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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos y su incremento a nivel mundial, se ha estudiado en
algunos paises y es impulsada por muchos factores interrelacionados; por lo tanto, las
intervenciones Unicas y aisladas surten poco efecto. En México, la contaminacion bacteriana,
se da en algun eslabon de la cadena de produccion y procesamiento de alimentos, siendo la
bacteria Salmonella spp., una de las principales causas de infecciones en animales y
humanos. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar las mutaciones del gen gyrA,
fuera y dentro de la region QRDR de Salmonella spp., aislados de canales porcinos,
provenientes de rastros del estado de México, con el fin de identificar nuevos mecanismos
moleculares de resistencia. Para este trabajo se analizaron un total de 86 aislados de
Salmonella spp., todos fueron confirmados por pruebas bioquimicas y serotipificacion
(antigenos somaticos y flagelar).

El andlisis de las muestras se hizo con los protocolos recomendados en la norma ISO
6579:2002. Se llevé a cabo un ensayo con la técnica Kirby-Bauer para determinar la
sensibilidad de estos aislados a los antimicrobianos: ampicilina (10 miligramo, mg),
amikacina (30 mg), carbenicilina, (100 mg), cefalotina (3 mg), cefotaxima (30 mg),
ceftriaxona (30 mg), cloranfenicol (30 mg), gentamicina (10 mg), netilmicina(30 mg),
nitrofurantoina (300 mg), pefloxacina (5 mg), trimetoprim sulfametoxazol; para las
quinolonas se utilizaron discos individuales de acido nalidixico (5 mg), ciprofloxacina (5
mg), norfloxacina (10 mg) yofloxacina (5 mg).

Se aislé y amplifico el gen gyrA, enviandolo a secuenciar para identificar mutaciones en la
region QRDR y fuera de esta, y determinar la relacion de la presencia de mutaciones con la
resistencia. Los analisis filogenéticos y evolutivos moleculares se llevaron a cabo utilizando
la version MEGA 5.2. Las secuencias utilizadas en el anélisis se obtuvieron de las muestras
colectadas y se analizaron con el EMBL-BL y fueron alineadas utilizando el programa
Clustal W1.4. Se obtuvo un arbol filogenético con 7 cepas, donde tres fueron clasificadas

como S. Typhimurium, S. Barcilly y S. Enteritidis S. Newports; las otras nueve muestras



fueron clasificadas como S. Typhimurium segin pruebas bioguimicas, encontrandose
mutaciones dentro de la region QRDR en S83F, D87N y D87G. En este andlisis también se
encontré una mutacion fuera de la region QRDR en el aislado de S. Newporten L582G. Se
concluye que las mutaciones més frecuentes dentro de la region QRDR son S83F y S83Y
coincidiendo con otros autores. Esto influy6 en la resitencia a quinolonas de Salmonella spp.,
sugiriendo que otros mecanismos moleculares pueden influir en esta resistencia debido a la

mutacion encontrada fuera de esta region.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance and its global increase have studied in some countries and is driven
by many interrelated factors; therefore, single, and isolated interventions have little effect. In
Mexico, contamination occurs in some link in the food chain, Salmonella spp., one of the
main causes of outbreaks and infections in animals and humans. The aim of our work was to
evaluate mutations outside and within the QRDR region of the gyrA gene of Salmonella spp.,
in pig carcass isolates from traces of the State of Mexico, inorder to identify new molecular
mechanisms of resistance. For this work, a total of 86 isolates of Salmonellas spp., were
analyzed, all were confirmed by biochemical tests and serotyping (somatic and flagellar
antigens) at the institute of epidemiological diagnosis and reference (INDRE). The analysis
of the samples was made according to the processes recommended in 1ISO 6579: 2002. A
Kirby-Baurer test was carried out to determine the sensitivity of these isolates to
antimicrobials: ampicillin (10.0 miligramos(mg)), amikacin (30 mg), c8arbenicillin(100 mg),
cephalothin (3 mg), cefotaxime (30 mg), ceftriaxone (30 mg), chloramphenicol (30 mg),
gentamicin (10 mg), methylmycin (30 mg), nitrofurantoin (300 mg), pefloxacin (5 mg),
trimethoprim-sulfamethoxazole; for the quinolones, individual discs of nalidixic acid (5 mg),
ciprofloxacin (5 mg), norfloxacin (10 mg), ofloxacin (5 mg) were used. The gyrA gene was
isolated and amplified, sending it to be sequenced to identify mutations in the QRDR region
and outside of it, to determine the relationship of the presence of mutations with the
resistance. Molecular evolutionary and phylogenetic analyzes were carried out using the
MEGA 5.2 version. The sequences used in the analysis were obtained from the samples
collected and analyzed with the EMBL-BL, which were aligned using the Clustal W 1.4
program. Within the results a phylogenetic tree with 7 strains was obtained, where tree was
classified as S. Typhimurium, S. barcilly, S. Enteritidis and the last as S. newport, the other
nine samples were classified as S. Typhimurium according to biochemical tests, finding
mutations within the QRDR region in S83F, D87N and D87G. In this analysis we also found
a mutation outside the QRDR region in the S. Newport isolate in L582G. It is concluded that
the most frequent mutations within the QRDR region are S83F and S83Y, coinciding with

other authors. This influenced the quinolone resistance of Salmonella spp., suggesting that



other molecular mechanisms may influence this resistance due to the mutation found outside

this region.
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. INTRODUCCION

Los antimicrobianos benefician al cuidado de la salud de los seres vivos para
contrarestar enfermedades bacterianas, pero en la actualidad el uso desmedido ha causado
resistencia bacteriana y se considera un problema de salud publica debido al aumento en la
mortalidad por enfermedades infecciosas, y en particular por el uso excesivo de los
antimicrobianos en trastornos en los que no aportan beneficios debido al resultado del uso
indiscriminado y sin control en la medicina humana, veterinaria y la agricultura. (Gomez et
al., 2014; Woolhouse y Farrar, 2014).

La resistencia de los microorganismos a los agentes antimicrobianos puede tener un
origen natural (intrinseco) o genético (adquirido). La de origen natural es la resistencia que
ofrecen las bacterias de una misma cepa o especie frente a un determinado antimicrobiano
donde todos sus miembros tienen la misma caracteristica y la de origen genético se debe a
cambios en los genes y procesos subsiguientes de seleccion por los antimicrobianos (Kim et
al., 2016).

Con el descubrimiento de los antimicrobianos a finales de la década de los afios 30,
se revolucionaron las técnicas terapéuticas, pero casi inmediatamente se identificaron
microorganismos que demostraban cierta resistencia y evitaban los efectos bactericidas. A
partir de la década de 1950, se consider6 de importancia clinica la resistencia de
microorganismos a los antibi6ticos. Alrededor de 1970, se incrementd la resistencia a la
meticilina en infecciones estafilocécicas y a la gentamicina en pseudomonas; a mediados de
1990, se identificaron microorganismos que pueden ser resistentes a mas de un
antimicrobiano y se acufia el término multirresistentes y para el afio 2000, se reconoci6 una
diseminacion a nivel mundial.

El uso de antimicrobianos no crea resistencias, sino que elimina las bacterias
susceptibles en el hospedero, y solo las resistentes se conservan y se reproducen, el mas apto
sobrevive, por lo que se reconoce y acepta una modificacién significativa en la frecuencia de
los diferentes tipos de infecciones microbianas en humanos y animales en los Gltimos 50 afios
(Weber, 2006).



Los genes introducidos por la transferencia horizontal (THG) de otras especies
constituyen una parte significativa de muchos genomas bacterianos, y la dindmica evolutiva
de las THG es importante para comprender la propagacion de la resistencia a los antibiéticos
y la aparicion de nuevas cepas patdgenas de bacterias (Knoppel et al., 2014). Existiendo una
correlacion entre el uso de antibidticos y la resistencia bacteriana (Weber, 2006).

La relacion antibiotico-bacteria se ve alterada por otros maultiples factores como la
farmacocinética de la droga, la dosis, la duracion del tratamiento y el tamafio del indculo
bacteriano.Algunos reportes sugieren que la liberacion de pequefias cantidades de
antibidticos en el medio ambiente o en el organismo de los animales, podria ser un importante
contribuyente a la presentacion, seleccion y el mantenimiento de la resistencia (Hoffman et
al., 2008).

El nuevo informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), basado en datos de
114 paises, ofrece el panorama mas general que se ha obtenido hasta la fecha acerca de la
resistencia a los antibiéticos. Hoy en dia, hay paises de muchas partes del mundo en los que
el tratamiento antimicrobiano es ineficaz en mas de la mitad de los pacientes. Cada afio se
producen unos 440,000 casos nuevos de tuberculosis multirresistente que causan al menos
150,000 muertes (Aidara-Kane, 2012; Gulland, 2014). En Austria, Australia, Canada,
Eslovenia, Francia, Japon, Noruega, Reino Unido, Sudafrica y Suecia, se ha confirmado el
fracaso del tratamiento de la gonorrea con cefalosporinas de tercera generacion, el Gltimo

recurso terapéutico en estos casos (Bala et al., 2013; Unemo et al., 2013).

Los datos del informe muestran que en América, Africa, Europa, la Region Pacifico
Oriental, Asia Sudoriental y el Mediterraneo Oriental, hay una elevada resistencia de E. coli a
las cefalosporinas de tercera generacion y a las fluoroquinolonas, dos clases importantes y
muy utilizadas de farmacos antibacterianos (Chantziaras et al., 2014; Di Giannatale et al.,
2014). En los afos 80, cuando aparecieron las fluoroquinolonas la resistencia era
practicamente inexistente.

El informe revela que son muchos los paises que carecen de instrumentos

fundamentales para hacer frente a la resistencia a los antibioticos: sistemas basicos de



seguimiento y monitoreo del problema, y en otros presentan deficiencias. Algunos paises han
tomado medidas importantes para solucionar el problema, pero es necesario un compromiso

responsable y mayor aportacion de todos, ( Kroemer et al., 2017).

El problema de la resistencia y su incremento a nivel mundial se ha estudiado en
algunos paises, siendo Esparia un pais conocido por la alta prevalencia de resistencia, sobre
todo en especies que causan infecciones extra hospitalarias como Salmonella spp. o E. coli;
considerandose uno de los paises con mayor consumo de antimicrobianos por habitante
(Navarro-Gonzalez, et al., 2013). En México, los antimicrobianos se encuentran entre los
medicamentos que mas se venden y se consumen representando un mercado anual de 960
millones de délares. Los antimicrobianos ocupan el segundo lugar en ventas anuales (14.3%)
en farmacias privadas en el pais, observandose una proporcion mayor cuando se compara
con paises como Esparia, Brasil, Argentina y Estados Unidos (Benoit et al., 2013; Cabrera-
Diaz et al., 2013; Ricotta et al., 2014).

Del género Salmonella se han realizado algunos estudios de resistencia a los
antibidticos, especificamente al serovar Typhimurium, debido a que provoca infecciones
transmitidas por los alimentos, constituyéndose un problema de salud pablica (Abd-Elghany,
et al., 2014; Ke et al., 2014). Esta bacteria causa enfermedad zoon6tica porque a menudo
bacterias inocuas para el ganado son mortales para el ser humano. Un brote de salmonelosis
en Dinamarca en 1998, por introduccién de 6 cepas de Salmonella Typhimurium
multirresistente, origin6 enfermedad grave en 25 personas, 5 de las cuales perdieron la vida;
un grupo de epidemiodlogos detectd la cepa en la carne de cerdo (Aarestrup et al., 1998a;
Aarestrup et al., 1998b; Noor Uddin et al., 2013; Torpdahl et al., 2013).

La identificacion y vigilancia de los patrones de resistencia a los diferentes
antimicrobianos en una region o pais, permite definir la existencia de zonas epidémicas con
cepas resistentes y/o multirresistentes. Ademas, la deteccion de cambios entre las mismas,
facilita la toma de decisiones en el control de politicas sobre el uso de antibioticos de la region
estudiada. Desde hace aproximadamente tres décadas la humanidad dispone de agentes

antimicrobianos sintéticos del tipo de las quinolonas, fluoroguinolonas o relacionados con

3



ellas, constituyendo con los betalactamicos, una de las familias de antimicrobianos mas
importantes para el control de infecciones (Mohammed, 2017).

Se necesitan urgentemente respuestas multisectoriales a escala nacional y mundial
para combatir esta amenaza cada vez mayor. Si no se ejecutan las estrategias establecidas por
la OMS, existe el riesgo de que muchas enfermedades infecciosas se vuelvan intratables, esto
podria echar por tierra lo que se ha conseguido para cumplir los objetivos de desarrollo del
milenio relacionados con la salud para el 2017. Ante el aumento de la resistencia a los
antimicrobianos a nivel mundial, las directrices de tratamiento son revisadas por la OMS de
forma periodica, y tienen en cuenta los patrones de resistencia de la bacteria en funcion del

sistema local de vigilancia (Islam et al., 2017).

La resistencia es una de las causas que mas afecta a la economia mundial; cuando las
infecciones dejan de responder a los medicamentos de primera linea, hay que recurrir a
nuevos productos que son mas caros. La prolongacion de la enfermedad y del tratamiento, a
menudo en hospitales, también aumenta los costos asistenciales y la carga econdmica sobre
las familias y la sociedad (Leung et al., 2011; Zarocostas, 2011; Lusti-Narasimhan et al.,
2013).

El proposito de la investigacion es detectar a través de la secuenciacion los
mecanismos de resistencia dentro y fuera de la region a quinolonas (QRDR) de Salmonella
spp., que contamina la carne de cerdo en el estado de México y la evaluacién de la filogenia

a partir de criterios moleculares.



IL. REVISION DE LITERATURA.

1. Generalidades de Salmonella

La especie Salmonella se identifica como un patdgeno zoondtico, la infeccion en
humanos ocurre principalmente por la contaminacion de alimentos y por el contacto directo
con animales enfermos y/o portadores sanos, especialmente de aves, cerdos y bovinos
(Berghaus et al., 2012).

Es una de las principales causas de brotes e infecciones en humanos (Taylor et al., 2012).
Actualmente a través de procesos de trazabilidad podemos identificar los puntos de riesgo en
cada enlace de la cadena de produccion de alimentos (Pabilonia et al., 2013).

El hébitat de Salmonella entérica es el tracto intestinal de humanos y animales
homeotermos y poiquilotermos; existen serotipos adaptados al hospedero como S. typhi
(humano), S. abortus ovis (oveja) o S. gallinarum (aves), aunque la mayoria son ubiquitarios,
es decir estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se les encuentra también como
comensales 0 como patdgenos en el tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y
salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre
y en los animales (Shinohara et al., 2008; Hernandez et al., 2012).

Los principales reservorios son los animales de abasto (carne roja y aves) y en menor
medida las aves silvestres, roedores, insectos, peces, moluscos, tortugas, reptiles (dos Reis et
al., 2011; Potter et al. 2011; Ribas y Poonlaphdecha, 2017).

Salmonella spp. es un agente zoonotico de distribucion universal y se transmite por
contacto directo o contaminacion cruzada durante la manipulacion en el procesamiento de
alimentos en las empresas, en el hogar y por via sexual (Bemis et al., 2007; Van Schaik et
al., 2007). Estas bacterias reducen los nitratos a nitritos, no desaminan la fenilalanina y son
tetrionato reductasa es capaz de crecer en medios de cultivo que solo disponen de citrato
como Unica fuente de carbono. Ademas, no hidroliza el indol ni la urea, no fermenta la
lactosa, sacarosa, salicina e inositol y descarboxila la lisina y ornitina; produce acido
sulfhidrico (H2S), emplea glucosa por poseer una enzima especializada (Tyc, 1990) y algunas

también sacarosa (Reid, et al., 1993).



La enfermedad causada por Salmonella spp. se denomina salmonelosis y presenta
variacion en la morbilidad y mortalidad segun la especie afectada y los hospederoes (Elhadi
et al., 2013; Foley et al., 2013; Hiriart et al., 2013).

Por lo anterior, Salmonella spp. Franklin, et al., (2011) y Chenu, et al., (2012), lo

agrupan en las siguientes categorias.

a) Las ubicuas, infectan tanto al hombre como a distintas especies de animales, en

este grupo se encuentran todos los serotipos de Salmonella enterica causantes de zoonosis.

b) Las que estan adaptadas al hombre y le causan enfermedad pero que en los animales
no la causan: S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C; se transmiten en forma directa o

indirecta de una persona a otra.

c) Las que estan adaptadas a una especie animal y rara vez causan enfermedad en el

hombre: S. abortus ovis, en ovinos; S. abortus equi, en equinos, S. gallinarum en aves.

