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RESUMEN

Salmonella enterica es una bacteria versatil que percibe mecanismos de resistencia
antimicrobiana muy refinada, provocando una problematica a nivel mundial en lo que
concierne a la salud publica, por lo cual se lo debe investigar de acuerdo al enfoque “One
Health”, el cual une a los profesionales de salud humana, animal y ambiental para mitigar
el desarrollo de resistencia bacteriana, debido a que las vias de contaminacion de estas
bacterias es a través de los alimentos de origen animal, cuya propagacion es mas eficaz
por las deficientes normas de higiene implementadas en los sitios de faenamiento. El
objetivo de esta investigacion fue valorar los perfiles antimicrobianos y genes de
resistencia de Salmonella enterica aislada en carne de pollo expendida en Ambato. Se
utilizé una cepa de Salmonela enterica, de la cual se obtuvo dos cepas (Salmonella
enterica subespecie enterica serovar Enteritidis strain ATCC 13076y Salmonella enterica
strain FDAARGOS 768), en donde fueron desarrolladas en dos fases de estudio. En la
primera fase, se destaco la utilizacion del método de Kirby Bauer para evaluar la
antibiorresistencia de la cepa frente a un grupo de 5 antibioticos, siendo estos Amoxicilina
mas acido clavulanico (AMC), Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (GM), Oxitetraciclina
(OT) y Sulfametoxazol mas trimetoprim (SXT), de los cuales se los clasifico de acuerdo
con el tamano de su halo de inhibicion en Resistentes, Intermedios y Sensibles, siguiendo
las normativas impuestas por el CLSI. Los resultados obtenidos fueron resistencia total
para OT, resistencia intermedia para CIP y sensibilidad para GM, AMC y SXT, este
ultimo, actuando de manera eficaz contra la Salmonella enterica. En la segunda fase, se
tomo solo a la Oxitetraciclina para observar la presencia de genes de resistencia, ya que
fue el tnico antibiotico que resulto resistente. Para visualizar los genes de resistencia se
utilizo los primers de gen zet(4), debido a la alta tasa de prevalencia en investigaciones
anteriores, ademas se aplico las mismas condiciones de PCR con las que se obtuvo el gen.
Sin embargo, los resultados fueron negativos sin la presencia del gen escogido, por tal
motivo se considerd pertinente explicar los mecanismos moleculares que confieren
resistencia a la bacteria frente a cada grupo de antibidticos, comenzando con las

tetraciclinas hasta terminar con las sulfonamidas.

Palabras clave: Salmonella enterica, resistencia antimicrobiana, genes de resistencia,

mecanismos de resistencia, antibioticos.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is a versatile bacteria that perceives very refined antimicrobial
resistance mechanisms, causing a worldwide problem with regard to public health, which
1s why it should be investigated according to the “One Health” approach, which unites
human, animal and environmental health professionals to mitigate the development of
bacterial resistance, because the routes of contamination of these bacteria are through
foods of animal origin, whose spread is more effective due to the poor hygiene standards
implemented in slaughter sites. The objective of this research was to assess the
antimicrobial profiles and resistance genes of Salmonella enterica isolated in chicken
meat sold in Ambato. A Salmonella enterica strain was used, from which two samples
were obtained (Salmonella enterica subespecie enterica serovar Enteritidis strain ATCC
13076 and Salmonella enterica strain FDAARGOS 768), where they were developed in
two study phases. In the first phase, the use of the Kirby Bauer method was highlighted
to evaluate the antibioresistance of the strain against a group of 5 antibiotics, these being
Amoxicillin plus clavulanic acid (AMC), Ciprofloxacin (CIP), Gentamicin (GM),
Oxytetracycline (OT) and Sulfamethoxazole plus trimethoprim (SXT), of which were
classified according to the size of their inhibition zone into Resistant, Intermediate and
Sensitive, following the regulations imposed by the CLSI. The results obtained were total
resistance to OT, intermediate resistance to CIP and sensitivity to GM, AMC and SXT,
the latter acting effectively against Salmonella enterica. In the second phase, only
Oxytetracycline was taken to observe the presence of resistance genes, since it was the
only antibiotic that was resistant. To visualize the resistance genes, the ref(4) gene primers
were used, due to the high prevalence rate in previous research, and the same PCR
conditions with which the gene was obtained were also applied. However, the results were
negative without the presence of the chosen gene, for this reason it was considered
pertinent to explain the molecular mechanisms that confer resistance to the bacteria
against each group of antibiotics, starting with tetracyclines and ending with

sulfonamides.

Keywords: Salmonella enterica, antimicrobial resistance, resistance genes, resistance

mechanisms, antibiotics.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

La posible principal causa de resistencia bacteriana en el sector avicola se puede deber al
uso indiscriminado de promotores de crecimiento, los cuales su venta es libre y no
regularizada, provocando que paises de la Union Europea y Estados Unidos prohiban el
uso de antibioticos en forma desmedida, en donde estos promotores de crecimiento han

1do desapareciendo de su mercado (Mestorino, 2009).

Un claro ejemplo de la creacion de esta resistencia bacteriana se da en los anos 60, en
donde surge la resistencia a la penicilina, provocando el nacimiento de la combinacion de
ciertas penicilinas con inhibidores de betalactamasas, los cuales permitieron el
tratamiento eficaz de infecciones causadas por enterobacterias; dando como resultado,
que en los anos 70 se buscaran mas alternativas de antibioticos para evitar la resistencia
bacteriana, por lo cual se empezo6 a usar mas a los aminoglucosidos y cefalosporinas; sin
embargo, las cepas de bacterias siguieron desarrollandose por sus genes de resistencia y
en la década de los 2000 se determind que la administracion de antibidticos en sistemas
de produccion era una practica sin regularizacion y desmedida que ocasiona el

surgimiento de cepas multirresistentes (Lopez et al., 2021).

Por consiguiente, en este trabajo, se medira la resistencia de 4 grupos de antibioticos que
mayormente se usan en produccion, las cuales son Aminoglucosidos (Gentamicina),
Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina), Tetraciclinas (Oxitetraciclina) y Sulfonamidas
(Sulfametoxazol mas Trimetoprima); sin embargo también se evaluara a las Penicilinas
(Amoxicilina) combinadas con inhibidores de betalactamasas (Acido clavulanico), pero
este grupo va a hacer mas énfasis en el tratamiento terapéutico de animales de compaiiia
y salud publica, ya que pueden ser catalogados como vectores que puedan transmitir genes

de resistencia.

La presencia de microorganismos en los productos carnicos representa un desafio

significativo para la salud publica en el pais. Investigaciones realizadas por diversas

1



universidades y publicaciones a nivel nacional y local han documentado un incremento
en la cantidad de microorganismos presentes en las carnes. Esto se atribuye a la falta de
medidas de inocuidad durante el proceso de produccion y posterior al sacrificio del
animal, lo que conlleva a la pérdida de las caracteristicas fisicas y bioquimicas de la carne,
resultando en su contaminacion. Este crecimiento microbiano puede provocar
enfermedades en las personas que consumen estos productos carnicos (Melgarejo-

Touchet et al., 2022).

La inocuidad de los productos carnicos en la ciudad de Ambato suele ser deficiente,
especialmente desde el momento del sacrificio y el procesamiento del animal hasta su
transporte; estos procesos pueden alterar el pH y la composicion bioquimica de la carne,
lo que facilita el crecimiento bacteriano, por lo cual se realizé un estudio que incluyo la
recoleccion de 90 muestras, divididas en 45 tomadas de establecimientos certificados y
las restantes de lugares de venta informal en Ambato, en donde los establecimientos
certificados se identificaron bacterias como: Enterococcus faecalis, Lactococcus
garvieae, Enterococcus gallinarum y Pseudomonas aureginosa, mientras que en los
puntos de venta informales se detectaron Aeromonas veronii, Salmonella enterica y

Escherichia coli (Gomez, 2023).

En resumen, la evaluacion de la sensibilidad a los antibioticos y la presencia de genes de
resistencia en Salmonella enterica aislados en carnes de pollo es una medida crucial para
proteger la salud publica, garantizar el tratamiento efectivo de las infecciones bacterianas

y mejorar la seguridad alimentaria (Escobar, 2023).

Por lo cual, este trabajo tiene como objetivo evaluar la sensibilidad a los antibidticos y
presencia de genes de resistencia en Salmonella enterica aislados en carnes de pollo que
se expende en Ambato, lo que actualmente contribuye un problema de salud publica en
la ciudad, debido a su potencial capacidad para causar enfermedades transmitidas por

alimentos en los consumidores.



MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

Segun Villacis-Jara et al., (2019), en su investigacion de “Determinacion del perfil de
sensibilidad antibidtica en Escherichia coli y Salmonella spp. aisladas de carne aviar en
el Ecuador” se manejaron 20 cepas de Salmonella spp. a las cuales se les sometio a la
prueba de Kirby Bauer para medir la sensibilidad hacia los antibioticos, los cuales fueron
gentamicina (GN -10ug), cloranfenicol (CL - 30ug), ceftriaxona (CRO - 30ug),
eritromicina (E - 15png) ampicilina (AM - 10pg), amoxicilina (AM - 30ug), ampicilina —
sulbactam (SAM - 30pg), amoxicilina — acido clavulanico (AUG - 30ug), ciprofloxacina
(CIP - 5ug), trimetoprim — sulfametoxazol (STX - 25ug), meropenem (MEM - 10ug) y
tetraciclina (TE - 30pug).

Los resultados arrojados de los halos de inhibicién fueron medidos de acuerdo con las
tablas reglamentarias del CLSI, en donde se obtuvo resistencia hacia tres de doce
antibioticos empleados, los cuales fueron: eritromicina (100%), tetraciclina (90%),
ceftriaxona (80%), ampicilina (75%), amoxicilina (75%), trimetoprim-sulfametoxazol

(70%); seguidos de gentamicina (65%) y cloranfenicol (50%) (Villacis-Jara et al., 2019).

En la investigacion propuesta por Rivera, (2021), la cual trata sobre “Susceptibilidad
antimicrobiana de cepas de Salmonella spp. en pollo crudo comercializado en mercados
de Veracruz, México y el riesgo a la salud publica”, en la cual se utilizaron 8 cepas de
Salmonella spp. que fueron sometidas a la técnica de Kirby Bauer, evaluando los
siguientes antimicrobianos: ampicilina (AM 10 pg), amikacina (AMK 30 pg),
gentamicina (GTN 10 pg), ceftriaxona (CRO 30 pg), ciprofloxacina (CIP 5 ng),
cloranfenicol (C 30 ng), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT 23.75/1.25 pg), cefotaxima
(CFT 30 pg), amoxicilina—acido clavulanico (AAC 20/10 pg) y azitromicina (AZT 15

ug).



Dando como resultado segin los estandares del CLSI, el 100% de las cepas fueron
resistentes hacia azitromicina y amoxicilina — acido clavulanico, el 62.5% fue resistente
al cloranfenicol, el 50% fue resistente a la ciprofloxacina y el 12.5% fue resistente a la

ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol (Rivera, 2021).

Segun Lossio, (2023), en su estudio “Evaluacion de la resistencia antibacteriana de
Salmonella enterica aisladas de aves de combate de un galpon del distrito de Carabayllo
en el ano 20217, en donde se aislo 3 colonias de Salmonelia enterica que luego fueron
utilizadas en el método de Kirby Bauer para obtener la sensibilidad antimicrobiana,
haciendo uso de los siguientes farmacos: eritromicina, penicilina, clindamicina,
estreptomicina, oxitetraciclina, ampicilina, doxiciclina, levofloxacina, ceftazidima,
ceftriaxona, enrofloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, cefatoxime y gentamicina. Los
resultados de resistencia antimicrobiana obtenidos en la investigacion fueron del 100%
hacia la a eritromicina, penicilina, clindamicina y estreptomicina, mientras que el 66.67%

fueron resistentes a oxitetraciclina, ampicilina y doxiciclina (Lossio, 2023).

