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RESUMEN

VILLAVICENCIO MONROY LEONARDO DANIEL. Deteccién genotipica y
fenotipica de resistencia a antimicrobianos en enterobacterias aisladas de casos
clinicos en caballos (bajo la direccién de: Dr. Antonio Verdugo Rodriguez, M. en C.
Salvador Eduardo Acevedo Monroy y M. en C. Inda Marcela Figueroa Ochoa). La
familia Enterobacteriaceae constituye un grupo amplio de microorganismos, a nivel
mundial, las enfermedades ocasionadas por estos géneros bacterianos, constituyen
un problema grave para la salud publica. La terapia con antibiéticos en caballos, no
es practica la administracion de muchos medicamentos debido a factores como
reacciones adversas, costos debido al tamafio del animal, entre otros factores, por
lo que las opciones terapéuticas se reducen, dado un panorama complicado para;
el paciente, clinico y responsable del animal. La resistencia a antimicrobianos (RAM)
surge cuando los microorganismos que causan infeccion sobreviven a la exposicion
de un antimicrobiano y esto se ha convertido en un problema grave en salud publica
y animal. Por otro lado en nuestro pais existen pocos datos acerca de la deteccidon
de diversos genes asociados a resistencia antimicrobiana y la prevalencia de los
mismos, por lo que este estudio proporciona informacion util y pionera, para tener
una perspectiva sobre la problematica de la RAM en nuestro pais, no solo para
determinar los mecanismos involucrados, sino también para conocer la
epidemiologia de los genes de resistencia detectados con mayor frecuencia. En este
trabajo se realizé una comparacion del perfil fenotipico obtenido mediante la técnica
de difusién en disco y genotipico mediante la deteccion de genes de resistencia por
la técnica de PCR en 33 aislamientos de enterobacterias y de esta manera asociar
si la resistencia presentada en el antibiograma correspondia con que la cepa
presentara alguno de los genes detectados. En su mayoria habia una asociacion de
la resistencia observada en el perfil fenotipico y que presentaba un gen de
resistencia que le podia conferir esta capacidad. Sin embargo, se observaron casos
donde presentaban algun gen, pero eran susceptibles en el antibiograma.
Finalmente se observaron casos, donde se menciona que géneros bacterianos
presentan genes de resistencia de forma natural fueron susceptibles en el

antibiograma a antibidticos sobre los que tendrian efecto esos genes.
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1. Introduccion

1.1Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae forma parte del dominio Bacteria, phylium:
Gracilicutes; clase: Gamaproteobacteria; y orden: Enterobacteriales. Son bacterias
Gram negativas, anaerobios facultativas, la mayoria son moéviles por flagelos
periticos. Son bacilos y constituyen un grupo amplio de microorganismos cuyo
reservorio natural es el tracto gastrointestinal (aunque no exclusivamente) de
animales y el hombre. Son fermentadoras de la glucosa y de otros hidratos de
carbono, la mayoria carecen de citocromo oxidasa excepto Plesiomonas
Shigelloides.1 La familia Enterobacteriaceae se compone de mas de 30 géneros y
120 especies. En el cuadro se presentan los géneros de mayor relevancia en

medicina veterinaria.2 (Cuadro 1)'?

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

oxytoca
aerogenes

Proteus mirabilis
vulgaris
Salmonella enterica
bongori

Yersinia enterocolitica

pestis
pseudotuberculosis

Cuadro 1 Géneros bacterianos de mayor relevancia en medicina veterinaria.



A nivel mundial, las enfermedades ocasionadas por estos géneros bacterianos,
constituyen un problema grave para la salud publica, con altas tasas de morbilidad
y mortalidad, especialmente en paises en vias de desarrollo, causando
enfermedades gastrointestinales con presentacion de diarreas y toxemia o
afecciones como: septicemias, nefritis, artritis, neumonias, abscesos, endometritis
y abortos.®* En el tratamiento rutinario, usualmente se prescriben antibiéticos, sin
embargo, el uso de estos debe estar basado en principios racionales que incluyan
una evaluacion cuidadosa del paciente, juicio clinico, informacion del agente o
agentes infectantes (incluyendo sus resistencias intrinsecas) seleccion del
medicamento adecuado, formulacién de un régimen de dosis adecuado al paciente

y conciencia de los beneficios y riesgos de la terapia aplicada.®
1.2 Empleo de antibiéticos

Dentro de la practica clinica, cuando se presentan enfermedades en animales como
diarreas, sepsis, neumonias, u otros datos de infecciones asociadas a
enterobacterias, generalmente el médico veterinario utiliza antimicrobianos,
basandose en un criterio construido con base en el conocimiento de los farmacos
aplicables al problema infeccioso en cuestion y su gravedad, posologia,
farmacodinamia, farmacocinética, via de administracion, costo, disponibilidad en el
area geografica y disposicion del propietario. La terapia con estos farmacos puede
detener el crecimiento bacteriano o causar la muerte, dependiendo de su
mecanismo de accion y de la concentracion que alcance el farmaco en el sitio de la
infeccidn. Si el agente etioldgico es sensible al farmaco de eleccion, el cuadro clinico
se resuelve sin complicaciones. Sin embargo, este podria ser ineficiente y podria
promover el fendbmeno de seleccion de mutantes resistentes, a pesar de que el
microorganismo sea susceptible a la accion del antimicrobiano, por una aplicacion

incorrecta, subdosificacion o un periodo corto de tratamiento.5 7> 89
1.2.1 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

El descubrimiento y la posterior produccidn a gran escala de los antimicrobianos a

principios del siglo XX fue uno de los logros mas importantes en la historia de la



medicina.1o Los antimicrobianos actuan inhibiendo diversos procesos metabdlicos
esenciales para las bacterias, la especificidad de accion depende de que el farmaco
bloquee una enzima u otro sustrato que no esté presente en las células eucariotas
o sea suficientemente distinto. 1

1.2.1.1 Inhibiciéon de la sintesis de la pared celular bacteriana.

Las bacterias poseen una pared celular constituida por una estructura glucopéptida
denominada peptidoglucano o mureina, el cual es un componente vital que les
proporciona estabilidad mecanica. Esta compuesto por cadenas de N-
acetilglucosamina y de N-acetilmuramico. Los betalactamicos, dentro de los que se
incluyen penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos, inhiben el
ultimo paso de la sintesis del peptidoglicano, los receptores de estos
antimicrobianos se conocen como proteinas de unién a penicilina (PBP)."%.12
1.2.1.2 Inhibiciéon de la sintesis de la membrana celular

Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa, la lamina interna de
esta membrana esta constituida por fosfolipidos, mientras que la externa contiene
un lipido glucosilado denominado lipopolisacarido (LPS) o endotoxina, ademas de
estar provistas de una capa fina de peptidoglucano.’® Varios derivados de
naturaleza lipopeptidica como la polimixina B y la colistina (polimixina E) tienen la
capacidad de insertarse en el LPS conduciendo a la muerte celular por atraccion
electrostatica ejercida entre la carga positiva de los grupos amino y los aniones
fosfato y carboxilo que componen la capa de LPS. El interés por esos
antimicrobianos ha resurgido ya que a menudo son la unica opcion terapéutica
contra cada vez mas cepas multirresitentes. 0 13. 14

1.2.1.3 Inhibicién de sintesis proteica

Existen diversos antibidticos con la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas,
esto lo hacen por medio de la unidn a distintas regiones del ARN ribosomal (ARNr).
En el ribosoma bacteriano, el centro de decodificacion se encuentra en una pequefia
region del ARN 16S de la subunidad 30S, mientras que el lugar de formacion de
enlace peptidico estan contenidos en un bucle del dominio V del ARNr 23S de la
subunidad 50S."3 15 Los aminoglucosidos y tetraciclinas acttan inhibiendo sintesis

de proteinas a nivel ribosomal 30S, mientras que macrdlidos, lincosamidas,
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fenicoles lo hacen a nivel ribosomal 50S. Por otro lado el acido fusidico actua
uniéndose al factor de elongacién G y estabiliza el complejo formado entre ese
factor y el difosfato de guanosina, lo cual impide que el ARNt pueda desplazarse
desde del centro de decodificacion al centro de formacion de enlaces peptidicos.
Constituye otra excepcion la mupirocina, un antibiético de uso exclusivamente
toépico inhibe la sintetasa de isoleucil-ARNt, lo que impide la incorporacion de
isoleucina a los péptidos en formacion y determina el bloqueo de la sintesis
proteica.10 13,15

