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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. Este trabajodorm objetivo estudiar el comportamiento in vit® Escheri-
chia coli enterotoxigénica ante concentracionesienges de cobre. A tal fin se emplearon seis cafis de refe-
rencia: A-1 (0149: K91: K88ac) y E68-1 (0141: K8&38ab), junto a cuatro aisladas de crias con cdilis. Las
mismas se crecieron en agar Mueller-Hinton acortietécnica de gradientes de concentraciones gyosagque se
elevaron semanalmente desde un minimo de 5 hastéximo de 50 mg/mL de CuSO4. La experiencia ¢e®
semanas. Aunque en los contactos iniciales hubongjar adaptacion en dos de las cepas salvajéisabtodas de-
sarrollaron una elevada tolerancia al metal. Ezaeb de A-1 la misma puede estar determinada gorrfeacion de
biofilm, fendmeno que, ademas de la resistencialada, constituye un importante factor de virularesi los proce-
sos infectivos bacterianos. Los resultados obtsn@mstituyen otro elemento a sumar en la listpelgros in-
herentes al uso de estas sales como promotoreedmiento en las producciones porcinas.
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In vitro Behavior of EnterotoxigenicEscherichia coli to Increasing Copper Concentrations
ABSTRACT

Cupric sulfate has been used as growth promotewine productions for a long time instead of thelegical
risks involved. The aim of this paper was evalugtihein vitro behavior of enterotoxigeniEscherichia colito
increasing concentrations of copper. Six strairstamm of references were used A-1 (0149: K91: K§&esxl E68-I
(0141: K85: K88ab), and four isolated from calvathweolibacilosis. This strain were cultivated orudller-Hinton
Agar plates following the gradient concentratiooht@que with ranges increased weekly from 5 tilllsmL of
CuSQ. The experiment lasted three weeks. All straineeltped a high metal tolerance, although there aviastter
fit in the initial contacts in two of the wild stres. Tolerance in A-1 case may be determined bfilisidormation;
this phenomenon is an important virulence factdranterial infectious processes and it’s anotlaérts be consid-
ered by producers when salts of this metal are asagtowth promoters.

Key words: antimicrobials, environment, growth promoters, sayitolerance

INTRODUCCION

Los sistemas de produccion porcina contemporanaoeddgrado niveles de eficiencia solamente posi-
bles con el empleo de estimuladores del crecimiédé&vies, 2011). El uso de sulfato cuprico, a i@l f
data de mediados del sigt®. Su efectividad se ha asociaba a la accion anitzgdel aditivo sobre ente-
ropatdgenos comischerichia colienterotoxigénica (ECET) y Salmonella, entre otidgrante afios la
Unica preocupacion radicaba en la toxicidad debedHastacet al, 2001). Luego se constaté que tenia
implicaciones ecoldgicas pues las heces de losadesntratados contenian concentraciones de cobre 14
veces superiores a las de los que no lo consundgaragumulacion ejercia una accién negativa esues
los. De mantenerse esta practica, de acuerdo al@squiedictivos, en un lapso de 10 a 50 afos las co
centraciones del metal en este medio excederénided permisibles (Seiler y Berendonk, 2012).
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La colibacilosis es una de las principales causasattalidad y pérdidas econdmicas en las produccio
nes porcinas (Barreto et al., 201B).coli, a lo largo de los afios ha mostrado una sorprémderilidad
para adaptarse a los ambientes mas adversosdimglaguellos con concentraciones elevadas de metale
pesados (Barreto y Rodriguez, 2009); este fendnumppr si preocupante, cobra una mayor dimension
cuando a ello se afiade que estas cepas, aparejad@sistencia a tales cationes, por o genetdabenr
un arsenal de factores de virulencia mas amplioryepde, sus potencialidades para desarrollarraefer
dades en los hospederos susceptibles se increntenfarma notable (Barreto y Rodriguez, 2009).

Esta investigacion tuvo como objetivo estudiar @hportamientan vitro de Escherichia colientero-
toxigénica ante concentraciones crecientes de cobre

MATERIALES Y METODOS

Cepas

Se utilizaron seis cepas fescherichia colienterotoxigénicas (ECET), dos de referenEischerichia
coli A-1 (0149: K91: K88ac) ¥scherichia coliE68-1 (0141: K85: K88ab) y cuatro aisladas de asrd
previo al destete, con colibacilosis que se idieatibn con la sigla CS (cepa salvaje) y un nimetd.cl
4. Hasta el momento de su utilizacién todas seetwason en caldo Mueller-Hinton glicerinado (30 &6)
- 8°C.

