UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
Y ZOOTECNIA

“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LOS GENES DE LA
INTEGRASA TIPO 1 Y TIPO 2, ASOCIADOS A PERFIL DE
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN  Histophilus somni
AISLADA DE BOVINOS Y OVINOS”.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

PRESENTA
PMVZ. ITZEL ALVAREZ MARTINEZ
Asesores:

MVZ. Dr. C. Francisco Aguilar Romero
MVZ. Dr. C. Jesus Vazquez Navarrete

Meéxico, D.F. 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A MIS PADRES
Por su carifio y animo para aprender a volar y dar los primeros
pasos en este camino largo y hermoso que es mi vida.

A MIS HERMANAS
De quienes aprendi la tolerancia, comprensién, apoyo y solidaridad.

A MIS FAMILIARES
Quienes me apoyaron en momentos dificiles

A MIS AMIGOS
Porque fueron mi fuente de la cual pude llenarme de energia
cuando mas débil me sentia.

NEGRO
Porque te lo prometi nunca te olvidaré.

A TODOS LOS QUE CREYERON EN Ml
Eso me lleno de valor.

A MI PAIS



AGRADECIMIENTOS
Al MVZ. DC Francisco Aguilar Romero quien me guié y apoyo
durante estos ultimos afos para este trabajo y desenvolvimiento
académico.

Al MVZ. DC. Jesus Vazquez Navarrete por orientarme y
transmitirme sus conocimientos para concretar este trabajo.

A Sara Nieto Landaverde por instruirme desde el principio en el
trabajo de laboratorio y su amistad.

A la Sra. Ernestina Canchola por su apoyo incondicional.

A todo el personal de Bacteriologia, INIFAP, Palo Alto, por
apoyarme, animarme y guiarme.

A mis queridas Brujas y amigos sin ustedes no hubiera llegado
hasta aqui.

A Jimena Mendoza Villalobos porque lo logramos juntas.

A Viviana, Francisco, Juan Carlos, Roy, por su apoyo y por creer en
mi.

A José Luis Contreras por tu tiempo, dedicacién y tolerancia.
Al Dr. Reyes Diaz Ordaz por su colaboracién y paciencia.

A los integrantes de mi jurado por su orientacién, tiempo y trabajo.



El presente trabajo fué realizado en el Centro Nacional de
Investigacidn Disciplinaria en Microbiologia Animal, INIFAP, Palo
Alto, Km. 15.5 carretera México-Toluca. Col. Palo Alto. Del.
Cuajimalpa, México, Distrito Federal, parcialmente financiado por
los proyectos SEP- CONACyYT G38590-B y 43-93, y SAGARPA-
CONACyT No. 12406.



CONTENIDO

Pagina

TITULO I
DEDICATORIAS Il
AGRADECIMIENTOS Ml
ABREVIATURAS \'
CONTENIDO VI
iNDICE DE CUADROS VI
iNDICE DE FIGURAS IX
RESUMEN 1

1. INTRODUCCION 2
1.1. Hipodtesis 10

1.2. Objetivo general 11

1.3. Objetivos 11

2. MATERIAL Y METODOS 12
2.1. Cepas y condiciones de cultivo 12

2.2. Extraccién de ADN con tiosinato de guanidina 12

2.3. PCR para subunidad 16S ribosomal 13

2.4. Prueba de difusién en agar 14

2.5. Concentracién Minima Inhibitoria 15

2.6. PCR para Integrasa Tipo 1 16

2.7. PCR para Integrasa Tipo 2 17

2.8. Analisis estadistico 17

3. RESULTADOS 19
3.1. Identificacion de las cepas 19

3.2. Extraccién de ADN 21

3.3. Identificacion de la subunidad 16S ribosomal 21

3.4. Prueba de difusién en agar 22

3.5. CMI 24

3.6. Identificacion del gene de la Integrasa tipo 1y 2 26

3.7. Andlisis estadistico 28

4. DISCUSION 32
5. CONCLUSIONES 36
6. PERSPECTIVAS 37




7. RECOMENDACION

37

8. LITERATURA CITADA

38




iNDICE DE CUADROS

Pag.
CUADRO 1. PRODUCCION PECUARIA EN MEXICO 2000-2004 4
CUADRO 2.INVENTARIO NACIONAL OVINO 5
CUADRO 3. IMPORTACIONES DE OVINO 5
CUADRO 4. PARAMETROS UTILIZADOS PARA DETERMINAR S| LAS
BACTERIAS SON SUSCEPTIBLES, INTERMEDIAS Y RESISTENTES 14
CUADRO 5. PARAMETROS UTILIZADOS PARA DETERMINARLACMI____ 16
CUADRO 6. NUMERO DE CEPAS Y ANIMAL DE PROCEDENCIA CON ORGANO
DE MESTREO 19
CUADRO 7. HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS 22
CUADRO 8. AISLAMIENTOS RESISTENTES 23

CUADRO 9. PRUEBA DE CMI CON AISLAMIENTOS RESISTENTES EN LA PRUEBA
DE DIFUSION EN AGAR 25

CUADRO 10. VALORES DE Kappa, p, CONCORDANCIA PARA LA RELACION )
ENTRE QUIMIOTERAPEUTICOS RESISTENTES EN PRUEBAS DE LA DIFUSION
EN AGAR Y EL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 1 29

CUADRO 11. VALORES OBTENIDOS EN LA PRUEBA ESTADISTICA PARA MEDIR
RELACION ENTRE RESULTADOS DE RESISTENCIA A QUIMITERAPEUTICOS Y
PRESENCIA DEL GENE DE LA INT. TIPO 2 30

CUADRO 12. RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO ENTRE
QUIMIOTERAPEUTICOS (CMI) Y RELACION CON EL GENE DE LA INTEGRASA
TIPO 1 31

CUADRO 13. RESULTADOS DE kappa, p Y CONCORDANCIA BRUTA ENTRE
RESISTENCIA EN LA PRUEBA DE CMI'Y LA PRESENCIA DELN GENE DE LA
INTEGRASA TIPO 2 31




iNDICE DE FIGURAS

Pags.
FIGURA 1. ESTRUCTURA, FUNCIONAMIENTO Y
SIGNIFICADO DE LOS INTEGRONES BACTERIANOS 9
FIGURA 2. AISLAMIENTO DE H. somni EN PLACA DE AGAR
CHOCOLATE 20
FIGURA 3.ACERCAMIENTO DE AISLAMIENTO DE H. somni EN
PLACA 20
FIGURA 4. ADN DE CEPAS DE H. somni 21
FIGURA 5. AMPLIFICACION DE LA SUBUNIDAD 16S RIBOSOMAL
PARA IDENTIFICAR H. somni 21
FIGURA 6. PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE DIFERENTES
QUIMIOTERAPEUTICOS 23

FIGURA 7. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS MULTI-RESISTENTES 24

FIGURA 8. CMI DE UN AiSLAMIENTO H. somni 25

FIGURA 9. PORCENTAJE DE AISLASMIENTOS QUE AMPLIFICARON EL
GENE DE LA INTEGRASA TIPO 1 26

FIGURA 10. AMPLIFICVACION DE LA INTEGRASA TIPO 1 27

FIGURA 11. PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS QUE AMPLIFICARON AL
GENE DE LA INTEGRASA TIPO 2 27

FIGURA 12. AMPLIFICACION DEL GENE DE LA INTEGRASA
TIPO 2 28




(1)
RESUMEN

ALVAREZ MARTINEZ ITZEL.”Determinacién de la presencia de los genes de
la Integrasa tipo 1 y 2, asociados a perfil de resistencia antimicrobiana en
Histophilus somni aislada de bovinos y ovinos”. (Bajo la direccién del: Dr.
Francisco Aguilar Romero y el Dr. Jesus Vazquez Navarrete).