En la investigacion de Ortiz et al., (2021), que habla sobre “Resistencia a multiples
antibioticos en serovariedades de Salmonella aisladas de muestras clinicas y alimentos”,
se utilizo 668 cepas de Salmonella que fueron obtenidas a partir de muestras clinicas
humanas y de alimentos, estas fueron sometidas a pruebas para validar la susceptibilidad
antimicrobiana de cada uno mediante el meétodo de Kirby Bauer, haciendo uso de
antimicrobianos los cuales fueron: Ampicilina 10 pg (AMP), Amoxicilina-acido
clavulanico 20/10 pg (AMC), Cefixima 5 pg (CFM), Cefotaxima 30 pg. (CTX), Acido
nalidixico 30 pg (NAL), Ciprofloxacina 5 pg (CIP), Cloranfenicol 30 nug (CHL),
Gentamicina 10 pg. (GEN), Nitrofurantoina 300 pg (NIT), Tetraciclina 30 pg (TCY), y
Trimetoprim-Sulfametoxazol 0.125/23.75 ng (SXT).

Los resultados fueron analizados por medio de las normativas del CLSI, arrojando valores
de resistencia mas elevada fue para Tetraciclina, Ac. Nalidixico y Ampicilina, es
importante mencionar que en el 27,5% de las cepas estudiadas presentd sensibilidad

intermedia a ciprofloxacina (Ortiz et al., 2021).



Segin Quino et al., (2020), en su estudio sobre “Patrones de resistencia a los
antimicrobianos en serovares de Salmonella enterica en Peru”, analizd 540 cepas de
Salmonella enterica aisladas en muestras humanas y no humanas (aves, alimentos y
ambiental), las cuales fueron utilizadas para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana,
mediante el metodo de Kirby Bauer y haciendo el uso de los siguientes antibioticos:
ampicilina (10 pg), amoxicilina/clavulanico (20/10 pg), cefotaxima (30 pg), ceftazidima
(30 ng), cloranfenicol (30 ng), ciprofloxacina (5 png), tetraciclina (30 pg), cotrimoxazol
(1,25/23,75 pg), meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), cefoxitina (30 pg), acido
nalidixico (30 pg) y nitrofurantoina (300 pg).

De las 540 cepas utilizadas en el estudio, las muestras humanas tuvieron resistencia a
nitrofurantoina (74%), acido nalidixico (64%), ciprofloxacina (63%), tetraciclina (63%),
ampicilina (56%), cotrimoxazol (56%), cefotaxima (53%) y cloranfenicol (50%);
mientras que las muestras no humanas, las cuales el 75% fueron obtenidas de aves de
corral, se obtuvo resistencia hacia acido nalidixico (55%), ciprofloxacina (45%),

cotrimoxazol, nitrofurantoina y tetraciclina (40%) (Quino et al., 2020).

El estudio realizado por Adame, (2023), el cual trata sobre “Identificacion de los patrones
de resistencia antimicrobiana de aislamientos de Salmonella enterica obtenidos a partir
de productos carnicos avicolas de importancia en salud publica”, en donde se trabajo con
88 cepas de Salmonella enterica obtenidas en productos carnicos de origen avicola, las
cuales fueron sometidas al método de Kirby Bauer para obtencion de susceptibilidad

antimicrobiana.

Los resultados fueron estandarizados mediante el CLSI, en donde se muestra resistencia
hacia los siguientes farmacos: colistina (100%), acido nalidixico (71.59%),
ciprofloxacino (62.5%), ampicilina (79.5%), trimetoprim con sulfametoxazol (71.59%) y
tetraciclina (76.14%) (Adame, 2023).

Segun Lombao, (2022), en su estudio sobre “Analisis fenotipico y genomico de una cepa

multirresistente de Salmonella enterica serotipo Typhimurium perteneciente al clon
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pandémico DT104”, en el cual utilizo dos cepas de Salmonella enterica serotipo

Typhimurium para encontrar resistencia antimicrobiana enes de resistencia, dando
]

como resultado resistencia hacia a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico,

estreptomicina, cloranfenicol y sulfonamidas.

Mientras que, los genes encontrados fueron blaPSE-1 (blaCARB-2), que confiere
resistencia frente a B-lactamicos como la ampicilina o la amoxicilina, aadA2, frente a
estreptomicina, floR, frente a cloranfenicol, su/l, frente a sulfonamidas, ret(G), frente a
tetraciclinas y gacEAI, frente a desinfectantes y compuestos de amonio cuaternarios

(Lombao, 2022).

La investigacion de Garcia Prada, (2023) sobre “Identificacion, tipificacion y estudios de
resistencia/virulencia de una cepa multirresistente de Salmonella enterica serotipo
Choleraesuis: analisis fenotipico y genomico”, el cual hizo uso de una cepa de Salmonella
enterica serotipo Choleraesuis que presentd resistencia a la ampicilina, tetraciclina,

sulfonamidas, trimetoprima, estreptomicina y cloranfenicol.

En cuanto a los genes de resistencia, se encontraron amplicones para los genes aadA2,

blaTEM-1B, ecmlAl, sul3, sull, dfrAly tet(B) (Garcia Prada, 2023).

Segun Sanchez, (2022), en su investigacion sobre “Analisis comparativo de secuencias
de genoma completo de Salmonelia enterica serovar Infantis de origen humano y animal”,
en la cual hace una comparacion de 5 secuencias genomicas de Salmonella enterica

serovar Infantis encontradas en distintas partes del mundo con las de origen ecuatoriano.

Los resultados que se encontraron en la investigacion sostienen la persistencia de grandes
variedades de genes de resistencia para aminoglucosidos, especialmente para los genes
aadAl, aac(3)-1V, aph(3')-la, aph(4)-Ia, aac(6')-laa, para fosfomicinas, fosA3,

aminociclitol con el gen aadA4 1, tetraciclinas zet(4), fenicol floR, antagonistas del folato



dfrd14, sull y compuestos de amonio cuaternario gacE; mientras que, a la familia de

betalactamasas, el gen primordial se destaca como el blaCTX-M (Sanchez, 2022).

En el estudio de Molina, (2021) sobre “Caracterizacion fenotipica y genotipica de la
resistencia a antibioticos en aislamientos de Salmonella enterica de came de ave. Efecto
de dosis subinhibitorias de biocidas sobre los patrones y los mecanismos de resistencia”,
en donde analizo la resistencia antimicrobiana en 64 cepas de Salmonella enterica frente
a 16 antibidticos, dando como resultado porcentajes mas altos de resistencia frente a la
estreptomicina (39,06% de las cepas), el acido nalidixico (35,94%), las sulfonamidas
(25%), v la ampicilina y tetraciclina (17,2%); los porcentajes mas altos en cuanto a
resistencias intermedias se han obtenido frente a la estreptomicina (53,13%), a las
sulfonamidas (23,44%), a la ciprofloxacina, amikacina y amoxicilina-clavulanico

(17,2%).

Enlos genes de resistencia se evaluo la presencia de los genes implicados en la resistencia
a P-lactamicos (blaTEM, blaSHV, blaCMY, blaCTX-M9, blaCTX-MU, blaCTX-M3G,
blaOXA-1, blaPSE-1, amp(), tetraciclina (tet(4), tet(B), tet(G)), aminoglucosidos (aadA,
strd, strB, aac(3)-II, aac(3)- IV), sulfonamidas (sull, sul2, sul3), cloranfenicol (cmlA,
floR) y quinolonas (gyr4 y parC) (Molina, 2021). En cuanto, a las betalactamasas se
detectaron los genes blaTEM y blaPSE-1 en un 64,64% y 36,36%; el gen sull se detecto
en un 75%; los genes aac(3)- I y aac(3)-1IV se encontraron en el 100% de las cepas
resistentes a la gentamicina; para las quinolonas y fluoroquinolonas se encontraron los
genes de resistencia gyrad y parC, siendo el 100% de aparicion del primer gen frente al
51.56% del segundo gen; en las cepas resistentes a tetraciclinas se encontro el 40% de los
genes de resistencia a ref(4), mientras que el otro 40% se encontro el 7et(G) y el 20% con

el tet(B) (Molina, 2021).

Segin Khan et al, (2019), en su investigacion sobre “Phentotypic, gentotypic
antimicrobial resistance and pathogenicity of Salmonella enterica serovars Typimurium
and Enteriditis in poultry and poultry products”, el cual utilizo 234 cepas de Salmonella
frente a los siguientes farmacos: Ceftriaxone (CRO, 30 pg), Amoxicillin (AMX, 20 pug),
Gentamycin (GEN, 10 pg), Streptomycin (STR, 10 pg), Tetracycline (TET, 30 png),

Chloramphenicol (CHL, 30 pg), Clarithromycin (CLR, 15 pg), Levofloxacin (LVX, 5
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ug), Ofloxacin (OFX, 5 pg), Gatifloxacin (GAT, 5 ng), Ciprofloxacin (CIP, 5 ug),

Suphamethoxazole + Trimethpram (SXT, 25 pg), Ampicillin (AMP, 10 pg), Lincomycin

(LIN, 2 pg) and Azithromycin (AZM, 15 pg); en donde se dio como resultado resistencia a

LIN (93.1%, 218/234), AMX (80%, 187/234), AMP (74.3%, 174/234), TET (64.5%,
151/234) y STR (64.5%, 151/ 234).

Para la deteccion de los genes de resistencia se utilizaron: tetracycline [fet(4), tet(B),
tet(C)], streptomycin (strd/strB, aadA y (aac(3) IV), gentamycin (aac(3)IV, aadB),
sulfonamides (su/l, sul2 and sul3), y b-lactamases (blaCMY-2, blaTEM, blaSHYV); dando
como resultado la presencia de los siguientes genes de resistencia: blaTEM (76%,
178/234), blaSHV (71.7%, 168/234), tet(4) (64%, 151/234) y tet(B) (64%, 150/234)
(Khan et al., 2019).

Para el estudio de Pezzella et al., (2004) sobre “Tetracycline and Streptomycin Resistance
Genes, Transposons, and Plasmids in Sa/monella enterica Isolates from Animals in Italy”,
se uso 392 cepas en pruebas de resistencia bacteriana frente a 16 antibidticos: colistin (10
1g), nalidixic acid (30 pg), ampicillin (10 pg), cefotaxime (30 pg), ciprofloxacin (5 pg),
enrofloxacin (5 pug), chloramphenicol (30 pg), gentamicin (10 pg), kanamycin (30 pg),
streptomycin (10 pg), sulfonamides (300 pg), tetracycline (30 pg), trimethoprim y
sulfamethoxazole (1.25 y 23.75 ng), amoxicillin-clavulanic acid (30 pg), cephalothin (30
1g), y neomycin (30 ug); dando como resultado mayor porcentaje de resistencia hacia

tetraciclina y estreptomicina.

Mientras que, en el mismo estudio, se identifico la presencia de genes de resistencia para
tet(A4) en un 68% de las cepas de Salmonella enterica, mientras que para estreptomicina

se encontro los genes strA y strB en un 84% de las cepas (Pezzella et al., 2004).



1.2. Categorias Fundamentales.

1.2.1. Salmonella enterica.

Generalidades

Fuente: (Sanz Garcia, 2020).

Figura 1

Morfologia microscopica de la Salmonella enterica.