Comportamiento de ECET ante concentraciones crezsgette CuSO4

Se prepararon placas de Petri standard con agaiefbiénton acorde a la variante de gradientes de
concentraciones (Karadjov, 1985) con rangos de; 3280 y 15-50 mg/mL de la sal para las siembras
correspondientes a la primera, segunda y tercerars®e respectivamente. Luego de realizada eniéea
cta (de menor a mayor concentracion), se incub@ £3de 24 a 48 h en los primeros cultivos; 24 re-e
sto de la experiencia) hasta obtener crecimiemtgsrtir de los cuales, tomando con asa de la dena
mayor concentraciéon en cobre, se realizaron nuswosultivos en la forma descrita. Al final de caga
mana se tomaron fotos como evidencias del resultado

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento inicial de las bacterias anteagitacto con Cu2+ fue variable: las cepas salvajes
CS1 y CS2 mostraron un crecimiento adecuado, eitylar la primera, desde los primeros contactas co
el metal. Posteriormente, en la medida que seigapit los subcultivos, todas incrementaron su aeerc
miento a las regiones de méxima concentracién &0dien la placa, y el crecimiento, en torno anledi
de siembra, se hizo mas exuberante (Fig. 1).
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Gradiente: 5 - 25 mg/mL de CuSO« Gradiente: 10 - 30 mg/mL de CuSOs

Fig. 1 Imagenes de los crecimientos de seis cepas de E. coli a gradientes crecientes de CuSOzs al finalizar la
primera (a), segunda (b) y tercera (c) semana de enfrentamiento. La prolongacién del contacto conlleva a un
acercamiento creciente a las zonas de mayor concentracién del cation (extremo izquierdo de la placa), tam -
bién a una mayor exuberancia del crecimiento a lo largo de la linea de siembra.
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TantoE. coli A-1, como su homologa E68-1, luego de su caraeidn como cepas de referencia, se
han mantenido en ambientes de laboratorio ajenaanéhcto con antimicrobianos de todo tipo. Lasasep
salvajes (CS) en su totalidad proceden de criacalivacilosis. En las unidades donde se realizirsn
aislamientos durante afios se ha afadido al pieaS®Z€ en las proporciones sugeridas para que actie
como promotor de crecimiento (Macktsal, 2015).

Lo antes expuesto puede haber influido en cuatds diferencias en la intensidad del crecimiento du
rante la primera semana de contacto con el metabtmio. A lo largo de la evolucién del planets |
bacterias, primeras pobladoras, debieron adapdeseresencia de una multitud de cationes eniles-d
sos medios naturales, a través de un proceso deidnsseleccion constante que sélo dio posibilidade
de supervivencia a las mas adaptables (BarretayifReez, 2006). La informacion para resistenciauadq
rida de esta forma puede radicar en plasmidos grgsgen mientras las bacterias que los portarese d
arrollen en medios donde esta presente el metashouando falta. Por ejemplo, al someterlas aspas
sucesivos por medios de cultivos convencionalea parmantenimiento tienden a perder dichos plasmi-
dos (Barreto, 1988a). Esto es justamente lo asamoitth las cepas referentes; en el caso de CS3 y CS4
pudo deberse a la ausencia de contactos anteciomesi cobre. En tanto, la conducta de CS1, y etome
grado CS2, corresponde a bacterias con mecanisttivgsade resistencia al metal, evidencia de su pre
sencia en ese entorno.

En los Ultimos cien afios, debido a la industrigiiza y a las tecnologias para incrementar los fendi
mientos en la agricultura, la ganaderia y la adwi@) los niveles de contaminacion con metalesacom
Hg, Cd, Cu y Zn se han disparado a valores sorpragad por lo que las microbiotas, muy en espegial |
de los suelos, han tenido que afrontar un desadigma los sobrellevados en la historia terricotce-
dente (Barreto y Rodriguez, 2010; Seiler y Berekd@012). Producto de entornos de este tipo surgen
bacterias con un proceder acorde al desarrollad@$ad y CS2.

El crecimiento de las bacterias, captado en im&gahinal de las semanas dos y tres, en partiesiar
tltima (Fig. 1 b y ¢) evidencia una adaptaciénrainaicrobiano, expresada en la exuberancia en tatiao
linea de siembra. La tolerancia a los metales@ernmenta en la medida que se prolonga el contacte-b
riano con estos, pues en el tiempo se van activgades de respuesta a estrés y de resistenciasarr
et al, 2007). Estos genes pueden estar ubicados enigéisim en el nucleoide, también denominado
cromosoma bacteriano; gran parte de las investigasitestimonian el predominio de los primeros en
cuanto se refiere a la resistencia frente al Cauéd no obvia la participacion de los segundos)apro-
pone la revision realizada por Cooksey (2006).

