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RESUMEN

La salmonelosis es una de las enfermedades infecciosas transmitidas mas frecuentemente por
alimentos en casi todos los paises industrializados. Los agentes causales son miembros del
género Salmonella, responsables de causar un rango de enfermedades en el humano que pueden
abarcar desde cuadros clinicos leves, como una gastroenteritis, hasta infecciones que
comprometen la vida del paciente como la bacteremia. La gastroenteritis tiene altos niveles de
morbilidad y mortalidad en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados.

La resistencia bacteriana es un fendmeno de gran importancia debido a que favorece el aumento
del indice de morbilidad y mortalidad asi como de los costos en los tratamientos, por lo que se ha
convertido en un problema de salud publica en todo el mundo. El uso generalizado e
indiscriminado de agentes antimicrobianos ha contribuido a la presencia de Salmonella con una
susceptibilidad reducida a los antibioticos.

Los genes que confieren resistencia a los antimicrobianos en Salmonella son a menudo
transportados en integrones, elementos moviles de DNA importantes en la transmision y difusion
de los factores determinantes de la resistencia a los antimicrobianos en dichas cepas.

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacion entre la resistencia a antibidticos y la
presencia de integrones clase 1 en aislados de Salmonella enterica provenientes del estado de
Michoacéan, para esto, se determino la resistencia a 12 antibidticos mediante el método Kirby
Bauer, y la deteccion de integrones de clase 1 se llevo a cabo mediante la amplificacion PCR de
la region conservada de integrones de clase 1.

En este estudio se utilizaron 127 aislados de Salmonella enterica provenientes de productos
lacteos y carnicos de diferentes municipios del Estado de Michoacan, con un total de 34
serotipos diferentes, encontrandose el siguiente porcentaje de aislados resistentes: Carbenicilina
(39%), Cloranfenicol (27%), Ampicilina (26%), Trimetoprim sulfametoxazol (25%),
Gentamicina (15%), Cefalotina (13%), Nitrofurantoina (9%), Amikacina (8%), Cefotaxima
(8%), Netilmicina (6%), Pefloxacina (6%) y Ceftriaxona (4%). El 30% del total de los aislados
resultaron multirresistentes, debido a que presentaron resistencia al menos a tres antibidticos.
Dicha multirresistencia se observé en los serotipos Tiphymurium, Anatum, Panama, B y ¢1 en un
69%, 53%, 50%, 23% y 20%, respectivamente, mientras que para los serotipos Vejle, Give y
Agona la multirresistencia se presentd en un 17%, 14% y 9%, respectivamente.

En la deteccion de integrones de clase 1 de un total de 119 aislados se encontrd que el 65% de
los aislados presentaron varios amplicones que oscilaron en un rango entre 200 y 4000 pb,
distribuyéndose entre los serotipos Derby, con un 100%, Vejle con 80%, B y Agona con 70%
para cada uno, Anatum, Tiphymurium, Give, Panama, y ¢l con 62%, 60%, 57%, 50% y 40%,
respectivamente.

Nuestros resultados muestran una amplia diseminacién de resistencia a varios agentes
antimicrobianos, asi como una alta prevalencia de integrones de clase 1, lo que conlleva a un
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serio problema de Salud Publica en el estado de Michoacan. No se sabe qué genes se encuentran
implicados en la diseminacion de dicha resistencia debido a que en este estudio sélo se detecto la

presencia de integrones de clase 1 pero no se secuenciaron para saber qué genes formaban parte
de dichos casetes.
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I. INTRODUCCION

1.1 El Género Salmonella

1.1.1 Generalidades. Los miembros del género Salmonella son bacilos Gram negativos de
tamafno 0.7 — 1.5 x 2.5 um pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, son anaerobios
facultativos, no forman esporas, bioquimicamente se caracterizan por no fermentar lactosa y por
la produccion de acido a partir de glucosa, son oxidasa negativo, catalasa positivo, indol y
Voges-Proskauer negativo, citrato de Simmons positivo, lisina y ornitina descarboxilasa positivo.

También son capaces de reducir los nitratos a nitritos (Bergey, 2000; Hawley, 2004).

1.1.2 Nomenclatura

El género Salmonella comprende a las especies S. bongori y S. enterica, reconociéndose seis
subespecies de esta ultima (Tindall et al., 2005). Las especies de Salmonella se han dividido en
distintos serotipos, establecidos con base en las diferencias en la porcion de polisacarido de la
capa de lipopolisacarido (antigeno O) y la porciéon de filamento del flagelo (antigeno H)
presentes en la superficie celular de la bacteria (Voogt et al., 2002). En la actualidad se han
descrito mas de 2, 500 serotipos de Salmonella, encontrandose el 99% de estos dentro de la
especie S. enterica, la cual contiene la mayoria de serotipos que son patdégenos de humano

(Popoffet al., 2001).