La Salmonella enterica es una bacteria patogena Gram negativa, flagelada y anaerobia
facultativa. Con forma de baston, habita principalmente en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales. Se transmite por alimentos contaminados, especialmente carne,
huevos y productos lacteos. Al infectar al organismo, causa salmonelosis, una enfermedad
gastrointestinal caracterizada por diarrea, fiebre, dolor abdominal y vomitos; el control
de su propagacion requiere medidas de higiene adecuadas en la manipulacion de

alimentos y estrategias de prevencion en la produccion animal (Villacis-Jara et al., 2020).

La Salmonella enterica representa una significativa preocupacion para la salud publica
debido a su capacidad de causar enfermedades transmitidas por alimentos en humanos,
ya que esta bacteria puede contaminar una amplia variedad de alimentos, incluyendo
carne de pollo, huevos, productos lacteos y vegetales, lo que puede resultar en brotes de
enfermedades gastrointestinales, en donde los sintomas de la infeccion por Salmonella

enterica pueden variar desde leves, como diarrea o malestar estomacal, hasta severos,



incluyendo deshidratacion, fiebre alta y en casos extremos, incluso la muerte. Ademas,
esta bacteria puede causar complicaciones graves en ciertos grupos de riesgo, como ninos
pequenos, ancianos y personas con sistemas inmunitarios debilitados (Wessels et al.,

2021).

El control adecuado de la Salmonella enterica es esencial para prevenir brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos y proteger la salud publica, por lo cual esto
implica implementar medidas de seguridad alimentaria en todas las etapas de la cadena
de produccion, desde la granja hasta la mesa, incluyendo practicas de higiene durante la
manipulacion y preparacion de alimentos, asi como también regulaciones estrictas en la
produccion animal y en la industria alimentaria. La deteccion temprana de brotes de
Salmonella enterica y la rapida intervencion son fundamentales para limitar su
propagacion y prevenir la aparicion de enfermedades graves, destacando asi la
importancia de la vigilancia y el control continuo de esta bacteria en la salud publica

(Fegan et al., 2022).

Taxonomia

Tabla 1

Categoria taxonoémica de Salmonella enterica

Dominio Bacteria

Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Especie Salmonella enterica

Fuente: (NIH, 2024).
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1.2.2. Importancia en la salud “One Health”

El término de One Health, se describe en el glosario cientifico como el planteamiento que
identifica a la relacion que existe entre la salud de las personas, fauna, flora y al
ecosistema; por lo cual esta perspectiva se basa en la cooperacion de agentes de la salud,
tanto humana como veterinaria, para mitigar el desarrollo de la dispersion de la resistencia

hacia los antimicrobianos (Cruz, 2022).

Este enfoque tomo mas fuerza y relevancia con el surgimiento de una alianza entre la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), cuya formacion busca incentivar la union multisectorial para asi evitar, descubrir,
Interrumpir, suprimir y contestar a los peligros para la salud humana y animal que son
provocados en su mayoria por zoonosis e inocuidad alimentaria (Osbumn et al., 2009;

White y Hughes, 2019).

1.2.3. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana surge cuando una cepa bacteriana desarrolla la capacidad de
reproducirse incluso en presencia de concentraciones de antibioticos superiores a las que
normalmente se encuentran en dosis terapéuticas. Esta resistencia puede originarse a
traves de la transferencia de genes de resistencia o por mutaciones que se encuentran tanto

en el cromosoma bacteriano como en los plasmidos (Jaimes-Duefiez et al., 2022).

Los genes de resistencia bacteriana pueden surgir tanto de manera natural como adquirida,
y su expresion se lleva a cabo mediante procesos bioquimicos especificos. Estos genes
pueden originarse a través de mutaciones en genes especificos de bacterias susceptibles o
ser adquiridos a través de plasmidos, que son fragmentos de ADN adicionales que se
replican de forma independiente. Los plasmidos son portadores de expresion genética que

contienen genes sin promotores especificos (Hernandez-Barrera et al., 2017).
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1.2.4. Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana puede producirse de dos formas iniciales, de manera natural o

adquirida, siendo la resistencia natural un mecanismo propio de cada microorganismo y

era el unico mecanismo que se tenia registro antes de la aplicacion de los antibioticos;

mientras que, la resistencia adquirida es un mecanismo versatil, ya que los

microorganismos mutan a nivel genomico, dando como resultado genes de resistencia,

los cuales pueden ser transmitidos a otra generacion de forma vertical (Células hijas) o a

otro especie de forma horizontal (Natalia y Molina, 2022). Los principales mecanismos

de resistencia bacteriana adquirida son:

Inactivacion enzimatica, mecanismo que se encarga de hidrolizar al
antimicrobiano para modificar su funcion y este no alcance el lugar de accion

(Lirola-Andreu et al., 2022; Natalia y Molina, 2022).

Impermeabilidad, es un mecanismo casi obligatorio de las bacterias gram
negativas, este se encarga de modificar la expresion genética de las porinas para
mutar su estructura, impidiendo el ingreso del antibiotico (Lirola-Andreu et al.,

2022; Natalia y Molina, 2022).

Modificacion del sitio blanco, este mecanismo se encarga de codificar el sitio de
union del antimicrobiano con la bacteria, incluso desapareciendo esta union y
ocasionando que el antibiotico no pueda ejercer su funcion (Lirola-Andreu et al.,

2022; Natalia y Molina, 2022).

Bombas de eflujo, son mecanismos basados en proteinas de membrana cuya
funcion es el transporte de los metabolitos y agregados toxicos, desde dentro de
la bacteria hacia el exterior, lo cual contribuye con la expulsion del antibidtico, no
en su totalidad, pero si disminuyendo su concentracion inhibitoria (Lirola-Andreu

et al., 2022; Natalia y Molina, 2022).
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Figura 2

Principales mecanismos de resistencia bacteriana

1.2.5. Dispersion de la resistencia bacteriana

La diseminacion de la resistencia bacteriana contribuye una crisis a nivel mundial que
tiene un impacto a la salud, tanto humana como animal, ya que principalmente el consumo
de antibidticos en la produccion animal desencadena el desarrollo de cepas
multirresistentes hacia el ambiente y en la cadena alimentaria para el consumo de
personas (Giono-Cerezo et al., 2020). Esto se debe a que los sistemas de produccion
utilizan a los antimicrobianos como promotores de crecimiento, justificandose en la
prevencion de estrés patologico por enfermedades, lo cual promovio un llamado de
atencion hacia la iniciativa One Health, en donde los entes relacionados a la salud como
la OMS. OIE y FAO, tomaron medidas que limitan esta practica en muchos paises,
especialmente en Europa y Estados Unidos, mientras que, en los paises tercermundistas,
esta limitacion no es bien regulada y la administracion de antibioticos en animales

enfermos y sanos es de manera simultanea (Espinosa Castatio et al., 2019).
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Esto provoca que los antimicrobianos que son excretados por los animales puedan llegar
hacia varios medios ambientales, como son suelos, agua, flora y fauna, alterando
estructural y funcionalmente a las sociedades bacterianas que alli se encuentran, dando
como resultado el desarrollo, seleccion y difusion de resistencia antimicrobiana

(Gonzalez A., 2002).
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Figura 3

Esquema de diseminacion de bacterias resistentes a antibioticos.
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1.2.6. Promotores de crecimiento

El uso de los promotores de crecimiento se tenia como justificacion el aumento en la
eficacia de la produccion animal, empezando en 1940, en donde se reconocio que el uso
de antibioticos debia ser indispensable, ya que al alimentar a los animales con dosis bajas
de antibioticos les permitia ganar peso adicional, aunque no tenian la justificacion exacta
de como estos ayudaban en su crecimiento, mas bien suponian que actuaban como
inhibidores de cuadros subclinicos que podian ocasionar los patogenos mientras estos se
inoculaban en el sistema del animal y dado que los patogenos se pueden encontrar en el
medio ambiente del sistema de produccion, surge la urgencia de aplicar dosis

subterapéuticas para crear un entorno saludable (Mestorino, 2009).

Este hecho de usar dosis bajas de antibioticos de forma “eficiente” fue muy aceptable en
varios paises del mundo por el incremento de la ganancia diaria de peso; sin embargo, el
gran obstaculo de este uso es la formacion de cepas multirresistentes a estos farmacos,
los cuales ponen en riesgo la salud publica, en donde se sefiala que es un lujo no se puede
seguir permitiendo en los aditivos alimenticios, ya que la mayoria de patogenos se pueden
controlar con un adecuado plan de inocuidad en las instalaciones de produccion y

controlando la cadena de produccion de manera eficiente (Ardoino et al., 2017).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Valorar los perfiles antimicrobianos y genes de resistencia de Salmonella enterica aislada

en carne de pollo expendida en Ambato.
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1.3.2. Objetivos Especificos

- Analizar la capacidad de la Salmonella enterica para resistencia o sensibilidad a

los antibidticos utilizando el método de difusion en agar.

- Detectar la existencia de genes que confieren resistencia a los antibioticos en la
Salmonella enterica utilizando la técnica de PCR en muestras de carne de pollo

distribuidas en Ambato.

- Describir los procesos moleculares que permiten a la Salmonella enterica resistir

los efectos de los antibidticos.

1.4. Hipotesis

1.4.1. Hipotesis Nula

Los aislados de Salmonella enterica que fueron encontrados en la carne de pollo que se

expende en Ambato, no presentan genes de resistencia.

1.4.2. Hipotesis Alternativa

Los aislados de Salmonella enterica que fueron encontrados en la carne de pollo que se

expende en Ambato, presentan genes de resistencia.
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2.1. Ubicacion del estudio

CAPITULO I

METODOLOGIA

El presente estudio se lo realizara en los laboratorios de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicado en la Provincia

de Tungurahua, Canton Cevallos, con una extension de 19.000 km?2, latitud 2.882 msnm.
1°22"08.7" y longitud 78° 3623.8".

2.2.  Caracteristicas del lugar

Tabla 2

Caracteristicas del lugar de estudio

Parametro Valor

Clima Ecuatorial Meso Térmico Seco
Temperatura °C 13al6

Humedad Relativa % 60a 75

Velocidad del viento m/s 2.1a89

Precipitacion mm 200 a 500

Fuente: (GAD Cevallos, 2024).
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2.3. Equipos y materiales

Tabla 3

Equipos y Materiales

- Gradilla

- Cajas Petr1

- Tubos de ensayo

- Varilla de agitacion
- Cuchara de medicion
- Micropipeta

- Papel aluminio

- Guantes de latex

- Cuvets

- Tubos Eppendorf

- Palillos de cultivo

- Puntas de micropipeta

Materiales de Laboratorio

Portaobjetos
Asa de siembra
Cofia

Bata quirurgica
Papel Kraft
Mechero bunsen
Zapatones

Cinta

Matraz Erlenmeyer
Bolsa ziploc
Tampones

Vasos de precipitacion

- Probeta - Cubetas
Reactivos
- Agua destilada - Agar Tripticasa de Soya
- Alcohol - Discos de antibiograma
- Agua UltraPura - Amoxicilina + Ac. Clavuldnico
- Safe Green - Ciprofloxacina
- Agarosa - Gentamicina
- Infusion cerebro-corazon - Ogxitetraciclina
- Agar Miiller Hilton - Sulfametoxazol + Trimetoprima
- Taq Polimerasa
Equipos

- Balanza Analitica FC 2000 (2000 -

g:0.01 g)
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- Bafio Maria - Vortex
- Microscopio - Nanodrop
- Incubadora - Transiluminador
- Termociclador - Camara de electroforesis
Insumos Extra
- Computadora - Camara
- Rotulador - Cuaderno de apuntes
- Cinta adhesiva - Esferos
2.4. Factores de estudio.
Tabla 4
Discos de antibioticos
Farmaco Simbologia Descripcion Genes de
Resistencia
Betalactamico unido con un inhibidor
de betalactamasa, la amoxicilina ataca y
Amoxicilina mata las bacterias al interferir con la
mas Acido AMC 30pg | sintesis de su pared celular mientras que blaTem
Clavulanico el acido clavulanico previene la
degradacion de la amoxicilina por parte
de las enzimas bacterianas, lo que
aumenta la efectividad del antibiotico.
Fluoroquinolona, actia bloqueando la
actividad de una enzima llamada ADN
Ciprofloxacina CIP 5ug | girasa, que es crucial para la replicacion ard
y reparacion del ADN bacteriano. Al
inhibir esta enzima, impide que las
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bacterias infectadas puedan dividirse y

multiplicarse.