En los resultados puede haber influido cualquierdad variantes mencionadas, aunque en una expe-
riencia anterior, que involucré a cepas atipicak.deli productoras de H2S resistentes a CuSO4 y al an-
tibiético Apramicina (también conocido como Nebraimyll o Apralan), la tolerancia a ambos antimicro-
bianos estaba regulada por un plasmido que seapemdhdo dichas bacterias se sometian a subcultivos
sucesivos en medios de cultivos carentes del metighntibiotico, no asi cuando al menos uno deltss
estaba presente (Barreto, 1988b).

Para evitar el dafio celular ante la presencia timiarobianos, cada vez mas frecuentes en la nemara
contemporanea, las bacterias han desarrollado iepmde tolerancia; hay tres que explican sutessim
a metales pesados:

1. Formacion de complejo&Jna vez “atrapado” el metal, la concentraciéniates libres en el cito-
plasma es minima, muy inferior al nivel letal. Egpion esta relacionada con el incremento enda pr
duccion de biofilms ante estos elementos, pues este mucilago donde ocurre la mayor fijacion (Har
sonet al, 2007; Barreto y Rodriguez, 2010). En el cas& deoli A-1 (Fig. 2), durante su tercera semana
de exposicion a Cu2+, se aprecia, en torno a éaléle crecimiento, un area difusa correspondietdae a
acumulacién de exopolisacaridos (EPS) mucilaginosmscteristicos de los biofilm, una opcién extiem
para contrarrestar la elevadisima concentracidestie metal tan toxico (Harrison et al., 2007; Barge
Rodriguez, 2010).
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2. Reduccion de la concentracion intracelular degs Un ejemplo lo constituye la produccién, en bac-
terias gramnegativas, de mercurio-reductasa, cdgaeducir Hg2+, muy téxico, a Hg0O, menos severo y
que la célula elimina facilmente por su bajo puddg@vaporacion (Seiler y Berendonk, 2012).

Fig. 2. Formacidn de exopolisacaridos en torno
al crecimiento de A-1. La zona mucoide se in-
crementa a medida que aumenta la concentra-
cion del cobre.

3. Mecanismos de eflujpluy comunes en bacterias gramnegativas, y qupdesiten la extrusién de
metales desde el citoplasma, a través de la memlimgarna y la externa, hasta el entorno circuredant
(Seiler y Berendonk, 2012). En el caso analizadwstitnye una opcién muy probable desde el punto de
vista teérico, pero carente de confirmacion.

Lo evidente es que, el contacto sucesivo con @rc&u2+ desencadena respuestas en las cepas estu-
diadas que les permite tolerar altas concentrasideesste; una de ellas la produccién de biofipse-
ciable en el caso de la cepa A-1. Este resultadgereral, tiene implicaciones que van mas allka de-
sistencia a este metal pesado. Es un hecho prahaeta presencia de metales pesados en los medios
naturales promueve la co-seleccion de bacteriastentes a estos, que a la vez resultan toleranties
terminados antibiéticos, aunque estos Ultimos tEngwresentes (Seiler y Berendonk, 2012). Por ge,pa
esta resistencia a los antimicrobianos y la virikeoonstituyen mecanismos que juegan un papedideci
en el establecimiento de las infecciones bactesiaambos factores favorecidos en grado superlativo
cuando hay formacién de biofilms (Reisal, 2014). En el caso particular &e coli se ha notificado la
existencia de correlacion entre la existencia dmfas de virulencia y la produccién de biofilm (&a et
al., 2008).

Si bien las producciones animales contemporaneastas de mantener la productividad, requieren de
opciones como la analizada, no se puede olvidaegigéen otras menos agresivas a las especiesstie de
no, los consumidores y el entorno, como son el enge: prebidticos, probidticos y microorganismos
eficientes (Rodrigueet al, 2013).

CONCLUSIONES

La exposicion in vitro dé&scherichia colia concentraciones crecientes de CuSO4 induceemsis a
este metal, aun a elevadas concentraciones. Dias depas salvajes, desde el primer enfrentamiergo,
cieron sin dificultad, evidencia de contacto aoies con el catién en condiciones naturales. Ldyaro
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cion de biofilm es uno de los mecanismos involuasaen la tolerancia, dado su papel como importante
factor de virulencia en la colibacilosis, y otra$eemedades de etiologia bacteriana, lo demostranisti-

tuye un elemento mas a considerar en las prodweEiporcinas que emplean esta sal como promotor de
crecimiento.
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