1.2. Taxonomia

El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por el bacterilogo
estadounidense Theobald Smith, recibiendo el nombre por su jefe David Salmon. Las
especies de Salmonella son bacterias entéricas, es decir, que se alojan en el intestino; y su
taxonomia es compleja (Roumagnac et al., 2007).

Es un género de bacterias que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, formado por
bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, la mayoria con flagelos peritricos y no

desarrollan capsula, excepto la especie S. typhi (Roumagnac et al., 2006).

La Salmonella no se tifie de azul con el colorante aplicado en la prueba disefiada por
Gram, por lo que se clasifican como Gram negativas. Esto se debe a que dicho colorante tifie
la pared celular, que en estos casos esta cubierta por una membrana externa. Estas bacterias

estan envueltas por varias capas: la membrana externa, la pared celular (que es diez veces



mas delgada que en las bacterias Gram-positivas), y la membrana interna. La membrana
externa e interna delimita al periplasma. La apariencia de las bacterias en el microscopio es
de bacilos o cilindros pequefios con puntas redondeadas, (0,7-1,5 um de ancho x 2-5 pum de
largo), rectos, la mayoria maéviles con flagelos peritricos (Figura 1).

Figura 1. Salmonella Typhi(CDC).
https://www.istockphoto.com/mx/foto/salmonella-bacterias-gm874165142-244098604

Clasicamente se distinguian tres Unicas especies patdgenas primarias: S. typhy, S. cholerae-
suis y S. Enteritidis. A su vez, segin la serotipificacion de Kauffman y White, eran
clasificadas en méas de 2,000 serotipos con base en los antigenos flagelares H (proteicos) y
antigenos somaticos O (polisacéarido). S. typhi posee ademas un antigeno de virulencia (Vi)
(Timme et al., 2013).

La nomenclatura del género Salmonella ha llegado a un estado insatisfactorio, con
dos sistemas de nomenclatura en circulacion. Un sistema, propuesto en la década de los afios
80 por Le MinoryPopoff, que ha recibido una amplia aceptacion, aunque no se ajusta a las
reglas del Cédigo Internacional de Nomenclatura de Bacterias (ICNB). El otro sistema, que
se ajusta a las reglas del Codigo bacterioldgico, esté siendo utilizado por una minoria. Como
resultado de esto, la Comision Judicial solicito expertos en el campo para escribir sobre la
nomenclatura y la taxonomia de Salmonella. Actualmente, la interpretacibn mas
ampliamente aceptada es que el género Salmonella incluye solo dos especies: Salmonella
entérica y Salmonella bongori (Tindall et al., 2005). La distincion entre los serovares de

Salmonella es importante para fines clinicos y epidemioldgicos; sin embargo, el hecho de



que la mayoria esté clasificada en la misma especie enfatiza las estrechas relaciones
gendmicas entre estos organismos. Las pruebas seroldgicas, y no las pruebas bioquimicas, se

han utilizado histéricamente para identificar estos organismos.

Cuadro 1. Clasificaciéon de Salmonella.

Genero Especie Sub especie Clasificacion anterior

Salmonella  enterica . enterica (1) Salmonella choleraesuis subsp. entérica
Salmonella  enterica arizonae ( 1l1a) Salmonella choleraesuis subsp. arizonae
Salmonella  enterica . diarizonae (111b) Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae
Salmonella  enterica houtenae (1V) Salmonella choleraesuis subsp. houtenae
Salmonella  enterica Indica (VI) Salmonella choleraesuis subsp. indica
Salmonella  enterica salamae (1) Salmonella choleraesuis subsp. salamae.

Actualmente, el género Salmonella; ha sido denominada Salmonella entérica. Este, a
su vez, esta formado por seis subespecies, dependiendo de su capacidad para realizar
diferentes reacciones bioquimicas. Esta subdivision ha sido apoyada por varios métodos de
hibridacion ADN y ARN y métodos serologicos. Cada subespecie estd subdividida en
serotipos o serovares, de acuerdo con el tipo de antigeno H (flagelar: del aleméan hauch, "por
el halo producido en un medio de cultivo a raiz del movimiento™) u O (somatico: del aleméan
ohnehauch, "sin movimiento"). El antigeno H esta conformado por la proteina mas abundante
del flagelo, que es la estructura que permite el movimiento. El antigeno O esta conformado
por una cadena repetida de polisacaridos, que forma parte del lipopolisacérido (LPS), que se
genera y sobresale de la membrana externa y que actla como una barrera de proteccion a
agentes externos (Crawford et al., 2013, Dalyan et al., 2013; Hiriart et al., 2013).

Taxonodmicamente el género Salmonella ha sido modificado en estos Gltimos afios por
el aporte de estudios moleculares de homologia del adenosin difosfato (ADP) que han
clarificado el panorama taxonémico de las enterobacterias (Ranieri et al., 2013). Es asi que
se han descrito mas de 2,375 serovares de Salmonella, que finalmente pertenecen al mismo
género con base en el 90% o més de identidad en el genoma. El tratamiento taxonémico

actual de Salmonella ha simplificado el espectro, reagrupando todas las cepas (patdégenas o



no) en tres unicas especies: Salmonella entérica (S. enterica); Salmonella bongori (S.
bongori), ésta Ultima (previamente subespecie V) no es patdgena para el ser humano; y

Salmonella mediterranea (S. mediterranea) (Ranieri et al., 2013).

El complicado sistema de nomenclatura de la Salmonella ha sido un tema de discusion
durante mucho tiempo. En 2005, "Salmonella enterica " finalmente obtuvo la aprobacion
oficial como una especie del género Salmonella. El género Salmonella también contiene la
especie "Salmonella bongori”, ademas de una nueva especie, "Salmonella mediterranea”,
que fue reconocida en 2005. A diferencia de otros géneros bacterianos, los organismos de
Salmonella se diferencian por analisis de serotipificacion. En la actualidad, los nuevos
serotipos (serovares) todavia se estan descubriendo cada afio, afiadiendo complejidad a esta

gran poblacion bacteriana.

A pesar de los antecedentes genéticos de regiones altamente conservadas, el analisis
molecular indica la exitosa evolucién del genoma de Salmonella en respuesta al medio
ambiente, en particular a la presion selectiva de los agentes antimicrobianos. Los mecanismos
de resistencia a fluoroquinolonas en Salmonella son similares al sistema complejo formado
para otros miembros de la familia Enterobacteriaceae. La nomenclatura estd en constante
revision por la evolucion e importancia clinica de estas bacterias, (Su y Chiu, 2007) hacen

una revision y se presenta en el (Cuadro 2).



Cuadro 2. Nomenclatura del género Salmonella.

Geénero Especie Subespecie Serotipo (0 Numero de
serovar) con serotipos en

(Mayuscula,  (minuscula, (mindscula, , . :
mayuscula, sin  cada especie 0

italica) italica) italica) c1d i
italica subespecie
Salmonella entérica enterica(l) Choleraesuis, 1,504
Enteritidis,
Paratyphi,
Typhi,
Typhimurium
salamae (1) 502
arizonae (111a) 95
diarizonae (I11b) 333
boutenae (V) 72
indica (VI) 13
Salmonella bongori (V) 22
Salmonella mediterranea 1

Suy Chiu, (2007).
2. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas

2.1. Estructura antigénica.

El género Salmonella como todas las enterobacterias, tiene tres tipos de antigenos:
somatico (O), flagelar (H) y de envoltura (Vi) (Gray et al., 2006; Dalyan et al., 2013;
Pakkanen et al., 2014). Los antigenos somaticos son termoestables y su especificidad radica
en el componente polisacarido de la endotoxina, complejo proteina-lipopolisacaridos
(Odoch, et al., 2017).

Los antigenos O, se clasifican en mayores y menores, los mayores son los que definen
un grupo antigenico. El factor antigénico hoy llamado O:4 caracteriza el antiguo grupo B;
mientras que los antigenos menores tienen menor valor discriminativo, el antigeno 0:12 lo
presentan las especies de Salmonella que pertenecen a los grupos A, B y D (Wang, et al.,
2002). Se pueden encontrar otros antigenos menores generados por modificaciones quimicas

0 por conversiones fagicas (Fong, et al., 2017).
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Los antigenos flagelares son proteicos y termolabiles, algunos serovares producen un
tipo de antigeno H y se les conoce como monobasicos, otros producen dos tipos de antigeno
H y se les nombra bifésicos. Los antigenos capsulares o de envoltura solo lo presentan
algunos serotipos de Salmonella (S. Typhi y S. Dublin) (Madaczak et al., 2015).

Mediante el uso de reacciones antigeno-anticuerpo, se determinaron las
serovariedades, siguiendo el esquema propuesto originalmente por Kauffmann y White, que

agrupa a todas las serovariedades conocidas, mas de 2,500 (Pulido-Landinez et al., 2013).

2.2 Patogenia de la enfermedad
En el dmbito mundial la Salmonella estd asociada con mucha frecuencia a las

enfermedades diarreicas, que contindan siendo una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad sobre todo en lactantes, nifios y ancianos. Esta es causada por una
gran cantidad de especies de Salmonella (Rosanova et al., 2002). Se caracteriza por uno o
mas de tres signos: septicemias, fiebre, diarreas, vomito y enteritis aguda que puede
convertirse en cronica. La enfermedad tambiénes vista en todos los animales y ocurre a nivel
mundial (Bhat et al., 2013; Breda et al., 2013; Dhooria et al., 2013).

Los animales son a la vez importantes como reservorios de la infeccion humana, la
cual es adquirida por via oral al ingerir bebidas y comidas contaminadas, especialmente carne
de aves, cerdos, bovinos y huevos.

La salmonelosis humana puede clasificarse en dos grupos: la que es provocada por
serotipos especificos de los humanos, que causan sindromes tifoideos con presencia de
bacterias en la sangre; y los debidos a serotipos ubicuos, que provocan fiebre, diarrea y
vomito. La duracion y entidad de esta enfermedad es variable dependiendo del estado general
del hospedero (Smadi y Sargeant, 2013; Ziehm et al., 2013).

En el caso de S. Thyphimurium la participacion de otros animales en su diseminacion
es muy importante, puesto que esta bacteria tiene un amplio rango de hospederoes incluyendo
aves silvestres y roedores. Los bovinos que se infectan con este serotipo generalmente
eliminan la infeccion por completo después de la recuperacion (Bordonaro et al., 2013;
Elfenbein et al., 2013; Smid et al., 2013; Stockmarr., 2013).
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Los cerdos son muy susceptibles a salmonelosis, que puede ser causada por un amplio
numero de serotipos, pero predomina S. Cholerae y S. Typhimurium. La ultima carece de
especificidad de hospedero afectando a varias especies, esto propicia que la infeccién por S.
Typhimurium en porcinos tenga diversos origenes (De Ridder et al., 2013; Keelara et al.,
2013; Robbins et al., 2013; Smid et al., 2013).

2.3. Transmision

Debido a que muchos animales de granja portan Salmonella spp. en sus tractos
intestinales, los subproductos de matadero son altamente susceptibles de estar contaminados.
Se ha demostrado gque la Salmonella puede sobrevivir hasta 16 meses a 25°C en este tipo de
alimentos. Se calcula que entre el 1 y 5% de los suplementos para animales y el 31% de los
animales pueden estar contaminados con Salmonella spp.(Selmi et al., 2011; Sheth et al.,
2011).

La invasividad es la capacidad que tienen los organismos de penetrar y sobrevivir a
las defensas del hospedero, multiplicarse y diseminarse. La bacteria contamina las canales
después del sacrificio y la superficie de los huevos en la postura. Recientemente fue
descubierto que las aves de postura pueden transmitir S. Enteritidis via transovarica hacia los
huevos (Klinkenberg et al., 2011). Estudios han demostrado que se puede infectar el interior
del huevo, probablemente como resultado de la contaminacion de la membrana vitelina
durante la ovulacion. S. Enteritidis se multiplica rapidamente dentro del huevo a temperaturas
superiores a los 10°C produciendo toxinas (Yamane et al., 2000; Berghold et al., 2003).

En un trabajo de investigacion se determind la invasion de los tejidos del aparato
reproductor por S. Enteritidis y S. Typhimurium y se observé que ambos serotipos pueden
tener igual potencial para colonizar los tejidos del aparato reproductivo, y los huevos en
formacion en el oviducto antes de la postura, pero en los huevos pos-postura solo se aislé S.
Enteritidis, sugiriendo una inhibicion en el crecimiento de S. Typhimurium antes de la
postura; se considera a S. Typhimurium como infectante de los huevos por contaminacion

externa con materias fecales (Nakamura et al., 2004).
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e La salmonella se encuentra en comidas de origen animal sin cocer (pollo y otras
carnes, huevos, leche no pasteurizada).

e Labacteria se puede transmitir de la carne cruda, sus jugos y huevos crudos, si estos
tocan comidas preparadas (ensaladas, pan, queso), si tocan la superficie donde se
prepara comida y los utensilios (platos, cuchillos) o si los toca con las manos.

e Las personas infectadas tienen la bacteria en la materia fecal.

e Una persona puede transmitir la bacteria a otras si no se lava bien las manos después
de usar el excusado o de cambiar un pafial, y luego toca comida u objetos (juguetes)
que otros se llevan a la boca.

e Lasalmonella no se transmite de una persona a otra por medio de la tos o estornudo,
compartir bebidas, besos o abrazos.

e La salmonella se puede transmitir cuando se toca animales como perros, gatos,

roedores, péjaros y reptiles yno se limpia el &rea donde han estado.

2.4. Toxinas

Las enfermedades se originan como consecuencia de la entrada de una toxina en el
hospedador, denominandose intoxicaciones y, a veces, ni siquiera es preciso que este
patdgeno esté presente para que se produzca la enfermedad. Existen varios tipos:
Endotoxina. La parte lipidica del lipopolisacarido de la pared de las bacterias Gram-
negativas, en concreto el lipido A, se denomina endotoxina porque si es liberado provoca
efectos toxicos en el hospedero. Esta endotoxina o lipido A esta formada por acidos grasos
de cadena larga y fosfato, unidos a un disacarido de glucosamina. Aungue hay pequefias
variaciones en esta composicion en las distintas especies de Gram-negativas Giulazian
(2007), Giulazian et al., (2007) y Ciraci et al., (2010), consideran que los efectos biologicos
de todas las endotoxinas son idénticos, como Fiebre, leucopenia y después leucocitosis,
activacién del complemento, mitogenicidad (activacion policlonal de linfocitos), sintesis de

citocinas como interferon, TNF, 1-IL, 6-1L e 8-IL, sintesis de prostaglandinas, hipotermia,
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necrosis de médula 6ésea, hipotension, coagulacion intravascular diseminada y shock endo
toxico.

Algunos de estos efectos (la activacion del complemento y la sintesis de citocinas) en
su justa medida, ayudan a controlar la infeccién, pero cuando se liberan muchas moléculas
de endotoxina simultdneamente son muy perjudiciales para los 6rganos del hospedero y
pueden provocar la muerte por shock (Morita et al., 2004).

Normalmente la endotoxina forma parte de la pared celular y sus efectos toxicos
aparecen cuando se libera. La endotoxina se libera también cuando las bacterias Gram-
negativas sufren lisis por complemento, e incluso, algunos antimicrobianos pueden provocar
shock al destruir simultdneamente una poblacion muy numerosa de bacterias en sangre (Cruz
etal., 2010).

Exotoxinas. Son proteinas solubles excretadas por bacterias con efectos toxicos a
distancia para algunas células del hospedero en las que encuentran receptores apropiados.
Muchas patogenas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, pueden producir una o
varias exotoxinas distintas. A veces estas exotoxinas son el principal factor de virulencia
(Spané et al., 2008). Cada tipo de exotoxina tiene un determinado tropismo celular de forma
que puede tratarse de enterotoxinas, neurotoxinas, leucotoxinas, entre otras. Una vez unida a
sus células diana, se introduce en el citoplasma y se activa su mecanismo de dafio que puede
ser de varios tipos:

« Citotoxinas. Forman poros en la membrana de la célula diana y la lisan. Dentro de las
citotoxinas tenemos el antigeno E de hemolisina, una toxina formadora de poros producida
por Salmonella entérica serovar Typhi (Lim, et al., 2016).

