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Resumen del proyecto

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema que afecta la salud humana, ambiental y animal. Los
microorganismos multirresistentes (MMR) pueden transitar entre la poblacién humana y animal a través de alimentos,
agua y medio ambiente. Previamente reportamos la presencia de MMR en pollitos de un dia importados de Brasil. Nos
propusimos la bisqueda de mecanismos de resistencia a antibiéticos criticos para la salud humana en muestras de
alimentos de pollos congelados importados de este pais.

Se estudiaron 80 muestras de alimento congelado de pollo identificdndose mediante metagendmica un importante
porcentaje de Bacterias pertenecientes al Phylum Firmicutes siendo las principales familias descritas Bacillaceae,
Lactobacillaceae y Paenibacillaceae, y dentro de éstas los géneros, Bacillus y Leuconostoc, entre otros. Mientras que la
presencia de Proteobacterias fue baja (0,1-1,5%), y las familias mds representadas fueron Enterobacteriaceae,
Moraxellaceae, Aeromonadaceae, Vibrionaceae y Pseudomonadaceae, a expensas de E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii,
entre otras. Asimismo, se detectaron genes de resistencia a beta-lactdmicos, cloranfenicol, eritromicina, fosfomicina,
lincomicina, macrélidos, amonio cuaternario, estreptomicing, tetraciclina y vancomicina.

La presencia de genes RAM criticos para la salud humana en alimentos congelados importados estarian sorteando las
politicas de restriccidn del uso de antibiéticos en salud humana y produccién animal en Uruguay.

Ciencias Médicas y de la Salud / Ciencias de la Salud / Enfermedades Infecciosas / Microbiologia

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana / Alimento / Secuenciacidén /

Introduccion

Los antibidticos son imprescindibles para el tratamiento de enfermedades potencialmente mortales, pero su uso excesivo
en la medicina humana y en animales de produccién llevaron al surgimiento de microorganismos multirresistentes a
drogas (MMR) debido a la produccién de diversos mecanismos de resistencia.1 Asi, la resistencia antimicrobiana (RAM) es
unos de los desafios a combatir mundialmente implicando: la salud humana y animal, la seguridad ambiental y el
desarrollo. Asimismo, los MMR transitan entre la poblacién y animal a través de alimentos, agua y medio ambiente,
movilizados por el comercio, transporte humano y animal, y a través de los animales destinados a la alimentacion (APA).1
Por este motivo, la RAM y la inocuidad alimentaria son dos de los tres pilares que sustentan el concepto impulsado por la
OMS de “Una Salud”.1,2 Es asi, que durante el 2019, ingresa a la lista de problemas sanitarios a resolver por la OMS, debido
a su constante crecimiento.1,3

En la salud humana, este problema se refleja en el incremento de infecciones por MMR para las cuales escasean opciones
terapéuticas, lo que lleva al aumento de la morbimortalidad, estadias hospitalarias y costos asistenciales.3,4

Se estima que la falta de medidas inmediatas para contener la diseminacion de la RAM, aumentara la mortalidad asociada
a MMR de 700.000 a 10.000.000, con un costo de US$100 trillones para el 2050.5 Actualmente, existen diversos programas
como el establecido por el CDC en su “Campana de prevencién de la resistencia a los antimicrobianos” donde incita a
realizar campanas mundiales de concientizacidn, prevencidn de la diseminacidn de infecciones, reduccion innecesaria del
uso de antibidticos y reforzar la vigilancia e investigacion, entre otros.3,6

Sin embargo, el mayor consumo de antibidticos ocurre a nivel animal, alcanzando en algunos paises el 80% del consumo
total, estimdndose consumos mayores para el 2030.7

Esto acarrea al menos dos problemas directos, dificultades terapéuticas para el tratamiento de las infecciones por MMR
en el dmbito veterinario y, por otro, en el que nos centraremos, la seleccidn y transmisién de MMR o genes de resistencia a
humanos asociados a los APA.1,8

Se estima que el 15% de los casos de enfermedades infecciosas emergentes estdn asociadas a la transmisién por
alimentos.9,10 Ademds, la globalizacién promueve la comercializacién de alimentos y productos bdsicos contribuyendo a
la propagacién de patégenos, al igual que los genes de resistencia.1l

