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RESUMEN

El manejo inadecuado de los efluentes de producciones
ganaderas intensivas constituye un riesgo potencial para el
medio ambiente, ya que éstos pueden vehiculizar distintos
contaminantes, como bacterias resistentes a antibiéticos. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la susceptibilidad a
ciertos antimicrobianos de cepas de Escherichia coli aisladas
de muestras de lagunas de tratamiento de efluentes de
tambos bovinos de la provincia de Buenos Aires, Argentina.
Para ello, se obtuvieron muestras de lagunas de efluentes
de doce tambos, de las cuales se aislaron veintitrés cepas
de E. coli, alas que se les determind la resistencia fenotipica
mediante la prueba de difusién en disco. La resistencia
(%) fue de 56; 16; 91; 83; 100; 4 y 5 para aminopenicilina,
ampicilina-sulbactam, cefalotina, gentamicina, neomicina,
kanamicina y tetraciclina, respectivamente. Todas las cepas
aisladas fueron resistentes al menos a un antibiético. Una
sola cepa mostré multirresistencia. No hubo aislamientos
de Escherichia coli resistentes a ceftiofur, ciprofloxacina
o0 sulfametoxazol+trimetoprima. Las cepas resistentes a
ampicilina/sulbactam presentaron resistencia intermedia a
gentamicina, pero fueron susceptibles a tetraciclina, sulfa-
trimetoprim y ciprofloxacina. Nuestros resultados muestran
la presencia de bacterias fenotipicamente resistentes a
varios antibiéticos en lagunas de tratamiento de efluentes
de diversos tambos poniendo en evidencia un potencial
riesgo de contaminacién ambiental.

Palabras clave: resistencia a antibioticos; efluentes de
tambos, Escherichia coli.

INTRODUCCION

El problema de la resistencia bacteriana frente a antibioéticos
de uso frecuente en el tratamiento de infecciones es un
tema que preocupa tanto a la medicina humana como
a la veterinaria. La OMS, con la contribucién de la OIE
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal), ha elaborado
en el marco del enfoque “Una sola salud”, un documento
para tratar de manera prioritaria la resistencia a los agentes
antimicrobianos'. En dicho documento cita, como posibles
riesgos de infeccion con organismos resistentes, entre otros,
la exposicion a cultivos contaminados con bosta o estiércol, y

ABSTRACT

Antibiotic resistance of Escherichia coli isolates obtained
from dairy farms effluents in Buenos Aires, Argentina
Improper handling of effluents from intensive livestock
operations is a potential risk to the environment, since
they can carry different pollutants, such as antibiotic-
resistant bacteria. The aim of this study was to evaluate
the antimicrobial susceptibility of Escherichia coli isolates
obtained from samples of lagoon effluents of dairy farms in
the province of Buenos Aires, Argentina. Twenty-three E. coli
isolates were recovered from the water samples collected
from effluentlagoons of 12 dairy farms. Phenotypic resistance
was determined by the disk diffusion test. Resistance
(%) was 56; 16; 91; 83; 100; 4 and 5 for aminopenicillin;
ampicillin-sulbactam; cephalothin;, gentamicin; neomycin;
kanamycin and tetracycline, respectively. All isolates were
resistant to at least one antibiotic. A single isolate was
classified as multidrug-resistant. There were no isolates
resistant to ceftiofur, ciprofloxacin or sulfamethoxazole +
trimethoprim. Isolates resistant to ampicillin / sulbactam had
intermediate resistance to gentamicin, but kept susceptibility
to tetracycline, sulfa-trimethoprim and ciprofloxacin. Our
results show the presence of phenotypically resistant
bacteria to various antibiotics in effluent lagoons of dairy
farms confirming their potential risk of environmental
pollution.

