC-258 K

EC-260 K

EC-261 K

EC-262 K

EC-263 K

EC-264 K

EC-265 K

EC-266 K

EC-267 K

EC-268 K

EC-269 K

EC-270 K

EC-273 K

EC-274 K

EC-275 K

EC-276 K

EC-277 K

EC-278 K



EC-280 K

EC-281 K

EC-283 K

EC-284 K

EC-285 K

EC-286 K

EC-288 K

EC-289 K




ANEXO 3 Lista de cepas con su lugar de procedencia.

CODIGO PROCEDENCIA CODIGO PROCEDENCIA CODIGO PROCEDENCIA
EC5K PUENTE PIEDRA EC-189 K SAN BORJA EC-247 K HUARAL
EC6 K PACHACAMAC EC-190 K SAN BORJA EC-248 K HUARAL
EC7K ATE VITARTE-HUAYCAN | EC-200 K HUACHO EC-249 K HUARAL
EC8 K LURIN EC-201 K HUACHO EC-250 K HUARAL
ECO9 K PACHACAMAC EC-202 K HUACHO EC-251 K HUARAL
EC13K CHANCAY EC-203 K HUACHO EC-253 K HUARAL
EC14 K SJL-VITARTE EC-204 K HUACHO EC-254 K HUARAL
EC15K ATE VITARTE-HUAYCAN | EC-206 K HUACHO EC-255 K HUARAL
EC16 K LURIN EC-207 K HUACHO EC-256 K HUARAL
EC17K LURIN EC-213 K HUARAL EC-258 K HUARAL
EC18 K PACHACAMAC EC-215K HUARAL EC-260 K HUARAL
EC19K CHANCAY EC-218 K HUACHO EC-261 K HUARAL
EC20 K SAN BORJA EC-219 K HUARAL EC-262 K HUARAL
EC23 K LURIN EC-220 K HUARAL EC-263 K HUARAL
EC46 K HUACHO EC-221 K HUARAL EC-264 K HUARAL
EC57 K HUARAL EC-225 K HUACHO EC-265 K HUARAL
EC117 K HUACHO EC-226 K HUACHO EC-266 K HUARAL
EC118 K HUACHO EC-227 K HUACHO EC-267 K HUARAL
EC119K HUACHO EC-228 K HUACHO EC-268 K HUARAL
EC120 K HUACHO EC-230 K HUACHO EC-269 K HUARAL
EC122 K HUACHO EC-231 K HUACHO EC-270 K HUARAL
EC123K HUACHO EC-232 K HUACHO EC-273 K HUARAL
EC124 K HUACHO EC-233 K HUARAL EC-274 K HUARAL
EC125K HUACHO EC-234 K HUARAL EC-275 K HUARAL
EC126 K HUACHO EC-235 K HUARAL EC-276 K HUARAL
EC155K LURIN EC-236 K HUARAL EC-277 K HUARAL
EC157 K LURIN EC-237 K HUARAL EC-278 K HUARAL
EC159 K LURIN EC-238 K HUARAL EC-280 K HUARAL




EC-171 K PACHACAMAC EC-239 K HUARAL EC-281 K HUARAL
EC-172 K SJL-VITARTE EC-240 K HUARAL EC-283 K HUARAL
EC-173 K PUENTE PIEDRA EC-241 K HUARAL EC-284 K HUARAL
EC-178 K PACHACAMAC EC-242 K HUARAL EC-285 K HUARAL
EC-179 K PACHACAMAC EC-243 K HUARAL EC-286 K HUARAL
EC-181 K ATE VITARTE-HUAYCAN | EC-244 K HUARAL EC-288 K HUARAL
EC-182 K CHANCAY EC-245 K HUARAL EC-289 K HUARAL
EC 184 K SAN BORJA EC-246 K HUARAL