Investigaciones recientes demostraron que Haemophilus somnus, Haemophilus
agni e Histophilus ovis representan la misma especie, por lo que se
reclasificaron en Histophilus somni. Este género se ha asociado a
enfermedades respiratorias y reproductivas en bovinos y ovinos , ademas de
asociarsele a casos de meningoencefalitis tromboembdlica; su tratamiento
consiste en penicilinas, ampicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, gentamicina,
eritromicina y sulfas-trimetroprim principalmente; su uso es indiscriminado por
lo que han desarrollado resistencia a los mismos; el objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia de los genes de la integrasa tipo 1y tipo 2
asi como su relacion con la resistencia a quimioterapéuticos en aislamientos de
H. somni obtenidos de bovinos productores de leche enfermos y tracto
reproductor de ovinos jévenes clinicamente sanos. Las cepas previamente
identificadas como H. somni fueron sembradas en placas de agar chocolate e
incubadas en atmosfera de 10% de CO, durante 48 horas. Posteriormente se
realizé la PCR para amplificar un segmento de 407 pb de la subunidad 16S
ribosomal que confirmé la identificacion de H. somni. Se elaboraron pruebas
de difusién en placa, y pruebas de CMI para determinar el perfil de resistencia
antimicrobiana. Posteriormente se hizo la PCR para amplificar fragmentos de
genes de la integrasa tipo 1 y 2. Las cepas presentaron patrones de
multirresistencia antimicrobiana en un 54.16%. Ademd&s de encontrarse una
relacibn en un andlisis estadistico de concordancias; los resultados fueron
buena concordancia entre penicilina (0.818), sulfametoxasol-trimetoprim
(0.750), tetraciclina (0.875) y eritromicina (0.833) con el gene de la integrasa
tipo 1; y de la estreptomicina con el de la integrasa tipo 2 (0.833). Estos
fragmentos amplificados por PCR tienen un peso aproximado de 1000 pb y 570
pb respectivamente. Se concluye que existe relacidon concordante de los genes
de la integrasa tipo 1y 2 con la resistencia a quimioterapéuticos.



1. INTRODUCCION
La produccién mundial de leche de vaca se concentra en pocos bloques de
naciones, la Union Europea (UE) y la Federacion Rusa (FR) con el 31.9 % y
7.8% respectivamente asi como en naciones como EUA con el 18.9%, la India
con el 9% asi como en Brasil y China, con aportes superiores al 5.0 % cada
una. En el caso de México su aportacion a la produccioén total mundial fue en
2004 de 2.4%' Independientemente de los niveles de produccién, entre los
primeros lugares a nivel mundial se encuentran naciones cuya produccion, por
importante que sea, es deficitaria para cubrir su demanda interna, siendo el
caso de China y México y otros paises, cuya produccion sobrepasa sus
necesidades y se ubican como importantes exportadores, siendo el caso de la
UE, EUA, y Nueva Zelanda'.
En México las actividades pecuarias mantienen una gran importancia en el
contexto socioecondmico del pais, han servido de base al desarrollo de la
industria nacional, ya que proporcionan alimentos, materias primas, divisas,
empleo, distribuyen ingresos en el sector rural y utilizan recursos naturales que
no tienen cualidades adecuadas para la agricultura u otra actividad productiva.
La ganaderia es la actividad productiva méas diseminada en el medio rural, pues
se realiza sin excepcién en todas las regiones ecolédgicas del pais y aun en
condiciones adversas de clima, que no permiten la practica de otras actividades
productivas®.
Se estima que en total la superficie aprovechada por la ganaderia es superior a
los 110 millones de Ha, representando aproximadamente el 60% de la
superficie del territorio nacional, en donde 107.8 millones de Ha corresponden

a pastizales y mas de 2 millones son superficies agricolas cuyo producto se



destina fundamentalmente al consumo animal (granos forrajeros y forrajes de
corte)?.

La poblacién de ganado bovino en 1989 se estim6 en 32, 536, 000 de cabezas
de las cuales el 80.53 % corresponde a ganado productor de carne y el 19.47%
corresponden a ganado productor de leche.

De 1990 a 1999, la produccion total de carnes pasé de 2.7 millones de Ton a
4.2 millones, lo que implicd un crecimiento relativo del 56%; y un crecimiento
absoluto de 1.5 millones de toneladas®.

Por su parte, el precio medio de la carne bovina en canal crecid 3.4% a nivel
nacional, alcanzando 23,348 pesos por Ton en el 2002 contra 22,588 por Ton
en 2001.

En la produccién nacional de leche de vaca en el 2004 fue de 9,974.7.8
millones de litros (Cuadro 1) lo que marcd una moderada diferencia de 0.9 %
con respecto a la produccion del afio 2003. Con base a este datos la TMCA es
del 3.0% en los dltimos 10 afios. °

Siendo los estados con mayor produccién carnica Chihuahua, Sonora,
Zacatecas y los mayores productores de leche Chihuahua, Baja California

Norte e Hidalgo.



Cuadro 1.
PRODUCCION PECUARIA EN MEXICO 2009—2004, 2004* ESTIMADQ
1/ MILES DE TONELADAS, 2/ MILLONES DE LITROS. ULTIMA ACTUALIZACION: 06/05/05*.

Produccion pecuaria en México 2000 - 2004

2000 2001 2002 2003 2004*
Leche 2/ 9,442.6 9,640.6 9,804.8 9,936,197 9,974.7
Bovino 9,311.4 9,500.7 9,658.3 9,784.4 9,813.7
Carne 1/ 4,359.5 4,483.0 4,720.9 4,804.5 4,920.7
Bovino 1,408.6 1,428.4 1,467.6 1,503.8 1,532.0
Ovino 38.8 36.0 38.2 422 42.3

En México el inventario ovino ha ascendido lentamente (Cuadro 2) asi como la
produccion total de carne ovina en rastros municipales lo cual se vio reflejado
como un aumento en el 2002 de 37.9 miles de Ton, con respecto al afo
anterior con 32.0 miles de Ton, sin embargo la produccion de esta especie en
el pais es deficiente ya que las importaciones de cabezas y carne de ovino se
observan en ascenso (Cuadro 3) ya que la participacién de la produccién ovina
nacional en el consumo ha descendido, lo cual puede observarse del afio 1998
con el 46.9% al 2001 con un porcentaje de 37.9%.

Los principales Estados productores ovinos son: el Estado de México, Hidalgo,

Puebla, San Luis Potosi y Zacatecas en el 2003°.



Cuadro 2.
INVENTARIO NACIONAL OVINO

Afio Miles de cabezas Ano Miles de cabezas
1991 5877 1996 6186
1992 5705 1997 6272
1993 6366 2000 6045
1994 6457 2001 6164
1995 6195

Cuadro 3.
IMPORTACIONES DE OVINO
Ano Cabezas (Miles) Carne (Miles/TON)
1997 295.3 21.5
1998 310.1 26.9
1999 333.9 33.7
2000 381.5 443
2001 398.0 48.8

La ganaderia y ovinocultura mexicanas cuentan con diferentes sistemas de
produccion, los cuales estan asociados principalmente a: rangos tecnologicos,
adaptaciéon a las éareas geogréaficas en donde se desarrollan, la afinidad
productiva y las tendencias ancestrales de produccion.

Existe en México una gran variedad de sistemas productivos que se diferencian
entre si por el nivel de tecnologia aplicada, el nivel de integracidén vertical y
horizontal y los mercados que atienden, los cuales de acuerdo a sus principales
caracteristicas se agrupan en tres categorias: tecnificado, semi-tecnificado y de

traspatio o de autoabastecimiento'™.



La distribucién se ve influida por productores de tipo progresista en el Norte del
pais, asi como por la capacidad econémica de inversién, en donde también es
superior en los estados del Centro y Norte de México, aunque en los ultimos
anos se observa un desarrollo sustantivo de empresas tecnificadas e
integradas en la regién Sureste del pais’™.

Uno de los aspectos que guarda importancia en la produccion de carnes y otros
alimentos de origen ganadero es la sanidad animal, debido a que la presencia
de enfermedades zoonoticas y otras que representan elevados costos en la
produccion, tanto por la aplicacion de tratamientos para su control o
eliminacién, asi como por la reduccién de la productividad y la pérdida por
muerte del ganado®.

Entre las causas que afectan al ganado se encuentran las enfermedades
respiratorias y las enfermedades reproductivas.

En este complejo de enfermedades participan factores del medio ambiente
como temperatura y humedad, y factores de manejo como hacinamiento,
nutricién y agentes infecciosos. Su conocimiento es fundamental para lograr un
control eficiente ademas de la adopcion de medidas preventivas como la
inmunizacién, correccién de condiciones de manejo y nutricion®.

