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RESUMEN

Las bacterias patdgenas como Salmonella enteritidis habitantes naturales del
tracto intestinal de diversos animales incluyendo al hombre, esta comunmente
en heces fecales, agua y alimentos contaminados. La presencia de Salmonella
esta determinada por las condiciones bioldgicas vy fisicoquimicas del ambiente
que permite su supervivencia, desarrollando mecanismos de adaptacion a
condiciones ambientales adversas. El objetivo del proyecto fue determinar la
presencia de los genes de la integrasa clase | y clase Il y comparar el patron de
la multirresistencia antimicrobiana en aislamientos de S. enteritidis, S. typhiy S.
gallinarum aisladas a partir de casos clinicos en humanos y aves. Se
estudiaron 57 cepas de S. enteritidis, 2 de S. gallinarum, 3 de S. typhi, 1 de
Escherichia coli que se utilizaron como cepas de referencia. Todas las
bacterias fueron sometidas a pruebas bioquimicas para corroborar la especie,
después fueron analizadas amplificando un fragmento de 500 pb de la
subunidad 16s ribosomal. Posteriormente se determiné la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de difusion en placa de Kirby-Bauer utilizando
discos con antibiéticos para bacterias gram-negativas y un  método
automatizado. Para determinar la presencia de los genes de las integrasas
clase | y Il se utilizO ADN cromosomal de S. enteritidis por medio de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El analisis de patron de
resistencia antimicrobiana fue mas alto para los siguientes antibiéticos:
nitrofurantoina (97.1%), gentamicina (88.6%), trimetropim/sulfametoxazol
(57%), ampicilina (57%). Todas las cepas presentaron sensibilidad a

cefotaxina, y levofloxacina. La presencia del integron clase | tiene un



fragmento amplificado de 1196pb y para el integrén clase Il es de 1096 pb en
cepas de salmonella enteritidis.

De los resultados obtenidos concluimos que existe una correlacion entre el
perfil de la resistencia antimicrobiana determinada con los métodos utilizados
convencionalmente y la presencia de los genes de la integrasa que se localizan
dentro de los integrones de clase | y clase Il. ElI 50 o 60% de las cepas se
mostro alguno de los dos integrones y un 10% no se encontré ninguno de los
dos integrones aun presentando resistencia y el 30% no presento resistencia

en ninguno de los dos integrones.
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1. INTRODUCCION

El interés por incrementar el consumo de productos pecuarios nacionales libres de
agentes microbianos potencialmente patdgenos para el hombre como es el caso de
Salmonella, obliga a la adquisicion de practicas de produccion adecuadas ademas de
técnicas de diagndstico y tratamiento que generen productos libres de salmonella
para evitar la presencia de portadores.

La salmonelosis es una enfermedad de origen alimentario, la fuente mas frecuente
de infeccién son los alimentos contaminados por mal manejo o procedentes de
animales enfermos’. En este sentido, la Secretaria de Salud en México reporta
anualmente mas de 60,000 casos de salmonelosis, por tal motivo es una de las
zoonosis mas importantes?.

Las bacterias del género Salmonella ocasionan grandes pérdidas econdmicas en la
industria avicola y causan graves problemas en la salud publica ademéas de que
ciertos serotipos son capaces de producir gastroenteritis en humanos. Entre otras
enfermedades endémicas sigue siendo un problema en la préactica veterinaria y
humana.

El uso de antibioticos en la produccion pecuaria ha tenido histéricamente un enfoque
doble; por un lado su empleo terapéutico y por otro, su empleo como promotores de
crecimiento. La utilizacion de antibidticos en las explotaciones de aves presenta una
caracteristica comun: su administracion se realiza fundamentalmente por via oral
puesto que resulta mas facil en términos de manejo, tiempo y costo, ain cuando se

trata de tratamientos que se deben repetir y prolongar en tiempo.



Existen varios antibiéticos que son utilizados como promotores de crecimiento en la
industria pecuaria con la finalidad de prevenir enfermedades bacterianas y mejorar el
crecimiento de los animales que se explotan de forma intensiva como cerdos, aves y
bovinos de leche entre otros.

Al principio no se plantearon restricciones para su uso y cualquier antibiotico, podia
ser utilizado como promotor de crecimiento en la alimentacién de los animales. Sin
embargo el uso indiscriminado de los antibioticos, en medicina humana y animal,
generd una gran resistencia de microorganismos causantes de enfermedades y por
lo tanto la utilidad clinica de algunos antibiéticos perdio eficacia.

Las bacterias se hacen resistentes a los antibidticos por cambios en su material
genético generando clonas resistentes, ya sean patdégenas o saprofitas. Estas
bacterias, una vez, modificadas pueden transmitir sus caracteristicas por transmision
vertical o transferir sus genes de resistencia a otras especies bacterianas a través de
una transmision horizontal y de esta forma adquieren caracteristicas para ocasionar

infeccién en humanos y animales.®

1.1. Caracteristicas del Género Salmonella

Determinar la especie y subespecie de este género se realiza por diferentes pruebas
bioquimicas y por serotipificacion. Este género bacteriano fermenta glucosa con
produccion de gas excepto S. typhi, no fermentan la lactosa, no producen indol, no
degradan la urea y descarboxilan la lisina y la ornitina. Se desarrollan entre 8°y 45C

y a pHs que varian entre 4 y 8, no sobreviven a temperaturas mayores de 70C. *°



Las bacterias del género Salmonella crecen con rapidez en medios enriquecidos
como caldo nutritivo, caldo tripticasa soya, caldo de Luria-Bertani (LB) asi como en
otros medios selectivos como caldo selenito, caldo tetrationato y medios diferenciales
como agar MacConkey, sulfato de bismuto, verde brillante y medio Salmonella-

Shigella (Fig. 1).

A.- Salmonella en agar MacConkey B.- Salmonella en agar Salmonella-Shigella
Figura 1. A.-Cultivo de Salmonella en agar MacConkey colonias incoloras transparentes
lactosa negativas y agar Salmonella-Shigella, B.- colonias con un centro negro, lo que indica

gue producen acido sulfhidrico ( H,S).

1.2. Clasificacion de S. enteritidis

Se describié por primera vez en 1880 por Ebert y después por Giffy. EI nombre
genérico salmonella fue propuesto por Lingniere en 1900 en honor a D.E.Salmon.

Se han llegado a identificar mas de 2,400 serotipos segun su estructura antigénica.

Los principales antigenos utilizados para la tipificacion de salmonella son: Los



antigenos somaticos "O" que son parte del lipopolisacarido de la membrana externa
similar a otras enterobacterias. El antigeno flagelar "H" termolabil es difasico porque
existen en dos fases, una especifica que es compartida por pocos microorganismos y
reaccionan solo con antisueros homologos y otra no especifica que se comparte con
muchos microorganismos y presentan reaccién cruzada con antisueros homoélogos®

Estos antigenos fueron clasificados por Kauffman-White” de acuerdo a la tabla 1 las
Salmonellas se agrupan con base a antigenos "O" y los grupos son designados con
letras mayusculas A a |, ademas se lleva a cabo una subdivision de los grupos
principales en especies por la determinacién de los antigenos restantes "O" y "H". ’

TABLA 1. FORMULAS ANTIGENICAS SEGUN ESQUEMA DE Kauffman-White

SEROVAR ANTIGENOS SOMATICOS ANTIGENOSFLAGELARES(H)

(0) FASE | FASE 2

GRUPOO:2(A)

Paratyphi A 1,2,12 A (15)
Nitra 2,12 g.m -
Koessen 2,12 1v 15
GRUPO 0:4(B)

Kisangani 14.5) 12 A 2
Nakuru 4,(5),12 B 12
Paratyphi B

GRUPO 0:9(D,)

Typhi 9,12(Vi) D

Berta 1,912 [.9. 1]

GRUPO 0:3,10 (Ey

Anatum 3,10,(15),(15,34) eh 1,6
London 3,10,(15) 1v 1,6

Esquemas de Kauffman-White. Primera columna indica el nombre de la serovariedad, la especie y subespecie a
que pertenece con las siglas |, ILIIAIV,V Y VI; la segunda columna indica los antigenos sométicos, los nimeros
indican el o los factores del antigeno "O" y se escriben separados por una coma, las serovariedades son
organizados en grupos somaticos caracterizados por un factor "O" principal (subrayado) ; los factores "O" no
subrayados o "H" entre corchetes pueden estar presentes o no; los factores "O" 0 "H" entre paréntesis aglutinan
débilmente. El esquema Kauffmann-White presenta 67 grupos con el antigeno "O", que van desde el grupo A
hasta la Z (O:1 hasta el 0:67)°



Otra clasificacién hecha por Swing y col. emplean los mismos tipos antigénicos, para

el género Salmonella y proponen 3 especies conformada de la siguiente manera: S.

Choleraesuis, S. typhi y S. enteritidis siendo la mayoria de los serotipos Salmonella

enteritidis.

Las clasificaciones han sufrido varias modificaciones en los ultimos afos. El centro

para el control de enfermedades de Atlanta E.U. ha dividido a este género en dos

especies.

ESPECIE

SUBESPECIES

Salmonella enterica (6 subespecies)

Salmonella enterica subesp.

enterica (1);

Salmonella enterica subesp.

salamae (lI);

Salmonella enterica subesp.

arizonae (llla);

Salmonella entérica subesp.

diarizonae (llIb);

Salmonella entérica subesp.

houtanae (IV);

Salmonella entérica subesp.

indica (VI);

Salmonella bongori

Las bacterias del género Salmonella typhimurium, S. gallinarum, S. enteritidis y S.

choleraesuis asi como otras bacterias entéricas, poseen elementos moviles como

plasmidos y transposones donde se localizan genes que codifican para la virulencia y

la resistencia. En estas bacterias se han encontrado plasmidos de alto peso

molecular (50 a 100 kb), en ellas se encuentran genes que codifican para toxinas asi

como genes que confieren multirresistencia a diferentes antibiéticos (Fig. 2) °”.
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Figura 2.- Esquema de una enterobacteria.*

1.3. Caracteristicas Fisiologicas de  Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los miembros de
este género Salmonella son bacilos Gramnegativos que tienen 0.7 de ancho por 1.5
pum de largo generalmente son méviles por flagelos peritricos, excepto S. gallinarum y
S. Pullorum, son anaerobios facultativos no esporulados.

Cuando se cultiva Salmonella en los medios de aislamiento primarios, ya sean
diferenciales o selectivos, sus colonias son pequefias, miden menos de 1mm de
diametro, de color gris claro o blanquecino, circulares, convexas, lisas y de bordes

definidos.? %10

Cuando se cultivan en los medios de aislamiento que contienen como sustrato de

diferenciacion la lactosa, las colonias de Salmonella se observan como no



fermentadoras del carbohidrato, producen acido y gas a partir de la glucosa, algunas
especies como Salmonella typhi, son anaerobios facultativos.® ***?

Producen acido y gas a partir del manitol, dulcitol y sorbitol. Raramente utilizan en su
metabolismo la lactosa, sacarosa, salicina o adonitol. La produccion de indol es
excepcional, no desaminan la fenilanina ni hidrolizan la urea. Carecen de enzima
citocromo-oxidasa, son ureasa, lipasa negativos; lisina y ornitina descarboxilasa
positiva, habitualmente producen acido sulfhidrico a partir de una fuente inorganica
de azufre, el tiosulfato. Como fuente de carbono la mayoria de los serotipos
excluyendo a Salmonella typhi utilizan el citrato.

Las salmonellas toleran grandes cantidades de bilis y son resistentes a sustancias
guimicas como el verde brillante, tetrationato y desoxicolato de sodio que inhiben el

crecimiento de otras bacterias intestinales, los cuales son incluidos en los medios de

cultivo con el objetivo de aislar salmonellas.’*?

1.4. Enfermedades causadas por Salmonella

La salmonellosis generalmente se manifiesta en dos formas principales: La
gastroenteritis y la septicemia.

La gastroenteritis o0 intoxicacion por alimentos es una infeccion restringida a la
mucosa intestinal, causada por toxinas producidas por diversos serotipos del género
Salmonella, siendo los mas comunes S. typhimurium y S. enteritidis. La capacidad
infecciosa de una cepa se relaciona con su serotipo y el tamafo del inoculo, ya que

la tasa de infeccion va desde 10" hasta 10° microorganismos aproximadamente y los



sintomas se manifiestan a las 18 horas después del consumo de alimento
contaminado con este microorganismo.

Después de su ingestion por via oral tiene que librar la respuesta inmune
inespecifica del huésped, como el pH acido del estomago, la peristasis y la flora
normal; posteriormente se instala y coloniza el intestino para generar la
enfermedad.***°
La septicemia. Conocida como salmonelosis o fiebre tifoidea y fiebre paratifoidea, es
causada por S. typhi y los serotipos S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C
respectivamente.