Gentamicina

GM 10pg

Aminoglucosido, actua inhibiendo la
sintesis de proteinas en las bacterias. Se
une a los ribosomas bacterianos,
interfiriendo con la capacidad de las
bacterias para producir proteinas
esenciales para su supervivencia y
reproduccion. Al detener la sintesis
proteica, impide el crecimiento y la

reproduccion bacteriana.

aac(3)-IV

Oxitetraciclina

OT 30ug

Tetraciclina, interrumpe la capacidad de
las bacterias para producir proteinas

esenciales para su crecimiento y

supervivencia.  Esto  detiene la

reproduccion de las Dbacterias y

eventualmente lleva a su muerte.

Ademas, puede interferir con la

capacidad de las bacterias para adherirse

a las células huésped y penetrar en ellas.

tet(4)

Sulfametoxazol
mas

Trimetoprima

SXT 25ug

Sulfonamida combinada con
trimetoprima, actan en sinergia para
inhibir dos pasos consecutivos en la
sintesis del acido folico en las bacterias.
Esta interrupcion en la produccion de
acido folico, esencial para la sintesis de
ADN, ARN vy proteinas bacterianas,

conduce a la muerte de las bacterias

sull
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Tabla 5

Primers y secuencia genomica

Farmaco Primers Secuencia 5" a 3’ Gen Amplicon

Objetivo

Amoxicilina | blaTEM-f | ATTCTTGAAGACGA
mas Acido AAGGGC blaTem 1150pb
Clavulanico | blaTEM-r

ACGCTCAGTGGAAC
GAAAAC
ard-f | TGTCCGAGATGGCC
Ciprofloxaci TGAAGC ovrd 417pb
na oyrd-r
TACCGTCATAGTTA
TCCACG
aac(3)- | CTTCAGGATGGCAA
Gentamicina - GTTGGT aac(3)- 286pb
w
aac(3)- | TCATCTCGTTCTCC
IV-r GCTCAT
tet(4)-f | GTAATTCTGAGCAC
Oxitetracicli TGTCGC tet(4) 937pb
na tet(4)-r
CTGCCTGGACAACA
TTGCTT
Sulfametoxa sull-f | TGGTGACGGTGTTC
zol mas GGCATTC sull 789pb
Trimetoprim sull-r
a GCGAGGGTTTCCGA
GAAGGTG

Fuente: (de Toro, 2014; Molina, 2021).
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2.5. Manejo del Experimento

2.5.1. Tamaio de la muestra

Se trabajo con 2 cepas que fueron identificadas de forma molecular como Salmonella
enterica, de las cuales estas se encuentran conservadas en el Laboratorio de Microbiologia
y Biologia Molecular correspondientes al area de investigacion en la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

Tabla 6

Cepas de Salmonella enterica

Numero de cepa Nombre de la cepa Codigo de la cepa
N21 Salmonella enterica strain CP041005.1
FDAARGOS 768
N37 Salmonella enterica EU014687.1

subespecie enterica serovar
Enteritidis strain ATCC
13076
Fuente: (NIH, 2024).

2.5.2. Diseno experimental

Este trabajo de caracter investigativo se lo llevara a cabo en tres fases:

Fase 1: En esta primera fase, se va a establecer la resistencia antimicrobiana de cada
muestra de Salmonella enterica frente a los cinco antibidticos en sus diferentes discos
antimicrobianos mediante el método de Kirby Bauer, en donde la variable a tomar en
cuenta sera los halos de inhibicion que estos van a producir y se los clasificara
dependiendo de su tamano en Sensible (S), Intermedio (I) o Resistente (R), siguiendo las

normativas impuestas por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Fase 2: En la segunda fase, se va a utilizar los antibidticos que fueron resistentes hacia
las dos muestras de Salmonella enterica empleada, estos se determinaran si existen o no
genes de resistencia frente a los antibidticos en estas cepas. Esta determinacion se lo
realizara por medio de extraccion de ADN con el método descrito por (Doellinger et al.,
2020).

Seguidamente, las muestras seran usadas para la preparacion del “Master Mix” en
conjunto con los primers del antibiotico resistente, para asi proseguir con la PCR, por
medio de las estandares de Desnaturalizacion, Alineamiento y Extension propuestas por
(Zhu et al., 2020); finalmente, se correran las muestras por la técnica de electroforesis y

se observara los resultados en el transiluminador.

Fase 3: En la tercera y tultima fase, con los resultados que fueron obtenidos se va a
explicar por medio de la descripcion bibliografica, los mecanismos moleculares que les
confieren resistencia a los antibioticos catalogados como intermedios y resistentes frente

a la Salmonella enterica.

2.6. Metodologia

Las dos cepas de Salmonella enterica que se trabajaron para el desarrollo del proyecto
investigativo se mantienen conservadas y etiquetadas en tubos eppendorfs sobre las
gradillas crioviales, ademas estan cubiertas por papel aluminio a una temperatura constate
de -20 °C en el Laboratorio de Biologia Molecular perteneciente a la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
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2.6.1. Fase 1. Refrescamiento de cepas de Salmonella enterica en Agar Tripticasa

de soya (TS)

Se trata de un medio de cultivo a bases de peptona y tripteina, el cual destaca por su
aportacion de nutrientes altos en aminoacidos libres, péptidos, minerales y vitaminas;
ademas, este logra garantizar el crecimiento de una enorme cantidad de microorganismos,
tanto gran positivos como negativos, y se puede suplementar con adiciones de sangre
ovina al 5% para visualizar reacciones hemoliticas en los diferentes microorganismos

(TM MEDIA, 2014).

2.6.1.1.  Preparacion del Agar TS

1. Antes de empezar, se esterilizo todo el material de laboratorio necesario para la
preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.

2. Sobre la balanza analitica, se pes6 40 gramos del Agar TS.

3. Una vez pesado la cantidad necesaria, se anadio 1000 mL de agua destilada hacia
una botella de vidrio, en donde se mezclé con el Agar TS.

4. La mezcla se esterilizo en el autoclave con una temperatura de 120 °C y por un
tiempo de 30 minutos.

5. Luego de la esterilizacion, se administro la mezcla en cada una de las cajas Petri,
previamente se dejo enfriar 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Después que la mezcla se coloco en las cajas Petri, se dejo reposar 15 minutos hasta

solidificar y se voltearon las cajas.

7. Ya completamente solido el Agar TS, se envolvieron las cajas Petri con aluminio
y se conservaron en el refrigerador.
8. Se va a dejar reposar las cajas Petri por 24 hrs para luego realizar la siembra de las

cepas.
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2.6.1.2.  Siembra de las cepas de Salmonella enterica en Agar TS

1. Se busco las cepas de Salmonella enterica en el Laboratorio de Biologia Molecular
en la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Técnica de Ambato, estas
estaban conservadas en los tubos eppendorf y se las acerco al mechero bunsen en un
cuarto esterilizado.

2. Mientras la cepa se acondicionaba, se rotularon las cajas Petri con los codigos de
cada cepa.

3. Para sembrar la bacteria, se tomoé una cantidad menor de la muestra con un palillo
de siembra, para asi colocar una pequena gota de muestra bacteriana sobre cada caja
Petri con Agar TS.

4. Una vez colocada la gota, se espero un tiempo de aproximadamente 10 minutos
para que se seque por completo.

5. Ya seca la gota sobre el Agar TS, se procedio a estriarla por medio de una asa de
siembra que se esterilizo con el mismo mechero bunsen.

6. Para finalizar, se incubaron las cajas Petri ya sembradas en la incubadora por un

tiempo de 24 horas y con una temperatura de 37 °C.

2.6.2. Siembra de colonias de Salmonella enterica en Infusion Cerebro-Corazon

Este es un medio completamente liquido de un gran enriquecimiento nutritivo que se
destaca por la infusion de cerebro de una ternera y la infusion de corazon de un vacuno;
ademas, esta suplementado con peptona que confiere una fuente de carbono, aminoacidos,
péptidos y wvitaminas, lo cual permite el crecimiento de microorganismos con

requerimientos nutricionales pobres (TM MEDIA, 2019)
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2.6.2.1. Preparacion de la Infusion Cerebro-Corazon

1. Antes de empezar, se esterilizo todo el material de laboratorio necesario para la
preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.

2. Sobre la balanza analitica, se peso 37 gramos de la Infusion Cerebro-Corazon.

3. Una vez pesado la cantidad necesaria, se anadi6 1000 mL de agua destilada hacia
una botella de vidrio, en donde se mezcl6 con la Infusion Cerebro-Corazon.

4. La mezcla se esterilizo en el autoclave con una temperatura de 120 °C y por un
tiempo de 30 minutos.

5. Luego de la esterilizacion, se administré 5 mL de la mezcla en cada uno de los
tubos de ensayo ya etiquetados previamente y se le colocd un tapon estéril.

6. Después que la mezcla se coloco en las cajas Petri, se dejo reposar 15 minutos hasta
solidificar y se voltearon las cajas.

7. Para finalizar se dejaron reposar 5 minutos sobre las gradillas.

2.6.2.2. Siembra de las colonias de Salmonella enterica en Infusion Cerebro-

Corazon

1. Se tomo6 una cantidad considerable de colonias de Salmonella enterica, alrededor
de 5 a 6 colonias, que previamente fueron sembradas y aisladas por estriacion en el
Agar TS.

2. Se anadio las colonias a los tubos de ensayo que contenian la Infusion Cerebro-
Corazon.

3. Una vez las colonias fueron puestas en la Infusién Cerebro-Corazon, se mezclaron
bien con el Vortex por un tiempo aproximado de 30 segundos.

4. Yabien homogeneizada la muestra, los tubos de ensayo se incubaron por un tiempo

de 3 horas a una temperatura de 37 °C.

2.6.3. Siembra de Salmonella enterica en Miiller Hinton (MH)

Este medio de cultivo es esencial en el método de Kirby Bauer, ya que permite la
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susceptibilidad de crecimiento hacia a agentes antimicrobianos, siendo de esta manera un

procedimiento estandar de dicho método (TM MEDIA, 2020).

2.6.3.1. Preparacion del Agar Miiller Hinton (MH)

1. Antes de empezar, se esterilizo todo el material de laboratorio necesario para la
preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.

2. Sobre la balanza analitica, se pes6 38 gramos del Agar MH.

3. Una vez pesado la cantidad necesaria, se afiadio 1000 mL de agua destilada hacia
una botella de vidrio, en donde se mezcld con el Agar MH.

4. La mezcla se esterilizo en el autoclave con una temperatura de 120 °C y por un
tiempo de 30 minutos.

5. Luego de la esterilizacion, se vertio la mezcla en cada una de las cajas Petri y se
dejo reposar.

6. Ya solidificado el Agar MH, se voltearon las cajas Petri.

7. Bien solidificadas y secas las cajas Petri con el Agar MH, se las envolvid en

aluminio y se conservo 24 horas antes de poder sembrar en ellas.