Las infecciones transmitidas por alimentos debido a enteropatdgenos resistentes, son un riesgo para los seres humanos
debido al posible fracaso terapéutico. No obstante, la microbiota animal resistente también plantea un riesgo, ya que
puede portar genes de resistencia potencialmente transferibles a patégenos humanos.10,12

El aumento de la RAM asociada a alimentos se refleja en la aparicion de enteropatégenos resistentes como: Salmonella
spp resistentes a oximino-cefalosporinas y fluoroquinolonas, y Escherichia coli, resistente a oximino-cefalosporinas. Estos
patégenos alimentarios fueron clasificados, junto a otros, por el CDC durante el 2013 como amenazas para la
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salud.10,12,13

Ademds del impacto directo sobre la salud humana, estos microorganismos pueden causar pérdidas econémicas a nivel
de produccién animal, como lo observado en Noruega donde las ventas de pollo disminuyeron (20%) debido a la presencia
de Escherichia coli resistente en dicha carne.14

A nivel mundial, han aparecido varios estudios sobre la busqueda de RAM en alimentos para consumo, encontrdndose en
carne de pollo mecanismos de resistencia a: beta-lactdmicos (SHV-2/CTX-M-15/CMY-2), aminoglucésidos (AadA2),
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas (Sull), trimetoprim (DfrA5) y tetraciclinas (TetA).15,16,17,18,19,21

Asimismo, los aislamientos de la venta al por menor tienden a ser mds resistentes que los aislamientos de mataderos,16
donde la contaminacién es cruzada debido a pollos de engorde sacrificados el mismo dia, o con microbiota en el ambiente
del matadero.20

Para revertir esta situacidn, la OMS, FAO y OIE establecieron conjuntamente mejorar la salud y bienestar a través de la
prevencidn de riesgos y disminucién de los efectos ocasionados en la interfaz humana-animal-entorno bajo el programa
“Una Salud”, donde debe existir una coordinacién multisectorial.1,3

Con el fin de detectar la aparicién y propagacién de MMR, estas organizaciones recomiendan elaborar programas de
vigilancia antimicrobiana que integren los datos de los aislamientos originados en los humanos, APA, y venta de carne al
por menor.21 Actualmente, menos del 40% de los paises poseen programas de control y prevencion de infecciones. En
Europa, la venta de antibiéticos para uso animal disminuyé un 8%, reduciendo asi la carga de RAM en bacterias de origen
animal.22,7

En los paises que inician programas de vigilancia, los alimentos de origen animal de venta al por menor son considerados
de segunda prioridad, pues representan una via de exposicién humana.21

Dada la magnitud del problema y las prdcticas relacionadas a la seguridad alimentaria es necesario un enfoque global
donde distintos actores desempenan un papel en la preservacidn de la actividad de los antibiéticos en la cadena
alimentaria.

En Uruguay se han tomado medidas de restriccion del uso de antibidticos, tanto en salud humana como en produccién
animal. En estos Ultimos, se prohibe el uso de promotores de crecimiento o que animales bajo tratamiento no sean
considerados para la produccién de alimentos de consumo humano.23,24 Nuestro grupo de trabajo, ha realizado estudios
de deteccidn de mecanismos de resistencia en humanos y animales de granja, asi como en reproductores de granja
importados, sin embargo, se desconoce la presencia de estos en los alimentos, ya que solamente son estudiados en
profundidad frente a brotes alimentarios.25,26 Es importante considerar a los alimentos como vehiculos de
enteropatégenos y también de bacterias portadoras de genes de resistencia que al ser ingeridas son capaces de
transferir los mismos a la microbiota humana,27 donde la colonizacién por MMR puede persistir durante anos.28,29,30
Actualmente, el CDC y FDA realizan vigilancia alimentaria utilizando secuenciacidn de genoma completo estableciendo la
Red GenomeTrakr, compartiendo la informacién de patégenos transmitidos por alimentos entre laboratorios.11
Consecuentemente, la necesidad de analizar los riesgos de RAM transmitida por alimentos.

