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RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades gastrointestinales son un problema de salud publica mundial
y causante de millones de muertes cada afio. ElI género Salmonella causa cuadros
gastrointestinales (salmonelosis) en animales y humanos, en especial Salmonella enterica
subespecie enterica. La salmonelosis es una enfermedad de transmision alimentaria para la
cual no se recomienda tratamiento de rutina, pero en el caso de complicaciones en nifios
menores de tres afios, ancianos y pacientes inmunocomprometidos se recomienda el uso de
tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas y en caso de resistencia bacteriana a éstos, se usan los
B-lactamicos. Los B-lactamicos son compuestos de accidon bactericida lenta, que presentan
escasa toxicidad y poseen un anillo B-lactamico. La resistencia a antibiéticos se ha convertido
en un problema de salud publica. El principal mecanismo de resistencia a -lactdmicos es la
produccién de betalactamasas, que hidrolizan el anillo B-lactamico lo que conduce a la perdida
de la actividad antibacteriana. Las betalactamasas son enzimas cataliticas cuya produccion esta
controlada por un gen cromosdmico o adquirido a traves de elementos genéticos Yy
mecanismos habituales de transferencia genética. Se han encontrado genes de resistencia
a betalactamicos en ADN bacteriano de hace 30.000 afios. El gen blargm es uno de los
genes de resistencia a betalactdamicos méas diseminados entre especies y geograficamente,
mientras que blagv, blasiv y blaspm han sido confinados a ciertas especies y ciertas regiones
geogréficas. Objetivo: Evaluar la presencia de determinantes genéticos blargm, blasu, blagim
y blaspm en las cepas de Salmonella enterica aisladas de alimentos del estado de Michoacan,
durante el periodo 2008-2015. Material y Métodos: 261 cepas de Salmonella enterica,
obtenidas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan y
serotipificadas por el esquema de Kauffmann-White por el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemiol6gica. Se cultivaron en medio liquido LB para la posterior extraccion de
ADN y amplificacion de genes bla por la técnica de PCR. Se determind la relacion entre la
resistencia a B-lactdmicos y la presencia del determinante genético correspondiente, mediante
la prueba no paramétrica chi cuadrada de Pearson (y°). Las cifras estadisticamente
significativas fueron las que se asociaron a una P <0.05. Resultados: De las 261 cepas
analizados, 121 (46%) no presentaron ninguno de los genes analizados, mientras que en 140
(54%) cepas se encontrd al menos uno de los genes. De las 140 cepas estudiadas, el gen blarem
se encontrd en 8 cepas, el gen blagm se encontro en 22 cepas, el gen blagiv en 43 y el gen
blaspym €n 47 cepas. Se encontraron cepas que tuvieron mas de un gen bla, para la combinacion
blagim+spm 8 cepas, 2 cepas presentaron blartgm+spm, 4 cepas blasiv+spm Y blagiv+siv+sem €n 6
cepas. Se obtuvo un valor de a < 0.05 para la relacion entre la presencia de alguno de los
genes y la resistencia fenotipica. Conclusion: Los genes de resistencia a p-lactamicos se
encontraron de forma muy variada en las cepas de estudio distribuidas en diversos alimentos y
en una amplia area geografica; ademas, en su mayoria han prevalecido a través del tiempo.
Existe una relacion positiva entre la presencia de los genes bla y la resistencia fenotipica
mostrada por las cepas portadoras de dichos genes.

Palabras clave: genes, antibidticos, relacion, enzimas, enterobacterias



ABSTRACT

Introduction: Gastrointestinal diseases are a problem of public health world and causing
millions of deaths every year. Salmonellosis is a disease of food transmission for which
routine treatment is not recommended, but for complications in children under three years of
age, immunocompromised patients and elderly is recommended the use of tetracycline,
quinolones, sulfonamides and in case of bacterial resistance to these, the 3-lactams are used.
The B-lactam compounds are slow bactericidal action, which have low toxicity and have a ring
B-lactam. Resistance to antibiotics has become a public health problem. The main mechanism
of B-lactam resistance is the production of beta-lactamases that hydrolyze ring B-lactam which
leads to loss of antibacterial activity. The beta-lactamases are enzymes catalytic whose
production is controlled by a gene chromosomal or acquired through genetic elements and
common mechanisms of gene transfer. Beta-lactam resistance genes have been found in
bacterial DNA from 30,000 years ago. Gene blargy is one of the genes of resistance to beta-
lactams more scattered among species and geographically, while blagm, blagiy and blaspm
have been confined to certain species and certain geographic regions. Aim: Evaluate the
presence of genetic determinants blargy, blasiu, blagiv and blaspym in strains of Salmonella
enterica isolated from State food of Michoacan, during the period 2008-2015. Material and
methods: 261 strains of Salmonella enterica, obtained by the State laboratory of public health
for the State of Michoacan and serotipificadas by Kauffmann-White scheme by the Institute
for diagnostic and reference Epidemiological. In liquid medium LB for the subsequent
extraction of DNA and amplification of genes were grown bla for the PCR technique. It was
determined the association between B-lactam resistance and the presence of the corresponding
genetic determinant, using the non-parametric test (x°) Pearson Chi-square. The statistically
significant numbers were those associated with a P < 0.05. Results: 261 strains analyzed, 121
(46%) did not present any of the analyzed genes, while 140 (54%) strains were found at least
one of the genes. Of the 140 strains studied, blarem gene was found in 8 strains, blagv gene
was found in 22 strains, gene blag;y in 43 and gene blaspy 47 strains. We found strains that
had more than one gene for combination bla, blagm+spm 8 strains, 2 strains presented
blatem+spm, 4 strains syv+spm blah and blagiv+siv+spm 6 strains. A value of o < 0.05 for the
association between the presence of some of the genes and phenotypic resistance is obtained.
Conclusion: Resistance to B-lactam genes were found of varied shape of strains of study
distributed in various foods and in a wide geographic area; In addition, they have mostly
prevailed through time. There is a positive association between the presence of genes bla and
the phenotypic resistance shown by strains carrying these genes.

\



1. INTRODUCCION

1.1 Género Salmonella

La familia Enterobacteriaceae estd formada por un conjunto heterogéneo de bacilos
Gram negativos de importancia clinica, con caracteristicas estructurales semejantes y
homologia genética, pero heterogéneos en cuanto a su habitat y capacidad patégena .

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, ya que se encuentran de forma

universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como también formando parte de la
microbiota del tracto intestinal del ser humano y de los animales @. Su ubiquidad y su
frecuente adquisicion de elementos genéticos moviles demuestran que sus hospedadores estan
expuestos regularmente a nuevas cepas con nuevo material genético (incluyendo resistencia
antibictica) a través del agua, los alimentos o los animales ®. Los miembros de esta familia
son patdgenos de importancia médica tanto para humanos como para animales. Los géneros
Salmonella, Shigella y Yersinia y ciertos patotipos de Escherichia coli y Klebsiella
rhinoscleromatis, se consideran patdgenos primarios porque siempre estdn asociados a
enfermedad @,
Salmonella es un género de bacilos Gram negativos, anaerobio-facultativos, generalmente de
2-5 micras de longitud por 0.5-1.5 micras de ancho, generalmente mdviles por sus flagelos
peritricios; tienen antigenos somaticos (O) que son lipopolisacaridos y antigenos flagelares
(H) que son protefnas ©. La mayorfa de los miembros de este género son fermentadores de
lactosa, productores de sulfuro de hidrégeno, oxidasa negativos y catalasa positivos. Otra de
sus propiedades bioguimicas incluye su habilidad para crecer con citrato como unica fuente de
carbono, descarboxilan lisina e hidrolizan urea .

Segun el esquema clasico de Kauffman-White basado en antigenos somaticos,
flagelares y ocasionalmente capsular (Vi), el género Salmonella se clasifica en 2,579
serotipos, que pueden ser méviles o inméviles ® (Fig. 1). Se divide en dos especies
Salmonella bongori y Salmonella enterica, tomando en cuenta sus caracteristicas bioquimicas
generales. Esta ultima se subdivide en seis subespecies enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, indica y houtenae; sin embargo, las de mayor importancia médica pertenecen a las

subespecies enterica y arizonae ©.
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Fig. 1. Clasificacion general de Salmonella enterica.
Los nimeros entre paréntesis son el nimero de serotipos pertenecientes a cada subespecie @

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Enfermedades de transmisién alimentaria

Las enfermedades de transmision alimentaria son un problema de salud publica
mundial considerable, cada afio aproximadamente una de cada 10 personas contrae alguna
enfermedad de transmision alimentaria y se pierden 33 millones de afios de vida sana. Las
enfermedades de transmision alimentaria pueden ser graves, en especial cuando afectan a los
nifios pequefios. Los alimentos insalubres son la causa mas comin de las enfermedades
diarreicas. Cada afio enferman 550 millones de personas de diarreas, de las cuales 220
millones son nifios menores de 5 afios ©.

Las personas que viajan desde paises desarrollados a otros en vias de desarrollo pueden
sufrir una gastroenteritis durante el viaje o al regreso al pais de origen (diarrea del viajero). La
participacion de los distintos microorganismos difiere de un area geografica a otra. En cuanto
al predominio estacional, hay mayor incidencia de gastroenteritis virica en otofio-invierno;

mientras que las bacterias afectan preferentemente en primavera-verano ©.



En Meéxico, la Secretaria de Salud (SSA) informé que desde el 2001 las enfermedades
gastrointestinales ocasionadas por bacterias o parasitos ocupan continuamente la decimocuarta
causa de fallecimientos en el nivel nacional, y que los estados con mayor incidencia son:
Chiapas, Oaxaca, Guanajuato, Veracruz, Puebla, y el Distrito Federal. Tan solo en 2008, el
Seguro Social brindé 2 000 188 consultas por enfermedades gastrointestinales, y los estados
con mayor incidencia de estas infecciones fueron: Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan,
Guerrero, y Oaxaca. De acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), las infecciones como gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, célera y rotavirosis
representan un problema severo de salud publica para nuestro pais. Segun lo reportado en los
Boletines Epidemioldgicos de México en los ultimos 10 afios, el grupo de edad mas afectado
es el que se halla entre los 25 y 44 afios; le siguen los grupos de 1 a 4 afios y los menores de 1
afio ©.

Para el cierre de informacion del afio 2016, el Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE), a través del Sistema de Vigilancia Convencional muestra
los diagndsticos presuntivos para las enfermedades de transmision alimentaria, entre los que
podemos ver 113 951 casos generados por el género Salmonella (Fiebre tifoidea + Otras

salmonelosis) (Tabla. 1) 9.

alla )1agnNo 0S pPre O0S de e edade a aas por a e O
Padecimiento Casos Padecimiento Casos

Amebiasis intestinal 219 977 | Infecciones intestinales por otros organismos 4 454 552
Ascariasis 42 668 | Intoxicacion alimentaria bacteriana 25 858
Brucelosis 2 402 | Otras helmintiasis 162 458
Enter_itis debida a 19234 Otras infe_cciones intestinales debidas a 59 808
rotavirus protozoarios

Enterobiasis 8999 | Otras salmonelosis 77 566
Fiebre tifoidea 36 385 | Shigelosis 3673
Giardiasis 10 767 | Teniasis 133
Hepatitis virica A 7 728 | Triquinosis 8

Total (diagnésticos presuntivos) 5114213

1.2.2 Salmonelosis
Salmonella enterica es una de las cuatro principales causas de enfermedades diarreicas
a nivel mundial y es el principal agente causal del cuadro clinico conocido como salmonelosis,

la cual es una de las enfermedades de transmision alimentaria mas comunes y ampliamente




extendidas. Cada afio provoca decenas de millones de casos en todo el mundo y provoca mas
de cien mil defunciones. La mayoria de los casos de salmonelosis son leves, aunque, en
ocasiones la enfermedad puede causar defuncion 2.

La salmonelosis en Meéxico constituye una de las causas mas comunes de

gastroenteritis en bebés y nifios. En Meéxico se reportan los casos de paratifoidea y otras
salmonelosis de manera conjunta. Con respecto a la morbilidad en 2003, la paratifoidea y otras
salmonelosis ocuparon el vigésimo cuarto lugar dentro de todas las causas de enfermedades,
con 103 815 casos. En 2008, ocupd el décimo noveno lugar, con 122 422 casos. Los estados
en los que se ha reportado el mayor nimero de casos son: Tabasco, Chiapas, Coahuila, Sinaloa
y Veracruz. Con respecto al sexo, en 2008, el mayor porcentaje de casos correspondio a
mujeres, con 67% ©. La gravedad de la enfermedad depende de factores propios del
hospedero y de la cepa de Salmonella en cuestion ¢ 12,
Salmonella puede sobrevivir varias semanas en un entorno seco y varios meses en el agua. Por
lo general estas cepas causan gastroenteritis, que suele ser un trastorno sin complicaciones y
no requiere tratamiento, aunque puede ser grave en los nifios, los ancianos y los pacientes
inmunocomprometidos. Generalmente, se caracteriza por fiebre alta, dolor abdominal, diarrea,
nausea y, a veces, vomitos. Los sintomas de la enfermedad comienzan a manifestarse entre 6 y
72 h (generalmente 12 a 36 h) después de la ingesta de alimentos contaminados con
Salmonella, y la enfermedad dura entre 2 y 7 dias. En la mayoria de los casos, los sintomas de
salmonelosis son relativamente leves y los pacientes se recuperan sin tratamiento especifico.
Sin embargo, en algunos casos, particularmente en nifios pequefios y en ancianos, la
deshidratacién causada por la enfermedad puede ser grave y poner en peligro la vida. Si bien
los grandes brotes de Salmonella atraen la atencion de los medios informativos, entre el 60 y
el 80% de los casos no se reconocen como parte de un brote identificado y se clasifican como
casos esporadicos, o ni siquiera se diagnostican 2.

La bacteria Salmonella es prevalente en animales comestibles tales como aves,
porcinos y vacunos, por lo que son importantes en la diseminacion de la enfermedad causando
intoxicacion alimentaria humana, ademas, estos animales pueden estar infectados, pero no
mostrar enfermedad clinica ™ *2.