1.1.3 Epidemiologia y Patologia

Un alto porcentaje de las enfermedades diarreicas son originadas por alimentos contaminados,
aunque las estimaciones de enfermedades ocasionadas por alimentos contaminados son dificiles
de realizar debido a distintas circunstancias, entre las que se encuentran las diferencias para
definir una enfermedad diarreica aguda en distintos estudios, el hecho de que la mayoria de las
enfermedades diarreicas no son reportadas a los sistemas de salud publica y debido a que pocas
enfermedades pueden ser ligadas con seguridad a la comida ingerida (WHO, 2008). Uno de los
agentes patdogenos comunmente asociados a alimentos contaminados es Salmonella spp. (WHO,
2008). La salmonelosis puede manifestarse mediante distintos sindromes que incluyen

gastroenteritis, bacteremia, fiebre tifoidea e infecciones localizadas en ciertas areas del cuerpo
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(Darwin y Miller, 1999). La fiebre tifoidea es una manifestacion unica de enfermedad asociada
con infeccion por S. enterica serotipo Typhi. La manifestacion mas comun de salmonelosis no
tifoidea es una gastroenteritis de leve a moderada, con presentacion de diarrea, dolor abdominal,
vomito y fiebre. Los sintomas de gastroenteritis aparecen normalmente entre las 6 a 72 h después
de ingerir alimentos contaminados con la bacteria (Pegues et al., 2005) y aunque normalmente
pueden remitir en un lapso de 2 a 7 dias, se puede desarrollar septicemia e infecciones invasivas
de organos, originando problemas de salud mas serios como osteomielitis, neumonia y
meningitis (Cohen et al., 1987). Los grupos sociales mas susceptibles a estas manifestaciones
severas de la enfermedad son los niflos, los adultos mayores y las personas
inmunocomprometidas, las cuales requieren de terapia antimicrobiana para superar la
enfermedad (Benenson and Chin, 1995) La salmonelosis es una enfermedad transmitida por
alimentos contaminados que ha sido reportada durante décadas, sin embargo, dicho padecimiento
se considera emergente debido a que en diversas partes del mundo se ha vuelto mas frecuente.
En las ultimos 25 anos el serotipo Enteritidis se ha vuelto predominante en el hemisferio Oriental
y Europa, debido en gran parte al consumo de alimentos contaminados de origen animal, que
incluyen pollos y huevos (WHO, 2002). Diversos factores han sido enumerados para que la
salmonelosis, junto con otras enfermedades infecto-contagiosas, represente aun un riesgo para la
salud y sea considerada como enfermedad emergente por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 2002). Entre estos factores se encuentran la globalizacion del trafico de alimentos y la
introduccién accidental de patdégenos en nuevas areas geograficas. También se han considerado
los cambios asociados a las poblaciones microbianas, lo que permite que surjan cepas mas
virulentas y con resistencia a antibidticos, o con la capacidad de sobrevivir a condiciones
adversas (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

Otro factor importante es la movilidad internacional de personas expuestas a patdgenos, por
ejemplo, se estima que cerca del 90% de los casos de salmonelosis que se presentan en Suecia
son importados de viajeros que fueron a lugares con alta incidencia del patdgeno. Los cambios
en la poblacion humana, incluyendo modificaciones en la edad de la poblacion, la alimentacion
deficiente y otras enfermedades como las infecciones por VIH, ocasionan una mayor
susceptibilidad a infecciones por Salmonella y otras bacterias patogenas. En el caso de los paises

en vias de desarrollo como México, los nifios con alimentacion deficiente son una poblacién mas
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susceptible a las enfermedades transmitidas por alimentos. Los cambios en el estilo de vida son
otro factor que favorece la transmision de salmonelosis por alimentos, debido al incremento en el
consumo de comida rdpida en lugares con escasas condiciones de higiene. En México, los
estudios sobre Salmonella y su importancia en la salud publica se han enfocado principalmente
en registrar la incidencia de esta en casos de diarrea, asi como a distinguir los serotipos mas
frecuentes. En un primer reporte se encontrd que el serotipo mas comunmente encontrado en los
pacientes ingresados a los servicios de salud publica sin distincion de edad, fue S. Typhimurium,
mientras que el serotipo menos frecuente fue S. Ohio (Gutiérrez-Cogco et al., 2000). Estudiando
una poblacion de 300 nifios que cursaban un cuadro de diarrea, se encontr6 que Salmonella
enterica estaba asociada a un 53.5% de casos de nifios menores de 12 afos, sola o en
combinacion con otros enteropatogenos (Paniagua et al., 2007). En dicho estudio, los serotipos
encontrados con mayor frecuencia fueron Ohio (28.3%), Typhimurium (16.3%), Infantis (8%),
Anatum (0.6%) y Newport (0.3%). En uno de los estudios mas amplios realizados en México, en
el que se incluyeron 4 estados con distintas caracteristicas socioecondomicas (Sonora, San Luis
Potosi, Michoacan y Yucatan) se aislo Salmonella del 12.3% (2, 893 muestras) de nifios menores
de 6 afios con cuadro de diarrea y del 5.3% de nifios asintomaticos (6, 685 muestras) (Zaidi et al.,
2008). Los serotipos mas comunmente aislados de nifios con padecimiento gastrointestinales
fueron Typhymurium (22.2%) y Enteritidis (14.5%), encontrandose en menor proporcion
también los serotipos Agona, Muenchen, Oranienburg, Anatum, Newport y Meleagridis. El
serotipo mas abundante en carne de res fue el Anatum (17.7%), seguido del Meleagridis (13%).
En este mismo estudio se encontr6 una alta incidencia de contaminacion de carne de vaca por
Salmonella (21.3%-36.4%) al analizar 1, 733 muestras de carne en expendios de venta al
menudeo. En el caso del estado de Michoacan, la prevalencia de contaminacion por Salmonella
de dicho producto fue del 16%, encontrandose un 5.8% de prevalencia de la bacteria en casos de
nifios con episodios de diarrea y de aproximadamente 2% en muestras de nifios asintomaticos.
En particular, los serotipos mas frecuentemente aislados de carne de res en el estado de
Michoacan son el Typhimurium (34.1%) y el Derby (24.4%), seguidos del Anatum (9.8%), mas
otros 11 serotipos en menor proporcion. En total, se han detectado 24 serotipos distintos
contaminando carne de cerdo, res y pollo en el estado de Michoacan (A. Figueroa, Laboratorio