Key words: antibiotic resistance; dairy effluents, Escherichia
coli

el escurrimiento de producciones animales que contaminan
el agua. Los sistemas de produccion ganadera intensivos,
como tambos y feedlots, son considerados de importancia
en cuanto a la contaminacion del ambiente, y su posible
efecto sobre la salud de los seres humanos?. En nuestro
pais, la mayoria de estas producciones, especialmente los
tambos, utiliza el sistema de lagunas para el tratamiento de
los efluentes generados. Estos efluentes provienen de la
higiene de las instalaciones (limpieza de los equipos y de
la sala, y de los corrales de espera), a lo que se agrega la
carga de heces y orina de los animales durante el tiempo de
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espera para el ordefio y la de pistas de alimentacion, que
generalmente se encuentran préximas a las instalaciones
de ordefio®. Estos efluentes pueden llegar al ambiente por
diversas situaciones (vertido directo a cuerpos de agua
superficiales, escurrimiento, desborde de lagunas, filtracion
a aguas subterraneas, reutilizacion como fertilizantes)
constituyendo un riesgo potencial para el medio ambiente y
para la salud humana y animal*®.

En el uso frecuente de antibiéticos, tanto en tambos como
feedlots con fines terapéuticos o promotores de crecimiento,
la preocupacién se centra principalmente en la relacién entre
su uso, el desarrollo de resistencia bacteriana, y la llegada
de bacterias resistentes al ambiente®. Esta resistencia se
encuentra mediada por la presencia de genes de resistencia
antibidtica (GRA), presentes en numerosas bacterias, aun
cuando no haya habido contacto previo con farmacos
antimicrobianos. Se han encontrado GRA relacionados
a diversos grupos antibioticos, como las tetraciclinas,
aminoglucésidos, macrdlidos y lincosamidas, cloranfenicol,
sulfamidas y beta-lactamicos en bacterias aisladas del
ambiente’. Diversos estudios han sugerido la relacién
entre la presencia de GRA en suelo y aguas como también
en las practicas agropecuarias, ya que la disposicion
de los residuos animales podria ser una posible ruta de
diseminacion de la resistencia antibidtica que se genera en
los animales de produccion a causa de los tratamientos con
antibiéticos® y que se transfiere a las bacterias ambientales®
%12 La presencia de antibiéticos en los efluentes de las
producciones intensivas puede generar efectos adversos
en el ecosistema vy, al actuar sobre microorganismos de
la microbiota ambiental, colaborar en la producciéon y
persistencia de GRA ambientales, aumentando asi el “pool
global de resistencia” 3.

Estudios previos han demostrado la contaminacion de
aguas superficiales y profundas relacionada a la presencia
de sistemas de produccién intensivos, incluyendo
contaminacion por bacterias resistentes'?°. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la susceptibilidad a ciertos
antimicrobianos de cepas de Escherichia coli aisladas de
muestras de lagunas de tratamiento de efluentes de tambos
bovinos de la provincia de Buenos Aires, Argentina.

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras

Se trabajé con doce tambos de la provincia de Buenos
Aires, con previa autorizacion del propietario. En cada
tambo se establecieron puntos de muestreo en el centro
de las lagunas de efluentes, y se tomaron dos muestras de
efluentes liquidos de acuerdo con el procedimiento de la
American Public Health Association?, en otofio y primavera.
Las lagunas pertenecian a instalaciones de ordefio,
siendo en todos los casos una unica laguna de paredes
de tierra y sin separadores de sélidos en forma previa a la
llegada del efluente a la laguna. En general eran de forma
rectangular, con largo entre 50 y 100 m y ancho entre 7 y
15 m, dependiendo del tamarfio del rodeo. La profundidad
era variable habiéndose determinado una profundidad
media de 1,95 m (rango entre 1,2 y 3,5 m). En general no
estaban disefiadas para un tratamiento del residuo organico
(efluente), sino respondian a la cantidad de tierra extraida
utilizada para elevar la instalacion de ordefio.

Las muestras se recolectaron en envases estériles
de 500 ml de capacidad, a una profundidad de 50
cm sin remover el agua para evitar la movilizacion de
sedimentos. Los envases estaban adosados a un tubo
muestreador que permitia abrir y cerrar la tapa desde
el extremo del tubo?. Las muestras se conservaron
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refrigeradas y fueron analizadas dentro de las 24 horas.