Las personas contraen la salmonelosis a través del consumo de alimentos

contaminados de origen animal (principalmente huevos, carne, aves y leche), aungque también



otros alimentos se han vinculado a la transmision, incluidas hortalizas contaminadas por
estiércol 12,

En los casos graves el tratamiento es sintomético y consiste en la reposicion de los
electrolitos perdidos a raiz de los vomitos y la diarrea (mediante el suministro, por ejemplo, de
iones de sodio, potasio y cloruro) y la rehidratacion ).

La terapia antimicrobiana sistematica no esta recomendada para casos leves o
moderados en personas sanas. Esto se debe a que los antimicrobianos podrian no eliminar
completamente la bacteria y seleccionar cepas resistentes, con lo cual el farmaco se volveria
ineficaz. Sin embargo, los grupos de riesgo, especialmente los lactantes, los ancianos y los
pacientes inmucomprometidos, podrian necesitar tratamiento antimicrobiano, lo mas comun es
que los especialistas recomienden el uso de trimetoprim-sulfametoxazol, amoxicilina-
clavulanico, ciprofloxacino o algin miembro de la familia de las cefalosporinas en casos
complicados o resistentes. Los antimicrobianos se administran también si la infeccion se
propaga desde el intestino a otras partes del organismo. En vista de la creciente resistencia
global a los antimicrobianos, las directrices de tratamiento se deberian revisar periédicamente

teniendo en cuenta los patrones de resistencia de la bacteria 2.
1.3 Resistencia a antibioticos

1.3.1 Definicion de resistencia

La resistencia bacteriana se define como la capacidad de una bacteria para crecer en
una concentracion de antibiotico capaz de inhibir el crecimiento de otras bacterias de su
misma especie 2.

Las definiciones de resistencia se clasifican segin el nimero y la clase de antibioticos
implicados: La multirresistencia (MDR) se define como la ausencia de sensibilidad a por lo
menos un farmaco en tres 0 mas de las categorias de antibiéticos. La resistencia extrema
(XDR) se refiere a la ausencia de sensibilidad a por lo menos, un agente en todas las
categorias de antimicrobianos excepto en dos de ellas 0 menos. La resistencia a todos los

antimicrobianos se define como resistencia a todas las categorias de antibiéticos 9.



1.3.2 Tipos de resistencia

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un tema amplio, que puede ser
considerado desde distintos angulos.

Resistencia individual: se refiere a la interaccion molecular entre una célula bacteriana
con todo su arsenal genético y metabdlico, y un antibidtico determinado. Al referirnos a
arsenal genético y metabolico es importante sefialar que no siempre es suficiente con que el
microorganismo posea un gen que codifica un mecanismo de resistencia en particular, ya que
ese gen o esos genes deben ser expresados en cantidad y calidad suficiente y muchas veces
deben interactuar distintos mecanismos de resistencia para alcanzar la sobrevida bacteriana
(15)-

Resistencia poblacional: representa el comportamiento in vitro de un indculo
bacteriano preestablecido (una poblacion bacteriana) enfrentado a determinada concentracion
de un antibiotico, por un periodo de tiempo determinado. Estos son los tipos de estudios que
en general se realizan en el laboratorio clinico. Los resultados finales de estos estudios dan un
informe de sensibilidad o resistencia, para la orientacion terapéutica del paciente, pero que no
siempre coinciden con el éxito terapéutico ™.

La resistencia antibiotica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia
natural es propia de cada familia, especie 0 grupo bacteriano, mientras que la resistencia
adquirida es aquella que puede presentarse entre cepas de especies que por lo general son
sensibles, pero desarrollan resistencia por mutacion o transferencia genética lateral, proceso
por medio del cual un organismo transfiere material genético a otra célula que no es
descendiente (6 17+ 18:1913) 1| 4 resistencia adquirida puede ser de origen extracromosémico
debido a elementos genéticos ajenos al cromosoma bacteriano: plasmidos, transposones e

integrones, los cuales pueden transferirse de una bacteria a otra con relativa frecuencia %%

1.3.3 Mecanismos de resistencia
La gran mayoria de los mecanismos de resistencia pueden agruparse en tres categorias
(Fig. 2).
a) Inactivacion enzimatica: el principal mecanismo de inactivacion es la hidrolisis, pero
también pueden ocurrir modificaciones no hidroliticas tales como las acetilaciones,

adenilaciones o fosforilaciones ®®.



b) Modificaciones en el sitio blanco: existen diversas estrategias para alcanzar este
objetivo, tales como modificaciones en el gen que codifica el propio blanco del
antibiotico, y la adquisicién de genes que codifiquen para sustitutos de los blancos
originales .

c) Alteraciones de la permeabilidad:

o Alteraciones de las membranas bacterianas: se ve fundamentalmente en Gram
negativos, donde la membrana externa es impermeable a las sustancias hidrofilicas.
De este modo dichas sustancias quedan restringidas a la penetracién a traves de
proteinas transmembrana con funcién de porinas. La disminucién de la expresion de
dichas porinas puede disminuir el flujo de llegada del antibiético al espacio
periplasmico .

e Aumento de la salida de antibioticos: la resistencia por eflujo es un mecanismo
inespecifico. En Gram negativos estos sistemas en general se encuentran
constituidos por tres proteinas: una de alto peso molecular asociada a la membrana
citoplasmatica, una con funcion de fusion de ambas membranas y una porina
asociada a la membrana externa. Estos sistemas asi constituidos exportan moléculas
desde el citoplasma hacia fuera de la membrana externa. En Gram positivos se trata
de una proteina transmembrana con funcion de ATPasa que actla como bomba de

eflujo *°.
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Fig. 2. Mecanismos de resistencias en bacterias Gram negativas @2)

1.3.4 Descripcidn de la situacion mundial

La introduccion de los antibidticos en la préctica clinica supuso una de las
intervenciones mas importantes para el control de enfermedades, sin embargo, desde hace ya
no pocos afos, la resistencia bacteriana a ellos (3) representa una amenaza creciente que
genera un problema de amplias dimensiones y un desafio terapéutico. La resistencia
antimicrobiana ha sido reconocida por la OMS como una de las mayores amenazas para la

salud humana ®¥

porque la rapidez con que surgen los microorganismos multirresistentes no
es igual a la velocidad con que surgen nuevos antibiéticos .

A lo largo de la historia se ha visto un aumento significativo de la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos, efecto que ha generado gran preocupacion porque se da lugar
a fallos terapéuticos en tratamientos, asi como al riesgo de la transferencia de bacterias
resistentes de los animales al hombre o de genes portadores de informacion que codifica

resistencia de bacterias de animales a bacterias humanas % 27,



Esta resistencia se manifiesta con el uso de antimicrobianos, pero claramente se acelera
e intensifica con el mal uso y abuso, cuando se exponen bacterias a estos agentes en forma
innecesaria, prolongadamente o en dosis subterapéuticas, con lo que se desencadenan los
mecanismos genéticos de resistencia y se traspasan estas propiedades entre las bacterias %

Lo importante a destacar, es que incluso en la terapia antibidtica clinicamente
adecuada, el antibiotico selecciona bacterias resistentes en la microbiota del individuo tratado
y en su entorno %9,

De manera frecuente se reporta resistencia bacteriana a nuevos antibidticos, tanto en

bacterias Gram negativas como en bacterias Gram positivas 2.
Si al poco de introducirse la penicilina en la practica clinica la gran mayoria de las cepas de
Staphylococcus aureus eran sensibles, actualmente lo son menos del 5-10%. Cuando se
introdujo en la clinica la cefotaxima todas la cepas de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae eran sensibles; hoy son resistentes el 13 y el 16%, respectivamente @,

De este modo, desde los afios 50 hasta la actualidad no ha cesado de aumentar la
cantidad de descripciones de microorganismos que han adquirido alguna forma de resistencia
contra uno 0 mas antibioticos. Inicialmente se monitoriz6 la evolucion de las resistencias a
antimicrobianos en los aislamientos originados en la clinica humana y posteriormente se dio
gran importancia a la necesidad de la monitorizacion en los aislamientos de origen animal.

Se ha prestado escasa atencion a la presencia de bacterias resistentes en los alimentos
destinados a consumo humano, especialmente en los de origen animal y que presumiblemente
pueden ser portadores de resistencias ©V.

La capacidad de las bacterias de eludir la accién antibacteriana es utilizada por algunos
microorganismos como mecanismo de defensa; es un fendOmeno que existia antes del
descubrimiento de los antibiéticos y de su uso 9.

La resistencia de las bacterias Gram negativas de importancia clinica a los
antibacterianos se presenta fundamentalmente en la familia Entobacteriaceae y en bacilos
Gram negativos no fermentadores ©2.

Las infecciones causadas por bacterias resistentes se asocian a una mayor morbilidad,
mortalidad y costo del tratamiento que las causadas por bacterias sensibles de la misma

especie. En Europa en 2007 se calcularon 400.000 infecciones por bacterias multirresistentes y



25.000 muertes atribuibles. En Estados Unidos las bacterias multirresistentes infectan a unos 2
millones de personas al afio, de las que al menos 23.000 mueren .

El costo anual para el sistema de salud de EE.UU. de las infecciones resistentes a los
antibioticos oscila entre US $21 y $34 billones y mas de US$8 millones adicionales por costos
de hospitalizacion ¥,

El caso de las bacterias Gram negativas resistentes es ain mas alarmante, sobre todo
por la aparicion y répida propagacion de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(EPC) a nivel mundial que amenaza a los B-lactdmicos méas activos, los carbapenemas. Por
ejemplo, la aparicién de EPC antes de 2010 era infrecuente en la Comunidad de Madrid, pero
solo hasta junio de 2013 el numero de hospitales en los que se identificaron casos de
enterobacterias productoras de carbapenemasas OXA-48 llegé a 11 @, La produccion de
carbapenemasas no es el Unico mecanismo de resistencia a los carbapenemas, pero es el mas
frecuente y relevante para la salud, porque cuando una persona esta infectada con una EPC no
es infrecuente que queden muy pocas alternativas terapéuticas 33)

En muchos paises se ha observado una alta proporcion de cepas de Salmonella con
resistencia maltiple a los antibidticos, siendo S. Typhimurium la serovariedad mas conocida
como multirresistente 9.

La resistencia bacteriana a los antibioticos que mas preocupa a los médicos
responsables del diagndstico y tratamiento de una infeccion es la Ilamada resistencia

adquirida ¢19.

1.4 Antibidticos B-lactamicos

Los antibidticos son sustancias producidas por varias especies de microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetes), que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y
eventualmente pueden destruirlos. EI uso comin ha extendido el termino de antibiético a
agentes antibacterianos sintéticos ©°.

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre
alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia bioldgica actuando a

bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva. El objetivo de la antibioticoterapia es
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controlar y disminuir el nimero de microorganismos viables, de modo que el sistema
inmunoldgico sea capaz de eliminar la totalidad de estos ©°.

De acuerdo con la interaccién bacteria-antibiético se clasifican en dos categorias
principales las cuales son: 1) Bactericidas: su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana (-
lactdmicos, Aminoglucosidos, Glicopéptidos, Quinolonas y Fosfocina), y 2) Bacteriostaticos:
impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar a destruir las células
(Sulfamidas, Clindamicina, Macrélidos, Tetraciclina y Cloranfenicol) ©°.

Los B-lactdmicos son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintéticos que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo B-lactdmico. Constituyen la familia mas
numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Se trata de compuestos
de accion bactericida lenta, relativamente independiente de la concentracién plasmatica, que
presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico. Su espectro se ha ido
ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de nuevas moléculas con mayor
actividad frente a los bacilos Gram negativos; pero la progresiva aparicion de resistencias
adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones. Aun asi, la
penicilina sigue siendo el tratamiento de eleccion en un buen nimero de infecciones clasicas,
las cefalosporinas lo son en la profilaxis quirtrgica y en infecciones comunitarias graves, las
carbapenemas en infecciones nosocomiales mixtas y por bacterias multirresistentes, y los
inhibidores de betalactamasas permiten el uso eficaz de las amino y ureido penicilinas en

infecciones de gran relevancia ©".

1.4.1 Clasificacion y estructura quimica

La presencia del anillo B-lactdmico define quimicamente a esta familia de antibioticos.
Ademas, éste determina el mecanismo de accion (inhibicion de la sintesis de la pared celular),
la escasa toxicidad directa (actua sobre la pared celular del microorganismo que no esta
presente en la célula eucariota animal) y el principal mecanismo de resistencia (las
betalactamasas) de esta gran familia de antibidticos. El anillo p-lactamico consiste en un anillo
heterociclico de cuatro &tomos, tres de carbono y uno de nitrégeno, no obstante, para que el p-
lactdmico sea activo, es preciso que esté unido a otros radicales (habitualmente otros anillos).
La asociacion de diferentes tipos de cadenas lineales, junto con las caracteristicas propias de
este esqueleto basico formado por los 2 anillos (llamado nucleo), modifica las propiedades del
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compuesto resultante y da lugar a los diferentes grupos de antibidticos PB-lactamicos:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas e inhibidores de las
betalactamasas. Dentro de cada grupo, pequefias alteraciones en la estructura quimica son
capaces de modificar las caracteristicas del antibidtico, como el espectro, la afinidad por
determinados receptores o la resistencia a las betalactamasas (Tabla 2) ©* 3839,

a) Penicilinas: son un grupo de antibioticos de origen natural y semisintético que consiste

en un anillo p-lactdmico unido a un anillo tiazolidinico. Ademas, tienen una cadena lateral,
que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo B-lactdmico y que es la que
define sus propiedades. Los compuestos de origen natural son producidos por diferentes
especies de Penicillum spp ©7.
De acuerdo con su origen y espectro de accion pueden clasificarse en: penicilinas naturales (G
y V), penicilinas resistentes a las penicilinasas estafilococicas (oxacilina, meticilina,
dicloxacilina), aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina,
ticarcilina), y ureidopenicilinas (piperacilina) .

b) Cefalosporinas: son productos de origen natural derivados de productos de la
fermentacion de Cephalosporium acremonium. Son farmacos estructuralmente similares a las
penicilinas cuya estructura basica esta constituida por el nucleo cefem que consiste en un
nacleo formado por un anillo B-lactamico unido a un anillo de dihidrotiazino. La introduccion
de modificaciones en las cadenas laterales origina las cuatro generaciones de cefalosporinas
conocidas %37,

c) Monobactamicos: tienen una estructura P-lactamica sencilla con una estructura
monociclica en la que el anillo B-lactdmico no esta fusionado a otro secundario ©7.

d) Carbapenémicos: consisten en un anillo B-lactamico fusionado a uno pirrolidinico
compartiendo un nitrogeno. Estas modificaciones y las cadenas laterales, asi como la posicion
espacial de éstas, condiciona la mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina (PBP),
un incremento de la potencia, del espectro antibacteriano y de la resistencia a las
betalactamasas, siendo los p-lactamicos de mas amplio espectro y actividad ©" %%,

Imipenem fue el primer carbapenem desarrollado para uso clinico. Es un derivado
semisintético producido por Streptomyces spp. Otros compuestos mas modernos son

meropenem Yy ertapenem. Aztreonam es el Unico monobactamico disponible para uso clinico
(35)
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e) Andinopenicilinas o inhibidores de las betalactamasas: son moléculas que contienen
en su estructura un anillo B-lactamico y que pueden unirse a las betalactamasas inactivandolas,
de esta forma previenen la destruccion de los antibidticos B-lactdmicos, que son el sustrato
sobre el que actlian estas enzimas ©°. Los inhibidores son conocidos como inhibidores

suicidas, debido a que una vez que se unen a la enzima la destruyen, pero también son

destruidos por ésta. Hay tres en uso clinico: &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam ©2.