Estatal de Salud Publica, comunicacion personal).
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1.1.4. Resistencia a antimicrobianos en el género Salmonella. La resistencia a los
antimicrobianos en cepas de Salmonella es un problema cada vez mayor (Cabrera et al., 2006).
Dicha resistencia es un fendémeno de gran importancia debido a que favorece el aumento del
indice de morbilidad y mortalidad asi como de los costos de los tratamientos, por lo que se ha
convertido en un problema de salud publica en todo el mundo. El uso generalizado e
indiscriminado de agentes antimicrobianos ha contribuido a la presencia de cepas de Salmonella
con una susceptibilidad reducida a los antibidticos (Antunes et al., 2005). Estudios previos
demuestran dicha resistencia, ya que de un total de 133 aislados de Salmonella recuperados de
carne muestra que un 82% fueron resistentes al menos a un agente antimicrobiano, presentando
resistencia a Tetraciclina, Estreptomicina, Trimetoprim Sulfametoxazol y Ampicilina. (Chen et
al., 2004). En otro estudio, el fenotipo de resistencia mas comun fue para los antibioticos Acido
Nalidixico, Tetraciclina, Estreptomicina, Trimetoprim Sulfametoxazol, y Ampicilina (Antunes et
al., 2006). La resistencia a Sulfadiazina, Tetraciclina, Estreptomicina, Ampicilina, y

Cloranfenicol fue reportada en otro estudio (Guerra et al., 2000).
1.2 Resistencia bacteriana a los antimicrobianos

1.2.1 Mecanismos de resistencia a antibidticos. Las bacterias pueden manifestar resistencia a
farmacos a través de diversos mecanismos. Algunas especies de bacterias son naturalmente
resistentes a una o mas clases de agentes antimicrobianos. La adquisicion de resistencia puede
ser originada por el mismo microorganismo, mediante errores en la replicacion del ADN, los
cuales generan mutaciones que solamente se difunden verticalmente, es decir, serdn transmitidas
de célula madre a célula hija (Tenover, 2006).

Las bacterias también desarrollan resistencia a través de la adquisicion de nuevo material
genético de otros microorganismos resistentes, a la cual se le denomina transferencia horizontal y
puede ocurrir entre cepas de la misma especie o entre diferentes especies o géneros bacterianos.
Los mecanismos de intercambio genético incluyen conjugacion, transduccion y transformacion.
A través de dichos mecanismos muchas bacterias han adquirido resistencia a multiples clases de
agentes antimicrobianos, lo que origina la resistencia a tres o mas clases de farmacos

antimicrobianos (Tenover, 2006).
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1.2.2 Mecanismos de intercambio genético.
La transferencia horizontal de distintos elementos génicos parece tener un papel muy importante,
debido a que se lleva a cabo una diseminacion y persistencia de la resistencia a antibioticos,

favoreciendo asi su transmision, adquiriendo resistencia a varios agentes antimicrobianos.

(Osterloh 2004)

a) Conjugacion. Consiste en la transferencia de genes entre dos células que estan en
contacto. Este tipo de transferencia se debe a estructuras genéticas que portan los
microorganismos denominadas plasmidos. Este es probablemente el mecanismo mas frecuente
para intercambiar material genético, con el cual se adquieren una gran variedad de genes, que
una vez en el interior de la bacteria pueden transferirse a otros plasmidos o integrarse al

cromosoma.

b) Transduccion. Consiste en la adquisicion de material genético por la accion de un

bacteriofago (virus) y permite adquirir una cantidad relativamente pequefia de ADN (40kb).

c) Transformacion. La bacteria adquiere el ADN directamente del medio ambiente en
circunstancias favorables a partir de otra bacteria que ha liberado su material genético. Este
nuevo material genético se recombina con el cromosoma de la bacteria receptora en aquéllas

regiones donde hay suficiente homologia y puede dar lugar a genes funcionales (Ortega, 2007).

1.2.3 Resistencia extracromosomica

El aumento de la resistencia a los agentes antimicrobianos puede se debida a la transferencia de
elementos madviles, tales como plasmidos, transposones e integrones (Sayah et al., 2005). Los
plasmidos pueden llevar integrones de clase I, que son elementos moéviles de DNA los cuales son
importantes en la proliferacion de la resistencia bacteriana a multiples farmacos, especialmente
entre las especies entéricas Gram negativas (Chen et al., 2004). Varios de los genes de resistencia
a los antibidticos observada en bacterias Gram negativas son parte de un cassettes de genes

insertado en un integron. Los cassettes mas comunes contienen genes que confieren la resistencia
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a una amplia variedad de agentes antimicrobianos, asi como los genes que confieren resistencia
a antisépticos y desinfectantes. Por lo tanto, la adquisicion de integrones se considera la principal
causa de resistencia multiple en las bacterias Gram negativas, principalmente en bacterias

entéricas (Antunes et al., 20006).

a) Integrones de clase 1: estructura y funcion

Los integrones se descubrieron a principios de la década de los afos de 1980, se caracterizan por
ser capaces de captar genes que codifican determinantes de resistencia a antibidticos. Se
encuentran ampliamente diseminados entre especies de la familia Enterobacteriaceae y otras
bacterias Gram negativas (Vibrio cholerae y Pseudomona aeruginosa). Recientemente se ha
descrito la presencia de éstos en bacteria Gram positivas como Corynebacterium glutamicum.
(Sabaté y Prats, 2002). Los integrones pueden capturar genes (exdgenos) e incorporarlos por un
mecanismo de recombinacion sitio-especifica, denominandose cassettes de genes (Rao et al.,
2008).