1.2.1.4 Inhibicién de sintesis de acidos nucleicos

El ADN bacteriano se encuentra superenrollado y para que este se pueda replicar y
transcribir es necesaria la actividad de enzimas que relajen su estructura
superhelicoidal.1o0 Durante el proceso de replicacion, la enzima Helicasa hidroliza los
puentes de hidrégeno que unen la doble cadena de ADN. Para evitar la ruptura
debida a la tensién generada por la aperturas de las cadenas nucleotidicas la
topoisomerasa Il (también llamada ADN girasa) se encarga de la relajacion y la
topoisomerasa |V de la separacion de las moléculas hijas.13 Dentro de esta
clasificacion de mecanismo de accion se encuentran dos antimicrobianos
clinicamente relevantes, las quinolonas que ejercen su accion bloqueando las
topoisomerasas Il y IV, y las rifamicinas que inhiben la sintesis de ARN ribosémico
y mensajero al bloquear la subunidad beta de la ARN polimerasa.'® 3

Por otro, lado las sulfonamidas y la trimetoprima interfieren en la sintesis de acidos
nucleicos de manera diferente, las bacterias son incapaces de obtener acido fdlico
del entorno y requieren sintetizarlo, estos farmacos inhiben esta sintesis, lo cual
interfiere en ultima instancia con la produccién de nucleétidos particularmente
timina.1s Las sulfamidas son analogos estructurales del acido paraminobenzoico y
actuan como un falso sustrato de la dihidropteroato sintetasa, el cual se convierte
en acido dihidrofdlico y este, a su vez, en el principio activo, el acido tetrahidrofélico
(acido fdlico) por la accion de la dihidrofolato reductasa, que es la enzima
especificamente inhibida por la trimetroprima.1o0,15 La accién conjunta de sulfamidas
y trimetroprima en las bacterias es sinérgica y resulta en una actividad bactericida.®

1315 En el cuadro 2 se muestran los principales grupos de antimicrobianos de interés



clinico de acuerdo a su mecanismo de accién y estructura quimica asi como sus

principales representantes.'®

Mecanismo de accion Grupos Antimicrobianos representativos
Naturales: penicilina G penicilina V
Resistentes a penicilinasas: cloxacilina, oxacilina, meticilina
Penicilinas Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina
Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina
Ureidopenicilinas: piperacilina, mezlocilina
Inhibicion de la sistesis de pared B-lactamicos 1a generac?('ﬁn: cefazoli.na,cefalot‘ipa
. ) 22 generacion: cefuroxima, cefoxitina, cefactor, cefamadol
bacteriana Cefalosporinas — - - —— -
32 generacion: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefixima
4a gerenacion: cefepima, cefpiroma
Monobactams  |Aztreonam
Carbapenems |Imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem
Bacitracina Bacitracina
Fosfonopéptidos Fosfomicina
Alteracion de la membrana Polimixinas Polimixina B, polimixina E (colistina)
citoplasmatica Lipopéptidos Daptomicina
Aminoglucdsidos Gentamicina, amikacina, tobramicina
Fenicoles Cloranfenicol, florfenicol
Lincosamidas Clindamicina, lincosamida
inhibicion de la sistesis de proteica 14 atomos de carbono: eritromicina, claritromicina
Macrélidos 15 &tomos de carbono: azitromicina
16 atomos de carebono: espiramicina
Tetraciclinas Tetracilina, doxiciclina
12 generacion: acido nalidixico
. 22 generacion: norfloxacina
Quinolonas — - -
Alteracién del metabolismo o la 3a generaq(’)n: C|pr(.)ﬂoxac.|na, levofloxacina
estructura de los acidos nucleicos — 42,! gere'n a'1C|on: moxifioxacina
Rifamicina Rifampicina
Nitromidazoles Metronidazol
Nitrofuranos Nitrofurantoina
Bloqueo de la sintesis de factores Sulfonamidas Trimetoprima | Cotrimoxazol
metabolicos Diaminopirimidinas Sulfametoxazol
Inhibidores de B-lactamasas Acido clavulanico, sulbactam, tazobactam

Cuadro 2 Grupos antimicrobianos y sus principales representantes tomado y modificado de:
Calvo J, Martinez-Martinez L. 2009 1°

1.3 Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a antimicrobianos (RAM) surge cuando los microorganismos que
causan infeccion sobreviven a la exposicion de un farmaco que normalmente las
mata o detiene su crecimiento.16 Esto permite a aquellas cepas que son capaces de
sobrevivir a la exposicion a dicha sustancia, crecer y propagarse. La RAM es un
proceso natural que se ha observado desde que se comenzaron a utilizar los
primeros antibiéticos y, de hecho, los genes que confieren resistencia a estos

medicamentos ya existian en algunas cepas bacterianas desde hace millones de



anos.10,16 Sin embargo, la RAM se ha convertido en un problema grave en salud
publica y animal, debido al uso indiscriminado de antimicrobianos, la seleccién de
bacterias resistentes y la diseminacién de esta resistencia por medio de elementos
genéticos moviles.'® Ademas, conforme se han desarrollado nuevos
quimioterapéuticos también se ha encontrado cepas resistentes a dichos farmacos
y esta resistencia pueden ser intrinseca o adquirida por medio de elementos

genéticos moviles."”

La resistencia intrinseca son todos aquellos eventos de defensa que se encuentran
en las bacterias de forma natural; es un rasgo que se comparte universalmente
dentro de una especie bacteriana, es independiente de la exposicion previa a
antibidticos y no esta relacionada con la transferencia horizontal de genes.'® Los
mecanismos documentados de resistencia intrinseca son: 1) Permeabilidad
reducida: debido a la presencia de la membrana externa en bacterias Gram
negativas la cual es impermeable a diversas moléculas y por otro lado la expresion
de numerosas bombas de expulsidon que reducen eficazmente la concentracion
intracelular del farmaco, 2) Inactivacion del antibiético (hidrolisis y modificacion) y 3)

Alteracion del sitio diana por mutaciones o proteccién.'”18.1°

Por otro lado, la resistencia adquirida ocurre por medio de elementos genéticos
moviles, que en el caso de bacterias pueden ser adquiridos por medio de plasmidos,
ADN desnudo, bacteriéfagos o transposones. Esta nueva adquisicion de genes
puede ser intracelular, como la transferencia de un gen de un plasmido al
cromosoma bacteriano o intercelular que ocurre entre bacterias y resulta de la
transferencia horizontal de genes.'”: 1°

1.3.1 Conjugacioén

Es la transferencia de material genético entre bacterias por contacto directo
mediante puentes de unién y conexion entre dos células. ElI material genético
transferido puede ser un plasmido, un transposoén, un integrén o una porcién del
cromosoma movilizada por un plasmido. En la conjugacién, una célula donante
transmite informacion genética a otra célula receptora. La célula donante posee una

estructura en la superficie, denominada pili conjugativo, que se retrae,



posteriormente se forma el puente entre las dos bacterias; por este puente pasa el
ADN de una de las células a la otra. Se ha demostrado experimentalmente que el
circulo de ADN del plasmido se abre y una cadena sencilla de este, es transferida y
posteriormente replicada en la célula receptora. Los plasmidos conjugativos se
pueden diseminar rapidamente entre poblaciones bacterianas y esta caracteristica
los convierte en los principales elementos que intervienen en la transferencia de la

resistencia bacteriana.2% 21
1.3.2 Transformacion

Es un proceso en el cual una molécula de ADN libre se incorpora a la bacteria
receptora que se encuentra en estado competente y provoca un cambio genético.
Después de la transformacion puede ocurrir la recombinacién entre los genes
introducidos y los del cromosoma bacteriano. El estado de competencia se ve
influido por el estadio de crecimiento, la concentracién de ADN y la composicion del
medio. Es el mecanismo menos comun de transferencia de resistencia.?? 22

1.3.3 Transduccion

Es la transferencia de ADN de una bacteria a otra mediante la participacién de un
bacteriéfago. Algunos de estos tienen la capacidad de incorporar su acido nucleico
al cromosoma de la célula huésped, de forma que los genes virales se replican junto
con el ADN bacteriano, tomando el nombre de profago, virus temperado o en estado
lisogénico. La transduccion puede ocurrir por ciclo litico o ciclo lisogénico segun el
tipo de bacteri6éfago.zo, 21 Las formas en las que se puede dar este mecanismo es:
cuando un fago temperado (profago) porta genes bacterianos adquiridos durante un
ciclo infeccioso anterior, y al infectar una nueva bacteria e integrar su genoma al
cromosoma bacteriano, incorporara a éste la informacion genética correspondiente

a la bacteria infectada previamente.?% 2
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Figura 1: Procesos de transformacion, transduccion y conjugacion. En el proceso de
transformacion el ADN libre, el cual posee genes de resistencia se incorpora a una bacteria
receptora, provocando un cambio genético. La traduccion es un mecanismo en el que el
ADN se transfiere de una célula a otra mediante bacteriéfagos, los cuales tienen la
capacidad de incorporar acidos nucleicos al cromosoma. Por ultimo esta el proceso de
conjugacion en donde una célula donadora la cual posee un plasmido y por medio de un
pili conjugativo transfiere este elemento genético a una bacteria receptora. Tomado y
modificado de: 23