2.6.3.2. Medicion de la densidad optica de la muestra en el espectrofotometro

Volvemos a la muestra preparada con la Infusion Cerebro-Corazon, ya que cuando haya
pasado el tiempo de incubacidn de 3 horas, se procedio a medir el nivel de turbidez en los
tubos de ensayo; por lo cual, para medir dicha turbidez primero se evalud un tubo control
que se lo programo a una densidad optica de 0.5 en el espectrofotometro, ya que esto nos

indica una densidad celular de 1,5 x108 UFC/mL.

Este valor se lo comparo con todas las muestras de los tubos de ensayo que se prepararon
con la Infusion Cerebro-Corazon, para de esta manera ajustar la concentracion bacteriana
de la muestra antes de sembrarla en el Agar MH, si el valor era mayor o menor al esperado
de 0,5, esta muestra se debia ajustar ya sea anadiendo mas colonias bacterianas o mas

Infusion Cerebro-Corazon.
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2.6.3.3. Siembra de Salmonella enterica previamente ajustada la densidad

bacteriana en Agar MH

1. Se tomo la muestra de Salmonella enterica ajustada a 0,5 por medio de un hisopo
estéril, pero sin sobrecargar a este con demasiada muestra, por lo cual se escurrio el
hisopo en los bordes del tuyo de ensayo.

2. Ya con la debida cantidad de muestra en el hisopo se procedié a estriar hacia 4
direcciones diferentes para homogeneizar en el Agar MH, este proceso se realizo en
3 cajas Petr1 previamente rotuladas el codigo de cada sepa, ya que se van a trabajar
con 3 réplicas de cada una para asegurar los resultados.

3. Una vez aplicadas las muestras en el Agar MH, se va a dejar reposar por un tiempo

de 15 minutos antes de colocar los discos de antibioticos.

2.6.3.4. Posicionamiento de los discos de antibioticos en el Agar MH

1. Una vez que pasaron los 15 minutos de reposo, se van a situar los discos
antimicrobianos por medio de una pinza estéril, siguiendo las normativas impuestas
por el CLSI; ademas, se va a empezar por posicionar al disco blanco en el centro de
cada caja Petri.

2. Los demas discos se van a ordenar alrededor del disco blanco con una ligera
distancia de aproximadamente 2 cm entre cada disco y borde de cada caja Petri.

3. Una vez aplicadas los cinco discos de antibioticos (AMC, CIP, GM, OT, SXT), se
van a asentar con una ligera presion de la pinza estéril y se va a voltear las cajas Petri.
4. Ya con las cajas Petri volteadas nos aseguramos de que todos los discos estén fijos

y se procede a incubar por 24 horas a una temperatura de 37°C.
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2.6.3.5. Lectura de los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano

1. Para la lectura de cada caja Petri, se las coloco en una superficie oscura para asi
lograr medir cada halo de inhibicion de forma sencilla.

2. Ya posicionadas las cajas Petri en la superficie oscura, se ilumino por encima con
una luz reflectante y se procedio a medir por medio de una regla en una escala de mm.
3. Los datos obtenidos de las 3 réplicas por la medicion de los halos de cada disco se
trasladaron a Excel para obtener la media de cada antibiotico en la cepa de Salmonella
enterica.

4. Una vez con los resultados de cada halo de inhibicion, se procedio a estandarizar

seglin las medidas impuestas por el CLSL

Tabla 7

Medida de los halos de inhibicion por resistencia bacteriana (mm)

Discos de Antibidticos Siglas Sensible Intermedio Resistente
Amoxicilina + acido clavulanico 30 pg  AMC >18 14-17 <13
Ciprofloxacina 5 g CIP >31 21-30 <20
Gentamicina 10 pg GM > 16 13-15 <12
Oxitetraciclina 30 ug oT =15 12-14 =11

Sulfametoxazol + trimetoprim 25 pg SXT > 16 11-15 <11
Fuente: (CLSI, 2024). |

2.6.4. Fase 2. Determinacion de la presencia de genes de resistencia en Salmonella

enterica

Para esta segunda fase de investigacion se tomo en cuenta solo los antibioticos resistentes
obtenidos en la primera fase, por lo cual para determinar la presencia de genes de
resistencia primero se va a extraer el ADN de las muestras de Salmonella enterica, para
luego realizar la técnica de PCR vy finalizar con el método de electroforesis para observar

los resultados en el transiluminador.
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2.6.4.1. Protocolo de Extraccion de ADN de las cepas de Salmonella enterica

Es un metodo de separacion y purificacion de ADN sobre una muestra, para esto existen
varios procedimiento para la obtencion de este, siendo el mas universal y simple la
extraccion a base salina, logrando obtener un buen indice de pureza (Doellinger et al.,

2020).

2.64.1.1. Procesamiento por Extraccion Salina

1. Antes de empezar, se esterilizé todo el material de laboratorio necesario para la
preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.

2. Se va a centrifugas las cepas de Salmonella enterica a 3000 rpm durante 5 minutos.
3. Una vez centrifugado, se va a refrescar la cepa en 500 mL de Infusion Cerebro-
Corazon y pasar luego a tubos eppendorf.

4. Ya en los tubos eppendorf, se va a administrar 40 ul de SDS al 20% y después de

va a anadir 8 pl de Proteinasa K a una concentracion de 20 mg/mL.

5. Seguidamente la mezcla se va a pasar por el vortex para homogeneizar bien la
muestra.

6. Ya con la muestra uniforme, se va a incubar por 24 horas a una temperatura de 65

°C.
7. Después de que se haya incubado la muestra, se va a anadir 300 ul de solucion

NaCl 6M, la cual es una solucion saturada en cloruro de sodio.

8. Luego se va a centrifugar la muestra durante un tiempo aproximado de 30 segundos
a velocidad maxima.

9. Pasado ese tiempo, se va a dejar la muestra centrifugando durante 30 minutos a una
velocidad de 10000 g.

10. Ya centrifugado, se va a transferir el sobrenadante de la muestra a un nuevo tubo
eppendorf'y se anadira isopropanol al volumen del sobrenadante para luego mezclarlo
bien en el vortex.

11. Se volvera a centrifugar la muestra a 10000 g, pero ahora por un tiempo de 20
minutos y en este caso se eliminara el sobrenadante.

12. Una vez eliminado el sobrenadante, se anadira 500 ul de etanol y se lo mezclara
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en el vortex.
13. Bien mezclada la muestra, se centrifugara una tltima vez a 10000 g por 20

minutos.

14. Ya la muestra centrifugada, se va a eliminar nuevamente el sobrenadante y se
dejara secar.
15. Para finalizar, con la muestra ya seca, se la va a resuspender en 500 pl de agua

estéril y se lo conservara a una temperatura de -20 °C.

2.6.4.1.2. Evaluacion del ADN en el espectrofotometro (NanoDrop 2000)

Se trata de un espectrofotometro de UV con espectro completo, el cual se encarga de
cuantificar y evaluar la pureza de las moléculas, ya sea ADN, ARN o proteinas; en el cual
se debe realizar primero un blanqueo con agua estéril, dando un resultado menor a 0.04*

y después se correra cada muestra de ADN.

2.6.4.2. Protocolo de PCR

Se basa en un método para obtener varias copias de un fragmento de ADN, el cual se
desarrolla en varias fases o etapas. Fase de desnaturalizacion: en donde se rompen los
puentes de hidrogeno que mantiene unido a las hebras de ADN, resultando en dos cadenas
a las cuales se unen los primers. Fase de apareamiento: seguidamente de la rotura, se
unen a los primers con una secuencia especifica, ajustando la temperatura en condicion
al primer. Fase de extension o elongacion: ya que se unieron los primers a la cadena de
ADN, actiia el ADN polimerasa para adicionar nuevos nucleotidos para moldearse a la
hebra reconstruida, dando como resultado una molécula de ADN de cadena doble (Zhu
et al., 2020).

2.6.4.2.1. Preparacion del Master Mix

1. Antes de empezar, se esterilizo todo el material de laboratorio necesario para la

preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.
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2. Por medio de la micropipeta, se va a anadir a un nuevo eppendorf, 2 ul de ADN
previamente extraido.
3. Con la misma micropipeta, pero con distinta punta, se va a anadir al mismo tubo

eppendorf, 3,75 ul de la Taq Polimerasa.

4. Asi mismo, se va a afiadir 2 pl de los dNTPs.

5. Siguiendo el mismo proceso, se anadira 2,5 pl del Buffer, para luego anadir 2,5 ul
de MgSO4.

6. Seguidamente, se incluiran los primers de los antibioticos, tanto el “Forward” como
“Reverse”, pero previamente se los resuspenderan con 100 pl de agua ultra purificada,
de estos se anadira 0,75 pl de cada uno de ellos.

7. Como ultimo reactivo a afiadir se pondra 10,75 pl de agua ultra purificada, de esta
manera tendremos un volumen final de 25 ul y se lo pasara al vortex para
homogeneizar.

8. Este proceso se realizara con cada cepa de Salmonella enterica y con cada

antibiotico que salga resistente en el antibiograma de la primera fase.

2.6.4.2.2. Condicionamiento de la PCR

Ya preparado el Master Mix, se enviaran los tubos eppendorf al termociclador para
configurarlo con las mismas condiciones con las que trabajaron los autores (Molina, 2021;

Pezzella et al., 2004) de mvestigaciones previas, ya que en este caso se usara la

condicion de PCR que se utilizaron para los primers de fef(4), debido a que este fue el

antibiotico que presento resistencia, el cual sera mostrado mas adelante.

32



Tabla 8

Condiciones de PCR para el gen tet(4)

Antibidtico Gen Condicion PCR Referencia
95°C 5 min 1 ciclo (Molina,
95°C 30 sg 23 ciclos 2021;
Oxitetraciclina tet(4) 62°C 30 sg Pezzella
72°C 45 sg et al., 2004)
72°C 7 min 1 ciclo

2.6.4.3. Meétodo de Electroforesis

Esta técnica se utiliza para la separacion de moléculas, ya sean ADN, ARN o proteinas,
el método se basa en el movimiento de cargas opuestas, es decir que se aplica corriente a
un campo liquido a una superficie porosa, esto provoca que las moléculas con carga

negativa se direccionen hacia el 4nodo y viceversa (Polo-Alvarez, 2021).

2.6.4.3.1. Preparacion de Agarosa al 1%

1. Antes de empezar, se esterilizo todo el material de laboratorio necesario para la
preparacion mediante el autoclave a una temperatura de 120 °C.

2. Se pesara en la balanza analitica 1 gramo de Agarosa, la cual se disolvera en 100

mlL de TAE.

3. La mezcla se pasara al microondas para que se disuelva bien, se programara al
microondas en intervalos cortos de 30 segundos para que no haga ebullicion.

4. Una vez ya disuelto, se dejara enfriar por 10 minutos y se anadira 2 pul de SYBR ®
Green a la mezcla.

5. Antes de poner la muestra sobre el campo, se va a armar la caja del campo y se va
a introducir los peines; con esto ya listo, se vertera la muestra sobre la caja y se

eliminaran las burbujas si es que hubiera.
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6. Ya con la muestra sobre la caja, se va a esperar alrededor de 15 minutos para que

solidifique bien y se extraeran con cuidado los peines.

2.6.4.3.2. Procesamiento de la Electroforesis

1. Ya con el gel de Agarosa al 1% listo, se trasladara a la camara para correr la
electroforesis, esta camara es especial, ya que posee dos cargas opuestas en cada
extremo.