La infeccion por Salmonella se da en dos fases: la puerta de entrada es la via
digestiva, donde el bacilo debe sobrepasar la barrera defensiva representada por la
acidez gastrica antes de adherirse e invadir las células del epitelio intestinal,
penetran por medio de genes de virulencia en su interior, donde se multiplica y
producen alteraciones histopatolégicas.**?*

Cuando la infeccidn no se limita en la lamina propia las bacterias migran a la
circulacion hematica produciendo lesiones focales casi en cualquier tejido
produciendo osteomielitis, neumonia, abscesos pulmonares, meningitis o
endocarditis secundaria. Esta manifestacion de salmonelosis se caracteriza por

fiebre, escalofrios, anorexia y anemia. Generalmente la gastroenteritis es leve o

incluso ausente.??



1.5. PATOGENESIS

Las Salmonellas son microorganismos que producen varios factores de virulencia
como son:

Los antigenos de superficie, factores que contribuyen a la invasividad, endotoxinas,
citotoxinas y enterotoxinas. El papel de cada factor en la patogenia de la infeccion
varia segun el serotipo involucrado en la infeccion y el huésped, asi muchos
serotipos se adaptan y son huéspedes especificos. **

La capacidad infecciosa de una cepa se relaciona con su serotipo y el tamafio del
inoculo. Se ha llegado a observar que una tasa de infeccion aproximadamente del
50% con 10" microorganismos, y la capacidad infecciosa aumenta a un 90% con 10°
microorganismos®’. Los serotipos humanos que causan gastroenteritis como la
Salmonella no tifoidicas se limitan en su infeccion a la mucosa intestinal y a los
nodulos linfaticos regionales. Cuando la Salmonella llega a una distancia critica de la
célula las microvellosidades comienzan a sufrir un proceso llamado ruffling
(ondulaciones), hasta que la bacteria y el enterocito quedan adheridos, esta etapa
involucra varios tipos de pili o fimbrias, entre ellas la fimbria tipo 1, fimbria polar larga
y la fimbria agregativa delgada. Entonces comienza la entrada de la Salmonella a
través de las microvellosidades que ya fueron degeneradas y son rodeadas en una
vacuola membranal que migra a la region basal de la célula, es decir a una capa
delgada que se encuentra por debajo del enterocito. Mientras se lleva a cabo el
proceso de internalizacion en el citoplasma, este va sufriendo degeneracion, pero al
igual que las microvellosidades se reparan posteriormente. La bacteria llega hasta la

lamina propia que es la capa de sostén de tejido conectivo, la cual transporta sangre



y linfa, ademéas de contener importantes elementos para la produccién de
anticuerpos (Ac) ya que participan en la respuesta inmune del intestino. En esta zona
la bacteria estimula una reaccion inflamatoria caracterizada por la presencia de un
gran numero de polimorfonucleares; muchos de los cuales portan la bacteria ya
fagocitada, la cual resiste los niveles de hierro, bajo pH y oxido nitrico. Durante las
siguientes 24 horas los enterocitos y el lumen quedan libres de la bacteria, pero
persisten en la lamina propia y siguen multiplicAndose. La respuesta inflamatoria
también media la liberacion de prostaglandina (PGE;) estimulando la producciéon de
Adenosin monofosfato ciclico (CAMP), lo que origina una secrecion activa de liquidos

y electrolitos a lo que comUnmente llamamos diarrea (Fig.3).** "**

s Entra:ia N o2z Diarrea E>
‘ {,—__-_,"\\ & Renstscion Multiplicacion ~ Secrecion de agua y electrolitos
Salmonella /—E‘%ﬁ \"g\t‘
At ol
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\ !
_,}.' e
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Figura 3 .- Internalizacién de Salmonella con células epiteliales del intestino.”

Los animales que desarrollan gastroenteritis aguda pueden morir debido al

desequilibrio electrolitico que da como resultado una deshidratacién y acidosis, en

10



ocasiones se presenta fiebre, dolor abdominal; la enfermedad dura alrededor de 4
dias; aunque existen animales que sobreviven por periodos prolongados y
desarrollan lesiones intestinales graves y septicemia.'® La patogenia de Salmonella
se relaciona con varios genes cromosomales.

Los genes implicados en la virulencia de Salmonella son procedentes de especies
lejanamente emparentadas, ofrece al organismo receptor una forma muy rapida de
adquirir nuevas funciones. En este sentido, en bacterias del género Salmonella hasta
el momento se han identificado cinco islas de patogenicidad, las cuales poseen
varias caracteristicas. La primera isla de patogenicidad (SPI-1) es requerida para la
penetracion inicial a la mucosa intestinal y posee una proporcion de las bases
nitrogenadas guanina y citocina (42%) diferente del resto del genoma de la
Salmonella (52%). Puesto que el contenido en estas bases es bastante homogéneo
a lo largo del cromosoma bacteriano, regiones con proporciones de bases atipicas
denotan que han sido adquiridas por transferencia horizontal desde un organismo
gue tiene una composicion de bases diferente. En segundo lugar, el tamafo, orden y
orientacion de los genes dentro de esta isla es muy similar a los genes de invasion
contenidos en el plasmido de virulencia de las bacterias del género Shigella que
causa disenteria.?

La isla de patogenicidad tipo 2 (SPI Il) es necesaria para los estados subsecuentes
de infeccion sistémica. Esta localizada en el cromosoma de S. typhimurium, tiene un
tamafio de 40 kb y tiene por lo menos 32 genes que codifican proteinas que son
inyectadas dentro de células eucaridticas. Las proteinas son secretadas a través de

un segundo sistema de secrecion tipo lll, evitando la fusién del fagosoma y el
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lisosoma para que no se forme el fagolisosoma que puede digerir al microorganismo
ademas es necesaria para los estados subsecuentes de infeccion
sistémica.?+?>%0 2728

La isla de patogenicidad tipo Il (SPI- 1ll) es un segmento de 17 kb en el cromosoma
de S. typhimurium vy esta involucrada en la supervivencia dentro del macrofago.
Esta isla de patogencidad puede ser importante para que la bacteria sobreviva dentro
del fagosoma de células infectadas. Una caracteristica del fagosoma es su
deficiencia en Mg®* y éste es esencial para muchas bacterias, de tal manera que
puede ser una via por la cual se reduce la actividad del fagosoma evitando la fusion
del fagolisososma.?*2728:29

La isla de patogencidad tipo 4 (SPI-IV) es un segmento de 25 kb, esta involucrada en
la sobrevivencia dentro del macréfago.?’

La isla de patogenicidad tipo 5 (SPI-V) se ha descrito en S. dublin, es un
segmento de 7 kb localizado en el cromosoma y estd involucrada en la
enteropatogenicidad de esta bacteria. %

Puesto que los plasmidos son fragmentos de DNA que se transmiten facilmente entre
bacterias, se sugiere que los genes de virulencia que se encuentran en plasmidos
pueden moverse y transferirse entre diferentes especies de bacterias patégenas.

Los plasmidos de virulencia varian entre 50 y 100kb. Se han reportado en S. dublin,
S. gallinarum, S. polluron y S. abortusovis, S. typhimurium y S. enteritidis. En dichos
plasmidos se pueden localizar genes que codifican para toxinas de la familia LT pero

no han sido detectadas en S. typhi 30,31
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El plasmido pKDSC50 tiene un tamafio de 49,503 bp en S. enterica serovar
cholerasuis (cepa RF-1). Se han identificado 48 marcos abiertos de lectura (ORFS)
que codifican para varios factores de virulencia *

Los genes presentes en el plasmido de virulencia incluyen genes que codifican para
el desarrollo intracelular, resistencia a la proteina C9 del complemento y a los
macrofagos citotoxicos. Todos los plasmidos de virulencia contienen una region
altamente conservada de 8 Kb, el cual contiene al operon spv (pldsmidos de
virulencia de Salmonella). Dentro de éste operon se encuentran 5 genes: spvR,
SpVA, spvB, spvC, spvD. Esta region es la que causa el aumento de Salmonella
durante la fase sistémica de la enfermedad. Los genes spv son regulados por spvR
el cual es regulado por la proteina RpoS que controla la expresion de muchos genes
en la fase estacionaria. Las bacterias del género Salmonella producen varias
adhesinas entre las que se incluyen: Fimbrias tipo | codificadas por los genes fim,
fimbrias codificadas por los genes pef las cuales estan implicadas en la adherencia
bacteriana de las células del epitelio intestinal las cuales son requeridas para la
acumulacion de liquidos, estan localizadas en los plasmidos pSLT de 90 kb, la
fimbria polar larga codificada por los genes Ipf y la fimbria delgada agregativa codifica
por los genes agf.

La fimbria codificada en el plasmido pSLT, regula la union de la bacteria a las
microvellosidades de los enterocitos. La fimbria polar larga regula la agregacion a
las placas de Peyer.

El gene rck (resistencia a muerte por el complemento) codifica una proteina de la

membrana externa que confiere resistencia a S. typhimurium contra la accién del
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complemento, esta proteina actia como adhesina y puede estar involucrada en la
invasion de cultivos celulares.?®*

La proteina que codifica el gene rck es similar a 2 proteinas de virulencia llamadas
Ail de Yersinia enterocolitica, y PagC de S. typhimurium.

Los genes pagC, ail y rck codifican para una gran familia de proteinas de la
membrana externa presentes en todas las bacterias gram-negativas. Hay otras
proteinas en los spv que modulan la virulencia en Salmonella.

Existen también otras proteinas como la Sdi A la cual es una proteina sensible al
guorum y esta proteina interviene en los mecanismos de comunicacion intercelular y

la proteina tip A que actia como termosensor ayudando a regular los cambios en la

expresion de los genes.®*

1.6. TOXINAS DEL GENERO SALMONELLA

Endotoxinas (LPS). Desempefian un papel importante durante los estadios
bacteriémicos de la fiebre entérica que presentan los pacientes con esta enfermedad.
El LPS es el que determina la virulencia de Salmonella pero el lipido A activa a los
macrofagos produciendo fiebre, leucocitosis e hipotension. La endotoxina produce
necrosis focal en el sitio en el que se encuentra colonizando la bacteria, causando
ulcera que se producen en el intestino delgado.**

Enterotoxinas. La produccion de enterotoxinas por Salmonella se manifiesta por
cuadros diarreicos y afectan al intestino delgado. Estas enterotoxinas son parecidas
a las toxinas termolabiles (LT) y termoestables (ST) de E. coli y su papel varia segun

la patégenicidad de los microorganismos.®,*4*
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Citotoxinas. Estan asociadas a la membrana externa bacteriana y juegan un papel
importante en la invasion y destruccion de la célula hospedera, estan relacionadas
con los cambios citopaticos que aparecen en la gastroenteritis causada por bacterias

del género Salmonella.****

1.7. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Huésped. Salmonella enteritidis, esta ampliamente distribuida en la naturaleza y se
encuentra como comensal y patdgeno en el tracto gastrointestinal de humanos,
mamiferos domeésticos y salvajes, reptiles, aves, insectos y roedores, causando un
amplio espectro de enfermedades en el hombre y los animales. Las Salmonellas se
pueden clasificar en tres grupos: a) las que no tienen preferencia por algun
hospedero infectando tanto al hombre como a los animales, b) las que infectan solo
al hombre S. typhi, S. paratyphi, ¢) las que estan adaptadas a un hospedero en
animales como: S. abortusovis (bovino), S. abortusequi (equino), S. gallinarum
(aves)®

Trasmision. Salmonella es uno de los géneros bacterianos que se encuentran
asociados a brotes de enfermedades de origen hidrico, ya que son aislados de agua
fresca, agua dulce y agua salada, asi como de alimentos contaminados con este
microorganismo.”® En estudios realizados se estima que se requiere de
aproximadamente 1X10° o 1X10°® bacterias para causar una enfermedad
sintomatica.

Estas bacterias son capaces de sobrevivir en condiciones de estrés por largos

periodos, pueden resistir la deshidratacion, sobrevivir en el suelo, en heces y agua
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contaminada. El género Salmonella en condiciones de estrés sufre cambios en la
expresion de sus genes y puede presentar recombinaciones homologas o
reacomodos de su ADN causando la formacién de duplicaciones, deleciones,
transposiciones que producen nuevos tipos de Salmonellas mas virulentas y

resistentes.>*°

Distribucion. La salmonelosis es mundial, asi S. typhimurium y S. enteritidis son los
serotipos mas prevalentes en el mundo. Existen también, algunos serotipos de
diseminacion limitada como S. weltebreden localizado solo en Asia. Por otro lado,
Salmonella es el patdbgeno mas encontrado como causante de intoxicacion
alimentaria en paises desarrollados y uno de los més frecuentes junto con E. coli y
Shigella en paises en desarrollo. Salmonella constituye la segunda causa de
morbilidad en paises en vias de desarrollo, después de los procesos respiratorios,

donde la mayor parte de la intoxicacién alimentaria tiene un origen bacteriano.*’
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1.8. CLASIFICACION Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS AN TIBIOTICOS

Se han descrito principalmente cuatro mecanismos de accién para los antibioticos,
los cuales se especifican en la Figura 4.394%

1- Inhibicion de la sintesis de la pared celular.

