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RESUMEN

La resistencia a los antibioticos representa un problema significativo para la salud puablica
debido a la capacidad de las bacterias de causar infecciones dificiles de tratar. El objetivo de
esta investigacion es detectar la presencia de genes de resistencia a antibiéticos betalactdmicos
(amoxicilina + &cido clavulanico) y glucopéptidos (vancomicina) en la bacteria
Mammaliicoccus sciuri aislada de la carne de pollo vendida en Ambato. La investigacion se
realizé6 mediante la recoleccién de muestras Mamamlicocus aisladas de carne de pollo y su
andlisis en laboratorio para determinar la presencia de los genes de resistencia mencionados,
mediante PCR, extraccion de ADN vy electroforesis. Obteniendo como resultados la presencia
de genes de resistencia en betalactamicos con una amplificacion de la banda de 162 pb mas no
se encontr6 una amplificacion de glucopéptidos lo que quiere decir que existen diferentes
formas para la existencia de una resistencia. La identificacion y monitoreo de estos genes son
cruciales para evaluar la seguridad alimentaria y evitar la propagacion de bacterias resistentes

en la cadena alimentaria final.

Palabras clave: resistencia a antibiéticos, Mammaliicoccus sciuri, carne de pollo, seguridad

alimentaria.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance represents a significant public health problem due to the ability of bacteria
to cause difficult-to-treat infections. The objective of this research is to detect the presence of
resistance genes to beta-lactam antibiotics (amoxicillin + clavulanic acid) and glycopeptides
(vancomycin) in the bacteria Mammaliicoccus sciuri isolated from chicken meat sold in
Ambato. The research was carried out by collecting Mamamlicocus samples isolated from
chicken meat and analyzing them in the laboratory to determine the presence of the
aforementioned resistance genes, using PCR, DNA extraction and electrophoresis. Obtaining
as results the presence of resistance genes in beta-lactams with an amplification of the band of
162 bp but no amplification of glycopeptides was found, which means that there are different
ways for the existence of resistance. The identification and monitoring of these genes are
crucial to evaluate food safety and prevent the spread of resistant bacteria in the final food

chain.

Keywords: antibiotic resistance, Mammaliicoccus sciuri, chicken meat, food safety.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos en bacterias es un problema a nivel mundial, esto sucede porque
las bacterias tienen la capacidad de provocar diferentes infecciones que son muy dificiles de
tratar, en cuanto a los genes de resistencia en los antibiéticos betalactdmicos, forman un vinculo
genético que va a otorgar una resistencia a diferentes antibidticos como lo es la penicilina
(meticilina) al igual que a las cefalosporinas. Es importante mencionar que la resistencia a los
antibiodticos se considera un problema muy significativo en la salud pablica, en donde la
monitorizacién al igual que la identificacion es importante para asegurar la salud alimentaria,
para poder prevenir la propagacion de las bacterias en la cadena alimentaria, y de igual forma

para cuidar la salud humana (Van der Veken et al., 2022).

En cuanto a los antibidticos glucopéptidos, en donde se encuentran la vancomicina,
teicoplanina, los cuales son empleados para tratar diferentes infecciones graves las mismas que
son provocadas por bacterias grampositivas, en cuanto a la resistencia a la vancomicina esta
presenta un fendmeno que es muy significativo al igual que alarmante en los campos de la
seguridad alimentaria y microbiologia médica. Para poder confirmar la presencia de los genes
de resistencia, se necesita diferdentes pruebas de laboratorio, estas técnicas van a implicar
técnicas como PCR, las mismas que son dirigidas a genes especificos, estos genes son vanA,

vanB, vanC entre otros (Angeli et al., 2022).
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En el estudio de Boonchuay et al., (2023) en su investigacion titulada "Vagococcus sp. un
patdgeno porcino: caracterizacion molecular y fenotipica de cepas aisladas de cerdos enfermos
en Brasil™, el principal objetivo fue identificar Vagococcus sp. en cerdos y caracterizar las cepas
aisladas. En los afios 2012 y 2017, se analizaron 11 cepas con caracteristicas morfologicas
similares a Streptococcus en cerdos con diversas enfermedades. La identificacion bacteriana se
realizd mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo por ionizacion y desorcion laser
asistida por matriz (MALDI-TOF) y se confirmo con la secuenciacion de ARNr 16S y perfiles
bioquimicos. Ademas, se genotipificaron las cepas utilizando la técnica de polimorfismo de
longitud de fragmento amplificado con una sola enzima (SE-AFLP). Para determinar la
concentracion minima inhibidora de antibidticos veterinarios, se utilizd el método de

microdilucion en caldo.

Mammaliicoccus sciuri, previamente conocido como Staphylococcus sciuri, es una bacteria
Grampositiva, esta bacteria muestra una oxidasa positiva y es negativo para coagulasa.
Mammaliicoccus sciuri perteneciente al género Mammaliicoccus, los mismos que son
caracterizados por ser un racimo de cocos, la principal caracteristica de esta bacteria es que es
el portador significativo de genes de virulencia y presenta resistencia a diferentes antibioticos

(Dhaouadi et al., 2022).