Lo anterior ha conllevado a que desde hace muchos anos las autoridades se
aboquen a su control y erradicacién bajo diferentes esquemas. El mas reciente,
ha conjugado la participacion del gobierno Federal con la de los estatales y los
productores, bajo la modalidad de campanas zoosanitarias.

Para la realizacién de las diferentes acciones que conforman estas campanas,
las autoridades federales, estatales y los productores, conjuntan sus recursos y

esfuerzos a través del programa Alianza para el Campo con el objetivo de



establecer pruebas diagnésticas, aplicacion de biolégicos, actividades de
difusion, monitoreo en estados libres y en erradicacion, atencién en caso de
brotes, constatacién y capacitacion, entre otras®.

Sin embargo poco puede referirse a estudios sobre el impacto econémico que
tienen las enfermedades respiratorias y reproductivas en la produccion de
ganado ya que para hablar de ello tendrian que existir herramientas suficientes
como censos ganaderos actualizados, registros epidemiolégicos de todo el
pais, y un estudio comparativo entre ellos, el cuél no existe.

Se debe prestar especial atencion a los animales en las tres primeras semanas
de incorporacién a la produccion. Para realizar los tratamientos en forma
eficiente es aconsejable realizar la necropsia de algun animal no tratado y
representativo del problema para estudios patoldgicos, identificacién del
agente etiolégico y realizacibn de pruebas de susceptibilidad a los
quimioterapéuticos®.

Entre los agentes relacionados a dichas enfermedades se encuentra
Histophilus somni (Haemophilus somnus) el cual se ha reconocido como un
agente involucrado en diferentes patologias del ganado bovino y ovino.

Entre ellas: bronconeumonias ademas de involucrarse en el complejo
respiratorio bovino, vaginitis, endometritis, abortos, cervicitis, orquitis,
epididimitis, miocarditis, otitis, poliartritis y mastitis”2°.

Ademas de ser reconocido como agente causal de la meningoencefalitis
tromboembolica (METE) 223,

H. somni se ha descrito como un cocobacilo pleomorfo, Gram negativo, micro-
aerofilico (10% de COy), inmévil, con colonias de color blanco-amarillento. No

requiere de factores X (nicotinamida-adenin-dinucleétido) ni V (porfirinas), es



catalasa negativo, con hemdlisis variable, indol variable, ureasa negativo,
glucosa positivo, reduccion de nitratos positivo, lactosa negativo, manitol
positivo, ornitina-descarboxilasa positivo y arginina-dihidrolasa negativo 2+2°.
Taxondmicamente ha sido reorganizado dentro de la familia Pasteurellaceae; lo
cudl se logré a través del andlisis de la secuenciacion de la subunidad 16S
ARNr y del gen rpoB de cepas previamente examinadas a través de hibridacion
de ADN- ADN demostrando que Haemophilus somnus, Haemophilus agni e
Histophilus ovis son la misma especie por lo que han sido reclasificadas como
Histophilus somni®"?®,

Existe poca informacion sobre el impacto econémico que produce H. somni en
la industria ganadera tanto en México como a nivel mundial; sin embargo se
sabe que participa en forma conjunta con otros microorganismos produciendo
enfermedades reproductivas y respiratorias, por lo que puede estimarse que
afecta de forma importante a las explotaciones tanto bovina como ovina,
repercutiendo en una baja productividad.

Para el control de este tipo de enfermedades se utilizan de forma rutinaria
quimioterapéuticos como penicilinas, ampicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas,
gentamicina, eritromicina y sulfas-trimetoprim #*%,  sin embargo su uso es
indiscriminado, lo que origina como consecuencia que los microorganismos
expuestos adquieran factores de resistencia a través de varios mecanismos
genéticos, como lo son: conjugacion, transduccién y transformaciéon. H. somni
lleva a cabo frecuentemente procesos de conjugacién para transferir genes de
resistencia por medio de plasmidos %°.

Los plasmidos que se relacionan con la resistencia se les llama plasmidos R

los cuales suponen problemas serios ya que tienen caracteristicas tales como:



evolucion en respuesta a presiones selectivas ambientales y exposicion a
quimioterapéuticos, asi como la capacidad de conferir varias caracteristicas
que de resistencia simultdneamente a la célula receptora. Otros elementos
genéticos son los transposones que tienen la capacidad de adquirir nuevos
cassettes a partir de otras especies.*> %

Dentro de los transposones se han encontrado mecanismos de resistencia
independientes; los integrones y las integrasas. Un integrén se puede definir
como un elemento genético dinamico en el cual se reconocen mayoritariamente
genes de resistencia a quimioterapéuticos para lo cual se requiere una
recombinasa sitio-especifica la cual es llamada integrasa. Para lo que resulta
importante mencionar la estructura de un integrén; el cual se divide
fundamentalmente en tres regiones® *°.

e Una region constante 5 que contiene el gen de la integrasa.

e Una regidn central variable en la que se localizan los genes del integron

(fundamentalmente genes de resistencia a quimioterapéuticos).
e Otra regidon constante 3" en la que se encuentra un gen de resistencia a

sulfamidas y otros dos marcos abiertos de lectura.

ESQUEMA DE LA ESTRUCTURA DE UN INTEGRON
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Figura 1. ESTRUCTURA, FUNCIONAMIENTO Y SIGNIFICADO DE LOS INTEGRONES
BACTERIANOS.*

Existen tres clases de integrones relacionados con la resistencia a
quimioterapéuticos, los cuales difieren en la secuencia aminoacidica de sus
integrasas®®.

Los integrones clase 1 son los mas estudiados y mejor caracterizados
principalmente por su alta diseminacion , esta clase de integrones poseen un
segmento conservado en el extremo 3" (3°CS) donde se ubican los genes qac
Eo1y sul1 que codifican resistencia a compuestos de cuaternario de amonio, y
sulfonamidas, respectivamente, los integrones clase 2 , cuyo gene intl posee
s6lo un 42 % de similitud con el de la integrasa clase 1 y no tiene la secuencia
3°CS , posee una mutacién puntual que genera un codon de término hacia el
final de la secuencia del gene intl 2 , generando una proteina truncada con
limitada eficiencia en su funcion, esta clase de integrones se han asociado con
Tn7 y Tn5%. Finalmente la integrasa clase 3 posee 62% de similitud con la
integrasa clase 1y sélo ha sido descrita en algunas cepas aisladas en Japén®e.
Dado que en México se usan los quimioterapéuticos de forma indiscriminada
tanto en terapéutica como en forma de aditivos en alimento para animales, es
muy factible que se desarrolle resistencia a los mismos, por lo que se puede

plantear la siguiente hipotesis:



1.1. HIPOTESIS

Las cepas de campo de Histophilus somni obtenidas de ovinos y bovinos,

presentan el gen de la integrasa tipo 1 y tipo 2, por lo tanto resistencia a

diversos quimioterapéuticos.

1.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de resistencia a quimioterapéuticos y la presencia de

genes de la integrasa tipo 1 y 2 en aislamientos de H. somni obtenidos de

bovinos y ovinos y encontrar relacion entre éstos.

1.3. OBJETIVOS

1.

Identificar cepas resistentes a diferentes quimioterapéuticos por medio
de difusion en agar y concentracion minima inhibitoria (CMI).

Por medio de PCR amplificar un segmento de 407 pb de la subunidad
16S ARNr en H. somni.

Reconocer mediante PCR al gene de la integrasa tipo 1.

Reconocer mediante PCR al gene de la integrasa tipo 2.

Determinar la relaciébn entre las cepas resistentes a diferentes
quimioterapéuticos con las que contengan el gene de la integrasa tipo 1
y 2.

Analizar y correlacionar el patron de resistencia con respecto a la

presencia del gene de la integrasa tipo 1y 2.



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas y condiciones de cultivo.

Se trabaj6 con 24 cepas de H. somni, de las cuales 13 fueron recuperadas de
prepucio y vagina de ovinos jovenes clinicamente sanos de rebafnos del Estado
de México y 11 de origen bovino, de las cuales 6 se aislaron de pulmones
neumonicos, 4 de casos de metritis y 1 de prepucio. También se trabajé con
una cepa tipo de la ATCC como control.