Aislamiento y determinacion de la sensibilidad in vitro a los
antimicrobianos

A partir de las muestras obtenidas se realizd el recuento
de coliformes termotolerantes por la técnica de recuento
en placa conteniendo el medio de cultivo ChromAgar™
ECC (CHROMagar Microbiology, Paris, France)?'. Las
muestras provenientes de las lagunas fueron diluidas al
décimo en solucion fisiologica estéril, a partir de dichas
diluciones se sembraron alicuotas de 0,1 ml en placas de
medio cromogénico Chromagar ECC y fueron incubadas en
estufa de cultivo a 44,5°C durante 24 horas. Las colonias
caracteristicas de Escherichia coli fueron identificadas
mediante el sistema API 20 E (BioMerieux, Argentina).

La sensibilidad a drogas antimicrobianas se determiné por
el método de difusién en agar con discos? de acuerdo a
los estandares aprobados para animales por el Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI)*2¢. Se prepararon
suspensiones bacterianas en solucidn salina estéril, con una
turbiedad correspondiente al estandar 0,5 de la escala de
Mac Farland (BioMerieux, L'Etoile, France), y se inocularon
con hisopo estéril en placas de agar Mueller Hinton.
Posteriormente, se aplicaron los monodiscos de antibiéticos
con pinza estéril sobre la superficie del medio de cultivo,
a razén de tres monodiscos de diferentes antibiticos por
placa. Las placas de Petri fueron incubadas en aerobiosis en
estufa de cultivo a 35°C. Luego de 18 horas de incubacion
se midié el diametro de los halos formados. Las cepas
fueron identificadas como R (resistente), | (intermedio)
6 S (sensible), siguiendo los criterios de interpretacion
especificos para bacterias aisladas de animales?®. Para
el analisis, la susceptibilidad intermedia fue incluida en la
categoria R. Se definié cepa bacteriana multirresistente a
aquella que mostraba resistencia al menos a un antibiético
de por lo menos tres grupos?®.

Los antimicrobianos ensayados fueron: grupo betalactamico:
ampicilina 10 pg; ampicilina+ sulbactam 10+10 pg;
cefalotina 30 pg; ceftiofur 30 pg; grupo aminoglucdsidos:
gentamicina 10 pg; neomicina 30 pjg; kanamicina 30
Mg; grupo fluoroquinolonas: ciprofloxacina 5 pg; grupo
tetraciclinas: tetraciclina 30 pg; y grupo sulfamidas:
trimetroprim+sulfametoxazol 1,25+23,75 pg. Todos los
monodiscos de antibidticos fueron provistos por OXOID
(Basingstoke, Reino Unido), BRITANIA (Buenos Aires,
Argentina) y BBL (Sparks, Estados Unidos). Se utiliz6 como
cepa control E. coli ATCC 25922 (CLSI, 2008).

RESULTADOS

Se aislaron dos cepas de E. coli de cada una de las muestras
obtenidas, a excepciéon de un tambo del cual ser recuperd
una sola cepa. De las veintitrés cepas utilizadas en la
determinacion de resistencia, una resultd ser resistente a
un antibidtico; catorce a tres antibiéticos, cuatro a cuatro
antibiéticos, y cuatro a cinco antibiéticos. Todas las cepas
mostraron resistencia a uno o varios antimicrobianos. El
porcentaje de aislamientos resistentes a cada uno de los
antibioticos probados se muestra en la Figura 1. Ninguna
de las cepas estudiadas fueron resistentes a ceftiofur,
ciprofloxacina o sulfametoxazol+trimetoprima, mientras
que todas las cepas fueron resistentes a neomicina. Las
cepas de sensibilidad intermedia fueron ocho (33%), ocho
(34%) y dieciocho (75%) para la ampicilina, cefalotina y
gentamicina, respectivamente. La cepa de E. coli resistente
a tetraciclina presenté también resistencia a betalactamicos
y aminoglucdsidos, siendo la Unica que se podria calificar
como multirresistente. Las cepas aisladas resistentes a
ampicilina/sulbactam (4) presentaron resistencia intermedia
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Figura 1. Porcentaje de resistencia a diferentes antimicrobianos de cepas de Escherichia coli aisladas de lagunas de efluentes de tambos

de la provincia de Buenos Aires, Argentina.

AMN: ampicilina; AMS: ampicilina+sulbactam; CEF: cefalotina; GM: gentamicina; NM: neomicina; KM: kanamicina; TC: tetraciclina.

a gentamicina, pero mantenian susceptibilidad a tetraciclina,
sulfa-trimetoprim y ciprofloxacina. La potenciacion de la
ampicilina con el sulbactam duplicé el nimero de cepas
sensibles.