« Inhibidoras de sintesis proteica. Producen la muerte o necrosis de la célula afectada. (Toxina
diftérica o toxina de Shigella dysenteriae)

* Inhibidoras del reciclaje de adenosintrifosfato (ATP). Tienen como consecuencia la
acumulacién del adenosin monofosfato (AMP) en el citoplasma que a su vez provoca la salida
de agua y electrolitos de las células afectadas, pero no su muerte (toxina del colera).

* Superantigenos. Activan simultaneamente un gran numero de clones de linfocitos T que da

lugar a una sintesis masiva de citosinas, (Gabriel et al., 2002).
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2.5. Proteinas de membrana externa (PME)

El citoplasma de las bacterias Gram-negativas esta rodeado por una envoltura
compleja, que consiste en una membrana citoplasmaética, la capa de peptidoglicano y la
membrana externa. La membrana externa contiene proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos
(LPS), como el mayor constituyente; en el caso de las enterobacterias, tambien comprende el
antigeno comun de enterobacterias (ECA), como constituyente menor. La zona de adhesion
tiene sitios de contacto entre el citoplasma y la membrana externa, involucrada en la
penetracion del fago ADN, la biogénesis de LPS y las PME. Debido a su localizacion externa,
estas estructuras pueden ser consideradas como clasicas proteinas secretoras (Rebuffat 2012;
Putker et al., 2013).

La membrana externa de Salmonella, E. coli y otras enterobacterias como Shigella
contienen un conjunto de proteinas de la membrana externa (PME), que tienen un potencial
de expresion de 100,000 copias por célula, ésta comprende alrededor del 80% del contenido
de las PME. La proteina de membrana externa mayor (PMEM) puede ser subdividida en dos
categorias: la primera, que se denomina OmPA, esta integrada por proteinas implicadas en
el mantenimiento de la integridad estructural de la membrana externa y de la lipoproteina
(Balasubramaniam et al., 2012); la segunda esta compuesta por diferentes proteinas que
forman los poros de difusion pasiva que facilitan la permeabilidad de las moléculas
hidrofébicas y son Ilamadas porinas: OmPC y OmPF (Zhang et al., 2013).

Las proteinas mayores OmPC y OmPF se expresan continuamente pero estan sujetas
a fluctuacion en sus niveles relativos, dependiendo de las condiciones del crecimiento y la
expresion de otras PME; por ejemplo, la expresion de la OmPC se favorece en medios con
alta presion osmatica y la OmPF con niveles medios de presion osmotica (Han y Lee 2013,
Sandrini et al., 2013). Otra proteina que se expresa como porina mayor es la PhoE, con cierto
grado de especificidad. Su funcidn es de poro para el transporte de fosfato organico e
inorganico y se inducen en condiciones de limitacidn de los fosfatos. Estas porinas facilitan

la permeabilidad de ciertas moléculas hidrofilicas que no pueden ser facilmente difundidas a
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través de los poros generales formados por las OmPC y OmPF (Marti et al., 2013; Vostrikova
etal., 2013).

2.6. Métodos de identificacion, serotipificacion
Actualmente se cuenta con diferentes procedimientos para el aislamiento de la

Salmonella; el método ideal debe tener una alta sensibilidad y especificidad y ser al mismo
tiempo simple, rapido y econdémico. Sin embargo todavia no hay un método que cumpla con
estos criterios y ninguno se ajusta a las diversas condiciones de un microorganismo ubicuo,
como Salmonella spp.

Los criterios para la identificacion bioquimica de Salmonella spp., estan ampliamente
descritos, estas pruebas dependen de la expresion fenotipica de las caracteristicas analizadas
y pueden verse afectadas por variaciones en los medios de cultivo y las condiciones de
incubacion. Como una alternativa se estan introduciendo cada vez més los métodos
moleculares; que permiten un diagndstico mas rapido y pueden ser mas simples de realizar
(Yeung et al., 2013; Lefebre y Galan, 2014).

El sistema de serotipificacion de Salmonella spp., probablemente es el mejor sistema
de tipificacion fenotipica bacteriana. Tiene un alto poder discriminatorio y provee
informacion con significado epidemioldgico, es el sistema que recomienda la OMS para
homogenizar los procesos de los analisis que determinen el nivel de resistencia
antimicrobiana de Salmonella spp., a través del programa de cooperacion global de vigilancia
basada en laboratorio (Seong et al., 2012; Hiriart et al., 2013; Lee et al., 2013; Li et al.,
2014).

Es necesario uniformar criterios a nivel global; médicos humanos, médicos
veterinarios, quimicos, bidlogos e investigadores, han acordado seguir con la antigua
propuesta de Kauffmann pero con algunas modificaciones formuladas en el Centro de
Referencia del Instituto Pasteur y aceptadas por la OMS (Kauffmann, 1973).

La controversia continda, ademéas de lo complicado de la férmula antigénica, la
comunidad cientifica ha aceptado y empleado una nomenclatura simplificada, en la que, para
enfatizar que los serotipos no corresponden a especies 0 subespecies distintas, no se les

escribe con letras italicas y sus nombres comienzan con mayuscula, esto se utiliza con cepas
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pertenecientes a la subespecie enterica. Cuando se trata de aislamientos de otras subespecies,
al igual que para S. bongori, se les designa por su formula antigénica (Su y Chiu, 2007).

Los cambios epidemiologicos de las infecciones de Salmonella y la emergencia de
nuevos aislados hacen imprescindible el desarrollo de nuevos métodos para su tipificacion
que no solo permitan la discriminacion de subtipos sensibles, sino que también proporcionen
datos que puedan utilizarse para analisis evolutivos (Bale et al., 2016).

El método clasico bioquimico para la deteccion de subespecies requiere mucho
tiempo, sobre todoen las muestras dereptiles porque con frecuencia se encuentra mas de una
subespecie de Salmonella en ellas.

Actualmente se trabaja en métodos nuevos y/o modificados para la serotipificacion
molecular que permitan la prediccion del serotipo, obviando asi la necesidad de
mantenimiento de reactivos especializados para el serotipo de Salmonella (Hiriart et al.,
2013; Lee et al., 2013).

Los ensayos del método de PCR mudltiple paraunadiferenciacion rapida y precisa de
Salmonella subespecie I, II, Ila, 1llb y IV, de los genes ttrCA, SCIA, Foxa, AITU, en
comparacion con el analisis bioquimico; permite una rapida identificacion de las subespecies
de todas las cepas de Salmonella (Lalzampuia et al., 2013; Pasquali et al., 2013).

Otros cientificos desarrollaron un esquema de multilocus de secuenciacion para la
tipificacion (MLST)(Achtman et al., 2012), para serotipos de Salmonella enterica (i) sensible
para la discriminacion subtipo, (ii) prediccion confiable para los serotipos de Salmonella y
(iii) datos que se pueda utilizar para analisis evolutivos, para investigar los brotes y
transmision de Salmonella resistente en las granjas lecheras (Tankouo-Sandjong et al., 2007,
Stepan et al., 2011; Achtman et al., 2013).

La disponibilidad y el costo de antisueros de alta calidad es un problema en algunos
paises y regiones, la subtipificacion molecular da informacion adicional, de mayor
discriminacidn; sin embargo, no es un sustituto de la serotipificacion y no tiene un significado
epidemioldgico desde el punto de vista de la vigilancia basada en laboratorio (Hashemi et
al., 2017; Kong et al., 2017).

17



3. Topoisomerasas

Las topoisomerasas son enzimas capaces de actuar sobre la topologia del ADN, ya
sea enredandolo para permitir que se almacene de manera mas compacta o desenredandolo
para que controle la sintesis de proteinas y para facilitar la replicacion del mismo. Estas
enzimas son necesarias debido a los inherentes problemas causados por la configuracion
estructural del ADN. La topoisomerasa IV es una enzima tetrameéricaque esta codificada por
los genes parC y parE (Yaghoubi et al., 2017).

Las enzimas encargadas de catalizar el proceso de replicacion se denominan ADN
polimerasas. Si bien en E. coli se conocen tres tipos distintos, la responsable de la mayoria
de los procesos de replicacion es la polimerasa 111, mientras que las polimerasas | y Il
cumplen principalmente funciones de reparacion de rupturas o de errores en las moléculas de
ADN (Urushibara et al., 2017).

Las quinolonas penetran al interior celular por un sistema de difusion pasiva, principalmente
atravesando la membrana, y a través de porinas. Parece ser que las quinolonas mas
hidrofilicas penetrarian a través de la bicapa lipidica, mientras que las quinolonas mas
hidrofobicas utilizarian las porinas como via de entrada; actdan inhibiendo la accién de las
topoisomerasas tipo I, proteinas implicadas en la replicacién y transcripcion del ADN, en
concreto el ADN girasa y la topoisomerasa 1V.

La ADN girasa y la topoisomerasa IV son tetrdmeros formados por dos subunidades A y dos
subunidades B, gyrA y gyrB para la ADN girasa y parC y parE (GrlA y GrIB) para la
topoisomerasa 1V (Kumar et al., 2017). Estas dos enzimas presentan una gran homologia
entre ellas.

El mecanismo de accion de las quinolonas consiste en la formacion de un complejo
Quinolona-Enzima-ADN, el cual bloguea la accion normal de la enzima y asi inhibe la
sintesis de ADN y acaba por provocar la muerte celular. Se conocen otras topoisomerasas en
procariotas: las topoisomerasas de tipo |, como las topoisomerasas |y I11. Estas se distiguen

de las topoisomerasas de tipo Il por ejercer su funcion sobre el ADN en forma de cadena
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sencilla en lugar de doble cadena. Otras topoisomerasas como la topoisomerasa V y la girasa
reversa (topoisomerasas de tipo 1) y la topoisomerasa VI (Malik et al., 2007). Las de tipo I,
han sido descritas en arqueobacterias termofilas. Las topoisomerasas tipo | y las descritas en

arqueobacterias no son células diana para las quinolonas.

3.1 El gen gyrA en la resistencia a quinolonas

La resistencia espontanea a algunos antibidticos como las quinolonas es provocada
por la mutacion a nivel del cromosoma en algunas bacterias.

El principal mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas en las bacterias Gram-
negativas, se debe a mutaciones en los genes de la ADN-girasa (gyrA y gyrB) y de la
topoisomerasa IV (parC y parE) (Yang et al., 2013).

El analisis genético ha descubierto que la resistencia a esta clase de antibiéticos puede
ser resultado de una mutacion puntual en cualquiera de esos genes. Las mutaciones de las
subunidades de la girasa parecen ser causa de un cambio de conformacién suficiente de modo
que reduce o pierde su afinidad por las quinolonas (Wardak et al., 2005).

Las mutaciones en los genes gyrA y gyrB que codifican para la subunidad A y B de
la ADN girasa se encuentran en una zona llamada QRDR (regidn determinante de resistencia
a quinolonas) especifica para cada subunidad (Pazhani et al., 2011; Kakinuma et al., 2012).

En gyrA, estas mutaciones afectan con mayor frecuencia la Serss y en segundo lugar
la Asps7. En parC, las mutaciones afectan la Serso y, en segundo lugar, el Glugs. Una mutacion
conlleva a la disminucion de la sensibilidad a las fluoroguinolonas y una doble mutacién se
asocia a elevados niveles de resistencia (Al-Dawodi et al., 2012; Garcia et al., 2013).

Otros mecanismos involucrados en la resistencia a estos antimicrobianos incluyen:

a) las alteraciones en la expresion de las porinas o del lipopolisacarido, que
disminuyen la penetracion del antimicrobiano al interior de la bacteria,

b) la expresion de bombas de flujo, que expulsan el antimicrobiano hacia el exterior,

c) la presencia de la proteina Qnr, de origen plasmidico, que protege a la

topoisomerasa de la accion de las quinolonas (Hashemi et al., 2017; Yuan y Guo, 2017).
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En el caso concreto de Salmonella se han descrito mutaciones en los genes que
codifican la ADN-girasa, y muy recientemente en parC y se ha comprobado la importancia
de la hiperexpresion de bombas de expulsion activa. Aunque también se han detectado
alteraciones en las proteinas de la membrana externa, ain no se ha podido demostrar en
Salmonella la correlacién directa entre la ausencia de ciertas porinas y la resistencia a

fluoroquinolonas (Ferrari et al., 2013; Silva-Sanchez et al., 2013).

4. Quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antibacterianos sintéticos aislados de una solucion
liquida de la sintesis de la cloroquina, un agente antimalarico; el acido 6-cloro-1-H-4-
oxoquinolina-3-carboxilico con actividad antibacteriana. En 1962 se patentd lo que seria la
primera quinolona; el &cido nalidixico, que presenta poca actividad frente a microorganismos
Gram-negativos, pero las concentraciones que alcanza en el tracto urinario son altas, por lo
que se utiliza en cistitis provocadas principalmente por enterobacterias (Selin et al., 1990;
Bae et al., 2013).

El nombre de quinolona se ha generalizado por las caracteristicas de la molécula de este

grupo de antimicrobianos, comparten el mecanismo de accion, poseen la misma estructura

béasica y el mismo nucleo (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de las quinolonas (acido nalidixico, ciprofloxacino y ofloxacino)

La plasticidad de la molécula nucleo permite alterar seis radicales, excepto la posicion 3,
que presenta un radical carboxilo, y la posicion 4 con un radical ceto. Las variaciones en la

molécula posibilita la modificacion en la actividad antimicrobiana de las quinolonas, los
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parametros farmacocinéticos, la toxicidad de la molécula y las interacciones que presenta con
otros farmacos (Guo et al., 2012; Han et al., 2013).

Actualmente se encuentra un nuevo grupo, los hibridos entre quinolonas y
oxazolidinonas, se caracteriza por la union de dos ndcleos activos de dos grupos
antimicrobianos, que actuan de forma dual sobre las dos dianas; esta unién se hace a traves
de la posicion 7 de la molécula de quinolona, y entre las dos moléculas se encuentra un
espaciador, la actividad de la nueva molécula depende de la naturaleza de este espaciador
(Gordeev et al., 2003; Hubschwerlen et al., 2003).

4.1. Estructura de las quinolonas

Las quinolonas se pueden clasificar por su estructura quimica y la incorporacion de
atomos de fldor en su estructura o biolégicamente se agrupa por generaciones en funcién de
los pardmetros farmacocinéticos que presenta la molécula y de su espectro de accién. La
presencia de estos diferentes radicales en la molécula de quinolona parece determinar qué
topoisomerasa serd la diana principal de dicha quinolona (al menos en Gram-positivos). Asi
pues, las moléculas con un halégeno en esta posicion parecen tener como diana principal a
la ADN girasa, mientras sustituyentes como un simple hidrégeno o un puente entre la
posicion 1y 8 actuarian principalmente sobre la topoisomerasa 1V.

Al igual que las cefalosporinas, las quinolonas se pueden clasificar en generaciones;
las de primera generacion (acido nalidixico, acido pipemidico) poco usadas actualmente,
tienen actividad frente a enterobacterias y algun otro Gram-negativo y son practicamente
inactivas frente a Gram-positivos, patdgenos atipicos y anaerobios (Benes, 2005). Estos
compuestos alcanzan concentraciones bajas en suero, su distribucion sistémica es baja y sélo
pueden usarse para tratamiento de algunas infecciones urinarias. A partir de aqui se incorpora
un atomo de fldor en la posicion 6 y se llaman fluoroquinolonas.

Las de segunda generacion presentan una mayor actividad frente a Gram-negativos,
incluida Pseudomonas aeruginosa; son activas frente a algunos patégenos atipicos, pero

tienen moderada actividad frente a Gram-positivos y practicamente nula frente a anaerobios
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(Goldstein, 1987). Las concentraciones en suero y en muchos tejidos son bajas, por lo que
no se usan en infecciones sistémicas.
Las de tercera generacion mantienen las caracteristicas de la segunda, pero ademés

tienen una mejor actividad frente a Gram-positivos y patdgenos atipicos (Liu et al., 2012).

Primera generacion: acido nalidixico y &cido pipemidico.

Segunda generacion: norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, pefloxacina.

Tercera generacion: lomefloxacina y levofloxacino.

Cuarta generacion: gatifloxacina y moxifloxacina.

4.2. Mecanismo de accion de las quinolonas

Las quinolonas tienen una actividad bactericida que depende de la concentracion. Su
espectro se ha ido ampliando, sobre todo desde la introduccién de un atomo de fldor en la
posicion 6 (fluorogquinolonas) (Kerns et al., 2006; Sousa et al., 2014).

El mecanismo de accion es complejo, actdan en el ADN cromosémico bacteriano,
uniéndose a algunas de las topoisomerasas e inhibiendo su accion (Sjélund-Karlsson et al.,
2014).

