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RESUMEN

La resistencia a antibiéticos de las enterobacterias del género Salmonella
spp. ha ido en aumento en los ultimos afios, tanto en humanos como en
animales, dificultado asi la adecuada seleccion de los tratamientos contra
infecciones causadas por estas bacterias. En el presente estudio se determiné
la resistencia antimicrobiana fenotipica-genotipica de los genes que confieren
resistencia a los antibiéticos cloranfenicol (cmlA/tetR), ampicilina (PSE, TEM) y
sulfonamidas (SipB/C) de diferentes cepas de Salmonella spp.
correspondientes a los serotipos enteritidis y typhimurium (ENT y typh), aisladas
de caninos en Mexicali, Baja California, México. Del total de muestras
analizadas (n=30), el 60% (18/30) correspondieron al serotipo S. entérica
typhimurium, mientras que el 40% (12/30) fueron Salmonella entérica spp. En
este estudio se obtuvo una prevalencia del 2.5% por método de PCR. EI 100%
(30/30) de las muestras mostraron resistencia fenotipica a ampicilina, 16.6%
(5/30) a Cloranfenicol, 13.33% (4/30) a Trimetoprima — sulfametoxazol,
cefepimce. 100% (30/30), a Cefotaxima 17/30 (56.60%) a Ceftriaxona 3/30
(3.33%), Cefalotina 30/30 (100%). Adicionalmente, de las 30 muestras
analizadas por método de PCR para la deteccion de los genes de resistencia, el
100% (30/30) amplificaron un fragmento del gen SipB/C, el 6.6% (2/30) del gen
cmlA/tet, asimismo, el 16.6% (5/30) y 96.6% (29/30) de las muestras resultaron
positivas para los genes PSE y TEM, respectivamente. Estos resultados
representan el primer reporte de genes de resistencia en bacterias del género

Salmonella spp. en Baja California, México.

Palabras Claves: Resistencia, fenotipica, genotipica, salmonelosis, Antibioticos,

PCR, Gen, Salmonella spp.



ABSTRACT

Antibiotic resistance of Salmonella spp. has been increasing in recent years in
both humans and animals, hindering the proper selection of treatments against
infections caused by these bacteria. In the present study was determined the
phenotypic-genotypic antimicrobial resistance of the genes that confer antibiotic
resistance to chloramphenicol (cmlA / tetR), ampicilin (PSE, TEM) and
sulfonamides (SipB / C) of different strains of Salmonella spp. of the enteritidis
and typhimurium (ENT and typh) serotypes, isolated from canines in Mexicali,
Baja California, Mexico. Of the total samples analyzed (n = 30), 60% (18/30)
corresponded to the S. enteric typhimurium serotype, while 40% (12/30) were
Salmonella enterica spp. In this study a prevalence of 2.5% of Salmonella spp.
was obtained by PCR method. Likewise, 100% (30/30) of the samples showed
phenotypic resistance to ampicillin, 16.6% (5/30) to Chloramphenicol, 13.33%
(4/30) to Trimethoprim - sulfamethoxazole, 100% (30/30) to cefepime, 56.60%
(17/30) to Cefotaxime, 3.33% (3/30) to Ceftriaxone and 100% (30/30) to
Cephalothin. Additionally, of the 30 samples analyzed by PCR method for the
detection of resistance genes, 100% (30/30) amplified a fragment of the SipB/C
gene, 6.6% (2/30) of the cmlA/tet gene Likewise, 16.6% (5/30) and 96.6%
(29/30) of the samples were positive for the PSE and TEM genes, respectively.
These results represent the first report of resistance genes in bacteria of the

genus Salmonella spp. in Baja California, Mexico.

Keywords: Resistance, phenotypic, genotypic, salmonellosis, Antibiotics, PCR,

Gene, Salmonella spp.
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INTRODUCCION

La bacteria Salmonella entérica, es un patégeno que infecta tanto a
humanos como animales, y se caracteriza por producir enteritis, fiebre y
septicemia. Salmonella spp. es una bacteria bacilo Gram negativa, no
esporulada, anaerdbica facultativa, catalasa positiva, oxidasa negativa, ureasa
negativa que posee flagelos para su movilidad. El género Salmonella pertenece
a la familia Enterobacteriaceace, la cual presenta dos especies, S. entéricay S.
bongori, para las cuales se han descrito mas de 2500 serovariedades, entre
ellas Salmonella typhi, S. enteritidis y S. typhimurium. La principal via de
infeccion es oral, mediante la ingesta de leche sin pasteurizar, asi como de
agua y alimento contaminados con la bacteria. Las manifestaciones de los
signos clinicos pueden presentarse de uno a tres dias posteriores a la infeccion,
se caracterizan por la presencia de vémito, diarrea, fiebre y sudoracion,
principalmente (Kit et al., 2011). Se ha reportado una mayor incidencia de las
infecciones por Salmonella spp. durante las estaciones de verano y otofio,
llegando a registrarse mas de 50.000 casos de S. no tifoidea en el afio 2010,
asimismo se estiman 21 millones de infecciones y 200,000 muertes por
Salmonella typhi a nivel mundial (Murray et al 2013).

En los Ultimos afios se ha visto un incremento en la resistencia a
antibiéticos por parte de numerosos patégenos. En lo que a Salmonella spp.
respecta, la resistencia a los antibiéticos ha ido también en aumento en las
Ultimas décadas, convirtiéendose en una amenaza potencial para la salud
publica y de los animales. Segun la CDC (Centro para el Control y Prevencién
de Enfermedades) los casos de resistencia a los antibidticos en Salmonella spp.
han ido en aumento en todo el mundo y no solo en paises en vias de desarrollo,
llegando a duplicarse en la ultima década. La resistencia antimicrobiana se
define como el proceso por el cual una bacteria bloquea o disminuye la accién
de un farmaco (Arias et al., 2004); entre los factores que ocasionan dicha
resistencia se encuentran el uso indiscriminado de antibiéticos, ya sea con fines

metafilacticos, los cuales generalmente son utilizados sin prescripcion médica;



el uso incorrecto de los antibioticos, ya sea por la interrupcion o por cambios en
los periodos de los tratamientos, asi como la incorrecta aplicacion de las dosis.
Otro de los factores es la trasferencia de plasmidos entre bacterias resistentes a
bacterias susceptibles; tanto plasmidos como transposones e integrones, son
elementos genéticos que tienen el potencial de conferir mecanismos de
resistencia, por lo que representan un riesgo potencial en el desarrollo de la

resistencia a antibioticos.

Dentro de las técnicas para determinar la sensibilidad de un agente
microbiano frente a un antibidtico o quimioterapico se encuentra el método de
Kirby Bauer. La técnica se desarrolla de manera in vitro agregando de 3 a 5
colonias de bacterias, sobre las cuales se colocan sensidiscos con los
antibioticos de interés. Durante este proceso el antibiético se difunde en el agar,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria, por lo que se mostrara una zona de
inhibicion, dependiendo del tamafio de dicha zona (medida en milimetros) sera
la sensibilidad que presenta la bacteria hacia el farmaco. Un diametro de
inhibicién de 30 a 35 mm representa que la cepa es sensible al antibidtico, por
otro lado, cuando los didmetros son de 15 mm o menos, la cepa se considera
resistente de acuerdo a Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por
sus siglas en inglés) (Stephen | et al., 2005). Estudios anteriores han registrado
que la ampicilina, tetraciclina y carbenicilina han sido los antibiéticos para los
que se presenta mayor resistencia en aislados de Salmonella spp. (Rodriguez
et al., 2007; Puig et al.,, 2008). Por otro lado, Farias (2009) report6 una
resistencia del 17 al 43% a ampicilina y del 10 al 46% a cotrimoxazol en cepas
de Salmonella spp. Aisladas de alimentos. Asimismo, INAFOSN (2015) reporta
gue Cloranfenicol, Penicilinas y Trimetoprima/Sulfametozal fueron los primeros
antibioticos para lo que las bacterias desarrollaron resistencia, y esta fue
propagada por la captacion de nuevo material genético transferible. En los
altimos afos se han realizado estudios moleculares para la deteccion de genes
de resistencia, siendo los genes TEM y PSE los que confieren resistencia
microbiana a Ampicilinas, CmlA/tet a Cloranfenicol y SipB/C a Sulfonamida
(Talavera et al., 2011).