1.4 Mecanismos de resistencia

La resistencia antimicrobiana es un problema continuo y en aumento. Se hace aun
mayor cuando un microorganismo presenta mas de un mecanismo de resistencia y
cuando tiene la facultad de transmitirlo, no soélo a su descendencia, sino también a
otras bacterias de su misma o diferente especie. Los fendmenos de resistencia

antimicrobiana son variados e incluyen los siguientes: 24



1.4.1 Permeabilidad reducida

Algunas bacterias han desarrollado mecanismos para evitar que el antibiotico
alcance su objetivo intracelular o periplasmatico al disminuir la captacion de la
molécula antimicrobiana. Este mecanismo es particularmente importante en
bacterias Gram negativas. La membrana externa actia como la primera linea de
defensa contra la penetracion de multiples compuestos toxicos, incluidos varios
agentes antimicrobianos. Las moléculas hidréfilas como los beta lactamicos, las
tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas se ven particularmente afectadas por los
cambios en la permeabilidad de la membrana externa, ya que a menudo utilizan
canales de difusion conocidos como porinas para cruzar esta barrera.?®> Se han
descrito varios tipos de porinas y se pueden clasificar segun su estructura, su
selectividad y la regulacidon de su expresion. Entre las mejor caracterizadas, las tres
proteinas principales producidas por E.coli (OmpA, OmpF, OmpC) son un ejemplo
clasico de resistencia a antibidticos mediada por porinas. Las alteraciones de estas
podrian lograrse mediante tres procesos generales: cambio en tipo de porina
expresada, cambio en el nivel de expresion de la porina y deterioro de la funcién.
Sin embargo, los cambios en la permeabilidad a través de cualquiera de estos
mecanismos con frecuencia dan como resultado una resistencia de bajo nivel y a
menudo se asocian con otros mecanismos de resistencia como una mayor

expresion de bombas de expulsion.?%26
1.4.2 Bombas de expulsion

Se describié por primera vez como un sistema de expulsién capaz de bombear
tetraciclina fuera del citoplasma en E. coli, este es dado por una proteina llamada
Tet. Numerosas clases de bombas de expulsion se han caracterizado sobre todo en

patégenos. Hay cinco familias principales de bombas de expulsion.2% 2728

e La superfamilia de facilitadores principales (MFS)
e La pequeiia familia de resistencia a multiples farmacos (SMR)
e El casete de union a ATP (ABC)

e El flujo de salida de multiples farmacos de tamafio pequefio (MATE)
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e La familia de resistencia-nodulacion-divisiéon celular (RND) siendo esta la

mayormente responsable de la resistencia intrinseca en Gram negativas

Estas familias difieren en términos de conformacion estructural, fuente de energia,
rango de sustratos que pueden expulsar y en el tipo de organismo bacterianos en

los que se distribuye.?5 2728
1.4.3 Inactivacion del antibiético

El mecanismo principal de resistencia a los betalactamicos se basa en la
destruccion de estos compuestos por la accion de la betalactamasas. Estas enzimas
destruyen el enlace amida del anillo betalactamico, lo que hace que el
antimicrobiano sea ineficaz, son especialmente importantes en bacterias Gram
negativas. La propagacion de los genes que codifican betalactamasas se ha
agravado en gran medida por su integracion en elementos genéticos moviles, como
plasmidos o transposones que facilitan la rapida transferencia de material genético

entre microorganismos.?> 2°

Las betalactamasas se clasifican utilizando esquemas basados en su funcion (el
sistema de Bush-Jacoby-Medeiros) o estructura (clasificacion de Ambler) pero en
general son ampliamente separados en enzimas con un sitio activo de serina y
aquellos que requieren un cofactor de iones metalicos. El esquema de clasificacion
de Ambler divide las betalactamasas en cuatro grupos: las enzimas de clase A, Cy
D son proteinas con un residuo de serina en sus sitios activos y las proteinas de
clase B son metaloenzimas dependientes de zinc. Algunas proteinas de clase A
funcionan como betalactamasas de espectro extendido y como carbapenemasas.
Las metaloenzimas de clase B que hidrolizan los carbapenémicos son susceptibles
a la inhibicién por EDTA, mientras que no son susceptibles a la inhibicién por el
acido clavulanico (un inhibidor de las betalactamasas). AmpC, una enzima inducible
y generalmente cromosomica que se encuentra en muchas especies de
enterobacterias es un prototipo de enzima de clase C. se han encontrado enzimas

de clase D solo en algunas especies como Pseudomonas aeruginosa.*®

Entre los grupos funcionales, se encuentra el grupo 1, en el que se ubican las

cefalosporinasas de clase molecular C, las cuales son activas contra las
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cefalosporinas de tercera generacién y cefamicinas, como el cefoxitima.
Usualmente son resistentes a la accidon inhibidora del acido clavulanico y del
sulbactam, y poseen una gran afinidad frente al aztreonam. El grupo 2, o de clases
moleculares A y D, incluye las serin-betalactamasas y multiples subgrupos, de los
cuales los de mayor importancia clinica son dos subgrupos de la clase A: las
betalactamasas de espectro extendido, que hidrolizan cefalosporinas de amplio
espectro y antibidticos monobactamicos, y son inhibidas por el acido clavulanico, y
las serin-carbapenemasas, con capacidad de hidrolizar toda clase de
betalactamicos. Las de clase D poseen propiedades de hidrdlisis frente a los
carbapenémicos. Por ultimo, las betalactamasas que requieren de iones divalentes
de zinc, se clasifican en el grupo 3 como metalo-betalactamasas de clase molecular
B y se diferenciaron inicialmente por su habilidad para hidrolizar carbapenémicos,
en contraste con su poca afinidad o capacidad hidrolitica frente a los
monobactamicos; ademas, no son inhibidas por el acido clavulanico o el
tazobactam, pero si por quelantes de iones de metal como el acido etilen-diamino-
tetraacético o EDTA.?'

Otro ejemplo de este proceso son las esterasas. En la biosintesis de macrélidos por
policétido sintetasas, la aglicona del macrdlido se convierte en una lactona ciclica,
formando un enlace éster. Las esterasas hidrolizan este enlace éster, linealizando
asi el macrolido, y por lo tanto ya no puede unirse a su sitio de union ribosomal. El
producto exacto de la reaccion catalizada por la esterasa no ha sido completamente

identificado.3?

1.4.4 Alteracién quimica del antibiético

La produccién de enzimas capaces de introducir cambios quimicos en la molécula
antimicrobiana es un mecanismo bien conocido de resistencia adquirida a los
antibidticos en las bacterias. Las transferasasas modifican covalentemente los
antibidticos resultando en alteraciones estructurales que perjudican la unién a la
diana. Las estrategias quimicas incluyen: O-acilacion y N-acilacion, O-fosforilacién,
O-nucleotidilacién, O-ribosilacién, O-glicosilacién y transferencia de tiol. Todas
estas estrategias de modificacion covalente requieren un co-sustrato para actividad,

incluyendo ATP, acetilCoA, NAD+, glucosa UDP o glutation. En consecuencia, estas
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enzimas solo estan activas en el citosol. Se han descrito muchos tipos de enzimas

modificadoras y las reacciones bioquimicas mas frecuentes que catalizan incluyen:
25,33

