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RESUMEN

OROZCO TENORIO VALERIA. Deteccién de B-lactamasas por medio de PCR en cepas de
Pasteurella multocida (Bajo la direccién del Dr. Carlos Julio Jaramillo Arango y el Dr. Rigoberto
Hernandez Castro).

Los antimicrobianos son poderosos elementos empleados en la profilaxis, metafilaxis, asi como
para el tratamiento de infecciones bacterianas ocasionadas por diversos microorganismos
entre los cuales se encuentra P. multocida. Esta bacteria pertenece a la familia Pasteurellaceae
y se encuentra asociada a la pasteurelosis neumadnica bovina, causada por los serotipos
capsulares A y D. Asimismo, P. multocida también se encuentra implicada en la fiebre de
embarque como un agente secundario u oportunista. Los gastos asociados por el empleo de
antimicrobianos en bovinos de explotaciones lecheras asociados a problemas respiratorios
reportan grandes pérdidas econémicas ocasionadas por el tratamiento antimicrobiano, donde
destaca principalmente el uso de quimioterapéuticos B-lactamicos, ya que son estos los
antimicrobianos de mayor prescripcion en el mundo, lo cual, aunado al mal empleo de los
mismos, ha ocasionado la presentacién de resistencia antimicrobiana principalmente asociada

a pB-lactamasas de espectro extendido (BLEES).

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la resistencia a diversos quimioterapéuticos
por medio de antibiogramas y detectar los genes que codifican para las BLEEs tipo TEM,SHV y
CTX-M por medio de la PCR en 30 cepas de P.multocida obtenidas a partir de pulmones
neumaonicos de origen bovino provenientes de La Laguna (Durango y Coahuila). De acuerdo a
los resultados obtenidos en los antibiogramas el 13% de las cepas fueron resistentes a
ampicilina y el 87% fueron susceptibles; para la penicilina el 30% fueron resistentes, el 63%
presentaron susceptibilidad intermedia y el 7% fueron susceptibles. Para el sulfametoxasol-
trimetroprim, el 40% fueron resistentes, el 3.3% fueron intermedias y el 20% fueron
medianamente resistentes. Para las tetraciclinas el 16% fueron susceptibles y el 83% fueron
resistentes. El 86% mostraron susceptibilidad al ceftiofur y 10% fueron intermedias. El 83% de
las cepas fueron resistentes a la novobiocina y 13% fueron susceptibles. Ante la vancomicina,

el 100% fueron resistentes.

En cuanto a la deteccion molecular de genes de resistencia B-lactamica, en el 93% de las

cepas se detectd el gen "*SHV y en el 85% se detecté el gen ™

bla,

TEM. En ninguno de los
aislamientos fue posible detectar el gen "“CTX-M, Se concluye que este es el primer reporte en
el mundo sobre la deteccion de los genes PRTEM y YaCTX-M en cepas de P. multocida de
origen animal. Es necesario analizar un mayor nimero de cepas en diferentes regiones del

pais para conocer de una forma general la distribuciéon de genes B-lactamicos.



INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

Uno de los descubrimientos mas sobresalientes del siglo pasado fueron los antibidticos, los
cuales han brindado beneficios incalculables a la salud y calidad de vida del hombre y
animales.

Las penicilinas y cefalosporinas constituyen alrededor de la mitad de todos los antibidticos que
se producen en el mundo. Estos farmacos, asi como los carbapenems, monobactams y
penems constituyen el grupo de antimicrobianos B-lactamicos, de los cuales los tres Gltimos no
han sido introducidos en produccién pecuaria ya que su alto costo no justifica su utilizacién en
este rubro. Los B-lactdmicos son los antibidticos con mayor prescripcién en medicina humana y
veterinaria; en animales, su uso se ha convertido en el pilar que sustenta la salud y bienestar
en pequefias especies, fauna silvestre y animales de abasto. Cabe destacar que el empleo de
este grupo de antimicrobianos en el ambito pecuario ha permitido alcanzar metas especificas
de produccion para generar alimentos de origen animal que son un recurso insustituible de

proteinas, vitaminas y minerales.”

El abuso de éstos y otro tipo de antimicrobianos, ha traido consigo problemas irreversibles
sobre poblaciones microbianas que pocos vislumbraron, ya que la constante exposicion a los
farmacos han forzado gradualmente la seleccién natural de cepas que han adquirido diversos
mecanismos de resistencia, dando lugar a la supervivencia de poblaciones bacterianas
resistentes, asi como a la eliminacion de poblaciones bacterianas susceptibles.2

La resistencia antimicrobiana perfila entre uno de los principales problemas de este siglo tanto
en salud publica como en medicina veterinaria (principalmente en animales de produccion) ya
que la inocuidad alimentaria se ha visto afectada por un mal manejo en la densidad animal,
contaminacion toxicolégica y microbioldgica de los productos pecuarios por carencia de
higiene, deficiencias en terapias antimicrobianas, asi como en la utilizacién de heces como
fertilizantes.®

El resultado del mal empleo de los antimicrobianos se refleja en el manejo inadecuado de las
cefalosporinas, ya que deberian ser utilizadas exclusivamente en el tratamiento de infecciones

severas como mastitis, metritis, enfermedades del aparato respiratorio de rumiantes, caballos y



cerdos, asi como en la enteritis necrética de las aves y en la septicemia causada por
Escherichia coli en becerras, sin embargo; se emplean de manera indiscriminada en todo tipo
de infecciones. En medicina veterinaria, los antibiéticos y antimicrobianos ademas de ser
utilizados para atender enfermedades en animales de compafiia, acuacultura y en animales de
produccion, se emplean también como una poderosa herramienta para prevenir y combatir
enfermedades bacterianas, adicionalmente se utilizan como promotores de crecimiento en
animales de consumo. Algunos antimicrobianos como la ampicilina, el acido arsenilico,
bacitracina, clortetraciclina, dihidroestreptomicina, efrotomicina, lasalocid, monensina,
oleandomicina, penicilina, roxarsona, espectinomicina, tilosina y virginamicina son utilizados
como facilitadores del crecimiento, los cuales se administran en el agua o alimento de animales
jovenes de diferentes especies, como cerdos, bovinos y aves de produccién (pollos y pavos)
que se crian en condiciones de confinamiento y cuyas dosis se manejan en niveles

subterapéuticos.” °

1.2 FACTORES INVOLUCRADOS CON LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

El régimen de tratamiento es uno de los factores que estan més fuertemente vinculados con la
resistencia antimicrobiana, ya que las concentraciones plasmaticas que cada producto
antimicrobiano debe alcanzar dependen de variables farmacocinéticas como la via de
administracion, el volumen de distribucion, el tiempo de vida media del farmaco y su
concentracién méxima en el plasma.’

Un apropiado régimen antimicrobiano también contempla el intervalo de tiempo en la
administracion del farmaco y la duracién del tratamiento. Todo este conjunto de variantes
actuaran contra una poblacién microbiana heterogénea, la cual mostrara diversos perfiles de
resistencia implicando distintos requerimientos para inhibir su crecimiento.®

Posterior a que el antimicrobiano haya alcanzado su maxima concentracion plasmatica,
declinardn sus niveles en el animal, ese decremento traer& como consecuencia la
supervivencia de poblaciones bacterianas, cuya expresion fenotipica y genotipica hayan

mostrado diversos rasgos caracteristicos de resistencia.’



1.3 PANORAMA ACTUAL DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN EL MUNDO

La administracion subterapéutica de antimicrobianos como promotores de crecimiento
(penicilinas, tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglicésidos, espectinomicinas, lincosaminas,
macrélidos, nitrofuranos, nitroimidazoles, sulfonamidas, trimetroprim, polimixinas y quinolonas)
en animales de produccién, ha sido objeto de debates fundamentados en la correcta y
meticulosa administracién de diversos quimioterapéuticos, ya que debido al empleo de los
mismos medicamentos para tratar y prevenir enfermedades de origen animal, también se han
creado modificaciones genéticas en microorganismos de origen humano. 6.9

Debido a esta situacion, el Comité de Swann recomendd que los antimicrobianos con valor
terapéutico en el tratamiento de infecciones en humanos no pudieran ser aprobados como
promotores de crecimiento en animales de abasto; sin embargo, el Comité no consider6é que
farmacos con poca significancia en medicina humana pudieran ser aprobados como
promotores de crecimiento. Algunos de estos antimicrobianos como la virginamicina,
avoparacina y avilamicina han cobrado importancia como el Ultimo recurso en el tratamiento de
infecciones en animales y pertenecen a las mismas clases de farmacos de uso humano que la
vancomicina, estreptograminas como quinupristin-dalfopristin (Synercid) y everniminomicinas
(como el Ziracin), respectivamente.*°

Una de las cuestiones mas alarmantes es que actualmente, la perspectiva farmacolégica
humana, se ha visto reducida con la llamada “reserva antimicrobiana”, en la que solamente se
incluyen los ketélidos, oxazolidonas y glicilciclinas, por ello, se ha dado un mayor enfoque e
importancia en investigaciones referentes hacia resistencia antimicrobiana.™

Los estudios que reportan la resistencia antimicrobiana, en su mayoria se refieren a agentes
que ademas de ser patdgenos importantes en medicina veterinaria, también son parte de la
microbiota de diversos animales, por lo cual, tienen una constante exposicion a los
antimicrobianos con los que son medicados los animales como E. coli, Salmonella spp. (como
los mas estudiados), Actinobacillus pleuropneumoniae, Histophillus somni, Mannheimia

haemolytica y Pasteurella multocida.®



1.4 CARACTERISTICAS DE P. multocida

La descripcién fenotipica de P. multocida refiere un cocobacilo, Gram negativo, no mévil, no
hemolitico cuyas colonias son pequefias grisadceas y mucoides.

