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RESUMEN

Escherichia coli es una de las principales etiologias de la
diarrea neonatal de los terneros y el tratamiento de esta
enfermedad incluye el uso de antimicrobianos. Se realizé un
estudio retrospectivo durante un periodo de 22 afios con la
finalidad de identificar los antimicrobianos de uso mas fre-
cuente para el tratamiento de dicha enfermedad y evaluar la
frecuencia de resistencia antimicrobiana en aislamientos de
Escherichia coli de terneros en dos sistemas productivos.
Las muestras de materia fecal se obtuvieron de 93 terneros
con diarrea (rodeo para carne, n= 57; rodeo lechero, n= 36)
de 1-60 dias de vida, los cuales procedian de 57 estableci-
mientos. En 93 aislamientos de Escherichia coli se evalu6
la sensibilidad in vitro frente a 26 antimicrobianos, de 10
familias diferentes, utilizando el método de Kirby-Bauer. No
se utilizaron técnicas complementarias para diferenciar los
aislamientos de Escherichia coli en patégenos o comensa-
les. La informacion inherente a los terneros y a los tratamien-
tos con antimicrobianos se obtuvo a partir de las anamnesis
realizadas o de las fichas que acompariaron a las muestras
remitidas al laboratorio. La mayoria de los aislamientos pre-
sentaron resistencia a sulfonamidas (88,5%), oxitetraciclina
(87%) y enrofloxacina (67%) y estos antimicrobianos fue-
ron comunmente utilizados para el tratamiento de la diarrea
de los terneros. El 88% de los aislamientos de terneros de
rodeos para carne y el 95% de los aislamientos de terne-
ros de rodeos lecheros mostraron multirresistencia antimi-
crobiana. Asimismo, estos ultimos desarrollaron resistencia
hacia un mayor numero de familias de antimicrobianos. El
86% de los aislamientos presentaron resistencia a los anti-
microbianos que habian sido utilizados para el tratamiento
de los terneros. El mayor nivel de multirresistencia (82%) se
encontré en los aislamientos obtenidos en terneros de 1-15
dias de vida. La multirresistencia antimicrobiana es una ca-
racteristica fenotipica que esta ampliamente distribuida en
los aislamientos de Escherichia coli obtenidos de terneros
con diarrea. Esta caracteristica tendria una mayor importan-
cia en los aislamientos procedentes de terneros de rodeos
lecheros.
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SUMMARY

Retrospective study of multiple antimicrobial resis-
tance in Escherichia coli isolates from neonatal
calves with diarrhea

Escherichia coli is one of the main etiologies of diarrhea in
neonatal calves and antimicrobials are frequently used for
therapeutic purposes. A retrospective study over a 22 year
period was conducted in order to compare antimicrobial re-
sistance in Escherichia coli isolates from diarrheic calves in
two husbandry systems. Ninety three fecal samples (beef,
n = 57; dairy, n = 36) were collected from 1- to 60-day old
diarrheic calves belonging to 57 farms. The antimicrobial
susceptibility profiles were evaluated in 93 Escherichia coli
isolates using the Kirby-Bauer method. A total of 26 anti-
microbials from 10 different families were included in the
analyses. No additional techniques were performed to dif-
ferentiate among commensal and pathogenic Escherichia
coli. Most of the isolates showed resistance to sulfonamides
(88.5%), oxitetracycline (87%) and enrofloxacin (67%), all
of them being widely used for the treatment of calf diarrhea.
Multiple antimicrobial resistance was demonstrated in 88%
of the isolates from beef calves and in 95% of the isolates
from dairy ones. Nevertheless, isolates from dairy calves
revealed a broader spectrum of resistance to different anti-
microbial families. In addition, 86% of the isolates displayed
resistance to those antimicrobials that had been previously
used for the treatment of calves. The higher frequency (82%)
of multiple antimicrobial resistant Escherichia coli isolates
was observed in 1- to 15-day old calves. Multiple antimicro-
bial resistance represents a phenotypic feature that remains
widely spread among Escherichia coli isolates from neonatal
calves with diarrhea. Nevertheless, this feature seems to ac-
quire more importance in dairy calves.
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INTRODUCCION

La diarrea neonatal de los terneros (DNT) es una enfermedad
multifactorial y compleja en la que interactian factores
predisponentes (manejo, nutricion, medio ambiente, edad
e inmunidad) y diferentes agentes infecciosos (bacterias y
virus) y parasitarios (protozoos)?>34. Esta enfermedad puede
afectar a terneros recién nacidos y hasta los 45 dias de
vida?®, sin embargo los casos de diarrea se presentan con
mayor frecuencia en las primeras 2-3 semanas de vida'.
La DNT causa pérdidas econdmicas directas debidas a
las muertes y a los gastos en tratamientos que ocasiona,
y ademas produce pérdidas indirectas por la disminucion
en el crecimiento de los terneros luego de su recuperacién
clinica®?.