DISCUSION

En la Argentina, los rodeos lecheros han registrado una
tendencia a la intensificacion y concentracién durante los
ultimos afios, generando una cantidad creciente de efluentes,
con el consiguiente riesgo para la salud publica. Uno de los
motivos de preocupacion es el ingreso al ambiente de GRA
presentes en microorganismos que han sido expuestos a la
presencia de antibiéticos. Para algunos autores, los genes
de resistencia antibidtica deberian ser considerados como
contaminantes emergentes, ya que se encuentran presentes
en varios compartimientos ambientales, incluyendo las
lagunas de efluentes de producciones ganaderas?. Sin
embargo, la presencia de organismos resistentes en
lagunas de efluentes de producciones intensivas esta poco
explorada en nuestro pais.

En este trabajo se determind la resistencia fenotipica de
cepas de E. coli aisladas de muestras provenientes de
las lagunas de efluentes de 12 tambos de la provincia de
Buenos Aires, Argentina. Los tambos muestreados poseen
mas de 80 vacas en ordefio, con una producciéon de al
menos 14 kg de leche/vacal/dia, y el tratamiento bioldgico de
efluentes consiste en una unica laguna de estabilizacion, con
dimensiones variables y sin un control estricto de operacion.
En todos los establecimientos se mantienen registros de las
enfermedades (mastitis, metritis, pietin, diarrea del ternero,
enfermedades respiratorias, onfaloflebitis) y su tratamiento
tanto de las vacas (secas y en ordefie) como de los terneros.
Esto permitid identificar en cada establecimiento los
antibiéticos mas utilizados, que fueron los posteriormente
seleccionados para el presente estudio de resistencia
bacteriana. En general, los beta-lactamicos fueron los
antibidticos mas frecuentemente utilizados debido a que
se emplean como terapia de eleccion en enfermedades de
las mamas; seguidos por los aminoglucdsidos y en menor
proporciéon los macrolidos. Secundariamente se utilizan
oxitetraciclina, sulfadoxina, lincomicina, enrofloxacina (en
terneros) y florfenicol?”.

Escherichia coli fue elegida para este estudio por ser una
bacteria relevante ya que es la enterobacteria hallada
con mayor frecuencia en diferentes especies y matrices
ambientales, en especial en aquellas provenientes de
producciones ganaderas®. E. coli sobrevive en agua', vy,

presenta numerosos mecanismos que le permiten generar
antibidtico-resistencia y trasmitirla a otras bacterias, aun en
medios acuaticos?®. Los resultados de este trabajo deben
ser interpretados como descriptivos, considerando las
limitaciones del disefio que impiden generalizar nuestros
hallazgos, ya que el muestreo no fue probabilistico. Por otro
parte, debido a que las cepas utilizadas fueron aisladas de
muestras obtenidas de una matriz ambiental (lagunas de
efluentes), nuestros resultados no son comparables con
aquellos obtenidos con cepas aisladas de los animales
directamente o de las heces.

Nuestros resultados mostraron la alta susceptibilidad de las
cepas de E. coli aisladas a ceftiofur, fluoroquinolonas y sulfas
potenciadas, antibioticos de escaso uso en esos tambos?,
asi mismo solo una cepa aislada pudo ser clasificada como
multirresistente. La mayor resistencia se observd para la
ampicilina, gentamicina y neomicina, y puede estar asociada
al largo tiempo que estos antibidticos han sido utilizados en
el tratamiento de las infecciones en vacas lecheras en estos
tambos en particular.