2. Posicionar bien el gel de Agarosa al 1%, es decir los pocillos del gel estén
orientados hacia el electrodo negativo (Negro), para asi las moléculas de ADN corran
en direccion al electrodo positivo (Rojo).

3. Ya con el gel de Agarosa al 1% bien posicionado, se llenara la camara con Tris

acetato EDTA (TAE) hasta cubrir por completo el gel.

4. Con el gel de Agarosa al 1% cubierto por el TAE, se anadira en el primer pocillo
10 pul de peso molecular, y del segundo pocillo en adelante se cargara cada uno con
10 ul de cada muestra procesada en el PCR.

5. Una vez cargados todos los pocillos, se conectaran los cables de alimentacion a la
camaray a la fuente de alimentacion, teniendo cuidado en no conectar polo opuestos
sino a la misma carga.

6. Después de verificar que todo esté bien conectado, se programara la fuente de
alimentacion a 100 voltios durante 1 hora y se esperara a que corra todo el ADN de

los pocillos.

2.6.4.3.3. Visualizacion del gel en el transiluminador

1. Una vez que haya corrido todo el ADN por el gel de Agarosa al 1%, se sacara con
cuidado el gel de la camara de electroforesis para trasladarlo al transiluminador.
2. Se va a posicionar bien el gel en el transiluminador para que quede recto y se pueda

observar de mejor forma.
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3. Ya con el gel posicionado, se correra el programa del transiluminador para
observar los resultados.
4. Con el transiluminador, se podra observar el tamano del Amplicon del gen en cada

cepa si es que hubiese.

Nota: Este proceso se realizara con cada antibiotico que haya dado resistencia en la

primera fase.

2.6.4.4. Fase 3. Establecer bibliograficamente los mecanismos moleculares por
los cuales se confiere resistencia antimicrobiana a las cepas de

Salmonella enterica

Los mecanismos moleculares de las bacterias son complicados, ya que llegan a
evolucionar frente a la resistencia antimicrobiana por medio de mutaciones y la aparicion
de genes de resistencia, los cuales evitan la codificacion de la funcion antibidtica; ademas,
estos genes de resistencia se pueden transferir entre bacterias de esta o distinta especie y
serovariedad (Lirola-Andreu et al., 2022). Ademas, se van a describir de forma
bibliografica, todos los mecanismos moleculares de los antibioticos elegidos, empezando
desde el antibiotico que generoé mayor indice de resistencia hasta el antibiotico que fue

mas sensible a las cepas de Salmonella enterica.

2.7.  Variable respuesta

2.7.1. Cuantitativa

-  Diametro del Halo de Inhibicion

El diametro del halo de inhibicion se realizd por medio de la mensuracion, haciendo
uso de una regla, del diametro total y tomando como consideracion a los 6 mm que

miden los discos antimicrobianos, por lo cual un halo de inhibicion de 6 mm
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demuestra realmente que no hay inhibicion.

2.7.2. Cualitativa

- Resistencia a Antibidoticos evaluada mediante el método de Kirby Bauer.

Se clasifican las cepas de Salmonella enterica como Sensibles (S), Intermedia (I) o
Resistente (R), tomando en cuenta el tamaiio de los halos (mm) que presenten y

comparandolas con directrices expuestas por la CLSL

- Presencia del Amplicon o Gen de resistencia

El tamano del Amplicon se refiere al peso molecular de la banda de ADN amplificada,
expresada en pb, la cual es necesario para distinguir la presencia de los genes de

resistencia de Salmonella enterica.

2.8. Procesamiento de datos

Los datos colectados se registraran en una base en Excel ® 2016, se efectuara el analisis
exploratorio de los datos de cada variable para determinar si tienen sensibilidad o

resistencia hacia los antibioticos.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

Para este capitulo, se va a presentar los hallazgos que se adquirieron en las distintas fase
de la investigacion, la cual duro 5 semanas, en donde se analizé 2 cepas de Salmonella
enterica (ATCC 13076 y FDAARGOS 768), de las cuales se obtuvieron Ila
categorizacion de las mismas en Sensibles, Intermedio y Resistentes frente a los 5
antibioticos propuestos (AMC, CIP, GM, OT y SXT); estos resultados fueron presentados
mediante el metodo de Kirby Bauer, el cual se basa en mensuracion de los halos de

inhibicion y clasificados siguiendo los puntos propuestos por el manual de CLSI 2024.

Para realizar el procesamiento estadistico en la primera fase de la investigacion, se
recolecto los datos con el método de Kirby Bauer antes ya mencionado, del cual se

tomaron 3 réplicas de cada cepa de Salmonella enterica para mayor especificidad.

3.1. Prueba de resistencia antimicrobiana a los antibioticos

De las 2 muestras de la cepa de Salmonella enterica, ambas tuvieron el 100% de
resistencia frente a la oxitetraciclina; mientras que el antibiotico que mayor sensibilidad
se obtuvo en ambas muestras fue el sulfametoxazol mas trimetoprim. En cuanto a los
demas antimicrobianos, se obtuvo porcentajes intermedios a ciprofloxacina en ambas
muestras; en cambio, la amoxicilina mas acido clavulanico y gentamicina fueron

variables entre ambas (Figura 4 y 5).
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Figura 4

Halos de inhibicion bacteriana de las réplicas de la muestra ATCC 13076

Como se muestra en la Figura 4, en la réplica ATCC 13076 no existio halo de mhibicion
para oxitetraciclina (OT), obteniendo un valor de resistencia hacia la muestra; mientras
que, la medicion de los halos inhibitorios para ciprofloxacina (CIP) y gentamicina (GM),
se los categorizd como intermedios; sin embargo, los halos de inhibicion para amoxicilina
mas acido clavulanico (AMC) y sulfametoxazol mas trimetoprim (SXT), mostraron

valores que los catalogan como sensibles.

Figura S

Halos de inhibicion bacteriana de las réplicas de la muestra FDAARGOS 768

En la Figura 5, podemos observar que en la réplica FDAARGOS 768 tampoco existio
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halo de inhibicion para oxitetraciclina (OT), por lo cual es asi mismo catalogada como
resistente; igualmente, para la ciprofloxacina (CIP), el valor del halo fue clasificado como
intermedio, pero el halo inhibitorio de la gentamicina (GM) se lo catalogdé como sensible,
contrario a la muestra ATCC 13076; asi mismo con el halo de inhibicion de la amoxicilina
mas acido clavulanico (AMC) que vario su valor, clasificandolo como intermedio, pero
el valor del halo de sulfametoxazol mas trimetoprim (SXT) se lo marco como sensible al

1gual que la anterior muestra.

Tabla 9

Cepas de Salmonella identificadas si son Resistentes, Intermedias o Sensibles a los
antibidticos

Cepas _ Antibioticos
Amoxicilina  Ciprofloxacina  Gentamicina  Oxitetraciclina ~ Sulfametoxazol
+acido + trimetoprim
clavulanico
FDAARGOS_768 S I I R S
ATCC 13076 I I S R S

Los resultados obtenidos en la tabla 9, coinciden con el trabajo de Ortiz et al., (2021), el
cual presentd de la misma forma una resistencia mayoritariamente elevada hacia
tetraciclina; ademas sus cepas de Salmonella enterica, mostraron igualmente una

resistencia intermedia a ciprofloxacina, cabe destacar que la resistencia intermedia es un

desarrollo hacia la resistencia total al antimicrobiano, ya que para inhibir la bacteria se

necesitaria usar las dosis maximas del antibiotico.

De la misma forma Villacis-Jara et al., (2019) en su investigacion, con la que trabajo con
20 cepas de Salmonella spp. obtuvo una resistencia antimicrobiana del 90% frente a
tetraciclina; sin embargo, en el mismo estudio difiere con esta investigacion, ya que en su
estudi¢ presenta también resistencia hacia gentamicina y sulfametoxazol-trimetoprim,
cuyo resultado mas cercano es con la muestra ATCC 13076 que mostré resistencia
intermedia a la gentamicina, pero en ninguna muestra hubo resistencia a sulfametoxazol-

trimetoprim, sino al contrario, las cuales mostraron sensibilidad.

39



Mientras que en el mismo estudio de Villacis-Jara et al., (2019), esta muestra sensibilidad
hacia ciprofloxacina, en nuestra investigacion obtuvimos tanto en la muestra
FDAARGOS 768 como ATCC 13076, valores de resistencia intermedia a la
ciprofloxacina; aunque si podemos coincidir que en la muestra ATCC 13076, se obtuvo
sensibilidad para amoxicilina mas acido clavulanico, pero en la muestra

FDAARGOS 768 en cambio resulto con resistencia intermedia al mismo.

No obstante, la resistencia intermedia a ciprofloxacina en ambas muestras coincide con
los propuesto por Rivera, (2021), ya que en su trabajo con 6 cepas de Salmonella spp. y
2 cepas de Salmonella enterica, este mostrd la presencia de resistencia intermedia a
ciprofloxacina en las 2 cepas de Salmonella enterica; aunque aqui mismo presenta
resistencia total de amoxicilina mas acido clavulanico por el contrario de nuestra
investigacion, pero si se asemeja a los resultados obtenidos de la muestra

FDAARGOS 768 con la presencia de sensibilidad frente a gentamicina y sulfametoxazol.

Para Lossio, (2023), en su estudio con 3 cepas de Salmonella enterica coincide con este
trabajo, ya que presenta mayor resistencia a oxitetraciclina en 2/3 cepas, pero si difiere en
ambas muestras, debido a que muestra sensibilidad a gentamicina como la muestra

FDAARGOS 768, al contrario que la muestra ATCC 13076 donde esta muestra

resistencia intermedia; aunque es su investigacion también obtiene sensibilidad a
ciprofloxacina, lo cual es inverso a este estudio que mostro resistencia intermedia a

amabas muestras.

En la investigacion de Quino et al., (2020), el cual trabajo con 20 cepas de Salmonella de
origen no humano (aves de corral), este también identifico los serovares, de los cuales
hallo S. Infantis, S. Typhimurium y S. Enteritidis; en estos serovares obtuvo resistencia
completa hacia tetraciclinas como en esta investigacion y ademas presento resistencia

intermedia a ciprofloxacina, coincidiendo con los valores de ambas muestras.

En cuanto, lo propuesto por Adame, (2023), que utilizo 88 cepas de Salmonella enterica,

coincide con los valores obtenidos a resistencia total y resistencia intermedia para
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tetraciclina y ciprofloxacina, pero difiere entre ambas muestras por la presencia de
sensibilidad para gentamicina y amoxicilina mas acido clavulanico, ya que la muestra
FDAARGOS 768 mostro resistencia intermedia para AMC y sensibilidad para GM,
mientras que la muestra ATCC 13076 mostro resistencia intermedia para GM y
sensibilidad para AMC; aunque también varia el resultado obtenido de resistencia hacia

sulfametoxazol mas trimetoprim, debido a que en ambas muestras SXT fue sensible.

La resistencia hacia tetraciclinas y fluoroquinolonas, en donde coinciden los autores
(Adame, 2023; Lossio, 2023; Ortiz et al., 2021 ; Quino et al., 2020; Rivera, 2021; Villacis-
Jara et al., 2019), se debe a que son una familia de antimicrobianos que se utilizan como
la primera linea farmacologica de forma empirica y su uso terapéutico no es individual,
sino que es de manera grupal, sea que este o no el individuo enfermo; ademas estos suelen
estar complementados en los alimentos como un método profilactico y como promotores
de crecimiento en el sector avicola, ya que al inhibir a los patdgenos ambientales se
eliminan la competicion de los microorganismos, haciendo que estos animales de
produccion mejoren su porcentaje de engorde. Sin embargo, esto ha traido problemas de
resistencia antimicrobiana, provocando que los microorganismos puedan mutar a nivel
genomico y estos sean transferibles no solo entre colonias hijas sino también a colonias

de distinta especie; por lo cual, esta practica ha sido prohibida en el continente europeo y

paises como Estados Unidos, mientras que en los paises latinoamericanos sigue siendo un

problema persistente por el deficiente control empleado al sector avicola.

