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RESUMEN

Salmonella spp., es un problema en salud publica y salud animal, debido a la
aparicion de cepas multirresistentes a los antimicrobianos, esta multirresistencia
se ha relacionado a genes de resistencia que se encuentran en el cromosoma
bacteriano o relacionados con plasmidos, transposones y recientemente a
integrones de resistencia; por lo que, el primer objetivo del estudio fue determinar
la resistencia fenotipica y genotipica a los antibioticos de Salmonella spp. aislada
de canales de bovinos sacrificados en rastros del Centro-Norte del Estado de
México. Se determind la presencia de los genes PSE-1, tetG, qgnrS, FloR, STR.
Los aislamientos en los que se identificaron estos genes presentaron resistencia a
ampicilina, tetraciclina, acido nalidixico, florfenicol y estreptomicina; sin embargo,
algunos aislamientos que presentaron los genes de resistencia, no expresaron
resistencia fenotipica, este resultado se asocié principalmente a que algunos
genes no contienen un promotor en su region codificante, lo que evita su
expresion fenotipica; Por lo cual, el segundo objetivo del trabajo fue caracterizar el
integron clase 1 de resistencia en aislamientos de Salmonella spp. de canales de
bovino, ovinos y aves. El integron clase 1 se compone por dos regiones
conservadas y una region variable en donde se encuentran diversos genes de
resistencia denominados genes casete. La region 3'CS esta compuesta por los
genes qacEA1 y sull, estos genes confieren resistencia a compuestos amino
cuaternarios y sulfonamidas respectivamente; sin embargo, se han identificado
deferentes estructuras en esta regiébn. Se analizaron 77 aislamientos de
Salmonella spp. obtenidos de porcinos, aves y bovinos en rastros del Estado de

México, México. El 40% de los aislamientos presentaron el integron 1, donde la
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mayoria de estos aislamientos presentaron multirresistencia a antimicrobianos
como estreptomicina, ampicilina, tetraciclina, gentamicina, cloranfenicol vy
trimetoprim-sulfametoxazol. Los genes casete que se encontraron fueron dfrAl7,
dfrA12 de resistencia a trimetoprim y los genes aaAl, aaA2 y aaA5 de resistencia
a estreptomicina. En la porcién distal del integron clase 1 se identificaron los
genes qacEA1/sul1; sin embargd, se observaron deleciones de uno o ambos
genes, asi como una region distal inusual compuesta por los genes gacH y sul3
los cuales confieren la misma resistencia que los genes qacEA1 y sull; pero con
diferente origen que aun no se ha explicado. Las diferentes estructuras
genotipicas encontradas en el presente estudio nos indican que la evolucién de las
bacterias y su adaptacién genética y fenotipica para sobrevivir son factores que
ayudan a la aparicion de variantes en los integrones, que podrian provocar que la
terapia antimicrobiana y la desinfeccion no tengan los resultados esperados,

incrementando la preocupacion en la salud publica mundial.

Palabras clave: Salmonella, multirresistencia, integron, genes casetes.
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ABSTRACT

Salmonella spp, is a public and animal health problem, due to the emergence of
multiresistant strains to antimicrobials, this multiresistance has been related to
resistance genes that are found in the bacterial chromosome or related with
plasmids, transposons and recently to integrons resistance; therefore, the first
objective of the study was to determine the phenotypic and genotypic resistance to
antibiotics of Salmonella spp. isolated from bovine animals carcasses sacrificed in
slaughterhouses of the Center-North of Mexico State. The presence of PSE-1,
tetG, gnrS, FloR, STR genes was determined. The isolates which identified these
genes showed resistance to ampicillin, tetracycline, nalidixic acid, Florfenicol and
streptomycin; however, some isolates that presented the resistance genes, did not
express phenotypic resistance, this result was associated mainly to the fact that
some genes do not contain a promoter in their coding region, which prevents its
phenotypic expression; therefore, the second objective of this work was to
characterize the class 1 integron of resistance in Salmonella spp. isolates of beef,
sheep and poultry carcasses. The class 1 integron is composed of two conserved
regions and a variable region where there are various resistance genes called
genes cassette. The region 3'CS is composed of gacEA71 and sull genes, these
genes confer resistance to quaternary amino compounds and sulfonamides
respectively; however, variants have been identified for this region. We analyzed
77 isolates of Salmonella spp. obtained from pigs, poultry and cattle from
slaughterhouses of the State of Mexico, Mexico. Forty percent of the isolates

belonged to the class 1 integron, where the majority of these isolates showed
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multidrug resistance to antibiotics such as streptomycin, ampicillin, tetracycline,
gentamicin, chloramphenicol and trimethoprim-sulfamethoxazole. The cassette
genes that were found, were dfrAl7, dfrAl2 of resistance to trimethoprim and
genes aaAl, aaA2 and aaA5 of resistance to streptomycin. In the class 1 integron
distal portion, we identified gacEA1/sult1; however, deletions in one or both of them
was observed, the same as an unusual distal region composed of gacH and sull
genes which confer the same resistance of gacEA1 and sull genes; but, with
different origin that has not yet been explained. The different genotypic structures
found in the present study indicate that the evolution of bacteria and their genetic
and phenotypic adaptation to survive are factors that help the emergence of
variants in the integrons, which could cause the antimicrobial therapy and
disinfection does not have the expected results, by which increase the concern in

global public health.

Key words: Salmonella, multidrug resistance, integron, genes cassettes.
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. INTRODUCCION

El uso de antimicrobianos constituyé un acontecimiento sin precedentes, por la
curacion y control de infeccion bacterianas, lo cual ha permitido modificar
favorablemente el panorama de la morbilidad y mortalidad de las infecciones
bacterianas; sin embargo, en los udltimos afios, diferentes estudios mencionan la
relacion que existente entre el consumo de antibiéticos como promotor de
crecimiento en animales y el desarrollo de resistencia en microorganismos como

Salmonella que afectan a humanos (Essen et al., 2007).

La creciente resistencia a los antimicrobianos en aislados patdégenos es de gran
preocupacion, debido a que los tratamientos empleados no tiene el efecto deseado,
causando que la enfermedad siga afectando al organismo, esto es un problema
critico para la poblacion que vive en paises en vias de desarrollo donde existen altos
porcentajes de enfermedades diarreicas las cuales se encuentran relacionadas con
diversos patdgenos bacterianos como E. coli, Vibrio y Salmonella; destacando que
Salmonella enterica es una de las causas mas importantes de enfermedades

transmitidas por los alimentos en todo el mundo (Brenner et al., 2000.)

Esta multirresistencia se ha relacionado con la presencia de genes de resistencia
localizados en cromosomas como TEM y Pse-1 de resistencia a p-lactamicos, tetA,
tetB y tetG de resistencia a tetraciclinas, qnrA, qnrB, gnrC, gnrD y gnrS de resistencia
a quinolonas, FlorR de resistencia a cloranfenciol o fluorfenicol y sull, sul2 y sul3
entre otros (Beutich et al., 2010; Faldynova et al., 2003). Sin embargo, también se
han identificado la presencia de genes de resistencia en plasmidos o transposones,
los cuales facilitan la diseminacion de dichos genes incrementando el riesgo en salud
humana y animal. En 1990, se descubri6 un elemento genético asociado a la
resistencia que involucra la integracion, por mecanismos de recombinacion
especifica, de uno o varios genes de resistencia bajo control de un solo promotor.
Este elemento se conoce como integron y constan de dos regiones conservadas y

una region variable (Sabate y Parts, 2002) en donde son integrados diferentes
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genes de resistencia denominados genes casete, generalmente un gen casete en su
region codificante carece de promotor, lo que evita la transcripcion de este gen; sin
embargo, al ser integrado en la regién variable del integron, éste lo provee de un
promotor y de esta manera facilita la expresién de dicho gen (Bennett, 1999; Fluit y
Schmitz, 1999; Recchia, 1995).

Existe una gran variedad de genes casete los cuales, codifican resistencia a
diferentes antimicrobianos como ampicilina o B-lactamasa (Blargyv), gentamicina y
estreptomicina que pertenecen al grupo de aminoglucosido (aac,Sat), trimetroprim
(dfrA), cloranfenico (Catb3), tetraciclina (tet), oxacilina (blagyx entre otros (Fluit y
Schmitz, 1999; Centrén y Roy, 2002).

En la region conservada 5 del integron encontramos la integrasa, dos promotores y
la region attl, la cual reconoce e integra los genes casete. En la region conservada 3
encontramos dos genes clasicos el gacEA1 y el gen Sul 1 los cuales codifican la
resistencia a compuestos de aminocuaternario y a sulfonamidas respectivamente
(Gillings et al., 2009.), sin embargo, desde el 2007 se reportdé una region distal con
otros genes (qacH y sul3), los cuales confieren la misma resistencia (Chuanchuen et
al., 2007).

Gran cantidad de estudios en el mundo han descrito la multiresistencia a
antimicrobianos y desinfectantes relacionandola con la presencia de integron clase 1
en enterobacterias (Di conza y Gutkind, 2010). La presencia de dicho integron se
encuentra en un promedio de 46% en cepas multirresistentes a nivel mundial y el
integron 2 se encuentra en promedio de 8% en el mundo (Estrada et al., 2005;
Firoozeh et al., 2011).

La resistencia a desinfectantes como compuestos amino cuaternarios, que son
compuestos nobles y de primera eleccion como desinfectantes en rastros, plantas de
alimentos, para uso en el hogar entre otros, se ha relacionado con la presencia del

integron clase 1, debido a que en dicho integron se encuentran con frecuencia los
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genes qacEA1 o gacH, que codifican una bomba de eflujo evitando de este modo la
accion de los compuestos aminocuaternarios (Chuanchuen et al., 2008.), lo cual,
hace que el microorganismo que contenga dicho integron sea muy dificil de eliminar.

Por este motivo, el objetivo del presente trabajo fue identificar los genes de
resistencia presentes en el cromosoma (tetG, FlorR,STR, qnrS, Psel y sull),
ademas, de caracterizar el integron clase 1 mediante la secuenciaciéon de los
productos de PCR obtenidos, asi como la resistencia fenotipica a antimicrobianos en

bacterias del género Salmonella.
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II.  REVISION DE LITERATURA

1. Salmonella
1.1. Historia

El género Salmonella recibe su nombre en honor al microbiélogo americano Daniel
Elmer Salmon (1850-1914), quien descubrié el germen designado como Salmonella en
1884, aislandolo del intestino de porcinos con diarrea (Su y Chiu, 2007) y fue ubicada

dentro de la familia de las enterobacterias lactosa negativas (Brenner et al., 2000).

Los microorganismos del género Salmonella estan extensamente diseminados en la
naturaleza, como comensales y como patdogenos del aparato digestivo de los
mamiferos domésticos y silvestre; aves y reptiles, en los cuales pueden llegar a
producir una amplia gama de enfermedades (Gill, 2007). En medicina humana estan
descritas diversas presentaciones de salmonelosis: fiebre entérica, septicemia, y
gastroenteritis; mientras tanto, en medicina veterinaria se ha determinado que esta
bacteria puede provocar septicemia, enteritis aguda, subaguda y cronica, y abortos en
diferentes especies animales (Stanchi, 2007). La Salmonella se transmite por contacto
con animales enfermos y portadores sanos, aunque por lo general, la enfermedad
producida por este agente microbiano tiene un origen alimentario, debido a la ingesta
de alimentos contaminados con el patdgeno; teniendo en cuenta que la fuente de

contaminacion ambiental es invariablemente la materia fecal (CDC, 2007).

La resistencia a los antimicrobianos se presenté desde hace mas de 50 afios, sin
embargo, fue en 1989 cuando se empezaron a aislar cepas de muestras clinicas de
humanos en el Reino Unido, las cuales presentaron resistencia fenotipica lo cual ha

provocado gran preocupacion en salud publica y animal (Reyes y Navarro, 1998).

1.2. Caracteristicas del género Salmonella

1.2.1. Caracteristicas fisicas

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los miembros de este

género son bacilos Gram negativos, de 0,7-1,5 x 2,0-5 ym, generalmente moviles por
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flagelos peritricos, con excepcion de S. gallinarum, y S. pullorum las cuales no cuentan
con estos flagelos, son anaerobios facultativos, no esporulados. La temperatura
maxima de crecimiento es alrededor de 45,6 °C. Sin embargo crece bien a la
temperatura ambiente, pero lo ideal es a 37 °C. Se desarrolla en un rango de pH de
entre 6,6-8,2 (Jawetz et al., 2005).

1.2.2. Caracteristicas quimicas

El género Salmonella no fermentan la lactosa (excepto S. enterica subesp. arizonae y
S. entérica subesp. diarizonae), fermentan glucosa con produccion de gas (excepto S.
typhi); no producen indol; no degradan urea; decarboxilan a la lisina y ornitina, reduce

los nitratos a nitritos (Terragno et al., 2003; Jawetz et al., 2005).
1.3. Clasificacion del género Salmonella.

A partir del descubrimiento del género Salmonella la clasificacion taxonomica ha sido
objeto de sucesivas modificaciones a través de los afios. Sin embargo, todavia se
siguen usando los métodos descritos y desarrollados por Le Mirror y Popoff, en la
década de los 80s, donde definieron e identificaron cepas del género Salmonella y de

otros miembros de la familia Enterobacteriaceae (Su y Chiu, 2007 y Tindall et al., 2005).

Estudios de DNA mediante técnicas de hibridacion mostraron que 2 especies del
género Salmonella: Salmonella enterica y Salmonella bongori; estdn compuestas por 6
subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (Ezaki et al.,
2000). Sin embargo la clasificacion en base al esquema establecido por Kauffman-
White mas de 2541 serovariedades, (Su y Chiu, 2007): Esta clasificacion se basa en
determinar los antigenos somaticos (O), flagelares (H) y el antigeno de superficie o
capsulare (Vi) de algunos serotipos (Tindall et al., 2005).

La serotipificacion permite la identificacion de los serotipos de Salmonella basados en
examenes antigénicos, estos bacilos poseen un antigeno somatico (O), que es un
lipopolisacéarido termoestable localizado en la pared celular y un antigeno flagelar (H)

gue es una proteina termolabil contenida en los flagelos, ciertas especies poseen una
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capa externa formada por polisacaridos que reciben el nombre de Vi (Reeves et al.,
1989).

Las células que poseen el antigeno Vi solo pueden ser aglutinadas por accion del anti-H
0 por anticuerpos anti-Vi, por lo que la aglutinacion de tipo O solo se hace posible a

través de la destruccion de los antigenos Viy H (Brenner et al., 2000).

Por medio de las reacciones de aglutinacion H, O y Vi se han identificado mas de 2541
(Suy Chiu, 2007). Salmonella se ha clasificado en grupos O, y han sido designadas las
primeras 26 por letras (A-Z) y los subsiguientes por numeros, cada grupo posee su
determinante O principal caracteristico, segun el esquema de Minor y Popoff en
1987(Tindall et al., 2005).