Este estudio permitira identificar la bacteria Mammaliicoccus sciuri y su resistencia a diversos
antibidticos, lo que es esencial para evaluar la seguridad alimentaria y evitar la diseminacion
de bacterias resistentes en la cadena alimentaria. Estas bacterias son un riesgo para la salud de
los consumidores debido a la dificultad de su tratamiento. Para detectar genes de resistencia en

bacterias aisladas de alimentos, se llevaran a cabo pruebas de laboratorio, como extraccion de

14



ADN vy las pruebas de PCR, con el fin de identificar genes especificos de resistencia a

glucopeptidos y betalactamicos.
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MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

Boonchuay et al., (2023), en su estudio utilizo 11 aislamientos de Mammaliicoccus sciuri
resistente a la meticilina los cuales fueron obtenidos de seis muestras de caballos, 4 muestras
de vacas y una muestra fue obtenida de pollos, para este estudio se evalud en funcion de la
concentracion minima, con ayuda del sistema VITEK 2, en donde se evaluaron tres genes de
resistencia a antimicrobianos estos genes fueron mecA, mecC, blaZ, con ayuda de la PCR se

obtuvieron genes de mecA y también de blaZ, pero no se encontraron genes de mecC.

Garcia-Aroca et al., (2022) el autor menciona que la resistencia a la meticilina en M.sciuri,
en la cepa 2254 tanto A como M, fueron sensibles, de la misma forma se tomé muestras de la
cepa 6942 de los animales que se encontraban enfermos, en donde se cultivo en agar de soja a
una temperatura de 37° C, se realiz6 en un tiempo de 24 a 48 horas. Y para identificar las

diferentes especies se realizd una espectrometria de masas.

En el estudio de (Van der Veken et al., 2022) se demostré que M. sciuri es susceptible a
diferentes antibidticos, como es el caso de la ampicilina, cloranfenicol, vancomicina, los
mismos que se usaron con macrodiluciones en caldo de Mueller- Hinton, se us6 para la
determinacion de estos genes se realizaron tres repeticiones, en este estudio se utilizé
Staphylococcus aureus como cepa de control de calidad, mismos que se incubaron por 20 horas

a una temperatura de 37° C.
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En el estudio de Castellano et al., (2018) menciona que la vancomicina es un antibidtico que
se usa para bacterias Gram positivas como es el caso de Mammaliicoccus sciuri el mismo que
también tiene una resistencia en la meticilina, en distintos casos para complementar el manejo
de las diferentes infecciones que son causadas por las bacterias Gram positivas, de la misma
forma menciona los diferentes tratamientos en para las bacterias los mismos que son usados en

los tratamientos como medidas de apoyo para controlar a las bacterias Gram positivas.

Matas et al., (2008) en su estudio menciona que las bacterias que se hacen resistentes a los
antimicrobianos son consideradas una amenaza creciente, esto pasa por el mal uso de los
medicamentos lo que va a causar una resistencia. En este estudio se analizé muestras de cerdos,
los mismos que fueron tratados con enrofloxacina, el objetivo de este estudio fue identificar las
bacterias que son resistentes, para su comprobacion se usé medios de agar criogénico para el
aislamiento de las cepas de resistencia a vancomicina, se usé 12 muestras de cerdos durante

siete dias, en estas muestras se encontraron resistencia a vancomicina.

De Moura et al., (2023) menciona en su estudio el descubrimiento y también seguimiento de
los genes de resistencia a los antimicrobianos, menciona que son esenciales para comprender
la evolucion de la resistencia de la bacteria para asi frenar su dispersion. En este estudio se
descubrié que las cepas de M. sciuri que fueron aisladas con ayuda de hisopos en la piel del
pezény de muestras de la leche recolectados de una oveja, se pudo identificar M. sciuri gracias
a la identificacion de los nucleolos, los mismos que fueron calculados en un panel de genomas
estafilocdcicos, en ambas cepas se presentaron un fenotipo que es multirresistente, estas son a
bencilpenicilina con un MIC > 0,5 pg/ml de igual manera al acido fusidico CMI =4y 8 ug/ml

y de la misma forma a tetraciclina con MIC > 16 pg/ml.
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El autor Belhout et al., (2023) menciona en su estudio que se describio la composicion de la
flora nasal de Staphylococcaceae en dromedarios, identificando cinco especies previamente no
registradas en estos animales. Aproximadamente la mitad de las especies identificadas
pertenecian a CPS, siendo S. aureus la mas comun. La prevalencia de MRS/MRM a nivel de
finca fue del 57%, con M. lentus y S. epidermidis como las especies mas prevalentes. También
se detectdo la presencia de CA-MRSA, cuya fuente probable es humana, sugiriendo
contaminacion cruzada entre humanos y dromedarios. En cuanto a los MRSE, la mayoria eran
del tipo ST61, tipicamente asociado con infecciones humanas. Se identificd una nueva variante
del elemento estafilocdcico SCC Mec tipo VIII en MRSH. Casi todas las cepas de M. lentus
presentaban el inusual elemento hibrido SCC mec-mecC, indicando una epidemiologia
especifica en Staphylococcaceae de camello argelino. Este elemento se detect6 por primera vez
en M. lentus. Estos resultados sefialan una epidemiologia particular en Argelia, donde el mecC
parece estar mas vinculado a la resistencia a la meticilina que en otras regiones del mundo.
Dada la escasa cantidad de investigaciones en esa area, Se requiere una investigacion
exhaustiva que abargue todos los compartimentos para comprender la prevalencia y los tipos
de MRS y MRM, con el objetivo de esclarecer la epidemiologia y la propagacion de la

resistencia a la meticilina, que tiene importantes implicaciones para la salud.