Tabla 2. Estructura quimica de los antibioticos p-lactamicos.
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) _ Antibidtico
secundario lactamico
" " B
MW . s .
. i s Anillo Acido 6- o
/ o, o ) L Penicilinas
- tiazolidinico aminopenicilanico
col L)
s H H n - .
H Anillo Acido 7 a- .
L o Cefalosporinas
& e, dihidrotiacinico cefalosporinico
[~
H H
Fbm £Hy
Ninguno Monobactamo Monobactamicos
g 0,
Anillo pirrolinico Carbapenemo Carbapenémicos
Acido clavulénico
Inhibidores de las
betalactamasas
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1.4.2 Caracteristicas farmacodindmicas

Los pB-lactamicos son antibidticos de actividad bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica alcanzada, siempre que ésta exceda la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del agente causal, o sea, la concentracién minima de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano ©2.

Para la mayoria de los microorganismos sensibles, el B-lactamico se comporta como
bactericida porque la concentracion bactericida minima (CBM), o la concentracion minima de
antimicrobiano que elimina el 99.9% de los microorganismos viables, es igual o ligeramente
superior a la CIM. En las denominadas cepas tolerantes (definidas como aquellas con CBM
igual o mayor a 32 veces la CIM) el B-lactdmico se comporta como bacteriostatico. Por otro
lado, la seleccion de mutantes resistentes durante el tratamiento antibidtico es mucho mayor
cuando la concentracion del antibidtico es superior a la CIM, pero inferior a la CBM. La
actividad bactericida de los B-lactamicos disminuye cuanto mayor es el tamafio del in6culo

bacteriano ©®).

1.4.3 Mecanismo de accion

Los B-lactdmicos ejercen su accion mientras el microorganismo esté en fase de
crecimiento produciendo su efecto principalmente a través de 2 mecanismos: inhibicion de la
sintesis de la pared bacteriana e induccién de la autolisis bacteriana ©®.

La destruccion de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la
inhibicién de la ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano. La pared bacteriana es una
estructura que envuelve las bacterias de todos los géneros, excepto las micoplasmas; se sitla
por fuera de la membrana citoplasmica. Las bacterias Gram negativas tienen una pared fina y
compleja que consta de una membrana externa formada por lipidos y proteinas, y de una capa
interna delgada de peptidoglicano. El esqueleto del peptidoglicano esta constituido por largas
cadenas de glucidos, formadas por la repeticion de moléculas de acido N-acetilmurdmico y N-
acetilglucosamina. A su vez, el acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre
si para formar una malla, directamente (Gram negativos) o mediante un pentapéptido (Gram
positivos). La ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana consiste en la formacion de los
tetrapéptidos a partir de los pentapéptidos. Los B-lactdmicos inhiben precisamente esta union o

transpeptidacion. A nivel de citoplasma existen unas proteinas con actividad enzimaética
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(transpeptidasas y carboxipeptidasas), que son las encargadas de formar los tetrapéptidos
unidos. Estas enzimas fijan a las penicilinas y otros B-lactamicos, por lo que se llaman PBP.

La funcion de las PBP es alargar, dar forma y dividir la bacteria (Fig. 3).

3. Accién de las PBP: unian
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Fig. 3. Etapas de formacion de la pared celular bacteriana

Los anillos de los B-lactdmicos poseen una estructura similar a los dos altimos
aminoacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) y eso permite una union covalente en el
lugar activo de la transpeptidasa. De este modo, la pared queda debilitada y puede romperse
por la presion osmotica intracelular. Para que actien los B-lactdmicos es necesario que la
bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que es cuando se sintetiza la pared celular. Sin la
pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere debido a cambios en la presion
oncotica®”.

Los B-lactamicos también actian activando una autolisina bacteriana enddgena que
destruye el peptidoglicano. Las cepas que carecen de autolisina inhiben su crecimiento en
presencia del B-lactamico, pero no se destruyen completamente, por lo que se dice que son

tolerantes (Fig. 4) ©®.
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Fig. 4. Mecanismo de accién de los p-lactamicos ©®.

1.4.4 Espectro de accion

En general, el espectro de los B-lactdmicos incluye bacterias Gram positivas, Gram
negativas y espiroquetas. No son antimicrobianos activos sobre las micoplasmas (porque éstos
carecen de pared celular) ni sobre bacterias intracelulares como las clamidias o las rickettsias,
ya que tienen escasa capacidad de penetracion a las células. La resistencia natural de las
micobacterias se debe a la produccion de betalactamasas ©2.

El espectro antimicrobiano de la penicilina G abarca cocos Gram positivos y Gram
negativos y bacilos Gram positivos, tanto facultativos como anaerobios, asi como espiroquetas
y algunos bacilos Gram negativos anaerobios ©”. Dentro del grupo de las penicilinas, las
aminopenicilinas son especificas a H. influenzae; sin embargo, las Enterobacterias (E. coli,
Proteus mirabilis, Salmonella, Shigella, etcétera) son muy sensibles 2.

Las cefalosporinas de primera generacion son muy activas sobre los cocos Gram
positivos; en lineas generales, las sucesivas generaciones han perdido parte de esta actividad,
en beneficio de una actividad mayor frente a bacilos Gram negativos, con excepciones
notables 7.

Los carbapenémicos son los B-lactamicos de mas amplio espectro, incluidos los
microorganismos productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). El aztreonam

(el dnico monobactamico disponible para uso clinico) posee una actividad excelente sobre
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bacterias Gram negativas aerobias y facultativas. Carece de actividad frente a Gram positivos

y bacterias anaerobias. Mientras que los inhibidores de betalactamasas en si mismos no tienen

casi ninguna accion antibiética

(39)

1.4.5 Resistencia a B-lactamicos

La resistencia a p-lactdmicos puede ocurrir por impermeabilidad, alteracion de las PBP,

eflujo y produccion de betalactamasas.

a)

b)

Los trastornos de permeabilidad corresponden fundamentalmente con la disminucién de la
expresion de porinas, que son el canal a través de cual la mayoria de los B-lactamico s
(hidrdéfilos) atraviesan la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Es posible
que las porinas, debido a mutaciones cromosémicas, no se sinteticen o bien produzcan
porinas alteradas, en cuyo caso el farmaco B-lactdmico no podré atravesar la membrana
externa o lo haréa en concentraciones disminuidas, inadecuadas para bloquear las PBP. En
las enterobacterias, las mutantes porinicas suelen sumarse al mecanismo de produccion de
betalactamasas ™ *2). Modificacion del sitio blanco de accién: el sitio blanco de los -
lactamicos son las diferentes PBP. La informacion genética de estas proteinas se
encuentra codificada en el genoma bacteriano y no en plasmidos. Pueden distinguirse
distintas alternativas para que se produzca una PBP que presente menor afinidad por los
antibidticos. La expresién de un gen alternativo, que codifique una PBP basicamente
distinta a la existente. Formacion de genes mosaico, por incorporacion de fragmentos de
material genético de otro microorganismo: este proceso generado por transformacion y
recombinacion homéloga genera genes en parches, cuya secuencia queda constituida en
parte por la informacion preexistente, y en parte por la recientemente adquirida .

El mecanismo de eflujo consiste en bombas de expulsion de antibacterianos que son
parecidas a las porinas, pero funcionan en sentido inverso (en lugar de permitir la entrada,
expulsan el farmaco antibacteriano) y estdn encadenadas desde la membrana
citoplasmatica al espacio periplasmico y de alli a la membrana externa. Mediante estas
bombas de eflujo las bacterias eliminan desechos, en conjunto con algunos
antibacterianos®?.

Hidrolisis enzimatica: este mecanismo implica la inactivacion de los B-lactdmicos como

consecuencia de la accion de enzimas que reciben el nombre de betalactamasas, y es el
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principal mecanismo de resistencia a 3-lactamicos. Estas enzimas son un claro ejemplo de
la plasticidad de la genética bacteriana. Probablemente originadas de un reducido grupo
de enzimas cromosémicas, constituyen hoy una familia de proteinas de gran disimilitud,
que ha requerido numerosas clasificaciones con el intento de poderlas agrupar **. Estas
enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactdmico, con lo que el antibacteriano no
puede unirse a las PBP, y no se produce el impedimento de la sintesis de la pared celular.
Pueden inactivar un antibiotico p-lactamico en particular o distintas combinaciones de
ellos, pueden ser cromosomicas o plasmidicas y sintetizarse de forma permanente o solo

en presencia de un agente inductor ©?,

1.5 Clasificacion de las betalactamasas

Las betalactamasas generalmente son clasificadas de acuerdo con dos esquemas, el de
Ambler y el de Bush-Jacoby-Madeiros “%.

La clasificacion de Ambler posee cuatro clases A, B, C, D, y estd basada en la
homologfa de los aminoacidos y no considera las caracteristicas fenotipicas “2.

Las enzimas de clase A, cuyo prototipo es la enzima TEM-1, (actualmente presente en
méas del 50% de los aislamientos de enterobacterias en general), estan codificadas en
plasmidos. En esta clasificacion la clase B son metalobetalactamasas (requieren zinc para su
actividad), estan codificadas en plasmidos, estan incluidas las enzimas que confieren
resistencia a los carbapenémicos. Las enzimas pertenecientes a la clase C estan generalmente
codificadas en el cromosoma bacteriano y son tipicamente inducibles por B-lactdmicos.
Finalmente, las enzimas de clase D constituyen un grupo reducido de enzimas plasmidicas,
con actividad incrementada sobre oxacilina (OXA-1) ®.

La clasificacion de Bush-Jacoby-Madeiros se basa en la similitud funcional, en el peso
molecular de la enzima, su punto isoeléctrico (pl), el perfil de sustrato y la propiedad de ser
inhibidas por la presencia de acido clavulanico o EDTA. En base a este esquema surgen cuatro
grupos funcionales que se correlacionan bien con la clasificacion de Ambler, denominandose:
1,2,3y4®,

Las enzimas del grupo 1, clase C de Ambler, corresponden a enzimas con accion
cefalosporinasa, no inhibibles ni por &cido clavul&nico ni por EDTA, y que se correlacionan

con las enzimas cromosémicas de bacilos Gram negativos de tipo AmpC. Aquellas enzimas
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que pertenecen al grupo 2 son penicilinasas y cefalosporinasas inhibibles por acido
clavulanico, y coinciden mayoritariamente con el tipo A de Ambler. Las del grupo 3 son
inhibibles por EDTA, pero no por &cido clavulénico, se corresponden con las metaloenzimas
de tipo B. Las del grupo 4, no descrito por Ambler, incluye penicilinasas no inhibibles por
4cido clavulanico .

Las betalactamasas plasmidicas son fundamentalmente las de clase A, que
clasicamente se encuentran en plasmidos, y ofrecen al menos dos motivos de alerta: su facil
diseminacion inter e intraespecie, y su alta variabilidad con el consiguiente aumento del
espectro de accién; mientras que las cromosdmicas, de clase C, no son inhibibles. Son
cefalosporinasas, pero no son altamente eficientes. Confieren resistencia a cefalosporinas de
segunda generacion, y dependiendo de su cantidad, también son capaces de conferir
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. Sin embargo, debe sefialarse que desde hace
unos afios no es poco frecuente la deteccion de betalactamasas de clase C en plasmidos .

Dos tipos de betalactamasas han sido objeto de mayor de estudio en los Gltimos afios,
por un lado las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) que han emergido como el
principal problema en pacientes hospitalizados, asi como en pacientes en la comunidad y

las carbapenemasas “%).

1.6 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las primeras betalactamasas reconocidas fueron las penicilinasas. Luego de la
introduccion de la ampicilina en los inicios de 1960, se describié una betalactamasa que la
hidrolizaba, se denomind betalactamasa TEM-1. Posteriormente, se descubrié una enzima
relacionada, la TEM-2. Ambas enzimas son de codificacion plasmidica y transferibles a otras
bacterias por conjugacion, lo que explico su répida dispersion. En aislados de Klebsiella
pneumoniae se encontrd otro tipo de betalactamasa denominado SHV-1, de inicio fue
cromosémica, hoy en dia es codificada en plasmidos transferibles ©2.

Dado que estas betalactamasas ampliaban el espectro de hidrolisis de la penicilinasa, se
las denomind betalactamasas de espectro ampliado (BLEA). Las cuales son casi siempre de
codificacion plasmidica y transferibles a otras bacterias por conjugacion. Mas adelante, surgio

una serie de nuevas betalactamasas capaces de hidrolizar las cefalosporinas de tercera y cuarta

19



generacion y los monobactamicos, fueron denominadas betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) 2.

Hoy en dia se conocen mas de 140 BLEE diferentes de la familia TEM, que prevalecen
en los Estados Unidos y Europa. Hay mas de 50 BLEE de tipo SHV de distribucion universal,
y un nuevo grupo que prevaleciéo en Sudamérica y Europa del Este, las CTX-M, cuya
designacion se refiere a su efecto particular sobre la cefotaxima y la ceftriaxona. Ya se
conocen cerca de 40 ©2).