Las cepas se incubaron en agar chocolate’en ambiente micro-aerofilico?(10%
de COy) por 24 horas, para posteriormente conservarlas en refrigeracion a 2 °C

y resembrarse cada 8 dias.***>%

2.2. Extraccion de ADN con tiocinato de guanidina.

De un cultivo en placa se obtuvieron el mayor nimero de colonias y se
agregaron 550 ul de solucién de lisis (tiocinato de guanidina® 5M, EDTA* 0.1 M
y sarcocyl® 0.5) , se agregaron 250 pl de acetato de amonio® 7.4 M,
posteriormente se colocaron en hielo por 10 minutos, se adicionaron 500 pl de
cloroformo alcohol isoamilico’” (25:1) y se mezclaron, se centrifugé® a 4,500 g
durante 5 minutos, se tomd el sobrenadante y volvié a lavarse con cloroformo
alcohol isoamilico, se tomoé el sobrenadante y se precipité con 0.7 de volumen

de isopropanol® por 15 minutos, se centrifugd a 6,500 g por 10 minutos , se

' Nutrient broth bactoagar, y extracto de levadura de Laboratorios DIFCO y sangre de bovino,ovino y
equino.

2 NUAIRE ™ US AUTOFLOW CO, Water-Jacketed Incubator, Accesolab.

3 Laboratorio SIGMA-ALDRICH,>97%

* Sambrook , ManiatisT.Molecular Cloning. A laboratory manual Second Edition,USA:Cold Laboratory
Press:1989.

> Laboratorios SIGMA-ALDRICH. N.Lauroulsarcosine sodium ultra 294%

® ANASOLM® reactivo analitico,lab TECSIQUIM;SA de CV.

7 Cloroformo-alcohol isoamilico 1:25,Reactivo Baker®

8 Centrifuga EPPENDORF modelo 5410.

? Laboratorio Merk



deseché el sobrenadante, se adicionaron 200 pl de etanol absoluto™ y se
mezcld, posteriormente se centrifugé a 8,000 g durante 15 minutos, se decanto
y eliminé el sobrenadante, se dej6 evaporar el etanol, se resuspendié en 100 pl

de agua destilada estéril, se almacend a -20°C.

2.3. PCR para identificar subunidad 16S ribosomal.

Del ADN extraido se utilizaron 2ul para adicionarse a 48 ul de una mezcla de
10mM Tris/HCI pH 8.3, 50 mM MgCI (5 pl), por 2 pl de desoxirribonucleétidos
trifosfatos ~ (100pM)"',  con 1.5 pl  del oligonucleotido 1
(3'GAAGGCGATTAGTTTAAGAGYS) y 1.5 ul del oligonucleotido 2

(5"'TTCGGGCACCAAGTATTCAS’), 0.5 pl de Taq polimerasa y 36 pl de H20O.

El primer ciclo de desnaturalizacion es a 94° C por 3 minutos y se someti6 a 35
ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minuto, alineé a 55°C por 1 minuto y

se extendi6 a 72°C por un minuto en el termociclador'?.

Se visualizé la muestra de 10 pl en gel de agarosa'® al 1% con bromuro de
etidio' y con Tris/borato como buffer de acuerdo a los protocolos de
electroforesis, se visualizé en un digitalizador de UVP'™, finalmente se buscé

amplificar un segmento de 407 pb.?"8

10 Reactivo Baker®

"' PCR Master Mix ,Lab QUIAGEN

"2 PERKIN ELMER Gene Ampl. PCR System 2400.

3 INVITROGENE, Ultrapure 500gm y BIXON de México.

14 Laboratorio SIGMA

'S UVP BIOLMAGING SYSTEMS, EPI CHEM II Darroom.



2.4. Prueba de difusién en agar (Antibiograma).

Para cada aislamiento se preparé un inéculo en dilucibn en el
espectrofotémetro'® a 75% de transmitancia a 610 nm de longitud de onda da
una concentracién de 10® UFC/ml. Posteriormente se inocularon 2 ml de ésta
suspension en agar chocolate en donde se colocaron los sensidiscos'’ de
ampicilina (10 pg), ceftiofur (30 pg), penicilina (10 Ul), tetraciclina (30 ug),
sulfametoxasol- trimetroprim (23.75/1.25 pug), estreptomicina (300 pg),
gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg) con una distancia aproximada de 30
mm entre ellos. Se incubaron 24 horas a 37°C y la lectura se llevé a cabo con
un vernier midiendo el diametro del halo de inhibicién. El criterio para
considerar a una cepa susceptible o resistente a determinado terapéutico se

basé en los parametros enlistados en la siguiente tabla (Cuadro 4)*°*'.

Cuadro 4.
PARAMETROS UTILIZADOS PARA DETERMINAR SI LAS BACTERIAS SON SUSCEPTIBLES,
INTERMEDIAS O RESISTENTES.

Quimioterapéutico Zona de inhibicion |Zona de inhibicion | Zona de inhibicién
resistente (mm) intermedia (mm) susceptible (mm)
Ampicilina 11 6 menos 12-13 14 6 mas
Tetraciclina 14 6 menos 15-18 19 6 mas
Penicilina 11 6 menos 12-21 22 6 mas
Cetiofur 17 6 menos 18-20 21 o mas
Estreptomicina 11 6 menos 12-14 15 6 més
Gentamicina 13 6 menos | = - 13 6 mas
Sulfametoxasol- 16 6 menos | = - 16 6 mas
trimetroprim
Eritromicina 13 6 menos 14-17 18 6 mas

' BACHARACH. Cole man, modelo 35.
"7 Becton.Dickinson and Company (BD,BBL®)



2.5. Concentracion minima inhibitoria (CMI).

Se prepararon cultivos bacterianos de 24 horas, para posteriormente inocular 3
0 4 colonias aisladas en 5 ml en solucién salina fisioldgica ajustando la turbidez
correspondiente a 102 UFC/ml en el espectrofotémetro. Se realizaron
diluciones al 1/100 de cada in6culo (0.2 ml de éste in6culo en 19.8 ml de caldo
BHI para H. somni), para obtener inéculo de 10° UFC/ml. Se prepararon 15
tubos con 1 ml de caldo BHI para H. somni'® y otro con 1.8 ml. Se preparé una
solucién madre de cada quimioterapéutico®” al cual resultaron resistentes los
aislamientos (estreptomicina, gentamicina, sulfametoxasol, penicilina)’® de
acuerdo a el tipo de dilucién establecido por el National Committee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS) a una concentracion de 5.120 pg/ml. Se
afiadieron 0.2 ml de solucién madre del antibiético®® al tubo que contiene 1.8 ml
de caldo y a partir de este tubo se prepararon diluciones dobles seriadas
tomando 1 ml del primer tubo y transfiriéndolo al segundo, después de mezclar
bien el contenido del segundo tubo se transfirid con una pipeta diferente 1 ml al
tercer tubo y asi sucesivamente hasta el tubo 14 del cual se tomé 1 ml y se
descartd, obteniendo asi diluciones dobles seriadas de 512 pg/ml hasta 0.0625
pug/ml, se incubaron los tubos a 37°C en agitacion a 100 rpm por 24 horas y la
lectura se llevd a cabo tomando en cuenta en que tubo no hubo crecimiento
bacteriano. El criterio para considerar a una cepa susceptible o resistente a

determinado terapéutico se bas6 en los parametros enlistados en la Cuadro

5.31, 32,41

'8 BHI caldo 37gr de lab Merk, TRIS Igr Cpb 1L Lab BBL,Almidon soluble 1gr y Acetato de sodio
Reactivo Baker® esterilizar por calor himedo y enfriar, Tiamina monofosfatada 1ug/ml Lab Merk
esteril por filtracién.

' Laboratorio SIGMA



Cuadro 5.
PARAMETROS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA CML.

QUIMIOTERAPEUTICO | SUSCEPTIBLE | RESISTENTE
pg/mi Hg/ml
Sulfametoxasol-trimetoprim <2 >4
Penicilina <2 >4
Gentamicina 0.78 6.25
Estreptomicina 1.56 >100
Eritromicina <1 >8
Tetraciclina <4 >16

2.6. PCR para identificacion de la integrasa tipo 1.

Se elabord una premezcla con buffer 10x con MgClz 1-5mM (5ul), 2ul de
dNTPS, 1.5ul de oligonucleétido 3 cs (5°GGC ATC CAA GCA GCA AGC3'), 1.5
ul de oligonucleotido 5 cs (5’AAG CAG ACT TGA CCT GATS"), 0.5 ul de Taq

polimerasa®, y 36.5 pl deH,O destilada®'.