El Laboratorio de Resistencia Antibidtica (LRA) del Depto. de Bacteriologia y Virologia centra sus trabajos en la deteccién
de mecanismos de RAM en bacilos gram negativos y en estudios de epidemiologia molecular de microorganismos
multirresistentes (MMR). Hemos realizado varios estudios a partir de muestras clinicas y colonizacidn en adultos y nifios
internados, asi como caracterizacién de mecanismos de resistencia en patégenos de origen alimentario como Salmonella
entérica y MMR provenientes de ganado lechero, gallinas ponedoras, pollitos importados de un dia de vida y, ultimamente,
cerdos. Detectamos genes de RAM a antibidticos definidos como de importancia critica para la salud humana, segin la
OMS, como ser: cefalosporinas de tercera generacién y carbapenems (blaCTX-M/PER/SHV/TEM/NDM/VIM/KPC/0OXA/CMY-
2); fluoroquinolonas (qnrA/B/D/E/S/VC y aac(é')Ib-cr); aminoglucdsidos (aac(6’)Ib/aadA2/aadB/rmtC/rmtD/rmtG); colistin
(mcr1/9); y fosfomicina (fosA3). Asimismo, hemos caracterizado distintos entornos genéticos, incluyendo los pldsmidos
involucrados. 8,31,32,33,34,35,36,37,38

Junto al Depto. de Microbiologia (IIBCE), hemos determinado la presencia de genes de resistencia en E.coli procedente de
ganado bovino, no detectado hasta el momento resistencia transferible a colistina.39

En colaboracidn con el DLSP-MSP, determinamos genes de resistencia transferibles a fluoroquinolonas (qnrB2/19) y
oximino-cefalosporinas (blaCTX-M-8/14/CMY-2/SHV-2), y caracterizamos los pldsmidos en aislamientos humanos de
Salmonella enterica a nivel nacional.40

Participamos en la formacidén de estudiantes de Maestria en Salud Animal de la Facultad de Veterinaria, donde hemos
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estudiado la RAM en E.coli en sistemas de produccidn avicola, suinos y terneros de establecimientos lecheros nacionales.
Analizamos 261 animales, 44/261 presentaron aislamientos resistentes a oximino-cefalosporinas mediados por blaCTX-M-
2/8/14/15/55/PER-2/SHV/ CMY-2, donde el mayor nivel de resistencia se observé en cerdos. En cajas de pollitos bebes de
un dia de vida provenientes de Brasil, los niveles de resistencia fueron mayores, encontrandose blaCTX-M-2/8/15/55/CMY-
2, qnrB2/3/19, gnrE1, aac(67)Ib, rmtG, fosA3, y el primer aislamiento de mcr-9 en Uruguay.41,42

También, formamos parte de la RED de laboratorios que estudian RAM, que participaron en la elaboracién del “Plan
Nacional de contencidn de la RAM de Uruguay”, presentado por el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) y
conformamos un nucleo interdisciplinario de la UDELAR junto a Facultad de Quimica, Veterinaria e IIBCE denominado
“Abordaje interdisciplinario de la resistencia antimicrobiana en medicina veterinaria”.43,2

Descripcion del problema al cual el proyecto plantea dar solucién:

La RAM permite la sobrevida de las bacterias frente a los antibiéticos, siendo favorecida por el uso excesivo o incorrecto
de los mismos en los sectores de la salud humana y animal.48

En Estados Unidos y Espacio Econémico Europeo, 2/3 del uso de antimicrobianos estdn destinados a la produccién de
alimentos los cuales culminan desechados en el medio ambiente.44

Existe evidencia que asocian el uso de antibiéticos en produccién animal y el desarrollo de RAM en patdgenos clinicamente
importantes en la salud humana, dificultando mundialmente el acceso a alimentos seguros para su consumo.43

Como ya se ha seialado, la OMS exigid a sus paises miembros desarrollar y aplicar un plan co-integrado de accién
nacional “Una Salud” para el 2017. Uruguay elaboré el “Plan Nacional de contencidon de la RAM” con enfoque en salud
animal y cadenas productoras de alimentos, elaborado por el MGAP, donde un grupo técnico y diversas organizaciones,
donde encontramos al LRA, contribuyé para su desarrollo y revision.43,44