Acetiltransferasas: la modificacion covalente de grupos hidroxilo y/o amina
vulnerables en antibiéticos da como resultado compuestos que pierden su
capacidad para unirse al objetivo y, por tanto, quedar inactivos. El éster resultante
(para O-acetilacion) o amida (para N-acetilacion) es bildgicamente estable y, por
tanto, esencialmente irreversible sin la accidn de una esterasa analoga o enzima
amidasas, por ejemplo, dentro de este grupo se encuentran las aminoglucdsido
acetil transferasas (AAC) que son miembros de la superfamilia GCN5 de proteinas
que incluyen las histonas acetiltransferasas entre otros.Por otro lado tenemos a las
cloranfenicol acetiltransferasas (CAT) son enzimas triméricas que tienen dos tipos
estructurales distintos: clase A y clase B (también conocidas como CAT

xenobiodticos).33:34

Fosofotransferasas: las quinasas son enzimas ubicuas que catalizan Ila
transferencia del fosfato de un trinucleotido nucledsido, tipicamente ATP, a un
conjunto de sustratos. Las quinasas involucradas en la resistencia son O-
fosfotransferasas. Las aminoglucésido quinasas, denominadas APH por
aminoglucodsido fosfotransferasas, estan ampliamente distribuidas entre bacterias
patdgenas. Las APH se clasifican segun su regién de espesificada de transferencia
de fosforilo, su sustrato y la secuencia genética especifica. La APH-llla, es la mas
estudiada y tiene la capacidad de transferencia de fosforilo a regiones especificas
de 3’y 5°. Otras aminoglucésido quinasas incluyen StrA y StrB. Por otro lado las
Mph estan vinculadas a resistencia en Escherichia coli, la fosoforilacion ocurre en
el hidroxilo libre del azucar desosamina que interactua directamente con el ARNr
238_33, 35

Nucleotidiltransferasas: hay dos clases principales de estas enzimas; los ANT que
codifican los aminoglucésidos y las proteinas Lin que inactivan los antibidticos
lincosamidicos, que incluyen lincomicina y su derivado semisintético derivado, la

clindamicina. Estas enzimas transfieren la porcion NTP a un grupo hidroxilo
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aceptante en el antibidtico. Estas pueden ser transferasas AMP exclusivas en vivo.

Las ANT representan

la clase mas pequefa de enzimas que

inactivan

aminoglucosidos, aunque tienen gran impacto en la resistencia clinica. La

gentamicina y tobramicina se modifican por ANT (27).33. 36

Grupo Bush- Clase molecular
Jacoby

1

le

2b

2be

2br

2ber

2c

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

3a

3b

Substrato
Subclase preferidos
C Cefalosporinas
C Cefalosporinas
A Penicilina,
cefalosporinas
Cefalosporinas de
A espectro
extendido y
monobactdmicos
A Penicilina
Cefalosporinas de
espectro
A i
extendido y
monobactdmicos
Carbenicilinas
A Carbenicilinas,
cefepime
D Cloxacilina
Cefalosporinas de
D espectro
extendido
D Carbapenems
Cefalosporinas de
A espectro
extendido
A Carbapenems
B (B1) Carbapenems
B (B3)
B (B2) Carbapenems

Inhibidos
Ac. clavulanico EDTA
No No
No No
Si No
Si No
No No
No No
Si No
Si No
Variable No
Variable No
Variable No
Si No
Variable No
No Si
No Si

Principales Caracteristicas

Mejor hidrdlisis de cefalosporinas que de
bencipenicilinas.

Hidrolisis incrementada hasta ceftazidima
y otros oximino -beta-lactamicos.
Hidrdlisis similar de bencipenicilinas y
cefalosporinas.

Hidrolisis incrementada hacia ceftazidima
y otros oximino-beta-lactamicos
(cefotaxima, ceftazidima, cetriaxona,
cefepime).

Resistencia a 4cido clavulanico,
sulbactam, tazobactam.
Hidrdlisis incrementada hacia oximino-
beta-lactdmicos combinados con
resistencia a AC, sulbactam y tazobactam.

Hidrdlisis aumentada de la carbenicilina
Hidrolisis aumentada de la carbenicilina,
cefepime y cefpirome.
Hidrdlisis aumentada de la cloxacilina o
de la oxacilina.

Hidrdlisis de la la cloxacilina u oxacilina y
oximino-beta-lactamicos.

Hidrdlisis de cloxacilina y carbapenems.
Hidrdlisis de cefalosporinas.
Inhibido por acido clavuldnico pero no por
aztreonam.

Hidrdlisis aumentada de carbapenems,
oximino-beta-lactamicos, cefamicinas.

Hidrdlisis de expectro extendido

Enzimas
representativas

AmpC, P99, ACT-1
CYM-2, FOX-1, MIR-1

GC1, CMY-37

TEM-1, TEM-2,
SHV-1

TEM-3,SHV-2, CTX-M-

15, PER-1, VEB-1

TEM-30, SHV-10

TEM-50

PSE-1, CARB-3

RTG-4

OXA-1, OXA-10

OXA-11, OXA-15

OXA-23, OXA-48

CepA

KPC-2, IMI-1, SME-1

) IMP-1, VIM-1, CrA,
incluyendo carbapenems, pero no IND-1
monobactams
L1, CAU-1, GOB-1,
FEZ-1
Hidrdlisis preferente de carbapenems CphA, Sfh-1

Cuadro 3. Clasificacion de betalactamasas de acuerdo al esquema de Ambler y el de Bush-
Jacoby-Medeiros. %7

1.4.5 Alteracion del sitio diana

Introducir modificaciones en el sitio objetivo es uno de los mecanismos mas

comunes de resistencia a los antibiéticos en patdégenos bacterianos y afectan a casi
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todas las familias de compuestos antimicrobianos. Estos cambios en el sitio diana
pueden consistir en mutaciones puntuales en los genes que codifican el sitio diana
como lo es en el desarrollo de mutaciones cromosomicas en los genes que codifican

la ADN girasa (gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (parC, park).3®

Remplazo o desvié del sitio diana original. Con esta estrategia, las bacterias son
capaces de desarrollar nuevos objetivos que cumplen funciones bioquimicas
similares al objetivo original, pero no son inhibidos por la molécula antimicrobiana.
Otra via para evitar la accién antimicrobiana es aumentar la produccién del objetivo
antimicrobiano con la finalidad de abrumar al antibiético aumentando la cantidad de
objetivos disponibles. Un ejemplo relevante de este mecanismo es la resistencia a
sulfametoxazol-trimetoprima con la sobreproduccion de la dihidropteroato sintasa y
la dihidrofolato reductasa a través de mutaciones en la region promotora del ADN

que codifica estas enzimas.?®

Alteraciones enzimaticas del sitio de union (por ejemplo, adicién de grupos metilo)
Uno de los ejemplos mejor caracterizados de resistencia a través de la modificaciéon
enzimatica del sitio objetivo es la metilacion del ribosoma catalizada por una enzima
codificada por los genes erm (metilacién del ribosoma de la eritromicina) que da
como resultado resistencia a los macrélidos. Estas enzimas son capaces de mono
o dimetilar un residuo de adenina en la posicién A2058 del dominio V del 23ARNr
de la subunuidad ribosémica 50S y debido a este cambio bioquimico, se altera la

union de la molécula antimicrobiana a su objetivo.?®
1.4.6 Proteccion del sitio diana

Esto se lleva a cabo mediante la interaccion proteina-proteina, en el que una
proteina de resistencia a los antibidticos (proteina de proteccion diana) se une
directamente a la proteina objetivo del farmaco y actua para protegerla de los
efectos inhibidores de un antibidtico. La proteccién del objetivo no implica un cambio
permanente en la naturaleza del objetivo, en cambio, se requiere una interaccion
directa persistente o repetida entre la proteina de proteccion y el objetivo para

efectuar la resistencia. La proteccion de la diana se reconocid por primera vez como
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un mecanismo de resistencia a los antibiéticos en el contexto de la resistencia a la

tetraciclina hace aproximadamente 30 afios.3% 4°

Aunque algunos de los determinantes genéticos que codifican proteinas que median
la proteccion del sitio diana se han encontrado en el cromosoma bacteriano, la
mayoria de los genes clinicamente relevantes involucrados en este mecanismo de
resistencia  son  transportados por elementos  genéticos moviles
multridrogorresistentes. Como por ejemplo Qnr en fluoroquinolonas que es un
determinante de resistencia a fluoroquinolonas mediado por plasmidos que se
encuentran con frecuencia en aislados clinicos. Se debe destacar que la presencia
de proteinas Qnr confieren una resistencia a las quinolonas de bajo nivel. Sin
embargo, se ha demostrado que albergar genes que codifican Qnr promueve la
aparicion de cepas altamente resistentes al facilitar la selecciéon de mutantes con
mutaciones puntuales en genes que codifican la ADN girasa y/o la topoisomerasa
V.25

o ®© @
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Figura 2: Mecanismos de resistencia antimicrobiana. Se observan los principales
mecanismo por los cuales una bacteria puede evadir el efecto de un antimicrobiano como:
permeabilidad reducida, este mecanismo es particularmente importante en bacterias
Gram negativas, la membrana externa actia como la primera linea de defensa contra la
penetracion de antimicrobianos. Bombas de flujo las cuales son transportadores capaces
de expulsar antimicrobianos. Modificacién del sitio blanco donde existen cambios en el
sitio diana que pueden consistir en mutaciones impidiendo el efecto del
antimicrobiano. Inactivacion enzimatica es decir de enzimas capaces de introducir
cambios quimicos en la molécula antimicrobiana impidiendo su efecto. Copiado
y modificado de: 4!
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1.5 Métodos para la deteccidn de resistencia antimicrobiana en

bacterias.