1.4. Factores de virulencia.

Se conocen varios factores de virulencia, uno de ellos es la produccién de al menos tres
toxinas: las enterotoxinas que son sustancias liberadas al intestino y que ocasionan
sintomas gastrointestinales como colico y diarrea, las endotoxinas que hacen parte de
la membrana externa de la bacteria y cuya actividad biolégica esta asociada con los
lipopolisacaridos (LPS) y por ultimo, las citotoxinas que estan asociadas con la
superficie celular, las cuales inhiben la sintesis proteica en la célula hospedadora y
pueden estar implicadas en la adherencia a las células epiteliales, constituyendo esta
ultima un segundo factor de virulencia de Salmonella (Salyers y Whitt 2002). También
se ha descrito en algunas especies de Salmonella (S. Typhimurium) la formacién de
pseuddpodos en la célula hospedadora, lo que trae como resultado la internalizacion de
la bacteria en vesiculas endociticas; adicionalmente, la produccion de adhesinas que
incluyen fimbrias codificadas por el plasmido de virulencia pSLT, permite la union de la
bacteria a las microvellosidades de los enterocitos, fimbrias polares largas que se
encargan de la union de la bacteria a las placas de Peyer, y las fimbrias agregativas
delgadas llamadas curli, que también pueden estar implicadas en la unién de las

vellosidades de los enterocitos (Salyers y Whitt, 2002).
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Otros factores relacionados con la Adherencia son los polisacaridos de superficie
celular (O) y el antigeno Vi, un polisacarido capsular compuesto de acido N-
acetilglicosamin-urénico, el cual ayuda a prevenir la fagocitosis y puede proteger la
bacteria de las formas reactivas de oxigeno al interior de los fagocitos, las cepas
negativas para el antigeno Vi son menos infecciosas y virulentas que las positivas para

este antigeno (Parry et al., 2002).

La respuesta de tolerancia al acido, es otro aspecto importante de la virulencia de
Salmonella lo que permite a la bacteria atravesar el ambiente acido del estomago,

requisito necesario para la infeccion (Salyers y Whitt, 2002)
1.5. Patogénesis

La puerta de entrada es la via oral, Salmonella debe sobrepasar la barrera defensiva
representada por la acidez gastrica, posteriormente invade al hospedero a través de

tejido linfoide, incluyendo las placas de Peyer y ténsilas cecales en las aves.

El mecanismo de adherencia, se da por las adhesinas de la bacteria las cuales tienen
una estructura que les permite reconocer moléculas presentes en las células del
hospedero llamadas receptores. En las bacterias se pueden encontrar una amplia
variedad de adhesinas, las cuales se dividen en dos grupos: adhesinas fimbriales y

adhesinas afimbriales (Humphries et al., 2001).

En general, las adhesinas de las bacterias Gram negativas son: fimbrias, fibrilla,

flagelos, lipopolisacaridos (LPS) y capsula (Figueroa y Verdugo, 2005).

La adherencia de Salmonella al hospedero se da apicalmente a las células epiteliales

del ileon y a las células M (Figueroa y Verdugo, 2005).

En seguida de la adhesion se produce el mecanismo de invasion, el cual se ocasiona
por un mecanismo conocido como disparo (Trigger). La bacteria envia sefiales a las
células epiteliales que inducen rearreglos del citoesqueleto dando lugar a la formacion

de ondulamiento (ruffing) en su superficie. Se reconocen varias proteinas efectoras de
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la SPI-1 involucradas en los rearreglos del citoesqueleto: SipA, SopE, SopE2 y SopB
(Galan, 1996; Goosney et al., 1999).

Salmonella puede invadir varias lineas celulares y se considera que puede estimular
mas de un camino de transduccidon de sefales para promover su entrada a las células
del hospedero (Srikanth, 2005).

Ademas éste bacilo produce efectos citotoxicos que resultan en la destruccion de las
células M y la invasion de enterocitos adyacentes, tanto por la cara apical como por la
basolateral, induce apoptosis en macrofagos activados y fagocitosis inducida en
macrofagos no activados, para poder ser transportada a higado y bazo (Monack et al.,
2000).

1.6.Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad se constituyen por un grupo de genes que codifican factores
especificos de virulencia, su porcentaje de uniones de Guanina-Citocina difiere del

promedio del genoma bacteriano (Marcus et al., 2000).

Actualmente se sabe que la mayoria del género Salmonella cuenta con cinco islas de
patogenicidad; SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5 (Figueroa y Verdugo, 2005).

La SPI-1 se encuentra presente en S. bongori y todas las serovariedades de S.
entérica, su porcentaje de G-C es del 42-47%; ademas, de que este islote de
patogenicidad contiene los genes inv/sap, los cuales median la invasion de células no
fagociticas, apoptosis de macréfagos in vitro, activacion de caminos AMP cinasa y
factores de transcripcion. La SPI-1 funciona en los primeros estadios de la invasion
(Sanchez et al., 2003; Figueroa y Verdugo, 2005).

La SPI-2 tiene un porcentaje de G-C del 46%y consta de 32 genes que regulan la
supervivencia y replicacion bacteriana en los comportamientos intracelulares de

fagocitos y células epiteliales (Figueroa y Verdugo, 2005).

M en C. Jorge Antonio Varela Guerrero 8



“Caracterizacion de integrones y casetes de resistencia a antimicrobianos y amino cuaternario en cepas
de Salmonella aisladas en el Estado de México”

La SPI-3 también interfiere en la supervivencia intracelular en macréfagos, provee
productos esenciales para el crecimiento en condiciones limitadas de Mg?*, su
porcentaje de G-C es del 39.8-49.3% (Marcus et al., 2000).

La SPI-4 codifica un sistema de secrecion de tipo | (SSTI) que media la secrecion de
toxinas y se cree que participa en la adaptacion de Salmonella al ambiente intracelular

en los macrofagos (De Vinney et al., 2000)

La SPI-5 tiene un porcentaje de G-C de 43.6%. Codifica proteinas efectoras
involucradas en la secrecion fluida y reaccion inflamatoria de la mucosa intestinal. Para
el caso de la Salmonella enterica serovar Typhi, se reportaron diez islas de
patogenicidad las primeras cinco fueron descritas anteriormente. La SPI-6 contiene el
operdn de la fimbria, la SPI-7 codifica la sintesis de cépsula (Ag Vi), la SPI-8 codifica
bacteriosinas y una integrasa, la SIP-9 porta genes para la secrecion de un SSTl y la
SPI-10 contiene el fago 46 y el operon SefA-R (Parkhill et al., 2001).

1.7.1slotes de patogenicidad

Salmonella requiere de otros genes para su virulencia que son bajos en G-C como el
pagC y msgA, los cuales se localizan en el centisoma 25 del cromosoma de S. enterica
serovar Typhimurium. Los genes msgA, y PhoP independientes, son necesarios para la
sobrevivencia dentro del macréfago y virulencia. El operdn inviVI-AB se localiza en el
centisoma 7, otra posicion del cromosoma de Salmonella se considera que esta
involucrado en la adhesion e invasion a las células del hospedero; a estos genes bajos

en G-C se les conoce con el nombre de islotes de patogenicidad (Parkhill et al., 2001).

1.8. Epidemiologia

Uno de los agentes patdbgenos comunmente asociados a alimentos contaminados por
agentes bacterianos es Salmonella, junto con E. coli y Shigella. Salmonella constituye
la segunda causa de morbilidad en paises en via de desarrollo, después de los
procesos respiratorios, en donde la mayor parte de contaminacion de los alimentos es

de origen bacteriano (Gill, 2007).
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La salmonelosis se considera como un problema en salud publica a nivel mundial y se
puede manifestar mediante distintos sindromes que incluyen gastroenteritis,
bacteriemia, fiebre tifoidea e infecciones localizadas en ciertas areas del cuerpo. La
manifestacion mas comun de salmonelosis no tifoidea es una gastroenteritis de leve a
moderada, con presentaciéon de diarrea, dolor abdominal, vomito y fiebre. Los sintomas
de gastroenteritis aparecen normalmente entre las 6 a 72 hrs después de ingerir
alimentos contaminados con las bacterias. Los grupos sociales mas susceptibles a esta
enfermedad son los nifios, los adultos mayores y las personas inmunocomprometidas,
las cuales requieren de terapia antimicrobiana para superar la enfermedad (European

Commission, 2004).

En afos recientes los problemas relacionados con Salmonella han aumentado
significativamente, en lo relativo a la incidencia y a la gravedad de los casos humanos.
Varios paises han apreciado un aumento de 20 veces en los afios noventa comparado
con los afios ochenta. Algunos paises han logrado limitar y aun revertir estos aumentos
pero la propagaciéon de dos cepas de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium

estan causando una mayor inquietud (Zaidi et al., 2006).

La comunidad cientifica y las autoridades sanitarias asumen que en general, los pollos,
cerdos y bovinos son los reservorios mas frecuentes de Salmonella; que la ingestion de
los alimentos contaminados es la causa mas comun de las infecciones en el humano; y
gque todas las serovariedades tienen el mismo grado de patogenicidad (Sarwari et al.,
2001).

En los Estados Unidos de América y el Reino Unido, se calcula que al afio ocurren
1,412,498 y 73,193 infecciones por Salmonella no Typhi, respectivamente, y se estima
gue este patdogeno es responsable de aproximadamente 30% de las muertes
relacionadas a infecciones transmitidas por alimentos (Zaidi et al., 2006). El costo
aproximado por casos de salmonelosis humana en Estados Unidos de América es de 3
mil millones anuales y en Dinamarca asciende a 15.5 millones. Los datos relacionados
con los costos de enfermedades transmitidas por los alimentos no se obtienen por lo

general en los paises en desarrollo.
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En México, en un primer reporte se encontré6 que el serotipo mas frecuente en los
pacientes ingresados a los servicios de salud publica sin distincion de edad, fue S.
Typhimurium, (Gutiérrez et al.,, 2000). Estudiando una poblacién de 300 nifios que
presentaban un cuadro de diarrea, se encontro0 que Salmonella entérica esta asociada
en un 53.5% de casos de nifios menores de 12 afos, séla o en combinacion con otros
entero-patégenos. Los serotipos encontrados con mayor frecuencia fueron Ohio
(28.3%), Typhimuruim (16.3%), Infantis (8%), Anatum (0.6%), y Newport (0.3%)
(Paniagua et al., 2007).

En los Estados de Sonora, San Luis Potosi, Michoacan y Yucatan se aisl6 Salmonella
en un 12.3% de 2,893 muestras de nifilos menores de 6 afios con cuadros de diarrea y
en un 5.3% de 6,685 muestras de nifios asintomaticos. Los serotipos que se
encontraron con mayor frecuencia fueron Typhimurium (22%) y Enteritidis (14.5%)
encontrandose también los serotipos Agona, Muenchen, Oranienburg, Anatum, Newport
y Meleagridis en menor proporcién (Zaidi et al., 2008).

En estudios realizados en canales de cerdos de rastros en el Estado de México se
encontrd6 una prevalencia de 16%, el serotipo mas frecuente fue Salmonella
Typhimurium en un 62% (Talavera et al., 2007). En canales de cerdos de rastros del
Estado de Hidalgo se encontré la presencia de Salmonella en un 31% y en canales de
bovinos en un 11% (Hernandez et al., 2007). En el Estado de Yucatan se encontré la
presencia de Salmonella en 10.2% en canales de cerdo, en 6.8% en canales de
bovinos y en canales de pollos se encontré 4.6%; los serotipos que se encontraron con
mayor frecuencia fueron Salmonella Typhimurium (22%) y Salmonella Enteritidis
(14.5%) (Zaidi et al., 2006).

1.9. Diagnostico e identificacion de Salmonella spp.

Para el diagnéstico e identificacion del género Salmonella, primero se debe de sembrar
en un medio pre-enriquecido para enterobacterias los cuales seglin menciona la NOM-
114-SSA1-1994 son caldo tetriatonato, caldo selenito cistina o caldo peptonado al 10%,

estos medios de pre-enriguecimiento se incuban durante 24 hrs a 37° C.
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De los medios anteriormente mencionados se toma el cultivo y se siembra en medios
selectivos para Salmonella spp como el agar Xilosa Lisina Desoxilato (XLD), agar verde
brillante o agar salmonella-shigella entre otros, éstas placas se incuban durante 24hrs a
37° C (Terragno y Caffer, 2001).

La caracteristica de las cepas de Salmonella, en los medios anteriormente

mencionados son las siguientes:

En el medio Xilosa Lisina Desoxilato (XLD) las colonias de Salmonella se observan de
color rosa o rojo que pueden ser transparentes con o sin centro negro. En algunos
casos las colonias pueden aparecer completamente negras; para el caso del agar
Verde Brillante (VB) las colonias de Salmonella son de color rojo o rosa que pueden ser
transparentes rodeadas por medio enrojecido: en el caso del agar Salmonella-Shigella
las colonias se muestran translucidas, ocasionalmente opacas, algunas colonias dan
centro negro (NOM-114-SSA1-1994).

Teniendo la identificacion en los medios selectivos para Salmonella se procede a la
identificacion bioquimica en donde deben de tomar dos colonias sospechosas y se
siembran en agar triple azucar hierro (TSI) y agar hierro lisina (LIA) estos se siembran
con puncién en el fondo y estriado en la superficie, se incuban a 37° C por 24 hrs
(Hernandez et al., 2007)

La lectura o la reaccion que da el género Salmonella, es el siguiente: en el caso del TSI
se observa en el fondo de color amarillo (Acido) por la fermentacion de la glucosa, en la
superficie se observa un color rojo (Alcalino) mas intenso que el medio original, debido
a la no fermentacién de la lactosa y la sacarosa; para el caso del LIA la reaccion que se
observa en todo el tubo es un color purpura, debido a la descarboxilacién de la lisina,
las cepas que produzcan un fondo amarillo son consideradas negativas. La mayoria de
las cepas de Salmonella generan acido sulfarico, en este medio con ennegrecimiento a

lo largo de la puncién (Terragno y Caffer, 2001).

Las pruebas bioquimicas mencionadas anteriormente son las de mayor uso en la
identificacion de cepas de Salmonella, aunque, también existen otras pruebas
biogquimicas que nos ayudan a diferenciar las especies y subespecies de este género,

las cuales se describen en el cuadro 1 (Terrago y Caffer, 2001).
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La identificacion seroldgica constituye un importante complemento para la identificacién
de los serotipos del género de Salmonella y consiste en una reaccion antigeno
anticuerpo. Los antigenos pueden ser proteinas, hidratos de carbono y complejos de
péptidos y carbohidratos, estos antigenos pueden ser componentes estructurales de la
célula (pared, capsula, fimbrias) o productos de excrecion de la célula (exotoxinas,
enzimas extracelulares). Debido a esto en los sueros inmunes se encuentran
anticuerpos que reaccionan contra distintos determinantes antigénicos de la misma
molécula (Su y Chiu, 2007).

La serotipificacion para todas las enterobacterias es similar. Se basa en determinar la
presencia de antigenos somaticos, flagelares y capsulares. En el caso de Salmonella,
las serovariedades surgen como consecuencia de una asociacion particular de factores

antigénicos somaticos O y flagelares H (Hernandez et al., 2007).

En la actualidad existen sistemas de tipificacion e identificacion molecular como el RT-
PCR, PCR de punto final, la fagotipificacion que se emplean en estudios
epidemiologicos y para identificar aislamientos con caracteristicas definidas como
multiresistencia o la virulencia (Yafez et al., 2008; Espinoza et al., 2007).

2. Antimicrobianos

2.1.Mecanismos de accion de algunos antimicrobianos
Los diversos sitios de accion de los farmacos antibacterianos caen dentro de cuatro
categorias: inhibicibn de la sintesis de pared celular, dafio de la funcion de la
membrana celular, inhibicién de la sintesis o funcién de acidos nucleidos e inhibicién de

la sintesis proteica (Figura 1).
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Cuadro 1.- Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Salmonella.

