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RESUMEN

El sulfato cuprico tiene una gran utilizacion coptomotor de crecimiento en las producciones posgiese a los
riesgos ecoldgicos que presupone. El trabajo toweocobjetivo evaluar el efectn vitro del cobre como inductor
de antibiorresistencia dfscherichia colienterotoxigénicas. Las cepas de referencia A-B9OK91: K88ac) y E68-
| (O141: K85: K88ab) se crecieron en agar Muellamtéh acorde a la técnica de gradientes de coramgotres en
rangos que se elevaron semanalmente desde un nmieimdasta un maximo de 50 mg/mL de CySFdnbas bac-
terias se sometieron a subcultivos, por espacteedesemanas, en paralelo a controles sembradgaamedio pe-
ro sin el inductor. Al finalizar la experiencia ializaron antibiogramas para evaluar la senséillilente a los an-
tibidticos: Gentamicina, Kanamicina, Tetracicli@ioramfenicol, Carbenicilina y Acido Nalidixico. kefectuados
a las cepas enfrentadas a la sal brindaron hatopatthles a fenotipos resistentes, a diferencisieontroles, to-
dos sensibles. Los resultados evidencian la cagéaldl cobre de inducir antibiorresistencia baatein vitro, otro
aspecto que los productores deben considerar cuangiean sales de este metal como promotores dien@ato,
pues a los dafios ecoldgicos se suma la pérdida diedtividad de antimicrobianos empleados enripéaitica
humana y animal.
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Cooper as Inductor of Antibiotic-Resistance in Enteotoxigenic Escherichia coli
ABSTRACT

Cupric sulfate has been used as growth promotswine productions for a long time instead of thelegical
risks involved. The paper had the objective of eatihg the effect of cooper as inductor of antilsioésistance in
enterotoxigenicEscherichia coli The reference strains-1 (0149: K91: K88ac) and E68-1 (0141: K85: K88ab)
were cultivated on Mueller-Hinton Agar plates feliog the gradient concentration technique with emigncreased
weekly from 5 till 50 mg/mL of CuS© Both bacteria were streaked during three weeksmallel to controls cul-
tured in pure medium without the inductor. At thedeof the experiment the sensibility of bought greto Gen-
tamicin, Kanamycin, Tetracycline, ChloramphenioBhrbenicilin and Nalidix Acid was measured. Theiasats
treated with cooper exhibited halos referred aistas to the antibiotics evaluated instead alldbitrols were sen-
sitive. The results demonstrated the capabilitgadper to develop bacterial antibiotic-resistairceitro, another
trait to be considered by producers when saltisfrhetal are used as growth promoters, becaustghergwith its
ecological damage a lose in the effectiveness tfnérobials employed in human and veterinary chérapy is
developed.
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I NTRODUCCION

La directora general adjunta de la Organizaciéfaddaciones para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), Helena Semedo, declar6 en Amsterdam, qus@lexcesivo e indebido de antibidticos y otros
agentes antimicrobianos amenaza la salud publpeng en peligro la seguridad alimentaria en el mun-
do. Alertd que la situacion es tan preocupantepquaieia llegar a revertir un siglo de progreso esalad
humana y animal. Como colofén, recalcé el compromdis su institucién de enfrentar el fendmeno desde
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el enfoque dé&Jna Salud(One-Health que vincula a los seres humanos, los animalésngdio ambiente
(FAO, 2016).

El uso de sulfato clprico, como promotor del créeinto en las dietas animales, data de mediados del
sigloxx. Su efectividad, entre otras, se ha asociadoaadedn antagonica del metal sobre enteropatoge-
nos comoEscherichia colienterotoxigénica (ECET) $almonella por mencionar dos casos. A pesar de
los resultados logrados, desde las primeras exp@Eexistio el temor por la toxicidad del catidpley,
Bush, Morrison, Singler and Snels@912). Mas recientemente se comprobd que tenilicemmnes eco-
l6gicas, pues las heces de los animales tratadgwsrdan concentraciones de cobre 14 veces supeHore
las de los que no lo consumian y su acumulacidniajana accién negativa en los suelos. De margener
esta practica, de acuerdo a modelos predictivosndapso de 10 a 50 afios las concentracioneseatal m
en este medio excedera los limites permisiblesgfSeBerendonk, 2012).