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una
de las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Se
realiza mediante las pruebas de susceptibilidad o antibiograma, cuyo principal
objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o
varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera aproximacion, su resultado
como factor predictivo de la eficacia clinica. Para efectuar las pruebas de
sensibilidad, se cuenta con diferentes métodos como: difusion en agar (Técnica de
Bauer & Kirby), dilucion en agar, macrodilucion y microdilucién en caldo, épsilon test

(E-test) o métodos automatizados por mencionar algunos.*?

La técnica de difusion en agar o antibiograma es la técnica mas utilizada y se define
como la actividad in vitro de un antibiético frente a un microorganismo determinado
y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion
bacteriana. Su resultado, la farmacologia del antimicrobiano, en particular en el
lugar de la infeccion, y los aspectos clinicos del paciente y de su infeccidn, sustentan
la eleccion de los antimicrobianos en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas. El panorama actual de las resistencias de los microorganismos a los
antimicrobianos hace ineludible su determinacion, incluso en aquellos casos en los
que la sensibilidad se considera universal y no se han descrito, por el momento,
mecanismos de resistencia. Por el momento no existe un método universal que
reproduzca las condiciones en las que se encuentra un microorganismo
produciendo una infecciéon y, por tanto, la situacién ideal en las que deben

desarrollarse las pruebas de sensibilidad.*?

El principio de las pruebas de difusion por disco ha sido utilizado en los laboratorios
de microbiologia. Bauer, Kirby, Sherris y Turckss probaron minuciosamente todas
las variables involucradas en el proceso, tales como los medios de cultivo, la
temperatura y el espesor del agar. En 1966, ellos publicaron su estudio describiendo

la prueba que se usa en la actualidad. El Instituto de Estandares Clinicos y de
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Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés), adopto los pasos basicos del
procedimiento descritos en el estudio de Bauer como el método de referencia para
difusién por disco. Estos pasos deben de seguirse en forma minuciosa para obtener

resultados precisos.*?

El antibiograma consiste en depositar, en la superficie de agar Mieller-Hinton en
una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibiético se pone en contacto con la superficie humeda del agar,
el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar. El antibidtico difunde
radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente
de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen
rodeados por una zona de inhibicién. La concentracion de antibidtico en la interfase
entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion
critica y se aproxima a la concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida por
métodos de dilucion. Sin embargo, los métodos disco-placa no permiten una lectura
directa del valor de la CMI. Para cuantificarla, basta con haber contrastado
previamente el sistema disco-placa con un gran numero de cepas de CMI conocidas
que han estado previamente determinadas por otros métodos de determinacién de
la sensibilidad a los antimicrobianos por ejemplo el método de dilucion. Se mide el
didmetro de la zona de inhibicion obtenida por cada una de tales cepas y se grafica
dicha medida frente a la CMI, obteniéndose la linea de regresién o "recta de
concordancia" que proporciona la correspondencia entre las CMI y los diametros de
inhibicion. Para determinar la CMI de una cepa se procede a medir el diametro de
la zona de inhibicion y luego extrapolarlo en el grafico para obtener la CMI. Existen,
por tanto, unos diametros de inhibicion, expresados en mm, estandarizados para
cada antimicrobiano. La lectura de los halos de inhibicidn debe interpretarse como
sensible (S), intermedia (1) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el
CLS|.4243

Con respecto a el empleo de métodos moleculares para detectar los mecanismos
de resistencia, éstos se desarrollan mediante diferentes estrategias: 1) hibridacion
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ADN-ADN con una sonda de ADN marcada con fluorescencia; esta metodologia
consiste en la identificacion de una secuencia especifica de ADN (gen que codifica
a una resistencia) mediante el reconocimiento de la secuencia homdloga en el ADN
en varias muestras clinicas o bacterianas, 2) amplificacién por PCR de un gen
especifico; esta técnica amplia en forma exponencial un gen especifico de interés,
3) polimorfismo de fragmentos largos de restriccion (RFLP), que se basa en el
analisis del patréon de restriccion de los fragmentos de ADN generados por una
enzima de restriccion que previamente se amplificaron por PCR; esta prueba puede
detectar mutaciones puntuales en el ADN que alteren el numero de sitios de
restriccion de la enzima empleada y 4) secuenciacion nucleotidica de ADN, que
consiste en la identificacion de la secuencia de las cuatro bases que componen el
ADN mediante una sintesis de ADN in vitro; esta secuencia puede utilizarse para
inferir la secuencia de aminoacidos que componen a la proteina que codifica este
ADN e identificar las posibles alteraciones (mutaciones) al compararse con el gen
silvestre. Estas metodologias son muy utiles y se emplean en forma regular en

laboratorios de biologia molecular.**

Sin embargo, se han desarrollado otras metodologias novedosas que aportan
conocimientos nuevos al campo de la gendmica y la protedmica. En el caso de la
primera se han desarrollado metodologias que permiten determinar el numero de
copias de un gen en un genoma bacteriano, basado en PCR en tiempo real,
“pirosecuenciacion” (denominada asi por la liberacion de pirofosfato durante la
reaccion) y microarreglos del ADN empleado para obtener una pronta
genotipificacion de expresion de proteinas por ejemplo betalactamasas. Con
respecto a la protedmica, se ha utilizado la espectrometria de masas para identificar
polimorfismos y genotipificacion de diferentes proteinas en una sola muestra. En
cuanto al area de la bioinformatica, se ha desarrollado una gran cantidad de bases
de datos con informacion biomédica y asimismo se han realizado programas
computacionales empleados para establecer las vias de evolucién de los genes que

codifican a las betalactamasas de distribucion mundial.**
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1.6 Epidemiologia

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los principales problemas de
salud publica del siglo XXI, que amenaza la prevencion efectiva y tratamiento de
infecciones que ya no son susceptibles a los antimicrobianos comunes utilizados
para tratarlas, el problema es especialmente urgente con respecto a la resistencia
a los antibidticos en las bacterias. Las bacterias que causan infecciones comunes o
graves han desarrollado resistencia a cada nuevo antibiético que sale al mercado y
esto esta estrechamente asociada con el uso indiscriminado de antimicrobianos,
elecciones inapropiadas o dosis inadecuadas en la practica clinica. El uso
inapropiado de estos farmacos, asociado a la seleccidn y propagacion de
microorganismos resistentes coloca a todas las especies en una situacién de riesgo.
Ante esta realidad, la necesidad de actuar para evitar una crisis mundial en

desarrollo, en el cuidado de la salud es imperativa.*® 46

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la necesidad de un
esfuerzo mundial mejorado y coordinado para contener la RAM.47 En 2001 la
estrategia mundial de la OMS para la contencidn de resistencia a antimicrobianos
ha proporcionado un marco de intervenciones para ralentizar el fenémeno y reducir
la propagacion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos. En el 2012 la
OMS publico “La amenaza en evolucién de la resistencia a los antimicrobianos:
opciones de accion”.47, 48 Proponiendo una combinacion de intervenciones que
incluyen el fortalecimiento de sistemas de salud y vigilancia; mejorando el uso de
antimicrobianos en hospitales y en las comunidades; prevencion y control de
infecciones; alentando al desarrollo de nuevos medicamentos y vacunas
apropiadas; y compromiso politico. Siguiendo la indicacion de un papel principal
para la vigilancia, en abril del 2014, la OMS publicé el primer informe mundial sobre
la vigilancia de la RAM, recolectando experiencias de redes nacionales de
supervision.ss Este informe muestra que los datos de vigilancia pueden ser muy
utiles para orientar opciones de tratamiento, comprensién de las tendencias de la
RAM, identificar areas prioritarias para las intervenciones y monitorear el impacto

de esto para contener la resistencia. La falta de supervision adecuada en muchas
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partes del mundo deja grandes lagunas en los conocimientos de la distribucion y

alcance de este fendmeno.*” 48

El impacto de la resistencia a los antibiéticos en términos de mortalidad y de costos
de la salud publica es bastante dificil de estimar, y hay pocos estudios que aborden
este problema. El Centro para el control y la prevencion de enfermedades de
Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) estim6 de manera conservadora que
mas de dos millones de personas cada afio se ven afectadas por infecciones
resistentes a los antibiéticos y al menos 23,000 mueren como resultado de las
infecciones en ese pais.*® En Europa cada afio, el nimero de infecciones y muertes
debidas a las enfermedades ocasionadas por bacterias multiresitentes como
Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae entre otras, se estimé en 400,000 y 25,000
respectivamente en 2007.° Sobre la base de escenarios de aumento de la
resistencia a los medicamentos hasta 2050, se estima, que a menos que se tomen
medidas, las muertes por RAM podria aumentar a 10 millones de vidas cada afio
para 2050, a un costo acumulado para la produccién econémica global de 100
billones de doélares. Sobre esta base, para ese afno, el numero de muertes podria
ser de una persona cada 3 segundos.'’