Las caracteristicas bioquimicas corresponden a un microorganismo generalmente oxidasa y
catalasa positivo, el cual crece en agar sangre a 37 °C en 18 horas, capaz de fermentar la
glucosa, la fructosa, la galactosa y el manitol.”> Esta bacteria pertenece a la familia
Pasteurellaceae que actualmente comprende los géneros Pasteurella, Haemophilus,
Actinobacillus, Lonepidella, Mannheimia, Phocoenobacter, Gallibacterium, Histophilus,
Voluvribacter, Avibacterium, Niconetella y Agregatibacter.*®**

P. multocida posee 16 serotipos sométicos y 5 serogrupos capsulares: A, B, D, E y F, de los
cuales han sido reportados en México Unicamente los serogrupos A y D.'® P. multocida se
divide en cuatro subespecies multocida, gallicida, septica y tigris, las que se caracterizan por
fermentar D-sorbitol y dulcitol. *°

P. multocida multocida es el miembro més estudiado, ya que forma parte de la flora normal de
la orofaringe de diversas especies de animales, entre ellos los rumiantes, aves de produccion,
cerdos, conejos y animales de compafiia como perros y gatos.

La pasteurelosis heumoénica bovina causada por los serotipos capsulares A y D, se presenta
principalmente en Europa y Norte América. P. multocida también se encuentra implicada en la
fiebre de embarque (M. haemolytica 71.1%, P. multocida 21.1%, H. somni 7.8%) como un

agente secundario u oportunista.*”*®*° %

De hecho M. haemolytica es la bacteria mas
comunmente asociada a esta enfermedad, pero el incremento en la presentacion de casos
fatales en bovinos productores de carne se atribuye principalmente a P. multocida. *°

Esta enfermedad, se encuentra vinculada con el complejo respiratorio bovino, enfermedad
multifactorial, donde ademas de estar implicada P. multocida, M. haemolytica e H. somni,
también se encuentran asociados el virus de la Parainfluenza 3, asi como el virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina y el virus sincitial respiratorio. o

La pasteurelosis neumonica bovina presenta una morbilidad desde el 4.6-89% y una mortalidad
del 1 al 13%, por ello, es la enfermedad econémicamente mas importante en ganado bovino

productor de carne y en ganado bovino productor de leche es la segunda enfermedad en

importancia después de los problemas gastrointestinales, particularmente en becerros



recientemente transportados o en animales de 1 a 5 meses. Los picos de presentacion de esta
enfermedad son estacionales, ya que la mayor parte de los casos se manifiestan en otofio e
invierno debido al frio, cambios bruscos de temperatura, ademas de la presencia de polvo, el
estrés ocasionado por hacinamiento, la transportacién, la humedad y la deshidratacion. 19

Como fenédmeno zoonotico la pasteurelosis adquiere relevancia en salud publica ya que perros
y gatos pueden transmitir P. multocida al humano por mordedura e incluso, por contacto directo
con secreciones de la cavidad oral, ocasionando en el hombre abscesos profundos, artritis
séptica, meningitis, endocarditis, peritonitis, neumonia, sepsis e incluso se han reportado casos

de infeccién del tracto urinario bajo **

1.4.1 TRATAMIENTO DE PASTEURELOSIS NEUMONICA

El tratamiento antimicrobiano de primera linea que se sugiere ante las infecciones ocasionadas
por P. multocida, son las sulfas-trimetroprim (150-200mg/kg y la mitad de la dosis por cuatro
dias més), tetraciclinas (20 mg/kg en dos tomas por via oral), estreptomicinas (10mg/kg cada 8

al2 horas).22

1.5 ELEMENTOS QUE PARTICIPAN EN LA TRANSFERENCIA DE LA
INFORMACION GENETICA BACTERIANA

La colonizacién y supervivencia de P. multocida dependen principalmente de sus factores de
virulencia, en los que se incluyen la presencia de fimbria y adhesinas, cdpsula, lipopolisacérido
(LPS), proteinas para la adquisicién de hierro, enzimas extracelulares y plasmidos, que son los
que llevaran a cabo la incorporacion de genes de resistencia y seran los responsables del éxito
en la incorporacion y transferencia de dicha informacion.™

El éxito en la transferencia de informacién genética, radica en la utilizacion de elementos
genéticos de la célula para el intercambio de su informacion con otras bacterias a través de
bacteri6fagos, plasmidos, transposones e integrones por mediacion o por simple
transformacion a otra bacteria en la poblaci()n.23

La conjugacion se lleva a cabo a partir de una bacteria donadora a una receptora y es
considerado el mecanismo de transferencia de resistencia mas importante, ya que se ha
estimado que aproximadamente el 85% en la falla de terapias antimicrobianas se debe a este

tipo de mecanismo aunado a otros mecanismos como transformacion y transduccion. *°
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La conjugacion se lleva a cabo por medio del plasmido F que se encuentra dentro de las
células bacterianas como acidos nucléicos de doble cadena y son considerados secuencias de
ADN extracromosomal de forma circular, que se replican independientemente del cromosoma
del hospedador.?*

Los plasmidos son unidades no necesarias para la supervivencia de las bacterias; sin embargo,
confieren ventajas selectivas a las células que los portan, convirtiéndose en el elemento
genético mévil mas importante para la adquisicién de resistencia y factores de virulencia. La
conjugacion requiere del contacto de bacterias que son F positivas (donadoras), las cuales
poseen en su superficie de dos a tres apéndices llamados pilis, con bacterias F negativas
(receptoras); seguido de este contacto, se lleva a cabo la transferencia del factor F. Si el factor
F existe como un plasmido libre en la bacteria donadora, éste es transferido, y el proceso
cambia a la bacteria receptora a un estado F positiva; sin embargo, si el factor F esta integrado
en el cromosoma de la bacteria donadora, el proceso de la transferencia de la informacion se
llevara a cabo de forma integral, es decir, se transferira no solo la informacién plasmidica, sino
que también se incluird la transferencia de informacion cromosomal.?

La informacién que los plasmidos pueden transportar se relaciona con determinantes de
virulencia, adhesion y resistencia antimicrobiana; estos ultimos reciben el nombre de plasmidos
R o factores R y pueden ser clasificados de acuerdo a la forma de replicacion en incompatibles
y compatibles, plasmidos incompatibles son aquellos que utilizan formas diferentes de
replicacion y son capaces de converger en una misma bacteria.” -

Los plasmidos que comparten las mismas formas de replicacion o compatibles son incapaces
de persistir en una misma bacteria por periodos prolongados. Ademas de todas las funciones
anteriormente mencionadas, los plasmidos pueden servir como vehiculos para transposones e
integrones. ** %2

Los transposones son secuencias de genes que se pueden mover del cromosoma al plasmido;
estan compuestos por una region IS (secuencias de insercién) y por una transposasa, que es la
enzima responsable de la transposicion. Los plasmidos y transposones (conjugativos y
complejos) estan involucrados en la transferencia de genes de resistencia de una célula a otra;

sin embargo, una porcion sustancial de la resistencia presente en los plasmidos y tranposones

de bacilos Gram negativos se encuentran integrados en elementos méviles de ADN llamados

11



integrones. Estos integrones existen como ADN circular con un peso aproximado entre 500-
1000 pares de bases (pb) y estan constituidos por dos segmentos conservados que flanquean
una region central de ADN, en la cual se puede insertar casettes de resistencia, estos

cassettes no pueden ser expresados a menos que se unan a la region de su promotor. 28 2

1.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

La resistencia antimicrobiana que expresa P. multocida depende de la especie animal, afio de
los aislamientos, situacion geogréfica, tratamiento antimicrobiano de los animales, asi como el
acceso que tenga en la adquisicién de genes de resistencia que posean otras bacterias.?®

La mayoria de los genes de resistencia que actualmente se han reportado en P.multocida se
encuentran en plasmidos de tamafo pequefio (4.1-4.4 Kb), asi como en transposones no
conjugativos. Los plasmidos conocidos con el nombre de “amplio rango de huésped” han sido
capaces de replicarse en diferentes géneros bacterianos, como el plasmido R100, el cual
transporta pequefias copias de transposones no conjugativos. Los genes catAlll y sulll, se
encuentran ampliamente distribuidos en la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram
negativas, mientras que otros genes como tet (M) que codifica para la resistencia hacia

tetraciclinas y *?