En América Latina, la recuperacion de aislados productores de BLEE empez6 a
aumentar en la década 1990 y coincidié con el uso extendido de ceftriaxona. Debe prestarse
atencion a la aparicion en Ameérica Latina de aislados de Salmonella spp., Shigella spp., E. coli
productores de BLEE ©2.

1.7 Carbapenemasas

Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las betalactamasas, con un
amplio espectro de accién inigualable por otras enzimas betalactamasas. Aungque son
conocidas como “carbapenemasas”, muchas de estas enzimas tienen actividad sobre todos los
B-lactamicos y muchas son resistentes a los inhibidores de betalactamasas comerciales “°.

Las carbapenemasas pertenecen a dos familias moleculares principales, que se
distinguen por el mecanismo hidrolitico en el sitio activo. Las primeras carbapenemasas
fueron descritas en bacilos Gram positivos. A diferencia de otras betalactamasas conocidas,
éstas fueron inhibidas por EDTA, por lo que les llamaron metaloenzimas. En trabajos
posteriores se demostré6 que todas las carbapenemasas metaloides contienen al menos un
atomo de zinc en su sitio activo lo que les facilita la hidrolisis del anillo B-lactamico. A
mediados y finales de la década de los 1980, otro conjunto de enzimas hidrolizantes de
carbapenemas se encontrd entre la familia Enterobacteriaceae, pero éstas no eran inhibidas
por EDTA. Se demostré que estas enzimas utilizaban serina en sus sitios activos y eran
inactivadas por inhibidores de betalactamasas comerciales “*.

En el esquema de clasificacion funcional, las carbapenemasas se encuentran
principalmente en los grupos 2f y 3, mientras que en el esquema de Ambler las clases
moleculares A, C y D incluyen las betalactamasas con serina en su sitio activo y las de clase B

son todas las metaloenzimas con zinc en su sitio activo .
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Las carbapenemasas pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o estar

presentes en elementos geneticos moviles.

1.7.1 Serin-carbapenemasas

Las serin-carbapenemasas hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenémicos. Su actividad hidrolitica depende del sustrato sobre el que actian. Suelen
dividirse fenotipicamente en seis diferentes grupos, cuatro grupos estan formados por
miembros de las enzimas SME, IMI, KPC y GES, que se caracterizan por tener en comin tres
motivos altamente conservados esenciales para su actividad, mientras que SHV-38 y SFC-1
constituyen cada una un grupo diferente.

Estas enzimas usualmente se encuentran presentes en bacterias que pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae “%,

Las carbapenemasas llamadas oxaciclinasas se ubican dentro del grupo 2df de Bush
(clase D) descritas en 1980. Se caracterizan por su capacidad de hidrolizar cloxacilina y

oxacilina, carbapenémicos “©.

1.7.2 Metalobetalactamasas (MBLS)

Este es quizda el grupo mas relevante de carbapenemasas debido tanto a su
diversificacion estructural como a su diseminacién practicamente mundial y en diferentes
especies bacterianas. Son enzimas que tipicamente hidrolizan todos los B-lactdmicos excepto
monobactamicos, pertenecen al grupo B de Ambler, y 3a y 3b en la clasificacion de Bush.
Dentro de las MBLs se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y
KHM. Las més importantes incluyen las familias IMP, GIM, SIM y SPM “9).

1.8 Genes de resistencia

En general, los genes de resistencia codifican proteinas que inactivan el antibiético o
bien protegen la célula por algin otro mecanismo . Las bacterias son capaces de adquirir
resistencia en funcion de su variabilidad genética, principalmente las Gram negativas. Nuevos
mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos por mutacion o adquisicion de plasmidos o

transposones, los cuales son elementos de expresion genética que sin promotor incorporan
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genes, de tal modo que se convierten en genes funcionales en células bacterianas de especies

relacionadas o diferentes %40,

1.8.1 Genes de resistencia a p-lactamicos

Los genes que codifican para las BLEE pueden ser facilmente transferidos
horizontalmente inter e intra-especies, presentandose la transferencia mas frecuente de los
genes TEM, SHV y CTX-M. Las BLEE se originaron y derivan en su mayoria de las
betalactamasas clasicas TEM y SHV las cuales surgen a partir de una serie de mutaciones
puntuales que alteran su centro activo, como respuesta a la presion selectiva ejercida por el
amplio uso de las cefalosporinas de tercera generacién. Los genes de las BLEE son
transmitidos por plasmidos y a menudo se encuentran en los transposones e integrones,
facilitando su movilizacién con otro mecanismo de resistencia. Los plasmidos que determinan
las BLEE contienen, con frecuencia, otros genes de resistencia para distintos antimicrobianos,
como aminoglucésidos, tetraciclinas y cotrimoxazol “©.

Gen blatgv. La enzima TEM-1 es la betalactamasa que se ha descrito con mayor
frecuencia en Gram negativos y esta codificada por el gen blargy;. La enzima TEM fue
identificada por primera vez en Escherichia coli en Grecia. Este gen es uno de los mas
dominantes, el nimero de mutantes alcanza hasta TEM-167 “©).

Gen blaspy, La enzima codificada por este gen se descubrié en 1983 en Alemania, y es
capaz de hidrolizar las cefalosporinas de mas amplio espectro (SHV-2). Se han descrito
variantes que llegan hasta SHV-114 “9,

Gen blacrx.m. La betalactamasa codificada por el gen blacrx.m-15 fue reportada por
primera vez en India en 1990, y en Colombia en 2004. Se conocen més de 80 tipos de CTX-
M. Ademas, en cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium y Escherichia coli se han
encontrado los tipos CTX-M-2, CTX-M- 3, y CTX-M-14 “®,

Genes de Serin-carbapenemasas

Los genes que codifican para las enzimas SME, IMI, NCM, SHV-8 y SFC-1 se
localizan principalmente en el cromosoma, pero existen reportes de aislamientos que poseen

enzimas SME, IMI y NCM presentes en plasmidos “.
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Genes de metalobetalactamasas

Se desconocen los origenes de los genes adquiridos de metalobetalactamasas. Las
fuentes mas probables son bacterias ambientales, de las cuales los Gram negativos no
fermentadores y las Enterobacteriaceae podrian adquirir los determinantes de la resistencia
debido a que comparten varios nichos ambientales comunes. La naturaleza diferente de los
elementos genéticos modviles que estan asociados con los genes adquiridos de
metalobetalactamasas podria explicar en parte sus diferentes propensiones a la diseminacién
(45, 47).

Los genes de MBLs en su mayoria estan localizados en elementos genéticos tales como
los integrones o insertados en elementos moviles como transposones y plasmidos, se han
extendido répidamente entre los agentes patdgenos de importancia clinica. Se distinguen
nueve grupos: blamp, blaviv, blasem, blagiv, blaam, blanow, blasiv blapim ¥ blakec “®. La
adquisicion de estos genes potencialmente pueden conferir resistencia a un amplio espectro de
antibidticos PB-lactamicos y en algunas ocasiones pueden estar asociados con genes que
confieren resistencia a aminoglucésidos “.

Gen blagiy. Como ya se ha mencionado la produccion de betalactamasas es un
obstaculo importante en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram negativas.
A la fecha, se han descrito mayormente IMP, VIM y NDM-1 por ser los mas distribuidos
geogréficamente, mientras otros, como GIM-1 no se han establecido globalmente. GIM-1 fue
descubierta en cinco aislados de Pseudomonas aeruginosa del area de terapia intensiva del
University Hospital of Dusseldorf (Alemania) en 2002, en el cual el gen blagw.1 fue
localizado en un plasmido intransferible de 22 kb incrustado en el integron clase 1 In77; GIM
tenia aproximadamente un 30% de homologia con VIM, un 43% de homologia con los IMP y
un 29% de homologia con SPM “?). Desde entonces, GIM-1 ha sido descrito en solo unos
pocos aislados de Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Acinetobacter pittii y
Pseudomonas aeruginosa, casi exclusivamente en la region de Dusseldorf y nunca fuera de
Alemania 748,

Gen blagiu. El tipo SIM-1, que significa imipinemasa de Seul, fue descrita por primera
vez de un aislado de Acinetobacter baumanii resistente a carbapenémicos en un Hospital
Universitario de Corea en 2003, y ha sido confinado solo a aislados de Acinetobacter spp. en

Corea del Sur. Sin embargo, recientemente se aislé en un paciente chino una cepa de
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Acinetobacter baylyi con un plasmido de 360 kb que lleva dos genes blasv-1 Y blaoxa-23, este
paciente no tenia un historial de haber visitado Corea del Sur, por lo que se desconoce la
fuente de este gen ©?. SIM-1 es un miembro raramente detectado de las MBL, y presenta més
del 64% de identidad en la secuencia de aminoéacidos con IMP, lo que las hace muy
cercanas®V.

Gen blagpym. Brasil fue la sede de los dos eventos deportivos mas importantes a nivel
mundial: La copa del mundo de la FIFA en 2014 y los Juegos Olimpicos de Rio de Janeiro en
2016. Estos eventos propiciaron la oportunidad para la propagacion global de la
metalobetalactamasa de S&o Paulo (SPM) desde Brasil. SPM-1 es una betalactamasa de
importancia clinica y epidemioldgica en Brasil. Esta enzima es una metalocarbapenemasa
adquirida que confiere resistencia a todos los p-lactdmicos, excepto monobactamicos. El gen
blaspm-1 €std asociado con la secuencia de insercion ISCR4, el cual es un miembro de la
familia ISCR y puede movilizar segmentos de ADN. SPM-1 fue reportado por primera vez en
2002 en un aislado P. aeruginosa en Brasil, pero las bacterias productoras de SPM de esta
especie se han diseminado en muchas regiones de Brasil; el gen no ha sido propagado (ain) a
otras especies 0 géneros bacterianos. A mas de 11 afios de su descripcion inicial, a la fecha
solo se ha reportado un caso fuera de Brasil, en un paciente suizo quien tuvo atencion meédica
en el noreste de Brasil. No hay una explicacion obvia para la restriccion geografica de SPM-1,
que contrasta marcadamente con la dispersion observada para otras metalocarbapenemasas
adquiridas como las pertenecientes a las familias IMP, VIM y NDM ©?. Esta baja propensién

a la propagacion podria estar relacionada con los diferentes elementos genéticos moviles “7.

1.9 Situacion global de la resistencia a p-lactamicos

La resistencia a B-lactdmicos en Salmonella enterica se debe principalmente a la
adquisicion de enzimas betalactamasas adquiridas horizontalmente ©. Las betalactamasas han
sido detectadas globalmente incluyendo blatem, blacrx-m, blamwe, blayiv, blakpe, blasay y
blapxa y Vvariantes de éstos, siendo TEM-1, PSE-1 y OXA-1 las mas frecuentemente
destacadas y relacionadas con la resistencia a ampicilina @+ 9.
Es interesante que, a traves del mundo, la resistencia a cefalosporinas en Salmonella es

muchas veces codificado por BLEE’s, los cuales tienen mutaciones de diferentes linajes de
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betalactamasas ®* °®. Las BLEE’s pueden encontrarse en aislados de Salmonella tanto de
animales como humanos en Europa, Asia y el Sur de América © 576,

A diferencia de otras enterobacterias, el género Salmonella carece de betalactamasas
cromosomicas constitutivas. Ello podria explicarse por el costo bioldgico que supone su
mantenimiento, pues se considera que la expresion a alto nivel de este tipo de enzimas
resultaria incompatible con la capacidad invasiva y de multiplicacion intracelular de
Salmonella. Asi pues, lo mas habitual es que, si Salmonella llega a producir betalactamasas,
éstas sean de origen plasmidico, y de ellas, las méas frecuentes son de tipo TEM, SHV, OXA'y
CTX-M. Las BLEE detectadas en S. enterica mas frecuentes en Europa proceden tanto de
pacientes humanos —enfermos y portadores asintomaticos— como de animales de granja y de
compafiia. Se ha demostrado la difusion clonal de cepas de origen humano y animal del
serotipo Virchow portadoras de blacrx-m-9 aisladas en Espafa. A destacar, los distintos brotes
de Salmonella Virchow portadora de blactx.m-2 0 blactx-m-9, asi como hallazgos de diversos
serotipos portadores de blatgm-14 0 blatem-s2 y de blasyy-12. Se ha descrito la incorporacion de
una BLEE, una CTX-M-15, en el cromosoma bacteriano a partir de plasmidos conjugativos,
concretamente en aislados de Salmonella serotipo Concord, procedentes de Etiopia. En un
estudio reciente de caracterizacion de BLEE en S. enterica se hallaron las enzimas CTX-M-
15, CTX-M-10 y SHV-12 ©2,

En el caso de las carbapenemasas, es importante mencionar que, a diferencia de las
metalobetalactamasas cromosémicas, cuya presencia correlaciona directamente con la
prevalencia de las especies productoras, ha habido un aumento espectacular en la deteccion y
propagacion de las familias adquiridas o transferibles de estas metaloenzimas. Las familias de
metalobetalactamasas mas comunes incluyen las enzimas VIM, IMP, GIM y SIM, que estan
ubicadas dentro de integrones, donde se han incorporado como casetes de genes. Cuando estos
integrones se asocian con plasmidos o transposones, la transferencia entre bacterias se facilita.
La identificacion de la metalobetalactamasa SPM-1 definié una nueva familia con 35.5% de
identidad de aminoacidos con IMP-1 “®. En la Fig. 5 se muestra la diseminacién mundial de

los diferentes tipos de metalobetalactamasas.
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1.9.1 Estudios realizados en Salmonella enterica

A continuacion, se resumen algunos de los estudios que se han realizado en Salmonella
enterica en los ultimos afios en diferentes partes del mundo, sobre todo aquellos realizados en
aislados de animales para consumo y alimentos.

En Francia se analizaron 538 cepas de Salmonella enterica subespecie enterica
serotipo Typhimurium aislados por la Agencia Francesa de Seguridad Alimentaria procedentes
de diversas fuentes de alimentos y animales aislados entre 1999 y 2009. El 12% se
encontraron portadoras del gen blarey ©2.