El incremento a la resistencia de farmacos se ha convertido en un
problema de salud sanitario de suma importancia, principalmente cuando se
habla de patdgenos con propiedades zoonéticas como lo es Salmonella spp. En
los ultimos afios se han realizado estudios en diferentes especies, (cerdos y
aves) y en alimento para la deteccion de resistencia antimicrobiana de dicha
bacteria. Sin embargo, falta actualizar el conocimiento respecto a las diferentes
cepas que afectan a otras especies, entre ellas los animales de compafia como
perros y gatos, ya que generalmente existe una estrecha relacion mascota-
propietario, llegando a ser una importante fuente de infeccibn para los
humanos. En Baja California son pocos los datos reportados respecto a la
presencia de Salmonella spp., en 2015, Nufiez et al. reportaron una prevalencia
de Salmonella spp. del 6.75% en perros del Centro Municipal de Control Animal
en el municipio de Mexicali. Asimismo, Renteria (2018) reporté una prevalencia
de Salmonella spp. del 7.65% en caninos atendidos en clinicas veterinarias,
también en la ciudad de Mexicali. A pesar de tener datos respecto a la
prevalencia de Salmonella spp. en las poblaciones de caninos en B.C., no se
han realizado estudios que reporten las diferentes cepas de Salmonella spp.
Que afectan a perros, asi como los niveles de resistencia que presentan hacia
los diferentes farmacos utilizados en clinicas veterinarias de la region. Por lo
tanto, es importante desarrollar un estudio que genere un panorama de la
situacién actual respecto a este importante patdgeno entérico, para asi
determinar las medidas de control y prevencién de la enfermedad, asi como los
niveles de resistencia a farmacos que presentan, para promover un buen

control y uso de los farmacos. Por lo anterior

Los objetivos del presente estudio fueron i) Aislar bacterias del genero
Salmonella spp. De perros del Centro de Control Animal (CCA) en el municipio
de Mexicali, Baja California, México, ii) Determinar la serovariedad de los

aislados de Salmonella utilizando la técnica de PCR, iii) Detectar la resistencia a



diferentes familias de antibiéticos de las serovariedades de Salmonella spp.
aisladas por medio de la técnica de kirby Bauer, iv) Determinar la presencia de
los genes de resistencia de cepas de Salmonella spp. a antibiéticos por medio
de PCR.






REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

Daniel Elmer Salomon y Theobald Smith fueron quienes aislaron
Salmonella cholerasuis en muestras de un cerdo que presentaba peste porcina
clasica, asimismo, en el afio 1900 el bacteridlogo francés Joseph Lean Mercel
Lignieres sugirid llamar a la bacteria Salmonella en honor a Salomon. La
clasificacion de la enterobacteria se realiz6 de acuerdo a la combinacion de
antigenos de superficie somaticos o antigeno 0 y flagelar o antigeno H vy el
antigeno capsular Vi. White en 1926 propuso dicha clasificacion y para el afio
de 1941 Kauffmann lo modifico llamandolo esquema Kauffmann-White. Las
primeras cepas de Salmonella spp. resistentes se detectaron en el afio de 1950.
Hasta la década de 1980 la Salmonella no tifoidea era considerada sensible a
antibiéticos, sin embargo, fue en la década de 1990 cuando se reporté que la
resistencia antimicrobiana fue aumentando de manera considerable (Feliz,
2011). A comienzos del siglo XX las infecciones reportadas por Salmonella eran
causadas principalmente por las cepas de Salmonella entérica serovariedad
typhi, sin embargo, en el afio de 1994 emergi6 S. entérica serovariedad

enteritidis, la cual se asoci6 a las industrias avicolas (Belén, 2015)



Epidemiologia

Salmonella es una bacteria que puede estar presente en casi todos los
animales, tanto en mamiferos como en anfibios, reptiles e insectos. Se ha
reportado que aproximadamente el 1 al 3 % de los animales domésticos
presentan Salmonella, mientras que en reptiles se presenta en un 36%,
asimismo se ha aislado del 1 al 36 % en perros sanos y de 1 a 18 % en gatos
sanos, por otro lado, se ha reportado un 6% de prevalencia de Salmonella spp.
en ganado vacuno.

Respecto a las serovariedades, algunas como Salmonella typhi y
parathypi producen infecciones en humanos y no en otros animales,
contrariamente S. cholerasuis se presenta mas en animales, pero cuando los
humanos adquieren una infeccién con dicha serovariedad suelen presentarse
casos graves. En la mayoria de los casos, la infeccion por Salmonella spp. es
producida por la ingesta de material contaminado o por via directa fecal-oral,
presentandose una mayor incidencia en las estaciones de verano y otofio, en
donde han llegado a registrarse mas de 50.000 casos de S. no tifoidea en el
afno 2010, asimismo, se estima que a nivel mundial se presentan 21 millones de
infecciones y 200,000 muertes por Salmonella typhi (Murray et al., 2013).
Adicionalmente se ha reportado que las infecciones por Salmonella spp. son
mAas comunes en animales jévenes que se encuentran en periodo de lactancia,
o al pasar por un momento estresante en septicemia pudiendo llegar a
presentarse un 100% de mortalidad. (Center for food security and public health,
2005).

Aproximadamente 40,000 casos de salmonelosis han sido reportados
anualmente en Estados Unidos, presentandose una mayor incidencia en nifios y
ancianos. En Asia y Africa, se han reportado mas de 27 millones de casos de
salmonelosis anualmente, con un promedio de 217,000 muertes (Jong et al.,
2012; Fabrega et al., 2013)

Ahmed.M.A et al (2007). Determino prevalencia de salmonella spp en

1.3%en animales de zoolégico en Japdn. (Fonngra et al 2009) realizo un



estudio de prevalencia en perros del centro de bienestar animal la perla

Medellin Colombia por medio de PCR donde no detecto salmonella spp.

Tsai. H.J et al. (2007) realizo estudio se salmonella spp y campiobacter
spp, en perros domésticos y perros callejeros donde en los perros domésticos
fueron positivos el 2.1% y de los perros callejeros 16.7 y 6.3%/Mohamed. A.E.T
et al (2017) realizo un estudio de prevalencia, serotipificacion, en Arabia saudita
donde S. typhimurium fue de 15.2%, enteritidis 39.4, realizo susceptibilidad
antimicrobiana en la cual eritromicina fue resistente en un 100%, cefalotina
cefuroxime y cefuroximeaxetil 99.9%, cefoxitina 87.9%, Gentamicina 90.9%,
amikacina 87.9, nitrofuranteina 27.3%, trimetoprima- sulfametoxazol 15.2 y

penicilinas 3%.

Leonard E.K. et el (2011) realizo un estudio en perros donde obtuvo el
23% de prevalencia de salmonella spp. Y el 13% de susceptibilidad
antimicrobiana a ampicilina, cefoxitina, cetiofur y ceftriaxona. Kiflu. B. et al.
(2017) obtuvo una prevalencia del 11.7% donde se detectaron 14 serotipos los
predominantes fueron S. Bronx 16.7%. S. Newport 14.3% y S. typhimurium
9.5%. se encontraron tasas de resistencia mas altas para oxitetraciclina 59.5%,
neomicina 50%, estreptomicina 38.1%, cefalotina 33.3%, doxiciclina 30.9%
ampicilina 30.9% y amoxicilina/A clavulanico 26.2%. Talavera R.M. et al (2011))
realizo estudio de resistencia antibidtica de genotipos de cepas en cerdos
sacrificado en el rastro del estado de México. El 2.29% presento el Fagotipo
DT104. El 57.47% mostraron resistencia al CmlA/Tet, el 2.29% a gen PSE, y el
20.68% al gen TEM.

