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Resumen

El aumento en laresistencia a los antibioticos observados entre los miembros de la
familia Enterobacteriaceae de importancia clinica como Salmonella enterica, ha
propiciado la reincorporacion de antimicrobianos en desuso como la colistina,
antibiético de ultimalinea de defensa ante bacterias multirresistentes; sin embargo,
el uso desmedido de este antibidtico como promotor de crecimiento en la industia
animal ha favorecido el desarrollo de bacterias resistentes a la colistina. En el afo
2016, se reportd por primera vez un gen de transmision horizontal mediado por
plasmidos denominado mcr-1, el cual codificaunafosfoetanolaminatransferasaqué
confiere resistencia a la colistina. Desde entonces, se han reportado 10 diferentes
variantes del gen mcr alrededor del mundo (mcr-1 a mcr-10), lo que representa un
importante problema de salud publica. En este trabajo se desarrollé de un protocolo
de 3 PCR duplex, capaz de detectar las seis variantes mas prevalentes del gen mcr,
reportados en S. enterica (mcr-1, 2, 3, 4, 5y 9). Esta herramienta se implementd
para evaluar la prevalencia y diversidad del gen mcr en 88 aislamientos de S.
enterica pertenecientes al programa de monitoreo permanente de S. enterica con
potencial zoonotico del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro de muestras de productos
avicolas, ademas de implementar ensayos para la deteccion de la expresion
fenotipicaa través de ensayos de microdilucion en caldo, donde la CMI mas alta fue
de 2 pg/ml en 12/88 de las cepas, representada en un 91.6% por el serotipo
enteritidis. Ninguna de las cepas de S. enterica fue positiva para la presencia del
gen mcr. El establecimiento de esta estrategia permitird el monitoreo de S. enterica
resistente a colistina en muestras ambientales, zoondticas y clinicas.

Palabras clave: PCR multiplex, mcr, Salmonella enterica, colistina.



Abstract

The increase in antibiotic resistance observed among clinically significant members
of the Enterobacteriaceae family, such as Salmonella enterica, has led to the
reintroduction of previously disused antimicrobials like colistin. Colistin serves as a
last-line defense antibiotic against multidrug resistant bacteria. However, the
excessive use of this antibiotic as a growth promoter in the animal industry has
contributed to the development of colistin-resistant bacteria. In 2016, the first
horizontally transmitted plasmid-mediated gene called mcr-1 was reported. This
gene encodes a phosphoethanolamine transferase that imparts resistance to
colistin. Since then, 10 different variants of the mcr gene have been reported
worldwide (mcr-1 to mcr-10), posing a significant public health issue. In this study, a
protocol for 3 differentduplex PCR was developed to detect the six most prevalent
variants of the mcr gene reported in S. enterica (mcr-1, 2, 3, 4, 5, and 9). This tool
was implemented to assess the prevalence and diversity of the mcr gene in 88 S.
enterica isolates from the ongoing monitoring program for potentially zoonotic S.
enterica at the Laboratory of Molecular Microbiology, Faculty of Chemistry,
Autonomous University of Querétaro. The samples were derived from poultry
products. Additionally, assays were conducted to detect phenotypic expression
through broth microdilution tests, where the highest MIC was 2 pg/mL in 12/88
strains, with 91.6% represented by the Enteritidis serotype. None of the S. enterica
strains tested positive for the presence of the mcr gene. The establishment of this
strategy will enable the monitoring of colistin-resistantS. entericain environmental,
zoonotic, and clinical samples.

Key words: multiplex PCR, mcr, Salmonella enterica, colistin.
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1 Introduccidn

El aumento en el aislamiento de microorganismos multirresistentes a los
antibiodticos, a partir de muestras clinicas, ambientales y zoonéticas representa un
importante problema para la salud publica (Gargano et al., 2021). Entre estos
microorganismos, destacan los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
bacterias Gram-negativas que poseen una membrana exterior formada por
proteinas, fosfolipidosy lipopolisacaridos que les confieren unabarrera a algunas
moléculas, como los antibiéticos (J. Li et al., 2020). Ademas, Enterobacteriaceae se
ha caracterizado por su alta tasa de resistencia a antibiéticos, ya sea desarrollando

o adquiriendo mecanismos genéticos de resistencia (Aghapour et al., 2019).