3.2. Presencia de genes de resistencia a oxitetraciclina

Para esta fase de la investigacion, se tomo en cuenta a la oxitetraciclina, ya que fue el
unico antimicrobiano que presento resistencia total en ambas muestra de Salmonella
enterica, por lo cual se utilizaron los primers y condiciones propuestas por (Molina, 2021;
Pezzella et al., 2004), ya que estos mostraron valores de incidencia altos de resistencia a
tetraciclina y en sus estudios presentaron al ret(4) como el principal gen de resistencia

para este antimicrobiano.
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En la Figura 6, se muestra al gel de Agarosa al 1% en el transiluminador, en donde en
esta investigacion no existe la presencia del gen de resistencia zef(4), lo cual nos podria
indicar que su resistencia sea innata y no adquirida; aunque también nos recomendaria
trabajar con otro gen de resistencia a la tetraciclina, pudiendo ser ze#(B) o tet(G), genes de

resistencia con altos indices de prevalencia después del gen ter(4).
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Figura 6

Gel de electroforesis con muestras negativas para el gen tet(A)

Este resultado difiere con lo expuesto por los mismos autores (Molina, 2021; Pezzella et
al., 2004), ya que estos presentaron persistencia elevada sobre el ret(4) ya antes
mencionado; sin embargo Molina, (2021), también nos menciona que el gen ret(4) es
regularmente encontrado en sumayoria en los plasmidos, pero cuando las mutaciones son
en el cromosoma, los genes que suelen presentarse son el zet(B), tet (C) y tet(D), siendo
el fet(B) el gen mas frecuente; no obstante, cuando la transmision de resistencia genética

se halla en las islas genomicas, el gen con mayor prevalencia viene a ser el ret(G).

Estos hallazgos se muestran en el mismo trabajo expuesto por Molina, (2021), en donde

se hallaron genes de resistencia tet en 26/64 cepas de Salmonella enterica, de las cuales

el 40% obtuvo presencia de tet(4), el otro 40% presento genes de fet(G) y solo 20%

mostro genes de resistencia para fef(B),; porcentajes que se asimilan con lo descrito por

Khan et al., (2019), el cual al trabajar con 234 cepas de Salmonella enterica obtuvo 64%
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de presencia para el gen ret(4), pero en su estudio tipifico a sus muestras de Salmonella
enterica, presentado 139 cepas de serovariedad S. Typhimurium, mientras que las otras
95 cepas fueron de los serovares S. Enteritidis; siendo las cepas del serovar S.
Typhimurium, en donde se hallaron la mayoria del gen fef(4), con un porcentaje del

84,1%, aunque el gen zet(B), también presento una prevalencia alta del 84%.

Los resultados del anterior autor son parecidos a de Toro, (2014), la cual en su
investigacion trabajo en su mayoria con S. Typhimurium, encontrando una elevada
presencia de genes tef(B) en un 55,9% y tet(G) en un 34,1%, pero discrepando de la

prevalencia de ref(4), en donde se presento solo en un 7,1%.
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Fuente: (de Toro, 2014).

Figura 7

Patrones genéticos donde se observan la prevalencia del gen tet(A) en distintas
serovariedades de Salmonella enterica

Sin embargo, en el estudio de Garcia Prada, (2023), el trabajo con cepas de Salmonella
enterica, pero con el serotipo Choleraesuis, mostro prevalencia del 100% para tet(B),
mientras que hubo una nula presencia del gen fet(4); al contrario que Sanchez, (2022), el
cual trabajo con Salmonella enterica serotipo Infantis, en el cual si presentaron genes de
resistencia para fet(4) en su totalidad.

Estos resultados nos incitan a tipificar nuestra cepa de Salmonella enterica, ya que los
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resultados hallados por los autores que trabajaron con serotipos diferentes a S.
Typhimurium, estos encontraron la presencia del zet(4), mientras que los demas que
trabajaron con este serotipo hallaron otro gen prevalente, el cual es el gen zet(B); aunque
Khan et al., (2019) seria la excepcion, ya que este si mostro tanto genes tet(4) como tet(B)

con porcentajes similares del 80%.

Otro motivo de la ausencia del gen zer(4) lo explica de Toro, (2014), en donde trabajé con

cepas transconjugantes de S. Typhimurium, de las cuales ninguna mantuvo la

presencia del gen tet(4), es decir que, al transferir la informacion genética por medio de
los plasmidos, este gen se perdio e inhibiendo su mutacion genética, pero en cuanto a los

genes tet(B) y tet(G), estos si mantuvieron su prevalencia en la transconjugacion.

3.3. Mecanismos moleculares que confieren resistencia bacteriana a Salmonella

enterica

Como finalizacion de este trabajo investigativo, se describiran los mecanismos
moleculares de resistencia bacteriana de la cepa de Salmonella enterica, comenzando
desde el antibiotico que presento mayor resistencia hasta el que fue mas sensible, en este
caso el orden sera OT, CIP, GM, AMC y SXT, de forma que se presentara los diferentes
métodos de evasion que muestra la cepa de Salmonella enterica para restringir, inhibir o
alterar los mecanismos de accion de cada antimicrobiano que se uso durante esta

mmvestigacion.

3.3.1. Mecanismos de resistencia de Salmonella enterica frente a Tetraciclinas

La oxitetraciclina fue el antibiotico utilizado en esta investigacion, perteneciente a la
familia de las tetraciclinas, cuyo principal mecanismo de resistencia para Salmonella
enterica, se basa en dos formas, la inhibicion de la sintesis de proteinas, la cual no es muy

comun, y la expulsion del antimicrobiano mediante bombas de eflujo.



No obstante, las tetraciclinas destacan por ser los primeros antimicrobianos de amplio
espectro registrado, por lo cual su uso fue explotado a nivel mundial, aunque también se
lo administro por su bajo costo, provocando de esta manera que sea catalogado como
“Gran importancia médica” segin la OMS (Adame, 2023). Mientras que, en medicina
veterinaria, esta explotacion fue mayor, ya que se lo administraba en forma desmedida en
sistema de produccion animal, en donde, por ejemplo, en los sistemas avicolas se la
administra a los pollos en dosis unicas, mediante inyeccion intramuscular o de forma oral
por bebederos (Molina, 2021).

Para la inhibicion de la sintesis de proteinas, estas actuian sobre la subunidad 30S del
ribosoma a nivel bacteriano, evitando la transduccion del ARNm, dando como resultado
la produccion de proteinas no funcionales, siendo este mecanismo de resistencia innato y

no transmitido por genes de resistencia (Adame, 2023).

Mientras que, la accion de las bombas de eflujo, son los mecanismos mayormente
descritos de la resistencia antimicrobiana, ya que en este se ha encontrado mas de 40
genes diferentes, pero para la resistencia frente a Salmonella enterica se han encontrado
solo 5 genes de resistencia, siendo tet(4), tet(B), tet(C), tet(D) y tet(G), de los cuales el ze
t(4), es capaz de exportar tetraciclina, oxitetraciclina y doxiciclina, en cambio, el gen
tet(B), es apto para exportar minociclina; por este motivo, tanto el gen ret(4) y tet(B) son

los genes encontrados con alta frecuencia para Sal/monella (Libero Grossi, 2021).

No obstante, el mecanismo de bombas de eflujo se basa en la eyeccion de sustratos del
medio intracelular por medio de moléculas de sefializacion, actuando de forma
constitutiva, de las cuales su codificacion se expresa mayoritariamente en el cromosoma,
aunque también puede ser expresada por los plasmidos; este mecanismo no elimina la
totalidad del antimicrobiano sino mas bien reduce la concentracion de este, logrando que

la bacteria sea menos susceptible a este (Lantmann et al., 2022).

Sin embargo, estas bombas de eflujo se dividen en 5 grupos primordiales, siendo la

familia RND (Resistance Nodulation-Cell Division), familia MFS (Major Facilitator
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Superfamily), familia SMR (Staphylococcal Multiresistance), familia MATE (Multidrug
and Toxic compund Extrusion) y familia ABC (ATP Binding Cassette), de las cuales el
60% de los genes et pertenecen a la familia MFS, en donde se basan en un mecanismo
de antiporte para ingresar protones y eyectar moléculas de tetraciclinas, para de esta

manera obtener energia (Libero Grossi, 2021).

3.3.2. Mecanismos de resistencia de Salmonella enterica frente a Fluoroquinolonas

Para este estudio, se tomo a eleccion a la ciprofloxacina como parte de la familia de las
quinolonas y fluoroquinolonas, ya que es un antimicrobiano usado en medicina
veterinaria empiricamente para el tratamiento de salmonelosis tanto sistémica como
invasiva, provocando cepas resistentes, en donde se ha encontrado tasas de resistencia

desde el 25% hasta el 60% (Ortiz et al., 2021; Rivera, 2021).

Los mecanismos de resistencia de las fluoroquinolonas se pueden dividir en 2 grupos, los

mecanismos cromosomicos y los mecanismos plasmidicos (Adame, 2023).

Por parte de los mecanismo cromosomicos encontramos a las mutaciones en las
topoisomerasas diana, en donde las mutaciones se desarrollan principalmente en la
subunidad GyrA, perteneciente al gen gyr4, del cual actiia en el extremo amino-terminal
de los aminoacidos 67-106 de la proteina en cuestion; esta mutacion desencadena
reemplazos de aminoacidos que forman los lugares de anclaje para el antibiotico, como
Ser83 a Tyr, Phe, Ala y Asp87 a Asn, Gly, Tyr, Lys; mientras que, también existen
mutaciones a nivel de la subunidad B de la girasa, la cual es mediada por el gen gy»B,

pero no es muy frecuente (de Toro, 2014)

Sin embargo, estas mutaciones pueden darse en una area diana secundaria, la cual es la
topoisomerasa IV, cuya modificacion es codificada por los genes parC'y parE, pero esta
mutacion no aparecera sin antes haber mutado primero el gen gyr4, ya que actian por

efectos aditivos, generando concentraciones minimas inhibitorias (Mir¢ et al., 2004).

46



Siguiendo con los mecanismos cromosomicos, tenemos al mecanismo de pérdida de
porinas, en donde este muta la entrada del canal proteico denominado porina, evitando
que el antimicrobiano entre al interior celular, pero mmactivando sus genes codificantes (F.
Sun et al., 2021); mientras que el ultimo mecanismo cromosomico, es decir la eyeccion

activa por bombas de eflujo, se basa en la expulsion de compuestos ya sean toxicos como

metabolitos secundarios producidos por la misma bacteria, de los cuales son codificados
por los genes mar y sox, pero en cambio, estas bombas de eflujo son pertenecientes a la

familia RND y mediadas por las bombas ActAB y AcrEF (T. Sun et al., 2021).

Para finalizar con la resistencia de las fluoroquinolonas, tenemos a los mecanismo
plasmidicos (PMQR), de los cuales se basan por 3 métodos de codificacion; siendo el
primer método mediante las proteinas Qnr, cuya funcion es la proteccion de los lugares
diana de topoisomerasas II, por el cual modifican a una proteina con 218 aminoacidos;
mientras que, el segundo meétodo es a ftravés de la enzima amoniglucosida
acetiltransferasa aac(6’)-Ib-cr, la cual provoca mutaciones hacia Trpl02Arg y
Aspl79Tyr para asi elevar la concentracion minima inhibitoria hasta cuatro veces lo
normal; por ultimo, tenemos al método mediado por las bombas de eflujo Qep4 y OepAB,
donde la primera es perteneciente a la familia MFS y codificada por los genes gepAl y
qepA2, en cambio, la segundo pertenece a la familia RND y no se codifica por genes; sin
embargo, ambas actian diluyendo las concentraciones minimas inhibitorias de 8 a 16

veces lo normal (de Toro, 2014; Miro¢ et al., 2004).