Sangsak. S. et al (2017). Realizo estudio de resistencia antimicrobiana
fenotipica- genotipica en perros y gatos donde en encontro el 13.9% fueron S.
typhimurium en el antibiograma 43% fueron multidroga resistente entre los
farmacos que estan fueron sulfametoxazol 100%, ampicilina 50%, tetraciclina
32.1%, ceftriaxona 2.5% vy ciprofloxacino 0.8%. En cuanto a genes de

resistencia el gen PSE amplifico el 3.2% el gen TEM 40%y el gen CmIA 60.7%.



Etiologia
La salmonelosis es una infeccion causada por bacterias de la familia

Enterobacteriaceae, género Salmonella spp. Son patdgenos intracelulares
primarios que no pertenecen a la microbiota normal presente en el tracto
digestivo. Salmonella spp. es una bacteria bacilo Gram negativa, no
esporuladas anaerobia facultativa, catalasa positiva, oxidasa negativa, ureasa
negativa que no fermenta la lactosa ni la sacarosa, ademas la mayor parte de
las cepas son moviles, ya que poseen flagelos peritricosos (Lépez, 2004; Kit et
al., 2011). Presentan un diametro de 0,7 a 1,5 ym aproximadamente, con una
longitud de 2 a 5 um. Logran sobrevivir largos periodos en el medio ambiente a
temperaturas que van desde los 7 a 47 °C, inactivandose a pH inferiores a 5,
siendo el pH optimo entre 6.5 a 7.5. Salmonella spp. presenta una capa de
lipopolisacaridos (LPS) en su pared celular, en donde se localizan los antigenos
somaticos, los cuales se clasifican en mayores, que son compartidos por todas
las salmonellas, asi como los antigenos somaticos menores, los cuales son
compartidos por salmonellas de diferentes serovariedades (A B y D). los
antigenos flagelares son termolabiles y estdn compuestos por la proteina
flagelina. La mayor parte de las cepas expresan dos flagelinas, la fase 1 o
especifica y la fase 2, que es no especifica, el antigeno Vi se encuentra
presente en serovariedades como dublin y typhi (Feliz, 2011; Pedraza et al.,
2014).

Los estudios de hibridacion de DNA han demostrado que existen siete
grupos evolutivos, los cuales se dividen en 2 especies: Salmonella entéricay S.
bongori, S. entérica posee 5 sub especies, S. entérica salamae, arizone,
diarizone, hautenae y S. enterica indica. La mas comun es S. entérica sub
entérica serotipo typhimurium. Adicionalmente, se han reportado mas de 2500
serovariedades, de ellas 1400 han sido incluidos en el grupo 1 de S. entérica,
siendo los de mayor importancia S. parathypi A y B, asi como S. cholerasuis y
S. typhi (Fabrega et al., 2010; Geo et al., 2011).



Epidemiolégicamente, Salmonella spp. se pueden clasificar en 3
grupos, aquellos que infectan a humanos, que son S. typhi y parathypi, los
cuales no infectan a animales domésticos ni silvestres. Las variedades que
infectan a animales son S. pullurium y gallinarun, dublin, abortus y cholerasuis,
aunqgue algunas de ellas pueden llegar a infectar a humanos, como son dublin y
cholerasuis. El tercer grupo son aquellas que no poseen una adaptacion a una
especie concreta, es decir, que presenta caracteristicas zoondticas, como son

S. nevor, S. typhimurium y S. enteritidis. (LOpez, 2004).

Patogenia
La mayor parte de las salmonellas son patdgenas de los animales, los

cuales representan un reservorio para infecciones en humanos. La entrada
principal es por via oral, debido a la contaminacion directa con heces, o bien,
por la contaminacion de alimentos y bebidas. El hospedador es un factor
primordial para adquirir la enfermedad, dentro de los factores que influyen en la
adquisicién de la infeccibn se encuentran la acidez estomacal, la microbiota
intestinal y la inmunidad intestinal (Geo et al., 2011). Se ha reportado que la
dosis infectante es de 10° a 108,

Una vez que se produce la ingesta de Salmonella, esta tiene que
atravesar el estbmago, para protegerse de los acidos gastricos la bacteria
activa una respuesta de tolerancia al acido (ATR), para mantener un pH
intracelular superior a los del medio extracelular. Una vez ha llegado Salmonella
al intestino delgado, las bacterias se unen a la mucosa e invaden a las células
M. Posteriormente, se quedan dentro de vacuolas, las cuales son el Unico
compartimento intracelular en el que Salmonella sobrevive, y es ahi donde se
replica. Esto se debe tanto a la regulacion del anclaje y al englobamiento. La
replicacion se debe también a dos genes, los islotes de patogenicidad tipo 1y 2.
El islote tipo 1 codifica proteinas Ssps que son proteinas invasivas y el sistema
de secrecion tipo 3, el cual inyecta proteinas al interior de las células, lo que
provoca un cambio de conformaciéon en el citoesqueleto provocando la

formacién de vacuolas dentro de la célula diana, adicionalmente, los islotes de



patogenicidad tipo Il les permite invadir el sistema inmunitario (Murray et al.,
2013).

INTESTINAL
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SUBMUCOSA
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[iz, M cell B Tight junction a——a&' Dendritic cell

Figura I. Modelo de patogénesis de Salmonella entérica serovar Typhimurium
(Frobige et al., 2009).

Factores de virulencia
El 90% de los genes de las serovariedades S. typhi y S. typhimurium

son idénticos, el 10% restante es donde se encuentran los factores de virulencia
codificados principalmente en las islas de patogenicidad SPI y otros en el
plasmido de virulencia salmonella (pSTV). Se han descrito mas de 20 islas de
patogenicidad siendo SPI-1 y SPI-2 los mas estudiados. SPI-1 codifica varias
proteinas efectoras que principalmente desencadenan la invasién de células
epiteliales mediante la mediacién de reordenamientos citoesqueléticos de actina
y, por tanto, la internalizacion de las bacterias. Estos efectores son trasladados
a la célula huésped por medio de un sistema de secrecion de tipo Ill (T3SS),
denominado T3SS-1, también codificado dentro de SPI-1.

Los operones prg/org e inv/spa codifican el complejo de agujas per se,
mientras que los operones sic/sip codifican las proteinas efectoras y el
translocon (SipBCD), una estructura formadora de poros que se incrusta en la

membrana de la célula huésped y entrega estos efectores al citosol
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huésped. Sin embargo, se ha informado que otros efectores inyectados estan
codificados en otra parte del cromosoma. Ademas, varios chaperones también
estan codificados dentro de SPI-1. A través de la union especifica a sus dianas
(proteinas secretadas o efectoras), estas chaperonas protegen las proteinas
relacionadas con SPI-1 de la degradacion, previenen las interacciones
prematuras o median su reconocimiento por T3SS-1. Que a su vez el T3SS y
sus proteinas codificadas en SP1-2 son necesarias para para la supervivencia
intracelular en los macréfagos y su replicacion dentro del macrofago, lo que
provoca una enfermedad sistémica. Dentro de los fagocitos, T3SS-2 impide el
tradfico de la NADPH oxidasa hacia el SCV, evitando una rafaga fagocitica.
(Fabrega 2010; Jong et al 2012; Wiesner et al 2016).

Plasmidos y profagos
Los fagos o plasmidos son moléculas de ADN que las bacterias poseen,

estas estructuras tienen la capacidad de intercambiar genes entre bacterias de
manera horizontal, pudiendo aumentar la virulencia, o generar resistencia a los
antibiéticos. Algunas salmonellas poseen un plasmido de virulencia (pSLT) que
alberga los genes spv. Dicho plasmido actia como una toxina ADP ribosilante
intracelular que provoca citotoxicidad en el hospedador, el cual ademas es
necesario para la supervivencia intra-macrofagos. pSLT se encuentra ausente
en S .typhi y S. parathypi. El pldsmido quimérico PR (sT98) presenta genes
involucrados en la resistencia a los farmacos y la induccion de la apoptosis
dentro de los macréfagos. Unos de los plasmidos que llevan genes de
resistencia antimicrobiana, cat, dhfr7, dhfrl4 sul | y bla TEM-1 capaces de

intercambiar R- plasmidos con E.coli y otras bacterias entéricas (Jong 2012).