ROB1 que confiere resistencia hacia la robenidina, aparentemente muestran
compatibilidad entre bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas. 29

El abuso en la utilizacion de diversos antimicrobianos, ha fungido como un factor relevante para
que los genes responsables de la resistencia antimicrobiana se expresen en microorganismos
patégenos, asi como en la microbiota. La presion de seleccién ha dado como resultado la
alteracion del genoma de los microorganismos, ya sea por medio de mutaciones en el
cromosoma, o bien por medio de la transferencia de estas alteraciones a otras bacterias. 1

A pesar de los eficientes y elaborados mecanismos de transferencia de informacion
extracromosomal, éstos no forman la totalidad de los elementos con los cuales las bacterias se
han adaptado a su propio medio, ya que la resistencia ademas de ser adquirida, también puede
ser constitutiva o inducible, todo depende de la presencia del gen que codifique para alguna

funcién de resistencia inherente a la bacteria (constitutiva) o que la bacteria sea expuesta a un

agente antimicrobiano para que sea expresado (inducible).Existen cuatro mecanismos de
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resistencia inducible que pueden encontrarse en bacterias (principalmente en bacterias Gram
negativas), los cuales pueden ser resumidos de acuerdo a diferentes mutaciones que se llevan
a cabo en diversos genes con funciones fisiolégicas e incluso, mas de un mecanismo de
resistencia puede encontrarse en una misma bacteria. El primero de ellos es la reduccién en la
permeabilidad de la célula por mutaciones en proteinas de la membrana externa (OMP), las
cuales se expresan con el decremento del nimero de estructuras llamadas porinas, donde se
lleva a cabo el intercambio entre sustancias del medio extracelular al espacio periplasmico, lo
que conlleva a la reduccién en la cantidad de antibiético capaz de penetrar en la célula. La
reduccion en la permeabilidad celular, aunada a otros mecanismos bacterianos de
supervivencia puede proveer a los microorganismos altos niveles de resistencia, aln
sometiéndolos a incrementadas dosis de antibiéticos. *°

El segundo mecanismo de resistencia es la alteracion de los sitios blanco hacia los que se
dirigen los B-lactdmicos. Una de las principales caracteristicas de los B-lactamicos es la
afinidad por proteinas de unién a la penicilina (penicillin binding proteins o PBP) que son
transpeptidasas y carboxipeptidasas, elementos involucrados en la formacién de la pared
celular bacteriana. Los B-lactdmicos inhiben la sintesis final de peptidoglicano, en el cual
algunas cepas sintetizan formas alteradas de PBP, que conlleva a la poca afinidad entre el
antibiético p-lactdmico y la pared celular bacteriana. Otro tipo de mutacion es la que se lleva a
cabo en genes que codifican para la conformacion del LPS, la cual puede cambiar de forma,
asi como también su carga molecular disminuyendo la unién de antibiéticos catiénicos.*

El tercer mecanismo de resistencia se origina por mutaciones que ocurren en los genes
efectores de la bomba de eflujo, con un incremento de la expresion de la proteina de eflujo
tornandola mas eficiente en la exportacioén del antimicrobiano fuera de la célula. La activacion
de los genes de la bomba de eflujo, generalmente originan resistencia a un antibiético en
particular o a varios, otorgandoles ventajas con la posibilidad de generar resistencia
antimicrobiana mdltiple. La transmision de las bombas de eflujo puede ser mediante elementos
genéticos, los cuales pueden estar expresados constitutivamente (resistencia constitutiva) o

estar influenciadas por diversos factores del entorno bacteriano.®" *

La cuarta y mas
importante caracteristica de resistencia bacteriana es la produccién de enzimas que degradan

o modifican los antibiéticos por medio de la hidrélisis del anillo B-lactamico, dichas enzimas
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reciben el nombre de B-lactamasas. Los B-lactdmicos, pueden inducir también los tres
mecanismos anteriormente descritos, generando mutaciones en las proteinas de unién a la
penicilina, mutaciones en los genes que codifican para la produccién de porinas, asi como la
regulacion de las proteinas requeridas para el flujo de energia utilizadas en las bombas de

eflujo.*®
1.7 B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEESs)

1.7.1 ORIGEN DE LAS BLEEs

Actualmente, se conoce que muchas bacilos Gram negativos poseen p-lactamasas
cromosomalmente inducidas. Estas enzimas probablemente evolucionaron de las PBP, con las
cuales sus secuencias mostraron homologia. Estas enzimas fueron halladas en bacterias
aisladas del suelo antes de 1950, y existe la teoria de que sobrevivieron gracias a la presion de
seleccién ejercida en su propio medio. Debido a lo anterior se ha discutido sobre el origen de la
resistencia antimicrobiana ya que la capacidad bacteriana para evadir antibiéticos comenzé
incluso antes de que la penicilina fuera descubierta.®*

La creencia mas popular acerca del origen de la resistencia antimicrobiana es que los
microorganismos son capaces de producir mecanismos de defensa para protegerse de la
produccion de sus propios antibidticos (autotoxicidad). Esta hipotesis se ha corroborado al
hallar enzimas modificadoras de aminoglicésidos en organismos productores de este tipo de
antibiéticos.**

Los primeros reportes acerca de resistencia antimicrobiana datan de 1920, cuando fueron
identificados genes ampC que provenian de cepas de Citrobacter freundii, previo al uso clinico
de los antibidticos. ** Al inicio de 1930, la era de los antibiéticos comenzaba con el
descubrimiento de las sulfonamidas por Heralded y con ello, muchas vidas fueron salvadas.
Posteriormente en 1939, Flemming descubrié el primer B-lactamico, denominado penicilina, el
cual es el producto del metabolismo fungal secundario de Penicillium chrysogenum. Este
antibiotico desempefi® un papel fundamental al inhibir incluso aquellas bacterias con
resistencia a las sulfonamidas y mantener su actividad en el sitio de la infeccion. El mal empleo
y el abuso de la penicilina, por sus bondadosas caracteristicas trajo consigo la resistencia a la

misma. Con el avance de la ciencia, nuevas investigaciones dieron paso a otras alternativas en
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antibioterapia. Una de las nuevas opciones que los laboratorios farmacéuticos aportaron a la
humanidad fue el descubrimiento de las cefalosporinas, antibiotico producido por el hongo
Cephalosporium.®® %’

En respuesta hacia la resistencia antimicrobiana. Con el paso del tiempo también se desarrolld
resistencia antimicrobiana contra las cefalosporinas, pero en la década de 1960 se
desarrollaron penicilinas de amplio espectro como nuevos antimicrobianos, ya que debido a la
inclusién de sustancias de origen sintético en su formulacién, fue posible aumentar el espectro
de las mismas. No obstante, en 1965, se detectd la primera B-lactamasa mediada por un
plasmido, proveniente de un cultivo de E. coli aislado de la sangre de un paciente de Grecia,
esta B-lactamasa fue denominada con el nombre de “TEM-1" (ya que se relacioné con el
nombre del paciente: Temoniera). TEM-1 se disemind con rapidez en otros géneros
bacterianos como Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoae, y Pseudomonas aeruginosa.
% Al mismo tiempo, otra B-lactamasa mediada por un plasmido fue descubierta en aislados de
Klebsiella spp y E. coli. El nombre que esta enzima recibi6 fue el de “SHV-1", ya que es una

variable sulfhidrilo.

El resultado de la aparicion de estas enzimas dictd el desarrollo
farmacolégico de las siguientes décadas. En los afios 80’s, se crearon las cefalosporinas de
tercera generacidn u oximino-cefalosporinas, las cuales mostraron una impresionante
estabilidad contra las enzimas TEM y SHV. ¥

Se requirié un breve periodo de tiempo para que se generaran mutaciones que utilizarian como
sustrato cefalosporinas de tercera generacion en respuesta al uso reiterado de las mismas. El
primer reporte referente a un plasmido que codificaba para una p-lactamasa capaz de hidrolizar
con gran facilidad cefalosporinas de tercera generacion se realizé6 en Alemania en el afio de
1985, a partir de un aislamiento de Klebsiella ozaenae, por tal motivo, es considerada como la
primera B-lactamasa de espectro extendido (extended spectrum B-lactamases o ESBL’s), la
cual fue denominada SHV-2. *°

Posteriormente surgieron nuevos descubrimientos de enzimas de estas familias, donde
Unicamente cambiaban uno o dos aminoacidos en sus secuencias.