La baja resistencia a fluoroquinolonas, representada en
nuestro estudio por la ciprofloxacina, es coincidente con lo
reportado por otros autores. En EEUU, Anderson y Sobsey®
determinaron la resistencia de cepas de E.coli aisladas del
agua subterranea en dos criaderos intensivos de cerdos
que almacenaban los efluentes en lagunas y después
los aplicaban al suelo. En concordancia con nuestros
resultados, estos autores no encontraron resistencia a
ciprofloxacina y enrofloxacina. La resistencia a tetraciclinas
(clortetraciclina y tetraciclina) mostré grandes diferencias,
ya que en las muestras de agua subterranea de un criadero
alcanz6 a 10% de diecinueve aislamientos, y en el otro el
80% de setenta y uno. En cuanto a los aminoglucésidos,
la resistencia fue de 20%, 15% y 0% de las cepas para
neomicina, estreptomicina y gentamicina, respectivamente.
El 20% del total de las cepas mostro resistencia a ampicilina,
Unico betalactamico probado. Asi mismo, el 20% de las
cepas mostroé resistencia a sulfametoxazol.

Sayad y col." aislaron Escherichia coli de diversas matrices
animales y ambientales, y de diferentes especies (ganado
bovino, ovino, equino, porcino, aves, ciervos, gansos
salvajes). En un analisis de muestras ambientales (depdsitos
de estiércol, como lagunas de efluentes, fosos, areas de
alojamiento de los animales) obtenidas de establecimientos
de ganado bovino, la resistencia fue del 15,8% para
tetraciclinas, 30,9% para cefalotina, 4,2% para sulfisoxazol,
9,5% para estreptomicina y 1,7% para ampicilina. En
cuanto a la multirresistencia (definida como resistencia a 3
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0 mas agentes) se encuentra en aproximadamente el 10%
de los aislamientos tomados del ambiente. En coincidencia
con nuestros resultados, no se encontré resistencia a
fluoroquinolonas (ofloxacina).

También en EEUU, Li y col."® aislaron Escherichia coli de
diversas zonas de dos tambos (laguna de efluentes, suelos
que habian sido fertilizados con efluentes, agua profunda
y establos de terneros y vacas). El analisis de todas las
cepas aisladas (n=80) demostré6 que eran principalmente
resistentes a tetraciclinas (25,0%) y betalactamicos,
representados por cefoxitina (25,0%), amoxicilina/
clavulanico (23,8%), ampicilina (22,5 %), y ceftiofur
(16,3%); mientras que para aminoglucésidos (kanamicina,
gentamicina y amikacina) la resistencia era menor a 5%.
Todas las cepas resultaron susceptibles a ciprofloxacina.
Se encontré multirresistencia, definida como resistencia
a 3 o0 mas antibidticos, en el 27% de las cepas aisladas.
Los autores concluyen que el patrén de resistencia sigue el
uso frecuente de antibiéticos en tambos. A diferencia de lo
encontrado en nuestro estudio, la resistencia demostrada
para la aminopenicilina y aminopenicilina potenciada fue
similar. De las veintitrés cepas aisladas por Li y col. de las
lagunas de efluentes, solo nueve mostraron resistencia a
alguno de los antibiéticos probados.

Maal-Bared y col." aislaron E. coli no 0157 en diversos
puntos del curso de agua del rio Elk, EEUU, zona agricola-
ganadera, con tambos y criaderos de pollos como principal
actividad. En este estudio, la frecuencia de resistencia
fue mayor para la tetraciclina (60%) y ampicilina (23%), y
menor para estreptomicina (8%) y ciprofloxacina (0.5%),
sin embargo los niveles de resistencia fueron diferentes
segun los puntos de muestreo y la calidad del agua, siendo
menores en la zona menos expuesta a la contaminacién
antropogénica.

En China, Zhang y col'® tomaron muestras del agua del
rio Jiyun, en el cual descargan los efluentes de varios
establecimientos ganaderos (cerdos y bovinos) sin
tratamiento previo alguno, y aislaron cepas de E.coli (n =
218). La resistencia que mas frecuentemente se detectd
fue a clortetraciclina (61%) y tetraciclina (50%); del grupo
de betalactamicos solo se probé la ampicilina, que mostré
una resistencia de aproximadamente 50%, similar a la
gentamicina (46%), menor valor mostré la resistencia a
la sulfamidas y sulfamidas potenciadas (<39%). En este
estudio se determind una alta resistencia a fluoroquinolonas
(levofloxacina, 30%), asi como una alta multirresistencia
(72%), a diferencia de lo obtenido en nuestro estudio y en
los anteriormente citados.

En un estudio realizado por Um y col. en Francia®®
con el fin de evaluar la importancia de Escherichia coli
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