Los farmacos que ejercen estos mecanismos, son principalmente: Penicilinas,
Bacitracina, Cefalosporinas, Monobactamas, Carbapenemes, Cicloserina 'y
Vancomicina, entre otros.

2- Inhibicién de la funcién de la membrana celular.

Se citan con este mecanismo: Polimixinas, Polienos, Imidazoles.

3- Inhibicion de la sintesis proteica.

Se ha demostrado que ejercen esta accion: Cloranfenicol, Tetraciclinas,
Aminoglucésidos y Macrélidos, entre otros.*?

4.-Inhibicion de la Sintesis de acidos nucleicos.

Se destacan entre estos: Quinolonas, Sulfonamidas, Primitamina, Rifampicina y

Trimetoprim

ANTIEIOTIC
RESISTRMCE
GEMES EFFLLIX PUMP

ANTIBIOTIC ——— .'.
DEGRADHNG 3 3 -
ShEvE i NS
ANTIBIOTIC \
B, 8 g aghon, -
'\__/_“
e

BACTERIAL
CELL

CHROMOSOME

Fig. 4.- Esquema de bacterias que contienen genes de resistencia a varios antibiéticos®
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1.9. MECANISMOS DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Los principales mecanismos que presentan las bacterias para la resistencia a los
antibioticos se agrupan en cuatro tipos:

a).- Interferencia mediante enzimas inactivadoras

Dentro de la bacteria se secretan enzimas que modifican los antibioticos y la
inactivacion se da por accion de las enzimas intracelulares que actuan sobre el
cloranfenicol, aminoglucosidos, etc. Fuera de la bacteria por accion de enzimas
extracelulares inactivan los antibioticos que acttan sobre la pared celular o sobre la
membrana celular en el espacio periplasmico en el caso de las bacterias
Gramnegativas

b).- Maodificacion quimica de la molécula

Donde el antibiético se une y de éste modo las bacterias pueden hacerse resistentes
a macrodlidos, o a lincosaminas, estreptograminas, etc.

c).- Disminucion de la permeabilidad de la membra  na celular al antibiético

La membrana externa de la bacteria puede sufrir modificaciones en su composicion
y hacerse impermeable a pocos antibidticos, a muchos o a todos y se lleva a cabo
por expulsion activa del antibiotico. El ejemplo mas tipico son las tetraciclinas.

d).- Esquiva el antibidtico.  Hay sintesis de una nueva molécula blanco resistente a
la union con dicho antibiético. De este modo, la bacteria sustituye total o
parcialmente la enzima blanco por otra a la que no se puede unir el antibiético

(Fig.4)*®
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1.10. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia microbiana es la pérdida de la sensibilidad de un microorganismo a un
antimicrobiano al que originalmente era susceptible. El origen de la resistencia a los
medicamentos puede ser genético o adquirido. La de origen genético se debe a
cambios genéticos y procesos subsiguientes de seleccion por la drogas. Las de
origen adquirido o natural se deben a la resistencia de las bacterias de una misma
cepa o especie frente a los antibiéticos que pueden ser beneficiosas porque pueden
dar a los microorganismos una mayor capacidad para sobrevivir bajo condiciones
medioambientales muy especificas.

Ambas pueden ser de origen cromosémico (mutaciones) y extracromosomicos,
debido a elementos extracromosomales en las bacterias la adquisicion de
plasmidos, transposones, integrones estos genes mutados pueden pasar a otras
bacterias de la misma o distinta especie por procesos de parasexualidad esto se
hace horizontalmente, entre bacterias. Se conocen tres tipos de parasexualidad; las
cuales son: conjugacion transduccion y transformacion.

a).- Conjugacion: EI ADN se transfiere desde una bacteria donante a otra receptora
la bacteria donadora transfiere una copia de material genético extracromosomico el
cual puede ser ADN circular (plasmidos) o fragmentos de ADNs moviles que son
llamados transposones e integrones.

b).-Transduccion: El vector transportador de los genes de resistencia es un virus
bacteriéfago. Cuando el virus inyecta su ADN en una bacteria se integra en el

cromosoma bacteriano quedando como un virus lisogénico.
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C.- Transformacién: Las bacterias capturan ADN libre del medio que puede
proceder de otras bacterias muertas. Este proceso también esta relativamente
extendido y permite el intercambio entre especies y géneros diferentes, los genes de
resistencia a antibidticos podrian proceder de las propias bacterias productoras de

estos (fig.5) *

Transduccidén

44

Fig.5. Mecanismos de resistencia microbiana

1.11. ESTRUCTURAS GENETICAS DE LA RESISTENCIA ANTIM ICROBIANA

a) Transposones

La existencia de elementos transponibles con informacion genética fue propuesta en
los afios cuarenta, cuando aun se ignoraba la naturaleza quimica del material
genético al estudiar los mecanismos genéticos ligados a la pigmentacién de espigas

de maiz localizados por Barbara McClintock (1902-1992). Gran parte de los genes
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de resistencia localizados en plasmidos o el cromosoma estdn ubicados en
transposones y tienen sus propias caracteristicas, tales como la diseminacion rapida
dentro de una célula o entre células distintas. En 1974 se descubrid6 que los
plasmidos contaban con la ayuda de estructuras llamada transposones. Los
transposones son segmentos de ADN incorporados en el ADN cromosomico que
contiene un gen que codifica entre otras caracteristicas, la sintesis de la enzima que
cataliza la insercion del transposon a un nuevo sitio y es la responsable de su
transferencia a otras estructuras portadoras de material genético y la resistencia a
drogas. También tienen secuencias repetidas de cerca de 20-40 nucleétidos de largo
pegadas a cada extremo. Las secuencias de insercion son cortas (60 a 150 pares de
bases). Los transposones simples no tienen mas genes que los necesarios para la
transposicion. Los transposones complejos son muchos mas largos y pueden llevar
genes adicionales. Los genes incorporados en los transposones complejos se
conocen como "genes saltarines” dado que pueden moverse a lo largo del

cromosoma y también de cromosoma en cromosoma (fig.6).*

b) Integrones

Durante un tiempo se considerd que las bacterias ya habian revelado todos sus
mecanismos de variabilidad genética. Sin embargo, recientemente se han
encontrado otras estructuras llamadas integrones.

Un integron es un elemento del genoma bacteriano que se caracteriza por la

capacidad de capturar y expresar genes exogenos, la mayoria de los cuales
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confieren resistencia a antibioticos. Las primeras descripciones se realizaron a fines
de la década de los 80s y fueron Stokes y Hall, quienes propusieron este término;
segun la ubicacion en el genoma de la bacteria, el integrén puede ser mévil si se
encuentra en plasmidos o transposones, o fijo si esta en el cromosoma. Los
integrones han sido detectados principalmente en bacilos gram negativos, donde la
familia Enterobacteriaceae es una de las mas importantes, ya que incluye géneros
gue son patogenos para los animales y el ser humano, entre ellos el género
Salmonella.*

Los integrones son fragmentos de ADN donde se localizan en genes de
resistencia y contienen promotores para expresar esos genes. Los integrones
codifican una enzima llamada integrasa, responsable de la integracion de los genes.
La misma enzima no sélo captura genes de resistencia sino que también los libera.
Los integrones mejor estudiados se sitlan sobre transposones y requieren
incorporarse a material genético capaz de replicarse para poder dividirse y
diseminarse.

Hay cuatro clases distintas de integrones que contienen diversos tipos de integrasas.
Los integrones de la clase 1 son los mas frecuentes en cepas de aislados clinicos, y

se puede localizar en diferentes microorganismos.*?

1.12. ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DEL INTEGRON
Todos los integrones estan constituidos por tres regiones; dos son muy conservadas,
5'CS y 3'CS (5'3' conserved segments) que se sitdan en los extremos. Entre ellas se

localiza una region central variable que contiene los genes estructurales, en la regiéon
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constante 5'CS se ubica la integrasa, una enzima que regula la insercion y escision
de genes de resistencia en sitios especificos. Segun el tipo de integrasa que
codifican los integrones, son clasificados en nueve clases: las clases Intl a Int3
contienen genes de resistencia a antibioticos, las clases Int4 a Int7 contienen genes
gue no codifican para resistencia a antibioticos, la clase Int8 carece de genes en la
region variable y la clase Int9 contiene un gen de resistencia a antibidticos y otros de
funcion desconocida. Los integrones pueden contener multiples cassettes (un gen de
resistencia con un sitio attC) incorporados en una region variable, estos son

denominados superintegrones (fig. 7).*

Elemento transponihle

Copia del elemento

| transponible
e — i)
e 1 o

F

Gen F interrumpido
v por lo tanto no funcional

Transposon
A

EZZZZ%::}_“*;W
Elemento transponible. 4

OTROS Elemento transponible
GENES

Fig. 6.- Esquema del transposon el cual genera intercambio de genes bacterianos en la

naturaleza®
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a) Extremos 5'cs del integron

Este segmento de ADN tiene una longitud de 1,36Kb y esta constituido por el gen
intl, el cual codifica para la integrasa intl, proteina de 337 aminoacidos con un
tamafo aproximado de 38 KDa; en seguida se encuentra un primer promotor (Pi)
necesario para la expresion de la integrasa Intl, posteriormente se ubica el segundo
promotor (Pc) requerido para la expresion de los cassettes génicos insertados en el
integron y por ultimo en el extremo 3' del fragmento 5'CS se encuentra una zona

receptora de 45 pb (attl), donde puede insertarse los cassettes (FIG. 7).*

b) Regién central variable

En esta se localizan los genes estructurales del integron (genes de resistencia a
antibioticos) los cuales son separados por una secuencia de bases denominada attC
0 zona de 59pb, estos sitios son muy variables en composicion y tamafio, aunque
muestran una constancia en sus extremos. En la region central se va a producir el
mecanismo de escision o insercion de genes de resistencia, pudiendo estar
constituida hasta por 40 de ellos; el mecanismo es mediado por la integrasa,
generalmente en la zona receptora (attl) se va integrando los cassettes génicos en
una misma direccién determinada por la secuencia attC, de este modo, el ultimo
cassette insertado sera el que ocupe la primera posicion y por lo tanto se localiza
mas cercana al promotor, manifestando asi una mejor expresion génica; sin embargo
también es posible la escision lo cual ocurre cuando la reaccion se produce entre dos
sitios del mismo replicon y se genera un circulo covalentemente cerrado no

replicativo que consiste en un gen de resistencia y un sitio attC (FIG.7).%
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c) Extremo 3cs del integrén

Esta secuencia es menos conservada entre los integrones, tiene una longitud
aproximada a 2 Kb; en ella se encuentran genes que confieren resistencia a los
antibioticos, desinfectantes y antisépticos cuaternarios de amonio; después de estos

genes se ubica un marco abierto de lectura (Orf5) cuya funcién se desconoce.*”®

V.

extremo 5'.gonnwado zona variable extremo 3' conservado

Fig. 7.-Estructura del integrén clase 1*°

Los integrones de clase 1 tienen elementos que codifican un sitio especifico de
recombinacion (intl1l) de la familia de las integrasas en el que se puedan de insertar
y recombinar elementos moviles en el DNA (genes cassettes) en sitios especificos
con una secuencia GTTRRRY. El integron también proporciona un sitio conservado
5', attll, en donde los genes cassettes se insertan preferencialmente. La mayoria de
los genes cassettes contiene los genes que codifican para la resistencia a varios

agentes antimicrobianos incluyendo el trimethoprim los aminoglicosidos y sulfamidas
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sull. Actualmente, se han identificado, cerca de 60 genes cassettes asociados a
resistencia y los mismos cassettes se pueden encontrar en diversos integrones®’. Por
ejemplo se han encontrado integrones clase | y Il los cuales portan genes de
resistencia para trimetoprim que inhiben selectivamente la dihydrofolato reductasa
(DHFR), y asi previenen la reduccion del dihydrofolato a tetrahydrofolato. El
mecanismo mas comun de la resistencia a trimetoprim en enterobacterias es la
produccion de un DHFR en un pldsmido semejante a la enzima codificada en el
cromosoma la cual es menos sensible a la inhibicion por trimethoprim. Hay
aproximadamente dieciséis enzimas resistentes a trimethoprim que se han
identificado en enterobacterias y se han caracterizado en base a sus secuencias.
Los genes que confieren resistencia para la mayoria de DHFRs son genes cassettes
que se encuentran insertados en el sitio de recombinacion del integron clase | e
integron clase IlI, otra clase de genes cassettes encontrados con frecuencia en la
region variable del integron son las enzimas que modifican los aminoglicosidos por

acetilacion, adenilacion o fosforilacion.*®

1.13. METODOS DE ESTUDIO CONVENCIONAL Y MOLECULAR D EL GENERO

Salmonella.