En 1986 en Jap6n se tuvo el primer reporte de una enzima que no era TEM ni SHV, a la cual

se le nombro “FEC-1" en un aislado de E. coli resistente a cefotaxima proveniente de la

microbiota fecal de una perro que era utilizado para estudios farmacocinéticos.*
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Tres afios después, en un cultivo de E. coli fue detectada una enzima con alta actividad a la
cefotaxima, la cual recibié el nombre de “CTX-M -1”, debido a su alta capacidad hidrolitica
hacia la cefotaxima.** Al mismo tiempo en Sudamérica (Argentina) se encontré una enzima con
las mismas caracteristicas. En 1992 se reporté en Francia una enzima denominada “MEN-1",
la cual fue aislada de una cepa de E.coli perteneciente a un paciente de nacionalidad italiana.*?
En 1993 en Japdn se reportd nuevamente una cepa cefotaxima resistente a la cual llamaron
Toho-1, que se aisld a partir de un cultivo de E.coli. Por medio de la secuenciacion de estas
enzimas en 1996 se reveld que Toho-1(CTX-M-2) es una variante de MEN-1 (CTX-M-1). Estas

enzimas comparten 39% de identidad con TEM.*

1.7.2 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LAS BLEEs

Las B-lactamasas han sido clasificadas en diversos grupos, donde las BLEEs (p-lactamasas de
espectro extendido) se clasifican principalmente en dos. El primero de ellos, es el subgrupo 2b,
de acuerdo a su capacidad hidrolitica, en el cual se incluyen aquellas que son capaces de
hidrolizar aminotiazolexima y antibiéticos beta-lactamicos de espectro extendido. Sin embargo
la clasificacién antes mecionada no es suficiente y por ello también requieren ser agrupadas de
acuerdo a la clasificacion de Ambler, en la cual pertenecen a la clase A, formando un grupo
molecular heterogéneo que comparte del 20 al 99% de identidad en las secuencias de sus
aminoacidos, que incluyen las enzimas SHV, TEM y CTX-M. *>®

En la actualidad se han reconocido casi 400 B-lactamasas y su evolucién ha sido tan rapida
que se han clasificado en 9 familias, basadas en las diferencias entre las secuencias de sus
aminoacidos TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES y OXA. De las cuales, las familias
mas grandes son TEM, SHV y CTX-M.**

Las enzimas TEM y SHV fueron encontradas en Klebsiella pneumoniae y E. coli y son
mutantes de las variantes estructurales de las penicilinasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1, siendo
muchas de estas enzimas ceftazidimasas y muy pocas cefotaximasas. Estas enzimas
actualmente cuentan con alrededor de 130 variantes repartidas entre ambos grupos.*®

Los alelos "

TEM confieren su ancestral habilidad de resistencia hacia penicilinas, sin embargo,
dicha habilidad ha derivado actualmente en la resistencia hacia cefalosporinas de amplio

espectro como cefalotina y cefaloridina, debido a ello se cree que la frecuencia de estos alelos
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podria incrementar ya que confieren nuevas ventajas fenotipicas.”® Por ello es importante
mencionar que los genes TEM-1 y TEM-2 son acarreados por transposones, mientras que los
genes que codifican para la familia SHV se acarrean en plasmidos transmisibles.*

El "“TEM-1 a menudo coexiste en el mismo plasmido en asociacién con "*TEM-2, "OXA-1 y
PASHV. Estos plasmidos también pueden acarrear genes que codifiquen para la resistencia
multiple a otros antibiéticos, incluyendo aminoglucosidos, cloranfenicol, sulfonamidas,
trimetroprim y tetraciclinas. >

Respecto a la familia CTX-M, actualmente se conocen 86 enzimas, con una identidad del 62-
75% y guardan poca relacion respecto a las familias TEM y SHV.*? Estas enzimas han sido
subclasificadas de acuerdo a la secuencia de sus aminoacidos en los grupos Kluc-1, CTX-M-1,
CTX-M-9, CTX-M-8, CTX-M-25, CTX-M-2. Asimismo, la familia CTX-M, se encuentra
cromosomalmente en Serratia fonticola, Klebsiella oxytoca, Proteus viulgaris y Citrobacter
koseri. %>

En cepas aisladas de casos clinicos, los genes que codifican para las enzimas CTX-M han sido
localizados cominmente en plasmidos que varian entre un tamafio de 7 kb a 160 kb.>> *°

Las caracteristicas fenotipicas de estas B-lactamasas (TEM, SHV) proveen un amplio espectro
de resistencia hacia aminopenicilinas (ampicilina o amoxicilina) carboxipenicilinas (carbencilina
y ticarcilina), ureidopenicilinas (piperacilinas), cefalosporinas de bajo espectro, de primera y
segunda generacion, asi como cefalosporinas de amplio espectro, de tercera y cuarta
generacion, sobre todo hacia la cefapima y cefpiroma, pero no hay actividad hidrolitica ante la
cefoxitina.>® >’

La actividad hidrolitica ante la cefotaxima ejercida por la familia CTX-M es 35 veces mayor
comparada con la actividad que estas enzimas muestran contra la ceftazidima. Una de las
principales caracteristicas que diferencian a estas enzimas de las familias TEM y SHV es la
baja eficiencia hidrolitica que presentan ante la ceftazidima.>

También se ha encontrado que las enzimas CTX-M aisladas de bacterias de origen animal
coinciden con plasmidos que alojan un gen YATEM asi como con genes que codifican para la
resistencia hacia aminoglicésidos, cloranfenicoles, trimetroprim y tetraciclinas. >

Muchas BLEEs tienen la capacidad de ser inhibidas por el acido clavulanico y el tazobactam;

estos compuestos son combinados con penicilinas (amoxicilina-acido clavulanico o piperacilina
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tazobactam), pero desde que su falla terapéutica se ha reportado no es claro su efecto sobre
: 58

estas enzimas.

Debido a ello, muchos estudios han sugerido que la terapia asistida con carbapenems son la

mejor alternativa para combatir bacterias productoras de BLEESs ya que son altamente estables

ante la hidrdlisis de estas enzimas, no obstante, una de sus desventajas, es que tienen un alto

costo, y aunado a esto, en Japon se han reportado carbapenemasas. %9

1.8 DISTRIBUCION DE BLEEs EN AISLAMIENTOS DE ORIGEN ANIMAL Y
HUMANO

Las BLEEs actualmente se encuentran distribuidas mundialmente. La determinacion en la
epidemiologia de estas enzimas depende de la regién geografica, de la especie animal y afio
en el que se realice el estudio entre otros factores. 60.54

Respecto al hallazgo de BLEES en cepas de origen humano, se ha reportado que en el 30.2%
de las enterobacterias provenientes del este de Europa se han encontrado estas enzimas 61

En el continente Americano los tipos de BLEEs que mas frecuentemente se han detectado
SHV-2, SHV-5, CTX-M-2 en Sudameérica, y no fue sino hasta el 2001 que se reporté por
primera vez la primera CTX-M en Estados Unidos.®

En Africa las cifras expresan que tan solo en el 6.1% de las cepas de K. pneumoniae
analizadas en un hospital de Kenya se detectaron BLEEs. °>' ®
En Australia las estadisticas indican que en los hospitales Unicamente el 5% de las cepas
aisladas de Klebsiella pneumoniae son productoras de BLEEs.*

En Asia, se han observado interesantes contrastes entre los porcentajes de BLEES; en China
del 20 al 40% de las cepas de Klebsiella pneumoniae examinadas resultaron como productoras
de BLEEs de amplio espectro, entre las cuales perfilan varios linajes de estas enzimas como
SHV-2 y SHV-5, mientras que la presencia de las enzimas de la familia CTX-M han sido
reportadas en Corea, China, Japén y Taiwan. En Tailandia, Taiwén, Filipinas e Indonesia se
han determinado porcentajes de un 12-24% de cepas productoras de BLEEs.*>®’

Respecto a los aislamientos de origen animal los reportes de BLEES no son tan numerosos, lo

cual no permite plantear una distribucién certera. A partir de 1986 en que se reporté por
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primera vez una B-lactamasa de origen animal y desde entonces, se han identificado diferentes
tipos de BLEES en aislamientos de enterobacterias.

En el cuadro No. 1 se muestra la distribucion de diferentes B-lactamasas identificadas en
distintas especies animales, todas ellas en enterobacterias. La mayoria de los hallazgos se
han reportado en diferentes paises de Europa, seguidos por Estados Unidos y Canada en
Norte América y Japén en Asia. Es evidente que no hay reportes ni en Africa ni en América
Latina. Hasta la fecha no se han reportado hallazgos de BLEEs en aislamientos de

P.multocida.®
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Cuadro 1.Distribucién de diferentes B-lactamasas (BLEEs) identificadas en distintas especies animales segun afio, pais y especie bacteriana.®

Afio Pais Especie animal Especie bacteriana B-lactamasas identificadas
1986 Japén Perro E.coli FEC-1
1992 Reino Unido Ganado vacuno E. coli y Citrobacter freundii TEM -1
1998 Estados Unl’d.os de Ganado vacuno Salmonella CMY-2
Norteamérica
1998-1999 Estados Unl,d.os de Ganado vacuno, cerdos Salmonella CMY-2
Norteameérica
1998-2000 Estados Unl,d.os de Ganado.\,/acuno, cerdos, a've.s de E. coli y Salmonella CMY-2
Norteamérica produccion y productos carnicos
1998-2003 Reino Unido Ganado Vacunoé;‘(’j?sde produccion , E. coli y Salmonella CMY-2
1999-2002 Japén Gallinas E. coli CTX-M-2,CTX-M-18,TEM-1,PSE-1
2000-2001 Espafia Gallinas E. coli CMY-2,CTX-M14,SHV-12, ampC
2000-2002 Dinamarca Ganado vacuno E. coli CTX-M-2
2001 Grecia Ganado vacuno, aves de produccion, Salmonella CTX-M-32
cerdos
. -1,TEM20,TEM-52, TEM-63,ACC-1,CTX-M-
2001-2002 Holanda Gallinas y susu productos Salmonella spp. 2,CTXM-3,CTX-M-28SHV-12, TEM-
2002 Canada Came de pollo, (;a;rrr:;de res, came de E. coliy Salmonella spp CMY-2
2002 China Ganado vacuno, cerdo, y lechones E. coli CTX-M-3,CTM-13,CTX-M-14 Y CTX-M-24
2002-2003 Portugal Carne de cerdo Salmonella OXA-30
2003 Francia Gallinas y sus productos Salmonella spp CTX-M-9
2003 Francia Carne de caballo (importada) Salmonella spp CMY-2
2003 Dinamarca Salmonella spp CTX-M-9
2003 Dinamarca Cerdos (importados de Canada) Salmonella spp CTX-M-9,SHV-12, TEM1-b
2003-2004 Espafia Aves de produccion y cerdos Salmonella spp CMY-2,SHV-12, TEM1-b
2003-2004 Estados Un[dps de Equinos Salmonella spp CTX-M-14,TEM-35
Norteameérica
2004 Reino Unido Ganado vacuno E. coli TEM-52
2004 Dinamarca Carne importada de Alemania E. coli CTX-M-1
2005 Dinamarca cerdos E. coli CMY-2
descococido Reino Unido Ganado vacuno E. coli CTX-M-1,CTX-M-9,CTX-M-14
N.O. Espafia Aves comerciales, cerdos,conejos E. coliy Enterobacter cloacae SHV-2,SHV-5,TEM-52
especificado
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1.9 METODOS DE DETECCION DE B-LACTAMASAS