Se mezclaron 3 pl de ADN con 47ul de la premezcla. El primer ciclo duré 5
minutos con una temperatura de 94 °C seguido por 35 ciclos de 45 segundos a
una temperatura de 94°C, 35 ciclos de 50°C de 45 segundos, 35 ciclos de
72°C por 45 segundos y un ultimo ciclo de 72°C por 5 minutos en el

termociclador.

Se visualiz6 la muestra de 10 pl en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
y Tris/borato como buffer de acuerdo a los protocolos de electroforesis, se
visualiz6 en un digitalizador UVP. Se espera amplificar un segmento de 1000

pb42.

20 PCR Master Mix , laboratorio QUIAGEN
2 PCR Master Mix , laboratorio QUIAGEN



2.7. PCR para identificacion de la integrasa tipo 2.

Se elaboré una premezcla' con buffer 10x con MgCly 1-5mM (5pl), 2ul de
dNTPS, 1.5pl de oligonucleétido INBR1 (5°’ATCGCAATAGTTGGCGAGTS3"), 1.5
ul de oligonucleotido INBR2 (5°GCAAGGCGGAAACCCGCGCC3"), 0.5 pl de

Taq polimerasa, y 36.5 pl de H,O destilada “.

Se midieron 3 pl de ADN que se mezclaron con 47ul de la premezcla. El
primer ciclo dura 3 minutos con una temperatura de 94 °C seguido por 30 ciclos
de 45 segundos a una temperatura de 94°C, 35 ciclos de 53°C de 45
segundos, 35 ciclos de 72°C por 45 segundos y un ultimo ciclo de 72°C por 5

minutos en el termociclador.

Se visualiz6 la muestra de 10 pl en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
y Tris/borato como buffer de acuerdo a los protocolos de electroforesis, se
visualiz6 en un digitalizador UVP. Se espera amplificar un segmento de 233
pb43.

2.8. Analisis estadistico.

Los resultados de la prueba de resistencia antimicrobiana, CMI, la identificacion
de la integrasa tipo 1y la integrasa tipo 2 se evaluaron a través de un analisis
estadistico descriptivo en porcentajes en Excel.

Ademas de calcularse la concordancia, p, kappa y prueba de hipétesis en el
programa estadistico epidemiolégico Epi Info (Epidat) con un intervalo de
confianza del 95%.Tomando en cuenta que el valor maximo de un indice
Kappa es 1, que se produce cuando existe un acuerdo total entre ambas
variables, el valor minimo no es cero sino que puede ser negativo indicando

que el valor observado es menor que el esperado por el azar.



La concordancia se considera muy débil cuando los valores del indice Kappa
son inferiores al 0.20, débil si esta entre el 0.21-0.40, moderada entre 0.41-
0.60, buena entre 0.61-0.80 y muy buena si es superior a 0.80.*
Ademas de observar que la prueba de hipétesis se basa en la nulidad de
diferencias simbolizadas por Ho que se conoce como hipétesis de nulidad y Ha
que se basa en la no nulidad de las diferencias Ho: K=0.
Por lo que se estableci6 que:
Ho: Existe relacion entre resistencia a cada quimioterapéutico y la presencia de
el gene de la integrasa tipo 1.
Ha: No existe relacion entre resistencia a cada quimioterapéutico y la presencia
del gene de la integrasa tipo 1.
Y la segunda hipétesis:
Ho: Existe relacion entre resistencia a cada quimioterapéutico y la presencia de
el gene de la integrasa tipo 2.
Ha: No existe relacion entre resistencia a cada quimioterapéutico y la presencia
del gene de la integrasa tipo 2.
Tomando en cuenta que pudieran ocurrir los cuatro casos siguientes:

1. Que Ho sea cierta y que la prueba estadistica la acepte (rechace Ha).

2. Que Ho sea cierta, pero que la prueba estadistica la rechace (acepte a

Ha).

Para lo que se establece: Ho se acepta si la probabilidad de error es mayor de

5% (p=<0.05), en cuyo caso se dice que la diferencia no es significativa.



3. RESULTADOS

3.1. Identificacion de las cepas

De un total de 24 aislamientos se identificaron el 100% como H. somni (Cuadro
6). Encontrando asi coco bacilos pleomérficos, Gram negativos, no moviles,
micro-aereofilicos, con pigmento amarillo, y colonias de 0.2-0.5 mm de

diametro, convexas (figura. 2 'y 3).

Cuadro 6.

NUMERO DE CEPAS, EN TOTAL 24, SE INDICA SI EL FROTIS SE OBSERVO SI EL
MICROORGANISMO ERA COCO BACILO GRAM NEGATIVO COMO +, Y EL ANIMAL DE
PROCEDENCIA CON ORGANO DE MUESTREO.

Numero Nombre Frotis Procedencia
1 359 + Ovino, vagina
2 542 + Ovino prepucio
3 554 + Ovino prepucio
4 564 + Ovino prepucio
5 633 + Ovino prepucio
6 718 + Ovino prepucio
7 7843 + Ovino prepucio
8 1224 + Ovino prepucio
9 1459 + Ovino, vagina
10 73B + Bovino pulmén
11 HS139 + Bovino metritis
12 HS12 + Bovino pulmén
13 HS16 + Bovino pulmén
14 HS26 + Bovino metritis
15 HS439 + Bovino metritis
16 764 + Ovino prepucio
17 794 + Ovino prepucio
18 HSV585 + Bovino metritis
19 HS11P + Bovino pulmén
20 HS1 + Bovino pulmén
21 HS7 + Bovino pulmén
22 HS27 + Bovino
prepucio

23 664 + Ovino prepucio
24 ATCC + Referencia




Figura 2. AISLAMIENTO DE H. somni EN PLACA DE AGAR CHOCOLATE

Figuras 3. ACERCAMIENTO DE AISLAMIENTO DE H. somni EN PLACA.

3.2. Extraccion de ADN



La extraccion del ADN de los aislamientos a través del método de tiosinato de
guanidina, se visualizé en un gel de agarosa al 1% lo cual se observa en la

figura 4.

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

24000nb  —*

Figura 4. ADN DE CEPAS DE H. somni.| MARCADOR DE PESO MOLECULAR A de pm
24000pb; 2-14. DIFERENTES AISLAMIENTOS DE H. somni

3.3. Identificacion de la subunidad 16S ribosomal

En la PCR especie-especifica todos los aislamientos amplificaron un
segmento de 407 pb que corresponde a la subunidad 16S ribosomal (figura 5)
igual que el obtenido con la cepa tipo (ATCC) de H. somni, por lo que se
identificaron en forma definitiva como H. somni. Las cepas usadas como
control negativo no se observé ninguna amplificacion.

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 89

1000bb —*

500pb —» 407 ob

Figura 5. AMPLIFICACION DE LA SUBUNIDAD 16S RIBOSOMAL PARA
IDENTIFICAR H. somni. 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR 2 LOG; 2-7,
AISLAMIENTOS DE H. somni; 8, ATTCC (CONTROL+); 9, CONTROL NEGATIVO.

3.4. Prueba de difusion en agar.



Con los sensidiscos con quimioterapéuticos se observaron halos de inhibicién
los cuales se midieron y fueron sometidos a un estudio analitico que ayudé a

definir aislamientos resistentes y susceptibles lo cual se indica en la Cuadro 7.

Cuadro 7.
HALOS DE INHIBICION EN MILfMETROS, AM- AMPICILINA, TE- TETRACICLINA, P-
PENICILINA, XNL- CEFTIOFUR, S- ESTREPTOMICINA, GM- GENTAMICINA, SXT-
SULFAMETOXASOL TRIMETOPRIM, E- ERITROMICINA.