Pruebas S.enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. bongori
Bioquimicas subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. V)

enterica (l) salamae (Il)  arizonae diarizonae houtenae (IV) indica (VI)

(na) (Ilb)

Dulcita + R D T
ONPG - + + + D +
Malonato + + + -
Gelatina + + + + +
Sorbita + + + + +
KCN - + +
Tartrato de lordan - -
Mucato + + -(70%) - + +
Silicina - +
Lactosa - -(75%) +(75%) - D

(Terragno y Caffer, 2001).
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Figura 1.- Sitios de accion de los farmacos antibacterianos de empleo corriente que

afectan a casi todos los procesos importantes en la célula bacteriana (Prescott et al.,

2002).
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2.1.1. Penicilinas
Dentro del grupo de las penicilinas encontramos a la oxacilina, amoxicilina, meticilina y
ampicilina, estos antimicrobianos son capaces de atacar bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Su mecanismo de accion consiste en inhibir la sintesis de la pared
celular de la bacteria en sus Ultimas dos etapas (3 y 4), uniéndose a las proteinas
fijadoras de penicilina (o PBPs), lo que lleva a la destruccion de la pared vy lisis celular
(Prescott et al., 2002).

2.1.2. Aminoglucdésidos
Dentro del grupo de los aminoglucésidos encontramos a la neomicina, kanamicina
gentamicina, estreptomicina, estos antimicrobianos son capaces de atacar bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Su mecanismo de accién consiste en unirse a los
receptores sobre la subunidad 30S ribosomal, desde donde induce una mala lectura del
codo genético sobre el molde del acido ribonucleico mensajero (ARNm), inhibiendo de
esta manera la sintesis proteica (Prescott et al., 2002).

2.1.3 Tetraciclina.
Es un antimicrobiano bacteriostatico que inhibe la sintesis proteica uniéndose de
manera irreversible a los receptores de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano e
interfiere con la fijaciéon del ARN de transferencia aminoacil al sitio aceptor sobre el
complejo ribosémico del ARN mensajero, esto ocasiona que los aminoacidos no sean
agregados a la cadena de péptidos en elongacion, bloqueando de esta manera la

sintesis proteica.

2.1.4 Sulfonamidas.
El grupo de las sulfonamidas interfieren con la biosintesis del acido félico en las células
bacterianas impidiendo la formacion competitiva que el acido paraaminobenzoico
(PABA) se incorpore dentro de las moléculas del acido folico (peteroilglutamico).
Especificamente las sulfonamidas compiten con el PABA por la enzima dihidropteroato
sintetasa (Prescott et al., 2002).
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2.2.Resistencia bacteriana a antimicrobianos

La resistencia bacteriana es un fenomeno creciente caracterizado por una
refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibiético generado
principalmente por el uso indiscriminado e irracional de estos y no solo por la presion
evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico. Desde principios de la era antibiética los

fendmenos de resistencia a estas sustancias han sido descritos (Wilson et al., 2002).

La resistencia bacteriana puede ser natural cuando es una propiedad especifica de
algunas bacterias; o puede ser también adquirida, la cual se da por mutaciones
cromosdémicas adquisicién de algun plasmido de resistencia, o algun integron es decir,
un fragmento extracromosomico de ADN portador de genes que modifican la resistencia
al antibiético (Cordiés et al., 1998).

La resistencia bacteriana se puede resumir en cuatro categorias:

1. Modificacion enzimética del antimicrobiano: las bacterias expresan enzimas
capaces de crear cambios en la estructura del antibiotico haciendo que pierda su
funcionalidad, como se observa en la figura 2 (Tafur et al, 2008).

2. Bombas de expulsién: Las bombas de expulsién han sido reconocidas por
muchos afios y estan presentes en todas las células. Se encuentran en la
membrana externa de la célula y expulsan hacia el exterior de las bacterias una
gran cantidad de moléculas, metabolitos, detergentes, solventes organicos y
antimicrobianos. Para ello, utilizan la hidrolisis de ATP o un mecanismo de
contra-transporte i6nico como sustrato energético. El principal papel de este
mecanismo es mantener bajas las concentraciones de sustancias toxicas dentro
de la célula (Vila et al., 2007).

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias generan
cambios de la bicapa lipidica, esta permeabilidad de la membrana se ve alterada,
principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son canales embebidos
en la membrana externa de las bacterias Gram negativas que trabajan como

filtros en una membrana permeable. Los cambios en su conformacién pueden
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llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos agentes al espacio
periplasmico (Cavaco et al., 2008).

4. Alteraciones del sitio de accion. Las bacterias pueden alterar el sitio donde el
antibiético se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de esta. Este
mecanismo es, principalmente, utilizado por las bacterias Gram positivas, las
cuales generan cambios estructurales en los sitios de accion de los antibiéticos
(Tafur et al., 2008).

Figura 2.- Principales mecanismos de resistencia a los antibioticos. 1. Enzimas
modificadoras. 2. Bombas de expulsion. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas de Unién a
Penicilina (PUP) (Tafur et al., 2008).

Algunas especies bacterianas son naturalmente resistentes a una o mas clases de
agentes antimicrobianos. La adquisicion de resistencia puede ser originada por el
mismo microorganismo, mediante errores en la replicacion del ADN, los cuales generan
mutaciones que solamente se difunden verticalmente, es decir, seran transmitidas de

célula madre a célula hija (Tenover, 2006)
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Las bacterias también desarrollan resistencia a través de la adquisicion de nuevo
material genético de otros microorganismos resistentes, a la cual se le denomina
transferencia horizontal y puede ocurrir entre cepas de la misma especie o0 entre
diferentes especies 0 géneros bacterianos, los mecanismos de intercambio genético
incluyen la conjugacion, la transduccién y transformacién. A través de dichos
mecanismos muchas bacterias han adquirido resistencia a multiples clases de agentes
antimicrobianos, lo que origina la resistencia a tres o mas clases de farmacos

antimicrobianos (Tenover, 2006).

3. Transposones

Los transposones o0 elementos genéticos transponibles son una secuencia de ADN que
puede moverse de manera autosuficiente a diferentes partes del genoma de una célula,
un fendbmeno conocido como transposicion. Los efectos de la transposicion se habian
descrito, indirectamente, mucho antes de conocer la fuente de los cambios fenotipicos
observados, hablandose del fenbmeno de variegacion. Fue Barbara McClintock quien, a
mediados del siglo XX, propuso la existencia de unos “elementos controladores”
causantes de la inestabilidad cromosémica y la variegacién que observabd en el maiz
(McClintock, 1948), postulo que estos elementos se movilizaban entre multiples genes,
activando o reprimiendo la expresion de los mismos. Pero fue el genetista Alexander
Brink quien acuiié el término de elementos transponibles, al considerarlo “menos
interpretativo” (Feschotte y Pritham, 2007). Sin embargo, debieron pasar 20 afios para
gue caracterizara molecularmente el primer elemento transposonible, una secuencia de
insercion (IS) bacteriana de clase Il. Desde entonces, se han caracterizado un enorme

namero de transposones en distintos organismos.

Existe una amplia diversidad de estos elementos genéticos moviles y pueden ser
clasificados en base a su contenido, a su estrategia y mecanismo de transposicién
(Pritham, 2009).

Segun su contenido se pueden clasificar de la siguiente manera:

Transposon simple, secuencia de insercion o elemento de insercion (IS): contienen una

secuencia central con informacion para la transposasa, una enzima necesaria para la
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transposicion, y en los extremos una secuencia repetida en orden inverso. Esta
secuencia repetida en orden inverso no es necesariamente idéntica, aunque muy
parecida. Cuando un transposon simple se integra en un determinado punto del ADN

aparece una repeticion directa de la secuencia diana (5-12 pb) (Figura 3).

Transposon compuesto (Tn): contienen un elemento de insercion (IS) en cada extremo
en orden directo o inverso y una region central con la transposasa que ademas suele
contener informacion de otro tipo. Por ejemplo, los factores de transferencia de
resistencia (RTF), poseen informacion en la zona central para resistencia a antibiéticos
como el cloranfenicol, la kanamicina, la tetraciclina, dandole una ventaja selectiva a las

bacterias que lo posean (Figura 3).

Transposon Simple
Secuencia de Inserclon (IS)

B = Transposasa jram——
e et e

~ -~

Secwencias repelidas en orden imrerso

Transposon Compuesto (Tn)

| B Revistencia a tetracichina ||

1S IS

I I

Secuencias IS repetidas en erden directo o Inverse

Figura 3.- Estructura de transposones segun contenido (Kidwell, 2005).

Segun estrategia de transposicion se pueden clasificar de la siguiente manera

Clase | o retrotransposones: se mueven en el genoma siendo transcritos a ARN y
después en ADN por retrotranscriptasa. A su vez, se clasifican en los de origen
retroviral (retrotransposones con LTR) y de origen no retroviral (retrotransposones sin
LTR) (Wessler, 2006).
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Clase Il o ADN transposones: se mueven directamente de una posicién a otra en el
genoma usando una transcriptasa para copiar y pegarse en otro locus del mismo
(Wessler, 2006).

Clase 1l o MITE, por sus siglas en inglés “Miniature Inverted-repeats Transposable
Elements” (Wessler, 2006).

Segun el mecanismo de transposicion se clasifica como a continuacion se describe:

Transposicion conservativa: el transposon sale de la sede donadora que queda vacia y
se incorpora en una nueva sede receptora. No aumenta el nimero de copias del

transposon en el interior de la célula (Wicker et al., 2007).

Se expresa la transposasa, y realiza dos cortes de doble cadena a la misma altura en el
genoma donante, dejando aislado el transposon. A continuacion localiza una secuencia
diana (pongamos, ATGCA) en el genoma aceptor, y realiza un corte cohesivo. Tras eso
une los extremos a los del transposoén aislado, y la ADN Polimerasa de la célula rellena
las zonas de cadena sencilla dejadas en la secuencia sefal tras el corte cohesivo.
Debido a esto, la secuencia sefal queda duplicada. Queda, sin embargo, un hueco en
el genoma donante, que puede ser letal si no se repara. Realmente, en este caso se

habla méas de recombinacion que de transposicion (Figura 4) (Wicker et al., 2007).

Transposicion no conservativa: en este caso la transposasa realiza un corte cohesivo
no solo en la secuencia diana, sino también en el genoma donante, dejando un corte a
cada lado del transposon. A continuacion integra todo el genoma donante con el
aceptor, mediante un curioso mecanismo que forma un intermediario llamado
“estructura entrecruzada”. Esta estructura es resuelta por una segundo enzima, la
resolvasa, que segun como lo resuelva, dara lugar a una de las siguientes

transposiciones:

Transposicion no replicativa: el genoma donante se libera, dejando el integron en el
genoma receptor. Al igual que en la transposicion conservativa, queda un hueco en el

genoma donante, que puede ser letal si no se repara.
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Figura 4.-Esquema explicativo de la transposicion conservativa (Kidwell, 2005).

Transposicion replicativa: se produce una replicacion desde los extremos 3’ del genoma
aceptor, lo que acaba por duplicar el transposoén, y produciendo un genoma mixto
llamado “cointegrado”. A continuacion la resolvasa rompe el cointegrado mediante una
recombinacién reciproca, que une los extremos del ADN aceptor original (ahora con
una de las copias del integrén) y libera el genoma donante de nuevo con su transposoén,
(Figura 5) (Wicker et al., 2007).

A diferencia de la conservativa, inicialmente no se integra solo el transposon, sino que
se forma un hibrido con todo el genoma donante. Segun el modo de resolucién del
enzima resolvasa, podr4 dar lugar a una transposiciéon replicativa, donde el genoma

donante y receptor obtiene una copia del transposén o no replicativa (Figura 5).
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Figura 5.- Esquema explicativo de la transposicion no conservativa (Wicker et al., 2007).

4. Plasmidos.

El término plasmido fue presentado por primera vez por el bidlogo molecular
norteamericano Joshua Lederberg en 1952. Los plasmidos, son moléculas circulares de
ADN de doble cadena que constituyen una unidad de replicacion independiente del
cromosoma ademas de ser portadores de genes no esenciales para la bacteria
(Lederberg, 1952)

Por esto pueden encontrarse mas de una copia del mismo plasmido dentro de la célula
bacteriana. En general los plasmidos de mayor tamafio, se encuentran en una o0 unas
pocas copias, mientras que los mas pequefios pueden estar en hasta 100 copias por
célula (plasmidos multicopia). Si bien el ADN plasmidico no porta informacién genética
esencial para la vida de la bacteria, si portan genes que le confieren nuevas
propiedades fenotipicas y que en algunos casos le son muy utiles para su adaptacion al
crecimiento en ciertos ambientes. Muchas bacterias potencialmente patdgenas para el
hombre, solo son capaces de comportarse como tales, cuando portan un plasmido en
particular que contiene genes que le permiten expresar moléculas de adhesion a los
tejidos del Huésped o sintetizar sustancias toxicas para éste. En muchos casos, los
plasmidos pueden ser determinantes de patogenicidad si codifican toxinas, o factores
de virulencia; hay plasmidos sexuales que codifican los pili que permiten la

transferencia de genes cromosémicos y los clasicos plasmidos R (determinantes de
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resistencia) que codifican enzimas responsables de la resistencia en bacterias Gram

negativas a los antibacterianos (Nikaido, 1998).

Los plasmidos pueden clasificarse segun distintos criterios, por ejemplo por su tamafo
en pares de bases (pb), su nimero de copias en la bacteria o por el tipo de genes que
porta (plasmidos de virulencia, plasmidos de resistencia a antibiéticos, etc.) También
pueden clasificarse en grupos de incompatibilidad. Se dice que dos plasmidos
pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad si son incapaces de coexistir en la
misma célula bacteriana. Muchos plasmidos, en general los de mayor tamafio (que
pueden portar hasta 50 o 100 genes), suelen ser capaces de transferirse de una
bacteria a otra mediante un proceso llamado conjugacion. Estos plasmidos de
conjugacion codifican todos los factores necesarios para su transferencia. Algunos
plasmidos mas pequefios, no conjugativos, pueden ser movilizados, es decir, que
poseen la secuencia necesaria para permitir su transferencia, pero no codifican por
ellos mismos las proteinas necesarias para ser transferidos. Por udltimo, algunos
plasmidos no se transfieren en absoluto. La adquisicion de ADN plasmidico por una
cepa bacteriana, puede realizarse por medios distintos a la conjugacién, como
transformacion, transduccion mediada por fagos o incorporacion en el cromosoma
(Chattoraj, 2000).

5 Integrones

Los integrones son piezas genéticas que participan en la captura y difusion de genes
de resistencia entre las bacterias, estos elementos genéticos méviles, han sido
reportados en Enterobacterias como E. Coli, Shigella spp., Salmonella spp. vy
Campylobacter spp. (Cabrera et al., 2006). Los primeros integrones descritos fueron
agrupados en clases (9 clases) de acuerdo con la secuencia nucleotidica del gen de
la integrasa (intl). Los miembros de la clase 1, 2 y 3, codifican para genes de
resistencia a los antibidticos y son los que se han reportado en enterobacterias
(Sabate y Parts, 2002). Sin embargo, este sistema de clases se ha ido desdibujando

debido a la gran divergencia de integrasas descritas en los diversos
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microorganismos, lo que ha llevado a una clasificacion practica basada en una

variedad de criterios, en dos grandes grupos:

1) El de los llamados integrones de resistencia a antibiéticos (a veces denominados
“‘integrones moviles”)
2) Los integrones presentes en el cromosoma bacteriano, denominados

“superintegrones” (Boucher et al., 2007; Fluit y Schmitz, 1999)

Del extremo 5"al 3"estan formados por un fragmento que codifica una integrasa (intl) y a
continuacion una secuencia attl a la que se unen los genes de resistencia. Dentro del
intl en su extremo 3°, hay una secuencia promotora Pna partir de la cual se transcriben
los genes de resistencia integrados, ya que estos genes carecen de promotor (Sabate y
Prats, 2002) (figura 6).