La clasificacion de los integrones se basa en la secuencia de la integrasa. Actualmente, se
conocen nueve clases. Los miembros de la clase 1, 2 y 3, contienen cassettes de genes que
confieren resistencia a los antimicrobianos; los de las clases 4, 5, 6 y 7, contienen cassettes de
genes que no codifican la resistencia a los antimicrobianos; el integron de clase 9 contiene un
cassette genes de resistencia a antimicrobianos y otros cassettes de genes de funcion
desconocida; mientras que el integron de clase 8 no presenta ningun cassette de genes (Sabaté y

Prats, 2002).

Estructura de Integrones de Clase 1.
Un integron consta de tres regiones, dos regiones conservadas y una region variable (Ahmed et
al., 2005). En el extremo 5 conservado se encuentra el gen Intl que codifica para una integrasa,
adyacente a Intl se encuentra el sitio de recombinacion sitio-especifica attl en el que se integra el
cassette, y por ultimo un promotor (P,,) necesario para la expresion de los cassettes de genes
integrados (Fig 1). En el extremo 3 conservado se localizan los genes gacEA1, Sull, responsables
de la resistencia a antisépticos y sulfonamidas respectivamente, ademas de un marco de lectura

abierto (orf5). Entre las dos partes conservadas se localiza la region variable en tamafio y
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composicion, en el cual se insertan los cassettes génicos (Lévesque et al., 1995; Chang et al.,
2000).

El lugar de recombinacion sitio especifica attl esta formado por 65 pares de bases en el cual los
genes capturados son integrados gracias a la accion de la integrasa (Int). Esta integrasa, de
aproximadamente 1 kb, pertenece a la familia de las recombinasas (Fig. 1). En total, un integron
simple sin cassettes de genes incorporados posee un tamafio aproximado de 1.1 kb. Los cassettes
de genes pueden aparecer como moléculas de ADN circular no replicativas, pero habitualmente
se encuentran en los integrones como secuencias lineales, generalmente contienen un unico gen y
en posicion 3 presentan una secuencia de recombinacion especifica de sitio conocida como attC,
o también denominada elemento de 59 bases (59-be), a través de la que se efectia su
reconocimiento y movilizacion. Los cassettes son movilizados por la integrasa que reconoce el
lugar attC del cassette de genes y el lugar receptor attl del integron, permitiendo asi la tanto la
integracion como la escision de dichos cassettes.

La insercion y/o escision de los cassettes dentro del integron desempefia una funcién importante
en la incorporaciéon y formacion de nuevas combinaciones de genes de resistencia a
antimicrobianos. Los cassettes de genes normalmente no poseen promotores y son transcritos
haciendo uso del promotor del integron en un ARNm policistronico que confiere una relativa

disminucion de la transcripeion en los genes mas distales.
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5:CS [ attif 3-CS
intl1 qacEAT sul1 orf5

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de un integréon de clase 1. Region 5’conservada
caracterizada por el gen codificante de la integrasa (intl 1) involucrada en la escision e integracion de los genes
cassette, el lugar especifico de recombinacion (attl 1) y un promotor (P,,) que permite la expresion de los genes
cassette insertados. Region 3’conservada que incluye un gen de resistencia a antisépticos (qacEA1), un gen de
resistencia a sulfonamidas (sul 1), y un marco de lectura abierto (orf5). La region variable es el o los genes cassette
integrados por la integrasa, responsables de la resistencia a antimicrobianos (Sabaté y Prats, 2002; Recchia y Hall,
1995).

1.2.4 Multirresistencia y asociacion con integrones de clase 1

La aparicion y propagacion de la resistencia a los antibidticos entre patdgenos bacterianos es un
ejemplo destacado que se ha observado en bacterias (Mazel 2006). A través de la incorporacion
en transposones y plasmidos, los integrones participan en la captura y difusion de genes de
resistencia entre las bacterias. El hecho de que se estén confiriendo genes de resistencia a los
antibioticos es comunmente por el uso en el tratamiento de las infecciones humanas pueden ser
adquirido por cepas que son capaces de albergar integrones lo cual puede potenciar las
posibilidades de la seleccion por una variedad de diferentes antimicrobianos (Antunes et al.,
20006).

Elementos genéticos moviles, que portan genes de resistencia, han sido previamente reportados
en Enterobacterias como Escherichia coli, Shigella spp., Salmonella spp., y Campylobacter spp.
(Cabrera et al., 2006). Los integrones de clase 1 son los que frecuentemente se encuentran en
aislados clinicos, encontrandose de un 40 a un 70% en bacterias Gram negativas. (Gillings et al.,

2008) constituyen una gran importancia en el desarrollo de la resistencia ante una variedad de
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bacterias entéricas incluyendo al género Salmonella. (Cabrera et al., 2006). Salmonella enterica
cuenta con cepas cada vez mas resistentes a multiples agentes antimicrobianos, la rapida
aparicion y difusiéon de la multirresistencia parece estar asociada con la adquisicion horizontal
de genes, transportados a menudo en elementos moviles de ADN que codifican para varios genes
especificos de resistencia. (Lynne et al., 2008). Salmonella enterica serovar Tiphymurium fagos
DT104 y DTI104b se asocian a menudo con la resistencia simultinea a cinco agentes
antimicrobianos, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina, los
determinantes correspondientes a tal multirresistencia se concentran en una parte del cromosoma
bacteriano en donde dicho desarrollo ocurrié como resultado de los eventos de recombinacion
entre el ADN del plasmido y otros elementos genéticos moviles incluyendo integrones de clase
1. (Daly et al., 2004). Ademas en otro estudio se encontrd que Salmonella enterica mostré que el
64% de las cepas presentaron multirresistencia, en donde Salmonella Tiphymurium fue el
serotipo mas frecuente, encontrandose altos niveles de resistencia a tetraciclina, espectinomicina,
ampicilina y cloranfenicol. (Cabrera et al., 2006) Salmonella Newport posee cepas cada vez mas
resistentes a multiples agentes antimicrobianos, el incremento se encuentra asociado con la

adquisicion de multiples genes de resistencia (Lynne et al., 2008).
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1. JUSTIFICACION