Elaumento en laresistencia a antibioticos ha provocado que los antimicrobianos de
primera linea pierdan su eficacia, dejando de ser una opcion viable. En
consecuencia, se han desarrollado nuevas generaciones de antibidticos o la
modificacidén quimica de los ya conocidos (Aghapouret al., 2019); sin embargo, el
uso indebido, la falta de finalizacién de los tratamientos y diagndsticos inadecuados
son sefialados como principales responsables del incremento en la resistencia a
antibioticos de ultima linea como el carbapenem, imipenem, vancomicina, entre
otros (Mohapatra etal., 2021). Actualmente se buscan alternativas que permitan
controlar a estos patdgenos,ya que se calculaque, para el 2050, la RAM ocasionara
la pérdida de diez millonesde vidas cada afio. Esto generara un impacto econémico
global que se estima en alrededor de $100 billones de dolares (Gordillo-Altamirano
& Barr, 2019).

Una opcién antimicrobiana para el tratamiento de enfermedades causadas por
Enterobacteriaceae presentando un auge importante en afios recientes,
principalmente en casos de bacterias MRA es la colistina (Rau et al., 2020). La
colistina (polimixina E) fue retirada de la practica clinica alrededor de 1970, al
mostrar efectos adversos como neurotoxicidad y nefrotoxicidad (Mendes-Oliveira
et al., 2019). Los riesgos del uso de la colistina son conocidos; sin embargo, estos

pasan a un segundo plano cuando este antibidticorepresenta el tltimorecurso para
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combatir a los microorganismos MRA (El-Sayed et al., 2020). EI mecanismo por el
gue actla la colistina se atribuye a la carga positiva de su estructura quimica,
permitiéndole verse atraido electroestaticamente al lipido A en los lipopolisacéaridos
(LPS) de la membrana externa con carga negativa, provocando desestabilizacion

de la membrana, fuga de contenido citoplasmico y lisis celular (Ling et al., 2020).

Hasta hace algunos afios, la resistencia a la colistina era dada a través de
mecanismos de resistencia transmisibles nicamente de manera vertical, por lo que
la preocupacion de diseminacion a otros géneros se consideraba baja (Moffattet al.,
2019). En 2016, se describié por primera vez, en una cepa de E. coli, un gen
denominado mcr-1 (mobilized colistin resistance), presente en un plasmido que
proporciona resistencia a la colistina (Liu et al., 2016). Desde entonces, se han
descrito mdultiples variantes de este gen que codifica proteinas MCR,
fosfoetanolaminas transferasas que catalizan la unién de fosfoetanolamina al lipido
A, reduciendolacarganegativadel LPS, generandoresistenciaala colistina ( Wang
et al., 2020). La preocupacion de diseminacién de este gen entre la familia
Enterobacteriaceae de relevanciaclinica, como Salmonella enterica, ha propiciado
la vigilancia epidemiologica del gen mcr alrededor del mundo; los estudios se
enfocan en identificar su prevalencia, mecanismos de transferencia y nuevas
variantes (Yinxia-Li etal., 2021). Actualmente, el gen mcr entre miembros de la
familia Enterobacteriaceae, estd diseminado en varias regiones del mundo como
Asia, Europa, Norteamérica, Africa y el Medio Oriente (Mmatli et al., 2022). En
México, existe poca informacion acerca de este gen; por ejemplo, en animales, en
el 2018y 2019, se reportd la presencia de mcr-1 en E. coli proveniente de muestras
fecales de cerdos (Garza-Ramos et al., 2018; Rodriguez-Santiago et al., 2022). En
humanos, se reporté Imcr-1 en E. coli proveniente una de muestra fecal de paciente

pediatrico oncolégico (Merida-Vieyra et al., 2019).

La escasa cantidad de reportes en México pudiera deberse a dificultades técnicas
para realizar estos estudios moleculares en los hospitales. Por esta razon, el

desarrollo de ensayos moleculares para la identificacion de genes de resistencia
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que brinden informacion rapida, precisa, y sensible es de vital importancia en los
laboratorios clinicos y hospitales. Unatécnica molecularpara la busquedade genes
mcr podria ayudar a identificar la prevalencia de estos en el pais, lo que serviria
para latoma de decisionestanto clinicas para la eleccion del tratamiento ideal como
epidemiolégicas para evitar su diseminacion. Por consiguiente, el objetivo de este
trabajo fue desarrollar y estandarizar un ensayo de PCR multiplex para detectar la
prevalencia y diversidad de determinantes genéticas del gen mcr, que confiere

resistencia a colistina en aislamientos de S. enterica.
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2 Antecedentes