La colibacilosis es una de las principales causasattalidad y pérdidas econdmicas en las produccio
nes porcinas (Barreto, Rodriguez, Bertot and Delgadl5).E. coli se ha caracterizado, a lo largo del
tiempo, por una sorprendente adaptabilidad a Idsemtes mas adversos, incluidos aquellos con cencen
traciones elevadas de metales pesados (Barretdrygrez, 2009); el cobre, pese a la gran toxiciplael
lo convierte en centro de los efectos antimicrabéade multiples productos, no constituye excepeaion
respecto, como se ha demostrado al expioneitro cepas de referencia y aislamientos compatibles con
ECET a partir de cerdos con colibacilosis a comeeitnes crecientes de CuS@esistencia que en una
de las cepas referentes se asocio a la produceibiofilm, aspecto que, al mal expuesto, aina una estra-
tegia de infectividad mas eficiente (Barreto, Rgaiez and Barret®016).

Se ha notificado que el desarrollo de mecanisma®ldeancia a los metales pesados conlleva a una
cualidad agregada en bacterias grampositivas goertiéxito, y es la resistencia paralela a una gima
antibiéticos, aunque no estén presentes en el atebfAgga, Scott, Mamachawadi, Nagaraja, Vinasco,
Bai, et al.,2014); el fenédmeno en gramnegativas no se ha egfm(Amachawadi, Scott, Alvarado, Mai-
nini, Vinasco, Drouillard and Nagaraj2013).

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar ektdin vitro del cobre como inductor de antibiorre-
sistencia effescherichia colienterotoxigénica

M ATERIALES Y METODOS

Cepas

Se utilizaron dos cepas #scherichia colienterotoxigénicas de referendizscherichia coliA-1 (0149:
K91: K88ac) yEscherichia coliE68-1 (0141: K85: K88ab). Hasta el momento de dlization todas se
conservaron en caldo Mueller-Hinton glicerinado ¢8Pa - 8° C .

Induccidn de antibiorresistencia con CuSO4

Para inducir resistencim vitro al CuSQ se prepararon placas de Pestandardcon agar Mueller-
Hinton acorde a la variante de gradientes de ctéram@ones (Karadjov, 1985) con rangos de 5-25;10-3
y 15-50 mg/mL de la sal la primera, segunda y tareemana, respectivamente. Luego de realizada la
siembra en linea recta (de menor a mayor concéilase incub6 a 37° C (de 24 a 48 h en los pomer
cultivos; 24 h desde finales de la primera semastatfinalizar la experiencia) hasta obtener criecim
tos, a partir de los cuales, tomando con asa denla de mayor concentracion en cobre, se realizaron
cultivos en la forma descrita. Paralelamente, AB68-1 se sometieron a un nimero igual de pases pero
en agar Mueller-Hinton sin presencia de la sal @&e; como control del experimento. Al finalizag, s
realizaron antibiogramas a ambos grupos seguntaelexe erKirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility
Test Protoco(Hudzicki, 2009); esta determinacion se efectudtoes réplicas; el diametro reportado para
cada halo de inhibicion fue el promedio de sus oiedés en dos sentidos perpendiculares con una regl
graduada en milimetros.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los halos obtenidos en los antibiogramassiedépas expuestas al cobre correspondieron a dia-
metros propios de resistencia (Hudzicki, 2009)siemdo el caso de los obtenidos en los controlas (T
bla).
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Tabla. Efecto del CuSQ en la sensibilidad deE. coli (A-1 y E68-I) a los antibiéticos evaluados

Cepas Gentamicina  Kanamicina Tetraciclina Cloraimfén Carbenicilina  Ac. Nalidixi-
co
E68-I 18 19 20 20 23 20
E68-I1* 11 10 14 12 2 13
A-1 19 18 19 19 23 19
A-1* 10 7 12 10 0 11
Criterios de sensibilidad a los antibioticos, seirby y Bauer (Hudzicki, 2009)
R S R S R S R S R S R S
12 15 13 18 14 19 12 18 17 23 13 19

E68= cepa de referendischerichia colE68-1; A-1= cepa de referendischerichia colid-1; *Cepas tratadas con Cug@c=
acido;R=resistentes; S= sensibles

TantoE. coli A-1, como su homéloga E68-I, son cepas cuyo papatiménico se remonta a inicios de
la segunda mitad del sigix, cuando se aislaron de cerdos con colibacilosas ajue ocasionaron la
muerte. Desde entonces, y luego de su caracténizaoimo cepas de referencia se han mantenido en am-
bientes de laboratorio (Barreto, 1988), de ahiesisibilidad a una amplia gama de antimicrobiamady
so a aquellos con un uso tan extenso como TeiraciglCloramfenicol, como se aprecia en el diametro
de los halos exhibidos (Tabla), razén que las lthdéoneas para este tipo de estudio (Baettl.,
2006).

Se trata de seis antibiéticos, cuatro de los cuaestenido una utilizacion prologada tanto ereta-t
péutica humana como la veterinaria (Gentamicinajaifacina, Tetraciclina y Cloramfenicol) mientras
que la Carbenicilina y el Acido Nalidixico s6lotsan empleado en los primeros (MINSAP, 2006).