3.3.3. Mecanismos de resistencia de Salmonella enterica frente a Aminoglucosidos

Para esta familia de antibioticos, se utilizo a la gentamicina, ya que es otro antimicrobiano
catalogado por la OMS como importancia critica, debido a que su uso es empirico similar
a las tetraciclinas, mientras que en el ambito veterinario se lo puede encontrar como

medicamento ideal en una segunda lineal de accion para su uso terapéutico.

Al 1gual que las tetraciclinas, los aminoglucoésidos actian inhibiendo la sintesis de

proteinas en la subunidad 30S del ribosoma a nivel bacteriano, por lo cual el principal
47



mecanismo de resistencia que posee la Salmonella enterica se basa en la inactivacion
enzimatica, por medio de 3 tipos de enzimas codificadoras, siendo O-fosfotransferasa
(aphA, strA, strB), N-acetiltransferasas (aac(3), aac(6°')) y O-adeniltransferasas (aadA,
aadB) (Molina, 2021).

Este mecanismo de resistencia consiste en la hidrolizacion, acetilacion, fosforilacion y
adenilacion, en donde las enzimas modificadoras de aminoglucosidos (AME) codifican
los grupos ya sean amino o hidroxilo, para de esta manera inhibir su funcionalidad

antimicrobiana en el ribosoma (Florez et al., 2024).

No obstante, también poseen otros mecanismos de resistencia, como la mutacion de la
diana, la cual es controlada por las enzimas metiltransferasas del ARNr 16S, en donde
van a sumar un grupo metilo a los nucleotidos del sitio de anclase del ARNr, para asi

evitar la interaccion del antibidtico con el ribosoma (Adame, 2023).

3.3.4. Mecanismos de resistencia de Salmonella enterica frente a Betalactamicos

Los betalactamicos utilizados para la investigacion fueron la amoxicilina, la cual
pertenece a la familia de las aminopenicilinas, pero con la combinacion de un inhibidor
de las betalactamasas, el cual viene a ser el acido clavulanico; esta combinacion de
antimicrobianos se empleo por la creciente tasa de resistencia, que viene a ser preocupante
y es debido al uso empirico para el tratamiento de salmonelosis, aunque este viene a ser
usado mayormente en especies menores, pero la transmision de resistencia se da por la

cadena de contagio por la exposicion con animales de produccion.

Como principal mecanismo molecular de resistencia bacteriana de Salmonella enterica
frente a los betalactamicos, tenemos a la hidrolizacién de las enzimas para los enlaces de
amidas en el nicleo betalactamico, provocando que el antimicrobiano sea incapacitado y
no pueda bloquear la comunicacion entre péptidos, para de esta manera no se pueda

desarrollar la pared celular, logrando proteccion para la bacteria (Molina, 2021).
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Este proceso es mediado por la codificacion tanto en el cromosoma como los plasmidos,
en donde son controlador por las enzimas BLEE de espectro extendido, pero para las
bacterias de tipo gram negativa es mas comunmente encontrar las enzimas TEM-1,

mediadas por los genes blaTEM (de Toro, 2014; Molina, 2021).

Como es en el caso del estudio de Molina, (2021), la cual describe que la resistencia de
los betalactamicos es principalmente mediada por la presencia de betalactamasas, ya que
esta trabajo con 64 cepas de Salmonella enterica con un porcentaje de resistencia del
17,2% para amoxicilina-acido clavulanico, en donde se hallaron los genes blaTEM con

una tasa del 64,64%.

3.3.5. Mecanismos de resistencia de Salmonella enterica frente a Sulfonamidas

Para la representacion de esta familia de antibioticos, se tomd en cuenta a la
sulfametoxazol mas trimetoprim, ya que diversos estudios hallaron una resistencia alta de
hasta el 70% hacia la Salmonella enterica, como es el caso de Villacis-Jara et al., (2019),
con la que trabajo con 20 cepas de Salmonella spp. y obtuvo una resistencia del 70% para
SXT. Resultados que coinciden con Adame, (2023), la cual estudio 88 cepas de
Salmonella enterica, obteniendo una tasa de resistencia del 72,59% para sulfametoxazol

mas trimetoprim.

No obstante, este trabajo de investigacion discrepa estos resultados, ya que en nuestras
muestras de Salmonella enterica se obtuvieron valores de sensibilidad frente a SXT, esto
puede ser debido a que, en el ambito veterinario, la sulfametoxazol-trimetoprim no es

comunmente usada como terapia empirica por su precio en el mercado.

Sin embargo, las sulfonamidas presentan mecanismos de accion que fueron descubiertos
en los afios 30, por lo cual se comenzo a combinar con trimetoprim, provocando mayor
eficacia bactericida, ya que las sulfas son morfologicamente similares al acido p-
aminobenzoico (PABA), el cual destaca en la ruta sintética del acido folico, siendo
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imprescindible en la asimilacion de bases nitrogenadas y aminoacidos, en donde son

mediados por los genes codificantes folP que regulan la enzima DHPS (Adame, 2023).

No obstante, los mecanismo de resistencia adquiridos que poseen las sulfonamidas es mas

complicada, ya que codifican constantemente la enzima DHPS, accion mediada por los

genes sull, sul2 y sul3, pero siendo el sull con mayor presencia, debido a que se situa en
el segmento 3" en donde se conservan los integrones de clase 1, los cuales estan

enormemente distribuidos en las bacterias gram negativas (Adame, 2023).

Como es el caso de la investigacion de Garcia Prada, (2023), en donde trabajo con una
cepa de Salmonella enterica serotipo Choleraesuis, de la cual obtuvo resistencia a
sulfametoxazol-trimetoprim y hallo genes de resistencia sull. Asi mismo, en el trabajo
Molina, (2021), al utilizar 64 cepas de Salmonella enterica encontro al gen sull con un

porcentaje del 75%.

3.4. Verificacion de la Hipétesis

Con los resultados obtenidos en esta investigacion se puede decir que cumplen con la
hipotesis nula, debido a que las cepas de Salmonella enterica que fueron aisladas en carne

de pollo que se expende en la ciudad de Ambato, no presentan genes de resistencia.
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4.1.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las cepas de Salmonella enterica aisladas en la camne de pollo expendida en la
ciudad de Ambato, manifestaron una relevante resistencia antimicrobiana frente a
las tetraciclinas, seguidamente mostraron una notable resistencia intermedia hacia
fluoroquinolonas y una mayor sensibilidad a aminoglucosidos, betalactamicos y
sulfonamidas, siendo este ultimo grupo los mas eficiente para mitigar a la

Salmonella enterica.

Los hallazgos de resistencia bacteriana intermedia para las fluoroquinolonas son
un llamado de atencion sobre el uso desmedido de los mismos, ademas que se
debe hacer énfasis en la prohibicion de estos como promotores de crecimiento, en
donde son mayormente utilizados; sin embargo, también tenemos que tener en
cuenta que hubo la presencia de resistencia intermedia para amoxicilina mas acido
clavulanico en una de las muestras de Salmonella enterica, pudiendo de las misma
forma ir en desarrollo a una resistencia bacteriana mas completa, ya que la
resistencia intermedia nos indica que el farmaco puede inhibir la bacteria, pero a

dosis altas del mismo.

La presencia nula de genes de resistencia ret(4) para tetraciclina discrepa de los
autores, los cuales obtuvieron tasas de prevalencia de hasta el 80%; sin embargo,
tenemos que tomar en cuenta que estos tipificaron sus cepas y no solo usaron un
gen, sino que también usaron genes como tet(B) y tet(G), lo cual nos indica que

otro gen pueda estar actuando en la cepa de Salmonella enterica utilizada.
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4.2.

Recomendaciones

En estudios futuros para esta cepa de Salmonella enterica, se recomienda utilizar
otros genes de resistencia si se va a trabajar con tetraciclinas, priorizando la
tipificacion de esta, ya que entre serotipos los genes de resistencia antimicrobiana

varian con gran significancia.

Se sugiere recolectar un mayor nimero de muestras para lograr una estadistica de
resistencia y prevalencia de genes resistencia mas exacta, ademas de comparar

con las distintas serovariedades la presencia de estos genes.

Se recomienda un llamado de atencion al uso indiscriminado de antibioticos, en
especial en sistemas de produccion animal y trabajar con de la mano con el
término “One Health”, el cual incentiva el trabajo en equipo de profesionales de
la salud humana, animal y ambiental, para mitigar el desarrollo de nuevos

mecanismos de resistencia bacteriana que puedan perjudicar la salud global.
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Anexo 1

ANEXOS

Tabulacion de resultados de la resistencia bacteriana en la Fase 1

CEPA | DISCO | ORIGINALmm| Rl mm | R2 mm
SE21-2 | AMC 16 16 16 16 I

Ccp 26 26 26 26 I

GM 18 18 18 18 S

OT 0 0 0 o [ERETE

SXT 20 20 20 20 | S
CEPA | DISCO |ORIGINALmm| Rl mm | R2 mm |MEDIANSSIRESULTADO
SE37-1 | AMC 20 20 20 20 S

cp 2 2 2 2 I

GM 14 14 14 14 I

oT 0 0 0 0

SXT 18 18 18 18 S

Anexo 2

Actividades realizadas durante la Fase 1 de la investigacion

Refrescamiento de las cepas de Salmonella enterica
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Obtencion de la muestra FDAARGOS 768

Obtencion de la muestra ATCC 13076

Verificacion gram de la muestra FDAARGOS 768
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Verificacion gram de la muestra ATCC 13076

Medicion de la densidad bacteriana de la muestra FDAARGOS 768

Medici6n de la densidad bacteriana de la muestra ATCC 13076
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Aplicacion de los discos antimicrobiales (AMC, CIP, GM, OT, SXT)

Medici6n de los halos de inhibicion

Anexo 3

Actividades realizadas durante la Fase 2 de la investigacion

-

Obtencion de ADN de la muestra FDAARGOS 768
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Verificacion de la pureza de ADN en el NanoDrop 2000

Resultados de las pureza de ambas muestras de Salmonella enterica con una réplica de

cada una
63

|Sampia 10 [usar nama |Uate and Iima Nuclale Acid Conc. [nte |ty |
1 ususr ol 05DA/2024 1052 34 0.1 nghd 0002
2sentIN usuarol 05042024 10.55.42 14439 ngid 28,077
45 ant 212 usuaral DD 2004 1054 18 Tl 5 ngid a5 il
43 enl 3T usus ol DE'D4/2004 11.04.00 1183.3 npd 23 666
52emt IT2 usuaral 05042024 11:02.36 1619.7 ngd 3239
[zt e e ___|sempla Iype [Facrar |

LT 4,43 -1,16 DNA 50

s emt 211 14,057 197 1,53 DA, 50

& anl 712 19,047 154 1.5 A 50

= enl 371 12.044 1,96 1,55 DMA 50
s ent 172 1503 202 1,68 DA 0




Aplicacion del gel de Agarosa al 1% y posicionamiento del peine



Aplicacion de las muestras en los pocillos del gel de Agarosa al 1%
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Visualizacion de las muestras en los pocillos

Conexi6n de la camara de electroforesis a la fuente de energia

Observacion del gel de Agarosa al 1% en el transiluminador
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