Pc
(¥

int att!

Pint

Figura 6.- Estructura basica de los integrones (Sabate y Parts, 2002).

5.1. Integron clase 1

Un integron consta de tres regiones, dos regiones conservadas y una regién variable.
En el extremo 5°conservado se encuentra el gen intl que codifica para la integrasa,
adyacente a Intl se encuentra el sitio de recombinacion sitio-especifica attl en el que se
integra el casete (Figura 7), y por ultimo un promotor (Pan) necesario para la expresion
de los casetes de genes integrados. En el extremo 3"conservado se localizan los genes
qacEA1, Sul1, responsables de la resistencia a compuestos amino cuaternarios y
sulfonamidas respectivamente, ademas de un marco de lectura abierto (orf5). Entre las
dos partes conservadas se localiza la regién variable en tamafio y composicion, en el

cual se insertan los casetes genéticos (Chang et al., 2000; Gillings et al., 2014).
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El lugar de recombinacion sitio especificado attl esta formado por 65 pares de bases, en
la cual los genes capturados son integrados gracias a la accion de la integrasa (Int);
dicha integrasa es de aproximadamente 1Kb y pertenece a la familia de las
recombinasas los casetes de genes pueden aparecer como moléculas de ADN circular
no replicativas, pero habitualmente se encuentran en los integrones como secuencias
lineales generalmente contienen un Gnico gen en posicidbn 3 presentan una secuencia
de recombinacidén especifica de sitio conocida como attC, o también denominada
elemento de 59 bases (59-be) a través de la que se efectian su reconocimiento y
movilizacion. Los casetes son movilizados por la integrasa que reconoce el lugar attC
del casete de genes y el lugar receptor attl del integron, permitiendo asi tanto la

integracion como la escisién de dichos casetes figura 7 (Di Conza y Gutkind, 2010).

P. P P
[ r
< intl1 gacEA1) sun\ orf5
e (s o
| attl
PT ’\T‘ln__tegrasa
attC

."‘( 7 Y i N
extremo 5’ conservado zona variable extremo 3’ conservado

Figura 7.- Estructura del integron clase 1 (Sabate y Parts, 2002).

En la regién variable del integron clase 1 se han reportado los genes aadAl, aadA2 y
aadA5 los cuales confieren resistencia a estreptomicina, los genes dfrAl y dfrAl7 los

cuales confieren resistencia a trimetoprima. El gen blapse.1 €l cual confiere resistencia a

M en C. Jorge Antonio Varela Guerrero 25


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwirzJjO9NHMAhUHzIMKHU0cAvMQjRwIBw&url=http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182004000400007&lng=en&nrm=iso&ignore=.html&psig=AFQjCNEHvGYF8Ghr48gbtwpfJCsPZHkF8g&ust=1463052278451604

“Caracterizacion de integrones y casetes de resistencia a antimicrobianos y amino cuaternario en cepas
de Salmonella aisladas en el Estado de México”

ampicilina, el gen catB3 que confiere resistencia a cloranfenicol. EI gen satl confiere
resistencia a estreptotricina (Klan et al., 2009). El gen blayas3 confiere resistencia a
oxacilina, el gen aac confiere resistencia a aminoglucidos, el gen tet(B) el cual confiere

resistencia a tetraciclina (Brenner et al., 2005).

6. Mecanismos de transferencia de genes de resistencia.

La bacteria, que es una célula procariota, tiene una sola molécula de ADN enrollada,
compacta, esta unida a la membrana citoplasmica, carece de membrana nuclear. En
este Unico cromosoma bacteriano se encuentran todos los genes que pueden ser de
dos tipos: genes estructurales y genes reguladores. Los primeros tienen secuencias
de bases que codifican cadenas polipeptidicas o moléculas de ADN y los segundos
Unicamente tienen una funcion reguladora sobre los primeros. De tal manera que los
genes reguladores actian activando o deteniendo el trabajo de los genes
estructurales de acuerdo con las necesidades de las bacterias (Fruchs et al., 1994).
La aparicion de resistencia en un microorganismo suele ser consecuencia de una
mutacion, que es un cambio o alteracion en la secuencia de los nucleétidos del ADN
de la bacteria no relacionados con la transferencia de material genético. Cuando una
bacteria se hace resistente a un antibacteriano, sus descendientes suelen heredar
esta caracteristica y con el tiempo esta resistencia se difunde ampliamente entre
todas las bacterias de la misma especie (Reyes y Navarro, 1998).

Los antibacterianos son sustancias no mutagénicas. En ocasiones, los
microorganismos utilizan mecanismos de transferencia de material genético,
conocido como resistencia transmisible, pueden ser capaces de transmitir la
resistencia a la misma especie o a una distinta. Esto se realiza debido a la presencia
de plasmidos y transposones (Nikaido, 1998).

Actualmente se admite que los mecanismos de transferencia de material genético
tienen un papel importante en la diseminacion de resistencia bacteriana a diversos
antibacterianos, antisépticos y desinfectantes. La transferencia de material genético
se hace a través de un plasmido al cromosoma y puede ocurrir por un evento simple
de recombinacion, proceso facilitado por los transposones o puede hacerse de un

plasmido a otro, es lo que se denomina “recombinacion” (Moellering, 1998).
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Los mecanismos por los que las bacterias pueden adquirir material genético de otras
bacterias o fagos (virus que utilizan bacterias para su desarrollo y reproduccién) son:
% Transformacion

)

« Transduccion

% Conjugacion

Estos mecanismos de transmision de los genes de resistencia ocurren
fundamentalmente dentro de las mismas especies bacterianas, pero son posibles

incluso entre géneros bacterianos distintos (Reyes y Navarro, 1998).

TRANSFORMACION: consiste en la incorporacion de ADN libre presente en el medio
procedente de la lisis de otras bacterias. Este material movil, muy pequefio de ADN
capaz de “saltar” de una bacteria a otra se denomina transposon y puede insertarse por
si mismo en el cromosoma bacteriano, o en el ADN plasmidico. Una vez dentro de la
bacteria receptora el ADN se integra en el cromosoma receptor, replicAndose y

expresandose con éste Figura 8 (Nikaido, 1998).

TRANSDUCCION: transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de una bacteria a
otra utilizando como vehiculo un bacteri6fago. Estos se replican dentro de las células
bacterianas hasta lisar la célula o pueden integrarse en el genoma sin producir la
muerte Figura 8 (Nikaido, 1998).

CONJUGACION: consiste en el intercambio de material genético entre dos bacterias
(donante y receptora) mediante contacto fisico entre ambas. En bacterias Gram
negativas, la union del donante y receptor se efectiia mediante los pili conjugativos que
posee el donante Figura 8 (Miko et al., 2005).

Los pilis conjugativos son estructuras en forma de tubo hueco que unen al donante con
el receptor y a través de las cuales pasa el material genético (plasmidos) entre las

bacterias. La formacion de estos pili esta codificada por plasmidos (Nikaido, 1998).
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7. Resistencia en Salmonella spp.
7.1.Resistencia a antimicrobianos

Desde 1980 se reportaron cepas de Salmonella entérica serovar Typhimurium
resistentes a diversos antimicrobianos como la ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas, tetraciclinas, gentamicina, trimetoprim y oxaxilina (Fladynova et al., 2003;
Khan et al., 2009) ademas de resistencia a quinolonas como el acido nalidixico
(Robicsek et al., 2006; Graziani et al., 2008)

DONADOR == RECEPTOR
= ﬁ TRANSFORMACION

profago - = especializada

ESlle o ——
(2] % TRANSDUCCION

N
)
w SIS 3
plasmido . generalizada “"'\.

movilizable SN
N

Nl
(3] = CONJUGACION

plasmido g
conjugativo

/ pilus

cromosoma

Figura 8.- mecanismos de transferencia de genes de resistencia, 1) Transformacion, 2)

transduccion y 3) conjugacion (Nikaido, 1998).

La resistencia antimicrobiana se ha relacionado con genes de resistencia como aac
(aminoglucidos), tet(B) (tetraciclina), catB3 (cloranfenicol), drfAl y dfrA17 (trimetroprim),
aadA (estreptomicina), entre otros, dichos genes se comenzaron a reportar en el
genoma bacteriano, sin embargo, se ha descubierto que estos genes se pueden
encontrar en plasmidos de resistencia, los cuales facilitan la transmision de dichos
genes entre los diversos géneros bacterianos, recientemente se encontraron piezas

genéticas llamadas integrones las cuales tienen la capacidad de integrar estos genes
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de resistencia antimicrobiana dandoles un promotor facilitando de esta manera su

expresion (Cabrera et al., 2006).

En el género Salmonella el integron clase 1 es el que se encuentra con mayor
frecuencia en este género bacteriano, en Japon el integron clase 1 se ha encontrado en
una frecuencia de 11.4%, en Irdn un 54%, en Hong Kong 13%, en Estados Unidos en
62%, Paises Bajos en 43% y en Iran en 88.3% (Ahmed et al., 2005; Naghoni et
al.,2010; Jin y Ling, 2009; Krauland et al.,2010; Essen et al., 2007; Firoozeh et al.,
2011), por otra parte en México se encontré una frecuencia del integron clase 1 de
60% en cepas de Salmonella Enteritidis aisladas en el Laboratorio de Biologia
Molecular de Enterobacterias del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Microbiologia Animal. (CENID- Microbiologia) (Cordova, 2008), en el Estado de
Michoacan, México Inocencio (2011), encontré un 65% de frecuencia de integron clase

1 en cepas de Salmonella.

Los estudios anteriormente mencionados relacionan la presencia de los integrones
clase 1 con multiresistencia antimicrobiana debido a las caracteristicas de dichas piezas
genéticas, esto ha ocasionado que la preocupacion en salud publica y animal vaya en

aumento cada dia.

7.2.Resistencia a compuestos amino cuaternarios

Los desinfectantes y antisépticos, en contraste a los antibiéticos, son por lo general una
mezcla de diferentes compuestos antimicrobianos que resulta en la inactivacion de
multiples células diana, debido a esto, la resistencia a estos productos es por lo general
poco frecuente (Karatzas et al., 2008)

Sin embargo, en Salmonella se han identificado diversos mecanismos de resistencia a
desinfectantes como la formacién de biopeliculas, estas estructuras pueden convertirse
en focos de contaminacién en la produccion de alimentos inocuos, ya que les permite
adherirse y colonizar superficies bidticas y abidticas como tejido vegetal y animal,
plastico, cemento y acero. Esto representa un serio problema para los sectores
industrial, de salud y de la produccion de alimentos, ya que, es una fuente de

contaminacion microbiolégica constante, debido a la dificultad para eliminarlas una vez
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formadas. Donland y Costerton (2002) reportan que para que el desinfectante tenga
efecto sobre las células, este debe reaccionar primero con los polisacaridos de la
biopelicula; con el riesgo de oxidarse al entrar en contacto con estos compuestos y
perder su efectividad. Por otra parte, Kumar y Anand (1998) indican que, después de un
tratamiento con biocida, las células bacterianas pueden incrementar la produccién de

exopolimeros, como respuesta de defensa, dejando sin efectividad al producto.

Otros mecanismos de resistencia a biocidas como los compuestos de aminocuaternario
son el incremento de eflujo y la reduccion de la permeabilidad, los cuales también estan

implicados en la resistencia a antibidticos (Karatzas et al., 2008)

La presencia de integron clase 1 también se encuentra relacionado con la presencia de
resistencia a compuestos aminocuaternarios, debido a que se han identificado diversos
genes casete (gacH, gacG y gacE), los cuales codifican proteinas que producen la
inactivacion de los compuestos aminocuaternarios (Mangalappalli y Korber 2006; Jaglic
y Cervinkova 2012), ademas de que el integon clase 1 en su regién conservada 3" se
encuentra con frecuencia el gen gacEA1 que es una mutacion del gen gacE

mencionado anteriormente (Chuanchen et al., 2008).
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lIl.  JUSTIFICACION

La salmonelosis es un problema de salud publica de distribucién mundial, siendo una
de las principales enfermedades gastrointestinales en los humanos asociada a
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). La problematica ha aumentado en
los ultimos afios, debido a la presencia de cepas que presentan resistencia a
multiples antimicrobianos, esto por el uso indiscriminado e inadecuado de

antimicrobianos en medicina veterinaria como en medicina humana.

Desde el principio de la era antibidtica, los fendbmenos de resistencia a estas
sustancias han sido descritos. Cabe destacar la importancia de la multiresistencia en
el género Salmonella, debido a que los tratamientos empleados para controlar las
infecciones por este agente ya no dan los resultados esperado.

Las infecciones causadas por estas bacterias multirresistentes, causan una amplia
morbilidad y mortalidad. Asimismo causan un elevado costo por mayor estancia

hospitalaria y otras complicaciones.

La multirresistencia antimicrobiana y a desinfectantes como los compuestos amino
cuaternario en las bacterias, se ha relacionado principalmente con genes de
resistencia localizados en plasmidos o transposones, sin embargo, en los dltimos
afos se han descrito nuevas estructuras genéticas llamadas integrones, los cuales
tienen la capacidad de captar genes de resistencia y facilitar su expresion fenotipica.

La capacidad que tienen estos elementos genéticos ha cobrado gran importancia
debido a que diversos estudios han demostrado una elevada relacion con la
resistencia a diversos antimicrobianos y a compuestos amino cuaternarios que se
emplean en la industria alimentaria con la presencia de integrones clase 1, lo que ha
incrementado la dificultad del control y tratamiento de agentes patdégenos que

cuentan con esta herramienta genética.

En el mundo se ha reportado una frecuencia de 46% en el caso del integron clase 1

en Salmonella, este integron han provocado la expresion de resistencia a diversos
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antimicrobianos entre los que podemos encontrar la ampicilina, gentamicina,
trimetoprima, estreptomicina, tetraciclina, sulfametoxazol, oxacilina y a compuestos

aminocuaternarios empleados como desinfectantes.

Como se menciond anteriormente la presencia de integrones facilita la expresion de
genes de resistencia; sin embargo, en el Estado de México no se han realizado

estudios sobre la presencia de estas estructuras genéticas.

Por otra parte, la presencia del gen qacA1 en la region conservada 3'del integron
clasel se ha relacionado con la resistencia a compuestos empleados en la
desinfeccidon de plantas de alimentos como los compuestos amino cuaternario, esto
ha despertado interés, puesto que la desinfeccion en las plantas de alimentos ya no

es tan efectiva como lo era afios atras.

Por lo mencionado anteriormente se considera de importancia realizar un estudio
para la identificacion y caracterizacion mediante la secuenciacion de las tres regiones

del integron clase 1, el cual se reporta frecuentemente en Salmonella spp.

M en C. Jorge Antonio Varela Guerrero 32



“Caracterizacion de integrones y casetes de resistencia a antimicrobianos y amino cuaternario en cepas
de Salmonella aisladas en el Estado de México”

IV. HIPOTESIS

Las cepas de Salmonella aisladas en el Estado de México presentan resistencia
multiple a antibioticos, dicha resistencia esta asociada a la presencia de integron clase
1.
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V. OBJETIVOS
Objetivo general.