Escherichia coli  ocasiona infecciones de importancia
para la salud humana y animal en todo el mundo', siendo
también una de las causas mas frecuentes de enfermedad
en los terneros?. Cualquiera sea la etiologia de la DNT, esta
demostrado que existe un sobrecrecimiento de coliformes,
y fundamentalmente de E. coli, en el intestino delgado de
los terneros afectados. La colonizacion e infeccion por esta
bacteria puede ocasionar alteraciones en las funciones del
intestino y ademas, aumenta el riesgo de bacteriemia y
septicemia®.

Por otra parte, E. coli es una de las bacterias que presenta
la mayor diversidad de mecanismos de resistencia
antimicrobiana dentro de la familia Enterobacteriaceae®.
Ademas, tiene la particularidad de ser muy eficiente para
aumentar la resistencia, no sélo por su rapida multiplicacion,
sino también por su capacidad para transferir genes de
resistencia hacia otras cepas o especies bacterianas?.

La terapia antimicrobiana es esencial para disminuir la
morbilidad y mortalidad asociadas a la diarrea y septicemia
de los terneros®. Sin embargo, el uso sistematico e
indiscriminado de antimicrobianos ha contribuido al
incremento de la resistencia?. En general, la resistencia a
los antimicrobianos en bacterias patdégenas y comensales
se manifiesta, mantiene y disemina por la presiéon de
seleccion ejercida por el uso indiscriminado de los mismos®’.
En los ultimos afios, la multirresistencia antimicrobiana ha
sido definida como aquella resistencia hacia mas de una
familia o grupo de antimicrobianos de uso habitual, que
ademas debe tener relevancia clinica (dificultad para el
tratamiento) y epidemioldgica (transmision del mecanismo
de resistencia)?*.

La resistencia antimicrobiana en animales es un problema
potencial para la salud humana’. Diferentes trabajos
de investigacidon proponen que el uso excesivo de
antimicrobianos, fundamentalmente durante la crianza de
animales de produccidén, genera bacterias zoondticas y
resistentes, las cuales facilitan la transferencia de genes
de resistencia entre las bacterias del ambiente animal y
las patégenas para humanos'¥. Por esta razén, se han
propuesto medidas tendientes a restringir y regular el uso
de antimicrobianos en la produccién animal de Europa y
Norteamérica''5. Asi, el uso de algunos antimicrobianos de
gran utilidad en medicina humana han sido prohibidos para
fines terapéuticos o productivos en animales's.

Los objetivos de este trabajo fueron: (i) identificar los
antimicrobianos de uso mas frecuente para el tratamiento de
la DNT, (ii) evaluar y comparar la resistencia antimicrobiana
en aislamientos de E. coli obtenidos de terneros con diarrea
en dos sistemas de produccion bovina.

MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo, animales y establecimientos
El estudio retrospectivo comprendié un periodo de 22 afos
(enero de 1991 a diciembre de 2013). En el mismo se incluy6
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un total de 93 terneros de 1- 60 dias de vida con diarrea. El
tipo de muestreo fue por conveniencia (no probabilistico)®®,
segun la demanda por parte de los veterinarios. Las muestras
de materia fecal se recolectaron de terneros de rodeos para
carne (n= 57), los cuales procedian de 33 establecimientos
ganaderos ubicados en la provincias de Cérdoba (1) y
Buenos Aires (32). Ademas, se obtuvieron muestras de
materia fecal de terneros de rodeos lecheros (n= 36) en 24
establecimientos de las provincias de Cérdoba (2) y Buenos
Aires (22). La informacion se obtuvo de la base de datos del
Servicio de Diagndstico Veterinario Especializado de la EEA
Balcarce, INTA. Los registros del uso de antimicrobianos en
los establecimientos, edades de los terneros muestreados y
tratamientos con antimicrobianos previos a los muestreos,
se obtuvieron de las anamnesis realizadas durante las
visitas de diagnostico o de las fichas que acompafaron a
las muestras remitidas al laboratorio de bacteriologia.