La salmonelosis es un problema de salud publica de distribucion mundial que ain permanece
siendo una de las principales enfermedades gastrointestinales en los seres humanos asociada a
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). El uso inadecuado e indiscriminado de
antibioticos contribuye al aumento de la resistencia bacteriana, dificultando los tratamientos y
aumentando la morbilidad asociada a las infecciones causadas por Salmonella enterica.

En el estado de Michoacan no existen estudios previos sobre los tipos de elementos genéticos
asociados a la resistencia multiple a antibidticos en cepas de S. enterica. Este conocimiento es
importante porque puede ser la base para disefiar estrategias que prevengan la diseminacion de la
resistencia a antibioticos. Por otra parte, el conocimiento de los factores genéticos asociados a la
resistencia a antibidticos puede contribuir a mejorar los tratamientos, disminuyendo los costos

asociados y la morbilidad.

I11. HIPOTESIS

Los aislados de Salmonella enterica obtenidos de productos carnicos y lacteos del estado de
Michoacédn presentan resistencia multiple a antibioticos y dicha resistencia esta asociada a la

presencia de integrones de clase 1.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Determinar la relacion entre la resistencia a antibidticos y la presencia de integrones clase

1 en aislados de Salmonella enterica obtenidos del estado de Michoacan.

IV.2 Objetivos especificos

Evaluar la resistencia a 12 antibidticos de los distintos serotipos de Salmonella enterica

aislados de productos céarnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan

Detectar la presencia de integrones de clase 1 en los aislados de Salmonella enterica de

interés.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo de aislados de Salmonella enterica
en medios selectivos (caldo Rappaport, agar
XLD, agar SS, agar HE)

S

Determinacion de la resistencia a los Extraccion de ADN gendmico
antibioticos mediante el método de

Kirby Bauer ll

Amplificacion por PCR utilizando
iniciadores especificos para integrones
de Clase |
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VI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 Material bioldgico.

Para este trabajo se utilizaron un total de 127 aislados de Salmonella enterica subespecie
enterica provenientes de carne de animales y quesos de diferentes municipios del Estado de
Michoacan colectados durante los afios de 2008 y 2009 (Regalado, 2010). Las cepas previamente
identificadas y serotipificadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica, fueron conservadas en
agar francés a temperatura ambiente hasta su uso para realizar los estudios de sensibilidad

antimicrobiana y andlisis molecular.

Tabla No. I. Serotipos de los aislados de Salmonella enterica utilizados en este estudio

Serotipo % de aislados Serotipo % de aislados
Salmonella Tiphymurium 20% (16/127) Salmonella Reading 3% (2/127)
Salmonella Anatum 19% (15/127) Salmonella London 3% (2/127)
Salmonella B. 16% (13/127) Sa'mggﬁg?éféay El 3% (2/127)
Salmonella Agona 13% (11/127) Sin serotipo 3% (2/127)
Salmonella Give 9% (7/127) Salmonella Poona 1% (1/127)
Salmonella Derby 8% (6/127) Salmonella Oranienburg 1% (1/127)
Salmonella Vejle 8% (6/127) Borissﬂgfg‘gt':iians 1% (1/127)
Salmonella c1 6% (5/127) Salmonella Enteritidis 1% (1/127)
Salmonella Panama 5% (4/127) Salmonella Infantis 1% (1/127)
Salmonella Havana 4% (3/127) Salmonella Meleagridis 1% (1/127)
Salmonella Senftenberg 4% (3/127) Salmonella 35 1% (1/127)
Salmonella Adelaide 4% (3/127) Salmonella Lockleaze 1% (1/127)
Salmonella Newport 4% (3/127) Salmonella D monofasica 1% (1/127)
Salmonella Muenster 4% (3/127) Salmonella Saintpaul 1% (1/127)
Salmonella Sinstorf 3% (2/127) Salmonella Sandiego 1% (1/127)
Salmonella Muenchen 3% (2/127) Salmonella | 1% (1/127)
Salmonella Mbandaka 3% (2/127) Salmonella Weltevreden 1% (1/127)

V1.2 Aislamiento de cepas.
Las bacterias conservadas fueron rescatadas mediante siembra en caldo Luria Bertani (LB),
seguido de incubacion a 37°C durante 24 h. El reaisalmiento se realiz6 en el agar selectivo y

diferencial para Salmonella (Agar Hektoen Entérico HE) incubando a 37°C durante 24 h.
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Colonias aisladas no fermentadoras de lactosa se inocularon en Agar Luria Bertani (LBA) con

incubacién a 37°C durante 24 h.