En los Estados Unidos un estudio en aislados de Salmonella procedentes de animales
mostro que los genes que codifican betalactamasas con mayor prevalencia son blargy-1 blapse-1
y blacwy2 %", Mientras que otro estudio en 326 cepas de Salmonella enterica aisladas de
animales comestibles y carnes de venta encontré a blacyy en un 63.3% Yy blargm solo en 9
aislados de carnes y en 17 de animales 9.

Dos estudios en Portugal, uno de ellos en aislados de Salmonella spp. recuperados de
aves de corral, cerdos y productos alimenticios de origen animal durante el periodo de 2009-
2011 mostré dos aislados portadores del gen blactx-m-1; blacrx-m-14, blactx-m-15 Y blactx-m-32 €n
un aislado cada uno (toda esta familia reportados por primera vez en este tipo de aislados en
Portugal); blasuv-12 ¥ blarem.: en dos aislados ©9. Otro estudio en 258 cepas de Salmonella
enterica provenientes de aves de corral, cerdos, ganado y alimentos procesados durante 2011-
2012. El 36% del total de las cepas fueron resistentes a ampicilina, Salmonella Typhimurium
fue el serotipo mas resistente. Este fue el primer informe de un blacrx.m1 en Salmonella
Typhimurium en Portugal 7©.

En Espaiia se estudio la sensibilidad a antibidticos en 114 cepas de Salmonella enterica
procedentes de pacientes durante el periodo 2009-2010 encontrandose un 55% de resistencia a
ampicilina donde el serotipo més resistente fue Typhimurium. En aislados ampicilina
resistente (AMPR) se observaron 17 fenotipos distintos de multirresistencia. EI gen mas
frecuente fue blatgm-1 (64%), seguido de blapsg1 (21%) y blapxa1 (13%). El gen blapse.; fue
detectado frecuentemente en los aislados AMPR “Y. Por otro lado, un estudio centrado en 84
aislados de Salmonella Rissen obtenidos de carne de cerdo y res, alimentos y muestras clinicas
asociadas con casos de gastroenteritis detecto resistencia a ampicilina y su relacion con el gen
blarem-1. La mayorfa de los genes identificados fueron transportados por integrones /.
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En China se examinaron 310 cepas de Salmonella enterica provenientes de granjas de
pollos de engorde donde se detectaron 133 cepas de Salmonella serotipo Indiana y 177 de
Salmonella serotipo Enteritidis. Se presento resistencia, entre otros, a ampicilina. EI 82.2% de
las cepas de Salmonella Indiana posefan el gen de resistencia blarem ?. Otro estudio se
realizd en 138 cepas de Salmonella resistentes a ceftriaxona recuperadas de alimentos. El
21.7% de las cepas se identificaron positivos para BLEES y los serotipos Indiana y Shubra se
identificaron por primera vez como productores de BLEES. El gen blargw.1s Se detecto en 26
cepas . En otra investigacién en 60 de 699 aislados de Salmonella recuperada de pollos
crudos fueron productores de BLEES. De estos, 44 aislados resistentes a ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, ceftiofur, ceftriaxona y cefoxitina. ElI gen mas detectado fue
blarem, seguido de blaoxa-1, blacmy-2, blapse-1. blactx-m-3 ¥ blactx-m-15. Se informé por primera
vez una cepa de Salmonella portadora de blarem-1, blaoxa1, blacuy-2 Y Dblacrxm-s
simultaneamente. Los resultados demostraron que las betalactamasas y BLEE estaban
surgiendo y prevaleciendo en Salmonella transmitida por los alimentos . También en China
se realizé una investigacion en 110 cepas de Salmonella no tifoidea obtenidas de productos
alimenticios importados de 2011 a 2013. Nueve cepas fueron resistentes a la ampicilina y/o
una o mas cefalosporinas; las nueve cepas portaban el gen blatem-1, con o sin los genes blactx-
w9 0 blaoxa1 .

Finalmente, en Corea del Sur se realizé una investigacion en cepas de Salmonella spp
provenientes de carne de pollo, 5 cepas fueron identificadas del serotipo Bellevue y 6
Enteritidis. Las cepas de Salmonella Bellevue fueron resistentes a cinco antibidticos, entre
ellos ampicilina. Las cepas de Salmonella Enteritidis presentaron resistencia a nueve
antibioticos, entre los cuales estaba ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, cefazolina y

cefalotina. Ademas, todas portaron el gen blacrx.1s °.
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Fig. 5. Distribucion mundial de los diferentes tipos de metalobetalactamasas @7

1.10 Antecedentes en México

Los estudios sobre la resistencia bacteriana a los antibidticos en México se centraron
inicialmente en las infecciones gastrointestinales. En 1973 se publicd el primer reporte
relacionado con la resistencia a los antibidticos en bacterias causantes de cuadros diarreicos o
sindromes de fiebre entérica (fiebre tifoidea) en México; encontrdndose resistencia a
cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina y a las sulfonamidas en el 91.7% de cepas de
Salmonella Typhi analizadas 7.

En 1989 Santos y col., reportaron los resultados in vitro de la sensibilidad de Shigella
spp., Salmonella spp. y E. coli en aislamientos provenientes de pacientes internados en un
hospital pediatrico en la ciudad de México a lo largo de tres décadas, 1960, 1970 y 1980. Los
resultados mostraron una resistencia en aumento a los antibioticos mas comunmente utilizados
como la ampicilina. En el 2007 y el 2009 se reporto el surgimiento y la diseminacion de un
patdgeno entérico multirresistente, Salmonella Typhimurium, por la produccion de una
betalactamasa de tipo AmpC & 79,

Un estudio en cepas de Salmonella enterica presentd un amplio abanico de
resistencias. Las mas frecuentes fueron: tetraciclina, estreptomicina, &cido nalidixico,
ticarcilina, ampicilina, y cloranfenicol. Solo el 11.3% de los aislamientos de Salmonella
fueron sensibles a todos los antibi6ticos considerados en este estudio, y el 37.1% presentaron
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una unica resistencia. Y el 51.4% restante fueron resistentes a dos 0 mas antibidticos, el 20%
de ellos a 4 0 més antibioticos, pudiendo detectarse hasta ocho resistencias simultaneas. No se
encontrd ninguna relacion entre los tipos de resistencias y los serotipos. Los serotipos que
presentan un nimero mas elevado de resistencias son Hadar, Typhimurium y Virchow.
Tampoco existe relacion clara entre tipo de resistencia y tipo de alimentos ©.

En un estudio realizado en la Ciudad de México se encontro que entre el 70-95% de
cepas estudiadas presentd resistencia a B-lactamicos (ampicilina, carbenicilina) y el 73% de
los aislados resultaron multirresistentes ©°.

En 2001-2002, aislados mexicanos de Salmonella mostraron resistencia a tetraciclina
(82%), co-trimoxazol (66%) y ampicilina (66%), porcentajes mayores a los presentados en
1994-1995. México, junto con Colombia y Argentina, tienen la méas alta prevalencia de
resistencia en esta region ©V.

Desde el final de la década de los afios noventa se han descrito pruebas para inferir la
produccién de BLEE en el laboratorio de microbiologia clinica, asi como la identificacién de
variantes de las betalactamasas de tipo SHV, que es el tipo de BLEE mas cominmente
identificado en México ©284),

A partir de 2009, la investigacion relacionada con la resistencia bacteriana a los
antibidticos mediada por diferentes BLEE se expandid hasta incluir descripciones de los
plasmidos y transposones que codifican para SHV-5. Se describi6 la presencia de
enterobacterias productoras de BLEE en un hospital en Monterrey, donde la CTX-M-15 fue la
BLEE més frecuentemente encontrada ©5 89,

En el estado de Yucatan y otros tres estados mexicanos se encontré que 61 cepas de
Salmonella Typhimurium portaban el gen blacuy-. ®. Un aislado tuvo el gen blarem.1 ©”.

La carne de diferentes especies, entre ellas la de bovino, es un vehiculo importante de
transmision de Salmonella; desafortunadamente, la frecuencia con la que se presentan
determinados serotipos de Salmonella spp., suele variar espacial y temporalmente. En México,
las investigaciones mas recientes sobre carne de res fueron realizadas entre cinco y 13 afios
atras. Por tanto, resulta necesario generar informacion actualizada que contribuya a evaluar el
riesgo a la salud publica derivado de la presencia de Salmonella spp. en carne de bovino, que

es el segundo tipo de carne méas consumido en el pais 2.
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Es preocupante el incremento de aislados de Salmonella enterica resistentes a algunos de los

antibiodticos utilizados para el tratamiento empirico,

clavulanico (AMC) y cefalosporinas de tercera generacion

1)

en particular amoxicilina/acido

1.11 Antecedentes en el Laboratorio de Genética Molecular Microbiana en Michoacan

Nuestro grupo de trabajo cuenta con una coleccion de cepas de diversos serotipos de

Salmonella enterica provenientes de muestras de carne y productos lacteos del estado de

Michoacan, aisladas durante los afios 2008-2015 por el Laboratorio Estatal de Salud Publica

del Estado de Michoacan (LESPM) y serotipificadas por Instituto de Diagnoéstico y Referencia

Epidemioldgica (INDRE) de acuerdo con el esquema de Kauffmann-White. Durante los

ultimos afios se han realizado diversos estudios a esta coleccion de cepas (Tabla 3).

Resultados

Conclusion

Aislamiento y caracterizacion
de cepas de Salmonella enterica
subespecie enterica de
productos carnicos y derivados
lacteos de Michoacan ©®.

Aislados de Salmonella enterica (120),
el 53% provenientes de la region centro
del estado de Michoacén.

El 46% de los aislados se obtuvieron de
carnes crudas, 34% de chorizos, 14% de
quesos Y el resto de otros productos.

Los serotipos mas abundantes fueron
Typhimurium (13%), Anatum (12%),
serogrupo B (11%) y Agona (9%)
encontrandose en menor proporcion
otros 30 serotipos.

No se mostré agrupamiento de los
aislados por tipo de muestra, por
localidad de origen o por serotipo.

Alta diversidad
fenotipica y genotipica
de S. enterica.

Incidencia baja para el
periodo de estudio.

Resistencia a los antibidticos y
presencia de integrones en
aislados de Salmonella enterica
obtenidos de productos carnicos
y lacteos en el estado de
Michoacén ®9.

Se presento resistencia principalmente a
carbenicilina, cloranfenicol, ampicilina
trimetoprim/sulfametoxazol.

El 30% de las cepas fueron
multirresistentes, principalmente los
serotipos ~ Typhimurium,  Anatum,
Panamg, By cl.

Del total de 119 cepas, el 65%
presentaron varios amplicones (200-
4000 pb), distribuyéndose en los
serotipos Derby (100%), Vejle (80%), B
(70%) y Agona (70%), Anatum (62%),
Typhimurium (60%), Give (57%),
Panama (50%), y c1 (40%).

Amplia diseminacion de
resistencia a  varios
agentes antimicrobianos
Alta prevalencia de
integrones clase I.

No se sabe que genes se
encuentran  implicados
en la diseminacion de
dicha resistencia.

Elementos Repetitivos para el

El ensayo BOX mostro tener un mayor

La importancia de




andlisis de Diversidad Genética
de cepas de Salmonella enterica
aisladas de productos carnicos y
lacteos  del Estado  de
Michoacan 2.

poder de discriminacion, permitid
ordenar a las cepas en 20 genotipos a un
corte de 95% de similitud, con un indice
de discriminacion (D) de 0.964.

No hubo relacion entre el genotipo y el
serotipo. Gran capacidad de dispersion
para Typhimurium y Anatum.

No existe relacion entre la distancia
geografica y la distancia genética de los
aislados analizados.

evaluar las relaciones
genéticas en cepas de S.
enterica en el estado de
Michoacan con la
finalidad de optimizar
los programas de
vigilancia y prevencién
epidemioldgica.

Caracterizacion por Multi Locus
Sequence Typing de aislados de
Salmonella enterica obtenidos
de productos carnicos |y
derivados lacteos provenientes
de Michoacan ©Y.

Se encontraron 20 Secuencias Tipo (ST)
diferentes y 2 ST no determinadas con
una amplia distribucién geogréfica
mundial, asi como su persistencia en una
amplia variedad de hospederos Yy
contaminando  varios alimentos y
muestras de medio ambiente.

Se encontraron dos ST
previamente reportadas
en México.

Se sugiere que la ST19
puede ser la fundadora
original de la poblacién
estudiada para
Michoacan.

Perfiles de virulencia de
aislados de Salmonella enterica
obtenidos de productos carnicos
y derivados lacteos provenientes
de Michoacéan ©2.

Se encontraron 8 perfiles de virulencia
(PV).

No se encontr6 relacién entre el PV y la
Secuencia Tipo (ST) de las cepas.

Se encontrd relacion entre el PV y el
serotipo.

El PV1 (invA, sopE, ssaQ, rmbA, spi4-
F y sopB) fue el de mayor distribucion
geografica en el estado.

Las cepas de S. enterica
obtenidas de alimentos
en el estado de
Michoacén presentan
genes de virulencia que
las hacen de interés en

Elementos genéticos asociados
a la resistencia a antibiéticos en
cepas de Salmonella enterica
aisladas de alimentos del estado
de Michoacan ©®

De las 120 cepas analizadas, el 65% no
presentaron ninguna de las variantes de
los genes de resistencia tet (resistencia a
tetraciclinas) y sul (resistencia a
sulfonamidas).

En el 35% de los aislados se encontr6
por lo menos uno de dichos genes.

Las cepas que portaron los genes tet, se
encontraron de manera Unica.

En el caso de los genes sul se
encontraron todas las combinaciones
posibles.

Dos aislados presentaron integron clase
2 (Typhimurium y Serogrupo B).

Se encontraron distintas combinaciones
de genes tet y sul con integrones.

En dos de las cepas se encontr6 la
presencia simultanea de integrones clase
1y clase 2.

La presencia de genes de resistencia
mostré una distribucién geogréfica
amplia en Michoacén.

salud publica.

Gran variacion de
combinaciones de genes
de resistencia a
antibidticos.

La incidencia de los
distintos  determinantes
genéticos de resistencia
encontrados difiere de
los reportados para otras
cepas de S. enterica
obtenidas de alimentos
en distintas partes del
mundo.