En Uruguay existe un gran consumo de carne, que también implica el principal rubro de exportaciédn nacional con gran
trascendencia econdmica. Estudios de RAM en bovinos durante el 2006 demostraron bajos niveles de resistencia, pero,
para el 2012 los mismos fueron mayores.43

En el contexto de conocer la RAM en pollitos bebe de un dia de vida importados desde Brasil, realizamos un muestreo de
las heces encontrada en las cajas en las cuales arribaban a Montevideo. Las muestras fueron tamizadas para la
busqueda de enterobacterias resistentes a antibidticos, considerados de importancia critica por la OMS. Se analizaron
ocho cajas, provenientes de ocho embarques diferentes durante el ano 2019, identificandose 32 aislamientos no repetidos.
Como se menciond anteriormente, se detectaron multiples genes de resistencia a oximino-cefalosporinasas, quinolonas,
aminoglucésidos, fosfomicina y polimixinas. Dentro de estos, destacamos la presencia de la metilasa RmtG, la cual
confiere resistencia a todos los aminoglucésidos de uso clinico habitual y el ingreso a nuestro pais del gen de resistencia a
colistin, mcr-9. Esto establece una alerta mdaxima desde el punto de vista sanitario. Adicionalmente, mediante tipificacion
molecular, observamos que tres aislamientos fueron ingresados al pais en tres ocasiones diferentes. Es importante
destacar que tanto rmtG y mcr9 no han sido descritos en Uruguay previo a éste estudio, por lo que estos animales serian
una via de ingreso para los mismos, los cuales evaden las medidas sanitarias locales incluidas en los planes de
contencién de RAM.41

Segun la FAO, Uruguay importé durante el 2013, 1000 toneladas de carne de pollo de Brasil, de lo cual se desprende la
importancia de poder confirmar o descartar los hallazgos encontrados, por nuestro laboratorio en los pollitos de un dia de
vida importados del mismo pais, en dicho alimento.45

Es por ello, que nos proponemos realizar la busqueda de dichos mecanismos de resistencia en alimento congelado de pollo
proveniente de Brasil.

Por altimo, pero no menos importante, también nos propusimos continuar con la formacidn de recursos humanos, del
equipo existente y de nuevos integrantes, que se especialicen en la deteccidn de genes de resistencia antimicrobiana, asi
como la caracterizacion de sus plataformas genéticas y vias de movilizacidn, y avanzar sobre la secuenciacidén completa
de genomas y deteccion mediante metagenémica de microorganismos resistentes permitiendo la formaciéon de una
plataforma multidisciplinaria de estudios de resistencia antimicrobiana en la UDELAR. Este punto es particularmente
pertinente, dado que hemos comenzado a formar RRHH especializados en el tema de RAM en el dmbito veterinario lo cual
permitird ampliar el abordaje multidisciplinario del problema.

Metodologia/disefio del estudio

En trabajos previos confirmamos que la estrategia disefiada para la deteccidn de microorganismos resistentes en
animales, ha sido efectiva.46
Para ello, nos propusimos muestrear, durante 8 meses, Nuggets de pollo provenientes de Brasil, a partir de 5 marcas
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comerciales disponibles para su consumo en supermercados.

Brevemente, las muestras fueron conservadas en condiciones de refrigeracién y procesadas antes de las 24 h desde su
recoleccién. Luego, de una mezcla del alimento con caldo Luria Bertani y homogeneizacidn, mediante la utilizacién de un
stomacher dentro de una bolsa de pldstico estéril, las mismas fueron incubadas durante 18-24 h a 37°C como fase de pre-
enriquecimiento no selectivo, para luego ser procesadas como se detalla a continuacién.47

Las mismas se sembraron en placas de agar Mc Conkey Lactosa suplementadas con: ceftriaxona (Tug/ml); ciprofloxacina
(0,25 ug/ml); y colistin (3 ug/ml). Ademds de una siembra control en una placa de Mc Conkey Lactosa sin antibidtico y
medio no selectivo Tripticasa Agar Soja. Se seleccionaron hasta 5 morfologias coloniales de cada placa capaces de
crecer en estas condiciones, y posteriormente fueron identificadas mediante espectrofotometria de masas MALDI-
TOF.31,39