Los métodos fenotipicos de caracterizacion bacteriana exploran propiedades
bioquimicas y fisiologicas expresadas por los microorganismos; tienen como
limitacion inherente la capacidad de las bacterias de alterar la expresién debido a

condiciones del cultivo o a mutaciones puntuales, muchas veces una fraccion

26



considerable de cepas es fenotipicamente no tipificable, lo cual dificulta la

clasificacion.

a) Antibiograma.

La prueba de susceptibilidad se indica para cualquier microorganismo que esté
involucrado en un proceso infeccioso, si la susceptibilidad no puede ser
predeterminada el conocimiento de la identidad del microorganismo es importante.
Principalmente se indica cuando el germen causal pertenece a especies que pueden
exhibir resistencia a los antibiéticos de uso clinico. Estas pruebas son utiles en
estudios de la epidemiologia de la resistencia y de nuevos agentes antimicrobianos.*
Existen tres categorias para la interpretaciéon de las pruebas de susceptibilidad,
establecidas para cada bacteria frente a cada antibidtico, comparando la

concentracion inhibitoria minima en cada caso con los puntos de corte establecidos:
1) Sensible: es aquel microorganismo capaz de responder al farmaco a la dosis
recomendada.

2) Resistente: microorganismo que no responde al antibiotico cualesquiera que sean

la dosis y la localizacion de la infeccion.

3) Sensible intermedia: aplicable a dos situaciones. Cepas con sensibilidad
disminuida a un antibiotico que puede utilizarse con éxito para el tratamiento en dosis
mas altas por ser poco téxico o porque se concentra en el sitio de infeccién y cepas
con sensibilidad intermedia a antibidticos que por ser mas toxicos no pueden usarse

en dosis mas altas.
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En este caso la categoria de sensibilidad intermedia sirve como una zona de
transicién entre cepas sensibles y cepas resistentes y previene pequefios errores
causado por factores técnicos.>?

Esta técnica se realiza facilmente en el laboratorio, no necesita de equipos
sofisticados, los datos provienen directamente de los analisis de rutina, lo que la
convierte en una técnica adecuada a pesar de que la variabilidad genética de la
resistencia a los antibioticos y su débil poder discriminante constituyen desventajas
para la misma.>?

b) Serotipificacion.

Se basa en la presencia o ausencia de determinantes antigénicos somaticos,
flagelares y capsulares que reaccionan con los antisueros especificos. Es simple y
facil de aplicar a pesar de ser muy costoso los antisueros especificos, aunque resulta
trabajoso para las especies que tienen un gran numero de variantes antigénicas

como Salmonella.

c¢) Fagotipificacion.

Método desarrollado para ciertos patdgenos nosocomiales (Staphylococcus,
Pseudomonas y Salmonella), basado en la susceptibilidad de cepas probadas a ser
lisadas por un gran espectro de bacteridfagos seleccionados, por ofrecer un maximo
de discriminacién entre las cepas de una misma especie. Los fagos son dificiles de
obtener, su uso se limita a los laboratorios de referencia.>®

d) Subunidad 16s ribosomal
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Los métodos genotipicos detectan variaciones en la secuencia de acidos nucleicos
del microorganismo, analizan caracteristicas mucho mas estables que las fenotipicas
y pueden ser més discriminatorios, ya que el genoma de cada cepa es Gnico.>?

La secuencia de la pequefia subunidad (30S) del gene RNA ribosomal que posee
una sola molécula de rRNA 16S, es altamente conservada. En las bacterias, este
gen posee alrededor de 1,5 kb. Se ha propuesto los procariontes que pertenecen a la

misma especie, tienen un 97% de secuencias idénticas en su rRNA 16S.%°

e) Andlisis de plasmidos

Constituye el primer método genotipico de tipificacion para el estudio de un brote
epidémico por su mediana complejidad y puede realizarse en un laboratorio de
investigacion epidemiologica. Posee un alto poder de discriminacion sobre todo
cuando se usa en combinacién con otros metodos de tipificacion y una misma
metodologia puede ser aplicada a distintos géneros y especies bacterianas. La
aplicacion adicional de enzimas de restriccion al estudio del DNA plasmidico es util
sobre todo en aquellas cepas con un uUnico pladsmido o cuando existan perfiles
plasmidicos similares.>®®®

f) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es un método "in vitro" para amplificar secuencias de acidos nucleicos seleccionados
(ADN o ARN).Consiste en ciclos repetitivos de desnaturalizacion de ADN, unién de

los primer o cebadores y extension o polimerizacion del ADN mediante una enzima

polimerasa. Dos oligonucleétidos (primer o cebadores) delimitan el segmento de
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ADN que se va a amplificar. Ellos hibridizan cadenas opuestas y la sintesis ocurre
simultdneamente en la region entre los cebadores, en direccidén siempre de la regién
5"ala 3' en las cadenas molde, mientras que en el sentido de las regiones 3' ala 5'
de los cebadores, se ir4 formando la cadena nueva, complementaria de la cadena
molde. Permite amplificar hasta una sola cadena de ADN, produciendo un
aproximado de 10 ° copias de la original.>"*®

g) Polimorfico amplificado al azar (RAP DNA-PCR).

Este método consiste en el uso de iniciadores universales de aproximadamente 10
pb de longitud, los cuales tienen una baja especificidad de reconocimiento y se unen
con afinidad a varios sitios del ADN cromosomal a bajas temperaturas de hibridacion.
Numerosos fragmentos de longitudes diferentes son generados y pueden ser
analizados en geles de agarosa al 1%. Las cepas difieren en los sitios de unién al
ADN con lo que se obtienen diferentes asociaciones de fragmentos, los que son
considerados como genotipos diferentes. Esta técnica es de facil implementacion e
interpretacion. Amplifica el genoma completo, no se necesita el conocimiento previo
de ninguna secuencia de ADN a ser amplificada y puede ser ajustada para la

subtipificacién de cualquier microorganismo, incluyendo Salmonella . ***°
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2. JUSTIFICACION

En la medicina humana y veterinaria se utilizan de forma indiscriminada los
antibioticos contra infecciones bacterianas y como promotores del crecimiento
respectivamente. Por tal motivo, una gran variedad de microorganismos adquieren
resistencia contra estos. El estudio de la resistencia antimicrobiana en bacterias del
género Salmonella aisladas de casos clinicos de humanos y animales, servirA para
establecer el fenotipo de estos aislamientos y por otro lado, estos resultados también

seran de utilidad para el tratamiento adecuado de estos microorganismos patdgenos.
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3. HIPOTESIS

La presencia de los genes los intrones clase | y Il en Salmonella enteritidis se
relaciona con la resistencia a multiples antibidéticos que son utilizados para el
tratamiento de enfermedades en medicina humana y veterinaria, asi como

promotores del crecimiento en la industria pecuaria.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de los genes de la integrasa clase | y clase |II
correlacionando con el patrén de la multirresistencia antimicrobiana en aislamientos
de S. enteritidis, S. typhi y S. gallinarum aisladas a partir de casos clinicos en

humanos y aves.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar el patron de la resistencia antimicrobiana en cepas de S. enteritidis, S.
typhi y S. gallinarum, utilizando antibidticos comerciales para bacterias gram
negativas.

2 Determinar la concentracion minima inhibitoria en cepas de S. enteritidis S. typhi,
S. typhimurium utilizando antibiéticos para bacterias gram-negativas

3.-Determinar la presencia del gen de la subunidad 16s ribosomal en las cepas
aisladas

4.-Determinar la presencia de los genes de la integrasa clase | y clase Il.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagrama de Flujo

A continuacion se muestra un diagrama de flujo de la metodologia que se llevo a

cabo en la realizacion del presente trabajo. Posteriormente se hara mayor referencia

a cada uno de los procedimientos.

1. Seleccioén de

las cepas de
Salmonella

I

. Confirmacién de la identificacion de bacterias por
pruebas bioquimicas y crecimiento en medios

selectivos y diferenciales

{/

Prueba de
susceptibilidad
antimicrobiana

Concentracion

Minima inhibitoria (CMI) Método de Kirby Bauer

N

Extraccion del
ADN

!

Amplificacién de
la subunidad 16s.

U

Amplificacion de
integrones clase |
y |l




5.2. Cepas utilizadas y condiciones de Cultivo.

Se estudiaron cincuenta y dos cepas de S. enteritidis aisladas en el Laboratorio de
Biologia Molecular de enterobacterias del Centro Nacional de Investigaciones
Disciplinarias en Microbiologia Animal (CENID-Microbiologia) ademas se utilizaron 2
cepas de S. gallinarum aisladas de aves, 3 de S. typhi aisladas de humanos. Todas
las cepas fueron previamente serotipificadas con antisueros somaticos y flagelares
("O" y "H" ) y posteriormente fagotipificadas. Para determinar la sensibilidad
antimicrobiana las bacterias se cultivaron en agar nutritivo, después fueron crecidas
4 h en caldo Mueller Hinton a 37°C y sembradas en agar Mueller Hinton durante 24 h
a 37°C.*®

Como referencia se utilizaron E. coli H10407 enterotoxigénica, E. coli ATCC-9184
asi como las cepas E.coli UB5201 y E. coli 679 donadas por la Facultad de Medicina
de la Universidad de Cantrabria Santander Espafia. Todas estas cepas poseen un
plasmido con con multiresistencia a varios antibidticos, como control negativo se
utilizé una cepa de B. canis la cual carece de plasmidos y es resistente a

ciclohexamida, bacitracina, polimixina B.

5.3. Pruebas bioquimicas practicadas a Salmonella enteritidis

Los aislamientos de Salmonella sp se sembraron en agar nutritivo, incubaron a
37T por 24 h y posteriormente se sembraron en agar McConkey y se incubaron por
24 h a 37%ara eliminar probables contaminaciones y corroborar que no fermentan la

lactosa.
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La prueba bioquimica para determinar el género y especie se realizd por el método
de microdilucion. La prueba se realizé en microplacas de 96 pozos en un equipo
automatizado (microscan). Los paneles contienen a las siguientes pruebas

biogquimicas para bacterias Gram-negativas (tabla 2):

TABLA 2. PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS A LAS CEPAS DE S. enteritidis

Glu Raf Ino Ure Lys TSI Cit Cl
Suc Rha Ado H.S Arg Esc Mal Xi
Sor Ara Mel Ind Orn VP ONPG Oxi

Pruebas Bioquimicas : Glu=glucose, Sur=sucrose, SOR= sorbitol, Raf= rafinosa , Rha= ramnosa, Ara= arabinosa,
Ino= inositol, Ado= adonitol, Mel=melecitosa , Ure=urea, H,S= &cido sulfhidrico, Ind=indol, Lys= lisina, Arg= arginina, Orn=
ornitina, TSI=triple azulcar hierro, Esc=Esculina, VP= Voges-Praskauer, Cit=citrate, Mal=malonato,ONPG=Prueba de beta-

galactosidasa Cl=carbohidrato de lactosa Xi= Xilosa, Oxi= oxidasa.

5.4. Serotipificacion de las cepas

Todas las cepas de salmonella aisladas de aves y humanos fueron serotipificadas
con antisueros polivalentes 0:1,9,12 y antisueros flagelares de Salmonella enteritidis
a) Serotipificacion somética

Esta se realiz6 utilizando antisueros para determinar la presencia del serogrupo O
de Salmonella, la prueba se hizo mediante la técnica de aglutinacion en placa, a
partir de cultivos de 24 h en agar Tripticasa soya (TSA), incubados a 37<C. Después
se obtuvo una colonia y se mezclo con solucién salina fisioldgica en una placa de
vidrio cuadriculada, posteriormente se agregaron 20 ul de antisuero somatico, se

mezclé suavemente durante 30 seg y la lectura de la prueba se realizé a los 3
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minutos, en busca de la presencia o ausencia de aglutinaciéon a través de un

transluminador de luz blanca®®.

b) Serotipificacion flagelar

Para corroborar el serotipo de S. enteritidis se realiz6 la prueba con antisueros contra
diferentes factores flagelares, mediante la técnica de aglutinacién en tubo. Después
de incubar se realiz0 la lectura para observar las aglutinaciones flagelares en el
fondo del tubo®®,

Los cultivos que aglutinaron soélo con una fase de los antisueros flagelares, se
consideraron como una serovariedad monofasica de acuerdo al esquema de

Kauffmann-White.