El National Committe for Clinical Laboratory Standards, (NCCLS) actualmente conocido como
Clinical and Laboratory Standars (CLSI) establece que dentro del diagndstico rutinario de
microorganismos también se realice una prueba de resistencia y para ello recomienda la prueba de
deteccion de susceptibilidad de antibiéticos (screening test) como un buen método para la
deteccion de BLEEs, para ello son utilizadas la cefpodoxima, ceftazidima, aztreonam, cefotaxima y
ceftriaxona; de cualquier forma, el uso de mas de uno de estos agentes es (til para mejorar la

6869 | a CLSI también ha recomendado la deteccién de estas enzimas

sensibilidad de la deteccion.
por medio de concentraciones minimas inhibitorias (MICs, por sus siglas en inglés), en los cuales el
aztreonam, la cefotaxima y la ceftazidima pueden ser utilizados a una concentracion de 1 pg/ml.
Las cepas sospechosas que crezcan en estas concentraciones de antibidticos (2upg/ml) serén
aquellas cepas que necesariamente serdn sometidas a una prueba fenotipica confirmatoria, ya que
si alguna cepa logra crecer sometida a ciertas concentraciones de antibiético, esto no significa que
sea resistente.

Las pruebas fenotipicas también pueden ser realizadas por microdilucién en caldo utilizando la
ceftazidima (0.25-1.28ug/ml), ceftazidima mas acido clavulanico (0.25-4 ug) y cefotaxima
(0.25-644pg/ml). En la prueba de microdilucion se preparan una serie de tubos de cultivo, cada uno
conteniendo un medio con una concentracion diferente del agente, que inhibe completamente el
crecimiento (turbidez) en los tubos. El tubo que contiene la menor concentracion de agente que
inhibe completamente el crecimiento del organismo usado como referencia.”® La prueba
confirmatoria de cepas fenotipicamente resistentes se conoce como prueba de aproximacion de
doble disco. El disco de susceptibilidad utilizado en esta prueba contendr4 amoxicilina-acido
clavulanico, asi como también constara de un disco que contenga una oxomino-p-lactamico. ® %
Otro método para la deteccidn de organismos productores de BLEES es la prueba tridimensional, la

cual es muy dificil de realizar ya que es técnicamente muy laboriosa y requiere de una amplia

experiencia en el ambito microbiolégico para interpretar los resultados.”
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Las implicaciones en la deteccion de cepas fenotipicamente positivas a BLEES, es que éstas seran
determinadas como resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas (excepto cefamicinas,
cefoxitinas y cefotetan) y al aztreonam. **

Para la deteccion especifica de cada una de las pB-lactamasas que puedan estar expresadas en un
aislado clinico, los métodos de deteccién molecular son bastante especificos y son técnicas que se
emplean principalmente en centros de investigacion y laboratorios de microbiologia clinica. ot
También se utilizan métodos de deteccién molecular como PFGE (pulsed field gel electrophoresis)
para analizar epidemiol6gicamente qué cepas se encuentran implicadas en infecciones causadas

por BLEEs.”®
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2 JUSTIFICACION.

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en uno de los mayores problemas en medicina
veterinaria, a causa de la ausencia en la identificacion de las bacterias implicadas en las
infecciones, errénea dosificacién y eleccion de farmacos, lo que generalmente implica una
antibioterapia empirica y un déficit en la actualizaciébn de nuevas estrategias en terapias
combinadas y monoterapias, asi como la nula deteccion de resistencia antimicrobiana, que en la
mayoria de los casos puede presentarse como resistencia multiple. *° ™*

Lo anterior representa en medicina veterinaria cuantiosas pérdidas econdémicas, ya que
principalmente las bacterias Gram negativas estan asociadas a un elevado indice de morbilidad y
mortalidad, tal es el caso de P. multocida.”

Aunado a ello se conocen las propiedades morfolégicas de P. multocida, clasificada dentro del
grupo de bacterias Gram negativas, lo que indica la escasa cantidad de pared celular respecto a
las bacterias Gram positivas, ademas de que son casi impermeables al antibiético, debido a la
presencia de LPS, hecho que le confiere una resistencia natural hacia la penicilina. Sin embargo, -
lactamicos semisintéticos como la ampicilina, oxacilina, meticilina, carbencilina y cefalosporinas de
segunda, tercera y cuarta generacién son considerados como antimicrobianos de amplio espectro,
los cuales son capaces de penetrar en la pared celular inhibiendo la sintesis de la misma en las
bacterias Gram negativas, por lo cual estos antimicrobianos han sido considerados como
tratamiento de primera opcion en el tratamiento de la pasteurelosis neumonica bovina.

La razon por la cual se cree que P. multocida es un microorganismo productor de BLEEs se debe a
que se ha reportado que muchas bacterias Gram negativas, poseen de forma natural 3-lactamasas
cromosomalmente mediadas, por lo cual, se cree que la presencia de BLEEs pueda estar presente
en este género bacteriano.*

En México no hay reportes sobre la deteccién de la resistencia antimicrobiana de P. multocida, sin
embargo, se han realizado estudios en el @mbito econémico, principalmente sobre los gastos
asociados por el empleo de antimicrobianos en bovinos de explotaciones lecheras de Tijuana, Baja

California, las cuales reportaron importantes pérdidas econémicas, ocasionadas por el tratamiento

23



antimicrobiano, que oscilan entre $83.25 y $501.41 y los costos indirectos implican entre $235.12 y
$301.07 por becerro.

De acuerdo a los registros que se tienen sobre las ventas de antibiticos por la Federacion
Europea de Salud Animal (European Federation for Animal Health) en la unién Europea y Suiza se
utilizan aproximadamente 5,460 Ton para uso humano, 3,465 Ton para salud animal y 1,575 Ton
son utilizadas como promotores de crecimiento. En el Reino Unido el uso de las cefalosporinas en
medicina veterinaria alcanzé 3 Ton en el 2003. "* "

El impacto de las BLEES, no solo radica en la economia, sino también en salud publica debido al
contacto del hombre con los animales que poseen bacterias productoras de genes de resistencia,
ya que diversos analisis moleculares han reconocido pldsmidos y transposones idénticos en
bacterias de origen humano y animal.

La resistencia antimicrobiana especialmente en agentes bacterianos zoondticos, ocasiona una
continua falla del tratamiento de las infecciones y dependiendo de la severidad del caso y del
estado inmunoldgico del paciente, incluso puede provocar la muerte.”®® "

Algunas de las caracteristicas de los microorganismos productores de BLEEs reside en su
susceptibilidad in vitro a ciertos antibiéticos, sin embrago, no se podra asegurar la misma
susceptibilidad in vivo.”" es por ello que de acuerdo a la CLSI, la prevalencia de BLEEs ha sido
minimizada. Por otra parte, no solo los organismos patégenos contienen o han adquirido genes de
resistencia antimicrobiana, sino que también lo ha hecho la microbiota de humanos y animales, de
tal forma reservorios importantes para los genes de resistencia podrian ser subestimados. 74

El Programa Internacional de Supervivencia Antimicrobiana (Sentry Antimicrobial Surveillence
Program), desarrollado para humanos, mostré que la prevalencia global de BLEEs es del 25%
ocasionando una significancia clinica con rangos de mortalidad que van del 42% a un 100% y han
sido pacientes infectados por organismos productores de BLEES, los cuales fueron tratados con
cefalosporinas.74

La deteccién de los organismos productores de estas enzimas puede ser dificil, ya que la

presencia de BLEEs en una célula bacteriana no siempre produce resistencia fenotipica. 8
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El hecho de que las cepas BLEEs no puedan ser detectadas en la rutina antimicrobiana utilizada
en muchos laboratorios, facilita la entrada de estas cepas a nuevos nichos microbiolégicos.”® Por lo
anterior, surge la necesidad de establecer un adecuado entendimiento en la epidemiologia
molecular y generar informacion certera acerca de las B-lactamasas que participan en la resistencia
de P. multocida, para realizar un programa de control de la enfermedad basado en rotacién de
antimicrobianos sustentado por bases cientificas solidas. 8

La determinacion de genes que codifican para BLEEs en cepas de P. multocida de origen bovino

contribuird a un mejor entendimiento de la epidemiologia molecular de este microorganismo.