Kos et al., (2023) menciona en su estudio que ofrece informacion sobre la presencia y las
caracteristicas gendmicas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y otros
Staphylococcus resistentes a la meticilina, en explotaciones lecheras en Serbia, destacando la
utilidad de la secuenciacion completa del genoma para analizar estos patdgenos zoonéticos
oportunistas. Un 24,0% de las explotaciones mostraron positividad para MRS y/o MRM,
identificAndose 70 aislamientos de MRS/MRM en total. Se observé una notable diversidad

genética dentro de las especies. Frecuentemente, se encontraron aislamientos de MRS/MRM
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distintos de S. aureus que portaban genes de resistencia a multiples farmacos, sugiriendo su
posible papel como reservorios de genes de resistencia antimicrobiana. La presencia de genes
de virulencia fue escasa en los MRS/MRM analizados. La mayoria de los aislamientos de
SARM pertenecian al linaje SARM-LA, especificamente al ST398-t034, y un aislamiento del
genotipo ST152-t355 albergaba genes PVL. Aunque la prevalencia de SARM fue baja, la
deteccidn de genes asociados con la resistencia antimicrobiana, enterotoxinas estafilocécicas y
genes de virulencia en las cepas de SARM de la leche de tanque de almacenamiento (BTM)
plantea riesgos para la salud animal y humana. Dada la potencial transmision zoondtica del

SARM, se destaca la importancia de la vigilancia continua en entornos agricolas.

Boonchuay et al., (2023) en su investigacion titulada "Asociacion de tipos de secuenciacion
multilocus y perfiles de resistencia antimicrobiana de Mammaliicoccus sciuri resistente a
meticilina en animales en el sur de Tailandia", el principal objetivo fue investigar un nuevo
tipo de secuenciacion multilocus (MLST) relacionado con el patron de resistencia a los
antibioticos de M. sciuri en animales del sur de Tailandia. Para ello, se utilizaron 11 aislados
de M. sciuri resistentes a la meticilina (MRMS) provenientes de seis caballos, cuatro vacas y
un pollo de un estudio anterior. Se reevalu6 la resistencia a los antimicrobianos (AMR)
basandose en las concentraciones minimas inhibitorias mediante un sistema automatizado
VITEK® 2y se analizaron tres genes AMR: mecA, mecC y blaZ. Se encontrd que los genes
mecA y blaZ estaban presentes en todos los aislados, mientras que el gen mecC no fue

detectado. El estudio demostré la diversidad del MRMS en el sur de Tailandia.
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1.2.Categorias fundamentales

1.2.1. Genes de resistencia

Los genes que otorgan resistencia a diversos antimicrobianos estan asociados con elementos
genéticos moviles, como los plasmidos, transposones e integrones. Estos Gltimos actian como
elementos de expresion genética que pueden incorporar genes sin promotores, convirtiéndolos
en genes funcionales. Asi, los integrones funcionan como casetes de expresion para los genes
insertados, y frecuentemente incorporan maltiples genes. Los integrones de clase 1 son los méas
investigados y se encuentran principalmente en aislamientos clinicos. La integrasa facilita la
movilizacién de estos casetes, lo que ha resultado en numerosas reconfiguraciones y
combinaciones de casetes, seleccionadas por diferentes antibioticos. Esto permite una
multirresistencia que se propaga mediante transposones o plasmidos (Garza-Ramos et al.,

2009).

1.2.2. Farmacos

Los antibidticos betalactdmicos, son una clase de antimicrobianos, los cuales comparten una
estructura quimica de un anillo b- lactamico, cuenta también con un mecanismo de accion
comun, en este grupo se incluye las penicilinas, cefalosporinas, las mismas que actdan sobre la

pared celular bacteriana, son activos en la mayoria de las bacterias (Hincapié et al., 2021).
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Los glucopéptidos se producen mediante la sintesis de péptidos, son una clase de antibidticos
desarrollados para curar ciertas formas de bacterias, son usados comunmente para curar
inflamaciones del intestino, combaten a las bacterias gran positivas, siendo la vancomicina una

de las primeras moléculas (Morejon, 2015)

Tabla 1.

Farmacos a utilizar y descripcion

Farmaco Descripcion

Amoxicilina + acido clavulanico Antibiotico betalactdmico, del grupo de
las penicilinas, actda inhibiendo la sintesis
de la pared celular bacteriana, actua
mediante la union e inhibicion de la

enzima transpeptidasa.

Vancomicina Glucopéptido que tiene estructura
compleja, ejerce su efecto inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana, su
modo de accion se basa en la alteracion de
la transglucosidasa por un impedimento

estérico.

Fuente: (Nelli et al., 2022).
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1.2.3. Mammaliicoccus sciuri, taxonomia, clasificacion y morfologia

Mammaliicoccus sciuri pertenece a la familia Staphylococcaceae, esta bacteria ha sido aislada
primariamente en roedores al igual que en otros mamiferos y ocasionalmente aislada en seres
humanos, M. sciuri es Gram positiva, en cuanto a su nombre cientifico completo es
Mammaliicoccus sciuri, y esta dentro del género de los Mammaliicoccus. La bacteria M. sciuri
se va a presentar en forma esférica, lo que es una caracteristica muy comun del género al que
pertenece, es similar a los racimos de uvas lo que también es tipico de los estafilococos (Van

der Veken et al., 2022).

Tabla 2.

Taxonomia de M. sciuri

Superfilo Bacteria

Filo Bacillota

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia Staphylococcaceae
Genero Mammaliicoccus
Especie Mammaliicoccus sciuri
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Fuente: (Ncbi, 2022)

Figura 1. Mammaliicoccus sciuri

1.2.4. Habitat natural y significado clinico

La bacteria coloniza areas como piel, mucosas y cavidades nasales en los huéspedes mamiferos.
Aunque Mammaliicoccus sciuri se considera un microorganismo oportunista e inofensivo, en
raras ocasiones va a causar infecciones en humanos, esto se va a dar en personas que se
encuentran con un sistema inmunol6gico comprometido o también en pacientes que se

encuentran con dispositivos medicos implantados (Van der Veken et al., 2022).