La funcion mas importante de la ADN-girasa es mantener un nivel de enrollamiento
del ADN, que facilite el movimiento de los complejos procesos que se requieren en la
replicacion y la transcripcion cromosoémica de las bacterias y liberar enrollamientos
negativos en un proceso dependiente de ATP en el complejo que se forma entre la girasa-
quinolona; éstas ultimas interaccionan con aminoacidos de las alfa hélices cercanas a la
tirosina del centro activo de la girasa, que estd involucrado en la rotura del ADN (Williams
etal., 2013; Zhou et al., 2013).

4.3. Efecto de las quinolonas en bacterias

La actividad antibacteriana de la molécula de quinolona depende no solo de que posea
el ndcleo intacto, sino también de la naturaleza de los radicales periféricos que conforman la

molécula, asi como también de su relacion espacial, lo que determina el incremento de la

22



afinidad por las enzimas diana, alterando la penetracion de la quinolona al interior celular o
los parametros farmacocinéticos.

Las quinolonas ademas de ejercer su funcion como antimicrobianos pueden provocar
otros cambios en la celula, entre los que se encuentran:

1) La movilidad de elementos de insercion, ya sean transposones, integrones o islas
de patogenicidad.

2) Eliminacion de plasmidos.

Se conoce ademas que las quinolonas son agentes mutagénicos, por lo que la
aparicion de mutantes no es solo debida a mutaciones al azar de las proteinas diana mediante
la presion selectiva de las quinolonas, sino ademas favorecera la aparicion de estas
mutaciones de manera mas rapida.

Los elementos moviles son capaces de insertarse delante de genes capaces de generar
resistencia, como las bombas de expulsion activa. Al insertarse en estas posiciones inactivan
la regulacion y al perder el promotor del gen, pasan a utilizar un promotor mas fuerte,
contenido en las secuencias de insercion, con lo que la expresidn de estos genes aumenta
(Jellen-Ritter y Kern, 2001).

Este control de la expresion de bombas de expulsion ha sido descrito en E. coli y
Salmonella Typhimurium, donde las secuencias de insercion se han localizado delante de
acrAB y de acrEF, aumentando su expresion y en consecuencia la resistencia a quinolonas.
Esto también se ha podido demostrar in vitro, donde incubando las cepas con quinolonas se
ha observado que estas secuencias de insercién se colocan delante de acrA (Kern et al.,
2005).

La sobre expresion del operon multifarmaco de eflujo acrEF por activacion con la
insercion de elementos IS1 o 1S10 en mutantes seleccionados con fluoroquinolonas en
Salmonella entérica serovar Typhimurium DT204 AcrB (Ferrari et al., 2013).

El mecanismo por el cual se produce el salto o el cambio de localizacion de estas
estructuras no se conoce, pero parece que el sistema SOS bacteriano estaria implicado.

La eliminacion de plasmidos por parte de las quinolonas esta bien documentada,

aunque no se conoce bien el mecanismo por el cual se produce; se ha demostrado que
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sustancias que se intercalan entre las cadenas de ADN, son capaces de eliminar plasmidos
del interior celular, y entre estas sustancias se encuentra el acido nalidixico en
concentraciones minimas, no inhibitorias (Brandi et al., 2000).

Las quinolonas en concentraciones por debajo de la CMI (Concentracién minima
inhibitoria) disminuye la eficiencia del sistema de conjugacion e inhibe la transferencia de
plasmidos (Motayo et al., 2013).

El efecto mutagénico mediado por las quinolonas fue demostrado mediante pruebas
de mutagenicidad en Salmonella en 1985 (Banoun et al., 1985); concretamente para el &cido
nalidixico y el ofloxacino se han estudiado deleciones espontaneas y mutaciones inducidas.

Afos mas tarde se hizo extensiva esta caracteristica a otras quinolonas como el
norfloxacino, temafloxacino y el lomefloxacino; se ha sugerido que la mutagenicidad
mediada por las quinolonas requiere que el sistema de reparacién por escision (Uvr) sea
funcional, ademas de estar implicado el sistema SOS (Perrone et al., 2002; Hayasaki et al.,
2006).

Esta caracteristica la comparten todas las moléculas de la familia de las quinolonas,
pero parece que el grado de mutagenicidad que presentan cada una de ellas es distinta y se
ha relacionado con el radical en posicion 8 de la molécula de quinolona. Ademas, en un
estudio reciente se ha relacionado el grado de mutagenicidad que presentan diferentes
quinolonas, con la capacidad o rapidez que tienen las mismas para seleccionar mutantes

resistentes in vitro (Resmi et al., 2013).

4.4. Resistencia de las bacterias a las quinolonas

La aparicion por todo el mundo de la resistencia a quinolonas en el serotipo méas
comun de la Salmonella (Typhimurium), es una preocupacion seria de salud publica. La
resistencia al acido nalidixico se ha asociado a la eficacia reducida de fluoroquinolonas tales
como ciprofloxacina (Stojanovi¢ y Milosevié, 2010).

La resistencia de una fluoroquinolona con frecuencia lleva a la disminucion de la
sensibilidad o resistencia de todas u otras quinolonas o de otros agentes antimicrobianos

como las cefalosporinas y tetraciclinas (Petrovici et al., 2011). La utilizacion de las
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fluoroquinolonas en medicina veterinaria es frecuente, pero se recomienda seguir un
protocolo posologico, porque se ha establecido una relacién entre el uso de enrofloxacina y
la aparicion de resistencia en humanos a la ciprofloxacinapor la Salmonella Typhimurium
DT 104 y Campylobacter jejuni (Shetty et al., 2012).

Alteracion de los sitios blancos

La respuesta mas importante de los microorganismos hacia la presion de las
quinolonas es la resistencia a los antimicrobianos por la alteracion de su diana. Cambios a
nivel de secuencias de las bases de los genes en algunas de las subunidades de la ADN-girasa
o de la topoisomerasa 1V, son los mecanismos mas prevalentes. Las mutaciones en gyrA, el
gen que codifica la subunidad A de la ADN-girasa, es el mecanismo mas comun en Gram-
negativos, mientras que mutaciones en parC, el gen que codifica la subunidad C de la
topoisomerasa 1V, es el mecanismo mas frecuente en Gram-positivos. Sin embargo, en el
caso especifico de algunas quinolonas (gemifloxacino y esparfloxacino) mutaciones en gyrA
de Gram-positivos parecen ser el principal mecanismo de resistencia. Con menos frecuencia
se observan mutaciones que afectan a la subunidad B de la ADN-girasa y a la subunidad E
de la topoisomerasa IV y se les considera secundarias (Guo et al., 2004).

Las mutaciones suelen darse en una region concreta de esos genes que se denomina
QRDR (regién determinante de la resistencia a quinolonas, del inglés quinolone resistance-
determining region), y que en gyrA esta entre los aminoacidos 67 y 106. Cambios en la
QRDR de los aminoacidos alteran la estructura del sitio al que se unen las quinolonas en el
complejo girasa-ADN vy la resistencia se debe a una disminucién de la afinidad de la
quinolona por dicho complejo (Castanheira et al., 2012; Kamiya et al., 2013; Melucci et al.,
2013; Sato et al., 2013).

Transferencia de genes

Otro tipo de mecanismos de resistencia a quinolonas es el relacionado con la
transferencia de genes mediante plasmidos, como es el caso de los genes gnr que codifican a
la familia de las proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD) que se unen a la ADN
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girasa (gyrA y gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE), disminuyendo la accién de las
quinolonas (Fang et al., 2014; Zurfluh et al., 2014).

Bombas de expulsion activas

Las bombas de expulsion han sido consideradas como accesorios y, en general, de
baja relevancia; no obstante, se ha comprobado que, para el caso de acido nalidixico, las
bombas de expulsién si cumplen una funcidn importante en el nivel basal de resistencia a
este antimicrobiano.

El control molecular de la resistencia antibidtica es parte transcendental de la politica
de control de la vigilancia antibiética como lo recomienda la OMS. Este mecanismo
representa el futuro de la vigilancia de la resistencia microbiana, debido a que, si bien los
mecanismos de resistencia surgen ante el uso de un antibidtico especifico, generan también
resistencia cruzada hacia otros antibioticos de la misma clase o con el mismo mecanismo
de accion e incluso a compuestos de familias diferentes. Por lo que son muy importantes

para las politicas de control y uso de antibi6ticos a nivel nacional (Leal et al., 2017).

4.5. Otros mecanismos que intervienen en la resistencia a quinolonas

Los integrones son piezas genéticas capaces de captar genes que codifican
determinantes de resistencia antibidtica u otras funciones. Los integrones estan compuestos
por tres elementos necesarios para la insercion y expresion de genes exdgenos: un fragmento
que codifica una integrasa (intl), una secuencia attl a la que se unen los genes en casetes que
codifican diferentes mecanismos de resistencia (Sung et al., 2014), dentro de la intl, en el
extremo 3°, una secuencia promotora (Pc) a partir de la cual se transcriben los casetes de

resistencia integrados (Figura 3).

Existen dos tipos de integrones: el grupo I o también llamado “integrones moviles”,
relacionados con los casetes de resistencia antibiotica; y el grupo II o “superintegrones”
presentes, a diferencia de los primeros, a nivel cromosémico y no relacionados con la
resistencia antibidtica salvo algunas excepciones (Villa et al., 2014). El grupo I, de nuestro
interés, a su vez se divide en tres clases: integrones clase 1, clase 2 y clase 3 respectivamente,

diferenciados debido a las variaciones en sus secuencias de integrasas.
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Figura 3. Clasificacion de integrones.

Los integrones estan compuestos por tres elementos necesarios para la insercion y
la expresién de genes exdgenos, el fragmento que codifica una integrasa (intl) y su
promotor (Pint); la secuencia attl y dentro de la intl, en el extremo 3", una 0 mas

secuenciaas promotoras (Pc, P2).

Entre estos tipos de integrones, el mas frecuentemente descrito es el integrén 1
(Intl), relacionado con resistencia antibiotica en Gram negativos y que a la fecha tiene mas
de 100 diferentes arreglos de casetes de resistencia informados. El gen de la integrasa
(Intl), se caracteriza por tener una estructura tipica constituida por una regién conservada
en el extremo 5°donde se ubican intl y attl, una seccionn media donde se insertan al azar
los genes en casete y un extremo 3" caracterizado por la presencia de gacED1, gen que
codifica una proteina transportadora relacionada con la resistencia a sales de cuaternario
de amonio y por la presencia de sull, gen relacionado con la resistencia a sulfonamidas.

Sin embargo, se ha descrito Intl atipicos donde no hay sull.

En cuanto al nimero de genes de resistencia en la region variable, lo habitual es

entre tres o cuatro, pero lo maximo encontrado han sido nueve genes (Lai et al., 2013 y
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Marathe et al., 2013). Debido a la relacion directa entre la presencia de integrones y los
genes de resistencia hacia diferentes familias de antimicrobianos, durante los ultimos afios
numerosos estudios en enterobacterias han informado su prevalencia. Esta transferencia
horizontal permite que los mecanismos se trasladen entre diferentes enteropatogenos y que
se diseminen rapidamente a nivel mundial. Para cada familia de antibidticos existe mas de

un mecanismo de resistencia microbiana, (Mokracka et al., 2011).
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111. JUSTIFICACION

La falta de leyes y reglamentos para controlar y conocer el uso de los antimicrobianos
en la medicina humana y la ganaderia, durante los Gltimos 75 afios en la mayoria de los
paises, ha contribuido en un aumento incesante del numero y tipo de microorganismos
resistentes a medicamentos, con el consiguiente aumento de mortalidad, morbilidad y
discapacidades. El incremento del uso de antimicrobianos en la ganaderia y la agricultura ha
potenciado esta problematica debido a las propiedades zoondticas de algunas bacterias como
la Salmonella.

Para la vigilancia y control de la resistencia, la OMS desarroll6 una estrategia de
monitoreo empleando métodos bioquimicos, seroldgicos y antibiogramas. En México se
incluyen 31 laboratorios y se identificaron 38 serotipos de Salmonella con un 60.8% de
certeza. Sin embargo, aunque hay varios estudios sobre los mecanismos de resistencia de
Salmonella con los genes gyrA, gyrB y la region QRDR, auln no se conocen totalmente.

El proposito de esta investigacion es la utilizacion de técnicas moleculares para identificar
mutaciones del gen GyrA dentro y fuera de la region QRDR, que permita conocer nuevos
mecanismos de resistencia a quinolonas en Salmonella spp.

Es necesario tomar medidas urgentes y coordinadas a nivel local, nacional e internacional
para lograr un tratamiento adecuado de los pacientes actuales y conservar la potencia de los

antimicrobianos para las generaciones futuras.
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IV. HIPOTESIS
La identificacion de mutaciones fuera y dentro de la region QRDR del gen gyrA de

Salmonella spp. permite corroborar e identificar nuevos mecanismos de resistencia a

quinolonas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar mutaciones fuera y dentro de la region QRDR del gen gyrA de Salmonella
spp., en aislados de canales de cerdos provenientes de rastros del Estado de México para

identificar nuevos mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas.

Objetivos especificos

e Identificar los serotipos de Salmonella en canales de cerdos en rastros del Estado de
México.

e Determinar las mutaciones de la region QRDR del gen gyrA de Salmonella spp.
resistentes a quinolonas aislados de canales de cerdos muestreados en rastros del
Estado de México.

e Determinar mutaciones fuera de la region QRDR del gen gyrA de Salmonella spp.,
resistentes a quinolonas aisladas de canales de cerdos muestreados en rastros del
Estado de México.

e Establecer el arbol filogenético de Sallmonella spp. segun la nueva clasificacion.
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VI. MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA) de la Universidad Auténoma del Estado de México (UAEM). Las
muestras analizadas fueron colectadas de cuatro rastros ubicados en el Estado de México,
durante el periodo 2004-2005, los aislados provienen de ganglios linfaticos y bilis de canales
de cerdo. El trabajo se orientd a la investigacion molecular de las posibles diferencias en las
secuencias completas del gen gyrA de Salmonella spp. con diferentes niveles de resistencia

a quinolonas, utilizando técnicas bacteriolédgicas, biologia molecular y bioinformatica.

6.1. Aislamiento e identificacion fenotipica de bacterias

Se analizaron un total de 86 aislados de Salmonella spp., todos los aislados fueron
confirmados por pruebas bioquimicas y serotipificacion (antigenos somaticos y flagelar) en
el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE). El anélisis de las
muestras se hizo de acuerdo con los procesos recomendados en la norma ISO 6579:2002

(Talavera 'y Vazquez, 2004).

6.2 Pruebas de sensibilidad antimicrobianas

Todos los aislados se conservaron en un medio de cultivo de BHI (brain heart
infusion) con 30% de glicerol a -80°C, y se les realiz0 la prueba de sensibilidad a través del
método de Kirby Bauer (Qin et al., 2004). Esta prueba es un método de difusion en disco de
conformidad con las directrices del Comité Nacional para Normas del Laboratorio Clinico
(NCCLS hasta el afo 2005). EI medio de Agar Mueller Hinton (MH) fue colocado en una

placa de cultivo de plastico con una profundidad uniforme de 4 mm.

El disco (BIO-RAD) utilizado en el ensayo de sensibilidad contiene 12 diferentes
agentes antimicrobianos: ampicilina (10 mg), amikacina (30 mg) , carbenicilina, (100 mg),

cefalotina (3 mg), cefotaxima (30 mg), ceftriaxona (30 mg), cloranfenicol (30 mg),
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gentamicina (10 mg), netilmicina (30 mg), nitrofurantoina (300 mg), pefloxacina (5 mg) y
trimetoprima sulfametoxazol; para las quinolonas se utilizaron discos individuales de &cido

nalidixico (5 mg), ciprofloxacina (5 mg), norfloxacina (10 mg) y ofloxacina (5 mg).

6.2.1 Criterios de clasificacion

Las zonas de inhibicion para las quinolonas se midieron y se anotaron los parametros
como sensibles, intermedios y resistentes con base a las recomendaciones del NCCLS (
Cuadro 3).

Cuadro 3. Criterios de clasificacion para la resistencia de quinolonas*

Quinolona Resistente Intermedio Sensible
Acido Nalidixico <13 14-18 >19
Norfloxacina <12 13-16 >17
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Ofloxacina <12 >16

*Unidad de medida: mm

6.2 Pruebas de amplificacion por PCR

La extraccion y purificacion del ADN se realiz6 mediante un kit de extraccién
(Qiagen, Courtaboeuf, Francia). Se determino la identidad del ADN en una camara de
electroforesis con gel al 0,7%, TAE (1X) como buffer de carga y se corrié a 80 voltios durante
40 minutos.