2. Aislamiento e identificaciéon de Escherichia coli

Las muestras de materia fecal se sembraron en placas de
agar MacConkey (Difco, MD, USA) y de agar Base Columbia
(Oxoid, Hampshire, ENG) con el agregado de sangre bovina
defibrinada (v/v, 7%). Luego se incubaron durante 18-24 h a
37°C en condiciones aerobias. Las colonias que fermentaron
la lactosa en el agar MacConkey fueron identificadas con
pruebas bioquimicas estandares para enterobacterias®. No
se utilizaron técnicas complementarias para diferenciar los
aislamientos de E. coli en patégenos o comensales.

3. Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos

A partir de los aislamientos de E. coli se determind la
sensibilidad in vitro frente a diferentes antimicrobianos. Para
ello se utilizé la prueba de difusidon con discos individuales
de Kirby-Bauer, siguiendo las normas establecidas por
el CLSI®3'. Las placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid,
Hampshire, ENG) fueron sembradas con un hisopo estéril
embebido en una suspension bacteriana de turbidez
estandarizada (equivalente a0,5enlaescalade McFarland?).
Posteriormente, se colocaron los discos impregnados
con antimicrobianos a diferentes concentraciones (Oxoid,
Hampshire, ENG). Las placas se incubaron durante 18-20 h
a 37°C en aerobiosis y se midieron los halos de inhibicion del
crecimiento, interpretandose los resultados como sensible o
resistente®.

Se evaluaron un total de 26 antimicrobianos pertenecientes
a 10 familias, entre ellas: (1) anfenicoles (cloranfenicol 30
ug, florfenicol 30 pg); (2) aminoglucdsidos (amicacina 30 pg,
estreptomicina 300 pg, gentamicina 10 pug, kanamicina 30
Mg, neomicina 30 ug); (3) fluoroquinolonas (enrofloxacina 5
Mg, norfloxacina 10 pg); (4) penicilinas (ampicilina 10 pg,
amoxicilina/acido clavulanico 30 ug, penicilina G 10 Ul); (5)
cefalosporinas (cefalexina 30 pg, cefalotina 30 pg, cefaclor
30 pg, cefotaxima 30 pg); (6) macrdlidos (eritromicina 15
Mg, tilmicosina 15 pg); (7) tetraciclinas (oxitetraciclina 30
pg, doxiciclina 30 pg, tetraciclina 30 pg); (8) sulfonamidas
(sulfonamida 300 pg, sulfametoxazol/trimetoprima 25 ug);
(9) polimixinas (polimixina B 300 Ul); (10) quinolonas (acido
nalidixico 30 pg, ofloxacina 5 pg).

Como criterio de clasificacion, se considerdé multirresistente
a todo aislamiento de E. coli que presentd resistencia a
cuatro o mas familias de antimicrobianos®33.

RESULTADOS

El 47,5% (27/57) de los establecimientos evaluados
emplearon antimicrobianos para el tratamiento de la DNT,
el 35% (20/57) de los mismos no implementd ningun
tratamiento antimicrobiano y en el 17,5% (10/57) restante no
se obtuvo esta informacion. La oxitetraciclina (32%, 20/63),
las sulfonamidas (22%, 14/63) y la enrofloxacina (19%,
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12/63) fueron los antimicrobianos de uso mas frecuente en
los terneros tratados (Figura 1).

A partir de los terneros muestreados se obtuvieron un total
de 93 aislamientos de E. coli, los cuales fueron utilizados
para realizar los antibiogramas. Las frecuencias relativas
de los aislamientos de E. coli resistentes a cada uno de
los antimicrobianos se indican en la Tabla 1. EI 100% de
los aislamientos mostrd resistencia hacia al menos un
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antimicrobiano. Analizando ambos sistemas de produccion
enforma conjunta, las proporciones de aislamientos de E. coli
resistentes a sulfonamidas, oxitetraciclina y enrofloxacina
fueron de 88,5%, 87% y 67%, respectivamente. Todos los
aislamientos obtenidos en terneros de rodeos para carne
desarrollaron sensibilidad a la ofloxacina, mientras que el
100% de los aislamientos E. coli en terneros de rodeos
lecheros mostraron resistencia a la cefalexina (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de aislamientos de Escherichia coli con resistencia a diferentes antimicrobianos en terneros