Fimbrias y flagelos

Se encuentran en la superficie bacteriana, necesarios para la formacion
de biofilm, colonizacion, y fijacion inicial a las células del hospedador. Cada
serovariedad de Salmonella spp. presenta una combinacion Unica de operones

fimbriales. Adicionalmente, los flagelos le permiten a la bacteria moverse y
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viajar a la barrera epitelial después de la ingestion por parte de hospedador
(Jong et al., 2012).

Diagnostico clinico
Métodos Bacteriologicos

Pre enriquecimiento no selectivo: El objetivo de esta etapa es normalizar
metabdlicamente las células de Salmonella spp., es decir, que se encuentren en
determinada matriz para su perfecto desarrollo. El pre enriqguecimiento no
selectivo es utilizado en muestras donde puede haber un ndmero bajo de
bacterias, por lo que el objetivo es aumentar la viabilidad de las bacterias antes
de transferirlas a un medio selectivo, para esto es utilizando un caldo de pre-
enriguecimiento universal (UPB), el medio M9, o agua de peptona (BPW). El
periodo de incubacion es de 18 y 24 horas a 35 a 37 °C (Feliz, 2011).

El cultivo de enriquecimiento tiene como objetivo inhibir el crecimiento
de las bacterias competidoras para favorecer el crecimiento de Salmonella spp.
Para esto, la muestra se coloca en caldo de selenita F, Tetratinato o Rappaport.
La temperatura de incubacion es entre 41 y 42 °C, ya que las salmonellas
tienen una elevada termo resistencia lo cual permite su multiplicacién, es
importante no superar los 43 °C tiempo de incubacion y las 24 horas. (Feliz,
2011; Geo et al., 2011).

El cultivo en medio selectivo se basa en la presencia de sustancias
inhibidoras del crecimiento de otras bacterias que no sean las de interés. En el
caso de Salmonella spp. se utilizan placas de agar Salmonella-Shigella (SS),
agar entérico Hekton o agar XLD, los cuales favorecen la multiplicacion de
Salmonella spp. y Shigella spp. mas que de otras entero bacterias. En dichos
medios selectivos las colonias de Salmonella spp. tienen un aspecto
caracteristico, debido a la produccion de SH2 y su capacidad de fermentar

lactosa. La temperatura de incubacion es de 35 a 37 °C durante 18 a 24 horas,
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posteriormente se selecciona las colonias de bacterias sospechosas en base al
medio de cultivo utilizado (Feliz, 2011; Geo et al., 2011).

Para la identificacion de colonias sospechosas en medios de cultivo solidos se
utilizan técnicas de reacciones bioquimicas y pruebas serologicas, las cuales
permiten confirmar si las colonias seleccionadas pertenecen al género
Salmonella. En esta etapa se diferencian las bacterias por su actividad
metabdlica. La identificacion o confirmacion de las colonias presuntivas de
Salmonella, se lleva a cabo en dos medios diferenciales usados
simultdneamente, que son el agar triple azdcar hierro (TSI) y el agar Lisina
hierro (LIA), ademés se realizan pruebas bioquimicas complementarias como
urea, fermentacion del dulcitol, crecimiento en caldo KCN, utilizacion del
malonato de sodio y produccion del indol. Para la confirmacion bioquimica se
recogen de 3 a 5 colonias sospechosas del medio sdlido y se inoculan en agar
Triple Iron Sugar (TSI).

Métodos seroldgicos
La prueba de aglutinacion es una técnica util para la rapida

identificacion de los serogrupos de las Salmonella spp. Mediante antigenos. En
esta técnica los sueros y el cultivo se mezclan en un portaobjeto.
Prueba de aglutinacién con dilucién en tubo (prueba de widal) detecta

anticuerpos contra antigenos o y H (Geo et al 2011).

Métodos inmunoldgicos
La prueba de ELISA es la mas utilizada para la deteccion de anticuerpos

anti Salmonella spp., esta técnica se basa en el uso de antigenos somaticos
como LPS-ELISA, asi pues, se genera una respuesta inmunitaria especifica
para cada antigeno, permitiendo identificar animales infectados por los
diferentes serotipos de Salmonella spp. Los aislamientos de Salmonella spp.
son clasificados segun el esquema de Kauffmann-White (K-W), asi un serotipo
de Salmonella spp. es determinado sobre la base de la variabilidad antigénica
del lipopolisacaridos, llamado antigeno O, la proteina flagelar H y el polisacéarido
Vi.
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Métodos moleculares
Las técnicas de deteccion de acidos nucleicos, permiten detectar el ADN

o0 RNA especificos. Las pruebas mas utilizadas son la hibridacion y la Reaccién

en Cadena de la Polimerasa (PCR).

PCR
Es un procedimiento para la amplificacion in vitro de segmentos

especificos de ADN. Esta prueba es altamente sensible y se basa en la
obtencién de multiples copias de una region especifica del gen de interés por la
accion de una polimerasa. La técnica consta de la repeticion de varios ciclos
sucesivos, donde se provoca la desnaturalizacion del acido nucleico,
posteriormente se alinean los cebadores en la regidn de interés, y se comienza
la creacion de un nuevo fragmento de ADN por accion de la proteina
polimerasa, resultando en la sintesis de una nueva copia de la region
especifica. Cuando se realiza un PCR multiple se pretende amplificar
simultdneamente en un tubo varias secuencias especificas, lo que requiere que
los reactivos mezclados sean suficiente para que permita la deteccion de cada

region diana (Lopez, 2004).

Resistencia a agentes antimicrobianos
La resistencia a antimicrobianos es un problema que ha ido en aumento

en los dltimos afos, resultando en una terapéutica médica deficiente ya que los
tratamientos no son efectivos y no hay una mejoria del paciente. Las bacterias
son eficientes en aumentar los efectos de resistencia, debido a su capacidad de
transferir genes en forma horizontal, como resultado, las infecciones suelen ser
mas severas, aumento el numero de pacientes muertos. Una bacteria es
sensible cuando el antimicrobiano es capaz de inhibir su crecimiento y
replicacion, contrariamente, se consideran resistentes cuando dicho
medicamento no es suficiente para inhibir la multiplicacion o matar a la bacteria
(La Pierre et al., 2010).

Existe la resistencia natural, propiedad innata de ciertos organismos por

la ausencia del sitio diana 0 mecanismos de restriccion de baja expresion. Y la
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resistencia adquirida que ha sido a causa del tiempo y uso de los
antimicrobianos, como son secuencia de mutaciones en el cromosoma
bacteriano o nuevo material genético (Feliz, 2011). Dentro de los factores que
han contribuido al aumento en la resistencia microbiana adquirida se
encuentran el uso de antibiéticos en la produccion de animales para consumo
humano, usandolos como promotores del crecimiento y con fines metafilacticos.
Asimismo, las bacterias tienen la capacidad de transferir genes de una bacteria
a otra, proceso denominado transferencia horizontal. Los plasmidos,
transposones e integrones son los elementos que intercambian el material
genético provocando que las bacterias se vuelvan resistentes, este intercambio
genético puede llevarse a cabo por los procesos de conjugacion, transformacion
o traduccidn, adicionalmente, estas estructuras poseen enzimas gue inactivan a
los farmacos, expresion de bombas de flujo y porinas (Feliz, 2011; Belén, 2015)

Existen 3 mecanismos por el cual las bacterias llegan a ser resistentes,
una de ellas es la modificacion del antimicrobiano; se han descrito mas de 80
B—lactamasas, siendo TEM y PSE las mas importantes, otro mecanismo es la
disminucién de la concentracion intracelular del antimicrobiano por una menor
permeabilidad de la membrana externa o el mecanismo de flujo activo, cambios
en el sitio diana en el cual la célula bacteriana hace que el antibi6tico no lo
reconozca 0 no pueda actuar adecuadamente estos mecanismos pueden ser

transmitidos de una bacteria a otra.