3 HIPOTESIS.

Es posible detectar los genes que codifican para las BLEEs tipo CTX-M, TEM y SHV en cepas de

P. multocida aisladas de pulmones neuménicos de bovinos.

4 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la resistencia a quimioterapéuticos y la presencia de BLEESs tipo, TEM, SHV y

CTX-M en cepas de P. multocida, de origen bovino.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la resistencia antimicrobiana a diversos quimioterapéuticos por medio de
antibiogramas.
Determinar la presencia de genes "*TEM, "*SHV y "*CTX-M por medio de la PCR (reaccién de la

polimerasa en cadena.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 CEPAS

Se utilizaron cepas de P. multocida (n=30) provenientes de La Laguna en los estados de Durango
y Coahuila; las cuales fueron obtenidas a partir de pulmones neuménicos de bovinos productores
de leche, fueron sembradas en agar sangre, identificadas y caracterizadas en un estudio previo por
medio de técnicas bioquimicas (APl 20 NE), pruebas de acriflavina y hialuronidasa, y por medio de
la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) empleando iniciadores especificos de la regién 2 del
loci que codifica para la sintesis capsular de cada uno de los serogrupos de P. multocida (hyaD,
bcbD, dcbF, ecbd y fcb1).%

Como control positivo para la deteccion y estandarizacion del gen CTX-M fue utilizada una cepa de
Klebsiella penumoniae y para la deteccidon y estandarizaciéon de los genes TEM y SHV fue
empleada una cepa de E. coli, ambas provenientes de un cepario del Hospital General Doctor

Manuel Gea Gonzalez.

5.2 EXTRACCION DE ADN

Las cepas fueron crecidas en caldo infusién cerebro corazén durante 18 h con agitacion orbital
(200 rpm). Posteriormente, se centrifugaron a 3,000 rpm y la pastilla bacteriana se suspendi6 en
550 ul de solucién de lisis (tiocianato de guanidina 3M, EDTA 0.1 M, sarkosyl 0.5%), se mezclaron
de 5 a 10 min; posteriormente se agregaron 250 pl de acetato de amonio (7.4 M) y se colocaron en
hielo por 10 min.

Se agregaron 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclaron durante 5 min, se
centrifugaron a 65 g durante 5 min, el sobrenadante fue colocado cada uno en un tubo estéril. El
ADN se precipitd con 0.7 volimenes de isopropanol, y se resuspendié en agua estéril grado

biologia molecular.
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5.3 DETECCION DE GENES

Para la deteccion de los genes que codifican para las B-lactamasas de espectro extendido, TEM,
CTX-My SHV, se utilizaron los siguientes iniciadores:

Para la amplificacion del gen SHV se usaron los iniciadores 5° ATGCGTTATATTCGCCTGTG 3" y
5" TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 3" que amplifican un producto de 723 pb.

Para la deteccion del gen TEM se emplearon los iniciadores 5’ AAACGCTGGTGAAAGTA 3" y
5’AGCGATCTGTCTAT 3" que amplifican un producto de 717pb.

Para la amplificacion del gen CTX-M se utilizaron los iniciadores
5"ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCT 3" y 5 TCAGAAACCGTGGGTTACGATTTTCG 3" que
amplifican un producto de 550 pb.

Las condiciones de amplificacién que se utilizaron para la deteccién de las enzimas de la familia
SHV-1 consistieron en una desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, desnaturalizacién de 94° C
por 30 s, alineacion de 59°C por 30 s, extension de 72° C durante 45 s por 35 ciclos y una
extension final de 72°C por 7 min.

Para la familia TEM las condiciones empleadas fueron: desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min,
desnaturalizacion de 94°C por 30 s, alineacion de 46 °C por 30 s, una extension de 72°C durante
45 s por 33 ciclos y una extensién final de 72° C por 7 min.

Para la amplificacion de las enzimas de la familia CTX-M las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, desnaturalizacién de 94°C por 30 s, alineacion de 52°C
por 45 s, extension de 72°C durante 45 s por 35 ciclos y una extension final de 72°C por 7 min.

Las reacciones de amplificacion se evaluaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/ml) y visualizados bajo luz ultravioleta.

Las imagenes fueron captadas utilizando un digitalizador de imagenes Kodak Gel Logic.2000.

5.4 DETECCION DE RESISTENCIA FENOTIPICA

Los antibiogramas se realizaron de acuerdo al protocolo que indica la CLSI, se emplearon
sensidiscos de vancomicina [30 pg], novobiocina [5 pg], sulfametoxasol y trimetroprim [1.25 pg],

ampicilina [10 ug], tetraciclina [30 ug], penicilina sédica benzatinica [10 ug], estreptomicina [10 ug]
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y cefotaxima [30 pg]*. Las colonias de cada cepa de P. multocida analizadas fueron resuspendidas
en soluciéon amortiguadora de fosfatos estéril (PBS 1x), todas las soluciones se ajustaron a 0.5 de
la escala de McFarland, (5X10’UFC/ml) posteriormente se impregnaron hisopos estériles y se
sembraron en agar Mueller Hinton, se colocaron los sensidiscos en cada una de las placas las
cuales se incubaron 24 hrs a 37°C bajo condiciones de aerobiosis y finalmente se realiz6 la lectura
de las zonas de inhibicién de acuerdo al diametro del halo de inhibicion.

*Gibco BBL.USA.®
De acuerdo a este criterio, las cepas fueron clasificadas como susceptibles, resistentes,

medianamente susceptibles y cepas intermedias.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Con los datos obtenidos de los antibiogramas se calcularon las frecuencias de cepas en las que se
detect6 resistencia fenotipica clasificandolos como susceptibles (S), medianamente susceptibles
(MS), intermedios ( | ) y resistentes (R). Para la PCR fueron calculadas las frecuencias de las
cepas en las que se logrd la amplificacion de genes que codifican para las BLEEs; TEM, SHV y
CTX-M y para ello se empleé estadistica descriptiva mediante la elaboracién de cuadros y gréaficos

pertinentes.

6 RESULTADOS

6.1 DETERMINACION DE RESISTENCIA FENOTIPICA

De acuerdo a los antibiogramas realizados para la ampicilina, el 13% (4/13) fueron resistentes, y el
87% (26/30) fueron susceptibles. El 90% (27/30) de los aislamientos mostraron suscpetibilidad
hacia el ceftiofur y 10% (3/30) presentaron susceptibilidad intermédia, para la penicilina el 30%
(9/30) fueron resistentes, el 63% (19/30) presentaron susceptibilidad intermedia y el 7% (2/30)

fueron susceptibles. Para el sulfametoxasol-trimetroprim, el 70% (21/30) fueron resistentes, el 3.3%
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(1/30) presentaron susceptibilidad intermedia y el 20% (6/30) fueron medianamente resistentes y
6.6% (2/30) fueron susceptibles

Para las tetraciclinas 16% (5/30) fueron susceptibles y el 83% (25/30) se comportaron como
resistentes.

Para la estreptomicina el 86.6% (26/30) fueron resistentes, 6.6% (22/30) feron susceptibles y el
3.3%(11/30) fueron intermédias.

El 86.6% (26/30) de las cepas fueron resistentes hacia novobiocina y 13% (4/30) fueron

susceptibles. Ante la vancomicina, el 100% (30/30) se comportaron como resistentes.

OR BS mMS ol
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Amp Stx Pen Nov Cef Str Tet Van

Figura 1. Frecuencias de resistencia a quimioterapéuticos de cepas de P. multocida de origen

bovino.

Amp = Ampicilina R = Resistentes

Stx= Sulfametoxasol-trimetroprim S = Susceptibles

Pen = Penicilina MS = Medianamente susceptibles
Nov = Novobiocina | = Intermedios

Cef = Cefalosporina
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Str= Estreptomicina
Tet = Tetraciclina

Van = Vancomicina

6.2 DETECCION DE GENES
Por medio de la PCR se logré detectar el gen YaSHV en el 93% (28/30) de las cepas y el gen
YRTEM en el 85%(25/30) de los aislamientos (Figuras 2, 3y 4). En ninguna de las cepas estudiadas

fue posible detectar el gen *®

CTX-M. Sin embargo, se amplific6 un producto inespecifico de 180pb
en 29 cepas (Figura 5). La banda se purificé utilizando el sistema Qiagen* de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Posteriormente los productos fueron secuenciados en ambos
sentidos utilizando el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fluorescence—Based
Sequencing en el equipo Perkin Elmer /Applied Biosystems Modelo 3730. La secuencia de

nucleétidos fue comparada con la base de datos del GeneBank utilizando el programa BLAST y se

encontré una homologia del 90% con la subunidad A (+) -NADH quinona reductasa.

90%
88%
86%
OblaTEM
84% EblaSHV

82%

80%

78%

Figura 2. Frecuencias de cepas de P. multocida cuyos amplicones corresponden a los

genes que codifican para BLEES tipo "*TEM y "?SHV.
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*Qiagen, Ventura, CA. USA.
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Figura 3. Gel de agarosa al 1.5% tefiido com bromuro de etidio donde se observa la amplificacion

bla

del gen "“SHYV. Carril 1 Mpm:Marcador de peso molecular 1 Kb Plus; carril 2: control positivo C(+);

cepa de E. coli, carril 3: control negativo C (-); carriles del 4-15: cepas de campo de P. multocida.