1.2.5. Carne de pollo

La carne de pollo es una de las mas consumidas en nuestro pais y en los paises circundantes.

Su bajo costo, su adecuada composicion nutricional en proteinas y sus caracteristicas
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organolépticas aceptables para personas de todas las edades favorecen su consumo. No
obstante, esto no la exime de riesgos, especialmente quimicos y microbioldgicos, que se deben
al sistema de produccion intensiva utilizado. Sin embargo, estos riesgos son controlables con
relativa facilidad. Para el consumidor, la carne de pollo se define principalmente por dos
caracteristicas esenciales que influyen en su decision de compra: su bajo precio y una

percepcion de alta seguridad (Burgos, 2017).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Evaluar la presencia de los genes de resistencia a antibi6ticos betalactdmicos y
glucopéptidos en Mammaliicoccus sciuri aislado de la carne de pollo que se expende

en Ambato.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar la presencia de genes de resistencia a betalactamicos (amoxicilina + &cido

clavulanico) en Mammaliicoccus sciuri.

e Determinar la presencia de genes de resistencia a glucopéptidos (vancomicina) en

Mammaliicoccus sciuri..
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e Describir los mecanismos moleculares de resistencia a betalactamicos (amoxicilina +

acido clavulanico) y glucopeptidos (vancomicina) de Mammaliicoccus sciuri.
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA

2.1. Ubicacién del estudio

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato. Esta ubicado en el
km 2,5 via Cevallos - Quero, sector Querochaca, cantdén Cevallos, provincia de Tungurahua,
con una extension de 19.000 km?, latitud 2 882 msnm. 1°22"08.7" y longitud 78° 36'23.8"

(GAD Cevallos, 2022).

2.2.  Caracterizacion del lugar.

Tabla 2.

Caracterizacion del lugar

Parametro Valor

Temperatura °C Ecuatorial Meso Térmico Seco
Clima 13a16

Humedad relativa, % 60 — 75

Velocidad del viento, m/s 2.1-89
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Precipitacion, mm 200 - 500

Fuente: (GAD Cevallos, 2022).

2.3.

2.3.1.

2.3.2.

Equipos y materiales

Equipos

Balanza Analitica FC 2000 (cap.2000 g; 0,01 g)
Autoclave

Incubadora

Escala McFarland

Agitador magnetico con plancha de calentamiento
Nevera

Bafio Maria

Espectrofotometro

Materiales

Mandil
Filipino
Mascarillas
Alcohol
Agarosa

Primers
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+ Gotaq

« Marcador de peso molecular

« Sybr safe green

* Tubos de PCR (2 cm)

» Puntas azules, amarillas y blancas

« Ependort (15 ml)

2.3.3. Material de oficinas

+ Computadora

» Esferos

+ Cinta adhesiva

* Impresora

« Cémara fotografica

« Cuaderno de apuntes

» Rotulador

2.3. Factores de estudio

Genes de resistencia de Amoxicilina + acido clavulanico, Vancomicina y sus mecanismos
moleculares en Mammaliicoccus sciuri, de la carne de pollo que se expende en la cuidad de

Ambato.
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2.4. Manejo del experimento

2.5. Identificacién de la muestra

La bacteria Mammaliicoccus sciuri, previamente identificada molecularmente como
NCTC12103 con codigo de acceso LS483305.1; la misma que se encuentra en conservacion

en el laboratorio de Biologia Molecular de la FCAGP.

2.5.1. Refrescamiento de la cepa Mammaliicoccus sciuri en TS

> Preparacion de Agar Tripticasa de soya

El agar tripticasa de soya es un medio no selectivo, este medio promueve el desarrollo y
aislamiento de diferentes microorganismos que sean aerobios, anaerobios estrictos o
facultativos, su composicién cuenta con sangre esto hace que ayude al crecimiento de
diferentes microorganismos existentes, el principal componente de este agar es el compuesto
de la peptona de soya el mismo que es un estimulante ante el crecimiento, de la misma manera
tiene cloruro de sodio el mismo que hace que exista un balance osmotico (Safety & Sheet,

2012).

1. Paraempezar, utilizamos los materiales que se encuentran en el laboratorio, los mismos

que los pasamos por el autoclave a una temperatura de 120 ° C.
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Pesar 48 gr del producto en la balanza analitica.

Los gramos que ya pesamos los vamos a colocar en 1000 ml de agua, la misma que esta
destilada.

Homogenizar la mezcla utilizando un microondas durante 10 minutos.

Subir la temperatura hasta que llegue al punto de ebullicion.

Trasladar el agar TS a | autoclave por 20 minutos a una temperatura de 120 ° C.
Terminado el proceso de la autoclave, colocamos el contenido en diferentes placas
Petri, las mismas que ya estaban esterilizadas.

Se deja que solidifique el agar durante 24 horas, para posterior a esto sembrar nuestra

bacteria.

Siembra de cepa de Mammaliicoccus sciuri

Iniciar sacando de los eppendorfs congelados a - 20 ° con el fin de ambientar a las
bacterias cerca de un mechero y en un cuarto esteril

Se utiliza un palillo para siembra y realizamos una colecta de la bacteria dentro del
eppendorf, esto cerca del mechero con el fin de evitar la contaminacion.