El gen gyrA, incluyendo la QRDR fue amplificado por medio de cuatro pares de
iniciadores, las secuencias se obtuvieron con el software libre 3 plus (Cuadro 4), disefiados
para la secuenciacion del gyrA de 2637 pb, de acuerdo a la secuencia de nucleétidos del
cromosoma de Salmonella Typhimurium NCBI LT102, por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), con un volumen final de 50 pl, conteniendo cada oligonucleo6tido

una concentracion de 0.2 ul, 5 pl de tampon PCR, 200 de deoxinucledtidos (ANTP), 2.5 ul
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de MgClz, 0.5 U de Taq polimerasa (Promega, Madison, WI, EE.UU.), y alrededor de 100

ng de ADN cromosomico.

Cuadro 4. Iniciadores (Primer) para la amplificacion del gengyrA

Iniciadores Secuencia Escala Pureza No. de

Bases
priml 28 F  GGTTAGATGAGCGACCTTGC 25N DSL 20
priml_794 R GTTTTGGCGTCAGCTTCAAC 25N DSL 20
prim2_37_ F  CGGTCGTGGCAAAGTGTA 25N DSL 18
prim2_728 R TTTCTGCAAACGCAGATCC 25N DSL 19
prim3_37_F ATGGCTGGAGCCAGAATTT 25N DSL 19
prim3_819 R GCATGACTTCGTCAGAACCA 25N DSL 20
prim4d_40 F  ATTGGCGTTGACCTGACTTC 25N DSL 20
primd 649 R CCCTCGCACAGCAATAACAT 25N DSL 20

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (Applied biosystems 3730 xI
DNA analyzer) con el siguiente programa: 94 ciclos (C) durante 2 minutos, 35 C a 94 C
durante 1 minuto, 58 C por 1 minuto, 72 C por 1.30 min y 72C durante 10 minutos. Un
microlitro de cada amplificacion, producto de la PCR se corri6 en un gel de 1.5% con tampén
TAE (1X) a 120 voltios durante 20 minutos. EI ADN escalera de referencia fue de 1 kb DNA
Ladder (Promega) Madison, USA, W153711-5399, y de Fermentas Gene Ruler express DNA
Ladder, se utiliz6 como marcador de peso molecular. El gel fue teflido con bromuro de etidio

y las bandas de ADN se visualizaron en un trans_iluminador UV.

6.3 Pruebas de Secuenciacion
Las secuencias de ADN se determinaron en un ABI PRISM ® 310 (Macrogen Co.

Rockville, USA). Para eliminar los errores causados por los implementos utilizados en la

amplificacion, la secuenciacion se realizé de ambas vertientes, hacia adelante e inversa.
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6.4. Analisis de datos

6.4.1. Andlisis de secuencias

Los andlisis filogenéticos y evolutivos moleculares se llevaron a cabo utilizando la
version MEGA 5.2. (Tamura et al 2007). Las secuencias utilizadas en el andlisis se
obtuvieron de las muestras colectadas, se analizaron con el EMBL-BL y fueron alineadas
utilizando el programa Clustal W 1.4. La homologia se calcul6 como un porcentaje de
posiciones idénticas mas de la region de interés. La homologia dentro de un grupo de
secuencias se calcula como un promedio de homologias pairwise. Un valor de corte de 85%
homologia entre las secuencias alineadas se utiliza para definir una regién conservada. El
método de vecino cercano se utilizo para crear un arbol filogenético y la formula de Kimura
(Kimura, 1983) para calcular los valores de distancia en MegAlign, DNA-Star (ADN-Star
Inc., Wisconsin, USA).
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VII. RESULTADOS
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Detection of Quinolone Resistance in Salmonella typhimurium Pig lIsolates Deter-
mined by gyrA Gene Mutation Using PCR- and Sequence-Based Techniques within
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INTRODUCTION

M-anqﬁhdpnduqmnln
tons that are oflen foodbome and present s gastroenteritiy; how
ever, anmnlmwmlu-qumvum
und result in bucteremin und serious extracintestingl disewse. Sabno-
nella emtvricn (8. emtericu) in recognizad s voe of the most com-
mon causes of bacterial foodborne ilinew workdwide. The majority
of Salmonella (5. ) infections are attributed to of con-
taminabed food of ammal origm sech an eggs. chicken, pork (1] On
the other hand, sevore Solmunella mfoctions ofion roguare antiomi-
crobial therupy o wid in the climinaton of the infection [2)

Quinolones nee antimicrobals, highly ¢ffective
for the trestment of a vanety of clinical und vetennary infoctions
Anmtibhacterial activity of quinoloses v relstod W DNA gyrame
(GyrA), an ewsential enzyme in the maintenunce of DNA wopology
within the bactersal cell (3] The mutations conferting resistance ko
quinalones uthse within the quinolone-resistance-determmning regan
(QRDR) of GyrA (4] Target site mutations in the QRDR of GyrA
ate very common and the mutations occur most frequently o
coxdoms SK3 und DR [5)

Quinolone renistance S spp b wsually uttributed o both
sctive effiux und mutations to modification of the target

have shown that sctive efMux pump s & prieary Meoroguinolone-
resistant mechuniam of chnlcal wolstes of Salmonclla coterica se-
rovar Typhimuriom (7 5],

Reports on  the intermationally emerging  significance of
multidrug-eosistant (MDR) sabmooeils i snimals aod  humans
prompted studies workiwile 1o estimate the magnitude of MDR §
entericd Typhimurium. [9). Over the last two decudes,
srains of MDR S Typhimarsum definitive phage type 104 (DT 104)
with resstunce 0 ampicillin (AL, chloramphenscol (C), streptomy-
e (S) wifumethoxasole (Su) amd oxytetmeyclne (T) (Ritype
ACSSuT) spread over many countries [10] Salmonella enterca
serovar Typhimurium definitive phage type 104 (DT104) ix one of
these emerging epidenic multadrug rosistant siraine.

It the lant few years, the number of Salmonell
resistant 1o nalidooe ackd bas secadily incromed hnpmw-
suddy, the quinolone susceptbility pheootype snd genotype of IX §.
entenscn clmical olates (19 5. enterica serovar Typhimurium and
19 5. enterica serovar Enteritidis) were determined. Forty-two per-
cent of the solates shawed pabidinic sewd resistance associated with
o mutation o gyrA together with putative overexpresaion of efflux
pump(n). A singlepoint mutstion in the QRDR of GyrA can mel.
mhgb-hclmumlduxxuum_‘wm

lembing
ensymes DNA gynse sod topolwomermse IV [6) Recent stud

S Adidrens W e author wt the University of the Sumw of
Chiapan, (_bvln.nhdl\hmdﬁ.‘nnhn-duu&

uinol [LIR M)
On the other hamd RamA i an AraC/Xy1S amcrptional act-

vaor that regulates the expression of the genes encoding the Ace
FAB-ToIC reststance nodulation diviskn multsdrug effus system in

Fusulry of Veterinary Modicimes amd Asiomal  Mushundey
Ummunnnw.x-usma--tm Allscosn
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Salmonella enterion (5 entericu) sevovar Typhimurtum. The Runc-
ton of RamBR cun be ablated by imbernal point mutations and mser-
tions and or deletions within the operntor tanget site of RamR at the
mnA promoter (%],
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RamA i5 an essential element in producing multidrug
IMDR) X enterica seravar T)'phlmunnm RamA played a pre-
rok m crprofh {stance vig mereasing the expres-
wan level of nm\ll Likewise, the deficiency of RumA decreased
thye resistance o ciprofloxacm [7.13],
The aim of this work is @ perform, to mvestigate the change in
nulxlinic acid and flvorequmplone susceptibility among S Typhs-
marium solaed from pigs in the Toluga Valley n the Sune of

Poly Chain Reaction (PCR) Amplification and Sequenc-
ing of the Quinolone Resistance-Determining of Complete gyrA
Gene

DNA Extraction
Fory-five isolates of § S5p. were qumuk-m:-mlslmn out of
these, 29 are from S, Typhi 2 W serological analy-

s DNA wits extracted from pare cubtures “of bacteria S, Typhi-

Mcxmo und 1o amlyms mmnnons of the gyrA gene in quinol
und upcrmu:lml thnch.mmn of

d GyrA isolated fram $ Typ were re-
pomed, as well as l.ht MIC values of known qumolnms v the so-
lated mutants of . Typaummurmm

MATERIALS AND METHODS

Study of the Quinolone Sensithvity of GyrA from Salmonella
Typhimurinm Isolates

The weekly sverage of desths in slaughrerdsouses s 1600 pags.
The samples were taken sseptically from 4 municipal staughter-
lrouses wn the Todues Valley in the Srate of Mexieo! Toluca (550),
Mexicaltamgo (300), Metepec (200) and Zmacantepee (3505 The
sample size wis 83 pigs. A total of 320 bale and lymph node sam-
phes were taken ot four randomly selested slaughterhouses in the
Toluca Valley.

All bacterial cullures were incubated at 37°C i almosphenc
vondinons, Cultures were pre-enriched for I8 o 24 hours i baff.
cred peptone broth. and theo n bnlllunt green and XLD ngar for

Safmanelle species selection. S l were wh d us-
iog the API ’M_ system (huMém:uxL Scml)wns was pafmmed
using e i st af the Nati L of E oxynochoolnd

lated imto % ml Bram Heant Infusion (BHI) and
grown ovmnghl a 37°C foe 18 b, 1 o cell density of approxemately
108 cfwml. Cells were washed twice by centrifugation of | ml of
cell saspension for 10 min at 16,000, removal of the supernatant
and resuspension of the pellet in 1 ml of ssenle physiological sall
solution (0.85% NaCl)

The method uses i lysis I i sk,
cnzymmic d:gmiun by treatment witl pmtcmnu- K und lh«mnl
Iysis. DNA is bound 1o a silica- gd b in a spm-cok
whilst PCR mlsbisors are, dly, not d l'ht bound
DNA 55 then washed, eluted | in buffer ard can then be wored a1

20°C. The extruction and purification of DNA was performed
using as estraction mini ki (Qugen, CourtabosulFranee),

Primers and Probes Used in the PCR Assay
The gyrA gene was amplified by four pairs of prinsers (Table 2)
dengned for wamcms ol' gyrA af 2637 bp with Iplas {(hitp;
i) free
mﬁw-e. based an the q of the ch of
Salmonclia Typhanarium LT2 (STM 2272) NCBI, using PCR,, with
& lemal volume of 50 pl for cach olgonucleotide contamng o con-
centration of 0.2 mM, 5§ mcrolisers of PCR bulfer, 200 mM de-

Veatid,

ogical Du.nws il Reference in Mexico [14-16] Qamples were
callected in 2004 and the chemical identification and antibiotic
resistance tests of the isoluies were detenmined in 2004 and re-
peated for the curremt study.

The amtibiotic resistance of the fsolates was d | usng
the Kirby-Bawer dise diffusion test on Mudller-Himton agar, follow-
ing the method described by [17,18]. Antimicrobial susceptibelity
test dises (HBL Sensi-Dasc: Bectlon Dickinson) were usad with the
following satibiotic dosages: 30 pg nakkhixic acid, § pg ofoxmcin,
10 g vorfloxacm sod 5 pg ciprofloxacin (Becton Dickmson), The
bactenial inoculum was standandized w0 o concentration of 0.5 on the
McFarland scale, and the agar plates were inoculated and meuhated
3T for 24 bours.

Growth mhibition zones were measured and compared with
Isterpretation tables that catogorrred the bacteria as resistant, inter-
mcdlme of sensaive {(Table 1), The inhibition zone was calculmed

with dations of the Natsanal C i for

(INTP's), 2.5 pl of MgCIZ, 0.5 U Tag polymeruse
{Promega, Madison, W1, USA), and sbout 100 ng of chromosomal
DNA.

Reactions were camed oot in o Thermocycler (appied Biosys-
tems 1730 DNA analyzer xI) with the following - 04° C for
2 min, 35 cycles at 947 C for 1 min, S8 C for | min, 72° C ol 120
min and 727 C for 10 man.

One microliter of each amplification, the PCR product was mun
o o 1.5% gel with TAE buffer (1X) at 120 volis for 20 min. DNA
ladder (Promegal kb DNA Lodder, USA, Madison, WI 53711.5399
and express GeneRuber Fermentas DNA Tadder) was used as mo-
lecular weight marker. The gel was stained with ethidium bromude
and the DNA bands were visoalized on a UV trans-illuminator

GyrA Sequencing
DNA sequence of the Gerd peoe wits determined on an ABI
PRISM 310 in Macrogen Co. (Rockvilie, USA) Double se-

(‘Hmcal Laboralory Standards, (19.20),

Table 1. Antimicrobial susceptibility pattern of Salmendia spp
isolates detected by Kirby-Bauer dise diffuson assay.

Quinolone Hessstance | Intermedinte Semsitive
Nabatinie ackd <12 [ 14-18 219
Norfloxacin <X ‘ 1300 =1
Ciprofloxacin . <Is I 16-20 . =2

Ofloxacin <1x | 20

g was perfarmed using the two DNA strands (forward and
mdsc) The sequencing resubts were analyzed and comparad 1o u
pdnluhed DNA sequence for yyeA of Salwonella entericw subsp

emtenica Typh str. LT2 (STM 2272) with the
-:ccssoodc AEOO6468 m bunk {1D1255794),
Software Analysis

Sequencing reactions were performed using the BigDye termi-
nutor methodology with an ABI 31 Mx| Genrtic Analyzer (Apphicd
Biosystems’ Perkin Elmer, Foster City, CA}

Soquncm; results were exporied as F/\STA wqu:nu files
The ob were then 110
in the l'umpun Nucleotde Archive M.
for the Wentificatson of sequence mmlnnly The approach enabled
the similarity of seq W be pending on several
criteria such as | value, maxi wenti quay covernge
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Table 2. Primer for amplification of the GyrA gene,
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Sequence Seale Purity Ne. of Bases

prim| 2% F GUGTTAGATGAGCGACCTTAOC 5N DSL 20

sl 794 R GITTTGGCGTUAGCTTCANC BN 1 DsL 20

pom2 37 F CGGTOGTGGCAAAGIGTA BN DSL 1%

prmad 728 R [ TITCTGCANACUGCAGATCC BN DSL 19

prind 37 F ATGGOTGGAGOCAGAATTT SN nsL 19

o) 819 R GCATGACTTCGTCAGAACCA 5N DSL 20

p— ATTGGEGTTGACCTGACTTC 8% oS 20

primel_ 649 R COCTOGCACAGUAATAACAT 25N DSL 20
mdl maximum score The ) lig: was per- Out of the seravars wdentified in the current study, S Typhi-
formed through Clustal\V; it (18 "5) sh d more resi 1o antsmicrobaal agents
Swww ebi e ukToolsmsa/chustalwd ) [22). coanpared %0 other serovars of S spp, (6%),
RESULTS AND DISCUSSION Analysis of the Quinolene Resistance-Determining Regions
Serologlcal Serotyping e

All sodmes were identifiod at the Center for Research and Ad-
vaneed Stuglies in Animal Health, (UAEMEX) snd serotypes were
confirmed by the Institate u[ Ep|d¢m-ologual Disgnosis and Sal-

|la Reference Lab

Salwonella emterica u:ml)-pc Typhimurium costmues to be an
mportant public health peoblem in Mexico. Scm(ypmg and other

The nucleotide sequences of the 2637 pb DNA fragments corre-
sponding % the givd gene from 82 palidixic acid, 0% Orfloxacm,
0% cprofioxacin asd | 1% norfloxacin-resistant isolates, 33% of
molates showed mutations st codon 83 ing % amino
acids (TCC o TIc or TACH companed to 22% of the nadidixic acid
t in 87 (GAC to AAC) or Asp-
#7- lo»GIy (GAC —(:(:(.)(Tnbln 4). v should be noted that 44% of

idixic acid no

non-sequence based typing methods are ly used for d
breaks and for supporting pablic bealth mpam“ I 1n the pre-
s sludv. tbc serotypes were cunﬂmcd by thc Immulc of Epsde-
aned R Lahom.

lul‘y Mexm hny o (52.3%) out or%6 ml:us were lypad a8 S
lbc .3 were S spp.
ISSN'\n-'\O)Thc bution of m each
dwuhla was 63.6%, 11 42% 062,5% um] 00‘» In Toluca, Mexi-
and Z: h the
dnlnbubun uI'S P vou 3(- 17% 8.8 *B‘G. 37.5% und #0% i the
Jogists have used serological and
nutritional ch '-nlo bdivide pathogenic bacterin for
nearly 100 yeurs, The use or sTUyping wulm .Salmw-rﬂu as |yplng
thod is widely pred: g have
guidelmes intended 1o reduce buman salmanellosis by targeting
Typhimurium, Eoteritidis and three other common serovars in do-
mwsticated animals [25].