Transmisidon de genes de resistencia
La diseminacion de los genes de resistencia se debe a la transferencia

horizontal de genes, principalmente. Los elementos que se encargan de la
transferencia de dichos genes son los plasmidos, transposones e integrones.
Los transposones son secuencias de insercién pequefas (entre 760 y 2,500
pb). Consta de dos repeticiones cortas e invertidas a cada extremo y una o
diversas pautas abiertas de lectura, que codifica la transposasa. Los
transposones tienen la capacidad de moverse dentro del genoma bacteriano, ya

sea por recombinaciéon no homologa, en la cual pueden saltar de un lugar a otro
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del cromosoma o del plasmido. Dependen de la replicacién de su hospedador.
Los integrones son capaces de captar genes que codifican determinantes de
resistencia antimicrobiana, la integraciéon se produce por un mecanismo de
integracion sitio especifico. Los integrones estan formados por 3 elementos
necesarios para la captura y expresion de genes exdgenos, uno que codifica
para una integrasa (intl), el otro es el lugar de recombinacion sitio especifico
(attl) y por un promotor (pont) para la expresion de los genes cassettes
integrados. Se conocen nueve clases los de clase 1,2 y 3 contienen genes
cassette de resistencia a los antibioticos y el 9 contiene una secuencia 3’
conservada que contiene un gen resistente a sulfonamida (sull) (Ortega 2008).
Estos 3 elementos se transmiten de manera vertical durante la division de las
bacterias, pudiendo ocurrir también de manera horizontal de una bacteria a otra
a través de los procesos de transduccion, transformacion y conjugacion. (Feliz,
2011). Durante la transduccién se adquiere el material genético por un medio de
un bacteriéfago, en dicho proceso la bacteria adquiere una cantidad pequefia
de ADN. La transformacion es la adquisicion de ADN directamente del
medio ambiente a partir de otra bacteria que liberé su material genético, este
material se recombina con el cromosoma de la bacteria receptora en aquellas
regiones donde hay suficiente homologia y da lugar a genes funcionales. Por
otro lado, en el proceso de conjugacion se da una transferencia de genes entre
dos células que estan en contacto debido a estructuras genéticas que poseen
los microorganismos denominados plasmidos. Los plasmidos son moléculas
circulares de ADN doble que no codifican funciones esenciales para las células,
pero que se replican autbnomamente independientemente al cromosoma de la
célula, son flexibles y se difunden entre diversas especie y géneros de bacterias
por difusion horizontal, dichas estructuras poseen la capacidad de intercambiar
material genético adquiriendo una variedad de genes, pudiendo transferirse asi

a otros plasmidos en la bacteria o integrarse al cromosoma.
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Pruebas de resistencia a antibioticos

Uno de los métodos més utilizados para el andlisis de la resistencia a
antibioticos es el Método de Kirby Bauer, esta técnica se utiliza para la
determinacion de la CMI, capaz de inhibir la multiplicacién bacteriana. En esta
prueba se emplean placas que contienen diferentes concentraciones de
antibiéticos inoculados con suspension bacteriana, y se examina si existe o no
crecimiento, para resultados efectivos el pH del agar debe encontrarse entre 7.2

y 7.4 a temperatura ambiente (Feliz, 2011).

En un estudio de susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Salmonella
spp. se realizé la prueba de Kirby Bauer para 12 antibidticos a 63 cepas
aisladas de alimentos procedentes de provincias de Cuba y se encontrd
resistencia a ampicilina (19.0%), tetraciclina (12.7%) y carbenicilina (11.1%)
(Puig et al., 2008). En otro estudio de susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de Salmonella spp. de origen clinico y alimentario se analizaron por el método
de difusion de kirby Bauer un total de 102 cepas, 30 aisladas de pacientes 'y 72
de alimentos. Para esto se analizaron 14 antibidticos, donde se reportd
resistencia a ampicilina en el 12.7% de las muestras, 9% a y 10.8% a
tetraciclina (Puig et al., 2007). Por otro lado, en un estudio realizado por
Wiesner et al., (2016) se reportd la caracterizacion de una cepa aislada de un
hemocultivo tomado de una mujer que sufrié de Salmonelosis refractaria a la
terapia convencional con cefalosporina de espectro extendido. La cepa,
denominada 33676, se caracteriz6 como serogrupo A de Salmonella
multirresistente, pertenecié al genotipo Typhimurium ST213. Los analisis de
PCR revelaron la presencia de IncA /C, IncFIIA y plasmidos de tipo ColE1 y la
Ausencia del plasmido de virulencia de Salmonella (pSTV). Los ensayos de
conjugacion mostraron que el gen de resistencia ESC BlaCMY-2 se llevo en el
plasmido conjugativo IncF, en lugar del plasmido IncA /C. En otro estudio de
susceptibilidad antimicrobiana se obtuvieron un total de 68 aislados de Salmo-
nella entérica provenientes de bovinos, equinos, cerdos, gaviotas y alimentos,

fueron también identificadas 9 serovariedades de Salmonella. De total de cepas
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aisladas el 69,1% presentd resistencia a oxitetraciclina (Junod et al., 2013).
Asimismo, en un estudio en donde ser reportaron 59 pacientes con Salmonella
entérica no typhi el 15,8% y el 21,0% de los aislamientos presentaron
resistencia a cefalosporinas de 32 generacion y a ampicilina, respectivamente
(Rodriguez et al., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del area de estudio
Este estudio se llevo a cabo en la ciudad de Mexicali, Baja California,

México. El muestro se realizd en el Centro de Control Animal, mientras que los
andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia y el Laboratorio de
Biologia molecular del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias
(IICV) de la Universidad Autonoma de Baja California (UABC).

Tipo de estudio
Se realiz6 un estudio epidemioldgico observacional de tipo transversal

por conveniencia.

Recoleccion de muestra

Se realiz6 un muestreo por conveniencia durante el periodo de agosto a
noviembre de 2018. El muestro se realizé en el Centro Municipal de Control
Animal el cual se visit6 los dias lunes a las 6 a.m. para recolectar 40 muestras

de heces de perros utilizando el método de hisopado rectal.

Una vez que las muestras fueron recolectadas fueron trasladadas y
refrigeradas de 2 a 8 °C en el laboratorio de Microbiologia del 1ICV para su

posterior analisis.

Anéalisis de laboratorio
Pre-enriquecimiento

Se inocularon las muestras de heces previamente recolectadas en un
tubo falcon con caldo agua peptonada (BD®), posteriormente fueron incubadas
durante 24 horas a 33 oC (Feliz et al., 2011).

Enriquecimiento
De las muestras previamente inoculadas en agua peptonada se tomoé 1

ml y se colocé en selenita, posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24

horas.

18
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Medio selectivo
Las muestras en selenite se inocularon en medio selectivo Hektoen

Entéric Agar (HEA), para esto se utiliz6 un asa estéril y se incubo a 37°C
durante 24 horas. Una vez que se observo el crecimiento de las colonias verdes

- azul verdoso con un centro negro se purificaron en un nuevo medio (HEA).

Pruebas bioquimicas
Una vez que se identificaron las colonias sospechosas a Salmonella spp. se

realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: Triple Sugar Iron (BD®), medio
citrato Simmons (BD®), sulfuro-indol-manitol (Acumedia®), Urea (BD®), agar
hierro lisina (BD®), Rojo de Metilo (BD®), Voges Proskauer (BD®), oxidasa y
catalasa. Las muestras sospechosas se almacenaron en medio Todd Hewitt en

microtubos de 1.5 ml con glicerol al 70%, a una temperatura de -20 °C.

Adicionalmente se analizaron 25 muestras de Salmonella spp. aisladas
previamente en el Laboratorio de biologia molecular del 1ICV por la M.C. Karla
Michelle Nufiez Castro, dichas muestras fueron igualmente obtenidas de heces
de perros del Centro Municipal de Control Animal de la ciudad de Mexicali. Las

alicuotas fueron congeladas en medio Tood Hewith con glicerol al 10%.