No. | AM | Te | P |XNL| S | GM |SXT| E
1 27 | 27 | 30 | 30| 17 | 14 | 30 | 18
2 29 [ 24 [ 25 [ 25| 11 [ 12 | 23 | 23
3 30 | 23 | 28 | 30 | 11 | 18 | 21 | 26
4 23 | 25 | 17 | 23 9 12 | 15 | 23
5 30 | 25 [ 24 [ 26 | 18 | 17 | 22 | 26
6 24 | 24 | 30 [ 24 ] 10 | 11 | 20 | 16
7 27 | 22 [ 20 | 22| 13 | 13 | 15 | 20
8 30 | 20 [ 26 [ 24 ] 10 | 14 |12 ] 14
9 27 | 26 1 26 [ 26 | 11 | 16 | 30 | 20
10 30 | 21 | 30 | 30 | 10 | 13 | 20 | 24
11 27 | 22 125 [ 22 ] 13 | 14 | 26 | 27
12 27 | 18 | 25 [ 27 | 14 | 14 | 22 | 25
13 24 | 24 | 28 | 23 8 17 | 22 | 23
14 30 | 25 | 25 [ 30 | 14 [ 17 | 26 | 20
15 27 | 22 729 [ 23] 11 | 14 | 15 | 22
16 30 | 30 | 30 | 30 | 10 | 16 | 30 | 25
17 30 | 25 123 [ 23] 10 | 11 | 20 [ 20
18 30 | 25 | 29 [ 28 | 12 | 19 | 24 | 30
19 30 | 26 | 30 | 30 | 0O 14 | 26 | 28
20 30 | 27 [ 28 [ 30| 12 | 18 | 24 | 22
21 27 | 21 | 26 [ 30 ] 10 | 12 | 18 | 25
22 30 | 30 | 30 | 30 | 15 | 20 | 30 | 30
23 28 | 23 | 30 [ 30 ] 13 [ 17 | 22| 23
ATCC 30 | 25 | 30 | 30 | 23 | 20 | 30 | 25

Esto indica la resistencia principalmente a estreptomicina, en segundo lugar a

la gentamicina, y tercero para el sulfametoxasol-trimetoprim (Cuadro 8).



Cuadro 8.

AISLAMIENTOS RESISTENTES, COINCIDEN EN ESTREPTOMICINA Y GENTAMICINA
MAYORITARIAMENTE, SIGUIENDO UN PATRON, ENCONTRANDO EN ALGUNAS MULTI-
RESISTENCIA (MAS DE 2). CONTROL ATCC NO PRESENTA NINGUNA RESISTENCIA. DEL

TOTAL DE 24 SOLO 1 NO PRESENTA RESISTENCIA LO QUE EQUIVALE A 0.1%

No. Resistente a No. Resistente a |No.| Resistente a
1 GM 9 S.GMLE 16 S
2 GM, S 10 S.GM 17 S, GM
3 S 11 S.GM 18 S
4 P,S,GM, SXT 12 Te, S,GM 19 S, GM
s S [ 13 S 20 S
6 S.GML,E 14 S 21 S, GM
7 | P,S, GM, SXT 15 S,GM,SXT 22 S
8 S,GM,SXT J. Y | O O RS — 23 S

AM- AMPICILINA, TE- TETRACICLINA, P- PENICILINA, XNL- CEFTIOFUR, S-
ESTREPTOMICINA, GM- GENTAMICINA, SXT- SULFAMETOXASOL TRIMETOPRIM, E-
ERITROMICINA.

Lo que respecta a los aislamientos resistentes se encontr6 que el 87.5% fue
resistente a estreptomicina, para gentamicina el 58.33%, en sulfametoxasol el
16.66%, para penicilina y eritromicina 8.33%, y 4.16% para tetraciclina, Solo el
0.1 % del total de las cepas no presenté resistencia a ningun quimioterapéutico
(Figura 6).

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

100+

80+

60+

40+

20+

O,
Estrept| Genta | Sulfam [Penicili|Eritrom| Tetraci

Porcentajes| 87.5 | 58.33 | 16.66 8.33 8.33 4.16

Figura 6.SE MUESTRA EL PORCENTAIJE DE RESISTENCIA DEL TOTAL DE LAS
CEPAS A LOS DIFERENTES QUIMIOTERAPEUTICOS, EN ESTE CASO SE HA

ENCONTRADO QUE MAYORITARIAMENTE LAS CEPAS SON RESISTENTES EN
PRIMER LUGAR A ESTREPTOMICINA, SECUNDARIAMENTE A GENTAMICINA



De un total de 24 cepas a muestrear, se determin6 a través de la prueba de
difusién en agar 13 aislamientos multirresistentes a diferentes antibioticos,

correspondiendo a un 54.16% total de cepas analizadas (Figura 7).

MULTI-RESISTENCIA

negativos,
45.84, 46%
positivos,
54.16, 54%

Figura 7. PORCENTAIJE DE AISLAMIENTOS
MULTIRRESISTENTES, EL 100% CORRESPONDE A LOS 24
AISLAMIENTOS

3.5. Concentracion Minima inhibitoria

Los aislamientos resistentes en la prueba de difusion en agar se encontraron
cero resistentes a estreptomicina de un total de 14 aislamientos positivos a
resistencia en la prueba de difusiéon en agar. La CMI de gentamicina para los 7
aislamientos indico 3 aislamientos resistentes. Para el caso de la CMI con
sulfametoxasol- trimetoprim los 2 aislamientos que en la prueba de difusién en
agar fueron resistentes en CMI. Para la CMI de penicilina se utilizaron los 2
aislamientos resistentes en la prueba de difusién en placa, los resultados
obtenidos para ambos aislamientos fueron susceptibles al quimioterapéutico.

En el caso de tetraciclina y eritromicina sélo se utilizaron 2 colonias cada una

correspondiente a los ya citados quimioterapéuticos lo que indicé



susceptibilidad del aislamiento a tetraciclina y susceptible a la eritromicina

(Cuadro 9, Figura 8).

PRUEBA DE CMI CON AISLAMIENTOS lgllilg;lsr"})EgI.\ITES EN LA PRUEBA DE DIFUSION EN
AGAR.
Aislamiento | Estreptomici | Gentamicina | Penicilina | Sulfametoxasol | Eritroicima | Tetraciclina
No. na pg/ml Hg/ml Hg/ml - trimetoprim Hg/ml Hg/ml
Hhg/ml

| 16 | | e e | e
2 4 32 | e e e
3 8 | e | e e | e e
4 1 8 8 4 | -
7 e s 4 |
9 2 os | e No creci6 | — -----
12 0.5 012 | | e e | e
13 4 S R T e No creci6
14 | e e e N
15 | e T A (e
18 | e T e RN B
20 0125 | - | e | e e -
24 0.25 006 | - | e e e
25 Nocreci6 |  -—— |  ——— | e | e | -
26 4 ---- -—- - - -—--

Tubo1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15

vl 3 & e R
‘74 tfﬁ s Rl \,4‘K.d\“,

Q)UUUWW oY

Figura 8. CMI DE UN AISLAMIENTO DE H. somni. TUBO 1. CONTROL NEGATIVO, 2. DILUCION 512
pg/ml, 3. DILUCION 256ug/ml, 4. DILUCION 128ug/ml, 5. DILUCION 64 pg/ml, 6. DILUCION 32 pg/ml, 7.
DILUCION 16 pg/ml, 8. DILUCION 8 ug/ml, 9. DILUCION 4 pg/ml, 10. DILUCION 2 pg/ml, 11. DILUCION
Iug/ml, 12. DILUCION 0.5 pg/ml, 13.DILUCION 0.25pg/ml, 14. DILUCION 0.125 pg/ml, 15. DILUCION 0.062
pg/ml.

3.6. Identificacion del gene de la integrasa tipo 1y 2.



Dado que en los resultados obtenidos en las pruebas de difusion en agar y CMI
se encontré6 multi-resistencia se procedié a amplificar el gene de la integrasa
tipo 1 para relacionarsele con la resistencia a quimioterapéuticos, sin embargo
solo el 8.33% de las cepas amplificaron a dicho gene, siendo una de las dos
cepas que amplificaron susceptible a diferentes quimioterapéuticos en la
prueba de difusién en placa y la segunda cepa que amplificé el gene sélo
susceptible a estreptomicina, se corrobord la presencia de dicho gene con el
control positivo de una colonia de E. coli positiva de otros trabajos (Vazquez

NJ) * (Figuras 9 y 10).

Integrasa Tipo 1

Amplificaron,

8.33, 8%
No
amplificaron,
91.67, 92%

Figura 9. PORCENTAIJE DE AISLAMIENTOS QUE
AMPLIFICARON EL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 1
(8.33%)

Carriles 1 2 3 4 5



1000pb —>

Figura 10. AMPLIFICACION DEL GENE DE LA INTEGRASA TIPO
1.CARRILES: 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR 2 LOG, 2 Y 3 CEPAS
H.somni, 4. MARCADOR DE P.M.5. E.coli D1210 PDB126 RP4 COMO
CONTROL POSITIVO.