Antimicrobial Susceptibility Testing

Forty five ot of 86 isolates tested were resistant to of least
theee antimicrobial fgents. oul of 4 qumolmu u:slcd (Table 3.
Some lil* = ’9) 5 Tyyp b d from the dif-
ferent staugh were rosi when tested against nalidixic
wid, On the oiber hand, they showad intermadiate resistance
10.3%) 1o quimolones such as norfloxacin, ciprofloxacm, ofloxacin.

Io sddation, aine {31%) S Thyphimusiam isolates were

All nine strams were tested for mutation in the guisolone resis-
tance determining region (QRDR) of the gyrA gene. Four mutations
Ser83 were detected in the nine strams tesied, two isolates were
resistant 0 quinolones and two hsl no resistance; between 2004
and 2005, 86 §. spp. isolates were received and tessod at the MIC;
vut of those. 45 (52.3%) were resistant to quinolones, ©"' These
samples were wsed 10 the current study, und there were differences
und similarities compared to the results obtained by Talavera Rojas,
First, n comparison is shown between the susceptibly comlucted in
2004 and the resehs of the present stsdy (Tuble 3) In this sudy,
mutations at codon 583 were vbserved in two isolates (29gt]_GS;
27p22 G6) These mutstions were not otserved i the same ssolales
0s in the study perfi d by Tal Raojas {20071, 1 L in
both siudies these solses are resi w0 nalidixsc acad. Talavera-
Ropis wsed the AS-PCR-RFLP assay for the detection of point mu-
tativns in the region of the gyrA genc with restniction enzyme. On
the other hand, in the carrent sty the sequencing of the gyeA gene

was used for the d ion of The p aof this later
could inflaence this result [27].
The sTudy was Jucted with nulidiag weid, norflos-

acin, ciprofloxacin, ofloxacin, where g)m double mutation Ncr 83
-Phe or -Tyr and -DB7) was tated with reduced plitalaty
to natidicke actd (CIM 30 meg),

Aldluugh quinokm: n:ushnce can be caused by different

o micillin (10meg): three (10%) were resistant to carhenicitlin
(100 meg)y: six (21%) were resstant 1o cefalotm (30 meg): 20 (69%%)
were resi 10 chl hewiool (30 megh 1% {65%) were rests-
tant o gentamicin {10 mcg). 14 (48%:) were resistant o nitrofuran.
tein (30 meg); seven (24%) were resistant to pdloucln (5 meg)
snd 21 (729) were resistant 10 trimeth h le (25
meg) However, none (0%) of them was mﬂslan( 10 amikacin
(30meg), cefinavon (30 meg), or metilmscin (30 mag)

of ch nnp jons within gyrA result.
mg in ammno acxl substitutions in the QRDR of the A subunit of
x v 0 smajor role m the nalsdixie acnd resistance in
illumnelln.' | Bactera ly develop resi 0 Qui-
1ssibd y occurring poml mutas

thoms m chromosomal genes (uyu\. gyrB. pm(. ol parE) [30)
These point mutations alter the enzymes (DNA gymse and
topoisomeruse V) thal are largets for guinolooe drags [31.32],
Particularly, mutations in the gyvrA gene and over expeession of
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Table 3. Susceptibility values of ksown quinelones v new S Typhiovufume strains,
A Naldivie Norfloyscis ‘ Ciprafloyscia Obesacin ‘ Mutatinas
Isedate [ Author Sos SO Shd s ‘ SN Rl Sod Sus \ ol SON
ATCC \ [
2GT GY o " 2 25 45 26 2 21| Asps?
46T G2 [ o . ] . 15 | % 17 i 3 13 I 2 1 Serkd .
1TGT G 0 0 20 2 \ n 20 15 19| Ses3 DHIN
1GT2 G4 1% | 20 1) " 24 38 2% M| S83F
Coaames o | 0 | 2 | om W ow x| s | | sy
| am a6 o | 21 | n n s W | s83F
2;(5':_07 [ o ' " ' 21 [ 4 I 3 2% 17 ’ b7} ‘ ‘ .
SGTE G 0 n 19 M 0 W0 & 1
OMKIGY | 6 | 0 | e | s ¥ ® 2 | & | wm | owe
*Abivrey urions mean: SH- ssmpling 204 SUS= armplag T
Tuble 4. GyrA gene segment (QRDR) with mutathons.
Isolated QRDRs Reginas (S1-106 23] Mutations
. .
ATTEC [ KAVKKSARVVGDVIGK YHPHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRY MLVDGOGNFGSIDGRSAAAM |
26T G 1 .\1;15;mnuwuuvxusu\;&‘wummu-mwnnvumormuvm\1)60(.%6
Au(m RO %.\MN\'L(;NDWNKAYKKSARVNAJ\'I;;KYN'H(-DSAVYDIWRM.M)I'I-&I.RYML‘«lx;;(;r;llu |
17GT1 G AMNVLGNDWNEAY KK SARVVGDVIGK Y HPHGDSAVYNTIVRMAQPFSLRY MLVDGOGNEG DTN
G124 AMNVLGNDWNKAYKKSARVVGOVIGKY HPHGDEAV Y DTIVRMAQPESLEY MLV DGOGNIG sy
20611 GS AMNVLGNDWNKAYKESARVVGDVIGRY HPHGOY AN YDTIV RMAQR SLRY MLVDGOGNEG SKy
29GT2_Go AMNVLGNDWNKAYKKSARV VGOVIGKY HEHGDFAVY DTIVEMAQPF SLRY MLVDGQGNTG S
23GT2 6Y AMNVLONDWNEAYKKSARNVGDVIGRY HPFHGDSAVYDTIVRMAQPFSLEY MLV DGOGNEG
AGTY G [ AMNVLOGNDWNEAYKKSARVVGDVIGKY HPFHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRY MLVDGOONTG |
IROMXS 49 AMNVLGNDWNEAY KKSARVVGDVIGKYHPHGDSAVY GTIVRMAQPFSLRY MLV DUOGNFG DEIG

effhux pumps arc known (o coalnbute o thes resistunce and % the
decreasad susceptibility to Muoroguinol sach &3 cip

The mutations occur most frequently at codons Ser83 and Asps?
[33]. The results of the gytA gene sequencing in the pmml uudy

Furthermore, the mutation ul D87 was detected in the 2 struns
tested, one showing resstance 10 nulsdinic acid and ooe shawing no
resistance. These results do not match thase cbtained by Talavera
foe the sirains of §. Typhimurium exposed to nalidixie acid ™ The

was of two different nsutations of the nine isolates 1 1) e of guinol determining region (QRDR) of

nalwdixic acid and reduced ptibility to ciprofloxacin. How cw:r, the gyrA gene showed the g of ion at either S83 o

there i3 b posttive assocwation between mutations and nuuvuqui- D8Y,

nolose resistance, Allhnugh high-fevel resistance 1o Ciprofkxacin High-level quinal has been d with single

in sal cllac is gul it has been found mrely in se- i the | det. RDR
1 There was o 3.cegion (ORDR)

avir !yn!nmwlum
and fuorog:

Differences n Ihe Ml(‘ of offoxacin and porfloxacin for two
Isol with i were observed (Talavera,
2004), In the current study, they were classified s susceptible,
however there &5 a similanay between the wo studies sinee muts-
tions were found in two isolates (39GT] asd 17GT1),

a positive assocition heraeen

of word In .Sulnwnrflu with the most commonly described mnta-
tions at $83 o F (TCC-TTC), D87 10 G (GAC.GGC) mnd DT to N
(GAC-AAC) |15, 36)

foumsl in bacterial DNA wsolated 30,000
years ago m pennali howed that 1o antibiolics 18 an-
ciemt, Estimates based vo the genctic davergence of antibuotiy resis-
tance have supgested that some antibiotics may have evolved hun-
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dreds o{ millions of years ago. In pnniculur. evidence has been

d i micruevolution of S Ty wum [37). This is attrib.
uted o the plasticity of the flexible genome, which contrbutes to
bacterial genome evolution [38].

Infections with Sulmowells are n impoﬂnl wbuc headth pmb-
lem worldwide, it has been ised that "
for an estimated three hillion human infections each y:l The
World Health Organization (WHO) has estimated that annually
typhoid fever accounts for 21.7 millios ilinesses (217,000 deaths)
mod Parutyphoid fever accounts for 5.4 million of these cases. In-
fants, children, und udolescents i South-Central and South-Eastern
Asia experience the greatest burden of illness, In cases of enteric
fever, mcluding infections with & Typha and § Pasatyphi A and B,
it is often y 10 before the results of
laboratory sensitivity Lests are reported. {39 40]

Ttu: I of nalidixic acid-resi 7 fla mon ‘ry-
phi i i i & worldwide The number of b
Sai 1in 10l i 10 malidixse acud has lmawd wllh 0
ihility to cip

Pig Iuolates

concomitant decrease in the level of T
mi even cccassonal resistance to that drug. The types most fre-
quently described as resi 0 quinok wre §
Hadar, Virchow, Enteritidis and Typhimurmm definitive phage type
104 (DT104) [41,42]. n & recent Swedish study, the highest sk of
pastrointestingl sidmonelkisis has been dssockatedd with travelling to
East Africa und the Indian subcontinest: Furopean studies on
travel-related nisk of Salmaneila bacseremia ore few and cither
clinic-based or confined to a | lar ser or traved desti
[43).

In w fl | 5 Ty
mwtstion was observed mufmmg a substitation wt Ihnm 119, and
w0 i the present study the roglon of ingerest within gyrA was ex-
tended. In this study, suscephibility to norfloxacin is shown. This
msmicrobal drug is one of the most frequently emplyed fluoro-
quinolones sgainst urinary infectwons, pyelits, cvstopyelitis, epidi-
dymatis, prostatitis, pharyngitis coused by f-loctamnse resistant
bocteria, and gastrc mﬁm»nx Other studics bave shown that less
bactericidal doses of noedl, ndwce i in S. typhi-
marium TAT02 and TAIM straing, but do nol induce genotoxic
matations in the E. coll Pol A-/PolA+ syssem [44)

The QRDRs ufgyrA from he nine isolates that showed resis.
tnce or un i 1o malidixsc ncid were smplified
(PCR) and sequenced (Fig, 1 and Table 4)

The n.-gim outside the QRDRs was additionally analyzed in

‘a aaad

those isol ons were o d inthis aren (p used
are listed ;m lel: 2).
The gm' QRDR g wery | £
of S e enserica sen Typhmrinm (Pldmnd

sccession mumbers CGene 1D: IZSJTN) DNA gyre subunit A with
locws tag STM2272; organs subsp,
scrovar Typhimurium ser. LT2 (strmin: LT2; SGSC 1412; ATCC
700720), obd-namse: Salmonella typhinurivm LT2, )

Sigmificant results are shown in $ Typhimurium isolates ex-
posed to quinolone. A total of five mutatiors = BVIA were l‘om\d m

isolates with nnhdmc md i - The 1
were found in i ¢ 'r fl in, norflkoxacin and
oxofloxacin (Table 4),
CONCLUSIONS
n conch the high fr i bas

clearly emerged as a serious pubhc bshh pmbkm in Mexico. The
largest propartion of mulations was found a1 S23 (33 %), followed
by DBT (22 2%), respectively, Further ssudies related 1o this sopic
wre roquired, linking the minmmum inhibitory concentrativn and
molecular dat o dmml oukoIme W mm wcurate data and
Identify sppropriate thesapics for sp i In addition, a

Curvent Pharmucenticsl Design, 2016, Vol 22. No. v §

Lodcder 110 1208 135172 120 alee NC*

bp ng0 Sy
s000 40
31000 40
2000 40
1350 100
100 40
%o 40

| results (Tokati

Fig, (1) Agrense pel shy '3 + Thermovy-
claton + PCRE NC = Negative Control; Ladder « Refersnce lulder of
Feroentas company stamed with ethdiom bromade; ATCC = 800 by, £
Typhimerium GyrA gene; sl buods for GyrA expressed by sesin 11GT2,
THGMX3 23GT2 with prmser 1.

monitoring of slaughters and places where pork is processed sbould
be proposed, us these animals can be a source of contaminmion of
salmonellosis in Mexico.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
ra— Drug-resistant Saimonedla 1 frequessly detected In mast pans of the world, and s rate of reststumce has in.
Thrug restsiance croased vignificantly in necent yosrs, However, this study aimed 10 eval the mini inhibisury con-
Swacepedilitg centration (MIC, detenmaned with the Kirby Bauer meshad) of quinol = 86 Salmonedla spp. strasns iscdated
oA from pigs. Bath the inside and dutside of the QRDR fegian of strain wene sequenced. The DNA sequence of the
hh'::‘m op QKDIL region of Salmunelly spp. revealed the mutaticas S83F. DB7N and S83Y. ‘lhe reglon outside the QRDR
Quistiven showed a mutation in LSS2G. Farty-Nve Solates of Sedmendla ssp. wien: casey out of
these, 16 corresponded 1o Salwonella enterica nnd solates showed intermediate m_ll« {6.25%) %o nalidixic
acid. Three bsolars [18.6%) were resistant 1o -mpmmn two (12.5%) um to carbeniciliin. A
Mellﬂ %) iolates were to p i and p ond & (S0%) wore resistant to
hopeim./sublamethy de. Six percent of Sabwonells spp. umlm m less resistance to ontimicrobial
agenty compared 80 S Thypdhwmariun (1H%). The resi 1o il quinol varied by ypos. l'ar 8.
amamum and S. Reading, It was 12.25%, and for 5. ol S oy f 6.25%. In s
ogom, S beafmey amd S dandan were sensitive 10 thess -:lllnnlm In conclusion, quinolooes have heooess te
drugs of choice for the of severe i The stody of mumanoss outside the QRDR
reglon opems up new lnsights about the af Sal i to Mesenquinol
1. Introduction and top IV are ic Y each Jed by two
pairs of genes (gyrA and gyv8 for DNA gyrase and parC and parE for
Quinok Sal Wa spp. are Increasingly fre- wpalsamerase V) 4] The most comamon mutation in gyrA leads to a

quent in clinical and envirmomental .m!tnp; this has been attributed
mainly to target gene lhmdnns efflux, bacterial cell membrane al-
tcmlammd sferable 4 LM in 1he

I ining regions (QRDRs) of these genes alter
the conformation of the active sites of the enzymes, preventing the

change at coddon 83 from serine to phenylalanine or tyrusineg a secood

mutation ot codon 87 of the gyrA gene changes aspartate to asparagine.