V1. 3 Determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos

La determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos se llevo a cabo mediante el método de
difusién en placa (Método Kirby-Bauer) siguiendo las instrucciones descritas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Se seleccionan de 3 a 4 colonias bacterianas aisladas
crecidas durante 8 h a 37°C, se transfieren a un tubo con 3 ml de caldo Mueller Hinton estéril
ajustando la turbidez del inoculo con la turbidez del estdndar 0.5 de McFarland (equivalente
aproximadamente de 1 a 2 x 10° UFC/ml), después se sumerge un hisopo estéril y se inocula en
tres direcciones sobre la totalidad de la superficie de la placa de Agar Mueller Hinton, cuando el
inoculo se ha secado (de 3 a 5 min) con una pinza estéril se toman los multidiscos (multidiscos
Gram negativos, BIO-RAD) vy se colocan presionando ligeramente sobre la superficie del
inoculo en un tiempo menor de 15 minutos después de haber inoculado la placas, posteriormente
las placas se incuban de 16 a 18 h a 37°C. La lectura del didmetro de la zona de inhibicion

resultante se reporta de acuerdo a las especificaciones del proveedor. (Tabla No. I1)

Tabla No. Il Antibioticos utilizados para la determinacion de sensibilidad antimicrobiana

(Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2006). (Bio-Rad. Multidiscos Gram negativos.

Instructivo de uso).
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N Cantidad de . . Sensible
Agente antimicrobiano ant_lt_)lotlco Resistente (mm) | Intermedio (mm) (mm)
utilizada
Amikacina (AK) 30 ug <14 15-16 >17
Ampicilina (AM) 10 ng <13 14-16 >17
Carbenicilina (CB) 100 pg <19 20-22 >23
Cefalotina (CF) 30 ug <14 15-17 > 18
Cefotaxima (CTX) 30 ug <14 15-22 > 23
Ceftriaxona (CRO) 30 ug <13 14-20 >21
Cloranfenicol (CL) 30 ug <12 13-17 > 18
Gentamicina (GE) 10 ng <12 13-14 >15
Netilmicina (NET) 30 ug <12 13-14 >15
Nitrofurantoina (NF) 300 ug <14 15-16 >17
Pefloxacina (PEF) S5ug <14 15-22 >23
Trimetroprim-
Sulfametoxasol (STX) 25 hg =10 tals =16
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V1.4 Extraccion de ADN de células bacterianas

Las colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo LBA durante 8 h a 37°C, se cosechan con
ayuda de una espatula estéril y se colocan en un microtubo para agregar 400 uL de buffer de lisis
(Tris-HC1 100mM pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100mM, EDTA 50mM). Agitandose vigorosamente
en vortex durante 10 minutos. A continuacion se agregan 400 pL de durante 5 minutos
cloroformo agitandose en vortex. Se centrifuga durante 10 minutos a 10, 000 rpm y el
sobrenadante se transfiere a un tubo limpio cuidando de no arrastrar la fase organica. Se extrae
con 1 volumen de fenol-cloroformo, centrifugando durante 5 minutos a 10, 000y el sobrenadante
se transfiere a un tubo limpio. E1 ADN obtenido se precipita con 1 volumen de isopropanol frio
incubando 10 minutos a -20°C y centrifugando durante 10 minutos a 10, 000 rpm, el
sobrenadante se desecha y la pastilla se lava 2 veces con 250 uL de etanol 70% y se deja secar a
temperatura ambiente para finalmente resuspender en 1 volumen minimo de agua,
aproximadamente 20 pL. La integridad del ADN obtenido se visualiza llevando a cabo una
electroforesis en geles de agarosa al 1%, empleando técnicas convencionales (Sambrook y col.,

2001). E1 ADN aislado se guarda a -20°C hasta su utilizacion.

VI. 5 Amplificacion del ADN por PCR

Se utilizé el par de iniciadores dirigidos a las regiones conservadas de integrones de clase 1: 5°
CS (GGC ATC CAA GCA GCA AG) Y 3" CS (AAG CAG ACT TGA CCT GA) (Guerra et al.,
2001) La composicion de la mezcla de incubacion para la PCR fue la siguiente: Tris-HCI pH
9.0 10 mM. MgCl, 1.0 mM, 0.2 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0.5 mM de cada iniciador, 0.5 U de Taq polimerasa y 25 ng de ADN en un volumen total
de 25 pL. La Reaccion de PCR se realizé en un termociclador GeneAmp® PCR system 2700 de
Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min,
seguido por 35 ciclos, desnaturalizacion a 94°C por 45 seg, alineamiento de iniciadores a 55°C
por 45 seg, extension a 72°C por 45 segundos. Una vez completados los 35 ciclos una extension
final a 72°C por 7 min. Los productos de PCR obtenidos se visualizan en geles de agarosa al 1%

empleando técnicas convencionales (Sambrook y col., 2001).
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VIl. RESULTADOS.

VII. 1 Determinacion de la susceptibilidad a antimicrobianos.

De los antibidticos probados en las cepas de estudio, aquellos en los cuales se observaron los
mayores porcentajes de resistencia, por arriba del 20% de los aislados estudiados, fueron CB,
CL,AM,STX, con 39%, 27%, 26% y 25%, respectivamente. El segundo grupo de antibidticos
estd conformado por aquellos en los cuales los porcentajes de resistencia fueron superiores al
10% pero inferiores al 20%; este fue el caso de GE y CF con 15% y 13%, respectivamente. Por
ultimo estan los antibidticos en los cuales los porcentajes de resistencia fueron inferiores al 10%,
encabezados por la NF con un 9%, seguido por AK y CTX con un 8%, NET y PEF con un 6%, y

finalmente CRO 4% de resistencia en los aislados de estudio (Fig. No. 2).

39%

porcentaje

Figura 2. Porcentaje de aislados de Salmonella enterica resistentes a los antibidticos probados. Clave: STX,
Trimetoprim Sulfametoxazol; PEF, Pefloxacina; NF, Nitrofurantoina; NET, Netilmicina; GE, Gentamicina; CL,
Cloranfenicol; CRO, Ceftriaxona; CTX, Cefotaxima; CF, Cefalotina; CB, Carbenicilina; AM, Ampicilina; AK,
Amikacina.