Posterior a esto colocamos la bacteria dentro de las placas Petri con agar TS, estas
placas estaban previamente rotuladas con el nombre y el numero de la bacteria.

Se debe esperar que la gota se seque durante unas 3 a 4 horas para proceder a estriar
con ayuda de un asa.

Se incuba 24 horas a 37 ° C.
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» Preparacion de Caldo cerebro- corazon

El caldo cerebro corazdn es ricamente nutritivo, al igual que es un medio liquido, el mismo que
estimula el crecimiento de los microorganismos, su principal componente es la infusion del
cerebro de terneras, de la misma forma corazon de bovinos, cuenta también con peptona el
mismo que aporta el carbono, cuenta también con nitrégeno, aminoacidos, vitaminas y peptidos

los mismos que ayudan al desarrollo de los microorganismos (Safety & Sheet, 2012).

1. Esterilizacion de los materiales de laboratorio en autoclave a 120 ° C.

2. Enla balanza analitica pesar 3.7 g del producto

3. Colocar agua destilada previamente esterilizada en un vaso de precipitacién con los
gramos ya pesados

4. Homogenizar la muestra

5. Con ayuda del microondas se lo calienta hasta el punto de ebullicion

6. Se lo mete a la autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 120 °C.

7. Setrasvasa el contenido a unos tubos de ensayo, los mismos que ya estaban previamente

esterilizados, al igual que etiquetados y con su tapon correspondiente.

> Siembra de colonias de M. sciuri en el caldo cerebro corazon

1. Transcurrido las 24 horas de incubacion de las cepas de M. sciuri previamente
sembradas en agar TS, con la ayuda de a asa de siembra recolectamos de 5-6 colonias

que estan aisladas directo de la placa Petri, esto se realiza cerca del mechero.
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2.

3.

Se coloca las cepas recolectadas dentro de los tubos de ensayo con el caldo cerebro
corazon
Incubar por 24 horas a 37 ° C.

(Maéster et al., 2019)

Extraccion de ADNy PCR

10.

11.

12.

13.

Extraccion de ADN

Se inicia centrifugando el cultivo a 3000 rpm durante 15 minutos.

Posterior re suspendemos en 500 ul en caldo de cerebro corazén para pasar a un
eppendorf.

Agregar también 4° ul de SDS que esta al 20%.

Afadir 8 pl de solucién de proteinasa K esta esta al 20 mg/ ml.

Mezclar bien en vortex.

Incubar durante 2 hora 65 ° C.

Afadir 300 pl de NaCl 6 M.

Centrifugar a velocidad méaxima durante 30 segundos.

Centrifugar durante 30 minutos a 10000 g

Colocar el sobrenadante en nuevos tubos

Agregar volumen igual de isopropanol, mezclar bien, incubar los tubos a -20° C esto
durante toda la noche.

Centrifugar durante 20 minutos a 10000 g

Lavar con etanol al 70 % y debemos dejar secar
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14. Re suspender en 300 ul en agua libre de endonucleasas

(Albanabi y martinez 1997) modificado

» Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta es una técnica de laboratorio la misma que se utiliza para amplificar una secuencia
especifica del ADN, esta técnica se basa en la sintesis de ADN que es dirigida por cebadores
de oligonucledtidos y también por un ADN polimerasa. Es importante mencionar que los
cebadores son fragmentos del ADN, los mismos que se unen a la secuencia de ADN objetivo,
esta union se hace en los extremos, para realizar una PCR se debe realizar una serie de ciclos
con diferentes temperaturas esto se hace con el fin de separar el ADN para que luego se unan

con los cebadores (Roger Alberto Rabelo Florez, 2023).

1. Se debe iniciar reconstruyendo el primer, se afiadio 640 pl de agua libre de
endonucleasas
2. Diluir el primer, para ello se tom6 45 pl de agua libre de endonucleasa y 5 pl del primer

3. Preparar el master Mx
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Tabla 3.

Primers Genes de resistencia

Gen Secuencia Amplificacion
MecA F: 162 bp
TCCAGATTACAACTTCACCAGG
R:
CCACTTCATATCTTGTAAC
VancA F: 713 bp
GGCAAGTCAGGTGAAGATG
R:
ATCAAGCGGTCAATCAGTTC
Fuente : (Vallejo Pazmifio et al., 2022)
Tabla 4.
Master Mx para el gen mecA
Reactivos ADN GoTaq Primer Primer H20 Volumen
Forward Reverse final
Volumen 2ul 125l 1ul 1ul 8,5ul  25ul
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Fuente: (Master et al., 2019)

Tabla 5.

Master Mx para el gen VancA

Reactivos ADN GoTaq Primer Primer H20 Volumen
Forward Reverse final
Volumen 2 ul 15 pul 1l 1l 8,5 ul 25 ul

Fuente: (Méster et al., 2019)

4. Colocar en los tubos de PCR 23 ul del master Mx, posterior 2 ul de DNA como volumen
final tenemos 25 pl.

5. En dos tubos se administré una muestra de ADN y un negativo que en este caso se
administro agua libre de endonucleasas.

6. Se dio vortex hasta que toda la muestra este homogenizada

7. Centrifugar la muestra

8. Utilizar el termociclador con la temperatura y el tiempo adecuado con las condiciones

del ADN vy del primer utilizado.
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Tabla 6.

Condiciones de PCR para el gen MecA

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C 15 minutos 30
inicial

Desnaturalizacion 94°C 1 minuto

final

Alineamiento 54°C 1 minuto

Elongacion inicial 72°C 1 minuto

Elongacion final 72°C 1 minuto

Fuente: (Pérez, 2020)

Tabla 7.