con diarrea de rodeos para carne y lecheros

Rodeos para carne (n = 57)t Rodeos lecheros (n = 36)f

Antimicrobiano S (%) R (%)* S (%) R (%)
Acido nalidixico 84 16 sd& sd
Amicacina 90 10 91 9
Amoxicillina/acido clavulanico 36 64 7 93
Ampicilina 37 63 9 91
Cefaclor 50 50 29 7
Cefalexina 7 93 0 100
Cefalotina 27 73 14 86
Cefotaxima 71 29 95 5
Cloranfenicol 76 24 35 65
Doxiciclina 50 50 sd sd
Enrofloxacina 17 83 49 51
Eritromicina 2 98 3 97
Estreptomicina 83 17 56 44
Florfenicol 67 33 44 56
Gentamicina 87 13 80 20
Kanamicina 52 48 18 82
Neomicina 26 74 10 90
Norfloxacina 89 11 43 57
Ofloxacina 100 0 58 42
Oxitetraciclina 18 82 8 92
Penicilina G 5 95 sd sd
Polimixina B 80 20 sd sd
Sulfonamida 7 93 16 84
Tetraciclina 33 67 sd sd
Tilmicosina 4 96 sd sd
Trimetoprima/sulfametoxazol 65 35 25 75

TNumero de aislamientos de Escherichia coli
“Sensible (S); # resistente (R); ¢sin dato (sd)



Muy pocos aislamientos de E. coli (obtenidos de un ternero
de rodeo para carne y de dos terneros de rodeos lecheros)
presentaron resistencia a la totalidad de los antimicrobianos
evaluados. Por ofra parte, la gentamicina fue el
antimicrobiano con menor nivel de resistencia (20% o menos)
en los aislamientos de E. coli obtenidos de ambos sistemas
productivos (Tabla 1). En aquellos animales que recibieron
una terapia previa con antimicrobianos, se determiné que el
86% de los aislamientos de E. coli presentaron resistencia
frente a los mismos (Tabla 2). Ademas, entre el 67-100%
de los aislamientos de dichos terneros (Tabla 2) mostraron
resistencia a los antimicrobianos de uso mas frecuente para
el tratamiento de la DNT (Figura 1).

El 95% (34/36) de los aislamientos de terneros de
rodeos lecheros y el 88% (50/57) de los aislamientos de
terneros de rodeos para carne mostraron multirresistencia
antimicrobiana. Sin embargo, en los terneros de rodeos
lecheros se observd una mayor proporcién de aislamientos
de E. coli con multirresistencia hacia 7, 8 y 9 familias de
antimicrobianos. En cambio, en los terneros de rodeos para
carne se observd una mayor proporcion de aislamientos
de E. coli con multirresistencia frente a 4, 5 y 6 familias de
antimicrobianos (Figura 2).
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Segun la informacién analizada, el 64,5% (60/93) de las
muestras de materia fecal disponian de datos referentes
a las edades de los terneros muestreados. Los rangos por
edades fueron de 1-15 dias (65%, 39/60), 16-30 dias (25%,
15/60) y 31-60 dias (10%, 6/60). A partir de esta informacion
y de los resultados de los antibiogramas, se observo que el
nivel de resistencia de los aislamientos de E. coli tendié a
aumentar a medida que disminuia la edad de los terneros.
Los niveles de multirresistencia de los aislamientos segun
los rangos por edades fueron de 82% (32/39) (1-15 dias),
73% (11/15) (16-30 dias) y 66% (4/6) (31-60 dias).

DISCUSION

En el presente estudio se observé que los aislamientos de E.
coli de terneros con diarrea presentaron un elevado nivel de
resistencia frente a diferentes antimicrobianos. Sin embargo,
es posible que haya existido cierta sobreestimacion de
la resistencia’, ya que soélo se estudiaron aislamientos
obtenidos de terneros con diarrea. En un estudio similar,
Gunn y col.” analizaron la resistencia de E. coli frente a
12 antibidticos y observaron un 95% de aislamientos
resistentes en terneros con diarrea y un 70% en terneros