2.1 Resistencia antimicrobiana desde el enfoque de Una Salud.

Una Salud, de acuerdo con la definicién de los Centros de Estados Unidos para El
Control de Enfermedades (CDCP, por sus siglas en inglés) hace referencia a un
proyecto multidisciplinario, que busca trabajar en todos los niveles, con el Gnico
propoésito de mejorar la salud, resaltandola interconexion que existe entre personas,
animales, plantas, y medio ambiente (Sinclair, 2019). Para poder lograr esto, el
enfoque Una Salud requiere el desarrollo de investigaciones que abarquen atodos
los @mbitos involucrados, desarrollando entre su personal mejores capacidades
clinicas para unarapida respuesta ante los problemas que busca hacer frente éste
enfoque. De igual manera, es crucial que la toma de mejores decisiones desde la
politica de las distintas instituciones, asi como la comunicacion entre las partes
interesadas, superandolaburocraciaque estas implican (Aguirre et al., 2019). Entre
los objetivos del enfoque Una Salud, esta el atender las enfermedades causadas
por animales, la resistencia antimicrobiana, la inocuidad y seguridad alimentaria,
contrarrestar la contaminacion y cualquier otra amenaza, para la salud de los
animales, personas, y medio ambiente (CDCP, 2022).

El tener un mejor entendimiento sobre la manera en que estas amenazas ocurren 'y
se propagan, puede ayudar a la mejor toma de decisiones para beneficio de todos
estos rubros. Unade las mayores preocupaciones esla resistenciaa los antibiéticos
tanto en bacterias zoonoticas y patdogenas en humanos, que, si bien no es un
problema nuevo, en los ultimos afios ha aumentado de manera desmedida. Se
estima que la resistenciaa los antibiéticos causaaproximadamente 700 mil muertes
anuales anivel mundial, y en caso de seguirla misma tendencia en aumento como

hasta ahora, esta cantidad podria ascendera 10 millones de personas para el afio
2050 (Pons et al., 2020).

El monitoreo de la resistencia a los antibi6ticos en bacterias como Salmonella, es

de interés para el enfoque Una Salud, debido a que este es un patégeno que afecta
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la salud de humanos, animales domeésticos, fauna silvestre y el entorno en que
cohabitan (Gal-Mor, 2019; McEwen & Collignon, 2018).

2.2 Resistencia a los antibiéticos.

La resistencia a los antibiéticos, se refiere a la habilidad de una bacteria para
subsistira la presencia de un antibiético que a ciertas concentraciones inactivarian
a otras de la misma especie (Alos, 2015). Los antibioticos realizan una interaccion
o alteracion de algun objetivo especifico esencial para la vida de la bacteria (Wright,
2010). La resistencia ocurre cuando alguno de estos mecanismos ya no tiene este
efecto sobre la bacteria. A grandes rasgos podemos englobar los diferentes
mecanismos de resistencia a los antibiéticos en: bombas de eflujo, inactivacion del
antibiético mediado por enzimas, inmunidad adquirida por competencia de
receptores y cambio en la conformacion del sitio de accion mediado por enzimas
(Reygaert, 2018).

Las bombas de eflujo son capaces de expulsar del interior de la bacteria al
antibidtico presente, evitando que este llegue a una concentracion letal para si
misma (Blanco et al., 2016). Aunque estas bombas de eflujo no signifiquen siempre
resistencia a los antibidticos, su asociaciéon con otros mecanismos puede
aumentarla considerablemente (Tirkel et al., 2018). La inactivacion de antibidticos
por enzimas se lleva a cabo principalmente por tres tipos: las B-lactamasas, las
enzimas modificadoras de aminoglucosidos y las cloranfenicol-acetiltransferasas
(Kapoor etal., 2017). Estas pueden degradar al antibidtico por hidrolisis o
transfiriendo algun grupo quimico a la droga por medio de acetilacion, fosforilaciéon
o adenilacién, perdiendo asi su capacidad antibidtica (Reygaert, 2018). La
inmunidad adquirida por competenciade receptores hace referenciaa la produccion
de proteinas que se unen al sitio de accién de los antibidticos, evitando el enlace de
estas drogas al sitio de accién lo que lleva a la resistencia (Yu etal., 2020). Por

altimo, la resistencia puede darse por la accion de unaenzimaque modifique el sitio
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de accion del antibiotico, por la adicion de grupos quimicos, y al ser la interaccion
tan especifica, cualquier modificacion en el sitio de accion evita la union a €l, dando

como resultado la resistencia (Yu et al., 2020).