En general, se presenta
una relacion entre la
presencia de genes de
resistencia y el fenotipo
de
resistencia/sensibilidad
de las cepas de estudio,

aunque existen
excepciones a dicha
relacion.
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2. JUSTIFICACION

Las infecciones causadas por ingestion de alimentos contaminados por Salmonella
enterica son un problema de salud publica mundial, que se agrava con la creciente seleccion
de cepas resistentes a los antibioticos, particularmente a B-lactamicos. Dicha resistencia esta
estrechamente relacionada con distintos determinantes genéticos, tales como los genes de
resistencia o elementos de transferencia horizontal cuya incidencia difiere en distintas partes
del mundo por lo que se afirma que hay un dinamismo espacio-temporal. Sin embargo, pocos
estudios analizan los determinantes genéticos asociados a la resistencia a antibiéticos, por lo
que es de notable importancia estudiar la incidencia de dichos determinantes genéticos para las
cepas de S. enterica que han estado circulando en Michoacan, en un periodo largo y que puede

ayudar a determinar cadenas de transmision.
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3. HIPOTESIS

Existe una relacion positiva entre la presencia de los determinantes genéticos blargw,
blasyv, blagiv, blaspm y el patron de resistencia a B-lactdmicos de las cepas de Salmonella
enterica del estado de Michoacan aisladas de muestras de alimentos durante los afios 2008-
2015.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de determinantes genéticos blatgm, blasiv, blagiv y blaspm en las
cepas de Salmonella enterica aisladas de alimentos del estado de Michoacan, durante el
periodo 2008-2015 y determinar si existe 0 no una relacion estadisticamente significativa entre
la presencia de los distintos determinantes genéticos y la resistencia fenotipica reportada en las
cepas de estudio.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la presencia de los genes blarem, blasiv, blagiv y blaspm de resistencia a -
lactdmicos en las cepas de estudio.
e Relacionar las combinaciones de genes con las resistencias reportadas para las cepas

analizadas.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cepas de Salmonella

enterica
Analisis experimental Analisis estadistico
Evaluar resistencia Determinar de Establecer relacion
fenotipica presencia de genes de entre presencia de
resistencia genes de resistencia y
resistencia fenotipica

Definir patrones de

. . S s Amplificacion de genes
resistencia por difusion . :
en dF:sco de resistencia por PCR Prueba chi cuadrada de
Pearson (y?)




6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material biologico

Se estudiaron 261 cepas de diversos serotipos de Salmonella enterica provenientes de
muestras de carne (n=232), productos lacteos (n=26) y otros de origen desconocido (n=3) del
estado de Michoacan, aisladas durante los afios 2008-2015 por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica del Estado de Michoacan (LESPM), y serotipificadas por Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemioldgica (INDRE) de acuerdo con el esquema de Kauffmann-White ©®
(Tabla 4). Las cepas se encontraban preservadas en agar francés al inicio del presente estudio.
De todas las cepas analizadas, solo de 212 se disponia del patron de resistencia a antibiéticos,

en donde se ve con claridad el predominio de la multirresistencia (Tabla 5) ©%.

Tabla 4. Serotipo de las cepas de S. enterica analizadas. |

o 0 o 0

Serotipo N dﬁlg;%is &) Serotipo N dﬁlzz%zis (%)
Anatum 27 (10%) Weltevreden 3 (1%)
Typhimurium 20 (8%) Javiana 3 (1%)
Agona 18 (7%) Braenderup 2 (0.7%)
Serogrupo B 15 (6%) Hadar 2 (0.7%)
Derby 13 (5%) Kentucky 2 (0.7%)
Panama 13 (5%) Meleagridis 2 (0.7%)
Enteritidis 11 (4.3%) Reading 2 (0.7%)
Senftenberg 10 (4%) Schwarzengrund 2 (0.7%)
Serogrupo C1 7 (3%) Serogrupo B Monofésica 2 (0.7%)
Montevideo 7 (3%) Serogrupo D Monofésica 2 (0.7%)
Infantis 7 (3%) Serogrupo E1 Monofasica 2 (0.7%)
Heidelberg 6 (2.3%) Tennessee 2 (0.7%)
Albany 5 (2%) Azteca 1 (.3%)
London 5 (2%) Bareilly 1 (.3%)
Newport 5 (2%) Serogrupo C2 1 (.3%)
Sinstorf 5 (2%) Kiambu 1 (.3%)
Muenchen 4 (1.5%) Mbandaka 1 (.3%)
Serogrupo E1 4 (1.5%) Morganii 1 (.3%)
Muenster 4 (1.5%) Salmonella 1 1 (.3%)
Vejle 4 (1.5%) Sandiego 1 (.3%)
Adelaide 4 (1.5%) Salmonella 1 1 (.3%)
Havana 4 (1.5%) Sandiego 1 (.3%)
Serogrupo E4 4 (1.5%) Urbana 1 (.3%)
Give 3 (1%) Bredency 1 (.3%)
Oranienburg 3 (1%) Serogrupo C2 Monofésica 1(.3%)
Poona 3 (1%) No hay dato 7 (3%)
Saintpaul 3 (1%) TOTAL 261 (100%)
Bovismorbificans 3 (1%) Cepa de referencia ATCC 14028
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Tabla 5. Datos de resistencia a antibidticos

Antibiotico Cantidad %
B-lactamicos 19 7
B-lactdmicos + Otros 63 24
Otros 87 33
Sensibles 43 17

Sin registro 49 19

Total de cepas 261 100

6.2 Cultivo de cepas

Las cepas se recuperaron mediante su inoculacion en caldo LB (Luria-Bertani),
incubando a 37°C por 24 h, del cual se tom¢ una alicuota para la extraccion de ADN. De los
cultivos obtenidos se tomo una alicuota para su siembra por estria masiva en agar LB y/o
Salmonella-Shigella, incubando durante 8 h a 37°C con la finalidad de confirmar que el caldo

LB no estuviese contaminado.

6.3 Extraccion de ADN

El ADN para los PCR’s fue preparado por lisis celular térmica. Brevemente, se
centrifugd una alicuota de 1 ml de un cultivo de toda la noche de cada cepa cultivada en caldo
LB a 37°C durante 5 min a 10, 000 rpm. El sobrenadante se descart6 y el sedimento celular se
resuspendio en 300 ul de buffer TE (Tris 10 mM [pH 8] y EDTA 0.1 mM). La resuspension se
calent6 por 10 min a 95-100°C y se enfrié inmediatamente y se volvié a centrifugar a 12, 000
rpm durante 10 minutos. Como molde para la PCR se utilizaron alicuotas de una dilucién 1:10

en agua desionizada estéril 4.

6.4 Amplificacion por PCR de los genes de resistencia

Para la amplificacion de los genes relacionados con la resistencia a B-lactamicos
(blagiv, blasiv, blaspm y blatem) se utilizaron reacciones de 15 ul que contenian 0.4 mM de
cada cebador (Tabla 6), 200 mM de cada dNTP, 1 tamp6n de PCR (Tris-HCI 20 mM [pH 8.4]
y KCI 50 mM), 1.5 mM de MgCl,, 0.75 U de Taqg polimerasa (Invitrogen, USA) y 2 ul de
ADN. Las amplificaciones se realizaron bajo condiciones especificas para cada uno de los

genes estudiados. En detalle se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion de los genes bla.

Tamairio del

Gen amplicon (pb) 5°—3’ Referencia

blarey 1080 F: ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA 95
R:GAC AGT TACCAATGC TTAATC

blag, 477 F: TCG ACA CACCTT GGT CTG AA 9%
R: AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC

blags, 570 F: TTAAAG GGATTC GGC ATC G 9%
R:TAATGG CCT GTT CCCATG TG

blasey 271 F: AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG 9%
R: ACATTA TCC GCT GGA ACA GG

Tabla 7. Condiciones especificas de las PCR para cada gen bla.

G Desnaturalizacion o Alineamiento de ., Extension
en . Desnaturalizacion - " Extension .
inicial oligonucledtidos final
94°C 94°C 53°C 72°C 72°C
blarem 7 min 30 seg 30 seg 30 seg 5 min
30 ciclos
94°C 94°C 53.5°C 72°C 72°C
blagim 5 min 30 seg 45 seg 1 min 5 min
36 ciclos
94°C 94°C 54°C 72°C 72°C
blagm 5 min 30 seg 45 seg 1 min 5 min
36 ciclos
94°C 94°C 53.5°C 72°C 72°C
blaspy 5 min 30 seg 45 seg 1 min 5 min
36 ciclos

6.5 Andlisis de resultados

Biosystems, USA) con los programas ya descritos (Tabla 7), los cuales se obtuvieron con base
en las condiciones mencionadas en las referencias antes sefialadas, mismas que fueron
modificadas para optimizar la amplificacion del producto buscado. Todos los productos de
amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con
bromuro de etidio ©” y las imagenes de los geles fueron capturadas con el sistema ChemiDOC
(BioRad, USA) y se utiliza la version 4.5 del software “Quantity One” para la deteccion de

bandas.

el software "Quantity One" detectara la banda con el tamafio de amplicon esperado para cada

gen.

La reaccién de amplificacién se realizé en un termociclador Gene Amp 2700 (Applied

Se determind considerar como cepas portadoras de alguno de los genes a aquellas que
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Se amplificaron los cuatro genes con el ADN de la cepa de referencia S. enterica
serotipo Typhimurium (ATCC 14028) como control negativo, y como control positivo las
cepas de estudio nimero 8, 16, 411 y 416 obteniéndose amplicones con el peso molecular
esperado para los cuatro genes. Para el gen blarem se tomd como referencia la cepa de estudio
numero 8, para el gen blagyv la cepa de estudio nimero 411, para el gen blas;y la cepa de
estudio numero 416 y para el gen blaspy la cepa de estudio nimero 16. Con las condiciones
de reaccion ya estandarizadas se realiz6 la amplificacion por PCR de los 4 genes asociados a
resistencia a B-lactamicos en las 261 cepas de estudio.

Para la relacion entre la presencia de genes bla con Serotipo/Serogrupo, alimento de
origen, municipio de procedencia, fecha en la que se aislo cada cepa (Tiempo) y la resistencia
fenotipica, se utilizo la prueba estadistica de chi cuadrada de Pearson, considerando como
relacion positiva cuando el valor de p es igual o menor a 0.05 utilizando el programa

estadistico informético SPSS versién 20.0.

39



7. RESULTADOS

7.1 Productos de amplificacion por PCR
Al amplificar mediante PCR los genes de resistencia a p-lactdmicos blargm, blagw,

blagiv Yy blaspm Se generaron amplicones de una sola banda del tamafio esperado (Fig. 6).

12005 -
M 1 2 3 4 ‘ 10000 .—;
12000 e
2000
1630 1000
1000 850
830 650
650 500
500 100
400 300
300 200
200 100
100 1 kb Plus DNA

Ladder

Fig. 6. Productos de amplificacién obtenidos para los genes bla en las cepas de S.
enterica. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio que muestra ejemplos de los
productos de amplificacion obtenidos para cada una de las regiones genéticas analizadas.
Carriles M: marcador de tamafio molecular 1kb DNA plus Ladder, 1, blagy (cepa 411)
(477 pb); 2, blagy (cepa 416) (570 pb); 3, blareym (cepa 8) (1080 pb); 4, blagpy (cepa 16)
(271 pb). Marcador de tamafio molecular: 1 kb DNA plus Ladder (Invitrogen USA).

De las 261 cepas analizados, 121 (46%) no presentaron ninguna de las variantes de los
genes de resistencia bla, mientras que en 140 (54%) cepas se encontr6 por o menos uno de los
genes. De las 140 cepas positivas a los genes bla, el gen blatgy se encontré en 8 cepas, el gen
blag)m se encontrd en 22 cepas, el gen blas;v en 43 y el gen blaspy €n 47 cepas. Se encontraron
cepas que tuvieron mas de un gen bla, para la combinacion blagm+spm 8 cepas, 2 cepas

presentaron blarem+spm, 4 cepas blasiv+spm Y blacim+sim+spm €n 6 cepas (Fig.7).



blarepspm blagpspm blagp+siv+spm
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Fig.7. Distribucion de la presencia de los genes bla en cepas de S. enterica.

7.2 Distribucién de los genes bla en cada Serotipo/Serogrupo de Salmonella enterica

El serotipo Anatum fue el que mostr6 mayor porcentaje de cepas con presencia de
genes con un 11% (16), seguido de Typhimurium, 8.5% (12) y Agona con el 7% (10),
mientras que en los otros 18 serotipos se encontrd el menor porcentaje de cepas con genes de

resistencia, con solo un caso (0.7%) cada uno (Tabla 8).

Tabla 8. Serotipos/Serogrupos de S. enterica con un solo gen bla en una cepa.

Gen Serotipo
blagim Meleagridis, Bovismorbificans, London
blagiu Tennessee, Oranienburg, Saintpaul, Braenderup, Kiambu, Bredency
blaspm Serogrupo D Monofésica, Salmonella I, Poona, Reading, Sandiego, Vejle
blatem+spm Serogrupo C2 Monofasica
blagiv+spm Serogrupo E1
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De manera interesante se observd que el serotipo Anatum adicionalmente present6 la mayor
diversidad de genes presentando blargm, blagiv, blasiv, blaspm y las combinaciones blatgy +
blaspym, blasim+spm, blagim+sim+sem; Seguido en este rubro del serotipo Agona con los genes
blagiv, blasiv y blaspm, ademés de las combinaciones blagiv+spm Y blagim+sim+sem. De igual
manera, la mayoria de los serotipos presentaron diversidad de genes bla, aun cuando fueron

pocas las cepas de cada uno (Fig. 8y 9).
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Fig. 8. NUmero de cepas de S. enterica portadoras de genes bla por Serotipo/Serogrupo.
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Fig. 9. Numero de cepas de S. enterica portadoras de genes bla por Serotipo/Serogrupo.