Al observar los resultados de la integrasa tipo 1, se decidié hacer la PCR para
el gene de la integrasa tipo 2, por lo que a todas las cepas se les hizo dicha
prueba, encontrandose un mayor porcentaje de cepas que amplificaron el gene
de la integrasa tipo 2 (83.33% (20 cepas)), al compararla con el cuadro 10, nos
lleva a observar una relacion estrecha de la Integrasa tipo 2 con la multi-
resistencia de las cepas de Histophilus somni. Lo cual es objeto de estudio en

el andlisis estadistico (Figura 11y 12).

Integrasa tipo 2

No
amplificaron,
16.67%

Amoplificaron,
83.33%

Figura 11. PORCENTAIJE DE AISLAMIENTOS QUE
AMPLIFICARON AL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 2 (83.16%).

Carriles 1 2 3 45 67 8 9 10 11 12 13 14



3000 b —>
1000 pb—>

500pb —*

Figura 12. AMPLIFICACION DEL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 2. 1.-MARCADOR
DE PESO MOLECULAR 2 LOG, 2-12. CEPAS DE H. somni, 13. E.coli COMO CONTROL
POSITIVO, 14. CONTROL NEGATIVO.

3.7. Analisis estadistico.

La comparaciéon entre las figuras 6, 7, 9 y 11 y cuadro 8, indica que en
apariencia se encuentran relacionadas las variables resistencia a
quimioterapéuticos- Integrasa tipo 2, dado que los porcentajes coinciden en el
caso de cepas resistentes 87.5% (cuadro 10) con la figura 11 de presencia del
gene de la integrasa tipo 2 con un porcentaje de 83.16%.

Sin embargo, al calcularse la correlacion entre todas las variables y su
concordancia en el programa Epi Info se observaron los siguientes datos:

Entre la prueba de difusion en placa y la CMI, indica una concordancia débil,
con poca significancia dado el valor de p=0.34739 y el valor de kappa es de
0.071 que indica nula relacién.

Al medirse los valores de kappa, p, y concordancia bruta con respecto a
estreptomicina, gentamicina, penicilina, sulfametoxasol-trimetoprim, tetraciclina
y eritromicina con integrasa tipo 1 se encontré que existe relacién entre:
penicilina, sulfametoxasol, tetraciclina y eritromicina con el gene de la integrasa

tipo 1 pero no es significativa. Lo que se observa en el cuadro 10.

Cuadro 10.



VALORES DE Kappa, P, CONCORDANCIA BRUTA 'Y OBSERVACIONES PARA LOS
QUIMIOTERAPEUTICOS RESISTENTES EN LA PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR CON

RELACION A EL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 1.

Quimioterapéutico | Kappa P Concordancia Observaciones
bruta

Estreptomicina -0.077 | 0.093 0.125 Valor de p indica que el valor es

significativo, pero la concordancia es débil
Gentamicina -0.170 | 0.08051 0.333 El valor de p indica
significancia y la concordancia es débil
Penicilina -0.100 | 0.63903 0.818 La concordancia es muy buena pero no es
significante dado el valor de p es mayor a
0.05.

Sulfametoxasol- -0.125 | 0.508 0.750 La concordancia es buena pero no es
trimetoprim significante por el valor de p mayor a 0.05
Tetraciclina -0.058 | 0.758 0.875 La concordancia es muy buena pero el

valor de p mayor a 0.05,indica que no es
significante.
Eritromicina -0.090 | 0.65605 0.833 La concordancia es muy buena pero no es

significativa porque p es mayor a 0.05.

Sin embargo la hipétesis de que existe relacion entre integrasa tipo 1 y

resistencia a quimioterapéuticos no es rechazada ya que en todos los casos

Ho=K=0.

La correlacion entre aislamientos multi-resistentes en el antibiograma vy la

presencia del gene de la integrasa tipo 1

no existe de acuerdo al valor de

kappa= -0.168 y no es significativa porque el valor de p= 0.10832, y la

concordancia bruta es de 0.375 es débil.

En el caso de las pruebas de

resistencia de los quimioterapéuticos

relacionados al gene de la integrasa tipo 2 se obtuvieron los datos del cuadro

11.

Cuadro 11.



VALORES OBTENIDOS EN LA PRUEBA ESTADISTICA PARA MEDIR RELACION ENTRE
RESULTADOS OBTENIDOS DE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPEUTICOS Y PRESENCIA DEL
GENE DE LA INTEGRASA TIPO 2.

Quimioterapéutico | Kappa P Concordancia Observaciones
bruta
Estreptomicina 0.407 | 0.03664 0.833 La concordancia es muy buena y el valor de
p indica que es significativa
Gentamicina -0.200 | 0.26939 0.458 El valor de p es mayor a 0.05, no hay
significancia y la concordancia bruta es
moderada
Penicilina 0.046 | 0.44860 0.291 El valor de p mayor a 0.05 indica que la
prueba no es significativa y la concordancia
es débil
Sulfametoxasol- 0.100 [0.26105 0.375 El valor de p es mayor a 0.05 y la
trimetoprim concordancia es débil
Tetraciclina 0.022 | 0.60026 0.250 El valor de p es mayor a 0.05 por lo que no

es significante y la concordancia es débil

Eritromicina -0.177 1 0.00398 0.125 El valor de p indica que la concordancia
débil es significativa

En todos estos casos la hipbtesis de que existe relacion entre la resistencia a
dichos quimioterapéuticos y la presencia del gene de la integrasa tipo 2 no es
rechazada ya que Ho=K=0.

Al calcular la relacion entre el gene de la integrasa tipo 2 y la multi-resistencia
se obtuvo que: Kappa= -0.051, p=0.7685 y concordancia bruta de 0.500 por lo
que puede determinarse que no existe relacion entre el gene de la integrasa
tipo 2 y la multi-resistencia observada en el antibiograma, pero la Ho: K=0
indican que no se rechaza que exista una relacion entre éstas.

En el caso de la correlacion entre los resultados de CMI e integrasa tipo 1 el
valor de kappa es -0.056 que indica que no hay relacién, sin embargo, el valor
de pesigual a 0.76344 por lo que no hay significancia, y la concordancia bruta
tiene un valor de 0.880 que indica que la concordancia es muy buena y la Ho
no es descartada. Lo puede complementarse al medir por separado la

concordancia entre Sulfametoxasol-Trimetoprim y Gentamicina de la prueba de



CMI con la presencia del gene da la integrasa tipo 1 (cuadro 12) En donde la
Ho no es descartada ya que Ho: K=0.

Cuadro 12.

RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO ENTRE QUIMIOTERAPEUTICOS (CMI) Y
RELACION CON EL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 1.

Quimioterapéutico Kappa P Concordancia Bruta Observaciones
Sulfametoxasol- -0.090 0.65605 0.833 La concordancia
Trimetoprim bruta es muy buena

pero el valor de p
indica que no hay
significancia.

Gentamicina -0.111 0.57664 0.791 La concordancia

bruta es buena pero el
valor de p indica que
no hay significancia
al ser mayor de 0.05

Al observarse la relacion estadistica entre la multi-resistencia en la CMI y la
presencia del gene de la integrasa tipo 2 se encontr6é que el valor de kappa es
de 0.022, p es igual a 0.60026, y la concordancia bruta es de 0.250, lo que
habla de nula relaciéon, una concordancia débil y poca significancia. Que
cambia al observarse en cada quimioterapéutico resistente en la prueba de
CMI con relacion a él gene de la integrasa tipo 2 (cuadro 13).

Cuadro 13.

RESULTADOS DE Kappa, P Y CONCORDANIA BRUTA ENTRE RESISTENCIA EN LA PRUEBA
DE CMI Y LA PRESENCIA DEL GENE DE LA INTEGRASA TIPO 2.

Quimioterapéutico Kappa )/ Concordancia Obsevaciones
Bruta
Sulfametoxasol- 0.046 0.44860 0.219 El valor de p es mayor
Trimetoprim a0.05yla

concordancia es débil

Gentamicina -0.159 0.03664 0.166 La concordancia es
débil y significativa.