Los patrones de resistencia a antibidticos variaron de acuerdo a los distintos serotipos,
distinguiéndose algunos con resistencia a la mayoria de antibioticos probados. Asi, en el caso de

aislados de Salmonella Tiphymurium y Salmonella Panama se encontré resistencia a 10 de los 12
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antibioticos ensayados. En Salmonella B se presenté resistencia a 9 antibidticos y en Salmonella
Anatum a 8, mientras que Salmonella Agona y Salmonella cl resultaron resistentes a 6
antibioticos. En otros casos las cepas fueron resistentes a menos de la mitad de los antibidticos
evaluados. Por ejemplo, Salmonella Vejle fue resistente 5 antibioticos, Salmonella Give a 4 y por
ultimo Salmonella Derby sélo presento resistencia a un antibidtico (Fig. No. 3). No obstante, es
importante hacer notar que estos porcentajes estan influenciados por el nimero de aislados de
cada serotipo. Por ejemplo, en el caso de S. Typhymurium el nimero de aislados estudiados fue

de 16, mientras que en el caso de S. London solo se estudiaron dos aislados.
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Figura 3. Patron de resistencia a antibio6ticos de los distintos serotipos de Salmonella enterica. La clave de los
antibidticos es la misma que aparece en la Figura 1.

El 30% del total de los aislados estudiados fueron multirresistentes, debido a que presentaron
resistencia al menos a tres antibioticos. Entre los serotipos el patrén de multirresistencia fue
distinto, entre los que presentaron un mayor porcentaje de mutirresistencia estan Salmonella

Tiphymurium con un 69% de los aislados, Salmonella Anatum con 53% y Salmonella Panama
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con 50%. Los serotipos con un porcentaje de multirresistencia menor al 50% pero mayor o igual
al 20% fueron Salmonella B con 23%, Salmonella c1 con 20%. Los serotipos Salmonella Vejle
(17%), Salmonella Give (14%) presentaron multirresistencia superior al 10%, mientras que

Salmonella Agona en un 9%. En el resto de los serotipos la multirresistencia se presentd en un
23% (Fig. No. 4).

otros serotipos,23%

Salmonella
Tiphymurium, 69%

Salmonella__——

Panama, 50%

Salmonella cl, 20%

Salmonella

Vejle, 17% Salmonella

Anatum, 53%

Salmonella
Give, 14%

Salmonella
Agona, 9%

Salmonella B., 23%
Figura 4. Porcentaje de aislados de Salmonella enterica que presentaron multirresistencia.

VI1. 2 Ensayos genético moleculares

El ADN extraido de las cepas de Salmonella enterica mostré buenos rendimientos e integridad
(Fig. No. 5).
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Figura 5 ADN total extraido de los aislados de Salmonella enterica. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. Carriles M, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, USA); carriles 1 a 5, ADN
extraido de aislados bacterianos de Salmonella enterica.

De un total de 119 aislados de Salmonella enterica se detectd la presencia de integrones de Clase
1 en el 65%. El 29% present6 un solo producto de amplificaciéon mientras que el 36% de los
aislados presentaron varios amplicones que oscilaron entre los 200 y los 4000 pb,. EI 35% de los

aislados no presentaron producto de amplificacion, indicando la ausencia de integrones clase 1

(Fig. No. 6).

El serotipo Salmonella Derby fue el que mostrd el mayor porcentaje de cepas con presencia de
integrones con un 100%, mientras que el serotipo Salmonella c1 fue el que menor porcentaje de

cepas presentd integrones clase 1 con un 40% (Fig. No. 7).
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Figura 6. Deteccion de integrones clase 1 en los aislados de Salmonella enterica. Geles de agarosa al 2% tefiidos
con bromuro de etidio que muestran los amplicones obtenidos al emplear los iniciadores especificos para integrones
de clase I. A) ejemplos de cepas de S. enterica que presentaron un de 0-1 amplicon. B) ejemplos de cepas que

presentaron mas de un amplicon. M, Marcador de Peso Molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, USA)
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Figura 7. Presencia de integrones de clase 1 en aislados de Salmonella enterica

En un 23% de los 119 aislados de Salmonella enterica estudiados se encontro relacidon entre la

multirresistencia a antibiodticos y la presencia de integrones.
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Tabla No. Il Relacion entre la multirresistencia y presencia de integrones de clase 1 en los

aislados de Salmonella enterica

Porcentaje de presencia
Serotipo aislados totales | multirresistencia de
por Serotipo integrones
Salmonella tiphymurium 20% 69% 60%
Salmonella anatum 19% 53% 62%
Salmonella B. 16% 23% 70%
Salmonella agona 13% 9% 70%
Salmonella give 9% 14% 57%
Salmonella derby 8% 0% 100%
Salmonella vejle 8% 17% 80%
Salmonella c1 6% 20% 40%
Salmonella panama 5% 50% 50%
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VII11. Discusién

En el presente trabajo se analiz6 la resistencia a antibidticos de aislados de S. enterica
provenientes de productos carnicos y lacteos del estado de Michoacan. Este estudio es
importante debido a que en el estado de Michoacan aun es limitado el conocimiento que se tiene
en dicha area. El conocimiento sobre los patrones de resistencia a antibioticos de las cepas de
estudio es importante desde el punto de vista de salud publica y también en el area
epidemioldgica. En el aspecto de salud publica el conocimiento sobre a cuales antibidticos son
resistentes las cepas de S. enterica puede contribuir en el futuro a optimizar los tratamientos de
pacientes con salmonelosis. Por otra parte, en relacion a los aspectos epidemioldgicos el presente
trabajo puede ayudar a conocer los patrones de dispersion de resistencia a sobre distintas areas
geograficas del estado.