M C+ C- 174 175 179 183 185 187 189 190 192 224
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Figura 4. Gel de agarosa al 1.5% teflido com bromuro de etidio donde se observa la amplificcion

PRTEM. Carril 1 Mpm:Marcador de peso molecular 1 Kb Plus; carril 2: control positivo

del gen
C(+);cepa de E.coli, carril 3: control negativo C(-); carriles del 4-15: cepas de campo de P.

multocida.

CH)C()20 23 43 44 45 46 47 60 62 63 64 71 100 116 168

12000 pb= -;
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300pb __>
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B R ” g “ ‘ ”

Figura 5. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio donde se observa la amplificacion

del producto inespecifico de 180 pb del gen *?

CTX-M. Carril 1 Mpm:Marcador de peso molecular 1
Kb Plus; carril 2: control positivo C(+);cepa de Klebsiella pneumoniae, carril 3: control negativo C(-);

carriles 4-15: cepas de campo de P. multocida.

7 DISCUSION

Los antimicrobianos son poderosos elementos empleados en la profilaxis, metafilaxis, asi como
para el tratamiento de infecciones bacterianas ocasionadas por diversos microorganismos entre los

cuales se encuentra P. multocida. La importancia en el empleo de dichos quimioterapéuticos radica
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en que han sido y seguirdn siendo una herramienta insustituible cuyo uso debe ser prudente para
conservar su eficacia ante infecciones de origen bacteriano, de lo contrario, las consecuencias
repercutirdn en elevados porcentajes de mortalidad aunado a grandes pérdidas econdmicas,
originadas por la resistencia antimicrobiana que estos microorganismos han logrado desarrollar y

cuya génesis proviene del indiscriminado y mal empleo de los mismos.® "

Al hablar acerca de la resistencia antimicrobiana, es esencial comprender diversos mecanismos,
uno de los més importantes es la produccion de BLEEs, enzimas responsables de la resistencia f-
lactamica, las cuales tienen la capacidad de hidrolizar el anillo pB-lactdimico. Estos
quimioterapéuticos, constituyen el grupo con mayor prescripcion en el mundo y también se
encuentran reportados como uno de los tratamientos de primera eleccién ante la pasteurelosis

neumaonica bovina, dentro de los que se encuentran principalmente las penicilinas.G' 45,76

Debido a lo anteriormente mencionado, los objetivos de este trabajo fueron determinar la
resistencia a diversos quimioterapéuticos por medio de antibiogramas y detectar los genes que
codifican para las BLEEs tipo TEM, SHV y CTX-M por medio de la PCR en 30 cepas de P.
multocida obtenidas a partir de pulmones neumonicos de origen bovino provenientes de La Laguna

(Durango y Coahuila).

El fenémeno de resistencia antimicrobiana es dinamico y depende de diversos factores como
region geogréfica, afio de los aislamientos y criterio del médico veterinario en la utilizacién de
distintos agentes quimioterapéuticos entre otros, por tal motivo no se esperaba encontrar
semejanza en los resultados de los antibiogramas realizados en el presente trabajo en relacién con

los obtenidos por otros autores. "°

La ampicilina y ceftiofur, fueron los quimioterapéuticos que mostraron las frecuencias de

susceptibilidad mas altas respecto a los otros antimicrobianos empleados para este estudio.
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Las frecuencias de susceptibilidad obtenidas para la ampicilina (87%) y ceftiofur (100%), mostraron
grandes similitudes con lo reportado por el Laboratorio de diagnéstico de Enfermedades de
animales de Oklahoma®® (1994-2002), donde se observé que de aislamientos obtenidos partir de
pulmones neumonicos, se obtuvo un porcentaje de 76-100% en cepas que mostraron
susceptibilidad hacia la ampicilina; mientras que datos de susceptibilidad obtenidos en
Inglaterra,¥indican susceptibilidad de dichas cepas en un 86.4% ante dicho antimicrobiano. Por
otra parte, los porcentajes de susceptibilidad en aislamientos de P. multocida obtenidos hacia el

ceftiofur, comprenden un 96-100% en ambos estudios. *

Pese a la informacidn que se tiene acerca de los B-lactamicos como el grupo de antimicrobianos
con mayor prescripcion en el mundo; solamente Kehrenberg®® proporciona datos de resistencia
fenotipica en aislamientos de P. multocida hacia la penicilina, ya que estas cepas mostraron
susceptibilidad de un 66-89%, dichos porcentajes son considerados mayores a los obtenidos en
esta tesis, ya que la evaluacion de la resistencia fenotipica de las cepas empleadas en este estudio
fue del 63%. Es posible que dichos porcentajes se deban a la resistencia natural de las bacterias

Gram negativas hacia las penicilinas, que son antibiéticos o quimioterapéuticos de origen natural.

Debido a que las penicilinas no tienen gran efecto sobre las poblaciones de bacterias Gram
negativas, algunas de las opciones para el tratamiento de las infecciones causadas por éstas (por
ejemplo la pasteurelosis neumadnica bovina) son los antimicrobianos de amplio espectro. Algunos
de ellos fueron utilizados para este estudio en base a sus mecanismos de accion; por ejemplo las
sulfonamidas, tienen la capacidad de inhibir el &cido p-aminobenzdico, precursor del DNA
bacteriano y las tetraciclinas interfieren con la proteina que sintetiza la subunidad ribosomal 30S al

igual que las estreptomicinas.

Los porcentajes de susceptibilidad obtenidos a partir de las cepas utilizadas para este estudio con
respecto al sulfametoxasol-trimetroprim y tetraciclinas demuestran que estos quimioterapéuticos

expresan la menor susceptibilidad comparados con otros trabajos.
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En el en el 2004Reino Unido,** frecuencias de susceptibilidad del 96 al 100% han sido observadas
en cepas de P. multocida hacia sulfas-trimetroprim, dicha susceptibilidad representa una
importante diferencia respecto a los porcentajes obtenidos en este trabajo, ya que Unicamente el
3.3% de los presentes aislamientos presentaron susceptibilidad intermedia ante dicho

quimioterapéutico.

Es oportuno mencionar que los porcentajes de resistencia fenotipica encontrada en este estudio
para el sulfametoxasol-trimetroprim fueron los mas elevados respecto al resto de los
guimioterapéuticos utilizados en este estudio, a pesar de ser considerado como uno de los
principales antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de la pasteurelosis heumonica bovina.
Por ello que surgen interrogantes del por que se siguen utilizando como uno de los principales

recursos en la terapia antimicrobiana para P. multocida.

Estudios hechos por Kehrenberg83 detectaron rangos de susceptibilidad para las tetraciclinas que
van del 57 al 89%, lo cual representa mayores valores de susceptibilidad, respecto a nuestros
resultados, ya que solamente las cepas de La Laguna (Coahuila y Durango) empleadas para este

estudio reportan un 16% de susceptibilidad.

Respecto a la estreptomicina, hasta la fecha no existen reportes que indiquen resistencia en cepas
de de P. multocida; sin embargo, esta resistencia ha sido analizada en cepas de M. haemolytica,
en la cual, se han reportado altos porcentajes de resistencia que van de un 70 a un 90 %en
nuestro pais.*

Para valorar la importancia que la resistencia antimicrobiana representa en un patégeno que forma
parte de la microbiota de los bovinos (P.multocida), en este estudio se decidi6 incluir el analisis
fenotipico de nuestras cepas hacia antimicrobianos que no son empleados usualmente en
infecciones del aparato respiratorio del ganado vacuno, con el propésito de valorar las

repercusiones y la magnitud que dicho fenédmeno ha alcanzado.
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A pesar de no existir algin reporte donde se haya evaluado la resistencia fenotipica de P.
multocida hacia la vancomicina, son interesantes los resultados obtenidos de las cepas sometidas
hacia este antimicrobiano, ya que el 100%, se comportaron como resistentes; este hecho refleja las
repercusiones que ha tenido la resistencia antimicrobiana, ya que se han visto agotados los
recursos farmacéuticos (reserva antimicrobiana) en terapias no convencionales para el tratamiento
de infecciones de origen humano, ocasionado por el empleo indebido de antibiéticos como la
vancomicina, la cual es utilizada principalmente como promotor de crecimiento y pertenece a la

misma familia que la virginamicina (de uso humano).®

Tampoco existen reportes en los que se haya estudiado previamente resistencia fenotipica a la
novobiocina; el empleo de este farmaco se enfoca principalmente hacia patégenos que ocasionan
mastitis y a pesar de ello, se observo en las cepas empleadas para este estudio un 83% de
resistencia ante este antimicrobiano; estos resultados se deben probablemente a su frecuente uso

ante las recurrentes infecciones con el género Staphylococcus.

En el presente estudio, se implementé la PCR para la deteccién de genes de resistencia -
lactamica tipo "*TEM, "®SHV y "*CTX-M, donde Gnicamente se lograron detectar los genes "*TEM

en un 85% y ™@

SHV en un 93% en las cepas sujetas de estudio, hecho que es considerado como el
primer hallazgo molecular de origen animal para este microorganismo en el mundo® y corresponde
con el trabajo de Jacoby G.%, quien menciona que los genes detectados con mayor frecuencia son

los "2SHV.