Por otro lado, en la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), a través
del Programa Universitario de Investigacion en Salud (PUIS), implementé el Plan
Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) desde finales de
2017.51 En el PUCRA se articula una red de instituciones de salud que proporcionan
informacion relacionada con la resistencia antimicrobiana y cepas de referencias
para investigacion, asi como varios grupos de profesionistas de diversas disciplinas
relacionadas con la RAM. Entre los trabajos realizados en el PUCRA se encuentra
el primer reporte del estado actual de la resistencia antimicrobiana en México, en el
que se advierte el problema de la RAM en bacterias aisladas en 14 hospitales de
México y su consumo anual de antimicrobianos. De igual forma, otro grupo de
especialistas ha publicado un reporte de la RAM en 47 instituciones de México en
un periodo de 6 meses, que se suma a la evidencia de este problema en el contexto
clinico de nuestro pais. El analisis integrado y actualizado al 2018 de los resultados

se encuentra en el segundo reporte del PUCRA. Para limitar el crecimiento de la
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RAM el objetivo debe ser disminuir en una proporcién significativa el nivel de
consumo actual, tanto en medicina humana, como en veterinaria y en la
agroindustria. Deben establecerse metas de reduccion del uso a nivel industrial y
médico. Es necesario conocer los niveles de consumo actuales y plantear objetivos

puntuales, asi como designar responsables para su seguimiento y supervision.>’
1.7 Antecedentes del trabajo.

Se utilizaron aislamientos obtenidos de casos clinicos de caballos ubicados en un
rancho ubicado en el Estado de México, de donde se tomaron 64 muestras
pertenecientes a diversos 6rganos, hisopados, asi como de agua y alimentos. Los
animales presentaban signos de sepsis como petequias en orejas, ademas de
diarreas, convulsiones y algunos morian antes de llegar a los 5 dias de vida, en el
periodo que comprende de abril a mayo del 2014 (Cuadro 4). Lo animales de forma
rutinaria, cuando iniciaban con un cuadro infeccioso se daba tratamiento a base de:
penicilina, ceftriaxona, tetraciclina, florfenicol, amikacina, estreptomicina
gentamicina, asi como la combinacion de algunos de estos como lo son un
betalactamico con un aminoglucosido, finalmente cuando el problema infeccioso no
se resolvia se implementaba el uso de antimicrobianos como imipenem o cefepime.
Del total de aislamientos, solo 33 fueron géneros bacterianos identificados como
enterobacterias. Este trabajo fue realizado previamente en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular (LMM) perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).
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Muestras Cantidad de muestras
Hisopados vaginal 7
Hisopado rectal / heces 10
Rifion 3
Liquido cefalorraquideo 3
Higado 3
Sangre 12
Placenta 6
Intestino delgado 3
Valvula ileocecal 3
Agua 10
Alimento 4
Total de muestras 64

Periodo que abarcé de abril a mayo del 2014

Cuadro 4. Ubicacion y cantidad de muestras tomadas de los casos clinicos

comprendidos en el periodo que va de abril a mayo del 2014
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2 Justificacion

La resistencia a antimicrobianos se ha convertido en un problema en el area clinica,
causado por el empleo indiscriminado de estos farmacos. Las bacterias han
adquirido una amplia gama de mecanismos para hacer ineficiente la accion de los
quimioterapéuticos y que es posible evidenciar por medio de métodos rutinarios. Sin
embargo, en ellos no es posible determinar si el mecanismo reside en los genes
bacterianos especificos que le confieren esta capacidad o es dado por mecanismos

fisiologicos.

Por lo anterior; la deteccidn de genes de resistencia permitira conocer la asociacion
entre la resistencia observada en el fenotipo y genotipo, lo cual permitira a futuro
realizar estudios epidemioldgicos sobre la situacion de la resistencia en medicina
veterinaria. Ademas, que hasta el momento no existen trabajos en nuestro pais que

hagan esta evaluacion en aislamientos multirresistentes en medicina veterinaria.
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3 Hipotesis

El patron de resistencia observada en antibiogramas de los asilamientos
provenientes de cepas multirresistentes de caballos, estara asociado a genes de
resistencia y podra ser evidenciado con el empleo de pruebas de susceptibilidad

mediante difusion en agar y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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4 Objetivo General

Realizar la determinacion del perfil de resistencia a antimicrobianos a partir de
aislamientos bacterianos provenientes de casos clinicos de equinos, mediante la
técnica de difusion en agar, asi como la deteccién de genes de resistencia por medio
de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para realizar la

asociacién entre fenotipo y genotipo resistente.

4.1 Objetivos especificos

e Realizar antibiogramas mediante difusion por disco a partir de aislamientos
de enterobacterias obtenidos de casos clinicos de caballos.

e Estandarizar la PCR para la deteccion de genes asociados a resistencia.

e Comparar el perfil de resistencia obtenida en los antibiogramas con la

presencia de genes asociados a resistencias en los aislados bacterianos.
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5 Material y métodos

5.1 Cepas y medios de cultivo

Se emplearon 33 cepas que se enlistan en el cuadro 6, las cuales estaban
almacenadas en leche con glicerol al 20% a -70°C. A partir de estas cepas se realizd
la siembra en medio LB y McC, y se verifico su identidad por medio de pruebas
bioquimicas (oxidasa, TSI, SIM, citrato y urea) de acuerdo a las técnicas descritas
por Jang S.S%2 Barrow G. | y Feltham R.K.A%3. Una vez comprobada la identidad se
procedié a las pruebas de susceptibilidad bacteriana y extraccién ADN. Por otro lado
también se utilizaron plasmidos y cepas proporcionadas por el LMM y el Laboratorio
de Diagnostico Bacteriolégico de la FMVZ UNAM, los cuales sirvieron como

controles para la técnica de PCR y se enlistan en el cuadro 5.

Plasmido Origen Control
pSIM Escherichia coli HB101 blaTEM 1
pJIM13 Salmonella enteritidis cat 1
Identificacion Origen Control
cepas
968 Staphylococcus pseudintermedius erm, msr
K1 Klebsiella pneumoniae aac(60)-Ib-cr,
gnrB, sul2
793 A Enterobacter cloacae qnrA
759 B Proteus mirabilis qnrS
34 P Pseudomonas aeruginosa StrA, aadA2,
sull ecmiA
39P Pseudomonas aeruginosa tetA
977 B Proteus mirabilis tetB

Cuadro 5 Controles para la estandarizaciéon de la PCR
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5.2 Pruebas de difusién en agar o antibiograma

Se realizé la prueba de susceptibilidad a quimioterapéuticos de acuerdo a lo
reportado por Bauer et.al®® utilizando quimioterapéuticos indicados para el
tratamiento de enfermedades bacterianas. Para ello se utiliz la técnica de difusion
en agar, estandarizando los in6culos a la escala de 0.5 del nefelometro Mc Farland,
(compuesto de BaCl y H2S04), utilizando agar Mueller Hinton de acuerdo a lo
establecido por Kirby y BauerA.>* Los sensidiscos utilizados fueron: penicilina (P)
(10Ul) testigo, amoxicilina con acido clavulanico (AMC) (30ug), cefalotina (CF)
(30ug), cefuroxima (CXM) (30ug), cefotaxima (CTX) (30ug), ceftriaxona (CE)
(30ug), cefepima (FEP) (30ug), imipenem (PM) (10ug), clindamicina (CC) (2ug)
testigo, sulfametoxazol/trimetroprima (G25) (1.25/23.75 pg), cloranfenicol (C)
(30ug), doxiciclina (D) (30ug), kanamicina (K) (30upg), amikacina (K) (30ug),
gentamicina (CN) (10ug), eritromicina (E) (15ug) testigo, acido nalidixico (NA)
(30uQ), ciprofloxacina (CIP) (5ug) y norfloxacina (NOR) (10ug), se determinara la
resistencia o susceptibilidad a los mismos de acuerdo al Instituto de Estandares
Clinicos de laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) (Clinical and Laboratory