Posteriormente, en base a las placas donde hayan crecido los microorganismos, se estudié la sensibilidad antibiética
mediante disco difusién de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton. Los antibiéticos seleccionados fueron: ampiciling,
cefuroxime, amoxicilina-dcido clavuldnico, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
enrofloxacina, amikacing, gentamicina y trimetoprim-sulfametoxazol. Ademds, se determiné la de concentracién
inhibitoria minima a colistin.46

Luego, se realizé PCR a tiempo final para la busqueda de mecanismos de resistencia a colistin (Mcr1-9), oximino-
cefalosporinas (variantes AmpC), y fluoroquinolonas (QnrA-E/ Aac(6')Ib-cr).31,39,48

Asimismo, se llevaron a cabo ensayos de transferencia horizontal de genes mediante conjugacidn, utilizando como cepa
receptora E.coli J53-2 (resistente a rifampicina, ornitina descarboxilasa negativa).48

Como se menciond anteriormente, el proyecto planteaba como objetivo principal la busqueda de mecanismos de
resistencia a antibiéticos criticos (ACs) en alimento congelado. Varias de las actividades planteadas se basaron en los
posibles resultados obtenidos. Sin embargo, dado los escasos aislamientos resistentes a dichos antibiéticos, la busqueda
de estos mecanismos por vias convencionales, asi como ensayos de electroforesis en campo pulsado o de conjugacion se
vieron limitados. Una de las técnicas planteadas inicialmente para mitigar la posible falta de deteccién de genes
resistentes a ACs por vias convencionales era la realizacion de secuenciacién y andlisis mediante metagendmica. Una vez
finalizada la recoleccion de muestras, comenzamos con el procesamiento de éstas para su secuenciacion.

Se utilizo un kit de extracciéon de ADN gendmico a partir de muestras de alimentos, las cuales se cuantificaron
fluorométricamente mediante Qubit (ThermoFischer). Algunas muestras debieron ser concentradas mediante
centrifugacién al vacio para alcanzar la concentracidn solicitada por el servicio de secuenciacién, Macrogen Inc. Corea.
Los genomas fueron secuenciados en el servicio mencionado, donde fueron secuenciados mediante shotgun y los reads
analizados con el pipeline de SqueezeMeta, el cual permite el co-ensamblaje de metagenomas estimando las abundancias
de genes relacionados y la recuperacién de genomas individuales mediante procedimientos de binning, y luego mediante
utilizacion del programa R Studio, se determinaron los taxones y funciones metabélicas.49

Resultados, andlisis y discusién

Se procesaron 80 muestras de alimento congelado provenientes de Brasil, las cuales correspondian a 5 marcas distintas
ubicadas en supermercados disponibles para su compra.

A partir de las muestras procesadas se identificaron 19 aislamientos de Enterobacterales capaces de crecer en medios
suplementados con antibidticos. Los microorganismos correspondieron a: 6 C. freundii, 2 S. marcescens, 3 E. coli, 1 E.
vulneris, 2 E. asburiae, 1E. cloacae, 1E. kabei, 2 K. oxytoca y 1 K. varicolla. Tabla 1y 2.

Los aislamientos correspondientes al género Enterobacter, se caracterizan por poseer una beta-lactamasa de tipo AmpC
cromosémica de expresidn inducible o constitutiva, la cual les confiere resistencia a cefalosporinas de segunda y tercera
generacién, aminopenicilinas y resistencia a inhibidores de beta-lactamasas como ser dcido clavuldnico. Esto explica la
razén por la cual crecieron en medios suplementados con ceftriaxona y el perfil de susceptibilidad antibidtica observado.
Se realiz6 la busqueda de esta enzima para confirmar su expresién mediante un test sinergia utilizando ceftazidime, dcido
borbdnico y ceftriaxona, la cual fue positiva. Por otro lado, se les realiz6 test de sinergia para la bdsqueda de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) siendo el resultado negativo.