Varios linajes de los genes de la familia TEM han sido hallados previamente en enterobacterias, tal
es el caso de "*TEM-1, "®TEM-20 y "®TEM-52, todos ellos, detectados en ganado vacuno a
excepcion del gen PRTEM-1 que también se ha reportado en gallinas y que de todos los
anteriormente mencionados no es considerado como BLEE, debido a su baja actividad hidrolitica

hacia cefalosporinas.
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De acuerdo a los reportes que se tienen en animales respecto a la familia SHV, han sido
detectados diversos linajes, de ellos, el que se ha hallado con mas frecuencia, es el gen PRgHV-12,
cuyos aislamientos fueron obtenidos a partir de especies como cerdos y aves de produccién. De
esta familia de BLEESs, también han sido reportados linajes como "?SHV-5 y "@SHV-2 obtenidos a
partir de conejos cerdos y aves; cabe mencionar que los genes "*SHV-12 y "SHV-5 también han

sido reportados con gran frecuencia en humanos.

Los genes PBCTX-M no fueron detectados en nuestras cepas, por lo tanto, se propone al ceftiofur
como una opcion para el tratamiento contra P. multocida. Este hecho, convierte a la region de
Gomez Palacios en un nicho donde aun no ha concluido la era de las cefalosporinas. Debido a ello
se recomienda el monitoreo de BLEES en esta region, ya que segun la CLSS, la presencia de
cepas productoras de estas enzimas debe ser reportada, lo que representaria el cese definitivo en
el empleo de antimicrobianos B-lactdmicos y con ello, podrian evitarse cuantiosas pérdidas

econdmicas si se detecta resistencia previo al empleo de estos quimioterapéuticos.

Existen reportes de la década pasada que mencionan que los genes YACTX-M fueron
considerados los genes de distribucion més rapida en el mundo en aislamientos provenientes de
nosocomios humanos, ya que no solo representan problemas de resistencia hacia cefotaxima, sino
también, hacia aminoglicosidos, quinolonas, metronidazol y sulfas trimetroprim, hecho que ha
complicado en gran medida el tratamiento ante estos patdgenos, (principalmente K. pneumoniae) y
aunado a ello, las repercusiones consuman con una elevada tasa mortalidad que van del 42% a un
100% y han sido pacientes infectados por organismos productores de BLEES, los cuales fueron
tratados con cefalosporinas, por ello, se considera prudente la actualizacion respecto al tema de
resistencia antimicrobiana, asi como la rapida y certera deteccién de estos genes. 87

bla,

Otros autores relacionan la presencia de genes "~CTX-M como un fenébmeno endémico y

restringido Unicamente a patégenos como Salmonella entérica s. typhimurium y E.coli;*

37



bla

Aunado a ello, en las regiones donde "“CTX-M esta presente, suele ser el gen mas frecuentemente

encontrado.®®

Ante el panorama anterior se ha implementado el tratamiento con compuestos inhibidores de B-
lactamasas, sin embrago, no existen productos indicados para la administracion en el ganado
bovino que incluyan estas formulaciones; ademas, estos inhibidores se encuentran Unicamente
indicados cuando existe un solo tipo de BLEEs,® y por lo tanto, su empleo no seria (til para las
cepas analizadas, ya que fueron detectados dos distintos tipos de genes de resistencia B-

lactamica.

Respecto a la capacidad hidrolitica que producen los genes tipo "*TEM y "®SHv, que fueron
detectados en este trabajo, se ha reportado que quimioterapéuticos como la ampicilina (que fue
utilizada en este estudio), penicilina, oxaciclina y cefalosporinas como cefalotina y cefaloridina son
uno de sus principales blancos, este hecho se ha observado principalmente en cepas de K.
pneumoniae en donde la ampicilina ha sido hidrolizada por los genes RSHV en méas de un 20%, lo
que comparado con nuestros resultados el mayor porcentaje las cepas de P. multocida analizadas
resultaron susceptibles a dicho antimicrobiano. Sin embargo, es imposible relacionar las pruebas
utilizadas en este estudio (antibiogramas y PCR), ya que la resistencia in vitro (antibiogramas) no
sera nunca igual a la resistencia in vivo y mucho menos podra ser vinculada con la presencia de
genes de resistencia implicadosss, debido a que las bacterias en las pruebas in vitro no reflejan sus
factores de virulencia y de evasion de la respuesta inmune del huésped, por ello, no son suficientes
las técnicas y los amplios alcances con los que actualmente cuentan la microbiologia y la
epidemiologia aplicadas para implementar un tratamiento antimicrobiano, ya que no basta con
realizar una correcta identificacién de los agentes etiol6gicos implicados en infecciones del tracto
respiratorio bovino. Lo anteriormente mencionado, ha originado que la deteccién de BLEEs en la
region de Durango y Coahuila sea un reto farmacolégico y epidemioldgico para establecer nuevas
opciones que sirvan como una guia respecto al uso correcto de quimioterapéuticos B-lactamicos,

sin embargo, los factores de transferencia de informacion y los evolucionados mecanismos de
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resistencia bacterianos convierten a las BLEEs en elementos dindmicos y constantemente
cambiantes respecto a la secuencia de sus aminoacidos.*® Cabe mencionar que un solo cambio en
dichas secuencias, seria capaz de transformar a estas enzimas en poderosas herramientas para
combatir antibioticos otorgandoles un mayor espectro al actualmente conocido, por lo cual, deberia

implementarse afio con afio un programa de vigilancia epidemiolégica de BLEEs.*

Respecto al conocimiento que ha generado este estudio, fue posible conocer la presencia de
BLEEs, por ello en futuras investigaciones se propone conocer el tipo de "?SHV y "*TEM
detectados en la regién de Durango y Coahuila mediante la secuenciacion de los productos
amplificados y analizarlos en el banco de datos provenientes del Genbank para comparar las
homologias existentes. Con ello, sera posible determinar si se trata de una enzima previamente
identificada o si se trata de una nueva, respecto a la secuencia de sus aminoacidos, ya que con
ello, aumentaria el nimero de BLEEs actualmente identificadas. No obstante hay que recordar que
otros agentes como M. haemolytica e H. somni se encuentran involucrados en heumonias bovinas

y por ello es necesaria la deteccién particular de BLEEs de estos microorganismos. 20

El tema de la resistencia antimicrobiana es extenso y dicha resistencia no estda mediada
Unicamente por las BLEEs tipo TEM, SHV y CTX-M, también son de gran relevancia las enzimas
AmpC, las que podrian ser detectadas mediante estudios moleculares en las cepas utilizadas para

el presente estudio.*®

El andlisis molecular de la resistencia antimicrobiana, actualmente ha permitido detectar 176 genes
de tipo PRTEM, 117 genes tipo PRgHvV y 86 genes tipo PRCTX-MY, gue son tres de los principales
genes involucrados en la resistencia B-lactamica y que han sido detectados principalmente en
enterobacterias.®® Sin embargo, no hay estudios que reporten genes de resistencia p—lactamica en
cepas de P. multocida de origen animal; pese a la distribucién mundial y grandes repercusiones

econdmicas que genera este microorganismo en el ganado bovino.®
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Los unicos reportes moleculares de BLEEs en P. multocida que actualmente se conocen son de
origen humano y corresponden a los plasmidos PJR1, PIR2% y a la publicacién de la transmision
del gen "*TEM-1 proveniente de un aislamiento de un hombre que fue mordido por un gato®’. Dicha
transferencia de informacion de resistencia antimicrobiana, se debe a elementos genéticos, que se
modifican constantemente por la alta recombinacion e intercambio de genes de resistencia y son
ademas sofisticados mecanismos que forman parte de un proceso evolutivo, tal es el caso de los
genes tipo ROB-1 hallados en P. multocida, M. haemolytica y en la cepa de P. aerogenes ATCC
27883% otro de los genes transferidos por movilizacién es el gen dfrA20 que codifica para la
resistencia de trimetroprim, reportado en el 2004 en P. multocida, asi como el gen floR,
responsable de la resistencia en P. multocida hacia el fluorfenicol y cloranfenicol reportado en el
2005,% mismo afio en gue se realizé la identificacidon del gen aadAl4 asociado a la resistencia de
espectinomicina y estreptomicina en P. multocida y por ultimo podemos mencionar al gen tet(M),
reportado como el gen de resistencia mas frecuentemente hallado en microorganismos Gram
negativos y Gram positivos; dicho gen se ha aislado a partir de P. multocida de origen bovino en

Franciay Estados Unidos.

7.1 CONCLUSIONES

e Los genes "“TEM y "@SHV han sido los primeros reportados en el género P. multocida
provenientes de cepas de origen bovino en todo el mundo.

e No fue posible la amplificacion de los genes 2

CTX-M en ninguna de las cepas sujetas de
estudio.

e El perfil de resistencia fenotipica que mostraron las cepas de P. multocida con respecto a
las cefalosporinas podria constituir una parte fundamental en la terapia antimicrobiana en
la regién lagunera siempre y cuando se justifique su uso con un detallado diagndstico de la
presencia de P. multocida, ya que este agente presento un elevado porcentaje de
susceptibilidad.

e Es necesario analizar un mayor nimero de cepas en diferentes regiones del pais para

conocer de una forma general la epidemiologia de genes B-lactamicos.
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