Turlvt alteration (s the moss h found in
fla strains isolated worldwide 5]

The uptake of quinolanes by bacteria can be reduced by altering the

binding and subsoq hibitory action of quinclones |2]. Quioo- ecll moembranes andd Increasing the expression of efffux pamgs, The
looes, otiginnﬂy represented by nalidixic acid and more ly by it mechani were categorized into four groups (i) muta-
fluoroquinalones, initiate bacsericidal activity by trapping the covalent tton: in the local repe gene; (1) in the global regulatory
progein-DNA comploxes formed by bacterial DNA gyrase or topoi- m(im nnuu-ommuhnmmo(u region of the ransporter gene, (iv)
somerase IV (], The DNA gyrase and topossumerase IV are two im- up of the tr sﬂ\e'bl

poctant enzymes that play an | role in b fal DNA repl Sal lla strains may gain resi 1og through a de-

and are targets for the inhibitory activity of guinolones, Bo(h Ryrase

* Catrespoodmg aethoe.
Foomal eddreas sovmtimenes U pabion snes (M. de Oen Janéme)
Npe A0 o 0 L0 LA eyl 20TT .1 ).067
r 448 et 2017, § in revised Sorm 28 N 2017 Accepied 30

creased expression of poring and/or an increased expression of

der 2017

Avnlabile cnlme (5 Ducem ber 2017
GBE2. 4010/ © 2017 Elsevier Lad. All rights seserved.
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noaspecific, w&wnﬂml d!lu: systems sach as the AcrAB-TolC
dluxpnmps. , these isms produce oaly a kow level of

d quinol and are oaly chinically important when
they mmm:un«ll with alterations (n targel enzymes such as DNA
gyrase [T 4]

Among the stratns thar are resistant 10 quinolanes and/or fluar-
oqulmlm.dumo«mvnltmmzchmm & smino ackd substitutions
in the quinol ing region (QROR) of the gyrA and
parC: gmu. but a mechanism that hu bera showing o growing Im-
poctance is plasmid-mediated qui associated with the
qnrA, qm&qumede;mhm.&eﬁ:qoawyoﬂhae
mechanlsms s differens [9.10). Codon 57 of parC has been found
ousside the QRDR of this gene, which makes it possible thas the me-
chanism of the resistance conferred by this mutation is different to that
of the other QRDA mutations |11,

The aim of this work is (o study changes in the sssceplibility of
Salmonella sp, Nﬂndﬁumpiplouﬂdixituldndﬂnnmquﬁmlune.
undwmlynennddam mnunnmollhegym gene In quinol

Moo Pattogreesss (14 [QUTE) 256-299

2.2. nmmcummmmmmwwo!w

q ining region of the gyrA gene
2.2.1. DNA extraction

Farty five isolates of Salmoneiln ssp. were categorized as quinol
resistant; out of these, 16 ded 10 Salmonell; Spp. Be-

cording 10 serological annlysis, DNA was extracted from pare cultures
of S. eguno, S. anatm, S. bredeney, S choleraeswis, S. enteritidis and S.
reading, which were noculated into 9 ml brain heart Infusion and
grown overnight at 37 °C for 18 b to a cell density of approximaotely
108 CFU/ml. The cells were washed twice by centrifuging 1 ml of cell
suspension for 10 min at 16,000 g; the supernatant was removed and
the peller was suspended in 1 mi of sterile physiological salt solution
(0.85% NaCl).

The method nvolves chemical lysis by chantropic salt und enzy-
matic digestion with proteinuse K and thermal lysis. DNA is bound to a
silica-gel in a spin while PCR inhibitors are, sup-
pasedly, not d. The bound DNA i then washed, eluted In buffer

resistant isol: i of ma-
mnmswtsidemdmndedu()mdgm\nqmof&bmﬂnp

) were perf d, and the v memumn
values of known quinol wx. isolated mutants of Safmonella sp, were
measured.

2. Materials and methods
of Sal eptidiiidy to quino

Isolaces of Safamonedla were obeained from pegs (an average of 1600
animals), and a total of 320 bile and lymph samples were taken for the
chemical identification and anttbiotic resistance tests of the isolates.

All bacterial cubtures were bated at 37 °Cin pberic con-
ditions. Suspect colonies were identified using the APl 20E system
(hioMénieux). The cul were enriched in buffered pey broeh for
16-24 b, and then in brilllant green snd XLD agar 1o kdentify Salmonelia

swd&hmmwﬁmﬁmhuﬂumimmnﬂz

2.2 Isolats lia spp. and

Nati of Epld logical Diagnosis and Ref in
Mexico,

The antimicrobial susceptibility test discs (MBL Sensi-Disc; Becton
Dickinson) used beve had the folk g antiblotic dosages: 30 ug of

nalidixic acid, 5 pg of ofloxacin, 10 pg of norfloxscin and 5 g of cf-
profloxacin (Becton Dickinson). The antibiotic rest of the isol

was determined using the Kirby-Baner disc diffusion test on Mueller-
Hinton agar, following the metbod described by Refs, [12,13]. The
bamnlhnmhmmmndm!mdlnammmmofﬂjml&
MeFarland scale, and the agar plates were | lated and d at

and stored at —20 "C. The extraction and purification of DNA were
performed using a DNA extraction mini kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France).

222 Primers and probes used in the PCR assay

The gyrA gene was amplified with the program 3 plus using four
pairy of primers (Table 2) that were designed for sequencing the gyrA
gene (2637 bp) based oo the nucleotide sequence of the LT2 chromo-
some of Salmonele nyphieurium (STM 2272; NCBI). A PCR was per-
foemed with a final volume of 50 pl for each oligonudieatide, containing
a concentration of 0.2 mM, 5 microliters of PCR buffer, 200 mM of
deaxynucleatides (dANTPs), 2.5 yl of MgCi2, 0.5 U of Toag polymernse
(Promega, Madison, W1, USA), and about 100 ng of chramosomal DNA,

The reactions were carried out in a Thermocycler (applied
Bicsystems 3730 DNA analyzer x1) under the following conditioes:
94 °C for 2 min, 35 cycles #t 94 °C for 1 min, 58 "C for 1 min, 72 °C for
1.30 min and 72 *C for 10 man.

One microliter of PCR product was run on 1,5% agarase gel with
TAE buffer (1X) at 120 V for 20 min. A DNA ladder (Promega 1 kb DNA
ladder, USA, Madisan, W1 53711.5399 and GencRuler Express DNA
Ladder) was used as modeculor weight marker, The gel was stained with
ethidium bromide and the DNA barxls were vissalized on a UV tran-
silluminatoe.

223 GyrA sequencing

The DNA sequencing of the gyrA gene was performed on an ABI
PRISM™ 310 (Macrogen, Rockville, USA}. Dérect double sequencing was
performed using the two DNA stramds (forward and reverse), The se-

37 "Clor 24 h.

The growth inhibition zones were measured and compired using
interpresation tables, which was used to categorize the bacterla as re-
sistant, intermedinte or sensitive (Tulide 1), The inhibition tooes were

calculated in agreement with the dations of the National
Cammittee for Clinical Laboratary Standards [14),
Tabde 1
patteco of o bolies 0 the Kirsy
Sorary S Sffusun sy,
Quisoknes: b
Naliskixic acid w13 14-18 "1y
Noefomnc =12 116 =17
Oproflesacn win 1620 21
et =12 =16

g 1y results were analyzed and compared to a published DNA se.
quence of gyrA of Salmonella enterdca subsp, enterica typhimurtum str,
LT2 (STM 2272) with the GenBank access code AEODS468
(ID1263794).

2.2.4. Software analysis
The sequencing ' were  perfi d using the BigDye
Todle 2
Primeery for arrplification of the yyrA gene.
Sevpuence Seale Purity Nou of Bases

priml 24 P GGITAGATGAGUGACCTTGC N s m

wiml 7R GTTTTGGCCTCAOCTTCAAC BN DSt n

2 37V COHGTOGTGOCARALTLTA AN nsy m

2 728 R TITCTGCAAACGCAGATOC BN DSL 19

P N F ATCGETGUAGCUAGAATTT AN ns m

primd Bi9 R GCATGACTTOGTCAGAACCA BN DSL m

prired S0 1 ATTGCOGTIGACCIGACTTC 2N s m

rimA 9 R COCTOGCACAGCAATAACAT 25N DAL m
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Tadde 3
Secrpeiiey wxises of sew Sobexsards wp smmms wm Lnows g
feves A aaau A xue NwtM — Ot Cypmtt [ = one Musien
w2 ° . 24 » = s n o
WGTH L} L v " " " 4 3
e L} L) " » " z 14 = “w
oML 8 "» » n w = » 4 %
war: 1”2 = 2 u = = ] n asy
T2 ” ° D w n 2 o ) LG
Talie 4
LamA prow wymerr (GEIS) wit Fuzanom
daciase QEINs Regors 150108 = Manrmes
ATCT \® v S
%072 AMNVLGNDWREAYESARVVGON SR YHFSIRSAN Y TIVIMAQPPSLIYME VDGOUNFS
= Ve Y -
won AMVLGNTAEAYERSAR Y VOOV IGKTHPSIGEN AVYDTIVRMAQPFELINML VOOQUNFG W
T DN
wor2 AMNVLONDWNEAVSAR Y VOOV IGEYHIGDY AV YTITVEMAQRS SUEYMLVDOQGNFG ¥
wn
% sz "§' g o maxiom score. Prodein sequence aligment wan performed using
e e E ClastslW 115]
Ty 222825
8y 3. Results and discussion
a1 -
Amtiwotics sucepoiny wwsomg
3000 Forty-five serctypes were resistant 1o ot besst three antimicrobéal
2000 w-dlp—iﬂnﬂ(l.akllhtﬂ.ﬁntlﬂ
1500 S resistance (6.25%) t ne-
1000 Bdixic acid and & di 10 other quinok such =
150 ofioxacin. Three (18.6%) Saimonells sp. isolates wese resistant 10 am.
N mno-q):mnzss)m-n-hM(lw-q)
and ome sh to Norflexacin (6.25%); one
500 (&25%) was resistant to cefallotio (30 mogk eight (50°%) were restmant
wwm.@um(m)mm
300 resistance to chi o Furth: three (18.7%) salanes
weve resistant o gemtamicn (10 meg)l, nivrohoaamain (30 mcg) and
pefioacin (5 mog), and 8 (S0%) were reséstant 10 triosothoprion ‘sul-
g 1 Agurms gul dhaomary et T .~ famethoxxzole (25 mcg). However, nooe () of them was resistant to
NC = Nepatier Costnk. Labler = Rusi insdes st wey e,

Srmmille Solmeedie s gred prme snd bands fin oA egwened by state pesmld 10,
poem LI04 IR

terminsor method on an ARl 3130xd Genetic Amalyeer (Applied
Bacysens/Perion Emer, Foser Ciy, CA).
mnunmw-nsuwmm

Mmmh enpared 50 wog ilalde in the
7 Archive o & sequence similarity. This
ch allowed to assess sog ! g 0 seversd

m-j-uwndvh.-n—m mmd

~* T en |

 —

amikacm {30 megl, ceftnazon (30 mcy) or ecfocaxine (30 mog) The
reststanor o individual quinslooes varied by serotypes. For S amatum
and § reafing. it was 12.25%, and for S doressonss, $ Hpdavesrium
sasice, 6.2%% In S ggons, § Aredeney and S Jondon were
seritive to thse antibiotics.
lh-zmddmmdmﬁdnh_hl_d-ﬂ
Ad dles tn A ) Health, of the UAEM (14], and the ser-
mmwwmmdwm
and Sck 1l ¥, Mezico. Mere than 2500 ser-
md“hmmm,hrnwm.
scientists know very little about most of them (17 21, Less thas 100

al3GT2 Barwilly g Froeen row
a6GT3 Enterttidis Bos taunn Cow teoes
39GTI Typhimurium
TCC
GMTTI  Typhimurk Homo sap Host tisue
19612 Typhirmmunam HomD sageem Clrucal
asSGT2 Newport Equire Stood

Fig 2 PMylageesic ve
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Table 5
Mistativas outside (he QROR region.
Bdinnd Munatives enside (he QRIS regions (540.600 a0) Mumathons
ATaC i or L Y
A3GT2 VILSHOGYVEYQFLTDYEAQHAGGKGES AARIKEEDFIHLLVANTHDTIR CFSSRGHLY
JGTY VILSHOGY VEYOM TOVEAQUAGG KCESAARIREEDFIDRLLVAN THUTILCHSSRORLY
%G1 VTLSHOGYVEY QML TOYFAQRAGGRGRSAARIKEEDFIDRLLVANTHDTILCFSSRGALY
oM Vi VEYQILTD AARIEEDPINALLVANTHDTOLCFSSRGRLY
19612 VTLEHQGYVEYQPLTOYEAQ ARIREEDFINALLVANTHDTILCFSSRGRLY
scr2 VILSHOGYVRY QMDY EAQUAGO KCSSAANBEEDFIDRLGVANTHOTILCFSSRGALY LES82G

mypummlfammhnmmhnlmulw: Serotyping bas been
the core of public health g of 4 for over 50
years, The Salmonella serotyping system classifies isolates on the basis
of the immunological reactsons to cell surface antigens, specifically to
the somatic O und the two varlably expreswed flagellar H antigens,
denoted HI and H2 [19.20], Researchers now use DNA testing to fur-
ther divide each serotype into more subtypes in order to be able to
detect more outhreaks,
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of quinolone resi determining regions (QRDRs)

Al vix strains were tested for in the quinol i
determining region (QRDR) of the gyrA gene. Two mutations in Ser83
were detected In the six serains tested, one bolate was resistant 10
qﬁnothsznomlme Tbenmplamedmmcml
study showed differ and si pared to the results ob-
tatned by Talavera-Rojas. 1n the present study, mutations at codon S43
were observed in two isolates (39GT1; 19GT2), These mutations were
not observed in the same isolates that showed ioas in the study
performed by Talavera-Rojas [22]. la addition, the mutations in S83
were replaced by phenylasanine and tyrosine. The mutation in D87 was
replaced by aspagina (1GMTTL ) These mutations are commaonly found
In the QROR region, (Table 4). The mast abundant QRDR mutation
identified in the present study was an alteration in Ser83Leu of gyrA
[23] Similar results have been found in studies performed in other
mmriu, such as Spasn, Koees, md the United Kingdom, Involving

lla strains belonging to %, Including agona,
hreney, ng and chal Fig 1 tmlhempllﬁn
than o(meQRDﬁ rogion. Fig Zlbovnmc phylogenetic position of the
o ined by the sq 1g of this region. Differences in
dmmwmwmnumumdmpmm
and sequencing, These differences showed that sequencing is an accu-
rate and effective method for this type of study.

The resistance of Safmenelln to guinol

i has been | ing in
recent years due 1o the e use of Auaroquinol Inbothhumun
and inary medicine. A

ch in South Africa has studied
Salmonella enreniridis strains isolaced in that country and found 16 dif-
ferent S enrerica serovars, of which the most frequent are anatam,
enteritides and hadlar |24). The study of the QRDR region has shown

that the resistance of Safmonella to f quinal is & very (mpy
public health issue
3.2 Anailysis of guimok il iming regions (QRDRs)

Three polymorphismy were observed in the QRDR of gyrA in
ﬂnwuqmnnlmmlum isolates (S83F, DEYN, and SE3Y). OF the six
remaining 1l sl one sh ‘palymotpb—
tmuomﬂde!heORDn(Lsm).:' quinal kill Sal PP
by binding to DNA gyrase and causing double-stranded breaks in DNA
(4], DNA gyrase consisis of two A and two B subunits encoded by the
gyrase A (gyrA) and gyrase B (gyrB) genes, respectively. The interaction
between flucroquinolonss and DNA gyrase takes place In a conserved
region of gyrA (codons 74 to 113 [32]) and gyrB (codons 500 to 538
[25-277) kmown as the quinolone resistance-determining region

(QRDR). Resistance to fluaroquinolone is frequently conferred to Sal-
mlhwp.bymmnomm:heonnknlml\wmn In these or-
e fluoroguinol has been shown to be asso-
nn:d most frequently with alterations in gytA [25). Our studies have
shown that amino acld substl g In the quinal e
sistance-determining region of gyrA (ORDR-A). mainly clustered in
codans 83 and 87, account for up to 50% of the mechanisms that coafer
FQ resistance to Salmanella.
mmdmolmepmenlmady-umluwlhmmmdby
other studies an this subject (29,30, , amsino acid substi
occurring In the quinolooe resistance-determining region of Gyr8
(OIDR -B) have o weaker and largely unclear relationship with FQ re-
In Safmomnell, ions caused by amino acid substitutions in
2¥TA, from serine to phenylalanine ot codon 83 (S83F), and from as-
prﬁ:mdmnmglm(hﬂ?N),glydu(N?G)ummhelmu
codan 87, are frequently observed (3,21 ]. M |
with double mutations at both codons B3 and 87 (gyrA-SS3IF-DSTN)
Mbmwcﬁmlymldwhhhwlwdsdmm
! g ciprofloxacin (CIF) (42}, Our results
showed a P ge close 1o 33%, including the straing
39GT1 and 1GMTTL.