Kirby Bauer método de difusion en disco
Preparacién del agar Miller Hinton

Se suspendieron 37g de medio Muller Hinton deshidratado en un litro de
agua destilada. Se calent6 con agitacion frecuentemente y se hirvio durante 1
minuto. Se esterilizé a 121 °C durante 15 minutos, se enfrié a 45-50 ‘C, y se
realizaron pruebas de esterilidad. Posteriormente se utilizé la técnica de difusion
en disco Kirby-Bauer para determinar la sensibilidad a antibioticos de las cepas
de Salmonella spp. aisladas. Todos los métodos se realizaron conforme a las
normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST; Comité Europeo

de Antibiogramas).
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Preparacion del inoculo

Se realiz6 el método directo a partir de colonias de Salmonella spp.
aisladas de una placa de cultivo con agar no selectivo, se prepard0 una
suspension en caldo Muller-Hinton posteriormente se ajusté a la escala .5 de
Mc Farland en suero fisiol6gico. Se agité en un agitador vortex durante 15-20

segundos.

Inoculacién de las placas
Una vez que transcurrieron 15 minutos de haber ajustado el inoculo, se

sumergio un hisopo estéril en la suspension, después se roto el hisopo contra la
pared del tubo varias veces por encima del liquido para remover el exceso del
inoculo. Posteriormente se inocularon las placas de Miiller Hilton deslizando el
hisopo en la superficie de la placa 3 veces para conseguir una siembra
uniforme, se dejo secar la placa durante 3 a 5 minutos antes de la aplicacion de

los discos.

Aplicacion de los discos

Se colocaron los sensidiscos para bacterias Gram negativas (Bio-
Rad®). Cada sensidisco contenia los siguientes antibiéticos: Amikacina (AK)
30ug, ampicilina (AM) 10ug, cefalotina (CF) 30ug, cefepime (FEP) 30ug,
cefotaxima (CTX) 30ug, ceftriaxona (CRO) 30ug, cloranfenicol (CL) 30ug,
gentamicina (GE) 10ug, levofloxacina (LEV) 5ug, netilmicina (NET) 30ug,
nitrofurantoina (NF) 300ug y trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 25ug. El
sensidisco se colocO sobre la superficie del agar utilizando una pinza estéril,
presionando suavemente para asegurar el contacto con la superficie del agar,
se distribuy6 los discos a una distancia de 25 mn, en una placa de 150 mn y se

colocaron los 12 discos (Figura ).

Incubacién
Se Incubaron las placas invertidas quedando el agar arriba en oxigeno

a 36 °C.
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Lectura del disco
La lectura se realizd posterior a las 18 horas de la aplicacion de los

sensidiscos. Utilizando una regla y sobre un fondo negro se midieron los
didmetros de las zonas de inhibicion para cada antibiético, siendo el punto final
el area que no mostro crecimiento. Los diametros de inhibicién fueron
interpretados conforme a las especificaciones Bio-Rad® para Gram negativos
siendo catalogadas como sensible (S), intermedio (I), o resistente (R). Un
didmetro de inhibicion de 30 a 35 mm representd una cepa sensible, mientras
gque diametros de 15 mm o menos fueron interpretados como cepas resistentes
de acuerdo a (CLSI, 2014).

Z
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Figura ll. Antibiograma Kirby Bauer. Método de difusién en disco.

Identificacion molecular de Salmonella spp. y de los genes de resistencia
antimicrobiana

Extraccion del ADN bacteriano

Se utilizé el kit DNeasy blood and tissue de Qiagen (Valencia, CA)
siguiendo el protocolo para la extraccion de ADN de bacterias Gram negativas.
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Deteccion del gen invA de Salmonella spp.

Para la reaccion de PCR se afadieron 5 yl Tag DNA Pol Buffer 5x
(Promega, Madison, Wi EU), 1.6 pl de 25mM MgCl,, 0.5 pl de 200 mM de
dNTPs, 5 ul de cada iniciador (Cuadro 1), 0.3 pl de Tag DNA Polymerase
(Promega, Madison, Wi, EU), 3 pl de ADN bacteriano y 12.6 pl de H,O grado
molecular, con un volumen final de 25 pl por reaccion. Como control positivo se
utilizaron las cepas 375 y ATCC, mientras que como control negativo se utilizo

agua grado molecular.

El PCR se llevo cabo en un termociclador de la marca ThermoHybaid™
(EV). Las condiciones del PCR se encuentran resumidas en el Cuadro Il.
Finalmente se utilizaron 10yl de cada producto de PCR para realizar
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con 0.5 yg/ml de Bromuro de
Etidio durante 1.5 horas a 100 voltios. Los geles se observaron y foto-

documentaron en un transiluminador de luz ultravioleta UVP™ (EU).



Cuadro I. Iniciadores para la amplificacion del gen invA

Iniciadores Secuencia Pares
de base
InvVAF 139 5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3’ 284

InvA R141

5-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC -3

23
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Cuadro Il. Condiciones de termociclador para deteccion de gen invA

Numero de
Descripcion Temperatura Tiempo
ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 1 mins. 1
Desnaturalizacion 94°C 60 seg. |
Alineamiento 64°C 30 seg. 35
Extension 72°C 30 seg.

Extensién final 72°C 7 mins 1
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Tipificacion de Salmonella utilizando PCR Multiplex

Se utiliz6 PCR multiplex para la tipificacion de Salmonella, los iniciadores

utilizados se describen en el cuadro IlI.

Para la reaccion de PCR se anadieron 2 uyl Tag DNA Pol Buffer 5x
(Promega, Madison, Wi EU), 1.5 pl de 25mM MgCl,, 0.5 pyl de 200 mM de
dNTPs, 1 pl de cada iniciador, 2 yl de Tag DNA Polymerase (Promega,
Madison, Wi, EU), 2 pyl de ADN bacteriano y 12.5 pl de H,O grado molecular,

con un volumen final de 25 pul por reaccion

El PCR se llevo cabo en un termociclador de la marca ThermoHybaid™
(EV). Las condiciones del PCR se encuentran resumidas en el Cuadro IV.
Finalmente se utilizaron 5yl de cada producto de PCR para realizar
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con 0.5 pg/ml de Bromuro de
Etidio durante 1.15 horas a 100 voltios. Los geles se observaron y foto-

documentaron en un transiluminador de luz ultravioleta UVP™ (EU).
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Cuadro lll. Iniciadores para la amplificacion de los genes typh y ENT

Iniciadores Secuencia Pares de bases

typh 5-TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3’ 401

5 -TGAACTACGTTCGTTCTTCTGG-3

ENT 5-TTGTTCACTTTTTACCCCTGA A-3 304

5-CCCTGACAGCCGTTAGATATT-3




27

Cuadro IV. Condiciones de termociclador para PCR multiplex para la deteccion

de los genes typh y ENT

Numero de
Descripcion Temperatura Tiempo
ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 mins. 1
Desnaturalizacion 95°C 60 seg. |
Alineamiento 48°C 30 seg. 40
Extension 72°C 30 seg.
Extension final 72°C 3 mins 1
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Caracterizacion de genes de resistencia cmlA/tet TEM, PSE, SipB/Ca

Para la deteccion de los genes cmlA/tet TEM, PSE, SipB/Ca se utilizo el
protocolo descrito anteriormente para la deteccion de los genes typh y ENT,
tanto en la composicion de la reaccion de PCR, las condiciones del
termociclador para la amplificacion de los fragmentos y electroforesis. Los
iniciadores se describen en el cuadro V.

El PCR se llevo cabo en un termociclador de la marca ThermoHybaid™
(EV). Las condiciones del PCR se encuentran resumidas en el Cuadro VI.
Finalmente se utilizaron 5yl de cada producto de PCR para realizar
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con 0.5 pg/ml de Bromuro de
Etidio durante 1.15 horas a 100 voltios. Los geles se observaron y foto-

documentaron en un transiluminador de luz ultravioleta UVP™ (EU).



Cuadro V. Iniciadores para la amplificacion de los genes SipB/Ca, cmlAltet,
PSE-1, TEM

Iniciadores Secuencia Pares de bases

SipB/Ca 5-ACAGCAAAATGCGGATGCTT-3" 232

5-GCGCGCTCAGTGTAGGACTC-3

cmlA/tet 5-CGCTCCTTCGATCCCGT-3" 260

5 -GCTGCGTTCATCTACAACAGAT-3’

PSE-1 5-TTTGGTTCCGCGCTATCTG-3 132

5-TACTCCGAGCACCAAATCCG-3

TEM 5-GCACGAGTGGGTTACATCGA-3 291

5-GGTCCTCCGATCGTTGTCAG-3’

29
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Cuadro VI. Condiciones de termociclador para PCR multiplex para la deteccion
de los genes SipB/Ca, cmlA/tet, PSE-1, TEM

Numero de
Descripcion Temperatura Tiempo
ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 mins. 1
Desnaturalizacion 95°C 60 seg. |
Alineamiento 48°C 30 seg. 40
Extension 72°C 30 seg.
Extension final 72°C 3 mins 1




RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizdé un muestreo por conveniencia con una periodicidad semanal
durante el periodo de agosto a noviembre de 2018. En total fueron recolectadas
40 muestras por dia de muestreo, dando un total de 200 muestras de heces de

caninos.