Determinar la relacién entre la resistencia fenotipica y genes de resistencia presentes
en el genoma bacteriano a la ampicilina, florfenicol, estreptomicina, sulfonamidas,

tetraciclina y quinolonas.

Determinar la presencia de integron clase 1 en cepas de Salmonella obtenidas en el

Estado de México.
Objetivos especificos.

Determinar el patron de resistencia antimicrobiana en cepas de Salmonella del Estado

de México.

Detectar la presencia del integron clase 1 en las cepas de Salmonella del Estado de

México.

Determinar y secuenciar la presencia de genes casete localizados en la region variable

del integron clase 1, en cepas de Salmonella del Estado de México.
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VI. MATERIAL Y METODO

a. Aislamientos

Se estudiaron 77 aislamientos de Salmonella aislados de canales de bovinos (12), aves
(7) y cerdos (58) en el Estado de México. Contando con los serovares que se describen

en el Cuadro 2.

Cuadro 2.- Serovares del género Salmonella que se emplearan en el presente estudio.

Serovares de Salmonella NUumero de aislamientos

H

S. Typhimurium ATCC 14028
S. Typhimurium

w
w

S. B Monoféasica
S. Typhi

S Agona

S. Anatum

S. Brendeney

. Enteritidis

. Tenness

A P P OO0 B B~DN

. Senftenberg

=
w

. London

. Infantis

nw u n u n m

. Reeding

S. C Monofésica

)

No tipificables

Estos aislamientos fueron aislados de rastros del centro norte del Estado de México y
conservados en el cerapio del Centro de investigacion y estudios avanzados en salud
animal (CIESA-FMVZ-UAEMEX), se descongelaron y se cultivaron en caldo infusion

cerebro corazén (BHI) y se incubaron a 37°C durante 24 hrs.
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b. Resistencia microbiana

La evaluacion de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos se realizé mediante el
método Kirby-Bauer, segun lo establece en la normativa del Clinical Laboratory
Standars Institute (CLSI). Los patrones de resistencia de las cepas seran determinadas
para 7 antibioticos, clasificAndose en susceptibles, intermedias y resistentes, segun lo
establecido por CLSI los antibidticos que se evaluaron: Ampicilina (10 mcg),
Estreptomicina (10 mcg), Gentamicina (10 mcg), Tetraciclina (30 mcg) y Trimetropim
(5mcg), sulfametoxazol (25 mcg), cloranfenicol (30mcg) (BIO-RAD). De las cepas
cultivadas en caldo BHI se inocularon 10ul en caldo Mueller Hilton y se incubaron por
24 £ 2 h a 37° C, posteriormente se realizé una dilucién de este inoculo hasta llegar a la
escala de Macfarlan de 0.5 y se sembré en Agar Mueller Hilton con un hisopo estéril y
sobre el inoculo se colocaron los sensidiscos del laboratorio BIO-RAD. Se incubaron
por 24 £ 2 h a 37° C. La lectura de esta técnica se realiz6 mediante la medicién de los
halos de inhibicibn en mm. Se compararon con las tablas de interpretacion de acuerdo
al National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2009).

c. Extraccion de ADN

Se tomo del caldo BHI con el crecimiento bacteriano y se sembré en agar base sangre
y se incub6 a 37°C durante 24hrs, posteriormente se tomaron de 2 a 3 colonias y se
disolvieron en 50ul de kit de extraccion (InstaGene™Matrix) y se colocéd en bafio maria
a 56°C durante 30min, posteriormente se puso a 100°C durante 8 min, después se

centrifugd a 12000 rpm durante 5 min. El ADN se colocé a -20°C hasta su utilizacion.

d. Amplificacién de los genes del integron clase 1

Para determinar la presencia de los genes del integron clase 1 se utilizaron los

siguientes oligonucleotidos:

Para el gen de la integrasa clase 1: 5CGA TGC GTG GAG ACC GAA ACC TT3" Y
5GTAACG CGC TTG CTG CTT GGA TGC 3 el cual produce un amplicon de 286pb.
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La prueba de PCR se realizdé utilizando PCR-Mix, Invitrogen (0.05 U/uL de Taq ADN
polimerasa, 0.4 mM de cada dNTP y 4mM de MgCl;), 1mM de cada oligonucleétido y
100 ng de ADN genomico en un volumen final de 25uL. La amplificacion se realizo en
un termociclador utilizando los siguientes programas: desnaturalizacion del ADN a 94°C
por 5 min. 30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1min, alineamiento a 59°C por 1min,

extensidon 72°C por 1min y una extension final a 72°C por 10 min.

La reaccion de PCR se visualizé en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio analizado en un digitalizador de imagenes (UVP-II, USA) (Krauland et al., 2009 y
Mazel et al, 2000).

e. Amplificacién de la regién variable del integron clase 1

Para determinar la presencia de los genes en la regién variable del integron clase 1 se

utilizaron los siguientes oligonucleotidos:

Regidn variable integron clase 1: 5GGC ATC CAA GCA GCA AGC 3" Y 5’AAG CAG
ACT TGA CCT GAT 3" (Antunes et al., 2006; Levesque et al., 1995 y Krauland et al.,
2009) el cual produce amplicones de 1000, 2000 y 3000pb estos amplicones se

secuenciaron para determinar, C]Ué genes casete se encuentra presente.

La prueba de PCR se realiz6 utilizando PCR-Mix, Invitrogen (0.05 U/uL de Taq ADN
polimerasa, 0.4 mM de cada dNTP y 4mM de MgCl,), 1ImM de cada oligonucleétido y
100 ng de ADN gendmico en un volumen final de 25uL La amplificacidon se realizé en un
termociclador utilizando el siguiente programa: desnaturalizacién del ADN a 94°C por 5
min. 35 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1 min., alineamiento a 58°C por 1min.,

extensidon 72°C por 5min. y una extension final a 72°C por 7 min.

La reaccién de PCR se visualiz6 en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio, analizado en un digitalizador de imagenes (UVP-Il, USA) (Kraulan et al, 2001 y
White et al., 2000).

f. Amplificacion de la regién 3"del integron calse 1.
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Para determinar la region 3'CS del integron clase 1 (presencia del gen gacEA1 de
resistencia a compuestos amino cuaternarios, y el gen Sull resistencia a sulfonamidas)
se utilizaron los siguientes oligonucleotido: gacEAF 5’ TAA GCC CTA CAC AAATTG
GGA GAT AT 3’, gacEA1 5GCC TCC GCA GCG ACT TCC ACG 3" y sulR 5-GGG
TGC GGA CGTAGT CAG C-3" estos oligonucleétidos mostraron productos de 363 y
1,12pb (Chuanchuen et al., 2007), la reaccion de PCR se realizé utilizando una mezcla
comercial (PCR-Mix, Invitrogen), ). La prueba de PCR se realizd6 utilizando PCR-Mix,
Invitrogen (0.05 U/uL de Taq ADN polimerasa, 0.4 mM de cada dNTP y 4mM de MgCl,),
1mM de cada oligonucleétido y 100 ng de ADN gendmico en un volumen final de 25uL
La amplificaciébn se realiz6 en un termociclador utilizando el siguiente programa:
desnaturalizacion del ADN a 95°C por 5 min. 30 ciclos de desnaturalizacién 95°C por 45
seg., alineamiento a 67°C por 45 seg., extension 72°C por 45 seg. y una extension final
a 72°C por 10 min.

Para determinar la presencia de los genes qacH y sul3 se utilizaron los
oligonucledtidos: gacHF 5 CTCGCACTCAAGTCCATCC 3, gacHR
5" CTAACGATAAGTCCCATGCC 3" y sul3R 5"CCGATGGAGGACTTTATTTA 3" estos
oligonucledtidos amplifican productos de 1000 y 2000 pb respectivamente. La prueba
de PCR se realizé utilizando la misma mezcla de las reacciones anteriores. La
amplificacion se realizdé con una desnaturalizacion inicial del ADN a 94°C por 5 min. 30
ciclos con una desnaturalizacion 94°C por 45 seg., alineacion a 61°C por 3 min.,
extension 72°C por 5min. y una extension final a 72°C por 10 min. Las reacciones de
PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio analizado

en un digitalizador de imagenes (UVP-II, USA).

La reaccion de PCR se visualiz6 en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio, analizado en un digitalizador de imagenes (UVP-Il, USA) (Mazel et al., 2000 y
Chuachuen et al., 2008).

g. Purificacién de ADN

Se realizo la purificacion del ADN a partir de los geles de agarosa y se empled un kit

comercial (Wizard SV. Promega) para este proceso. En donde se corto la banda del gel
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de agarosa y se depositd en un vial, en donde se agregaron tres volimenes de
Membrane Binding Solution y se incub6 a 55°C hasta fundir el gel, posteriormente se
transfirio a la membrana y se centrifugd a 16000g por 1min. Posteriormente se agrego
700uL de Membrane Wash Solution y se centrifugd nuevamente a 16000g por 1 min.,
posteriormente se agregdé 500uL de Membrane Wash Solution y se centrifugé a 16000g
por 5min., se coloc6 la membrana en un vial nuevo y se agregaron 50uL de agua libre
de nucleasas y se centrifugd a 16000g por 1min. Y se congelaran a -20°C para enviar a

secuenciar.

h. Secuenciacion.

Para realizar la secuenciacion de los productos de PCR se envid el ADN purificado a
partir del gel de agarosa con una cantidad de 25u teniendo como minimo de ADN de
50ng/ul. A la empresa Macrogen (Seul, Corea) para su secuenciacion. Las secuencias
fueron analizadas con el programa Mega Version 5.2 y comparadas con el programa
BLAST con la base de datos del Genbank (Chuanchuen et al., 2007).
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Abstract Sa/monella is a public and animal health problem
due to the generation of strains multiresistant to antimicrobial
products. The objective of this study was to determine preva-
lence and antimicrobial phenotypic and genotypic resistance of
Salmonella spp. isolated from beef cattle carcasses killed in
slaughterhouses of the north central zone of the State of
Mexico. Sampling was carried out according to the European
Directive 2001/471/EC; isolation and identification of the
. strain was carried out according to the Mexican Official
Standard NOM-114-SSA1-1994; resistance was established
by CMI according to the National Committees for Clinical
Laboratory Standards (NCLS) and maltiplex PCR according
to Ahmed et al. (Jounal of Applied Microbiology 106:402—
409, 2009) with PSE-I, tetG, qnrS, FloR, STR, and sull
oligonucleotides. Twenty-seven strains of Salmonella spp.
were obtained from 327 samples (prevalence of 0.083); 19
strains (70 %) were resistant to 10 pg/ml of ampicillin, 15 of
these (79 %) had the PSE-! gene; 22 strains (84 %) were
resistant to 30 pg/mi streptomycin, 14 of these (63.6 %) had
the STR gene. Genes PSE-/ and STR were factors in the
presence of resistance, the rest of the genes (tetG, gnrS, FloR,
and sull) were not factors of resistance in the studied strains.
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Introduction

In Mexico, you can find different cattle production systems
to supply such as: intensive, semi-intensive, and extensive,
depending on the weather and region of the country. In a
temperate climate that prevails in the State of Mexico,
intensive production system is employed, and the age at
which animals reach the slaughter line is in aduithood as
fattening periods are prolonged by the lack of quality forage
(SAGARPA-SENASICA 2009).

Meat is susceptible of contamination and frequently it is
implicated in food-borne transmissible diseases (Gill 2007).
One of the agents related with meat and animal-origin food
contamination is Salmonella spp., considered to be one of
the most virulent pathogens for humans and animals and,
therefore, one of the greatest problems in public health (Park
et al. 2009; Bugarel et al. 2011).

A significant aspect of this pathogen for public health is its
resistance to diverse antimicrobial products; mainly due to the
indiscriminate use of these substances in humans and animals.
In the breeding of cattle for slaughter, no control is imple-
mented over the drugs and hormones that can be harmful to
the consumer, causing the discovery of multiresistant strains
for the use of drugs (SAGARPA-SENASICA 2009}

The most frequently found resistances are to ampicillin,
streptomycin, chloramphenicol, tetracycline, fluoroquino-
lones, and suifonamides (Talavera et al. 2007; Walsh et al.
2008; Ahmed et al. 2009). The genes related to antibiotic
resistance mentioned above are: Pse that confers resistance
to ampicillin; FloR that is related to florfenicol resistance; STR
that is related to streptomycin resistance; Swl/ that is related to
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resistance to sulfonamides; TerG that is related to tetracycline
resistance; and gnrS7 that gives resistance to flueroquinolones
(Hopkins et al. 2007; Henriques et al. 2008; Park et al. 2009;
Ahmed et al. 2009; Kozak et al. 2009).

This paper aims to identify the phenotypic and genotypic
resistance to antibiotics mentioned above in strains of
Salmonella spp. isolated from beef cattle in north-central
state of Mexico to establish the prevalence of such resis-
tance in the beef cattle mentioned.

Materials and methods

This study was carried out in three municipal slaughterhouses
in the north-central zone of the State of Mexico, the average
kil! volume of beef cattle in the three slaughterhouses is 575
heads per week in adult age, the sample size was 109, which
was weighted in the three slaughterhouses proportionally to
the killed animals® number (Reyes 2007), slaughterhouse 1,
23 of 120 killed animals (20.87 %); slaughterhouse 2, 15/80
(13.91 %); and slaughterhouse 3, 71/375 (65.2 %). Three
repetitions were carried out in each slaughterhouse during
the period of winter 2010. Animals that were sampled were
identified at the time of entering the slaughter line, and pre-
cautionary measures were observed during the process.

Samples, each 100 cm? in size, were taken from four
zones of the carcass (hip: semimembranosus muscle, flank:
rectus abdominis muscle, chest: pectoral muscles, and neck:
cervical portion of the trapezius muscie). Each zone was
rubbed vigorously ten times in a vertical manner and ten
horizentally using sterile gauze previously imbibed with
peptone water (Bravo 2006). The gauze was deposited in a
previously marked 25-mL tube with peptone water
(Hemandez et al, 2007), Mesenteric lymph nodes and gall
bladder were deposited in sterile bags (Talavera et al. 2007);
all samples were transported at refrigeration temperature for
bacteriological isolation and identification.

Samples were pre-incubated 24+2 h at 37 °C. In order to
identify Salmonella spp. Xylose lysine deoxycholate agar
and brilliant green agar were seeded and incubated 2442 h
at 37 °C. Suspect colonies were seeded in lysine iron agar
and triple sugar iron agar and incubated 24 h at 35 °C
(NOM-114-S8A1-1994). Suspect strains were confirmed
serologically with Sa/monella O Antiserum Poly A-I and
Vi, Factors 1-16, 19-25, 34 and Vi (NOM-114-
SSA1-1994), Afterwards, serotype varieties were identified
by using Kauffman—White scheme using antisera of group E
factor 4, factor Vi and flagellar antigens (H) and factors d, i,
g and m separately; all antisera were from the DIFCO brand
(Park et al. 2009).

The doses used for therapy against Salmonella were used
as a base for the minimum inhibitory concentration
(Rosenstein 2009).