Asimismo, E. vulneris presenta a nivel cromosémico la enzima AmpC, la cual suele ser de baja expresién. Se realizo
blsqueda de BLEE y test de sinergia mediante dcido borénico, siendo solamente el resultado positivo para enzimas de
clase C. Pese a que esta especie presenta AmpC cromosémica, se asocia principalmente a enzimas AmpC de tipo
plasmidico, por lo que se realizaron ensayos de conjugacién, siendo los resultados negativos.

Por otra parte, se obtuvieron 16 aislamientos capaces de crecer en medio suplementado con colistin (3ug/ml). Tabla 2.

10 aislamientos presentaron resistencia a ampiciling, atribuibles a la presencia de AmpC cromosémica o beta-lactamasas
de espectro ampliado. Ademds, dado su crecimiento en placas de Mc Conkey Lactosa suplementado con colistin (3ug/ml),
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se estudid su sensibilidad mediante el colistin agar test (CAT, CLSI 2021), siendo dos de los aislamientos resistentes con
una CIM mayor o igual a 4 ug/ml. Estos aislamientos fueron procesados para la basqueda de resistencia transferible a
colistin del tipo mcr, mediante la utilizacion del protocolo propuesto por Gonzales Escalante E. (2020), siendo negativo.
Asimismo, dado resultados previos por el equipo de trabajo, se realizé la busqueda mediante PCR a tiempo final para las
variantes mcr1-9, siendo los resultados negativos. Estas resistencias pueden atribuirse a mecanismos de resistencia
cromosdmica como ser mutaciones en los genes presentes en el sistema regulatorio de PhoPQ-PmrAB, o modificaciones
en el LPS, hiperproduccidon de la cdpsula polisacdridica o presencia de bombas de expulsion activa.

Tres aislamientos presentaron resistencia a ciprofloxacina y enrofloxacina, para lo cual se realizard la bdsqueda de
genes gnr y aac(é’)Ib-cr, no detectdndose resistencia transferible en estos casos.

Por otro lado, se identificaron 8 bacilos Gram negativos no fermentadores; 5 P. putida, 2 P. fulva y 1 P. moteilli a partir de
medios suplementados con ceftriaxona y colistin. Su crecimiento en medios suplementados con ceftriaxona, se debe a la
resistencia natural que presentan estos microorganismos a dicho antibiético. Se realizaron estudios de susceptibilidad
antibidtica a ceftazidime, cefepime, ciprofloxacina, enrofloxacina, gentamicina y amikacina, siendo todos los aislamientos
sensibles. Ademds, se estudi6 la sensibilidad a colistina mediante CAT, siendo uno de los aislamientos resistente a dicho
antibiético con una CIM mayor o igual a 4 ug/ml.

Este aislamiento fue procesado para la busqueda de resistencia transferible a colistin del tipo mcr, siendo positivo para el
screening con EDTA/colistin. En este caso se realizé la busqueda mediante PCR de genes mcr variantes del 1 al 9, siendo
todas negativos. Para este aislamiento queda pendiente la secuenciaciéon completa de genoma para lograr identificar el
mecanismo de resistencia involucrado en este caso, dado que este antibidtico integra la lista de antibidticos de
importancia critica de mdxima prioridad segun la OMS.

Ademds, se realizaron ensayos de conjugacion para ver si este mecanismo de resistencia era movilizable pero no se
logré su transferencia, siendo una posibilidad de que el mecanismo sea cromosémico o se ubique en un pldsmido no
conjugativo.

Continuando, dado el bajo numero a aislamientos detectados por métodos convencionales se procedié a la realizacién de
busqueda de microorgniamos y sus mecanismos de resistencia mediante la realizacién de secuenciacién metagendmica
directamente a partir de la muestra. Para ello, se enviaron 14 muestras a secuenciar, de las cuales 8 pasaron los
requisitos para ser procesadas por el servicio.

Dada la falta de experiencia en el equipo en el proceso de datos metagendmicos, se realizé la puesta a punto del pipeline
de SqueezeMeta y su posterior procesamiento para la obtencion de datos.

De éstos se pudo constatar una importante presencia de Firmicutes (>45%); las principales familias descritas fueron
Bacillaceae, Lactobacillaceae y Paenibacillaceae, y dentro de éstas los géneros, Bacillus y Leuconostoc, entre otros.
Figura 1y 2.

