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Introduccion y Objetivos

Una de las principales preocupaciones de los consumidores es el uso de antibidticos en animales y su asociacién con genes de
resistencia a antibiéticos (ARG) en bacterias, que pueden ser transferidos al resto de la cadena carnica (Lazarus et al., 2015). Es
de esperar que los sistemas ganaderos en Uruguay, basicamente pastoriles y con uso restringido de antibiéticos en animales,
presenten una baja carga de ARG. Actualmente, el secuenciado masivo de ADN bacteriano (metagenémica) permite
identificar reservorios de ARG en distintos nichos de produccién y evaluar sus implicancias bajo el concepto de “Una Salud”
(Noyes et al., 2016; Trinh et al., 2018). El objetivo del presente trabajo fue identificar ARG en las heces de novillos en
pastoreo sin exposicién directa a antibiéticos mediante secuenciado masivo de ADN bacteriano (metagenémica).

Materiales y Métodos

Se tomaron muestras de heces del recto de 18 vacunos sobreafio provenientes de 3 grupos de animales (6 muestras por grupo)
que se habfan manejado por separado entre mayo y diciembre de 2019 en la Unidad Experimental Palo a Pique (INIA Treinta
y Tres). Ningun grupo de animales habia sido tratado con antibiéticos. De cada muestra individual se extrajo ADN utilizando
el kit QIAamp PowerFecal DNA kit (QIAGEN). Las 18 muestras de ADN fueron enviadas a Macrogen (Setl, Corea del Sur),
en donde se hicieron 2 muestras compuestas por grupo (3 submuestras por pool) para ser secuenciadas a través de
metagenomica “shotgun” (100 bases por extremo pareado) en plataforma HiSeq 2500 (Illumina, Inc.). Las secuencias
generadas fueron alineadas a la base de datos CARD (Alcock et al., 2020), con més de 3.000 ARG, y por homologia de bases
(>96%) se identificaron ARG con >80% de cobertura por las secuencias de las muestras.

Resultados

Se generaron aproximadamente 72 millones de secuencias por muestra, a partir de las cuales se identificaron 6 ARG en las
heces de vacuno en pastoreo (Cuadro 1). Cinco de ellos confieren resistencia a una clase de antibiético (zezQ, te40, tetW, InuC,
mel), mientras que el ARG restante confiere resistencia multiple a 3 clases de antibiéticos (EmzG). Tetraciclina fue la clase de
antibiético con mayor nimero de ARG, seguida por la resistencia a macrélidos. Proteinas de proteccién ribosomal fue el
mecanismo de resistencia mas comun, observado en #zQ, fetW, y mel. Los 3 grupos de animales registraron presencia de ARG,
totalizando 3 ARG en 2 grupos y 6 ARG en el grupo restante. La maxima presencia de ARG se observé en 2 muestras con 5
ARG por muestra, ambas provenientes del mismo grupo de animales, mientras que la minima presencia fue de 1 ARG por
muestra.

Discusion

Genes de resistencia a tetraciclina fueron los mas comunes encontrados en las heces de vacunos en pastoreo. Sin embargo, e/
vy EmnG son los de mayor preocupacion ya que confieren resistencia a macrélidos, clase de antibidtico clasificada como
criticamente importante en salud humana (WHO, 2017). Al respecto, no se encontraron ARG con resistencia a cefalosporinas,
glicopéptidos, o quinolonas, Los ARG encontrados han sido localizados en elementos genéticos méviles en bacterias, como
transposones conjugativos, lo que facilitarfa su transmisién horizontal entre distintos grupos de bacterias (Wang et al., 2005;
Ambrose et al., 2005). Los animales no habian sido tratados con antibiéticos, lo que confirma que la presencia de ARG es algo
natural en comunidades bacterianas (D’Costa et al., 2011). Comparado con estudios similares a nivel internacional (Vikram et
al, 2017; Rovira et al., 2019), en donde se detectd resistencia a mas del 10 clases de antibidticos en heces de novillos en
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confinamiento, la carga y diversidad de ARG encontrada en el presente trabajo en heces de vacunos en pastoreo fue
significativamente mas baja.

Cuadro 1. Variantes de genes de resistencia encontradas en las heces de vacunos en pastoreo

Gen Prevalencia! Clase de antibiotico Mecanismo de resistencia

tetQ  100% Tetraciclina Proteina de proteccién ribosomal

Inactivacion del antibidtico por

o . )
InuC 83% Lincosamida medio de nucleotidiltransferasa
tetd0  50% Tetraciclina Bomba de eflujo del antibiético
Estreptoeramina macrolido Alteracién ~ del  objetivo  del
ErmG  50% o pm‘l,o’d : > antibidtico por medio de 23S
cosamida ribosomal ARN metiltransferasa
etW 17% Tetraciclina Prgtema de proteccién  ribosomal
resistente
Proteina de proteccién ribosémica
mel 17% Macrélido del casete de unioén a transportadores
ABC

'Muestras positivas sobre el total de muestras analizadas

Conclusiones
Mediante la aplicacién de técnicas metagendmicas, se encontré una baja carga de ARG en heces de novillos en pastoreo en
Uruguay confiriendo resistencia a tetraciclina, lincosamida, estreptogramina, y macrélidos.

Palabras claves resistencia a antibidticos, vacunos, metagenémica
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