Nuestros datos muestran que el 39% de las cepas analizadas fueron resistentes a carbenicilina, un
27% a cloranfenicol, un 26% a ampicilina y un 25% a trimetoprim sulfametoxazol. Estos
resultados coinciden con estudios previamente realizados en donde se reportan altos porcentajes
de resistencia a dichos antibidticos (Chen et al., 2004; Antunes et al., 2006; Guerra et al., 2000).
Asi, en un estudio en el que se analizaron 25 Cepas de S. enterica serotipo Enteritidis se
encontrd que el 100% eran resistentes a ampicilina . (Sow-Gassama et al., 2007). Otro estudio
realizado sobre distintos serotipos mostrd un 92.5% de resistencia a trimetoprim sulfametoxazol,
57.5% a doxyciclina, y un 5% a Cloranfenicol, kanamicina y cotrimoxazol de un total de 40
cepas analizadas. (Mafu et al., 2009)

En este estudio se encontrd que el 30% del total de los aislados analizados presentaron
multirresistencia a los antibidticos probados. La resistencia multiple a antibidticos muestra
valores variables en los estudios realizados, en los que los porcentajes de multirresistencia del
total de cepas estudiadas parecen variar de region en region y también de acuerdo al serotipo
analizado. Asi, en un estudio realizado con aislados de el principado de Asturias se encontré que
de 333 cepas analizadas el 13% eran multirresistentes (Guerra et al., 2000), mientras que en otro

caso en el que se evaluaron 1183 cepas aisladas en Portugal, el 21% presentd resistencia
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multiple (Antunes et el., 2006). Nuestro estudio presenta un porcentaje de cepas multirresistentes
superior al de dichos trabajos, no obstante, se han reportado porcentajes aun mayores, como el
caso del andlisis de 30 cepas aisladas en Japon, en cual el 63% fueron mutirresistentes (Hamada
etal., 2002).

En relacion al serotipo, nuestros datos muestran que la multirresistencia fue mayor en los
aislados del serotipo Tiphymurium con un 69%, seguido por el Anatum con un 53% y el Panama
con un 50%. Porcentajes de multirresistencia superiores al 50% se han reportado previamente
para el serotipo Tiphymurium, como el caso del estudio de Hamada et al. (2002) en el que 19
(63.3%) de 30 aislados presentaron dicha condicidon. Un estudio adicional con aislados de este
serotipo documenta una multirresistencia del 45% de un total de 83 aislados (Guerra et al.,
2000). En el caso del serotipo S. Panama se han reportado valores de multirresistencia del 23%
para un total de 30 aislados (Guerra et al., 2000). Tomando en cuenta todos estos antecedentes,
los porcentajes de multirresistencia encontrados en el presente trabajo para los serotipos
mencionados se encuentran entre los més altos documentados a la fecha.

El estudio de integrones clase 1 es importante en enterobacterias en general y en
Salmonella en particular debido a que estos elementos genéticos pueden estar relacionados con la
resistencia multiple a antibidticos y por su capacidad de movilizarse entre aislados. En este
estudio se detectd la presencia de dichos elementos en un 65% de de 119 aislados estudiados.
Como en el caso de la resistencia a antibioticos, la presencia de integrones clase I presenta una
gran variedad de resultados. Asi, mientras que en algunos reportes se detectan altos porcentajes
de presencia de integrones en los aislados de estudio, por ejemplo del 75% (Antunes et al.,
2006), en otros casos la presencia de estos elementos genéticos es considerablemente baja, por
ejemplo del 11.4% (Ahmed et al., 2005). En nuestro estudio se encontré en mayor porcentaje de
presencia de integrones de clase 1 en diversos serotipos de Salmonella enterica tales como:
Derby, Vejle, Anatum, Tiphymurium, Give, Panama y cl. Otros estudios han mostrado la
presencia de integrones en dichos serotipos (Daly et al., 2004; Rodriguez et al 2006)

En este trabajo encontramos que solo el 71% de las cepas multirresistentes mostraron la
presencia de integrones clase 1. Otros estudios han mostrado relaciones de 20% (Sow-Gassama et
al., 2007). En aquellas cepas que fueron multirresistentes y no se encontraron integrones clase 1

es necesario buscar otro tipo de elementos genéticos. En la actualidad existen iniciadores para
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buscar alrededor de 3 secuencias genéticas asociadas a la resistencia a sulfonamidas: sull, sul2 y
sul3. EI gen sull normalmente se encuentra vinculado a consecuencia de su localizacion en
integrones de clase 1, en cepas de casos clinicos con resistencia a multiples antibioticos (Pérez-
Trallero e Iglesias, 2003: Hammerum et al., 2006, Antunes et al., 2005). Alrededor de 38 genes
tet y otr responsables de la resistencia a Tetraciclinas, asociados a plasmidos, transposones
simples o conjugativos e integrones que pueden transferirse asi a otras bacterias comensales o
patogenas. (Tafolla, 2009).

La alta multirresistencia y presencia de integrones de clase 1 aqui encontrados sugiere que
serotipos del género Salmonella son reservorios importantes de resistencia a los antimicrobianos
y que presentan un grave problema de Salud Publica. La transferencia horizontal de genes
causantes de resistencia a antimicrobianos es de especial interés en patdgenos humanos

incluyendo a las enterobacterias.
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