Tabla 2. Prueba de sensibilidad antimicrobiana en aislamientos de Escherichia coli obtenidos de terneros que

previamente recibieron tratamiento

Antimicrobiano del tratamiento No. de aislamientos S (%)’ R (%)*
Oxitetraciclina 20 10 90
Sulfonamida 14 0 100
Enrofloxacina 12 33 67
Florfenicol 4 25 75
Tilmicosina 4 0 100
Estreptomicina 3 0 100
Amoxicillina/acido clavulanico 2 0 100
Tetraciclina 1 0 100
Gentamicina 1 100 0
Penicilina/estreptomicina 1 0 100
Trimetoprima/sulfametoxazol 1 100 0
Total 63 14 86

Porcentajes de aislamientos de Escherichia coli sensibles (S)" y resistentes (R)#

sanos. Asimismo, Gow y col."” determinaron que existen 4,3
veces mas posibilidades de hallar resistencia antimicrobiana
en las cepas de E. coli aisladas de terneros con diarrea en
comparacioén con aquellas provenientes de terneros sanos.
Diferentes autores'®®23 han observado niveles de
multirresistencia bacteriana similares a los encontrados
en este trabajo. El uso continuo de antibidticos seria el
principal factor que contribuye al desarrollo de la resistencia
antimicrobiana ya que ejerce una mayor presion de
seleccion sobre E. coli'%9102228 Por |o tanto, en nuestro

estudio, la terapia previa con antimicrobianos en la mayoria
de los terneros muestreados podria haber seleccionado
aislamientos de E. coli resistentes. Ademas, la utilizacion de
antibioticos aumenta la resistencia, no sélo en las bacterias
que forman parte de la microbiota normal sino también en
las bacterias patogenas®®.

Durante este estudio no se utilizaron técnicas
complementarias (bacteriolégicas y moleculares) para
evaluar la patogenicidad potencial de los aislamientos de
E. coli. Por lo tanto, algunos de ellos podrian haber sido
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% de tratamientos

antimicrobianos

Figura 1. Distribucién porcentual de los antimicrobianos utilizados
para el tratamiento de la diarrea en terneros de diferentes
establecimientos

comensales de la microbiota intestinal. En relacion a ello,
Orden y col.®2 encontraron que las cepas de E. coli negativas
para algunos factores de virulencia (verotoxinas, factor
necrotizante citotéxico, F5, F17, F41 e intimina) suelen
tener una menor sensibilidad a diferentes antimicrobianos
y la multirresistencia se presenta con mayor frecuencia. Por
lo tanto, las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos
tendrian relevancia clinica cuando se analizan cepas de E.
coli patdégenas®. Sin embargo, las E. coli comensales son
buenos indicadores de la presion de seleccion ejercida por
los antimicrobianos?*%° y constituirian los reservorios para
la transferencia de genes de resistencia hacia bacterias
patégenas?2833, Asimismo, las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana serian de utilidad para conocer la situacion de
la resistencia antimicrobiana en una explotacion ganadera o
region determinada®’.

El mayor nivel de multirresistencia (7, 8 y 9 familias de
antimicrobianos) en los aislamientos obtenidos de terneros
de rodeos lecheros resulta un hallazgo interesante. Un
estudio demostrd que la adicidn de antibidticos al sustituto
lacteo de los terneros y el nivel de multirresistencia en
los aislamientos de E. coli obtenidos de dichos terneros
estan significativamente asociados®. En nuestros sistemas
productivos, es posible que la practica de adicionar
antibioticos al sustituto lacteo o a la leche ejerza una presién
de seleccion en los aislamientos de E. coli.

El presente estudio indica que la multirresistencia antibiotica
es frecuente en los aislamientos de E. coli obtenidos de
terneros durante sus dos primeras semanas de vida (82%
de los aislamientos de E. coli). En este sentido, Berge y col.*
y Werckenthin y col.® observaron una elevada frecuencia de
multirresistencia en cepas de E. coli aisladas en terneros de
3-21 dias de vida. El nivel de resistencia se reduce a medida
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CONCLUSIONES

Los antimicrobianos utilizados con mayor frecuencia para
el tratamiento de la DNT incluyeron la oxitetraciclina, las
sulfonamidas y la enrofloxacina. En coincidencia con esta
observacién, los aislamientos de E. coli obtenidos de
terneros que previamente habian sido tratados con dichos
antimicrobianos mostraron un elevado nivel de resistencia.
La multirresistencia antimicrobiana es una caracteristica
fenotipica que se halla ampliamente distribuida en los
aislamientos de E. coli obtenidos de terneros con diarrea. Sin
embargo, este fendmeno tendria mayor importancia en los
aislamientos de E. coli obtenidos de terneros procedentes
de rodeos lecheros.
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