Detection of bacterial resistance to antimicrobial agents
was carried out by the minimurm inhibiting concentration as
established by the Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) (NCLS 2009). Antibiotics that were used were:
ampicillin (10, 20, 40, 80 pg/mi), florfenicol (30, 60, 120,
240 pg/ml), streptomycin (30, 60, 120, 240 pg/ml), tetracy-
cline (30, 60, 120, 240 ug/ml), sulfamethoxazole (25, 50,
100, 200, 1,200 pug/ml), and nalidixic acid (30, 60, 120, 240,
480 pg/ml). Selmonella isolates were seeded in Mueller
Hilton broth with the antimicrobial concentrations men-
tioned above and then incubated for 242 h at 37 °C; after
this, reading was carried out using a spectrophotometer at a
525-nm wavelength NCLS (2009).

DNA extraction was carried out according to the meth-
odology proposed by Ahmed et al. (2009). For the polymer-
ase chain reaction (PCR), six oligonucleotides were used;
base pair sequences and expected size of amplification are
shown in Table 1 (Chiu et al. 2006; Robicsek et al. 2006).
Multiplex PCR consisted of 5 pl 10x PCR buffer, 5 pl of
25 mM MgCl,, 5 ul of 200 mM DNTPs, 1 ul of each primer
(Pse, FloR, STR, Sull, TetG, gnrSI), 0.5 i (1 unit/pl) of

Table I Oligonucleotide

sequences used in the PCR Gene Primer Oligonucieotide Sequences (5'-3") Fragment GenBank accession
technique size (bp) number
pse Pse-1 GGCAATCACACTCGATGATGCGT 156 AY339085 1
GGCTCAATACGGTCTAGACGAGT
FloR JloR CTTIGGCTATACTGGCGATG 266 AY339985.1
GATCATTACAAGCGCGACAG
STR Str AGACGCTCCGCGCTATAGAAGT 203 AY339985.1
CGGACCTACCAAGGCAACGCT
Suil Sull CGGATCAGACGTCGTGGATGT 351 AY339985.1
TCGAAGAACCGCACAATCTCGT
TetG tetG AGCAGCCTCAACCATTGCCGAT 391 AY339985.1
GGTGTTCCACTGAAAACGGTCCT
Qnis qnrS ACGACATTCGTCAACTGCAA 417’ -
TAAATTGGCACCCTGTAGGC
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Taq DNA polymerase (Invitrogen/USA), 5 pl of bacterial
DNA, and 17.5 pl of injectable water (Chiu et al. 2006).
Thirty-five cycles were used with a denaturing at 95 °C for
45 s, primer alignment at 56 °C for 45 s and extension at
72 °C for 1 min. At the end of the reaction cycles, they were
incubated for 5 min at 72 °C and then temperature was
lowered to 4 °C to preserve the sample (Chiu et al. 2006);
reaction products were subjected to 2 % agarose gel elec-
trophoresis for 45 min at 100 V with 1.5 pl of load buffer
(1* TAE). PCR products were visualized with ethidium
bromide and examined with an UV transilluminator
(Ahmed et al. 2009).

The relationship between phenotypic and genotypic re-
sistance to the studied antibiotics, was established by
Fisher’s exact test with a p<0.05 significance, the relation
between contaminated carcasses and carrier animals was
analyzed by epidemiological association estimating odds
ratio (OR) using the Epi Info version 3.6 program (Talavera
etal 2011).

Results

Of the 327 samples obtained in the three studied municipal
slaughterhouses, 27 isolations of Salmonella spp. were
obtained (8.3 %). The relationship between the carrier ani-
mals and the contaminated carcasses was as follows: from
19 carrier animals, 4 (21 %) were positive to isolation from
the carcass and from 308 non-carrier animals, 9 (10 %) were
positive to isolation from the carcass; demonstrating an
OR=9 with a p<0.05 significance (Table 2). Serovars that
were found were Salmonella Typhimurium 13/27 (48 %),
Salmonella Typhi 11/27 (41 %), Salmonella Enteritidis 1/27
(4 %), while 2/27 (7 %) non-serotyped.

Considering the relationship of phenotypic and genotypic
resistance we have 19 (70.37 %) isolates that were resistant
to 10 pg/ml of ampicillin, 14 (73.68 %) of these, 19 had the
presence of the Pse-I gene. Of the eight strains that
expressed sensitivity to ampicillin, one (12.5 %) had the
Pse-1 gene (p<0.05), which indicates that the presence of
the Pse-/ gene is an important factor for the presentation of
resistance to ampicillin; nevertheless, there may be other
genes that may be implicated in the presentation of resis-
tance to this antibiotic. Twenty isolates (74.1 %) showed
resistance to 30 pg/ml of streptomycin, 14 (70 %) of these
20 isolates had the STR gene (p<0.05) that gives resistance

to streptomycin, indicating that the STR gene is relevant to
the presentation of resistance to streptomycin in the isolates
that were recovered since none of the sensitive isolates had
the STR gene. Three strains (11.11 %) showed resistance to
30 pg/ml of florfenicol, albeit none expressed the FloR
gene; nevertheless, of 24 isolates (88.88 %) sensitive to
florfenicol, 2 (8.33 %) expressed the diagnostic band of
the FloR gene (p>0.05), which indicates that in the studied
isolates, the FloR gene was not an important factor for the
presentation of resistance to florfenicol. Nine isolates
(33.33 %) showed resistance to 30 pg/ml of tetracycline,
three of these nine (33.33 %) showed the retG gene (p>
0.05); of 18 isolates (66.66 %) sensitive to tetracycline,
8 (44.44 %) had the tefG gene which indicates that this gene
is not an important factor for the presentation of resistance
to tetracycline. From 12 isolates (44.44 %) resistant to
nalidixic acid, 1 (8.3 %) had the gnrS gene that confers
resistance to fluoroquinolones, which indicates that the gnrS
gene is not an important factor for the presentation of
resistance to nalidixic acid (p>0.05). Of 27 isolates that
showed resistance to sulfamethoxazole, none expressed the
Sull gene that confers resistance to sulfonamides (p>0.05)
therefore phenotypic resistance expressed by those isolates
is not related to the presence of that gene (Fig. 1, Table 3).

Discussion

Prevalence found in this study was 0.083, which is lower
than the one obtained in a slaughterhouse in the State of
Hidalgo, Mexico, where the prevalence of Salmonella was
found to be 0.11 (Hemandez et al. 2007); nevertheless, it
was higher than the value which was obtained in the slaugh-
terhouses of the State of Yucatan, Mexico, where the prev-
alence of Salmonella reached 0.068 (Zaid et al. 2006). These
results may vary due to several factors such as the sampling
techniques, or the season of the year when it was carried out.
Also, the NOM-194-SSA1-2004 that regulates, among other
things, the sanitary specifications of establishments that
slaughter and renders animals for market establishes the
absence of Salmonella in refrigerated products and beef
cattle slaughtered. The presence of Salmonella supposes a
public health risk for consumers

In the case of antibiotic resistance, it was found that for
ampicillin, 14 strains (73.68 %) had the Pse-I gene. This
gene provides phenotypic resistance to B-lactamic drugs

Table 2 Odds ratio between

carrier animals and contaminat- Carcasses positive to Carcasses negative to Total
ed carcasses Salmonelia spp. isolation  Salmonella spp. isolati
Animals carriers of Salmonella spp. 4 15 19
OR=9 Animals Non- carriers of Salmonella spp. 9 299 308
IC=25<0R<32.2
@ Springer
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fioR (266pb)
STR (203pb)

Fig. 1 Diagnostic band of genes tetG, FlorR, STR and Pse-1 in 2 %
agarose gel. / molecular weight marker 100-1,000 pb (CLP), 2 S.
Typhimurium, 3 S. Typhi 4 §. Typhimurium, § 5. Typhi, 6 5.

P
Typhimuri

such as ampicillin (Chiu et al. 2006; Palmgren et al. 2006).
The presence of the Pse-1 gene is similar to studies carried
out in the Czech Republic (Palmgren et al. 2006), although
both results were higher than those found in studies carried
out in France and the United Kingdom, where 51 and 25 %
were found, respectively (Chiu et al. 2006; Randall et al.
2006) although these values were lower than what the other
studies reported (Weill et al. 2006; Herrero et al. 2006;
Beutlich et al. 2010) in France, Germany, and Spain where
the percentages found were 94, 82, and 91 %, respectively.
Considering the strain that had the Pse-! gene but that
showed phenotypic sensitivity to ampicillin, it can be men-
tioned that possibly this microorganism had not been ex-
posed to selective pressure where the expression of the gene
would have been obligated. In relation to the five strains that

did not have the Pse-I gene, but did show phenotypic
resistance, it is possible that resistance may be related to
other genes such as TEM and OXA-30 that also confer
resistance to f3-lactamic drugs (Weill et al. 2006; Herrero
et al. 2006; Beutlich et al. 2010).

Fourteen strains (51.85 %) were found that had the STR
gene that provides resistance to streptomycin (Chiu et al.
2006; Palmgren et al. 2006; Beutlich et al. 2011). These
results are higher than those found in studies carried out in
the Czech Republic, France, and the UK with 17, 50, and
51 %, respectively (Chiu et al. 2006; Palmgren et al. 2006;
Beutlich et al. 2011). Of the six strains that had resistance,
but not the STR gene, it can be said that resistance might be
linked to a modification of ribosomal proteins that inactivate
streptomycin (Mandomando et al. 2009),

Regarding florfenicol resistance, two strains (7.4 %) were
identified that had the FloR gene; although these two strains
were sensitive to the antimicrobial product. The result that was
obtained was lower than what has been reported for
Salmonella strains isolated in European countries where the
average percentage was 79 % (Chiu et al. 2006; Palmgren et
al. 2006; Beutlich et al. 2010; Beutlich et al. 2011). In the case
of the three strains that showed resistance, but not the FloR
gene, resistance could be linked to other genes such as catdl
and cml41(Beutlich et al. 2010), or to genes such as Ffe, pp-
Ao, cfr, and fexd (Targant et al. 2010; Lang etal. 2010), or also
to the resistance plasmid R55 (Lang et al. 2010),

Eleven strains resistance to tetracycline (41 %) had the
tetG gene. This result is higher than the one found in strains
of Salmonella isolated in Germany where this gene was not
present; nevertheless, these values are lower than what has
been reported in other European countries, 51 to 79 % (Chiu
et al. 2006; Palmgren et al. 2006; Beutlich et al. 2011). In
the case of the six strains that did not have the retG gene but
did have resistance to tetracycline, it could be mentioned
that resistance could be related to other genes such as fetA,

Table 3 Relationship of phenotypic and genotypic resistance in Salmoneila spp. strains

Resistance gene Present/absent Resistant to No. resistant (%) No. susceptible (%) Total (%}
Pse-1 Present Ampicillin 14(51.78 %) 1(3.7 %) 15(55.56 %)
Absent Ampicillin 5(18.51 %) (26 %) 12(44.44 %)
str Present Streptomycin 14(51.78 %) 00 %) 14(51.78 %)
Absent Streptomycin 6(22.22 %) (26 %) 13(48.22 %)
FloR Present Florfenicol 0(0 %) 2(74 %) 2(7.4 %)
Absent Florfenicol 3(11.11 %) 22(81.48 %) 25(92.59 %)
tetG Present Tetracycline 3(11.11 %) 8(29.63 %) 11(40.74 %)
Absent Tetracycline 6(22.22 %) 10037 %) 16(59.22 %)
gnrS Present Nalidixic acid 1(3.7 %) 00 %) 1(3.7 %)
Absent Nalidixic acid 11(40.74 %) 15(55.55 %) 26 (96.3 %)
Sull Present Sulfamethoxazole M0 %) 0(0 %) 0(0 %)
Absent Sulfamethoxazole 27(100 %) 0(0 %) ! 27(100 %)

4 springer
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tetB, tetC, tetD, and tetE (Ma et al. 2007; Henriques et al.
2008; Beutlich et al. 2010; 2011; Hyung et al. 2010).

One strain resistant to nalidixic acid (3.7 %) had the gnrS
gene that provides Enterobacteriaceae with resistance to
quinolones or fluoroquinolones (Robicsek et al. 2006;
Hopkins et al. 2007) nevertheless, this gene that is located
in plasmid DNA had low presence in the studied strains; this
result is similar to what has been reported in European
countries (Robicsek et al. 2006; Hopkins et al. 2007;
Beutlich et al. 2010). Of the 11 strains that had resistance,
but did not have the gnr§ gene, it is possible that resistance
may be due to other genes such as gnrd, gnrB, gnrC, and
gnrD (Robicsek et al. 2006; Hopkins et al. 2007; Beutlich et
al. 2010) and may be related to a mutation of the Gyr4 gene
(Talavera et al. 2007; Yang et al. 2008).

In relation to the Sul/l gene that confers resistance to
sulfonamides, it was not found in the analyzed Salmonella
spp. strains; but in studies carried out in European countries,
it was found on average in 80 % of strains (Chiu et al. 2006;
Palmgren et al, 2006; Beutlich et al. 2010; Beutlich et al.
2011). The 27 isolated strains (100 %) had phenotypic
resistance to sulfamethoxazole, but did not have the Sul/
gene; therefore, resistance could be related to other genes
such as the Su/2, Sul3, and SipB/C genes (Palmgren et al.
2006; Beutlich et al. 2010; 2011).

What has been mentioned above is a preoccupation for
public health, even more so because the studied strains had
multiple resistances to ampicillin, florfenicol, streptomycin,
tetracycline, sulfonamides, and nalidixic acid. Likewise, two
of the studied genes, Pse-/ and STR provide phenotypical
resistance to the antibiotics described above and the rest of
the genes are not an important factor for resistance, even
though there are other genes that could be linked to the
resistance shown by the studied strains. Currently, the pres-
ence of multiple resistance in strains found worldwide have
caused great problems in the therapy of this disease, since
the antibiotics used today no longer work, or do not have the
expected results.

Since gastroenteritis caused by Salmonella are every day
more frequent and animals are reservoirs of the agent, we
are obligated to develop epidemiological surveillance pro-
grams that insure the proper use of antimicrobial agents, as
well as regulate good practices in the kill process in slaugh-
ter establishments that are dedicated to the production of
animal-origin foods.
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Resumen.

El integron clase 1 responsable de la resistencia antimicrobiana usualmente tiene una
regiéon 3°CS conservada, integrada por los genes qacEA1 y sull, estos genes confieren
resistencia a compuestos amino cuaternario y sulfonamidas respectivamente; sin
embargo, se han identificado variantes en esta regién que son importantes desde una
perspectiva de resistencia antimicrobiana y epidemiolégica. Se analizaron 77
aislamientos de Salmonella spp. obtenidos de cerdos, aves y bovinos en rastros del
Estado de México, México. En el 40% de los aislamientos se presento el integron 1, los
cuales muestran una diversidad considerable en su porcion distal. Se detecto la porcién
3’CS conservada con los genes clasicos; sin embargo, las deleciones de ambos
componentes (qacEA1 y sul 1) fueron frecuentes. Una region distal inusual compuesta
por los genes qgacH y sul3 fue de interés, éstos genes confieren la misma resistencia
gue la region 3°CS original; sin embargo, tienen diferente origen que aun no se ha
explicado. Esta diversidad en la porcion distal del integron clase 1 puede provocar
problemas graves en la poblacibn humana y dificultar la prevencion, control y
tratamiento de los patdogenos que estén relacionados con estas piezas genéticas como

Salmonella.