De las 200 muestras se obtuvieron un total de 30 muestras sugestivas a
Salmonella spp. de acuerdo a las caracteristicas de crecimiento en medio de
cultivo en agar entérico Hektoen (BD®), en el cual las colonias sugestivas a
Salmonella spp. se observaron de color verde-azul verdoso con el centro negro.
De acuerdo a los resultados de las pruebas bioguimicas Triple Sugar Iron
(BD®), medio citrato Simmons (BD®), sulfuro-indol-manitol (Acumedia®), Urea
(BD®), agar hierro lisina (BD®), Rojo de Metilo (BD®), Voges Proskauer (BD®),
oxidasa y catalasa se descartaron 17 muestras, dando un total de 13 muestras

sugerentes a Salmonella spp. (Cuadro VI).
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Cuadro VII. Resultados de pruebas bioquimicas a cepas sugestivas a Salmonella spp.

31

Rojo Voges
N Cepa Urea Citrato TSI LIA Indol Oxidasa  Catalasa
Metileno  Proskauer

1 19 - + + + - + R + N
2 39 - - - - - + + + -
3 51 - + + SH2 + - + + + i
4 53 - - - - - + + + -
5 67 - + + + . + + + i
6 70 - + + + - + + + -
7 114 - + +sh2 + ) ] - + _
8 133 - + + + - + + + -
9 151 - + + + - + + + -
10 192 - + - + ; + + + ]
11 193 - + + sh2 + - + + + B
12 50/17 - + +sh2 + _ + + + .
13 85-b - - + - - + + + -
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Deteccion del gen invA

La prevalencia de Salmonella spp. Obtenida en el presente estudio fue
de 2.5% (5/200) por medio de diagnéstico molecular por PCR. La prevalencia
de Salmonella spp. Se encuentra dentro de los rangos entre los diferentes
estudios que se han realizado, la cual va del 0 al 11%. En un estudio realizado
por Lia (2009) utilizando la técnica de PCR para la deteccion de Salmonella
sSpp. en muestras de perros no se obtuvo resultados positivos. Contrariamente,
Nufiez (2016) obtuvo una prevalencia del 7.75% en perros, utilizando la técnica
de serotipificacion con antisuero polivalente y antisuero del grupo D. Asimismo,
Ana et al. (2017) obtuvo una prevalencia del 2.9% de Salmonella spp. en cuyos
por medio de diagndstico molecular (PCR), prevalencia similar a la reportada
por Hackett (2003) la cual fue de 3.6% utilizando el método micro-ID™. En otro
estudio realizado por Tesai et al. (2007) reportaron una prevalencia del 2.1% en
perros domésticos y 6.3% en perros callejeros. Renteria (2018) determiné una
prevalencia del 7.65% de Salmonella spp. Utilizando pruebas bioquimicas,
mientras que Kocabiyik et al. (2006) reportaron una prevalencia del 11% en
perros utilizando la técnica de serotipificacion. Dichas prevalencias en animales
de compaiiia difieren de las reportadas en estudios con muestras de canales de
ganado bovino, en los cuales se han encontrado prevalencias del 16.1% (Yafiez
et al., 2008).

La salmonelosis es una enfermedad que afecta a animales domésticos como
perros, gatos, cerdos, bovinos y a especies exoticas como tortugas, en las
cuales se presenta de manera asintomatica, principalmente. Asi mismo, esta
enfermedad suele estar sub-diagnosticada en animales de compaiiia. Las
posibles razones de las diferencias en las prevalencias de Salmonella spp. en
otros estudios comparadas con el presente estudio podrian deberse a las
diferencias en las practicas sanitarias de mascotas, diferencia en el nivel de
conocimiento sobre la importancia de esta enfermedad zoonética y por el

estatus socioeconémico de los propietarios.
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Figura Ill. Bandas de un fragmento de 284 pb del gen invA (Carriles A, D y E) en un gel
de agarosa al 1.5%. Carril C: Control negativo. Carril B: Marcador de peso molecular
DNA Ladder de 50 a 10000 pares de bases, (GeneRuler)
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Deteccion de genes typh 'y ENT

Para la tipificacion de las cepas se realiz6 un PCR multiplex para
amplificar un fragmento de 401 pb del gen TYPH y un fragmento de 304 pb del
gen ENT. De las muestras que se analizaron el 60% (18/30) se identific6 como
Salmonella entérica subespecie typhimurium, (Figura 1V) estos resultados
coinciden con los reportados por Ashra, et al. (2012) en el cual se obtuvo un
81% de muestras positivas a S. typhimurium en pollos de engorda. Asimismo,
Ana (2017) obtuvo el 83% de S. typhimurium en cuyos. Por otro lado, Songsk et
al. (2017) obtuvieron un porcentaje menor de subespecie Typhimurium (13.9%)
en muestras de perros y gatos, al igual que Bitsu et al. (2017), los cuales
reportan un 4% en muestras de perros y utilizando el método de serotipificacion.
Adicionalmente, Mohamed et al. (2017) reportaron un 15.2% en muestras de

origen alimentario.

Estos hallazgos implican un riesgo potencial en la transmision de la
enfermedad, ya que el humano es una especie que se ve afectada por S.
typhimurium, es decir, dicha serovariedad tiene propiedades zoondticas, y al
tener los humanos una estrecha relacién con los perros se corre el riesgo de
adquirir la bacteria y posteriormente desarrollar gastroenteritis, la cual puede
llegar a ser mortal (Fabrega et al 2013; Jong et al 2012).
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Figura IV. Bandas positivas a un fragmento de 401pb correspondientes al gen TYPH
(Carriles B y C) en un gel de agarosa del 1.5%. Carril A: Control negativo. Carril D:

Marcador de peso molecular de 100 a 1000 pares de bases, DNA Ladder (GeneRuler).
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Antibiograma
En el antibiograma para el andlisis de la resistencia a antibidticos se

observo resistencia al menos a un agente antimicrobiano en todos los aislados
de Salmonella (Cuadro VII). ElI 100% (30/30) de las muestras resultaron
resistentes a ampicilina, cefepime y cefalotina. Por otro lado, 56.60% (17/30)
mostro resistencia a cefotaxima, 16.66% (5/30) a cloranfenicol, 13.33% (4/30) a
Trimetoprima—sulfametoxazol, 10% (3/30) a ceftriaxona y 6.66% (2/30) a
Gentamicina, mientras que el 3.33%, (1/30) de las muestras mostraron
resistencia a levoploxacina, nitrofuranteina y netilmicina. Para el antibiético
amikaina ninguna de las muestras resultd resistente (0/30). Del total, 13.33%
(4/30) cepas presentaron la caracteristica multidroga-resistente.