‘The present study analyzed the polymorphism outside the QRDR
region of the SGT2 strain, which corresponds (o S. amatim (Table 5),
Few studies have analyzed the i ide the QRDR region.

we i P to study the relationship between
mutations in this region and resistance 10 quinobones. Polymarphisens
outside the QRDR could also predispose to resistance to fluor
oquinolone, but any in vitro study should give prioeity 1o the evaluation
of polymoqillum wil.hln the QRDR, specifically in gyrA [50]. At pre-

went, drug i is fi d in most parts
ddurwoﬂd.mdthmnufmimmhulmm»edmsfkmﬂy
H {s have b the

dmyofcholcefwﬂleuunmsnnfxvmswnmﬂnmfsﬁm The
sy dmﬂmmmemwmmupmmﬂm
about the tw f)

o)

4. Conclusions

The high freg af Sal Al l has
clearly emerged as wdoul puhlic health pmhkm 'nu uudy of the
ivas and the detection of the larget gyrA gene within and outside
the QRDR region in strains resistant to Auoroquinolones of S. agona, S
anatum, S, Bredeney, S choleraesuls, 5. enteritidis, and 5. emtericidis, (so-
Isted from pigs showed the highest proportion of mutations in S&3F
(16.6%), S83Y (16.6%) followed by DS7N (16.6%). Further studies are
required on the minimal inhibitory and molecular data in
order to identify specific resistant strains. More research should focus
on the study of mutations inside and outside the QRDR.
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VIII. DISCUSION GENERAL

En la década de los 90°s, en Europa, fue donde se identifico la aparicion y propagacion
de cepas altamente resistentes de Salmonella entérica serovar Typhimurium tipo fago
DT204, a las fluoroquinolonas y en la actualidad vuelve a ocurrir en varios serotipos, tales
como Typhimurium, Choleraesuis o Schwarzengrund. Por lo tanto, la resistencia a las FQ
que se observa en cepas de Salmonella es el resultado de la acumulacion de varios
mecanismos bioquimicos, la cooperacion entre ellos y la inclusién de varios eventos
genéticos (Velge et al., 2005; Siebor y Neuwirth, 2013).

Entre 2003 y 2005 se analizaron 2,893 muestras fecales de pacientes con diarrea, 5,334
muestras de carne de pollo, cerdo y res, y 1,882 muestras de intestinos de pollo, cerdo y
bovino en rastros. Se aislo Salmonella no Typhi en 12.8% de los pacientes con diarrea. Los
dos serovares mas frecuentes en estos Gltimos fueron Typhimurium (22.2%) y Enteritidis
(14.5%). EI primero se encontro en los tres tipos de animales y sus carnes crudas, siendo el
cerdo el reservorio principal (10.2% de todos los serovares aislados en este animal), seguido
por bovino (6.8%) y pollo (4.6%). S. Enteritidis se aislé casi exclusivamente de pollo (11.9%
de todos los serovares); en bovino y cerdo, el aislamiento de este serovar apenas alcanzo el
0.1%. En un estudio previo demostraron, mediante la técnica de electroforesis de campos
pulsados, que las cepas de S. Typhimurium y S. Enteritidis, aisladas de nifios con diarrea en
el estado de Yucatan, eran genéticamente idénticas o muy relacionadas con aquellas aisladas

de las carnes crudas.

En el Estado de México se han abierto lineas de investigacion y estudios
epidemioldgicos del uso y resistencia de diferentes antimicrobianos (Talavera y Vazquez,
2008), realizaron un analisis para identificar mutaciones en el gen gyrA relacionadas con
quinolonas en Salmonella spp., a través de la secuenciacion completa del gen gyrA, que
incluye la region QRDR Yy el andlisis filogenético, con muestras de aislados de canales de

cerdos de cuatro rastros del Estado de México.
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El resurgimiento de la salmonelosis transmitida por los alimentos se considera
determinante para declarar una crisis de salud publica; en las Gltimas dos décadas se ha
encontrado que la reparacion de los mecanismos genéticos y evolutivos permite la répida
adaptacion y la supervivencia de estos patdgenos. Los serotipos de Salmonella no tifoidea
son la causa principal de la aparicion de esta enfermedad aguda transmitida por los alimentos
en todo el mundo.

Pocos paises en desarrollo tienen sistemas de vigilancia de patdgenos transmitidos por
los alimentos, y ninguno de estos integra datos de los seres humanos, animales y alimentos.
En México se implementd un sistema de vigilancia de la cadena alimentaria en 4 estados para
Salmonella spp. Los resultados mas significativos fueron:

1) Altos indices de contaminacion de la carne (21,3% -36,4%).

2) Altas tasas de resistencia ante ceftriaxona (S. Typhimurium en pollo, seres humanos
enfermos y cerdos (77,3%, 66,3% Yy 40,4% respectivamente).

3) La aparicion de resistencia a la ciprofloxacina en S. Heidelberg (10.4%) y en S.
Typhimurium (1.7%) en los cerdos. Una fuerte asociacién entre Salmonella spp. y la

contaminacién de la carne.

La infeccion asintomatica de Salmonella spp. se observé solamente en el estado con el
nivel de pobreza mas bajo (Pearson r = 0.91, p <0.001) (Zaidi et al., 2007; Zarkin et al.,
2008).

La investigacion relacionada con los programas de vigilancia se centra en determinar
el mecanismo que conduce a la resistencia, por lo general, se agrupan en tres categorias:

1. Lainactivacion del agente antimicrobiano.

2. Eflujo, cambios en la permeabilidad o transporte del antimicrobiano.

3. Por modificacion o sustitucion de la meta de los antimicrobianos.

Los objetivos principales de las quinolonas difieren en bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas (ADN girasa y topoisomerasa IV, respectivamente). Modificaciones a ambos

objetivos resultan en la resistencia a las quinolonas.
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Como se mencion0 anteriormente, las bombas de eflujo de multiples farmacos estan
implicadas en la resistencia a diferentes antibioticos, incluyendo las quinolonas.

En 1973 aparecio la primera publicacion de investigadores mexicanos relacionada con
laresistencia a los antibi6ticos en bacterias que pueden causar cuadros diarreicos o sindromes
de fiebre entérica (fiebre tifoidea); se analizaron la resistencia a los antimicrobianos
de Salmonella Typhi, patdgeno responsable durante 1972 de miles de casos durante una
epidemia de fiebre tifoidea que afectd principalmente los estados centrales de la Republica
Mexicana (Olarte y Galindo, 1973). En 452 de 493 (91,7 %) cepas de Salmonella Typhi
analizadas se encontrd resistencia a cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina y a las sulfas.
En 1989, Santos et al., reportaron los resultados in vitro de la sensibilidad
de Shigella spp., Salmonella spp. y E. coli en aislamientos provenientes de pacientes
internados en un hospital pediatrico en la ciudad de México a lo largo de tres décadas: 1960,
1970 y 1980 (Santos et al., 1989). Los resultados mostraron una resistencia en aumento a los
antibiéticos mas comdnmente utilizados como la ampicilina y una disminucion de la
resistencia a la furazolidona.

Por otra parte en 2007 y 2009 se reportd el surgimiento y la diseminacion de un
patdgeno entérico multirresistente, Salmonella Typhimurium, por la produccion de una
betalactamasa de tipo AmpC (Zaidi et al., 2007).

Las mutaciones asociadas con la resistencia a quinolonas en S. enterica se encontraron
inicialmente en una regién denominada QRDR, es una region especifica del gen gyrA que
codifica la subunidad A de la girasa, que es el objetivo principal de las quinolonas. Esta
regién QRDR fue denominada como la regidn de resistencia a quinolona (Capoor et al., 2009;
Walther-Rasmussen y Hgiby, 2011).

En el gen gyrA, la QRDR se encuentra entre los aa Ala67-GIn106, los residuos Ser83
y Asp87 son los modificados con mayor frecuencia en cepas resistentes al acido nalidixico,
y modificaciones de estos dos aa se combinan a menudo en las cepas resistentes a las FQ.
Hasta la fecha, las sustituciones a Tyr, Phe o Ala se han identificado en el cod6n 83, y para
Asn, Gly, Tyr o Lys en el codon 87. Los aislados que llevan estas diferentes sustituciones en

los codones 83 y/o 87 muestran diferentes niveles de sensibilidad disminuida a las
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quinolonas. Esto puede ser debido a los mecanismos de resistencia adicionales, pero también
es probable que diversas sustituciones en el mismo codon diferencialmente alteren la unién
de las quinolonas para el complejo ADN-girasa (Saleh et al., 2014).

También se puso de manifiesto experimentalmente que la naturaleza de las moléculas

de FQ han utilizado selecciones que determinan los espectros de la mutacion gyrA (Jiang et
al., 2014) la region mas probable seleccionada por la enrofloxacina, para la sustitucion es la
Ser83Phe, mientras que la seleccion del ciprofloxacino es la Asp87Gly. Otros codones mas
raramente encontrados y sustituidos en cepas resistentes incluyen Gly81, Ala82, Ala67, o
incluso Alal19 fuera del QRDR (Toboldt et al., 2014).
En Salmonella y otras bacterias Gram-negativas, la topoisomerasa 1V, cuyos genes parC y
parE son, respectivamente, homdélogas a gyrA y gyrB; se considera un objetivo secundario
para quinolonas. Esto significa que se espera que las modificaciones de mutacién de esta
enzima se produzcan solo en cepas que ya poseen una girasa mutada. Las mutaciones de
resistencia a quinolona en el parC generalmente ocurren en los codones Ser80 o con menos
frecuencia en los codones Glu84, que son homologos, respectivamente, a los codones Ser83
y Asp87 de girasa (Afzal et al., 2013; Dahiya et al., 2014).

En un reciente estudio de algunos aislados con una mutacion en ambos gyrA y parC
se presentaron como mas susceptibles que los aislados con una mutacion en gyrA sola (Bae
et al., 2013). Otro estudio informé que algunas cepas de Salmonella llevan una mutacion en
el parC, y que su gen gyrA era de tipo salvaje. Sin embargo, se hizo evidente que el cambio
de un aminoéacido en Thr57Ser del parC encontrado en estos estudios, hacia probable que no
participara en la resistencia a quinolonas (Kim et al., 2011). Esto fue mas bien el resultado
de una divergencia genética entre el gen parC de S. entérica serovar Typhimurium y el gen
parC de otros serotipos como serovar Schwarzengrund o serotipo Hadar. Recientemente,
sustituciones en el parC también fueron descritos, entre los que aparece Ser458Pro (Lin et
al., 2009).

El genoma de Salmonella consiste en una variedad de elementos genéticos moviles
que han desempefiado un papel en la evolucion de este patdgeno. Muchos determinantes de

virulencia de este organismo residen en un verdadero surtido de profagos, integrones, islas
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de patogenicidad y plasmidos, y la evolucién de la Salmonella en un patégeno ha estado
marcada por la adquisicion de estos elementos que contribuyen a la capacidad de virulencia
de este organismo. El andlisis de la secuencia completa del genoma de Salmonella
Typhimurium LT2, ha llevado a la conclusion de que muchos bloques de genes han sido
adquiridos por transferencia horizontal, desde la divergencia de este organismo a partir de E.
coli hace unos 100 millones de afios (Choe et al., 2014).

Salmonella Typhimurium LT2 tiene cuatro genomas de fagos funcionales: P2-como
Fels-2, y klike Fels-1, Gifsy-1, y Gifsy-2. Estos profagos responden al estrés de DNA por
escision y la replicacion. En algunos casos, la escision de un profago, como Gifsy-2 a partir
del genoma de S. Typhimurium, resulta en la atenuacion de la infeccion sistémica (Kropinski
et al., 2007; Stominski et al., 2007; Pang et al., 2013).

Los aislados clinicos humanos mas comunes son Salmonella enterica serotipos
Typhimurium (S. Typhimurium) y Enteritidis (S. Enteritidis) en individuos
inmunocompetentes, NTS y estan asociados con la gastroenteritis, una infeccion localizada
del ileon terminal y el coldn que se manifiesta con fiebre, diarrea y calambres intestinales.
Sin embargo, una violacion de las funciones de la barrera de la mucosa en individuos
inmunocomprometidos puede resultar en el desarrollo de una bacteremia que puede amenazar
la vida.

Salmonella es un patdgeno intracelular facultativo que, dependiendo del serotipo y
hospedero, puede causar enfermedades que van desde la gastroenteritis a la fiebre tifoidea.
Por ejemplo, Salmonella entérica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), al inicio de la
enfermedad normalmente se limita a la gastroenteritis en los seres humanos, causa
enfermedad sistémica en ratones por lo que se ha utilizado como modelo animal de la fiebre
tifoidea. Infecciones por Salmonella generalmente se adquieren por la ingestion de alimentos
0 agua contaminados. En la enfermedad sistémica (fiebre tifoidea), después de la ingestion,
las bacterias sobreviven al pH acido del estdbmago, colonizan el intestino a través de las placas
de Peyer y penetran en la barrera del intestino (células epiteliales especializadas). A partir de
ahi, se difunden a los ganglios linfaticos mesentéricos locales y luego al bazo y el higado a
traves de las células fagociticas (Shi et al., 2012).
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El género Salmonella consta de dos especies: S. enterica y S. bongori ambas especies
tienen la capacidad de invadir las células hospederas debido a la presencia de islas de
patogenicidad 1 (SPI1), pero s6lo S. entérica serovar enterica tiene la capacidad de
propagacion sistémica debido a la presencia de islas de patogenicidad 2 (SPI12) (Buckner et
al., 2011).

Sin embargo, Salmonella es muy variable y sélo algunas formas son
caracteristicamente patdgenas Salmonella es el microorganismo mas conocido en gran parte
del mundo, por su capacidad de causar intoxicacion alimentaria en humanos. Cuando
Salmonella pasa por la cadena alimentaria, desde uno de los animales domeésticos, los seres
humanos pueden llegar a ser hospederos accidentales, causando enterocolitis por lo general
a corto plazo, llamada salmonelosis.

En EE.UU., se tiene un estimado de 1.4 millones de casos, lo que resulta en 17,000
hospitalizaciones y cerca de 600 muertes cada afio (Mettee et al., 2013).

El serovar Typhimurium fue durante muchos afios el serotipo aislado con mayor
frecuencia a nivel mundial, y la propagacion de la DT104 clon multirresistente es un
importante problema de salud publica (Lin y Hamme li, 2014). Sin embargo, en los ultimos
afios, serovar Enteritidis ha superado en numero a Typhimurium en la Unién Europea y
muchas otras areas (Peters et al., 2007).

Salmonella induce generalmente gastroenteritis benigna, pero también puede ser un
agente etiolégico de infecciones graves: septicemia, infecciones del tracto urinario,
osteomielitis, pericarditis, miocarditis y peritonitis; enfermedades de los Organos
locomotores son poco frecuentes.

El costo de la resistencia a quinolona causada por mutaciones de la topoisomerasa, se
ha estudiado en P. aeruginosa, Salmonella spp., Shigella flexneri, E. coli, y A. baumannii.
Es de importancia epidemioldgica investigar estas mutaciones y la persistencia de las
bacterias resistentes a las quinolonas, para implementar estrategias y tratar y prevenir la
propagacion de cepas resistentes, antes de que se conviertan en poblaciones bacterianas
estables. Por el contrario, el alto nivel de resistencia a la ciprofloxacina en los mutantes de S.

enterica se asocia con los costos de acondicionamiento fisico.
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El costo bioldgico de la resistencia a quinolonas difiere entre especies bacterianas y
depende del nivel de resistencia y el nimero de mutaciones de resistencia; mutantes
altamente resistentes con multiples mutaciones muestran un nivel significativamente menor
de la aptitud de las cepas de tipo salvaje. Sin embargo, para los bajos niveles de mutantes

resistentes en cuanto a mutaciones individuales, el costo depende de la especie bacteriana.

En ausencia de evidencia de la evolucion compensatoria de estos costos de
acondicionamiento fisico, puede dar cuenta de la falta de aparicion y difusion de alta
resistencia de clones de S. enterica. Por otra parte, Salmonella spp. resistente a las quinolonas
por lo general contienen mutaciones puntuales cromosémicas que dan lugar a alteraciones de
la subunidad A de la ADN girasa.
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IX CONCLUSIONES GENERALES

El nimero de Salmonella spp. encontradas en diferentes rastros del Estado de
Mexico, a partir de la clasificacion por métodos serologicos, demostro la
existencia de este tipo de bacterias en los canales de cerdos, 52.3% de 86
aislamientos fueron tipados como Salmonella Typhimurium, mientras que los
aislamientos restantes (48.14%, n = 50) fueron Salmonella spp.

Las mutaciones encontradas dentro de la region QRDR en Salmonella spp.
(S83F y F83Y) coinciden con la presencia de resistencia a quinolonas de estas
bacterias. Se corrobora lo reportado por varios autores en otras regiones del
mundo.

La mutacién (L582G) encontrada fuera de la regiéon QRDR en Salmonella spp.,
corresponde especificamente a S. newport y coinciden con la presencia de
resistencia a quinolonas de esta bacteria. Este nuevo reporte contribuira a la
generacidn de nuevos conocimientos acerca de los mecanismos moleculares de
resistencia a quinolonas de Salmonella spp.

El analisis de los datos a través de un arbol filogenético de Salmonella spp. del
Estado de México, nos permite concluir que la serotipificacion hecha por
técnicas seroldgicas (S. agona) no coincide con la tipificacion realizada por

técnicas moleculares (S. newport).
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