Palabras Clave: Resistencia antimicrobiana, Integrones, Caracterizacion molecular.
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Identification of the qacEA1, qacH, sul1 and sul3 genes within the 3"CS region of the

Class 1 Integron in Salmonella spp. isolates
Abstract,

Class 1 integron responsible for antimicrobial resistance has 3'CS conserved region
composed of qacEA1 and sull genes, those genes confer resistance to quaternary
amines and sulfonamides respectively. However from an epidemiological and
antimicrobial resistance view exist variance in this 3'CS region genes which were
identified of a great importance in these aspects, additionally gacEA1 and sull genes
are found in Salmonella and among other microorganisms with the same antimicrobial
resistance. We focused in our study to identify the class 1 integron and specifically the
identification of distal region of class 1 integron from 77 Salmonella isolates obtained
from swine, poultry and cattle. Forty percent of isolates shown class 1 integron, however
these exhibited considerable diversity in their distal region, While the classical 3'CS was
detected, deletions of this region were more common, either deleting the sull gene, or
both the qacEA71 and sull components, Of interest was an unusual distal region
comprised of gacH and sul3. This region confers the same phenotypes as the originally
described 3’'CS, but with a different origin, which is yet to be explained. The variance in
distal class 1 integron region was confirmed in our analysis that is responsible for the
antimicrobial resistance and that is considered as a serious problem in human

population health and limit the prevention, control and treatment of Salmonella.

Keywords: Microbial Drug Resistance, Integrons, Molecular characterization.
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Introduccion.

Salmonella es uno de los principales patdégenos asociado con enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs) sobre todo de origen animal. En todo el mundo, la
aparicion de cepas de Salmonella resistente a antibidticos y desinfectantes, se ha
convertido en una preocupacién para la salud publica'*. La multirresistencia se ha
asociado con estructuras genéticas denominadas integrones. El integron clase 1 juega
un papel muy importante en la diseminacién de la resistencia a los antimicrobianos®. La
estructura tipica de este integron consta de dos regiones conservadas y una regiéon
variable en donde son integrados diferentes genes de resistencia denominados genes
casete’. La regién 3'CS contiene los genes gacEA71 y sull que dan resistencia a
compuestos amino-cuaternarios y a sulfonamidas respectivamente?>%2. Sin embargo,
en afios recientes se ha reportado la presencia de los genes gacH y sul3 en dicha
regién en Salmonella, E. coli y Pseudomonas®®. Estos genes confieren la misma

resistencia que los genes gacEA71 y sullt*®

, aunque con una mayor capacidad de
expresion. La resistencia a compuestos amino cuaternarios y a sulfonamidas es un
problema en la salud publica debido a la dificultad en la prevencion y tratamiento de
este agente patégeno en animales y humanos®. Dado que los genes que se
encuentran en los integrones son diseminados facilmente por transferencia horizontal e
incluso entre diferentes géneros bacterianos, es importante reconocer la presencia y

distribucion de estos para analizar la situacion epidemiol6gica mundial de la resistencia

a los antimicrobianos.
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Material y Método.
Cepas bacterianas.

Se analizaron 77 aislamientos de Salmonella (Typhimurium (31), London (13),
Bredeney (5), Typhi (4), Agona (4), Anatum (4), Senftenberg (4), Infantis (3), Enteritidis
(1), Tennesse (1), Reading (1), B Monofasica (3), C1 Monofasica (1) y no tipificables
(3)) obtenidos de canales de porcinos (58), aves (7) y bovinos (12) de rastros del centro
norte del Estado de México, México. Las cepas fueron conservadas en el Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma del Estado de México hasta su

estudio.
Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realizé a partir de dos a tres colonias bacterianas cultivadas
en agar base sangre las cuales se diluyeron en 100 pl de un kit comercial de extraccion
de ADN Total (InstaGene ™Matrix, California, USA) las muestras se colocaron en bafio
maria a 56°C durante 30min, posteriormente se colocaron a 100°C durante 8 min, y
finalmente se centrifugaron a 7000g durante 5 min. El ADN obtenido se conservo a -

20°C hasta su utilizacion.

Deteccion de integron clase 1.
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Los iniciadores del gen de la integrasa clase 1 fueron: intllF 5’CGA TGC GTG GAG
ACC GAAACCTT3 e intllR 5GTA ACG CGC TTG CTG CTT GGA TGC 3 los cuales

amplifican un fragmento de 286 pb *2.

La prueba de PCR se realiz6 utilizando PCR-Mix, Invitrogen (0.05 U/uL de Taq ADN
polimerasa, 0.4 mM de cada dNTP y 4Mm de MgCl,;), 1mM de cada oligonucleétido y
100 ng de ADN gendmico en un volumen final de 25uL. La amplificacion se realizé con
una desnaturalizacion a 94°C por 5 min. 30 ciclos con una desnaturalizacion 94°C por
1min, alineacién a 59°C por 1min, extension 72°C por 1min y una extension final a 72°C
por 10 min*%. Los productos de PCR fueron visualizados usando geles de agarosa al

2% con bromuro de etidio en un transiluminados de UV (UVP-1I, USA).
Deteccion de los genes qacEA1y sull.

Para determinar la presencia de los genes qacEA1 y sull se utilizaron los
oligonucledtidos: gacEAF 5" TAA GCC CTA CAC AAA TTG GGA GAT AT 3°, qacEA1TR
5 GCC TCC GCA GCG ACT TCC ACG 3 y sulR 5-GGG TGC GGA CGT AGT CAG C-
3" estos oligonucledtidos amplifican productos de 363 y 1,120 pb* respectivamente. La
prueba de PCR se realizé utiizando PCR-Mix, Invitrogen (0.05 U de Taq ADN
polimerasa, 0.4 mM de cada dNTP y 4Mm of MgCl,), 1mM de cada oligonucledtido y
100 ng de ADN gendémico en un volumen final de 25uL. La amplificacion se realizé con
una desnaturalizacion inicial del ADN a 95°C por 5 min. 30 ciclos con una
desnaturalizacion 95°C por 45 seg., alineacion a 67°C por 45 seg., extension a 72°C por
45 seg. y una extension final a 72°C por 10 min. Las reacciones de PCR se visualizaron
en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio analizado en un digitalizador de

imagenes (UVP-II, USA)*>*°.
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Deteccion de los genes qacH y sul3.

Para determinar la presencia de los genes qacH y sul3 se utilizaron los
oligonucledtidos: gacHF 5 CTCGCACTCAAGTCCATCC 3, gacHR
5 CTAACGATAAGTCCCATGCC 3" y sul3R 5"CCGATGGAGGACTTTATTTA 3’ estos
oligonucleétidos amplifican productos de 1000 y 2000 pb® respectivamente. La prueba
de PCR se realizé utilizando la misma mezcla de las reacciones anteriores. La
amplificacion se realiz6 con una desnaturalizacion inicial del ADN a 94°C por 5 min. 30
ciclos con una desnaturalizacion 94°C por 45 seg., alineacion a 61°C por 3 min.,
extension 72°C por 5min. y una extension final a 72°C por 10 min. Las reacciones de
PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio analizado

en un digitalizador de iméagenes (UVP-II, USA)*>*°

Secuenciacion.

Los productos de PCR se purificaron empleando un kit comercial (Wizard Promega),
obteniendo un volumen final de 35 yl de agua libre de nucleasas y 40 ng/ul de ADN
como minimo. Se realiz0 la secuenciacion en Macrogen (Seoul, Corea del Sur). Las
secuencias fueron alineadas y analizadas con el programa Mega5 y comparadas en la
base de datos GenBank empleando el programa BLAST. Posteriormente las

secuencias obtenidas fueron subidas a la base de datos del GenBank.
Resultados.

El integron clase 1 (Figura 1) se identifico en 40% (31/77) de los aislamientos de
Salmonella, 17 (54.8%) cepas fueron serovar Typhimurium, 4 (12.9%) S. Senftenberg, 3

(9.6%) S. Agona, 2(6.5%) S.London y 3 (9.6%) S. Infantis, 1 (3.2%) S. Anatum y 1
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(3.2%) S. Bredeney (Tabla 1). La secuencia de los productos generados por PCR del
gen de la integrasa clase 1 se pueden encontrar bajo los niumeros de acceso de
GenBank KR677168 y KR677159. Para el caso de los genes qacEA1/sul1 de la region
distal del integron 1, 6(19.4%) cepas de Salmonella (Figura 1) presentaron ambos
genes, de los cuales 3 fueron S. Infantis, 2 S. Agona, y 1 S. Senftenberg (Tablal). Los
genes gacH/sul3 se presentaron en 7 (22.6%) (Figura 2) de las cepas analizadas, las
cuales fueron S. Typhimurium; 11 (35.1%) cepas de Salmonella presentaron solo el gen
qacEA1 (Figura 1) de las cuales, 8 (72.7%) fueron S. Typhimurium (Tablal). Por udltimo
7 (22.6%) cepas de Salmonella que presentaron el integron 1 presentaron delecion de
los genes en la region distal del Integron 1 de las cuales 2 (28.6%) fueron S.
Typhimurium, 2 (28.6) S. London, 1 (14.3%) S. Bredeney y 2 (28.6%) S. Senftenberg.
Las secuencias de los productos de PCR de los genes encontrados en la region distal
del integron clase 1 se pueden encontrar en el GenBank con los numeros de acceso

descritos en la Tabla 1.
Discusion.

El problema de multirresistencia a antimicrobianos y a desinfectantes en
enterobacterias como Salmonella se ha dado principalmente por una presion de
seleccion. En México, este proceso se puede atribuir al mal uso de los antibioticos, los
cuales son de facil acceso y sin restricciones para la venta en la medicina veterinaria®.
Desde el surgimiento de los antibacterianos, los géneros bacterianos han desarrollado
mecanismos de resistencia, los cuales se han relacionado a la creciente presencia de
genes de resistencia y estructuras que facilitan la diseminacién y expresion de estos

genes como los integrones’**. El integron clase 1 es el que se presenta con mayor
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frecuencia en los géneros bacterianos como Pseudomonas, E. coli y Salmonella, entre
otros, y es uno de los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana. En el
presente estudio se encontré una frecuencia de 40% de integron clase 1 lo cual es
similar a otros estudios como los realizados en Iran'® y paises bajos® donde la
frecuencia fue de 43%; sin embargo, en comparacién con otros paises como Japon
donde la frecuencia fue de 12.17%"'’ la frecuencia que se encontré en el presente

estudio fue mayor.

La estructura de la region 3'CS del integron clase 1 identificada en un principio esta
compuesta por los genes sull de resistencia a sulfonamidas y el gen Orf5 de lectura
abierta de funcién desconocida®®. Sin embargo, en 1993 se describi6 la insercién del
gen casete qacE en esta regiodn, al insertarse este gen, la porcion terminal fue eliminada
generandose una variante de dicho gen y que fue denominado qacEA71 que da
resistencia a compuestos amino cuaternarios mediante bombas de eflujo’. La regién
3'CS del integron 1 (gacEA1/sul1)?® tuvo una frecuencia de 19.4%, esta frecuencia es
menor a la reportada en estudios realizados en Iran en donde el 100% de las cepas de
Salmonella con presencia de integron 1 presentaron la regién 3'CS. ° Ademas, las
cepas de S. Typhimurium con presencia de integron 1 en este trabajo no presentaron
esta region 3'CS, por lo que se puede mencionar que el integron 1 que presentan las

cepas estudiadas muestran deleciones de estos genes o la presencia de otros genes.

A partir del afio 2007 se han reportado integrones clasel con una region distal
compuesta por los genes gacH/sul3>*? los cuales confieren resistencia a compuestos
amino cuaternarios y sulfonamidas. En este estudio encontramos la region distal

compuesta por los genes gacH/IS440/sul3 con una frecuencia de 22.6% en cepas con
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integron 1 de las cuales el serovar Typhimurium fue el Gnico que presentd esta region
distal. Esta frecuencia es mayor a la reportada en cepas de Salmonella estudiadas en
Espafia en donde encontraron una frecuencia de 3.8%°. Estos datos podrian indicar
gue la region distal en las cepas de Salmonella de México podria ser mas importante y
estaria indicando una posible adaptacion de estas piezas genéticas debido a que el gen

1% . En México las

gacH tiene mayor funcionalidad y eficiencia que el gen qgacEA
investigaciones de resistencia antimicrobiana se han enfocado principalmente a
patégenos causantes de gastroenteritis y se ha reportado la presencia de integrones
clase 1 en aislamientos de E. coli. Sin embargo, no hay reportes de los genes
presentes en la region distal de este integron por lo que este es el primer reporte de

esta region del integron 1 en cepas de Salmonella aisladas en México a partir de

canales de porcino, bovinos y aves.

En el presente estudio se encontrd una region distal con delecion del gen sull; es decir,
solo contiene el gen gacEALl de resistencia a compuestos amino cuaternarios. Esta
estructura se encontrd en 35.6% de las cepas estudiadas, la delecion de los genes sull
y sul3 en esta estructura es mayor a la reportada en paises bajos donde se ha
encontrado un 10% de delecién de estos genes en la regién distal del integron 1**. Sin
embargo, los genes sull y sul3 pueden encontrarse en la regién variable de este

integron y provocar la expresion de resistencia a sulfonamidas™.

Por dltimo, 19.4% de las cepas con presencia de integron 1 presentan delecion de
ambos genes en la region distal de dicho integron , lo mismo que encontré de toro

(2014) en Espaia con solo el 1.2% de dichas deleciones.

Conclusiones.
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Los cambios genéticos constantes han provocado resistencia a los antibidticos en
bacterias que causan problemas entéricos, incrementando la preocupacion en la salud
publica mundial, debido al aumento de cepas de Salmonella con presencia de integron
1, ademads, en la region distal de dicho integron se ha reportado la presencia o
deleciones de uno o de ambos genes. Esto nos indica que la evolucion de las bacterias
y su adaptacion genética y fenotipica para sobrevivir son factores que ayudan a la
aparicion de variantes en los integrones, que provocan que la terapia antimicrobiana y

la desinfeccion no tengan los resultados esperados.
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No.
Aislamiento

UAEM:MTR10

UAEM:MTR11

UAEM:MTR15

UAEM:MTR16

UAEM:MTR17

UAEM:MTR21

UAEM:MTR23

UAEM:MTR36

UAEM:MTR14

UAEM:MTR30

UAEM:MTR33

UAEM:MTR38

UAEM:MTR39

UAEM:MTR40

UAEM:MTR42

UAEM:MTR60

UAEM:MTR67

UAEM:MTR22

UAEM:MTR34

UAEM:MTR72

UAEM:MTR62

UAEM:MTRG63

Salmonella
serovar

S. Typhimurium

S. Typhimurium
S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium
S. Typhimurium

S. Agona

S. Agona

S. Agona

S. Anatum

S. Bredeney

S. Typhimurium

Origen

Bovino

Bovino
Ave

Ave
Ave

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

M en C. Jorge Antonio Varela Guerrero

Integron 1

Region 3'CS del integron clase1.

qacEA1, sul 1

qacEA1

+

gacH, sul 3

Numero
de Acceso
del
GenBank

KR677151

KR677161

KR677152

KR677153

KR677154

KR677155

KR677156

KR677157

KR677170

KR677171

KR677172

KR677173

KR677174

KR677175

KR677176

KR677159

KR677162

KR677163

KR677160

Tabla 1.- Genes qacEA1, sul 1, qacH, sul 3 presentes en la region 3'CS del integrin
clase 1 presente en los aslamientos de Salmonella estudiados.
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UAEM:MTR53 S. Senftenberg  Porcino + KR677158
UAEM:MTR35 S. Senftenberg  Porcino KR677164
UAEM:MTR54 S. Senftenberg  Porcino -
UAEM:MTR65 S. Senftenberg  Porcino -
UAEM:MTR58 S. London Porcino + ) _ _ -
UAEM:MTR61 S. London Porcino + -
UAEM:MTR43 S. Infantis Porcino + KR677165
+ - -
UAEM:MTR44  S. Infantis Porcino + KR677166
+ - -
UAEM:MTR45 S. Infantis Porcino + + i i KR677167
TOTAL
31 6(19.4%) 11(35.5%) 7(22.6%)
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Figura 1

3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp

500 bp

300 bp

100 bp

1120bp

qacEAL sul 1

263bp

qacEAI

Figura 1. Banda diagnostica de los genes
qgacEA1/sull en gel de agarosa al 1.5%: 1.
Marcador de peso Molecular (CLP) 100-
3000 bp, 2. S. Infantis 3. S. Agona, 4. S.
Agona, 5. S. B Monophasic, 6. S.
Typhimurium.