Los antibidticos B-lactamicos fueron los que presentaron mayor
resistencia a excepcion de ceftriaxona ya que del resto de los antibidticos
analizados pertenecientes a esta familia, al menos 3 presentaron un 100% de
resistencia. Los porcentajes reportados en el presente trabajo difieren de los
reportados por Songsak et al. (2017) en el que la ampicilina presento
resistencia en el 50% de las muestras analizadas, sulfonamidas en el 100% y
ceftriaxona en un 17.2 %. En el presente estudio ampicilina fue mayor, mientras
que ceftriaxona fue mucho menor, dichas variaciones podrian deberse a los
diferentes usos de los antimicrobianos en animales de compafiia en diferentes
regiones geograficas. Por ejemplo, Leonard et al. (2011) encontrd resistencia
antimicrobiana a ampicilina en un 16,7%, 14.2% para cetiofur, 14.2% a
ceftriaxona y 14.2% a cefoxitina, adicionalmente, reportaron un 14% de
muestras multidroga resistentes, coincidiendo con los reportados en el presente
estudio, mientras que Bitsu et al. Reportaron un 45% de cepas multidroga
resistentes. De estas, ampicilina fue resistente en un 30.9%, mientras que
cefalotina en 33.3% y ciprofloxacino en un 100% de las muestras. Por otro lado,
Tsai et al (2007) encontraron que ampicilina mostraba resistencia en un 50% de
las muestras, sulfametoxazol- trimetoprima en un 37.5% nitrofuranteina en

38.9%, cefalotina en 5% y cloranfenicol en el 52% de las muestras analizadas.
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Cuadro VIII. Resultados de antibiograma

# CEPAS %
ANTIBIOTICO
RESISTENTES INTERMEDIAS SENSIBLES RESISTENTES INTERMRDIAS SENSIBLES

AK 0 1 29 0% 3.30% 96.66%
AM 30 0 0 100% 0% 0%
LEV 1 0 29 3.30% 0% 96.55%
CF 30 0 0 100% 0% 0%
CTX 17 12 1 56.60% 40.00% 0%
CRO 1 0 29 3.30% 0% 96.66%
CL 5 0 25 16.66% 0% 83.33%
GE 2 1 27 6.60% 3.30% 90.00%
NET 1 0 29 3.30% 96.66%
NF 1 0 29 3.30% 0% 96.66%
FEP 30 0 0 100 0% 0%
SXT 4 0 26 13.33% 0% 86.66%

AK: Amikacina;, AM: Ampicilina; LEV: Levofloxacina;, CF: Cefalotina; CTX:
Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; CL: Cloranfenicol; GE: Gentamicina; NET: Netilmicina;

NF: Nitrofurantoina. FEP: Cefepime; SXT: Trimetoprima - sulfametoxazol
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Deteccion de cmlA/tet, SipB/C, PSEy TEM
Finalmente se realiz6 un PCR para la identificacion de genes de

resistencia para el cual el 100% (30/30) de las muestras fueron positivas al gen
SipB/C que codifica genes de resistencia para la familia de sulfonamidas
(Figura V), 6.6% (2/30) amplificaron el gen cmlA/tet que proporciona resistencia
a cloranfenicol, asimismo, el 16.6% (5/30) y 96.6% (29/30) de las muestras
resultaron positivas para los genes PSE y TEM, respectivamente, los cuales
corresponden al grupo de las ampicilinas (Figuras VI y VII). Adicionalmente, las

muestras analizadas amplificaron a 2 o mas genes de resistencia (Cuadro VI).

Respecto al gen TEM que confiere resistencia a la ampicilina, en
el presente trabajo se presentd en el 96.6% de las muestras. En otros estudios
se ha detectado el gen en el 40% de muestras aisladas de perros y gatos,
(Sangsak et al. 2017) y 20% en bovinos (Ahmed et al 2011), mientras que
Jiménez et al. (2010) reportaron un 2.9%. El gen TEM ha sido reportado como
el B-Lactamasa mas frecuente en Salmonella resistente a ampicilina en Europa.
(Guerri et al 2004), ademas, esta presente en mas del 50% de los aislados de
Salmonella spp. Y esto pudo deberse a multiples factores como las dosis y/o la
duracion del tratamiento. ElI gen PSE, el cual también confiere resistencia a
ampicilina se detectdé en el 16.6% de las muestras, difiriendo con lo reportado
por Talavera et al. (2011) que fue del 2.29% en aislados de cerdos y de
Sangsak et al. (2017), que detectaron el gen en el 3.2% de muestras de perros
y gatos. El gen SipB/C fue detectado en el 100% (30/30) de las muestras en el
presente estudio, difiiendo con reportes anteriores para los cuales se mostré
que el 62% de las muestras presentaban dicho gen (Talavera et al 2011). El
gen cmlA/tetR, logré identificarse en un 6.6% de las muestras analizadas,
porcentaje bajo comparado con los reportados por Talavera et al. (2011) y

Sangsak et al. (2017) los cuales fueron del 57.4% y 60.7%, respectivamente.

Se han identificado genes se resistencia antimicrobianos de diferentes

fuentes como suelo, agua alimento procesado, pollos y cerdos. Contrariamente,
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sigue existiendo muy poca informacion sobre la presencia de genes de
resistencia en aislados provenientes de perros. El presente estudio representa
el primer trabajo de deteccién de genes de resistencia en Salmonella spp. En
Baja California México.
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Figura V. Bandas positivas a un fragmento de 232pb correspondientes al gen sipB/C
(Carriles A y C). Carril B: Marcador de peso de 100 a 1000pb, DNA Ladder

(GeneRuler). Carril D: Control negativo.
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Figura VI: Bandas positivas a un fragmento de 291 pb. Correspondientes al gen TEM
amplificado por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Carriles A, Dy E). Carril B:
Control negativo; Carril C: Marcador de peso de 100 a 1000pb, DNA Ladder
(GeneRuler).
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Figura VII: Bandas positivas a un fragmento de 132 pb. Correspondientes al gen PSE
amplificado por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Carril B, flecha amarilla).
Carril A: Muestra negativa; Carril C: Marcador de peso de 100 a 1000pb, DNA Ladder

(GeneRuler); Carril D: Control negativo.



Cuadro XI: Resistencia fenotipica y genotipica en Salmonella spp.
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Antibiograma

Genes de resistencia

Muestra Serotipos

(Fenotipo) (Genotipo)
51 Thyp AM,CF,NF,FEP, sipB/C, TEM
70 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM PSE CmlA/tetR
120 AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
133 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
151 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C
184 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM,
208 AM,CF,CL,FEP, sipB/C, TEM, CmlA/tetR
267 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
268 AM,CF,CTX,CL,FEP,SXT, sipB/C, TEM, PSE,
296 AM,CF,FEP, SipB/C, TEM,
298 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM,
317 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
335 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
338 AM,CF,FEP sipB/C, TEM
349 AM,CF,FEP, sipB/C , TEM, PSE
352 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
354 AM,LEV,CF,CTX,CRO,GE,NET,FEP,SXT, sipB/C, TEM, CmlA/tetR
375 AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
383 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM, CmlA/tetR
387 AM,CF,CTX,CL,FEP,SXT, sipB/C, TEM, PSE,
396 Thyp AM,CF,CTX,CL,FEP,SXT, sipB/C, TEM, PSE,
398 Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
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399 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
411 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
454 AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
488 AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM
501 Thyp AM,CF,FEP, sipB/C, TEM
437rv Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM,
437sc Thyp AM,CF,CTX,FEP, sipB/C, TEM,
50/17 AM,CF,FEP, sipB/C, TEM,

AK: Amikacina; AM: Ampicilina; LEV: Levofloxacina; CF: Cefalotina; CTX:

Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona ; CL: Cloranfenicol; GE: Gentamicina; NET: Netilmicina;

NF: Nitrofurantoina.

typhimurium;

FEP: Cefepime; SXT: Trimetoprima - sulfametoxazol ; Thyp:
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CONCLUSIONES

Se pretende continuar con el presente estudio de genes de resistencia a
Salmonella spp. En perros ya que los resultados de este estudio indican que
Salmonella spp. esta presente en caninos de Mexicali, B.C., mostrando un
porcentaje alto de S. Typhimurium siendo esta de caracter zoondético lo que
conlleva a un riesgo alto en la salud publica, dado el hecho de que hoy en dia el
perro tiene una estrecha relacion con el humano siendo los nifios los que
presentan un mayor riesgo de contagio. Este estudio abre un panorama para
poder llevar a cabo estudios mas a fondo de todas las familias de antibiéticos
gue se usan en la clinica veterinaria en la region, para de este modo poder
implementar las medidas de control y regulacion de uso de antibioticos
pertinentes. Se tiene que tener un mayor control en el uso de antibidticos en
clinica ya que hoy en dia se estdn usando antibidticos de ultima generacion o
usando en enfermedades virales, lo cual acelera el proceso de resistencia por

parte de bacterias.
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