5.5. Pruebas de resistencia antimicrobiana

La susceptibilidad de las cepas de Salmonella enteritidis se utilizaron los siguientes
antibioticos: Ampicilina (Amp). Ampicilina/sulbactam (A/S), Piperacilina (Pi),
cefaxolina (Cfz), Cefoxitina (Cfx), Ceforoxima (Crm), Cefotaxina (Cft), Gentamicina
(Gm), Imipenem (Imp), Trimetropim-sultametoxazol (T/S), Ceftacidima (Caz),
Aztreonam (Azt).

Se realiz6 por los métodos de difusion en agar (kirby-Bauer) en los que se determin6
el didmetro del halo de inhibicion (DHI) y la dilucion en microplaca con la que se

determind la concentracion minima inhibitoria (CMI).
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a) Difusion en placa

Las bacterias fueron incubadas en agar nutritivo durante 18 h a 37°C con agitacion
orbital a 200 rpm, posteriormente se inocularon de 3 a 4 colonias de las bacterias en
5 ml de caldo luria bertani se incubo a 37 C durante 2 hrs y se ajusto la turbidez
con solucién salina estéril con una concentracién aproximada de 108 UFC/ml
inocular la superficie de una placa con agar Mueller Hinton el hisopo se paso por
toda la superficie se dejo secar 5 minutos posteriormente se colocaron sobre la
superficie de cada una de las placas 8 discos de papel impregnados con
concentraciones conocidas de antibiotico. Las bacterias se incubaron durante 24 h a
37T y después se observaron las placas y se determind el diametro del halo de
inhibicion. La resistencia antimicrobiana se interpreté por ausencia de un halo de
acuerdo a la tabla estandar NCCLS (National Committee of Clinical Laboratory) para
bacterias Gram negativas la sensibilidad se determind con la presencia de un halo,

considerando un mayor efecto del antibiético cuando el didametro fue mayor2,
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TABLA 3 .- DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION EN CEPAS DE Salmonella,

DE ACUERDO A LAS TABLAS DE LA NCCLS

ANTIBIOTICO CONCENTRACION ZONA DE INHIBICION (mm)
NCCLS RESISTENTE INTERMEDIA | SUSCEPTIBLE
Ceftriaxona 30 mcg 13 14-17 18
Cloranfenicol 30 mcg 12 13-17 18
Pefloxacina 5 mcg 12 13-17 18
Cefotaxima 30 mcg <14 15-22 =23
Ampicilina 10 mcg <11 12-13 214
Trimetoprim/sulfametoxazol 1.25mcg /23.75 mcg <10/12 11-15/13-14 <16/=15

Amicacina 30 mcg <14 15-16 217
Cefalotina 30 mcg <14 15-17 =18
Gentamicina 10 mcg <12 13-14 =15
Carbenicilina 10 mcg <13 | e <13
Nitrofurantoina 300 mcg <14 15-16 =17

b) Dilucion en microplaca

Se determind para S. enteritidis por medio de la concentracion minima inhibitoria

(MIC) utilizando 19 antibioticos para el método de microdilucion en caldo (NCCLS,

2000). La prueba de susceptibilidad fue realizada en un sistema automatizado

Sensititre para determinar la susceptibilidad antimicrobiana

usando paneles

diseflados por el sistema nacional de monitoreo de resistencia antimicrobiana

(NARMS). En la tabla 3 se muestran los antibidticos utilizados.

Las bacterias fueron incubadas en medio de agar Mueller Hinton durante 18 h a 37

°C, posteriormente se preparé el inoculo conteniendo una concentracién aproximada
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de 3 X 108 UFC/ml y se adiciono la suspensién estandar de organismos sobre el
panel. Posteriormente se incubd a 35 °C durante 24 h aproximadamente. La lectura
de los paneles para obtener la concentracion minima inhibitoria (MIC) de los
organismos se determino en un equipo automatizado (microscan). Los paneles

contienen los siguientes antibidticos para bacterias Gram-negativas: Ampicilina

5.6. Purificacion de ADN de Salmonella

Se cultivaron las bacterias en 10 ml de caldo LB a 37C durante 24 h,
posteriormente se obtuvo el paquete bacteriano por centrifugacion a 8000 rpm
durante 15 min y el DNA fue obtenido con una preparacion comercial (equipo de
extragene). EI DNA fue visualizado en un gel de agarosa al 1 % tefido con bromuro

de etidio. El DNA fue conservado a -20TC para util izarlo en posteriores trabajos.

5.7. Amplificacion de la subunidad 16s ribosomal

Para corroborar molecularmente los aislamientos de Salmonella, se determiné la
subunidad 16s  ribosomal utilizando los  siguientes  oligonucledétidos
(CAGTTTGATCATGGCTCAG® Y *TTACCGCGGCTGGCA?®)* especificos del gene
16srRNA, los cuales amplifican un fragmento de 500 pb. La PCR se prepar6
utilizando una mezcla comercial (PCR-Mix,de Invitrogen) la cual estd compuesta por
MgCl,, amortiguador de PCR, DNA taq polimerasa y dNTPs. La reaccion de PCR se

realizé de la siguiente manera: 0.6 ul de cada oligonucleotido, 2 pl de DNA genémico
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(15 pg/1pl) y 16.8 pl de PCR-Mix. La amplificacion se realiz6 en un termociclador
utilizando el siguiente programa: desnaturalizacion del DNA a 94T por 40 seg,
alineamiento a 54T por 40 seg y extension a 75T p or 40 seg, durante 35 ciclos y
una extension final a 75T por 7 min. La reaccién d e PCR fue visualizada en un gel
de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio y analizados en un digitalizador de

imagenes (UVP-11,USA).

5.8. Amplificacion de los genes de la integrasat ipo |yl

La PCR se realizd utilizando una mezcla comercial (PCR-Mix, Invitrogen) y las
mismas cantidades y condiciones mencionadas anteriormente. Para determinar la
presencia de los genes de la integrasa clase | y Il se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos: para el gene de la integrasa clase |: °GGCATCCAAGCAGCAAG? ,
3AAGCAGACTTGACCTGA® y para el gene de la integrasa clase Il se utilizaron
®ATC GCA ATA GTT GGC GAGT?y°GCA AGG CGG AAA CCC GCG CC? ©1°2

La reaccion de PCR se realizo de la siguiente manera: 0.6 pl de cada
oligonucledtido,

2 pl (15 pg/ipl) de DNA gendmico (15 mg/iul) y 16.8 pl de PCR-Mix. La
amplificacion se realizé en un termociclador utilizando el siguiente programa:
desnaturalizacion del DNA a 94T por 40 seg, aline amiento a 58T por 40 seg y
extension a 75C por 40 seg, durante 30 ciclos y una extension final a 75C por 7
min. La reaccion de PCR fue visualizada en geles de agarosa al 1% tefido con

bromuro de etidio y analizado en un digitalizador de imagenes (UVP-II,USA).*
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5.9. Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico Medcalc. La comparacion
de los datos se hizo de acuerdo con el tipo y distribucion de las variables. Para la
estadistica la prueba que se utiliz6 como medida de asociacion fue Chi cuadrada. Se
aceptd una p<0.05 como significativa. En el ajuste con mas de una variable IC de

9590.%4

6. RESULTADOS

6.1. Biotipificacion de las cepas de  Salmonella enteritidis

Se analizaron 52 cepas de S. enteritidis, 3 de S. typhi, 2 S. gallinarum y 3 de E.coli
con un juego de pruebas bioguimicas en un equipo automatizado y todas
presentaron una bioquimica tipica a salmonella enteritidis a las 24 pruebas
bioquimicas que se practicaron (Tabla 4) y las cepas fueron serotipificadas con

antisueros contra factores somaticos (O) y flagelares (H).
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TABALA 4. BIOQUIMICA DE Salmonella enteritidis (24 PRUEBAS)

No Hz

CEPAS Gl| Su|l So| Ra| Rh| Ar|[Ino| Ad|{ Me| Ur| S|iInd|Lys|Arg| Or|TSI| Es| VP| Cit| Ma|ON| CI| Xi| Oxi

1195793 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - + -

2 | 95755 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

395773 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

4195746 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

5195736 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

6 | 95580 -
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - -

/ [ 95568 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

8195321 -
+ - + - + - - + - + - + - + - - - + - - - -

9195529 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

10[ 95235 -
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - -

11] 95233 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

12| 9556 -
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - -

13] 94601 -
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - -

1494549 N
+ - + - + + - + - + - + - - - + - - + - - + +

15[ 932014 -
M10 + - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

16]931407M8 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

171931152 -
MB + - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

18 -
92809B + - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - -

190 99077 NI I I N I -

20] 92248 + - + - + + - - + - + - + + - - - + - - - - -

21[92178HBC -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - + + - - - -

22]921034H -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - + + - - - -

23| 92177 -
+ - + - + + - + + - + - + - + - - - + - - - -

24931034 -
+ - + - + + - + + - + - + - + - - - + - - - -

25] 931034 -
+ - + - + + - + + - + - + - + - - - + - - - -

26| A-17 -
+ - + - + + + - + - + - + - + - - - + - - - -

271 A-15 -
+ - + - + + - - + - + - + - - - + - - - - - -

28| A11F8 -
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - -

29[ A-9 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

30[ A-5

+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - - -

31| A-4 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

32 -
SA93185 + - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - - -

33 -
SA92245 + - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - - -

34 N
SA92179 + - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - - -

35| SA92181 -
+ - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - - -

36| SA91305 -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

37| SA712A -
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -

38| SA3160196 -
- - + - - - + - - - - - - - - -
39] SA 085 R R + R R R + R R R R - R - - -




40| SA 15
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - -
No Hz
CEPAS Gl| Su|l So| Ra| Rh| Ar|[Ino| Ad|{ Me| Ur| S|iInd|Lys|Arg| Or|TSI| Es| VP| Cit| Ma|ON| CI| Xi| Oxi
41| SA011B
+ - + - + + - - + - + - - - + - - - + - - - - +
42| T26F4
+ - + - + + - - + - - + + - + - - - + - - - - -
43| T16F4
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - - -
441 T14
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - - -
45| MT27
+ - + - + + - - - - + - + - + - - - + - - - - -
46| MT15
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - + - -
47T MT14
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - - -
48| MT13
+ - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - - - -
49| MT10
+ - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - + - -
50[ JA-IvV
+ - + - + + - - + - + - + + + - - - + - - + - -
51| S.e. f13(R)
+ - + - + + - - + - - - - - + - - - + - - - - -
5Z7| S.e F8(R)
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - + - -
53| S.e. F4(R)
+ - + - + + - - + - + - + - + - - - + - - - - -
54 S.typhi
IMSS-1 } } + } } } } } + } } + } } } } } } } } } } B -
55[ S.typhi H.I . . . . . . . . . . . . N . . . . . . . . . . i
56[S. typhiHI
- - + - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
57| FvB-1
+ - + - + + - - + - - - + - + - - - + - - - - -
58| FVA-1 + - + - +[ o+ - - -1+ -+ - + - - -1+ - - - -
59[ E.Coli + - - + + + - - + - - + + - - - - - - - + - -
H10407 -
60] E.Coli + - -]+ O+ - -+ - -+ o+ - - - - - - -+ - -
UB5201PO -
BI[EColiDHT | +| -| - +| +| +| -| -| *| - - = | - -1 -1 - -1 -1 -1 =+ - -

Pruebas bioquimicas: Gl=glucose, Su=sucrose, So= sorbitol, Ra= rafinosa, Rh=ramnosa,
Ar= arabinosa, Ino= inositol, Ad= adonitol, Me=melecitosa , Ur=urea, H,S= acido
sulfhidrico, Ind=indol, Lys= lisina, Arg= arginina, Or= ornitina, TSI=triple azlcar hierro,
=Esculina, VP= Voges-Praskauer, Cit=citrate, Ma=malonato, ON=Prueba de la Orto

Nitrofenil- B-D-galactosido, Cl=carbohidrato de lactosa, Xi= Xilosa , Oxi= oxidas.



6.2. Amplificacion del fragmento del gene delasu  bunidad 16s ribosomal

En la figura 8 se muestra la amplificacion de un fragmento de 500 pb que
corresponde a la subunidad 16s ribosomal con lo que se corroboré el 100% de las
cepas de Salmonella enteritidis que se utilizaron. Todas las cepas, se analizaron por
medio de la amplificacion de la subunidad 16s ribosomal para corroborar el género

bacteriano

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pb

2000
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500 500 pb

Figura 8. Amplificacion de la subunidad 16s ribosomal en 8 cepas de S. enteritidis. Carril
1,MPM 2 ladder, carril 2, 95736; carril 3, 95580; carril 4, 95321; carril 5, SA92245F4; carril 6,

T16F4; carril 7, MT-10; carril 8, S.typhi IMSS-1; carril 9, 932014; carril 10, 932014MCB.