42



7.3 Distribucion de genes bla en los alimentos de origen de las cepas de Salmonella
enterica

La presencia de genes bla en relacion con el alimento de origen de las cepas, muestra
que 36 (26%) cepas aisladas de carne de res portaron al menos uno de los genes bla 'y 11 (8%)
cepas obtenidas de diferentes productos alimenticios minoritarios presentaron al menos uno de
los determinantes genéticos. En cepas aisladas de carne de res, chorizo y cerdo se encontraron
los cuatro genes estudiados blarem, blagiv, blasim y blasem. Ademas, en cepas obtenidas de
chorizo se encontraron cuatro combinaciones: blagm+spm, blatem+sem, blasiv+spm Y
blagim+sim+spm. Cepas cuyo alimento de origen fue pollo, bovino y longaniza presentaron los
determinantes blagv, blasiv ¥ blaspwm; €l gen blargm no estuvo presente en cepas aisladas de
estos alimentos. En las cepas aisladas de queso, pollo y res se encontraron dos combinaciones
blagiv+sem, Y blagiv+sim+spm. Finalmente, en cepas provenientes de bovino solo se encontro la

combinacion blagu+sem (Fig. 10).
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Fig. 10. Distribucion de genes bla por cada alimento de origen de las cepas.

7.4 Distribucion geografica de los genes de resistencia bla en el estado de Michoacan

Al colocar cada gen de resistencia en el mapa del estado de Michoacan de acuerdo al
lugar de procedencia de cada una de las cepas analizadas, se observo que la presencia de genes
bla se concentr6 en 23 municipios distribuidos ampliamente en el territorio estatal, sin
embargo el sureste del estado fue el menos afectado (Fig. 11). El municipio de Lazaro
Cardenas tuvo la mayor cantidad de cepas portadoras de genes bla, con un total 36, seguido

por los municipios de Morelia y Uruapan con 21 y 13 cepas portadoras respectivamente. Seis

43



municipios presentaron una cepa portadora de alguno de los genes bla y un municipio presento

una cepa con dos genes (0.7 %) (Tabla 9).
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Fig. 11. Distribucion de los genes bla de cepas de S. enterica del estado de Michoacén,
periodo 2008-2015.

Tabla 9. Municipios de procedencia de las cepas con un
solo gen bla.

Gen Municipio
blatem Tuxpan, Churintzio
blagim Paracuaro
blasim Hidalgo
blaspm Angangueo, Tuzantla

blaTEM+spM José Sixto Verduzco

En los municipios de Lazaro Cardenas y Morelia se encontro la presencia de los cuatro
genes bla en las cepas de S. enterica. En Morelia se detectaron cepas con las combinaciones
blagim+spm Y blacim+siv+spm. EN las cepas obtenidas en Lazaro Cardenas se identificaron las

combinaciones blagim+spm, blasivesem Y blagiv+sim+spm. Las cepas aisladas en Uruapan
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presentaron los genes blagv, blasiv Y blaspm, ademas, en otras cepas del mismo municipio se
encontrd blagiv+spm, blatem+spm, blasiv+sem Y blagiv+sim+spm.

Los municipios de Alvaro Obregén, La Piedad, Zacapu y Yurécuaro presentaron cada
uno dos cepas con el mismo gen, blagyy en el caso de los tres primeros y blaspym para
Yurécuaro; Mdgica presentd una cepa con el gen blaspm y una cepa con la combinacién
blagim+spm; en el municipio de Tacambaro se encontrd una cepa con blagiv y una cepa con
blaspm. ENn Jacona se detectaron tres cepas con el gen blagy y una cepa con blaspy y en dos
cepas obtenidas en Zitacuaro se detectd blagim y cuatro cepas blagvy. Las cepas aisladas en
Huetamo tuvieron la presencia de los genes blagy, blaspym y la combinacién blagiv+spm; €n
diferentes cepas originarias de Zamora se presentaron los cuatro genes; Apatzingan y
Péatzcuaro no presentaron cepas con el gen blargm, sin embargo, dos cepas originarias de
Apatzingéan y una cepa aislada en Patzcuaro tuvieron la combinacién blagim+sim+spm, ademas,

Patzcuaro presentd cepas con las combinaciones blagiw+sem Y blasiv+sem (Fig. 12).
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Fig. 12. Municipios con mayor presencia de genes de resistencia a -lactamicos.

7.5 Distribucion por afio de aislamiento de las cepas de S. enterica
Por otro lado, 73 (52%) de las cepas que presentaron por lo menos uno de los genes bla
fueron aisladas en el afio 2013, 21 (15%) en 2011, 19 (14%) en 2010, 14 (10%) en 2009, 11

(8%) en 2008 y dos de los cuales no se tiene el dato.
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En el afio 2008 se encontraron cepas de Salmonella enterica que presentaron
unicamente el gen blaspy; en 2009 se encontraron cepas con los genes blarem, blasiv 0 blaspwm.
En los afios 2010 y 2011 no se detectaron cepas portadoras de blasy ni las combinaciones
blasiv+spm Y blagim+siv+spm. EI gen blagyv se presentd en cepas aisladas en el periodo 2010-
2013. En las cepas aisladas en el afio 2013 se encontraron, ademas, blaspy y se detecto de

nuevo el gen blagiv, y tres combinaciones: blagim+spm, blasiv+sem Y blagiv+siv+sem (Fig. 13).
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Fig. 13. Distribucion de genes bla por afio de asilamiento de las cepas de S. enterica.

7.6 Relacion entre la presencia de genes bla con la resistencia fenotipica

Para encontrar la relacion entre la presencia de genes de resistencia a p-lactamicos y la
resistencia fenotipica presentada por las cepas de Salmonella enterica se dividio en cinco
categorias los perfiles de resistencia encontrados (Fig. 14):

Sin Registro: cepas de las que no se tiene la informacidon sobre la resistencia fenotipica.

Sensibles: cepas que no presentaron resistencia a ninguno de los antibioticos
analizados.

Otros: cepas que presentaron resistencia a familias distintas a los p-lactamicos, tales

como cloranfenicol, nitrofurantoina, trimetoprim/sulfametoxazol, = aminoglucdsidos
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(amikacina, gentamicina, tobramicina, netilmicina) y fluoroquinolonas (norfloxacino,
moxifloxacino, ciprofloxacino, levofloxacino).

B-lactdmicos + Otros: cepas resistentes a familias de B-lactamicos y otras familias de
antibidticos.

B-lactamicos: cepas con resistencia Unicamente a la familia de pB-lactamicos.

B TEM = GIM = SIM = SPM uGIM + SPM 5 TEM + SPM m SIM + SPM mGIM + SIM + SPM

O>»rO0-42Z22>»0
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B-LACTAMICOS B-LACTAMICOS+ OTROS SENSIBLES SIN REGISTRO
OTROS

1

ANTIBIOTICOS

Fig. 14. Resistencia fenotipica de cepas de Salmonella enterica en relacion con la presencia de
genes bla.

En las cepas con sensibilidad fenotipica se encontraron los genes blag;y, blaspm Y 3
combinaciones, los genes blagim Y blatem no se encontraron en forma solitaria. Es interesante
que la mayor cantidad de genes bla se encontrd en cepas que no presentaron resistencia a -
lactamicos. Los casos de cepas de Salmonella enterica con resistencia a la familia de B-
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lactdmicos y otras familias de antibi6ticos son menos que la anterior categoria. Solo hay 10
casos de cepas con resistencia fenotipica a pB-lactamicos que presentaron los genes bla, dos
cepas con el gen blargy, una cepa con blagw, tres con blagy, tres para blaspm y un caso con la
combinacion blagiv+spm. En las Tablas 10 y 11 se muestra la resistencia a antibidticos no -

lactdmicos y B-lactamicos mostradas en las cepas estudiadas.

abla 10. Re e aaa pI0ticos no B-lacta 0
Gen CL | NF | SXT GE AK | NET NN NOF LEV ENR | MXF | CIP
b|aTE|\/| 3 4 4 2 2 1 2
blagim 3 7 11 2 3 1 1 1 1
blagiu 2 21 2 1 2 1 8 3
blaspw 17 | 14 | 19 8 6 5 1
b|aG||\/|+3pM 2 2 5 1 1 1
blasiv+spm 2 1 1 1
blagim+sim+spm 1 1 1
CL= Cloranfenicol NF= Nitrofurantoina SXT= Trimetoprim/Sulfametoxazol GE=
Gentamicina

AK= Amikacina NET= Netilmicina NN= Tobramicina NOF= Norfloxacino LEV=
Levofloxacino

ENR= MXF= Moxifloxacino CIP= Ciprofloxacino

Gen SAM AM ATM CB | CF | CRO CTX Cz TICC | TZP
b|aTE|\/| 5 6
blaG||V| 2 3 1 2
blagiv 7 11 4 1 3 1
blaspy 8 11 | 7 2 2
blarem+spm 1
blagiv+spm 1 1
blasiv+spm 1 3
blagim+siv+spm 1
Ampicilina (AM), Aztreonam (ATM), Carbenicilina (CB), Cefalotina (CF), Ceftriaxona
(CRO), Cefotaxima (CTX), Cefazolina (CZ), Ampicilina/Sulbactam (SAM),
Ampicilina/Tazobactam (TZP), Ticarcilina/Acido Clavulanico (TICC)

De las 261 cepas de Salmonella enterica, 9 cepas presentaron resistencia fenotipica solo hacia
antibioticos de la familia de p-lactamicos y 28 a B-lactdmicos y otras familias de antibidticos,

las cuales no presentaron ninguno de los genes bla estudiados.
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7.7 Andlisis estadistico

Para determinar si las diferencias numéricas obtenidas eran significativas y determinar
si existe 0 no una relacion entre la presencia de alguno de los genes de resistencia a f-
lactamicos (bla) y sus combinaciones con la resistencia fenotipica, el serotipo/serogrupo,

alimento de origen, municipio de procedencia o el afio de aislamiento, se utilizd la prueba

estadistica y° de Pearson (chi cuadrada).

De las 140 cepas que presentaron alguno de los genes bla, se descartaron aquellas con
informacion incompleta sobre su Serotipo/Serogrupo, alimento de origen, municipio de

procedencia, afio de aislamiento o patrén de resistencia, por lo que el analisis estadistico se

realizd con 111 datos. Se utilizd un valor de a = 0.05.

Tabla 12. Resumen del procesamiento de los datos ‘

En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos del programa estadistico para diversas
posibles relaciones entre Gen-Serotipo, Gen-Alimento, Gen-Tiempo, Gen-Resistencia y Gen-

Municipio.

Tabla 13. Pruebas de chi-cuadrada

DATOS
Validos Perdidos Total
N | Porcentaje | N | Porcentaje | N | Porcentaje
111 | 100.0% 0.0% 111 | 100.0%

Gen bla- Gen blargy Gen blagm Gen blagv Gen blagpy
Serotipo 581 .043 .607 .367 .282
Alimento .001 .076 .508 .107 .042
Municipio .007 .002 .569 .091 475
Tiempo .000 .026 .269 .000 .000
Resistencia .020 .103 .068 .395 .464
blatem+spm blagim+spm blagim+spm blagim+siv+spm
Serotipo .006 759 1.000 .994
Alimento .933 .882 .000 494
Municipio .000 .932 .818 .946
Tiempo 416 .325 400 .080
Resistencia 490 315 17 .023
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blagim+sim+sem

apbla 14. Relaciones estad ame e O a a
Gen bla- Gen bIaTEM Gen b|a5|M Gen blaspM blas||\/|+5p|\/| bIaTEM+3pM
Ggmsrtﬁ) JE;?;FJ?O Alimento Serotipo
nicip nicip Tiempo Alimento Resistencia
Tiempo Tiempo . -
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se analiz6 la presencia de genes blarem, blagiv, blasiv y blaspm
relacionados con la resistencia a p-lactamicos en cepas de Salmonella enterica obtenidas
principalmente de alimentos carnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan durante el
periodo 2008-2015.

La resistencia a B-lactdmicos en S. enterica se debe principalmente a la adquisicion de
enzimas betalactamasas ®®. Una de las més detectadas globalmente es la codificada por el gen
blarem Y sus variantes ®*; sin embargo, en México blaguv.s ¥ blactxm-1s son las mas
frecuentemente encontradas ©”. En el caso de S. enterica serotipo Typhimurium, se han
encontrado betalactamasas codificadas por el gen AmpC (3™ cepas portadoras del gen
blacuy2 @ y en menor cantidad blarem.s ®, esto también se ha observado ya en otros

estudios 3679

, por lo que ya no es extrafio que en este estudio el gen blarem se haya
encontrado en menor porcentaje que los demas genes estudiados con un 6% (Fig. 7). Por otro
lado, blarem ha sido mayormente reportado en cepas de Salmonella aisladas de pollos (2,
contrastando con este trabajo donde no se detect6 en ninguna cepa procedente de este alimento
(Fig. 10). Se ha reportado la presencia del gen blargy en cepas que son resistentes a ampicilina
) "lo cual coincidié con lo encontrado en este estudio, que muestra que 75% de las cepas
portadoras de este gen son resistentes a diversos antibiéticos de la familia de B-lactamicos,
incluida ampicilina para el 62%. El 25% fue resistente, pero no a antibiéticos p-lactdmicos.
Estudios previos encuentran a blargm en combinacion con diversos genes que confieren
resistencia a p-lactamicos (64-67.74). o este caso solo se encontrd en dos cepas junto con el gen
blaspm (Fig. 14, Anexo A).

En el caso de las metalobetalactamasas, la Unica encontrada en México, hasta ahora es
IMP y no en el género Salmonella “”. La bibliografia revisada acerca de los genes blagm,
blasiv y blaspm sefiala que para los dos primeros solo se han encontrado en aislados clinicos de
géneros como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Serratia y Acinetobacter y blaspy en
Acinetobacter y en aislados de P. aeruginosa provenientes de rios “* 478 5952 Njj blagy ni
blaspm se ha reportado fuera del area geogréafica en donde fueron identificados por primera
vez, Alemania y Brasil, respectivamente, aunque si se reporta que se han expandido en esos
territorios “**?_ E| gen blagy se ha encontrado en Corea y China solamente; también se ha

reportado en combinacién con el gen blaoxa ©®. En el presente trabajo se encontraron los tres
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genes que codifican metalobetalactamasas en cepas de S. enterica estudiadas, el gen que se
detect6 en mayor cantidad de cepas fue blaspy, ademas de las combinaciones con los genes
blagim, blasiv Y blatewm; seguido de blasiv y blagiv (Fig. 7). El gen blagu fue encontrado en 16
serotipos diferentes de cepas de 9 alimentos distintos, en un area geografica de 8 municipios a
través de los afios 2010-2013; por otro lado, blas;v se distribuy6 en 25 serotipos, 6 alimentos
14 municipios y solo en los afios 2009 y 2013, aungue en combinacion con otros genes si se
encontrd en los afios 2010 y 2011; mientras que blaspm fue encontrado en 25 serotipos
provenientes de 7 alimentos con una distribucion geogréfica de 13 municipios a lo largo de los
afios 2008 al 2013 (Anexo A).