Condiciones de PCR para el gen VancA

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos 40
inicial
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Desnaturalizacion 94°C 1 minuto

final

Alineamiento 59¢°C 1 minuto
Elongacion inicial 72°C 2 minuto
Elongacion final 72°C 5 minuto

Fuente: (Vallejo Pazmifio et al., 2022)

> Electroforesis en el gel de agarosa

1. Determinar la cantidad que se va a utilizar, esto depende de la cantidad de cubetas (30,
60, 100). Se utilizo una cubeta de 30, se peso6 0, 6g de agarosa.

2. Para la cubeta de TAE que se utilizo se afiadio 30 ml de TAE 1 Xy se lo mezclé con la
agarosa 0,6 %, esto se mezcld en un vaso de precipitacion.

3. Con la ayuda del microondas se disolvié el gel esto en un tiempo de 30 a 45 segundos

4. Diluida la agarosa se debe afiadir 10 pl de safe green

5. Se afiadi6 en la cubeta, junto con los peines y se dejo que se solidifique a temperatura
ambiente

6. Cuando el gel se solidifico, se desprende los peines y se introduce el gel en las cAmaras
de electroforesis, dichas camaras deben estar cubiertas de solucion TAE 1X.

7. Con una pipeta, se debe colocar 5ul de muestra, y el marcador de peso molecular, hay
gue mencionar que en el primer pocillo se debe colocar el marcador de peso molecular

8. Se coloca la tapa de la camara, hay que programar la fuente de energia de acuerdo con

el pardmetro, en este caso se utilizé 80 volt los mismos que se corrieron por 30 minutos.
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9. Terminado el tiempo se paso el gel al transiluminador, en donde se observo la banda de

ADN con su tamario correspondiente.

En la figura 2 se puede observar la medicién en el nanodrop de la concentracion del ADN, en
donde se obtiene 1341, 4 ng/ uL, lo que significa que es de buena calidad para nuestro poder

realizar nuestra PCR.

Segun el estudio de Polo, (2011) donde indica que para la extraccién del ADN para que sea de
buena calidad se necesita un minimo de 400 ng/ L, se utiliza un nanodrop automaético, se
muestra una investigacion donde se realiza mediante el mismo método, para de esta forma

podemos realizar una PCR.

iuur- Yo saE and e e mea i ST

FIGURA 1. Calidad y concentracion del ADN
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2.7. Variables respuestas

Cuantitativas. —

Para esto se evaluo la amplificacion de la banda dependiendo el gen, para el gen MecA se debe
obtener una banda de 162 pb y para VancA la amplificacion de la banda debe ser de 713 bp

(Pérez, 2020).
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de resultados

Identificacion de la presencia de genes de resistencia a betalactdmicos (amoxicilina +

acido clavulanico) en Mammaliicoccus sciuri.

162 pb

FIGURA 5. Resultados del gel final. En el pocillo 1 se puede observar el marcador de peso
molecular, en el siguiente pocillo se observa el gen mecA con la amplificacién de 162 pb, el

pocillo 3 es el blanco

En la figura 5 se evidencia el resultado final obteniendo los pares de bases que se requeria el
cual es de 162. Para esto se realizo de la siguiente manera, la master Mx, contenia, primers 2

ul, se utiliz6 agua libre de endonucleasas 17 ul, de ADN se utilizd 2 pl. se realiza PCR en el
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termociclador con el siguiente protocolo iniciando con una desnaturalizacion de 95 ° C con un
tiempo de 15 minutos, seguido de 94 ° C por 1 minuto, se utilizé 30 ciclos, para el anillamiento

se usé 54 ° C por 1 minuto, terminando con una extension de 72 ° C durante 1 minuto.
Tabla 4.

Genes de resistencia a betalactamicos (amoxicilina + acido clavulanico)

Autor Tamario del amplicon ~ Nombre del primer
(pb)
(\Vallejo Pazmifio et al., 138 pb Midicell® PrimoTM,
2022) Modelo
(Pérez, 2020) 174 pb Touch-stick®
lyer, (2013) 967 pb Biolasa BIOTAQ™
PCR Kit
Nelli et al., (2022) 162 pb DNeasy® UltraClean®
Microbial Kit

Nuestro estudio concuerda con lo descrito por Nelli et al., (2022), quien menciona que se
encontraron genes de resistencia al utilizar Staphylococcus aerus, utilizando el gen mecA, en
dicho estudio se amplifica a 138 pb, similar al nuestro teniendo como resultado 162 pb,
manifestando que este gen codifica una proteina de unién a penicilina alterada (PBP2a), que
permite a las bacterias continuar la sintesis de su pared celular incluso en presencia de

antibidticos B-lactamicos, haciéndolos mas resistentes.
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Segun lyer, (2013) , quien utilizé una PCR multiple, donde existié una amplificacion de 967
pb, la caracterizacion del casete cromosémico SCCmec mediante PCR multiple ha permitido
una clasificacion detallada de estas cepas, revelando la prevalencia de tipos especificos de
SCCmec en diversas poblaciones. EI mecanismo principal de resistencia mediado por el gen
mecA consiste en la modificacion del objetivo de los antibioticos B-lactamicos, manifestando
que existe una mayor resistencia, lo que concuerda con nuestra investigacion, ya que obtuvimos

una amplificacién de 162 pb

A pesar de que Pérez, (2020), utiliza otro protocolo de PCR diferente al nuestro este autor tuvo
similares resultados, en donde se observo que el 50% de las cepas de S. aureus aisladas poseian
el gen mecA, indicando una prevalencia significativa de resistencia a la meticilina. Esta
resistencia se asocia con la produccion elevada de PBP2a, que inhibe la accién de los
antibioticos PB-lactdmicos, incluyendo la meticilina y la oxacilina. Lo que concuerda con
nuestros estudios pues se obtuvo una amplificacion de 162 pb, a pesar de usar otro protocolo

distinto al autor mencionado.