6.3. Andlisis de la resistencia antimicrobiana

En la tabla 5 se muestran el andlisis de resistencia de 57 cepas de Salmonellay 3
cepas de E. coli asi como el porcentaje de resistencia. Se observo mayor
resistencia en los antibidticos nitrofurantoina 57 cepas (96.8%), carbenicilina 57
cepas(96.8%), gentamicina 55cepas (88.7%), cefalotina 48 cepas (77.41%) y
amikacina 46 cepas (74.19%) y en menor porcentaje fueron para
trimetoprim/sulfametoxazol 35 cepas (56.5%), ampicilina 22 cepas (35.5%) y
netilmicina 28 cepas (45.16), como se observa en la figura 9, y los antibiéticos que
inhibieron en mayor porcentaje el desarrollo de Salmonella fueron ceftriaxona 1 cepa
(1.61%), cloranfenicol 1 cepa (1.61%) , pefloxacina 2 cepas (3.22%), cefotaxima 3

cepas (4.83%) como se muestra en la figura 10 y en la tabla 5.

CEPA A5 DE Salmonella enteritidis CON

MULTIRESISTENCIA A VARIOS ANTIBIOTICOS. ANTIBIOTICOS
1. Levofloxacina (LVX)

2. Carbenicilina (CB)

3. gentamicina (ge)

3. Ampicilina (AM)

4. Trimetoprim/sulfametoxazol
(T/S)

5. Nitrofurantoina (NF)

6. Cefalotina (CF)

7. Ampicilina/sulbactam (A/S)
8. Aztreonam (AZT)

9. Piperacilina (PI)

Figura 9. Prueba de difusion
en placa (Método de Kirbi-Bauer)
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CEPA 95746 DE Salmonella enteritidis CON
SENSIBILIDAD A VARIOS ANTIBIOTICOS.

ANTIBIOTICOS

1. Levofloxacina (LVX)

2. Carbenicilina (CB)

3. Cloranfenicol( CL)

3. Ampicilina (AM)

4. Trimetoprim/sulfametoxazol
(T/S)

5. Nitrofurantoina (NF)

6. Cefalotina (CF)

7. Ampicilina/sulbactam (A/S)
8. Aztreonam (AZT)

9. Piperacilina (Pi)

Figura 10. Prueba de difusion en placa (Método de Kirbi-Bauer)
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TABLA 5. PORCENTAJE DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA D E 57 CEPAS DE
Salmonella OBTENIDOS POR EL METODO DE KIRBY-BAUER

Antibiéticos y punto de corte Cepas Resistentes Por ciento de
Resistencia
Ceftriaxona = 13 1 1.75%
Cloranfenicol 212 1 1.75%
Pefloxacina =14 2 3.50%
Cefotaxima 214 3 5.26%
Ampicilina > 1 18 31.5%
Netilmicina =12 23 40.35%
Trimetoprim/sulfametoxazol = 10 30 52.63%
Amikacina 214 41 71.92%
Cefalotina =14 43 75.43%
Gentamicina =12 51 89.47%
Carbenicilina =17 55 96.8%
Nitrofurantoina =14 55 96.8%

Los resultados observados indican que las cepas de Salmonella presentaron los

porcentajes mas bajos para ceftriaxona (1.75%), cloranfenicol (1.75%), pefloxacina

(3.50%) cefotoxima (5.26%), ampicilina (31.5%), netilmicina (40.35%). Mientras que

el patron de resistencia con mayor porcentaje fue para nitrofurantoina y carbenicilina

(96.8%), gentamicina (89.47%),

cefalotina (75.43%), amikacina (71.92%) vy

trimetropim mas sulfametoxazol (52.63%) como se muestra en la grafica 1.




Clo, 1.75% _Pef, 3.50%
Cax, 1.75% Cef, 5.26%

0

Grafica 1.- Resistencia de las 60 cepas de Salmonella a diferentes antibi6ticos detectadas
por el método de difusion en placa (Kirby Bauer °9).
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6.4. Resultados de la Concentraciéon Minima Inhibit  oria (CMI) obtenidos con 57
cepas de Salmonella

En la tabla 6 se muestran, los datos de resistencia, sensibilidad y categoria
intermedia obtenidos mediante la CMI, para 12 antibiéticos probados

Se observdé que de las 57 cepas de Salmonella analizadas, 34 presentaron
resistencia a los antibidticos utilizados de estas 8 presentaron resistencia a 2 0 mas
antibioticos (multirresistentes) y 26 cepas de Salmonella presentaron resistencia a
un antibiético. El resto de las cepas de Salmonella 23 (40.32%) no presento
resistencia y fueron sensibles a los antibidticos utilizados en este ensayo.

También se muestra en la tabla 6-1 los resultados de las cepas de referencia

utilizados durante esta prueba.
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TABLA 6.- CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) E N 57 CEPAS DE Salmonella

No CEPAS ORIGEN |A/S |AM PI AZT CAZ CAX CFT |T/S CP [LVX |IMP |MER |No
Antib
1 95793 AVES S S S R>16 |R>16 |S I R>2 |S S S S 3
2 | 95755 AVES S S S S S S S R>2 |S S S S 1
3 | 95746 AVES S S S S S S S S S S S S 0
4 | 95736 AVES S S S [ S S S R>2 |R>2 |S S S 2
5 | 95580 AVES S S S | S I | R>2 |S S S S 1
6 | 95568 AVES S R>16 |S S S S S R>2 |S S S S 2
7 | 95321 AVES S S S | R>16 || S S S S S S 1
8 | 95529 AVES S S S S S S S S S S S S 0
9 |95233 AVES S S S S S S S R>2 |S S S S 1
10 | 94601 AVES S R>16 |S S S S S S S S S S 1
11 | 932014M10 AVES S S S S R>16 || I R>2 |S S S S 2
12 | 931907M8 AVES S S S S S S S S S S S S 0
13| 931152MB AVES S S S S R>16 || I S S S S S 1
14 | 928098 AVES S S S S R>16 S S S S S S S 1
15| 92277 AVES S R>16 S S S S S S S S S S 1
16 | 92248 AVES S S S R>16 |S S S S S S S S 1
17| 92178HBC AVES S R>16 S S S S S S S S S S 1
18| 921034H AVES S S S R>16 |S S S S S S S S 1
19| 92177 AVES S S S S S S S S S S S S 0
20931034 AVES S R>16 |S S S S S S S S S S 1
21| A-17 AVES S S S S S S S S S S S 0
22| A-15 AVES S S S S S S S S S S S S 0
23| A11F8 AVES S S S S S S S S S S S S 0
24 | A-9 AVES S R>16 S S S S S S S S S S 1
25| A5 AVES R>16 |[R>16 |R>64 |R>16 |R>16 |I I R>2 |S S S S 6
26| A-4 AVES S S S S S S S S S S S S 0
27| SA 93185 AVES S S S S S S S S S S S S 0
28 | SA92245F4 AVES S R>16 | S S S S S S S S S 1
29| sA92181 AVES S S S S S S S S S S S S 0
30| SA712SA AVES S S S S S S S R>2 |S S S S 1
31| SA085 AVES S S S S S S S S S S S S 0
32|sA 15 AVES S S S S S S S S S S S S 0
33| SA011B AVES S S S S S S S S S S S S 0
34| T26F4 AVES S S S S S S S S S S S S 0
35| T16F4 AVES S R>16 |S S S S S S S S S S 1
36| T14 AVES S S S R>16 || S S S S S S S 1
37 | MT27 AVES S S S S S S S S S S S S 0
38 | MT15 AVES S S S S S S S S S S S S 0
39 | MT14 AVES S S S S S S S S S S S S 0
40 | MT13 AVES S S S S S S S S S S S S 0
41 | MT10 AVES R>16 | R>16 | S S S S S S S R>8 |R>8 |4
42 | JA-IV AVES S R>16 |S S S S S S S S S S 1
43 | FVB-1 AVES S R>16 |S S S S S S S S S S 1
44 | FVA-1 AVES | R>16 R>64 |S S S S R>2 |S S S S 3
45195773 Humano |S R>16 S S S S S S S S S S 1
46 | 95235 Humano |S S S S S S S R>2 |S S S S 1
47 | 9556 Humano |S S S S S S S R>2 |S S S S 1
48 | 94549 Humano |S R>16 |S S S S S S S S S S 1
49 | SA92179 Humano |S R>16 |S S S S S S S S S S 1
50 | SA91305 Humano |S S S S S S S S S S S S 0
51 | SA3160196 Humano |S S S S S S S S S S S S 0
52 |Ss.e.f13 Humano |S S S S S S S R>2 S S S S 1
53| S.eF8 Humano |S S S S S S S S S S S S 0
54|s.e. F4 Humano |S S S S S S S S S S S S 0
55| S. typhi HI-01 Humano |S R>16 |S S S S S S S S S S 1
56 | S. typhi HI-02 Humano |S R>16 |S S R>16 |S S S S S S IS 2
57| S. typhi IMSS-1 | Humano |S S S S S S S S S S S S 0

Abreviaturas : Plas:

plasmidos, AK: amicacina, GE: gentamicina,
ceftriaxona, AM: Ampicilina, STX: Trimetoprim/sulfametoxazol, CTX: cefotaxima, NET: netilmicina, PEF: pefloxacina,
NF: Nitrofurantoina, CF: Cefalotina.

CB: Carbenicilina, CL: cloranfenicol, Cro:
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TABLA 6-1.

CEPAS DE REFERENCIA CON MULTIRRESISTENCI A
DIFUSION EN PLACA (METODO DE KIRBI-BAUER)

No CEPAS ORIGEN |Plas |AK |GE |[CB |CL [Cro AM STX CTX NET |PEF |NF [CF | No.

1. ETEC H10407 |Humano |+ S S R R S R S MS |S S S S ?}?ESIS.
2. UB5201P0OX38 | Humano |+ S S R R S R S MS |S S S R 4

3. E. coli 679 Humano |+ S S R R S R R MS |S S S R 5

4. ATCC-9184 Ave + S S S S S S S S S S S S 0

5 B. canis Perro S S S S S R S S S S S S 1

Por otro lado, el patron de resistencia fue el siguiente: ampicilina/sulbactam 3.2%,

ampicilina 32.25%,

piperacilina 3.22%,

aztreonam 8.6%,

ceftacidima 11.29%,

trimetropim/sulfametoxazol 24.19%, imipenem, meropenem Yy ciprofloxacina tuvieron

una resistencia de 1.61% respectivamente (grafica 2).

CMI en S. enteritidis
Imp  Mer Cp AfS
1.61% 1.61%L.612% 3.2%

Grafica 2.- Se muestran los porcentajes de resistencia de las 57 cepas de S. enteritidis con
(CMI).
Ampicilina/sulbacatam (A/S); Ampicilina (AM); piperacilina (Pi); aztreonam (Azt) ceftacidima
(Caz) Trimetoprim/sulfametoxazol (T/S); imipenem (imp), meropenem (mer) Ciprofloxacina

multiples  antibidticos,

(Cp).

aislados de aves
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En la tabla 7 se observa el comportamiento de las 57 cepas de S. enteritidis
analizadas con cada uno de los antibiéticos. Al aplicar la pruebas de chi-cuadrado se
observd que existe una relacién entre la susceptibilidad mostrada en las cepas de S.
enteritidis y los antibiéticos (p<0.05%). Los mayores porcentajes de resistencia de las
cepas fueron: Ampicilina (27.8%), Aztreonam (7.8%), ceftacidima (10.7%) vy
trimetropim/sulfametoxazol (21.9%).

Otras cepas estudiadas mostraron bajo porcentaje de resistencia a:
Ampicilina/sulbactam (3.2%), Piperacilina (1.64%), ciprofloxacina (1.64%), imipenem
(1.64%) y meropemen (1.64%). No se observd resistencia a ceftriaxona,
levofloxacina y cefotaxina. Sensibilidad intermedia la presentaron fundamentalmente
para: cefotaxina (7.8%), ceftriaxona (7.8%), aztreonam (4.7%) y en menor porcentaje
para ceftacidima (3.12%), piperacilina (3.28%) y ampicilina/sulbactam (1.6%).

Los antibidticos a los que las cepas mostraron mayores porcentajes de sensibilidad
fueron: ampicilina/sulbactam (95.2%), ciprofloxacina (98.36%), levofloxacina (100%),
imipenem (98.36%), meropenem (98.36%).

TABLA 7. PORCENTAJES DE RESISTENCIA'Y SENSIBILIDAD
ANTIMICROBIANA EN CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS (CMI).