M en C. Jorge Antonio Varela Guerrero 65



“Caracterizacion de integrones y casetes de resistencia a antimicrobianos y amino cuaternario en cepas

de Salmonella aisladas en el Estado de México

Figura 2.
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1500 bp

200 bp

2000 bp

gacH/sul3

Figura 2. Bandas diagnosticas de los genes
gacH/sul3 en gel de agarosa al 1.5%. 1.
Marcador de peso molecular (CLP) 200-
10000 bp, 2. Control negativo, 3. S.
Typhimurium, 4. S. Typhimurium, 5. S.
Typhimurium.
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VIIl.  DISCUSION

La resistencia a los antimicrobianos ha tomado gran importancia en la salud, en el
presente trabajo se encontraron 14 (73.68%) cepas que presentaron el gen Pse-1, de
las cuales expresaron resistencia fenotipica, este gen se encuentra en el cromosoma
o en el plasmido bacteriano y provee de resistencia fenotipica a -lactamicos (Chiu et
al. 2006; Fladynova et al.,2003). La presencia del gen Pse-1 en el presente estudio
es similar a los mencionados por Faldynova et al., 2003 en cepas aisladas en
Republica Checa, sin embargo ambos resultados fueron mayores a los encontrados
por Chiu et al., 2006 y Randall et al., 2003 los cuales reportaron un 51% y 25%
respectivamente en cepas aisladas de Francia y Reino Unido; aunque, fueron
menores a los reportados por Welll et al., 2006, Beutlich et al., 2010 y Herrero et al.,
2006, los cuales obtuvieron 94%, 82% y 91% respectivamente en cepas de
Salmonella aisladas en Francia, Alemania y Espafia. En relacién a la cepa que
presentd el gen Pse-1, que mostré sensibilidad fenotipica a la ampicilina; podemos
mencionar que posiblemente éste microorganismo no ha sido expuesto a una presion
selectiva, donde se vea obligado a expresar el gen. Con respecto a las 5 cepas que
no presentaron el gen Pse-1, pero si mostraron resistencia fenotipica, podemos
mencionar que la resistencia puede estar relacionada con otros genes como el TEM
y OXA-30 que también confieren resistencia a 3- lactamicos (Beutlich et al., 2010;
Herrero et al., 2006; Weill et al., 2006).

Con relacién a la resistencia a estreptomicina, tenemos que 14 (51.85%) cepas
presentaron el gen STR, el cual proporciona resistencia al grupo de aminoglucosidos
(Chiu et al., 2006; Randall et al., 2004), éstos resultados son mayores a los
encontrados por Fladynova et al., 2003, Randall et al., 2004 y Chiu et al., 2006; los
cuales encontraron 17%, 50% y 51% respectivamente en cepas de Salmonella
aisladas en paises europeos. De las 6 cepas que presentaron resistencia, pero no el
gen STR, podemos decir, que la resistencia puede estar ligada a una modificacion
de las proteinas ribosomales la cual inactiva la estreptomicina (Robicsek et al.,
2006).
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Para el caso de la resistencia al florfenicol, encontramos 2 (7.4%) cepas que
presentaron el gen FloR , sin embargo, éstas 2 cepas fueron sensibles al
antimicrobiano; el resultado obtenido es menor a lo reportado por Chiu et al., 2006,
Faldynova et al., 2003, Randall et al., 2004 y Beutlich et al., 2010 en donde
encontraron 51%, 79%, 66% y 9% respectivamente en cepas de Salmonella aisladas
en paises europeos. Para el caso de las 3 cepas que presentaron resistencia, pero
no el gen FIOR, la resistencia podria estar ligada a otros genes como catAl y cmlAl
(Beutlich et al., 2010), o a los genes Ffc, pp-flo, cfr y fexA, o también, al plasmido de
resistencia R55 (Ma et al., 2007).

Respecto a la resistencia a tetraciclina 11 (41%) cepas presentaron el gen tetG; este
resultado es mayor al encontrado por Beutlich et al., 2010 el cual no encontré este
gen en las cepas estudiadas en Alemania; sin embargo, son menores a los
reportados por Chiu et al., 2006, Faldynova et al., 2003 y Randall et al., 2004, en
donde encontraron un 51%, 79% y 49% respectivamente en cepas aisladas en
paises europeos. Para el caso de las 6 cepas que no presentaron el gen tetG; pero
gue si presentaron resistencia a tetraciclina podemos decir, que se podria relacionar
con otros genes de resistencia como tetA, tetB, tetC, tetD, tete (Beutlich et al., 2010;
Frech et al., 1998; Henriquez et al., 2008; Ma et al., 2007; Randall et al., 2004).

En relacion a la resistencia al acido nalidixico 1 (3.7%) cepa presento el gen gnrS, el
cual proporciona resistencia en enterobacterias a quinolonas o fluoroquinolonas
(Hopkins et al., 2007; Robicsek et al., 2006); sin embargo, este gen que se encuentra
en el ADN plasmidico tuvo una baja presencia en las cepas estudiadas, este
resultado es similar al reportado por Bleutlich et al., 2010, Hopkins et al., 2007 y
Robicsek et al., 2006; de las 11 cepas que presentaron resistencia, pero no
presentaron el gen gnrS podemos mencionar que la resistencia puede estar dada por
otros genes de resistencia como lo es el gnrA, gnrB, gnrC, gnrD y mas que nada
puede estar relacionado con la mutacién del gen GyrA (Talavera et al., 2007; Yang et
al., 2008).
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Lo mencionado anteriormente es una preocupacion para la salud publica, mas aun,
porque las cepas estudiadas presentaron multirresistencia a ampicilina, florfenicol,
estreptomicina, tetraciclina, sulfonamidas y acido nalidixico, sin embargo dos de
estos genes estudiados Pse-1 y STR son factores importantes para la resistencia
fenotipica a los antimicrobianos anteriormente mencionados; los demas genes
estudiados no son un factor importante para la resistencia, aunque existen otros
genes que podrian estar ligados a la resistencia presentada por las cepas

estudiadas.

En el presente estudio también se encontraron cepas que presentaron genes de
resistencia, pero no resistencia fenotipica a los antimicrobianos, esto podria estar
relacionado a que algunos genes de resistencia no contienen un promotor dentro de
su region codificante; sin embargo, desde 1989 se han reportado estructuras con la
capacidad de integracion, las cuales, pueden integrar el gen de resistencia y

proveerlo de un promotor para facilitar la expresion fenotipica de dicho gen.

En México, este proceso de multirresistencia se puede atribuir al mal uso de los
antibioticos, los cuales son de facil acceso y sin restricciones para la venta en la
medicina veterinaria (Estrada et al., 2005). Desde el surgimiento de los
antibacterianos, los géneros bacterianos han desarrollado mecanismos de
resistencia, los cuales se han relacionado a la creciente presencia de genes de
resistencia y estructuras que facilitan la diseminacién y expresion de estos genes
como los integrones (Essen et al., 2007). El integron clase 1 es el que se presenta
con mayor frecuencia en los géneros bacterianos como Pseudomonas, E. coli y
Salmonella, entre otros, y es uno de los principales mecanismos de resistencia
antimicrobiana. En el presente estudio se encontr6 una frecuencia de 40% de
integron clase 1, lo cual es similar a otros estudios como los realizados en Iran
(Firoozeh et al., 2012) y paises bajos (Firoozeh et al., 2011) donde la frecuencia fue
de 43%; sin embargo, en comparacion con otros paises como Japon donde la
frecuencia fue de 12.17% (Partridge et al., 2009) la frecuencia que se encontro en el

presente estudio fue mayor.
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Para el caso de la frecuencia de resistencia fenotipica de los aislamientos de
Salmonella que fueron positivos a la integrasa clase 1, todos presentaron
multiresistencia a mas de 2 antimicrobianos como a estreptomicina, ampicilina,
tetraciclina, gentamicina, cloranfenicol, trimetoprim y sulfametoxazol. Sin embargo,
en la resistencia genotipica solo se encontraron los genes casete dfrAl7, dfrAl12
genes de resistencia a trimetoprim y los genes aaAl, aaA2 y aaA5 de resistencia a
estreptomicina. Las combinaciones que se identificaron fueron dfrA17-aaA5 y dfrA12-
aaA2, lo que demuestra que esta pieza genética puede contener mas de un gene
casete en su region variable como lo mencionan Shen et al. (2010) y Sinwat et al.
(2015) en donde reportaron combinaciones similares a las encontradas en el
presente estudio. La posicion de los genes casetes con respecto al promotor no tuvo
diferencias en la expresion de resistencia fenotipica, por lo que podemos mencionar
gue no tiene relevancia la posicién en la que se encuentren los genes casete en la
region variable. Sin embargo, se identificaron aislamientos con multiresistencia
fenotipica con integron clase 1, pero que no presentan genes casete en la region
variable que codifique para la resistencia, por lo que podemos mencionar que la
multirresistencia que presentan estos aislamientos podria estar relacionado a otros
factores genéticos como los transposones mencionados en el trabajo de Firoozeh et
al. (2011) o por genes de resistencia que no se encuentran relacionados a los

integrones.

La estructura de la regién 3’'CS del integron clase 1 identificada en un principio esta
compuesta por los genes sull de resistencia a sulfonamidas y el gen Orf5 de lectura
abierta de funcion desconocida. Sin embargo, en 1993 se describi6 la insercion del
gen casete gackE en esta region, al insertarse este gen, la porcién terminal fue
eliminada generandose una variante de dicho gen y que fue denominado gacEAT,
gque da resistencia a compuestos amino cuaternarios mediante bombas de eflujo
(Essen et al., 2007). La region 3'CS del integron 1 (qacEA1/sult) tuvo una frecuencia
de 19.4%, esta frecuencia es menor a la reportada en estudios realizados en Iran en
donde el 100% de las cepas de Salmonella con presencia de integron 1 presentaron

la region 3'CS (Firoozeh et al., 2012) Ademas, las cepas de S. Typhimurium con
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presencia de integron 1 en este trabajo no presentaron esta regién 3'CS, por lo que
se puede mencionar que el integron 1 que presentan las cepas estudiadas muestran

deleciones de estos genes o la presencia de otros genes.

A partir del afio 2007 se han reportado integrones clasel con una regién distal
compuesta por los genes gacH/sul3 (Curiano et al., 2011), los cuales confieren
resistencia a compuestos amino cuaternarios y sulfonamidas. En este estudio
encontramos la region distal compuesta por los genes gacH/IS440/sul3 con una
frecuencia de 22.6% en cepas con integron 1 de las cuales el serovar Typhimurium
fue el Unico que presentd esta regidn distal. Esta frecuencia es mayor a la reportada
en cepas de Salmonella estudiadas en Espafa en donde encontraron una frecuencia
de 3.8% (de Toro et al., 2014). Estos datos podrian indicar que la region distal en las
cepas de Salmonella en México podria ser mas importante y estaria indicando una
posible adaptacion de estas piezas genéticas, debido a que el gen gacH tiene mayor
funcionalidad y eficiencia que el gen qacEA1. En México las investigaciones de
resistencia antimicrobiana se han enfocado principalmente a patégenos causantes
de gastroenteritis y se ha reportado la presencia de integrones clase 1 en
aislamientos de E. coli (Fuentes et al., 2013). Sin embargo, no hay reportes de los
genes presentes en la region distal de este integron, por lo que este es el primer
reporte de esta region del integron 1 en cepas de Salmonella aisladas en México a

partir de canales de porcino, bovinos y aves.

En el presente estudio se encontré una region distal con delecion del gen sull; es
decir, solo contiene el gen gacEA1l de resistencia a compuestos amino-cuaternarios.
Esta estructura se encontré en 35.6% de las cepas estudiadas, la delecion de los
genes sull y sul3 en esta estructura es mayor a la reportada en paises bajos donde
se ha encontrado un 10% de delecién de estos genes en la region distal del integron
1 (Lee et al., 2011). Sin embargo, los genes sull y sul3 pueden encontrarse en la
region variable de este integron y provocar la expresion de resistencia a

sulfonamidas (Antunes et al., 2007).
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Por altimo, 19.4% de las cepas con presencia de integron 1 presentan deleciéon de
ambos genes en la regién distal de dicho integron, lo mismo que encontré de Toro et

al. (2014) en Espafia con solo el 1.2% de dichas deleciones.
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10.

11.

12.

13.

IX.  CONCLUSIONES

El gen con mayor prevalencia en las cepas de Salmonella aisladas de canales de
bovinos fue el gen pse-1.

El gen pse-1 fue expresado por 15 cepas de las cuales 14 fueron resistentes a
ampicilina.

El gen str fue expresado por 14 cepas aisladas de canales de bovino de las
cuales 14 fueron resistentes a estreptomicina.

El gen floR fue expresado por 2 cepas de las cuales 2 fueron sensibles al
florfenicol, por lo que se considera que este gen no es necesario para que las
cepas estudiadas de Salmonella expresen resistencia al florfenicol.

El gen tetG fue expresado por 9 cepas aisladas de canales de bovinos de las
cuales 3 fueron resistentes a tetraciclina y 6 fueron sensibles al antimicrobiano
mencionado debido a esto se considera que este gen no es necesario para la
presencia de resistencia a tetraciclina en las cepas estudiadas.

El gen gnrS fue expresado por 1 cepa la cual presentd resistencia al acido
nalidixico.

Debido a la baja presencia del gen gnrS se considera que este gen no es
necesario para la presencia de resistencia a fluoroquinolonas en las cepas de
Salmonella aisladas de canales de bovinos.

El integron case 1 se encontré con una frecuencia de 40%

Se encontraron los genes dfrA17 y dfrA12 de resistencia a trimetoprima 22.6 % y
16% respectivamente.

El gen aadAl de resistencia a aminoglucésidos se encontré en una frecuencia de
12.9%.

El gen aadA2 de resistencia a aminoglucésidos se encontrd en una frecuencia de
35.5%.

El gen aadA5 de resistencia a aminoglucésidos se encontrdé en una frecuencia de
16%.

Todos los aislamientos que presentaron estos genes expresaron resistencia

tanto a trimetoprim como a aminoglucésidos
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14. Enlaregion conservada 3'CS se encontraron genes diferentes a los reportados

15. Los genes qacEA1/sul1 se encontraron con una frecuencia 19.3%

16. Los genes gacH/sul3 se encontraron con una frecuencia de 22.6% de los cuales
todos fueron serovar Typhimurium-

17.  Se encontraron deleciones de uno o ambos genes clasicos (qacEA1/sul1) de la

region 3°CS del integron clase 1.
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