Determinacion la presencia de genes de resistencia a glucopéptidos (vancomicina) en

Mammaliicoccus sciuri.
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MP vancA CN

FIGURA 8. Resultado del gel, gen VancA.

La figura muestra la realizacion del gen VancA, mismo que se realizo de la siguiente manera:
los primers se diluyeron 10 en 1, se utiliz6 24,5 de la méaster Mx los cuales contenian 12,5 de
Taq, 0,5 de cada primers, y 11 pL de agua, finalmente 0,5 de ADN. Se utilizo el termociclador
con las siguientes indicaciones, iniciando desnaturalizacion, 94 ° C durante 2 minutos, de la
misma manera la desnaturalizacion 1 fue de 94 ° C por 1 min, para la elongacion final e inicial
se realiz6 de 72 ° C durante 2 minutos y 72 ° C durante 5 minutos respectivamente, para el
anillamiento se us6 59 ° C por 1 minuto se usé 35 ciclos, para la electroforesis se usé un gel de
agarosa al 2 % con una 80 V durante 30 minutos. Terminado el proceso se llevo a la camara de

UV vy se puso a visualizar de la siguiente manera.
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Tabla 5.

Genes de resistencia a glucopéptidos (vancomicina)

Autor Tamario del amplicon Nombre del primer
(pb)
(Liliana et al., 2020) 174 pb WHONET®
(Cotaquispe et al., 2021) 597 pb Thermo Scientific
(Patente, 2021) 732 pb Multizoom Nikon
AZ100

(Vallejo Pazmifio et al., 713 pb DNeasy® UltraClean®
2022) Microbial Kit

Segun Cotaquispe et al.,( 2021) menciona en su estudio que se identificaron 24 cepas
resistentes a la vancomicina a través del gen vancA, lo que difiere de nuestro estudio, pues a
pesar de la existencia de resistencia, no podria deberse a los genes utilizados, sin6 a otros

mecanismos, como puede ser la pared celular.

Lilianal et al., (2020) difieren con nuestra investigacion, ya que en este estudio se menciona
que existe una leve sensibilidad al antibidtico, mas no una resistencia, teniendo una
amplificacion de 174 pb; sin embargo, en nuestro estudio no se present6 una amplificacion ante

este antibiotico.
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Patente, (2021) resalta la efectividad de la vancomicina, junto con antibioticos como la
rifampicina y el linezolid, contra todos los aislamientos analizados, obteniendo un tamarfio del
amplicon de 732 pb, lo que difiere con nuestros resultados; ya que no existié una amplificacion

de la banda.

> Resistencia a betalactamicos (amoxicilina + &cido clavulanico):

Encontramos en el estudio de Calvo et al., (2011) que la produccion de la betalactamasa la
misma que se encuentra en espectro reducido; estas enzimas descomponen la amoxicilina,
desactivandola. Aunque el acido clavulanico puede inhibir estas enzimas, su eficacia puede
ser limitada si la bacteria produce grandes cantidades de betalactamasas. Existe la modificacion
de las proteinas de union a penicilina (PBPs) PBP2a y PBP2": M. sciuri puede poseer PBPs
alteradas con menor afinidad por los betalactdmicos, permitiendo la sintesis de la pared celular
a pesar de la presencia de amoxicilina. Lo que concuerda con el estudio de Castellano
Gonzéalez & Perozo-Mena, (2010) menciona que la resistencia a meticilina se considera
intrinseca porque no implica la destruccion del antibidtico por enzimas B-lactamasas. Esta
resistencia se debe a una proteina de union a penicilina adicional llamada PBP2’ o PBP2a, que
no esta presente en las cepas sensibles a la meticilina. Las PBPs son enzimas que participan en
la sintesis de la pared celular al catalizar las reacciones de transpeptidacion del peptidoglucano.
Esta proteina permite que la sintesis de la pared celular continle incluso en presencia de
meticilina, al bloquear la union de los antibidticos B-lactdmicos a su sitio activo, pero

permitiendo la transpeptidacion
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Aragdo & Trajano, (2021) menciona que la resistencia a la meticilina en Staphylococcus se
debe a la incorporacion del elemento SSCmec, que incluye el complejo mec, en el cromosoma
de la bacteria. EI complejo mec alberga el gen mecA junto con sus genes reguladores mecR1
y mecl. Aungue su origen no esta claro, se cree que esta vinculado a estafilococos coagulasa
negativos, ya que se han identificado mecA y un gen homdlogo. Por el contario Cervantes et
al., (2014) en su estudio comparte que la resistencia a la meticilina en niveles extremadamente
bajos puede deberse a la fuerte represion del gen mecA, controlado por el elemento regulador

negativo mecl-mecR1 asociado con mecA.