Antimicrobiano Resistente % Intermedio % Sensible %

Ampicilina/sulbactam 3.2 1.6 95.2
(A/S)

Ampicilina (Am) 27.8 0 72.2
Piperacilina (pi) 1.64 3.28 95.08
Aztreonam (azt) 7.8 4.7 87.5
Ceftacidima (Caz) 10.7 3.12 85.9
Ceftriaxona (cax) 0 7.8 92.2
Trimetropim/sulfametoxazol 21.9 0 78.9
(T/S)

Ciprofloxacina(CP) 1.64 0 98.36
Cefotaxina (Cf) 0 7.8 92.2
Levofloxacina (Lvx) 0 0 100

Imipenem (imp) 1.64 0 98.36
Meropenem (Mer) 1.64 0 98.36
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6.5. Identificacion de los Genes de la Integrasa Clase | y Il

En la grafica 3 se puede observar la deteccion de integrones clase | y clase Il frente
a los antibidticos utilizados en cepas de S. enteritidis. Donde 22 cepas de
Salmonella expresaron el gen de la integrasa clase | y 22 cepas expresaron el gen
de la integrasa clase I, mostraron mayor resistencia a ampicilina,
encontrandosell cepas con el integron clase | y 4 con el integron clase Il. En
trimetropim/sulfametoxazol se encontraron 10 cepas con el integron clase | y 1 cepa
con el integron clase Il, en ceftazidima se encontraron cuatro cepas con el integron
clase | y ninguno con el integron clase Il , en carbenicilina se encontraron cuatro
cepas con el integron clase | y 3 con el integron clase Il, en cefalotina se
presentaron 3 cepas con el integron clase | y 2 cepas con el integron clase Il pero
aztreonam, piperacilina, cloranfenicol, gentamicina, imipenem, meropenem
presentaron una cepa con el integron clase |, ampicilina/sulfametoxazol presentaron
2 cepas con el integron clase I, ampicilina sulfametoxazol, imipenem, meropenem
presentaron una cepa con el integron clase Il, 'y aztreonam
trimetropim/sulfametoxazol presento 3 cepas con el integron clase Il y ceftriaxona no

presentd ninguno de los dos integrones.
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Grafica 3. - Presencia de integrasas clase | y clase Il en 41 aislamientos de Salmonella
con un perfil de resistencia para antibidtico.
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6.6. Comparacion entre cepas con presencia delint  egron clase 1y Il

De las 57 cepas de Salmonella analizadas, 40 cepas (70.17%) fueron resistentes,
12 cepas fueron multiresistente 8 presentaron el integrén clase | y 6 presentaron el
integron clase Il de las 28 cepas con resistencia a un antibidtico presentaron
13(32.5%) presentaron integrones clase | y clase Il. El andlisis estadistico mostro
diferencia significativa tanto para el integron clase | como para el integrén clase Il de
las cepas multiresistente (X?= 10.441; P <0.05; IC 95%).

El andlisis estadistico no mostro diferencia significativa tanto para el integron clase |
y clase Il en las cepas multirresistentes y las que presentaron resistencia a un

antibidtico.
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TABLA 8.- COMPARACION DE CEPAS CON MULTIRRESISTENCI A
ANTIMICROBIANA'Y PRESENCIA DE INTEGRONES CLASE 'Y Il.

1 CEPAS Resistencia a los Nam. de | Amplificacion la Subunidad ribosomal e Integrones
No Antibiéticos antibiéticos
16S ribosomal clase | clase Il
1. 195793 AZT , CAZ,T/S, 3 Sl NO Sl
2. 95755 T/S 1 Sl Sl NO
3. 95773 CB, AM 2 Sl Sl NO
4. 95736 T/S, CP 2 Sl Sl Sl
5. 95580 T/S 1 Sl Sl Sl
6. 95568 AM 1 Sl NO NO
7. 95321 CAZ 1 Sl Sl Sl
8. 95235 T/S 1 Si Sl NO
9. 95233 T/S 1 Sl Sl NO
10. 9556 T/S 1 Sl Sl NO
11. [ 94601 AM 1 Sl NO NO
12. 94549 AM 1 Sl NO NO
13. [932014MCB CAZTIS 2 Sl Sl NO
14. | 93152MB CAZ 1 Sl Sl NO
15. |[92809B CAZ 1 Sl NO Sl
16. 92277 AM 1 Sl Sl NO
17. 92248 AZT 1 Sl NO Sl
18. 92178HBC AM 1 Sl NO Sl
19. [921034H AZT. 1 Sl NO Sl
20. [ 931034 AM 1 Sl Sl NO
21. | A6160196 AM 1 Sl NO Sl
22. A-14 T/S 1 Sl Sl NO
23. [A9 AM 1 Sl Sl NO
24. A-5 AIS.AM, Pl AZT, CAZ, T/S | 10 Sl Sl NO
CL,NI, CF, CB.
25. | SA92245F4 AM 1 Sl Sl Sl
26. | SA92179 AM 1 Sl NO Sl
27. SA91305 GM, CB, AM, NF, CF 5 Sl Sl NO
28. | SA712SA T/S 1 Sl NO Sl
29. [ SA3160196 Ninguno 0 Sl Sl NO
30. SA 01B CB, AM, NF, CF 4 Sl NO Sl
31. | T26F4 CB 1 Sl NO Sl
32. T16F4 AM 1 Sl Sl Sl
33. | T14 AZT 1 Sl NO NO
34. | MT10 AIS, AM, IMP, MER 4 Sl Sl Sl
35. [S.e.f13 T/S 1 Sl No Sl
36. |S.eF8 Ninguno 0 Sl No Sl
37. S.e.F4 Ninguno 0 Sl No Sl
38. | S.typhiHI-01 | AM,T/S 2 Sl Sl NO
39. | S.typhiHI-O2 | AM, CRO, CF, CB. 4 Sl Sl Sl
40. S. typhimurium | AM, T/S 2 Sl NO Sl
41. | FVB-1 AM 1 Sl NO NO
42. FVA-1 AM,PI, T/S 3 Sl NO NO
43. | JAIVB AM 1 Sl NO Sl
Cepas 40 43presentaron 22presentaron 22presentaron
Resistentes presentaron subunidad 16s integron | integron I
resistencia

Abreviaturas: Ampicilina/sulbacatam(A/S); Ampicilina(AM); cefalotina(Cf); piperacilina(Pi);
Trimetoprima/sulfametoxazol (T/S); Gentamicina(Gm); Ciprofloxacina(Cp); Tobramicina(To); amikacina(AK);
imipenem(IMp),aztreonam(AZT), Carbenicilina (CB), Nitrofurantoina (NF), Meropenem(MER), Cefalotina(CF),
Cloranfenicol (Cl),Nitrofurantoina(NI),Ceftacidima (caz).
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6.7. Identificacion del gene de la Integrasa Clase |

En la figura 9 se muestra la amplificacion de un fragmento de 1,196 pb que
corresponde al gen de la integrasa tipo | en cepas de S. enteritidis. Dicho gen se
asocia a genes cassettes que se encuentran en la region variable del integron.

De las 57cepas de S. enteritidis analizadas, en 22 (38.59%) se encontro el gen de la
integrasa tipo | (Figura 8). Dentro de estas cepas se encontraron varios que fueron

resistentes a 10 antibi6ticos (Tabla 7).

PB

3000
2000
1000
,196
500

Figura. 9. Amplificacién del gene de la integrasa clase I. carril 1 MPM 2 Log ladder, carril 2
S. enteritidis A-5 , carril 3 S. enteritidis 95580, carril 4 S. enteritidis 95321, carril 5 S.
enteritidis SA91305, carril 6 S. enteritidis MT10, carril 7 control Negativo.



6.8. Identificacion del gene de la Integrasa Clase I

En la figura 10 se muestran la amplificacion de un fragmento de 1,096 pb que
corresponde al gen de la integrasa Clase Il en cepas de S. enteritidis. Dicho gen se
asocia a genes cassettes que se encuentran en la region variable del integron.

De las 58 cepas de S. enteritidis analizadas en 22 (38.59%)se encontré el gen de la
integrasa tipo Il (Figura 9). Dentro de éstas la cepa A5 presento resistentes a 12

antibidticos (Tabla 7).

1096 pb

Figura.10 .- Amplificacion del gene de la integrasa clase Il. Carril 1 MPM 2log ladder, En los
carriles 2-5y 7 corresponden a cepas de S. enteritidis carril 2 95793; carril 3 95736; carril 4
95736; carril 5 95321; carril 6 Control Negativo; Carril 7 T16 F4.
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7. DISCUSION

Las enfermedades diarreicas siguen siendo una causa muy importante de morbilidad
y mortalidad en el mundo y estan clasificadas como la cuarta causa de muerte y la
segunda causa por pérdidas productivas®.

En México la Direccion General de Epidemiologia reporta anualmente una incidencia
de aproximadamente 76,000 casos de salmonelosis donde los serotipos que
frecuentemente se aislan son: S. typhimurium, S. enteritidis, S. derby, S. agona y S.
anatum; determinando ademas que en las muestras de origen humano, S. enteritidis
ha sido el serotipo mas frecuentemente aislado entre 1991 y 2000°°. Por lo que
corresponde a este microorganismo, frecuentemente se asocia con intoxicaciones
alimentaria sobre todo en lugares donde se manipulan alimentos para consumo
general. Los alimentos mas expuestos a una contaminacion microbiana son aquellos
que se consumen crudos o frescos como carne cruda, productos carnicos,
embutidos, pescados y mariscos, que no son debidamente preparados o
almacenados®.

El serotipo que se reporta con mayor frecuencia en problemas de salud publica a
nivel mundial es S. enteritidis. Este microorganismo se aisla frecuentemente tanto de
humanos como de animales ya que su habitat es el tracto digestivo, por lo que la
contaminacion de alimentos derivados de la industria agricola y pecuaria para
humanos puede ser comun. Por otro lado, estos microorganismos se pueden
encontrar en particulas organicas que pululan en el medio ambiente y son un riesgo

de contaminacion alimentaria %
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La resistencia bacteriana a los antibidticos constituye un problema creciente en el
ambito mundial especialmente para paises en desarrollo debido al uso indiscriminado
de los antibi6ticos o drogas que se utilizan para uso humano, animal o vegetal. El
incremento de la resistencia antimicrobiana se debe probablemente a la generacion
cepas resistentes.’® La categoria para establecer que un microorganismo es
resistente lo determina la NCCLS, y los clasifica en sensibles, intermedios y
resistentes.

En el presente trabajo observamos que el patron de resistencia antimicrobiana en las
57 cepas de Salmonella analizadas por el método de Kirby-Bauer (Tabla 5) y se
observd que cefalotina (75.43%), gentamicina (89.47%), carbenicilina (96.8%) y a
nitrofurantoina (96.8%) y en menor proporcion ceftriaxona (1.75%) y cloranfenicol
(1.75%), lo cual fue similar a lo reportado por otros autores®. En estas cepas de S.
enteritidis, el cloranfenicol y la ceftriazona mostraron poca resistencia. En el caso del
cloranfenicol esto se puede explicar debido a que es una droga de eleccion para el
tratamiento infecciones causadas por S. typhi como se describe en la literatura 2.

En relacion a la CMI, el analisis mostré que los porcentajes de resistencia fueron
altos para trimetoprim/sulfametoxazol y ampicilina lo cual es explicable ya que son
drogas que se utilizan con mayor frecuencia en la clinica. Las cepas analizadas no
mostraron resistencia a ceftriaxona, cefotaxima y levofloxacina lo cual es entendible
ya que los dos primeros son cefalosporinas de tercera generacion (Tabla 6), lo cual
coincide con resultados reportados por otros autores*®. Al analizar las 57 cepas de
Salmonella se encontré que siete, portan integrasas para ambos integrones (clase |

y 11). El hecho de que estén presentes dichos integrones correlaciona con resistencia
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antimicrobiana. Como se muestra en la figuras 9 y 10 , asi como en la tabla 8. *® 4"

48

La cepa A-5 fue multirresistente a diez antibidticos pero solo presento el integron
clase | (Tabla 8), la multirresistencia en esta cepa se puede explicar ya que fue
aislada de aves de postura y en la alimentacion de estos animales se utilizan
antibioticos en el alimento como promotores del crecimiento o bien para evitar
enfermedades en las parvadas en produccion, cabe mencionar que esta cepa porta
ademas plasmidos de mediano y alto peso molecular (30 y 90 Kb) 3.