El elevado porcentaje de microorganismos obtenidos pertenecen al filo Firmicutes, el cual comprende bacterias Gram
positivas. Esto explica la falta de crecimiento en medios Mc Conkey Lactosa (medios selectivos y diferenciales) utilizados
usualmente en el laboratorio para el crecimiento de bacterias Gram negativas (objetivo de nuestro trabajo).

La presencia de Proteobacterias fue baja (0,1-1,65%), las familias mds representadas fueron Enterobacteriaceae,
Moraxellaceae, Aeromonadaceae, Vibrionaceae y Pseudomonadaceae, a expensas de E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii,
entre otras. Figura 1y 3.

En las muestras donde no fue posible el aislamiento de bacterias Gram negativas, los porcentajes de Proteobacterias
detectados fue muy bajo, lo que explica el escaso desarrollo en los medios de cultivos (porcentaje 0.01-0.015). Mientras que
en las muestras que presentaron crecimiento bacteriano, este fue mayor, pudiendo alcanzar un porcentaje de abundancia
del 1.65%.

Asimismo, utilizando AMRfinder fue posible determinar los genes de resistencia presentes en las muestras. Se detectaron
genes de resistencia a beta-lactdmicos (bla, blaP, bla2, blaBPU y blaCTX-M), cloranfenicol (cat86), eritromicina (mefa),
fosfomicina (fosB), lincomicina (InuG, lsaD), macrélidos (mphK y ermD), amonio cuaternario (qacH), estreptomicina (aadK),
tetraciclina (tet) y vancomicina (vanR y S). Tabla 3

Los principales mecanismos de resistencia detectados correspondieron a bombas de expulsién activa, genes mef(A),
mphK, tet(45), tet(L), tet(M) y tetA(P).

La mayoria de los genes senalados presentaron cobertura y mayor porcentaje de similitud a genes de resistencia
antimicrobiana de microorganismos Gram positivos, principalmente Bacillus spp segln la base de datos de
ncbi.nlm.nih.gov.

Dada la abundancia de microorganismos Gram positivos era esperable que los genes de resistencia detectados
correspondiesen a mecanismos presentes en estos. Tal es el caso de la presencia de genes de resistencia a lincosaminas,
macroélidos, estreptograminas y glicopéptidos, antibidticos activos sobre Gram positivos, usualmente utilizados en la
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prdctica clinica para su tratamiento.

Por otro lado, se destaca la deteccién de blaCTX-M, una BLEE usualmente detectada en bacilos Gram negativos presentes
en humanos y animales de granja segun reportes previos realizados por nuestro equipo de trabajo, ademds de ser uno de
los mecanismos de resistencia a beta-lactdmicos mds relevantes epidemiolégicamente a nivel mundial dada su presencia
en elementos genéticos méviles. Si bien este mecanismo de resistencia no fue detectado por los métodos convencionales,
el mismo pudo detectarse mediante metagenémica. Esto puede deberse al bajo nimero de Proteobacterias presentes en
las muestras.

Conclusiones y recomendaciones

En este trabajo nos planteamos la deteccion de mecanismos de resistencia a antibiéticos criticos para la salud humana en
alimento congelado proveniente de Brasil. Si bien hipotetizamos que los niveles de resistencia serian similares a los
encontrados en pollos bebe de un dia de vida provenientes del mismo pais, esto no fue asi. Una de las posibles razones es
el procesamiento de los alimentos para que la carga bacteriana sea baja para cumplir con los requisitos establecidos
para su consumo, principalmente bacilos Gram negativos.

De todas formas, se detecté la presencia de genes RAM criticos para la salud humana en alimentos congelados
importados, lo cual estaria sorteando las politicas de restriccion del uso de antibidticos en salud humana y produccién
animal en Uruguay.

Por ultimo, se logrd la formacidn de personal en el procesamiento de secuencias metagendmicas, poniendo a punto
metodologias de trabajos no antes realizadas por el equipo de trabajo, lo cual permitié establecer una plataforma para
continuar con el estudio multidisciplinario de resistencia antimicrobiana en Una Salud.
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