Segun Giono-Cerezo et al., (2020) en su estudio reporta que la resistencia a la meticilina en
Staphylococcus aureus y en estafilococos coagulasa negativos se debe a la presencia de una
proteina adicional de union a la penicilina, conocida como PBP2f3 o PBP2a. Esta proteina es
adquirida mediante un ADN externo llamado SCCmec, que se integra en el genoma
estafilocdcico. PBP2a pertenece a la subclase B1 de proteinas de unién a la penicilina de alto
peso molecular, caracterizada por su baja afinidad hacia los antibidticos lactdmicos, lo que
concuerda con el estudio de Sopena & Sabria, (2020) que mencionan que la PBP2a tiene una
afinidad muy baja por estos antibidticos y se cree que contribuye al ensamblaje de la pared
celular cuando las PBPs normales son inactivadas. EI gen mecA se encuentra en un gran
complejo genético mévil conocido como el cassette cromosémico mec del estafilococo. Se han

identificado al menos ocho tipos de SCCmec, aunque algunos son mas comunes que otros.
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» Resistencia a glucopeptidos (vancomicina):

Andaluz, (1994) menciona que se encuentra la modificacion de precursores de la pared
celular: la resistencia a la vancomicina puede deberse a cambios en los precursores de la pared
celular, donde los terminales D-Ala-D-Ala son reemplazados por D-Ala-D-Lac o D-Ala-D-
Ser, lo que reduce la afinidad de la vancomicina por sus blancos.es importante mencionar la
regulacién genica, genes de resistencia como vancA, vancB y vancC pueden estar presentes en
M. sciuri y ser activados en respuesta a la exposicion a la vancomicina, lo que concuerda con
Palomo, (2020) en su estudio se puede deducir que el principal gen responsable de la
resistencia es vancA, que codifica una proteina que funciona como ligasa de D-alanina-D-
lactato. Este metabolito, con baja afinidad por los glucopéptidos, reemplaza a la D-alanina-D-

alanina en el peptidoglucano.

Segun Capinera, (2021) la disminucion en la sensibilidad a la vancomicina se debe a un
engrosamiento de la pared celular bacteriana debido al aumento en la sintesis del
peptidoglucano, lo que provoca que el antibidtico quede atrapado en las capas superficiales de

la pared celular.

Oliveira, (2015) menciona en su estudio que la produccion de glucopéptidos, que
descomponen el anillo, es uno de los mecanismos de resistencia. Otro mecanismo esta asociado

con el gen vancA, que codifica una proteina con baja afinidad por la penicilina.

En el estudio de Botelho, (2015) la vancomicina se fija a los dos residuos terminales de D-

alanina en la fraccion pentapéptida del peptidoglicano, bloqueando las reacciones de
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transglicosilacion y transpeptidacion, lo que interrumpe la sintesis de la pared celular. La
resistencia ocurre a través de la modificacion del terminal D-Ala-D-Ala a D-Ala-D-Ser, ocurre
una resistencia de bajo nivel, produciendo una unién 7 veces menor o a D-Ala-D-Lac hace que
ocurra una resistencia de alto nivel, reduciendo la unién 1,000 veces. Lo que concuerda con
Michael Page, (2022) que manifiesta que los mecanismos de resistencia a glucopéptidos
requieren la ayuda especifica de enzimas para modificar los peptidoglicanos, un mecanismo es
la resistencia basada en D-Ala-D-Lac, que reduce la union de la vancomicina a los
peptidoglicanos en 1,000 veces al eliminar un enlace de hidrégeno, provocando altos niveles

de resistencia y dando lugar al gen VancA.

» Comprobacién de la hipotesis

Mediante los resultados obtenidos en la presente investigacion, esta cumple con la hipétesis
donde existe la presencia de los genes de resistencia a betalactdmicos mas no se encontrd genes
de resistencia para glucopéptidos en Mammaliicoccus sciuri aislado de la carne de pollo que se

expende en Ambato; por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa (Ha).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

M. sciuri tiene genes de resistencia a betalactamicos, para lo cual se pudo observar
la amplificacién de la banda de 162 pb que se requeria, es importante mencionar que
la betalactamasa produce y modifica las proteinas de union a penicilina (PBPs) para

desactivar estos antibioticos.

Aunque se identificaron genes de resistencia no se amplifico el gen vancA, sin
embargo, existen diferentes mecanismos para que exista una resistencia en esta
bacteria, por lo tanto, no se descarta la resistencia a glucopéptidos en M. sciuri: lo
gue hace posible, que existan otros genes o factores de resistencia, no identificados

en este analisis.

La bacteria M. sciuri emplea betalactamasas, modifica las PBPs, y utiliza bombas de
reflujo para resistir a betalactamicos. Frente a la vancomicina, altera precursores y
engrosa su pared celular. Ademas, puede adquirir genes de resistencia de otras

bacterias
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4.2. RECOMENDACIONES

Implementar un sistema de monitoreo continuo en los puntos de venta de carne de
pollo en Ambato para evaluar la prevalencia de diferentes bacterias y sus genes de
resistencia a antibioticos. La vigilancia epidemioldgica es crucial para detectar y

controlar la propagacion de bacterias resistentes.

Promover politicas y regulaciones estrictas sobre el uso de antibiéticos en la cria de
pollos. Esto incluye la supervision y control del uso de antibioticos para reducir la

seleccién y propagacion de bacterias resistentes en las explotaciones avicolas.

Utilizar técnicas avanzadas de biologia molecular y gendmica, como la
secuenciacion de proxima generacion, para una identificacion mas precisa y rapida
de los genes de resistencia a antibidticos en M. sciuri y otras bacterias presentes en

la carne de pollo.
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ANEXOS

Asa de siembra con las bacterias
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Bacteria vista desde el microscopio
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Extraccion del ADN

PCR
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Edit your time & temperatures
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Condiciones el termociclador
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Electroforesis en el gel de agarosa
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Muestras listas para cargar

Geles en la camara de electroforesis
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