Por lo que corresponde a algunos de los antibidticos que se usan con frecuencia en
medicina humana se encontraron 5 cepas que presentaron resistencia a aztreonam
(Azt) que se clasifica como monobactamas y 7 cepas presentaron resistencia a
ceftazidima (Caz) la cual es una cefalosporinas de tercera generacién, ambos
antibioticos pertenecen al grupo de los betalactamicos, lo cual se puede explicar ya
gue muchas enterobacterias producen B-lactamasas como las penicilinasas y
cefalosporinasas que hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico®®°>®. Con
respecto a Trimetropin/sulfametoxazol (T/S) 15 cepas presentaron resistencia lo cual
correlaciono con la presencia de integron clase | (66.66%) e integron clase Il (40%),
es interesante mencionar que el gene de resistencia para las sulfamidas (sufl) se
encuentra en el integron clase | ™. En el caso de ampicilina 20 cepas presentaron
resistencia y el 55% de estas, correlacionaron con integron clase | mientras que el
45% presentaron integron clase Il, lo que coincide con otros trabajos donde se han
reportado aproximadamente 60 genes involucrados en la resistencia antimicrobiana

en ambos integrones ",
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Como se menciono anteriormente la rapida diseminacion de la resistencia
antimicrobiana entre las poblaciones bacterianas se debe a la presencia de
transposones y plasmidos. Los integrones son estructuras integradas en un
transposon que tienen la capacidad de integrarse al genoma bacteriano presentando
un tercer mecanismo que contribuye a propagar la resistencia de los antibiéticos. %%
Es claro de que la integracidon de los determinantes de resistencia dentro del
cromosoma bacteriano aumenta la resistencia antimicrobiana aiun en ausencia de
antibiéticos®”. Actualmente el uso indiscriminado de los antibiéticos en la industria
pecuaria asi como su uso terapéutico para prevenir infecciones en animales ha
contribuido a aumentar la resistencia de patégenos que causan infecciones en
humanos y animales. Por ejemplo, la propagacion del serotipo S. typhimurium DT104
el cual es pentaresistente, causa un gran impacto en la salud publica, ya que el
microorganismo se trasmiten de animales a humanos por medio de alimentos
contaminados.®’

De las 57 cepas de S. enteritidis que se estudiaron 5 (7.8%) presentaron resistencia
a 1 antibiotico y no amplificaron ninguno de los dos integrones estudiados. Sin
embargo, se debe considerar que existen otros mecanismos de resistencia o tal vez
a la presencia de integrones en plasmidos conjugativos involucrados en la
resistencia a los antibi6ticos®.

La mayoria de las cepas presentaron integrones de Clase |, este tipo de integrones
confieren resistencia a multiples farmacos, teniendo aproximadamente 60 genes
cassettes que se han descrito anteriormente, la mayoria de estos genes reportados

codifican resistencia a antibioticos y a drogas que se utilizan como desinfectantes. El
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integron clase | confiere resistencia a: aminoglicosidos como la gentamicina,
amikacina, Penicilinas, cefalosporinas, trimetoprim/sulfonamidas, Tetraciclina,
Eritromicina, Cloranfenicol®. Este tipo de integron clase | se encuentra
principalmente asociado con los plasmidos y el transposon 21.%®

El transporte de los integrones de clase Il es por el Tn7, tiene la capacidad de portar
genes con resistencia a antibiéticos y la presencia de este tipo de transposon sirve
para detectar resistencia a cloranfenicol, kanamicina, estreptomicina, sulfadiacina,
trimetoprim, mercurio, amonio cuaternario, tetraciclina y estreptomicina.

Los resultados que encontraron en este trabajo coinciden con otros autores donde
reportan que los integrones clase |y clase Il estan presentes tanto en E.coli como en
Salmonella aislamientos de tanto de humanos como de animales, donde la mayoria
presentan resistencia a 5 o mas antibidticos. Los resultados de resistencia
antimicrobiana que se observaron en los aislamientos de S. enteritidis de origen aviar

y humano tiene importancia, sobre todo, si se considera el papel que juegan estos

elementos genéticos en los mecanismos de resistencia entre los microorganismos.



8. CONCLUSIONES

1. Con pruebas bioquimicas en microplaca y serotipificacibn con antisueros
somaticos (O) y flagelares (H) se confirmé que todas las cepas utilizadas para este
trabajo pertenecen al género Salmonella; serotipos S. enteritidis, S. typhi y al género
Escherichia coli.

2. El 100% de las cepas pertenecientes al género Salmonella amplificaron un
fragmento 500 pb el cual corresponde a la subunidad 16s ribosomal, lo cual apoyé la
confirmacién del serotipo.

3. Mediante el método de Kirbi-Bauer se observo que las 57 cepas de Salmonella
presentaron una resistencia que vario entre el 96.8% y 74.19% para los antibioticos
nitrofurantoina, carbenicilina, gentamicina, cefalotina y amikacina. Mientras que, los
antibioticos que inhibieron con mayor eficacia el desarrollo de Salmonella fueron
ceftriaxona cloranfenicol, pefloxacina, cefotaxima ya que del total de cepas, entre el
1.61% y 3.22% presentaron resistencia a estos antibiéticos.

4. El patron de resistencia observado por medio de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) en las 57 cepas de Salmonella fue mayor para los antibioticos
trimetropim/sulfametoxazol (24.19%), Ampicilina (32.25%), ceftacidima (11.29%) y
aztreonam (8.06%) como se muestra en la grafica 2 (p<0.05%).

5. La cepas de Salmonella presentaron multiresistencia antimicrobiana (43/57), 22
cepas (38.59%) amplificaron algun tipo de integron (clase | y clase Il). Con respecto
a Trimetoprin/sulfametoxazol 10 cepas (17.54%) presentaron resistencia con integron

clase | y 8 (14.03%) amplificaron el integrén clase |I.
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9. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

1. Identificar la presencia de integrasas en plasmidos, ya que se observo que la
mayoria de las cepas estudiadas portan estos elementos genéticos.

2. ldentificar la presencia de genes como sull y [-lactamicos dentro de
integrones (clase | y clase Il) localizados ya sea en el cromosoma o0 en
plasmidos, con la finalidad de correlacionar su resistencia antimicrobiana.

3. La caracterizacion de cepas de género Salmonella multirresistentes ayudara a
un adecuado uso de los antibidticos tanto para la medicina humana como
veterinaria.

4. El estudio molecular de microorganismos patdogenos basado en la resistencia a
las drogas, puede ayudar a estudios epidemioldgicos ya que las bacterias mutan
constantemente, debido a un uso indiscriminado de los antibioticos en medicina

humana, veterinaria y la industria de los alimentos.
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11.- ANEXOS

MEDIOS DE CULTIVO Y MODO DE PREPARACION

Agar Nutritivo

Férmula por litro de agua

Componente gramos
Caldo NULMLIVO.......oeveeeeieieeec e 7.0
Extracto de levadura ...............occcvvveeeeennnn 1.0
Agar bacteriol0giCo.........cccccevvvvvvuiiniiineennn. 15.0
Fosfato de potasio monobasico .............. 1.3
Fosfato de potasio dibasico .................... 3.7
GlICErOl ..o 2.0 mL

Modo de Preparacion: Rehidratar los componentes sefialados, aforar a un litro
de agua destilada, calentar hasta su disolucion y esterilizar en autoclave a 121<C
a 15 libras de presion durante 15 minutos. Permitir que enfrié a 45T

aproximadamente y vaciar en cajas petri.
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Luria Bertani
Medio de cultivo sdlido sin inhibidores e indicadores para cualquier
microorganismo.

Formula por litro de agua

Componente gramos
Cloruro de sodio ................. 10.0
Bacto triptona ..................... 10.0
Extracto de levadura ......... 5.0
PH 7.0

Modo de Preparacion: Rehidratar los componentes sefialados en un litro de
agua destilada, y aforar a un litro,vaciar en tubos o botellas apropiadas y
esterilizar en autoclave a 121 a 15 libras de pre sion durante 15 minutos.
Medio para diferenciacion Bioquimica
Agar Citrato de Simmons

Foérmula por litro de agua

Componente gramos
Agar bacteriol0giCo ..........ccvvvveeiviiiiiiiiieee e, 15.0
Azul de bromotimol ..o 0.08
Citrato de SOAI0.........ccvvvvieeeeiiiiieee e 2.0
Cloruro de SO0 ........ceeeeeviiiiiiiieeieiiieeeeeene 5.0
Fosfato dihidrogenado de amonio................... 1.0
Fosfato dipOtasiCo............uvvveciiiiiieeiieeeeeeeeeeee, 1.0
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Sulfato de magnesio .......ccceeeeeeeeeeeieeeeiiiiiiinns 0.2

Modo de Preparacion: Rehidratar 24.2g aforar a un litro de agua destilada,
calentar hasta su disolucion y distribuir en tubos; esterilizar en autoclave a 121
a 15 libras de presion durante 15 minutos. Permitir que enfrien los tubos en

posicion inclinada

Agar de Mac Conkey
Medio selectivo usado para evaluar la capacidad de degradacion de la lactosa.

Formula por litro de agua

Componente Gramos
Agar ... 13.5
Cloruro de sodio .........cccceeeeeeen. 5.0
Cristal violeta ........................ 0.001
Lactosa .........cceevveviiiiiiiiiieeeens 10.0
Mezcla de sales biliares ......... 15
Peptona ... 3.0
Peptona de gelatina ................ 17.0
ROJO NEULro .........ccevvvveviiiiininns 0.03

Modo de Preparacion: Rehidratar 50g del medio aforar a un litro de agua

destilada, calentar hasta su disolucién y esterilizar en autoclave a 121C a 15
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libras de presion durante 15 minutos. Permitir que enfrié a 45C aproximadamente

y vaciar en cajas petri.

Agar para Salmonella y Shigella

Formula por litro de agua

Componente Gramos
Agar ..o 13.5
Citrato férrico de amonio ......... 1.0
Citrato de sodio ...........eevveeeeee. 8.5
Extracto de carne .................... 5.0
Lactosa .........ccevveiiiiiiiiiiieeees 10.0
Peptona ..., 5.0
ROjO Neutro .........ccevevvvvevninnnnnn. 0.025
Sales biliares ........cccccccvveeeenn. 8.5
Tiosulfato sodico ..................... 8.5
Verde brillante ................... 0.00033

Modo de Preparacion: Rehidratar 60g del medio aforar a un litro, de agua
destilada, calentar hasta su disolucién. No esterilizar en autoclave. Permitir que

enfrié a 45C aproximadamente y vaciar en cajas pet ri.

Agar Sulfito de Bismuto

Formula por litro de a gua
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Componente Gramos

AGA oo 20.0
Dextrosa ........ccceeeeveiiiiiiiiiieeeeeas 5.0
Extracto de carne .........ccccccovvvvveeneennns 5.0
Fosfato disOdiCO .........cccceeevviiiiniiiiennns 4.0
Indicador de sulfito de bismuto ........... 8.0
Peptona ..o 10.0
Sulfato ferroso .........ccccvvveiiiiiiiieee e 0.3
Verde brillante .........ccccocoiiiiiiiinn 0.025
pH final 7.6

Modo de Preparacion: Rehidratar 52g del medio aforar a un litro, de agua
destilada, calentar hasta su disolucién. No calentar por tiempo prolongado, NO
ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Permitir que enfrié a 45°C aproximadamente y
vaciar en cajas petri, una vez solidificado es importante PROTEGERLO DE LA

LUZ.
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Medio de Mantenimiento

Férmula por litro de agua

Componente gramos
Caldo NULMLIVO ... 7.0
Extracto de levadura ............c..cccvveeeeennnne 1.0
Agar bacteriol0giCo ...........ccevvvvvvniiiinennnn. 7.3
Fosfato de potasio monobasico .............. 1.3
Fosfato de potasio dibasico .................... 3.7
GliCerol ..o . 2.0mL

Modo de Preparacion: Rehidratar los componentes citados aforar a un litro, de
agua destilada, calentar hasta su disolucion y distribuir en tubos; esterilizar en
autoclave a 121<C a 15 libras de presion durante 15 minutos. Permitir que enfrién

los tubos en posicién inclinada.
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REACTIVOS y SOLUCIONES:

BROMURO DE ETIDIO (Lug/ml)

Bromuro de etidio  ........coooiiiiiiiiiiinnns 1.0ug

Agua destilada..........cccoeeeveeeiiiiinnnnn. hasta 1 ml.

Pesar el bromuro de etidio con guantes por ser una sustancia cancerigena,
disolver y almacenar la solucion en un frasco oscuro envuelto con papel aluminio

a temperatura ambiente.

Buffer TAE (Tris-Hcl- ACETATO-EDTA) 1X

Trizmabase......... 4.84q
Ac. Acetico glacial. . . .. 1.14ml
EDTAdiINa0.5MpHS8. . . . 2ml
Agua bidestilada ........... hasta
1000ml.

pH 8
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Buffer de carga 2X (ADN)

Gel de Agarosa al 1% para electroforesis
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