Standards Institute).%®
5.3 Extraccion de ADN

Se tomaron 5 colonias de cada aislamiento y se inocularon en un tubo con 10 ml de
medio liquido LB para su incubacion a 37°C en agitacion constante a 200 rpm en
un periodo de 18- 24 hrs. El cultivo se utilizé para el proceso de extraccion de ADN
total por el método de tiocianato de guanidina descrito por Pitcher et al.>® con
algunas modificaciones. Brevemente, transcurrido el tiempo de incubacién de los
cultivos se centrifugaron a 5000 rpom durante 15 min en centrifuga refrigerada
(IEC®), a la pastilla bacteriana se le agregaron 225 uL de solucién de lisis (ver
anexo), se agitdo vigorosamente en un agitador de vortice (Vortex® LabNet®)
durante 30-60 seg, hasta que la pastilla se disolvid completamente, después se
agregaron 125 pL de acetato de amonio frio y se agito invirtiendo los tubos por diez
ocasiones, luego se incubd 10 min en hielo. Una vez concluido el tiempo se agregd
un volumen de 300 uL de fenol-cloroformo (ver anexo) y se agitdé vigorosamente

durante 5 seg procurando que todo el contenido estuviera homogenizado;
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posteriormente, se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm durante 5 min en centrifuga
refrigerada (LabNet®/Eppendorf®), posteriormente se tomo el sobrenadante de
cada tubo y se transfiri6 a un tubo nuevo, al sobrenadante transferido se le
agregaron 300 uL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (ver anexo) y se agito
vigorosamente durante 5 seg y después se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm
durante 5 min. Transcurrido este tiempo se tomoé el sobrenadante y se transfirié a
tubos nuevos, al sobrenadante transferido se le agregaron 0.1 volumenes, de
acetato de sodio frio (ver anexo); de inmediato se agregaron 2 volumenes de etanol
absoluto frio, los tubos se agitaron invirtiéndolos por 10 ocasiones después se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min, al terminar la centrifugacion el
sobrenadante de cada tubo fue desechado y a la pastilla de ADN se le agregd 1 mL
de etanol al 70% frio y se centrifugaron los tubos 13,000 rpm 10 min al terminar se
desecho el sobrenadante y se secé la pastilla de ADN en bafio seco 85 °C 15 min,
la pastilla bacteriana se reconstituyé con 50 pyL de agua MiliQ (Merk-Milipore®) y se
almacené a -20°C hasta su uso. EI ADN obtenido de este procedimiento fue
sometido a la PCR para la deteccion de genes de resistencia.

Para comprobar la integridad y pureza del ADN obtenido se realizd6 una
electroforesis de ADN en geles de agarosa al 0.8% en amortiguador Tris-Acetato-
EDTA (TAE) y se cuantificd en un espectrofotometro (NanoDrop®). A partir del valor
obtenido respecto a la concentracion de ADN extraido, se realizé la dilucion del ADN
a 100 ng/uL. Para la pureza, se tomo en cuenta el valor obtenido en la relacion de
las longitudes de onda 260/280, aquella muestra que se acercara a un valor de 1.8

se consideraba suficientemente pura, con la cual se realizaron los ensayos de PCR.
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Identificacion

Genero bacteriano

Muestra

1 Citrobacter sp Agua de presa
2 Klebsiella sp Agua de presa
3 Citrobacter sp Agua de pradera
5 Escherichia coli Valvula ilieocecal
10 Escherichia coli Rifdén

14 Yersinia sp Heces

17 Escherichia coli Hisopado rectal
18 Citrobacter sp RifAon

19 Klebsiella sp Higado
20 Escherichia coli Higado
21 Escherichia coli Rif6n
22 Escherichia coli Heces
24 Escherichia coli Hisopado rectal
27 Escherichia coli Valvula ilieocecal
29 Enterobacter sp Intestino delgado
30 Klebsiella sp Intestino delgado
31 Enterobacter sp Estbmago
32 Enterobacter sp Intestino delgado
33 Enterobacter sp Intestino delgado
34 Yersinia sp Estdmago
35 Escherichia coli Placenta

35A Enterobacter sp Placenta

37 Escherichia coli Placenta

A Escherichia coli Intestino delgado
C Klebsiella sp Bazo

D Klebsiella sp Intestino grueso
E Escherichia coli Higado

F Escherichia coli Macerado de érganos
G Escherichia coli Higado

H Citrobacter sp Intestino grueso
I Citrobacter sp Macerado de érganos
J Enterobacter sp Hisopado vaginal
K Klebsiella sp Macerado de 6rganos

Cuadro 6. Identificacion y procedencia de las muestras

30




5.4 Extraccion de Plasmido

Se realizé el método de extraccidon de plasmido Maxi-prep de lisis alcalina descrito
por Sambrock et al. 1989.%” con algunas modificaciones. Brevemente, las colonias
se sembraron en 2mL de caldo LB y se incubaron durante 12-18 h en agitacion a
220 rpm. Se centrifugaron a 4000 rpm (centrifuga IEC®), durante 10 min a
temperatura ambiente y se decantd el medio. La pastilla bacteriana se suspendié
en 100 pL de solucién | (ver anexo) se homogenizd en vortex y se mantuvo a
temperatura ambiente (19-25°C) durante 10 min, después se agregaron 200 uL de
solucion Il recién preparada (ver anexo) y se mezclo con pipeteo suave hasta que
la solucién aclar6 y se volvié viscosa. Se colocé en hielo por 10 min al término de
los cuales se agregd solucion Il (ver anexo) mezclando con vértex invirtiendo él
tuvo durante 10 seg0, se mantuvo 5 min en hielo y se centrifugd a 12 rpm durante
5 min a 4°C. se tomd el sobrenadante y se pas6 a un tuvo nuevo, el ADN fue
precipitado con 0.7 volumenes de isopropanol e incubado durante 1 h en hielo.
Después se centrifugd a 12 000 rpm/5 min a 4°C (centrifuga Labnet®), se decanté
el isopropanol y la pastilla se limpié con 1 mL de etanol frio al 70% mediante
centrifugacion a 12 000 rpm/5 min a 4°C. Una vez que el comprimido se deshidrato,
fue suspendido en agua MiliQ® estéril y almacenado a -20°C hasta su utilizacion.
5.6 Estandarizacion de PCR punto final

Se emplearon las secuencias de iniciadores ya reportados para varios genes de
resistencia (cuadro 7) y se establecieron las condiciones de temperatura que se
usaron para la amplificacion de los genes a evaluar. Ademas, considerando el
calculo de las temperaturas de alineamiento respecto a la temperatura de fusion
proporcionadas por el fabricante de los iniciadores (Sigma Aldrich®), se emplearon
los programas con las constantes de temperatura y tiempo como se enlistan en el
(cuadro 8). Previo a los ensayos de PCR se comprobd por medio de ensayos in
silico y empelando las herramientas Blast del Nacional Center Biotechnology

information y SnapGene V.4.1 el alineamiento de los iniciadores y los amplificados.
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Cuadro 7. Iniciadores especificos para la identificacion de genes de resistencia.