4. DISCUSION
H. somni es un género poco estudiado en México, ya que presenta varias

dificultades, por ejemplo, su identificacion es laboriosa debido a que al realizar



pruebas, se basan en bioquimicas por lo cual los resultados no se obtienen en
el tiempo y forma rutinaria como en la mayoria de las bacterias, ya que la
degradacion de los sustratos los realiza de forma lenta o débil, ademas de
tener una variabilidad en sus resultados; situacién que ya ha sido informada por

varios autores® 18 2427

, por lo que es importante utilizar otras herramientas para
solventar este aspecto como lo es una identificacion precisa y rapida, lo que
nos lleva a contemplar el uso de técnicas de biologia molecular y evitar asi el
uso indiscriminado de quimioterapéuticos de amplio espectro.

En el presente estudio se utilizaron cepas de campo aisladas de diferentes
fuentes y regiones de Meéxico; se utilizaron de casos clinicos de bovinos
lecheros y de ovinos clinicamente sanos y de esta forma se pretendié ampliar
la informacién del comportamiento de éstas.

El nUmero de cepas utilizado para éste trabajo fueron las disponibles en el
cepario del Laboratorio de Bacteriologia del CENID-Microbiologia INIFAP en
donde se realizd la investigacién, ademas de ser un numero similar de cepas
utilizadas en otros trabajos®" *”Y *®. La identificacién confirmatoria de H. somni
se realizd a través de la PCR para amplificar un segmento de 407pb como

previamente se ha reportado®” %

siendo esta una herramienta que permite
identificar H. somni a nivel molecular de forma precisa y rapida, ademas de
demostrar que dicha metodologia puede estar disponible de forma rutinaria
como una opcion util en los trabajos de diagndstico e investigacidon
relacionados con este microorganismo.

Por otra parte la resistencia observada en los aislamientos de H. somni a

quimioterapéuticos como estreptomicina (87.5%), eritromicina (8.33 %) vy

sulfametoxasol-trimetoprim (16.66 %) en la prueba de difusion en agar



coincide con resultados en trabajos previos de M. haemolytica, P. multocida y
H. somni en México*’.En estos se observa rangos de resistencia a
quimioterapéuticos del 66 a 100% en el caso de estreptomicina, 9 a 9.1% en
eritromicina y 12 a 84% a sulfametoxasol-trimetoprim. Cabe mencionar que en
el caso de sulfametoxasol el rango méas bajo es del trabajo hecho en México*® y
el rango més alto fué observado en Estados Unidos™.

Con respecto a la CMI, en esta investigacion se encontré un menor numero de
cepas resistentes a los quimioterapéuticos, lo que puede compararse con
trabajos anteriores® donde se encuentra que existe resistencia a sulfonamidas
(831 a 100%). En el caso de gentamicina, no se encontraron informes al
respecto, sin embargo el porcentaje de aislamientos resistentes encontrados en
el presente trabajo puede servir como referencia para futuros estudios.

La informacién encontrada sobre resistencia antimicrobiana con H. somni en
diversas publicaciones informan de resultados con pruebas cualitativas como la
prueba de difusién en placa y la CMI**32 sin embargo no fueron localizadas
publicaciones que utilicen técnicas moleculares como en el presente trabajo.

En trabajos realizados con bacterias como Shigella spp., Salmonella spp., e
incluso H. somni puede observarse que existe poca o nula relaciéon entre la
prueba de difusion en placa y concentracibn minima, sin embargo la
informacion util y aplicable es que esta multi-resistencia a quimioterapéuticos
ayuda a elaborar un perfil de resistencia y por lo tanto la eleccién de posibles
alternativas como tratamiento de las entidades patolégicas en donde
intervienen dichos microorganismos.

Al no encontrar informacién especifica y abundante sobre éste tema con H.

somni se tomd la determinacién de adaptar metodologias previamente



estandarizadas con otro tipo de bacterias como Salmonella, E. coli y Shigella

83.42.43. que han sido estudiadas ampliamente al respecto con la deteccién

Spp
de la presencia los genes que codifican para la produccidén de las integrasas
tipo 1 y 2, recordando que dichos genes son facilmente transferidos de bacteria
a bacteria® ®'.

Es importante aclarar que dichas bacterias estan poco relacionadas
taxondmicamente con H. somni, por lo que la informacion que se genere con la
metodologia usada en enterobacterias podria no ser concluyente de forma
tajante y traspolar los resultados obtenidos en el género bacteriano en estudio
en el presente trabajo se podria sugerir o pensar en la existencia de otros
genes que codifiquen para la resistencia antimicrobiana en géneros que si
estén relacionados con H. somni como lo son M. haemolytica'y P. multocida *®
54.

Al realizarse el analisis estadistico epidemiolégico de cada uno de los
quimioterapéuticos en la prueba de difusion en agar (antibiograma)con
respecto a el gene de la integrasa tipo 1, se encuentra una concordancia
buena que ayuda a definir el contenido de cassettes de resistencia a penicilina,
sulfametoxasol-trimetoprim, tetraciclina, eritromicina relacionados con el gene,
como lo refiere Gavin D. Recchia®®, sin embargo debe recordarse que el valor
no fue significativo pero que la hipétesis nula (Ho) no fue rechazada.

Al observarse una concordancia del 83% entre el gene de la integrasa tipo 2 y
estreptomicina y un valor significativo de p se reafirma la presencia de

cassettes de resistencia a estreptomicina asociados a dicho gene®. En el caso

de la eritromicina la concordancia es débil pero significativa que no coincide



con la literatura antes citada® por lo que debe sugerirse su estudio en
posteriores trabajos.

En el caso de la prueba de CMI pudo comprobarse la concordancia entre la
presencia del gene de la integrasa tipo 1 y los quimioterapéuticos utilizados
(83% con sulfametoxasol-trimetoprim y 79% con gentamicina), sin embargo
ambos datos no son significantes pero se siguié sin rechazar la hipétesis de
gue existe una relacion entre éstos dado que Ho: K=0.

Para la Integrasa tipo 2, solo la gentamicina tuvo un valor significativo pero
débil (16% de concordancia) de acuerdo a la prueba de CMI.

La sensibilidad de la prueba de CMI, no favorece la relaciéon entre ésta y los
genes de la integrasa tipo 1 y 2, talvez por la concentracibn de
quimioterapéutico que in Vitro es aparente pero en campo muy probablemente
variaria.

Resultados similares o coincidentes estan informados en trabajos realizados
con los géneros Salmonella, E. coli, y Shigella spp; o que sugiere la presencia
de cassettes genéticos que codifican para resistencia antimicrobiana®*#243
pero que podrian encontrarse vacios y por lo tanto no presentar dicha

resistencia®.



P5. CONCLUSIONES

En México existe poca informacién acerca de la resistencia antibacteriana en

patégenos que afectan a los animales y mucho menos informacién con

respecto a H. somni, sin embargo al probar cepas procedentes de bovinos

productores de leche enfermos y ovinos clinicamente sanos se puede concluir

que:

Los aislamientos de H. somni, pueden identificarse a través de la PCR
con amplificacién del segmento de 407 pb de la subunidad 16S
ribosomal.

Se cumplié con el objetivo de establecer el perfil de resistencia a
quimioterapéuticos en las cepas aisladas, identificadas y sometidas a
pruebas de resistencia antimicrobiana en el que los aislamientos de H.
somni son resistentes principalmente a estreptomicina, gentamicina y
sulfametoxasol.

La relacién de dicha resistencia con los genes de la integrasa tipo 1y
2 es moderada de acuerdo al analisis estadistico.

La resistencia observada se deba probablemente a la transferencia de
material genético en H. somni posiblemente a través de pldsmidos, o

elementos moéviles como los transposones.



6. PERSPECTIVAS

Identificar la presencia de plasmidos que porten genes de resistencia a
quimioterapéuticos.

Buscar la presencia de otros genes de la integrasa (tipo 3 y 4).
Secuenciar el gen que codifica para las integrasas.

Identificar la region variable en los integrones.

7. RECOMENDACION

Hace falta realizar mas estudios de este tipo con la finalidad de disenar
esquemas de tratamiento mas efectivos lo que reduciria el tiempo de
recuperacion de los animales y encontrar tratamientos mas especificos
lo que finalmente repercute en la productividad de cualquier empresa

ganadera.
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