Se ha notificado la capacidad de ciertos metalsadws, como el cobre, para expandir y mantener el
pool de bacterias resistentes a antibiéticos comotiacielina. Las implicaciones de este fenémeno en
bacterias entéricas grampositivas ha sido objetestigdio en diversas especies animales con relation
empleo de sales de este metal como promotoresediengento (Amachawadit al., 2013). Lamentable-
mente, no ha existido un interés igual en el castasl representantes gramnegativas, a pesar dé imcl
enteropatégenos como ECETSalmonella como acredita la investigacion realizada por Aggal.
(2014), quienes concluyen que el papel de la sugitanion de cobre a cerdos destetados vy la resiesten
al metal, y a los antibiéticos analizados, en ebaieE. coli requiere de otras investigaciones que profun-
dicen al respecto. En su propuesta no se logréconaelacién positiva entre el suministro de Cu
(125 mg/kg de alimento) y resistencia a la tettangicy otros antibidticos en los aislamientosElecol
hechos a partir de las heces de estos animales.

No obstante, las altas dosis de cobre (100-250 ppmp)eadas en las producciones porcinas por mas de
seis décadas, asi como la exposicion a su acumlachbiental han contribuido a que las bacterias
gramnegativas se adapten, sin importar su eleexddadad (Aarestrup y Hasman, 2004).

En el caso de los resultados que se discutenreededar que constituyen el fruto del enfrentanaiémt
vitro de dos cepas de referencia (previamente sensilitetos los antibidticos ensayados) a concentracio-
nes del metal muy superiores a las presentes expkxiencia de Aggat al. (2014). La tolerancia a los
metales pesados se incrementa en la medida quelsega el contacto bacteriano con estos debido a
gue, paulatinamente, se activan genes de respaestaés y de resistencia (Harrison, Ceri and Turne
2007). Se ha establecido que cuando estos se amustulambientes naturales a una concentraciécacriti
pueden desencadenar en la microbiota, muy en espedas bacterias, selecciones donde, a la gas@u
instaura tolerancia a dichos iones, esta va apir@la resistencia a los antibiéticos (Seiler y Baoak,
2012).

Esta resistencia dual esta asociada a mecanisversal, dos de los cuales pueden explicar lostaesul
dos obtenidos: a) la formacién de complejos, opeidaulada al incremento en la producciérbailms
mucilago donde ocurre la mayor fijacién de estdsricrobianos (Harrisomt al.,2007; Barreto y Rodri-
guez, 2010)E. coli A-1, durante su tercera semana de exposicior’g €Gamenzé a excretar abundantes
exopolisacaridos (EPS) en torno a la linea de miieaito (ver figura) (Barretet al, 2016). b) Mecanis-
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mos de eflujo, muy comunes en bacterias gramnegatbomo es el caso, y que les permiten la extrusié
de metales y antibiéticos desde el citoplasmaags de la membrana interna y la externa, hastatel-

no circundante (Seiler y Berendonk, 2012). Se wataina opcion muy probable, desde el punto da vist
tedrico, en el caso analizado, pero carente déro@dion.

Fig. Formacion de exopolisacandos en torno
al crecimiento de A-1. La zona mucoide se
incrementa a medida que aumenta la concen-
tracion del cobre.

Los resultados discutidos son una evidencia de#dizado anteriormente y, ademas, constituyen un
alerta en cuanto a la practica de incorporar GUS@o aditivo en las dietas porcinas, maxime siese
en cuenta que las proporciones sugeridas a losigharés son muy variables (Zhao, Allee, Gerlemann,
Ma, Gracia, Parkegt al.,2014). En la propuesta, seis antibioticos, poréacdel cobre, disminuyeron su
efectividad frente &. coli, incluido el Acido Nalidixico, uno de los més iziido frente a enteropatdge-
nos como ECET shigella en casos de diarreas agudas en humanos (CisBarosto, Guevara and Ro-
driguez,2008). Todo lo cual corrobora el llamado hecholpdfAO en cuanto a la imperiosa necesidad
de lograr sistemas de produccién que garantickged deUna Salud

CONCLUSIONES

La exposiciorin vitro de Escherichia colia CuSQ, mediante el método de gradientes de concentracio-
nes, induce resistencia en estas bacterias frdogeantibidticos Gentamicina, Kanamicina, Tetrkwi
Cloramfenicol, Carbenicilina y Acido Nalidixico, tmal es un elemento mas que debe considerarss en |
producciones porcinas que emplean esta sal comumopro de crecimiento.
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