Gen Secuencia (5'-3") Amplificado Referencia
blaTEM GCACGAGTGGGTTACATCGA 311pPb  teerarat Prasertsee et a.2016%
blaTEM GGTCCTCCGATCGTTGTCAG

sul TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT 425 pb Yemisi Olukemi et al. 20175

sult GTGCGGACGTAGTCAGCGCCA

sul2 CCTGTTTCGTCCGACACAGA 435 pb Yemisi Olukemi et al. 20175

sul2 GAAGCGCAGCCGCAATTCAT

cat 1 CTTGTCGCCTTGCGTATAAT 508 pb Terence Odoch et al, 2018%

cat 1 ATCCCAATGGCATCGTAAAG

cmiA TGTCATTTACGGCATACTCG 435 pb Terence Odoch et al. 2018%

cmiA ATCAGGCATCCCATTCCCAT

tetA TTGGCATTCTGCATTCACTC 494 pb Yemisi Olukemi et al. 20175

tetA GTATAGCTTGCCGGAAGTCG

tetB CAGTGCTGTTGTTGTCATTAA 571 pb Yemisi Olukemi et al. 20175

tetB GCTTGGAATACTGAGTGTTAA

StrA CCTGGTGATAACGGCAATTC 548 pb Teerarat Prasertsee et al. 2016

StrA CCAATCGCAGATAGAAGGC
aadA2 CGGGACCATCGAAATTTCG 250 pb Teerarat Prasertsee et al. 2016
aadA2 CTATAGCGCGGAGCGTCTCGC

aac(60)-Ib-cr TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 pb Amir Majlesi et al.2017¢"
aac(60)-1b-cr CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

qnrA ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 pb Yemisi Olukemi et al. 2017

qnrA GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469 pb Yemisi Olukemi et al. 2017%°

qnrB ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

qnrS ACGACATTCGTCAACTGCAA 417 pb Yemisi Olukemi et al. 20175

qnrS TAAATTGGCACCCTGTAGGC

erm ATGCCCAGCATATAAATCGC 271 pb Simon Rose et al. 2017%2

erm ATATGGACAAAGATAGCCCG

msr TATAGCGACTTTAGCGCCAA 395 pb Simon Rose et al. 2017¢2

msr GCCGTAGAATATGAGCTGAT
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Cuadro 8 Condiciones para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

blaTEM-1 cat1 cmIA

strA

sull sul2 tetA tetB

aadA2 aac (60)-Ib-cr qnrS erm msr
qnrB qnrA
T® Tiempo T Tiempo T Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min 94°C 5min | 94°C | 5 min
Desnaturalizacién 94°C 30 seg 94°C | 60seg | 94°C | 30seg
Alineamiento 56°C 30 seg 60°C | 60seg |60°C | 30seg
Extensién 72°C 30 seg 72°C | 30seg | 72°C | 45seg
Extension final 72°C 5 min 72°C 10 min | 72°C | 5 min
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6 Resultados

6.1 Aislamientos

De un total de 33 aislamientos obtenidos de las muestras clinicas y almacenadas;
se comprendian las especies 0 generos Eschericia coli, Klebsiella sp, Enterobacter
sp, Citrobacter sp, y Yersinia sp como se muestra en la grafica 1. En la grafica 2 se
puede observar la frecuencia y distribucion de los aislamientos bacterianos a partir

de muestras clinicas de caballos.

FRECUENCIA DE AISLADOS BACTERIANOS

Yersinia sp

Citrobacter sp

15.2%

Klebsiella sp
18.2%

Enterobacter sp
18.2%

Escherichia coli
42.4%

M Citrobacter sp M Enterobacter sp M Escherichia coli M Klebsiella sp ™ Yersinia sp

Grafica 1. Frecuencia de aislados bacterianos: Se observa la frecuencia de los
aislamientos bacterianos, de un n=33 los porcentajes fueron los siguientes: 42.4%
(n=14) pertenecian a Escherichia coli siendo las mas frecuente, seguido de Klebsiella
sp. Enterobacter sp con un 18.2% (n=6), Citrobacter sp 15.2% (n=5) y la que en menor
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FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS
AISLAMIENTOS BACTERIANOS A PARTIR DE LAS
MUESTRAS DE CABALLOS

m Citrobacter sp. W Enterobacter sp Escherichia coli m Klebsiella sp. Yersinia

Grafica 2. Frecuencia y distribucion de los aislamientos bacterianos a partir de las
muestras de caballos: agua de presa n=2, agua de pradera n=1, valvula ileocecal n=2, rindn
n=3, hisopado rectal n=2, hisopado vaginal n=1, heces n=2, higado n=4, intestino delgado
n=5, intestino grueso n=2, estomago n=2, placenta n=3, bazo n=1 y macerado de 6rganos
n=3. Los géneros bacterianos representan con los diferentes colores.

6.2 Susceptibilidad a quimioterapéuticos mediante la técnica de

difusion en agar o antibiograma

En el cuadro 9 se muestra el patron de resistencia y susceptibilidad de los
aislamientos a partir de los antibiogramas, siendo todos multirresistentes ya que
todas las bacterias presentaban resistencia a almenos 3 grupos de antimicrobianos.
Por otro lado en la grafica 11 se puede observar la frecuencia y distribucion de
resistencia obtenidas en el antibiograma. El 100% de los aislamientos fueron
resistentes a Penicilina, Clindamicina y Macrolidos, 81% a Kanamicina, 78% a
Cefalotina, 60% a Sulfametoxazol / Trimetoprima, 57% a Gentamicina, 45% a
Amoxicilina/Acido clavulanico y Cefotaxima, 39% a Cefuroxima y Ceftriaxona, 33%
a Doxiciclina, 27% al Acido Nalidixico, 24% a Amikacina, 21% a Cefepima y
Cloranfenicol, 15% a Ciprofloxacina y Norfloxacina y finalmente un 3% a Imipenem
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Cepas / identificacion
proporcionada por el
laboratorio
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Cuadro 9 Patrén de susceptibilidad y resistencia de los aislamientos a los diferentes
antibiéticos. Se representa con una “R” las bacterias resistentes y “S” las susceptibles. P
(Penicilina) AMC (Amoxicilina / Acido clavulanico) CF (Cefalotina) CXM (Cefuroxima) CTX
(Cefotaxima) CE (Ceftriaxona) FEP (Cefepime) PM (Imipenem) CC (Clindamicina) G 25
(Sulfametoxazol / Trimetoprima) C (Cloranfenicol) D (Doxiciclina) K (Kanamicina) A
(Amikacina) CN (Gentamicina) E (Eritromicina) NA (Acido Nalidixico) CIP (Ciprofloxacina)
NOR (Norfloxacina)
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FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE RESISTENCIA EN
ENTEROBACTERIAS
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Grafica 3 Frecuencia y distribucion de resistencia en enterobacterias. Se observa que el
100% de los aislamientos fueron resistentes a Penicilina, Clindamicina y Macrdlidos, 81% a
Kanamicina, 78% a Cefalotina, 60% a Sulfametoxazol / Trimetoprima, 57% a Gentamicina, 45%
a Amoxicilina/Acido clavulanico y Cefotaxima, 39% a Cefuroxima y Ceftriaxona, 33% a
Doxiciclina, 27% al Acido Nalidixico, 24% a Amikacina, 21% a Cefepima y Cloranfenicol, 15% a
Ciprofloxacina y Norfloxacina y finalmente un 3% a Imipenem
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6.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa

Se determind, mediante PCR punto final, la presencia de los genes tetB, cat1, cmlA,
aac(60)-Ib-cr, qnrA, qnrB, mph, msr, blaTEM-1, sul1, sul2, tetA, strA, aadA2 y qnrS,
en los 33 aislamientos, de los cuales blaTEM-1 fue el gen que se detectdé con mayor
frecuencia en 8 aislamientos seguido de gnrS en cinco, strA en tres y finalmente su/1,
sul 2, tetA y aadA2 Unicamente en dos aislamientos como se observa en el cuadro 10.
En la grafica 4 se observa la frecuencia y distribucion de genes de resistencia en

los aislamientos obtenidos de los casos clinicos.

-~
= ~
S5|SEISIRIE
Cepas AR

Citrobacter sp. (1)
Klebsiella sp. (2)
Citrobacter sp. (3)

Escherichia coli (17)
Citrobacter sp.(18)
Klebsiella sp. (19)

Escherichia coli (20)
Escherichia coli (21)
Klebsiella sp. (30)
Enterobacter sp. (32)

Yersinia sp. (34) .

Escherichia coli E

Escherichia coli F

Enterobacter sp. J
Klebsiella sp. K

Cuadro 10 Genes detectados mediante la PCR. Se observa en un cuadro de color
rojo aqueas muestras que dieron positivas a alguno de los genes evaluados
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FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE GENES DE
RESISTENCIA EN ENTEROBACTERIAS

Vs

8
7
6
5
4

= N W

blaTEM-1 sul 1 sul 2 tetA StrA aadA2 gnrs

W Citrobacter sp. Enterobacter sp Escherichia coli ™ Klebsiella sp. Yersinia

Grafica 4 Frecuencia y distribucion de genes de resistencia en
enterobacterias. Se observa aquellos genes que fueron detectados, blaTEM-1
en 8 aislamientos siendo el mas frecuente, seguido de gnrS detectado en 5, strA
en 3y sul 1, sul 2, tetA y aadA2 en 2 aislamientos. Los co