En el estado de Michoacan son pocos los estudios sobre la resistencia a antibidticos y
los determinantes genéticos relacionados con ella en cepas de S. enterica, uno de los mas
recientes estuvo enfocado en el estudio de los genes tet y sul, los cuales confieren resistencia a
tetraciclinas y sulfonamidas respectivamente ©®®. Puesto que los genes de resistencia a -
lactamicos se encuentran a menudo en integrones “®, al igual que los genes tet y sul el estudio
antes mencionado permitié sentar precedentes acerca del comportamiento que se podia esperar
en las cepas de S. enterica, en primer lugar, que un porcentaje superior al 30% de las cepas
fuera portara de al menos uno de los genes estudiados y que la presencia de genes de
resistencia mostrara una amplia distribucion geogréafica dentro del estado, ademas, que se
mostrara una variacion considerable de combinaciones de genes de resistencia a antibiéticos
en las cepas de S. enterica y, por ultimo, que la incidencia de los genes estudiados fuera
diferente a la reportada en distintas partes del mundo.

Los resultados obtenidos en este estudio corroboran lo antes mencionado, el porcentaje
de cepas que presento al menos uno de los genes de resistencia superé el 30%, la distribucién
geografica de los determinantes geneticos fue amplia en el territorio michoacano, hubo
variacion en la combinacion de los genes, se encontraron cuatro combinaciones diferentes y,
finalmente, que las incidencia reportada para cada uno de los genes en México y en el mundo
fue diferente en el presente trabajo.

Ademas, para este estudio se utilizé la prueba estadistica y° para evaluar ciertas
relaciones para 111 datos, donde se obtuvieron 16 relaciones con un valor de a < 0.05. A partir
de los resultados obtenidos se establecio hay una relacion positiva entre la presencia de gen
blatgm 0 la presencia de blarem+spm con el serotipo del cual se obtuvieron las cepas de S.
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enterica portadoras. Hubo una relacion positiva entre la presencia de cualquier gen bla, la
presencia particular de blag;y 0 blaspm, 0 la combinacion de éstos y el alimento de origen de las
cepas de S. enterica en las que se encontraron los genes. Hasta el momento no se han
reportado las relaciones anteriores en cepas de Salmonela enterica aisladas de alimentos.
También se encontré una relacion positiva entre la presencia de alguno de los genes de
resistencia a B-lactamicos aqui estudiados, la presencia del gen blargm, blagiy 0 la combinacion
blatem+spm Y €l municipio en el cual fueron aisladas las cepas portadoras, esto coincidio con la
literatura que asegura que los genes de resistencia estan confinados a ciertas regiones
geograficas. Otra relacion positiva fue entre el afio en el cual se realizaron los aislados y la
presencia de cualquiera de los genes blarem, blasiv 0 blaspm (Tabla 14).

Finalmente, en lo tocante a la resistencia fenotipica y su relacién con la presencia de
genes de resistencia, todas las cepas que presentaron el gen blargym fueron resistentes
fenotipicamente tanto a los antibidticos B-lactamicos como a otras familias de antibioticos; en
el caso del gen blagm el 60% de las cepas portadoras son resistentes a familias de f-
lactamicos y/o otras familias. Los casos de las cepas con los genes blagy y blaspm son
similares, solo que el 10% y el 20%, respectivamente de las cepas portadoras se encontraron
sensibles. Las cuatro combinaciones de genes encontradas presentaron al menos un caso
resistente a B-lactamicos y otras familias de antibioticos, solo la cepa con la combinacion
blasim+spm fue resistente solo a B-lactamicos; un caso con la combinacion blagim+sim+spm, Y
seis cepas con blagm+spm fueron resistentes pero no a B-lactdmicos y finalmente, 6 cepas
fueron sensibles, una con blagjv+spm, Una con blarem+spm Y cuatro con blagiy+sim+spm. Todo lo
anterior da la pauta a pensar que existe una relacion positiva entre la presencia de los genes
bla y su resistencia fenotipica a B-lactdmicos, lo cual se confirmd con el analisis estadistico
(Tabla 14). Por otro lado, hubo cepas resistentes fenotipicamente y no presentaron ninguno de
los genes de resistencia que aqui se buscaron, una probable explicacion es la posibilidad de
gue estas cepas tengan algin otro gen que no fue estudiado. Ademas, es importante mencionar
que la resistencia a antibioticos es el resultado de una combinacion de mecanismos, por lo que
el hecho de que las cepas porten 0 no alguno de los genes no necesariamente es la Unica fuente

que les confiere resistencia fenotipica.
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261 cepas
analizadas

141 cepas
portadoras
de genes
bla

9. RESUMEN DE RESULTADOS
MAYOR NUMERO DE CEPAS EN:
Serotipo Alimento Municipio Afio
Anatum Res Lazaro Cardenas 2013
Typhimurium Chorizo Morelia 2011
Agona Pollo Uruapan 2010
MAYORIA DE CEPAS EN:
Gen CEPAS Serotipo Alimento Municipio Afo
Lazaro
blarem 8 Panama Res Cardenas 2011
Chorizoy Lazaro
blagim 22 Agona pollo Cardenas 2013
L Lazaro
blagv 43 Typhimurium Pollo Cardenas 2013
Resy Léazaro
blagpm 47 Anatum pollo Cardenas 2009
Anatum y Uruanan 2010
blaremsspm 2 Serogrupo C2 Chorizo uapan y y
L Joseé Sixto V.
monofasica 2011
8 Seroarunos Patzcuaroy = 2010
blagim+spm 8 difergentgs Res Lazaro y
Cardenas 2013
blagim+spm 6 Anatum Bovino Uruapan 2013
blagim+siv+sem 6 6 serogrupos Pollo Apatzingdn | 2013

diferentes

RELACIONES POSITIVAS
Gen bla-Alimento

Gen bla-Municipio

Gen bla-Tiempo

Gen bla-Resistencia

Gen blargy-Serotipo

Gen blargy-Municipio

Gen blargy-Tiempo

Gen blag;y-Tiempo

Gen blaspy-Tiempo

Gen blargm+spm-Serotipo

Gen blargp+spm-Municipio
Gen blagim.spm-Alimento

Gen blagmsimesem-Resistencia

Resistencia
No B-
lactamicos
B-lactdmicos
y nop-
lactdmicos
B-lactémicos

Resistencia
B-lactamicos
y no
B-lactémicos

Otras familias

B-lactamicos
y no
B-lactdmicos

Otras familias

B-lactamicos
y no
B-lactémicos

No
B-lactémicos

B-lactamicos
y no
B-lactémicos

Sensibles
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10. CONCLUSION

En cuanto a lo abordado con anterioridad en este trabajo, se concluydé que si existe
variacion de combinaciones de genes de resistencia a B-lactamicos en las cepas que se
estudiaron, ademas, la incidencia de los distintos genes bla encontrados difiere parcialmente
de los reportados para otras enterobacterias y en especifico para cepas de S. enterica obtenidas
de alimentos en distintas partes del mundo. Finalmente, se observo que, estadisticamente,
existe una relaciéon positiva entre la presencia de genes de resistencia y el fenotipo de
resistencia/sensibilidad de las cepas de estudio, aunque existen excepciones a dicha relacion,

lo que permite aceptar la hipétesis planteada al inicio de este trabajo.
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ANEXO A

Datos obtenidos para cada uno de los genes bla

Gen blatem | Total: 8 cepas
SHTEPD @ No. Cepas Municipio No. Cepas | Alimento NI
Serogrupo Cepas
Anatum 1 Churintzio 1 Cerdo 1
No hay dato 1 Lazaro Cardenas 3 Chorizo 2
Panama 5 Morelia 1 Jamon 1
Tuxpan 1
Serogrupo B 1 Zamora > Res 4
ARo No. Cepas Resistencia No. Cepas
2009 1 B-lactamicos 2
2010 2 B-lactdmicos + Otros 4
2011 6 Otros 2
Serotipo o Serogrupo | No. Cepas | Serotipo 0 Serogrupo No. Cepas
Adelaide 1 Infantis 1
Agona 3 Javiana 1
Albany 2 London 1
Anatum 2 Meleagridis 1
Bovismorbificans 1 Muenchen 1
Derby 1 Panama 2
Enteritidis 1 Senftenberg 1
Heidelberg 2 Serogrupo C1 1
Municipio No. Cepas Alimento No. Cepas
Apatzingan 5 Bovino 3
Lazaro Cardenas 7 Cerdo 1
Morelia 3 Chorizo 5
Paracuaro 1 Longaniza 1
Patzcuaro 1 Otros 2
Uruapan 2 Pollo 5
Zamora 1 Queso 2
Zitacuaro 2 Res 3
Resistencia No. Cepas Afo No. Cepas
B-lactdmicos 1 2010 3
B-lactamicos + Otros 3 2011 4
Otros 11
Sin Registro 7 2013 15
Serotipo o Serogrupo | No. Cepas | Serotipo 0 Serogrupo No. Cepas
Agona 2 Montevideo 1
Albany 2 Muenchen 1
Anatum 2 Newport 1




Braenderup 1 No hay dato 2
Bredency 1 Oranienburg 1
Derby 1 Panama 1
Enteritidis 4 Saintpaul 1
Havana 1 Schwarzengrund 2
Heidelberg 2 Senftenberg 4
Infantis 1 Serogrupo C1 2
Javiana 1 Tennessee 1
Kentucky 1 Typhimurium 5
Kiambu 1 Weltevreden 1
Municipio No. Cepas Municipio No. Cepas
Alvaro Obregon 2 Morelia 6
Apatzingan 1 Patzcuaro 5
Hidalgo 1 Tacambaro 1
Huetamo 2 Uruapan 1
Jacona 3 Zacapu 2
La Piedad 2 Zamora 4
Lazaro Cardenas 9 Zitacuaro 4
Alimento No. Cepas Resistencia No. Cepas
Bovino 7 B-lactdmicos 3
Cerdo 2 B-lactamicos 13
Chorizo 3 Otros 9
Longaniza 1 Sensibles 5
Otros 6 Sin Registro 13
Pollo 16 Afo No. Cepas
2009 1
Res 8 2013 42
Gen blagpm Total: 47 cepas |
Serotipo o Serogrupo | No. Cepas | Serotipo 0 Serogrupo No. Cepas
Adelaide 1 Reading 1
Agona 3 Salmonella | 1
Albany 1 Sandiego 1
Anatum 7 Senftenberg 3
Derby 1 Serogrupo B 3
Havana 2 Serogrupo C1 2
Infantis 2 Serogrupo D monofésica 1
Kentucky 1 Serogrupo E4 2
Montevideo 1 Sinstorf 2
Muenchen 2 Typhimurium 5
Newport 1 Vejle 1
No hay dato L Weltevreden 1
Poona 1
Municipio No. Cepas Municipio No. Cepas
Angangueo 1 Mugica 1
Apatzingéan 3 Patzcuaro 1
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Gen blagim+spm Total: 8 cepas

Desconocido 2 Tacdmbaro 1
Huetamo 6 Tuzantla 1
Jacona 1 Uruapan 5
Lazaro Cardenas 13 Yurécuaro 2
Morelia 8 Zamora 2
Alimento No. Cepas Alimento No. Cepas
Bovino 2 Pollo 2
Cerdo 2 Queso 6
Chorizo 16 Res 16
Longaniza 2 Sin Dato 1
Resistencia No. Cepas ARo No. Cepas
B-lactamicos 3 2008 11
B-lactamicos + Otros 10 2009 12
Otros 20 2010 10
Sensibles 10 2011 9
: . 2013 3
Sin Registro 4 Sin fecha 5
Serotipo o Serogrupo | No. Cepas Municipio No. Cepas
Anatum 1 José Sixto Verduzco 1
Serogrupo C2 monofésica 1 Uruapan 1
Alimento No. Cepas ARo No. Cepas
. 2010 1
Chorizo 2 011 1
Resistencia No. Cepas
B-lactdmicos + Otros 1
Sensibles 1

Serotipo o Serogrupo | No. Cepas | Serotipo 0 Serogrupo | No. Cepas
Agona 1 Serogrupo C1 1
Enteritidis 1 Serogrupo E1 1
Montevideo 1 Serogrupo E4 1
Serogrupo B 1 Typhimurium 1
Municipio No. Cepas Municipio No. Cepas
Huetamo 1 Mugica 1
Lazaro Cardenas 2 Patzcuaro 2
Morelia 1 Uruapan 1
Alimento No. Cepas Aio No. Cepas
Chorizo 1 2010 3
Pollo 3 2011 2
Res 4 2013 3
Resistencia No. Cepas
B-lactamicos + Otros 1
Otros 6
Sensibles 1

66



Gen blagiv+spm Total: 4 cepas

Serotipo o Serogrupo | No. Cepas Municipio No. Cepas
Anatum 2 Morelia 1
Newport 1 Patzcuaro 1

Typhimurium 1 Uruapan 2
Alimento No. Cepas Resistencia No. Cepas
Bovino 2 B-lactamicos 1
Chocolate 1 B-lactdmicos + Otros 2
Chorizo 1 Sin registro 1
Afio 2013
Gen blagim+sim+spm Total: 6 cepas

Serotipo o Serogrupo | No. Cepas | Serotipo o Serogrupo | No. Cepas
Agona 1 Heidelberg 1
Anatum 1 Montevideo 1

Derby 1 Serogrupo B 1
Municipio No. Cepas Alimento No. Cepas
Apatzingan 2 Chorizo 1

Lazaro Cérdenas 1 Pollo 2
Morelia 1 Queso 1
Patzcuaro 1 Res 1
Uruapan 1 Tilapia 1
Resistencia No. Cepas ~

B-lactdmicos + Otros 1 : A N, (CREE

Otros 1
Sensibles 4 2013 6
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