La presenciade estos mecanismosde resistencia, toman importanciaal encontrarse
cada vez mas presentes en especies de relevancia clinica, que limitan las
posibilidades de un tratamiento eficaz. A pesar de que muchos de estos
mecanismos pueden ser inherentes en algunos géneros bacterianos, la
transferencia horizontal de éstos da la posibilidad de un esparcimiento y

diseminacion de genes entre otros géneros (Lerminiaux & Cameron, 2019).

2.3 Lacolistina

La colistina (o polimixina E) pertenece a la familia de las polimixinas, esta fue
aislanda en 1947 por Koyama y colaboradores a partir P. polymyxa subsp.
Colistinus. Su uso en clinica se detuvo alrededor de los afios 70s por su
neurotoxicidady hepatotoxicidad (Aghapour et al., 2019; Garza-Ramos et al., 2018).
Durante los ultimos afos, este antibiético hatomado gran importancia debido a que
es en muchas ocasiones la ultima opcién farmacoldgica ante el combate de
bacterias MRA, incluyendo laresistencia al carbapenem (El-Sayed et al., 2020). La
accion antimicrobiana de la colistina puede ser atribuida a su estructura quimica
observada en la Figura 1, la cual esta formada por una un polipeptido de 10
aminoacidos, que se ciclan entre el aminoécido 4 y 10, al cual se una cadena
tripeptidica aciladaen su N terminal con unacolade acido graso (Bialvaei & Samadi-
Kafil, 2015).

La colistina, ante las bacterias Gram-negativas actia sobre su membrana, que se
encuentra estructurada por unacara interna de naturaleza fosfolipidicay unacara
externa de LPS (Gonzalez-Avila et al., 2021).
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Figura 1. Estructura basica de la colistina. Aminoéacidos 1, 3, 4 5, 8, 9:
acido diaminobutirico; 2, 10: L-treonina; 6, 7 D-leucina. Se aprecia un ciclo
entre los aminoacidos en la posicion 4-10. Se unen en cadena de tres
aminoacidos en la posicion 1 a un &cido graso. Fuente: tomado y
modificado de Gonzalez-Avila etal., 2021

ACIDO GRASO

El mecanismo exacto por el cual la colistinatiene un efecto antimicrobiano es ain
desconocido, pero este se atribuye a la interaccion entre la molécula catiénica de la
colistinay los LPS anidnicos presentes en la membrana externa. Estos LPS tienen
entre sus funciones limitar la penetracion de moléculas hidrofébicas, la entrada de
antibidticos de cadena larga, y proporcionar integridad y estabilidad a la membrana
externa (Bialvaei & Samadi-Kafil, 2015).

Los LPS de la parte externa de las Gram-negativas se componen de tres dominios
estructurales principales: El antigeno O, el lipido A y un nucleo de polisacaridos
(Bertani & Ruiz, 2018). La colistina, como se observa en la Figura 2 actda por un
mecanismo de dos pasos: 1) El anillo cargado positivamente interactia con el lipido
A, cargado negativamente provocando el desplazamiento competitivo de los iones
calcio y magnesio presentes en los grupos fosfatos del LPS, y cuya funcion es
brindar estabilidad a estos, 2) lo que lleva a laruptura de lamembranay por lo tanto

la muerte de la bacteria (Bialvaei & Samadi-Kafil, 2015).
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Figura 2. Accion de la colistina sobre la membrana bacteriana
externa. La molécula cargada positivamente interactia con la
carga negativa de los lipopolisacaridos de la membrana,
provocando el desplazamiento repulsivo de los cationes Ca2+y
Mg 2+ y la desestabilizacién de la membrana, y por consiguiente
lisis. Tomado y modificado de Bialvaei & Samadi-Kafil, 2015.
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2.3.1 Resistencia a la colistina

La resistencia a la colistina entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae
pudiera ocurrir por distintos mecanismos como los observados en la Figura 3. De
manera intrinseca, en bacterias Gram-negativas como Neisseria meningitidis,
Proteus mirabilis y Burkholderia spp., la activacion de mecanismos codificados
cromosOmicamente le permiten la adicion de grupos quimicos cargados
positivamente como la 4-amino-L-arabinosa, fosfoetanolamina y/o galactosamina a
los LPS de la membrana reduciendo asi la carga negativa y por consiguiente,
evitando que la colistina ejerza su accién antimicrobiana (Moffatt et al., 2019).
Ademas, la resistencia intrinseca a la colistina se ha observado por la
sobreexpresion del sistema de bombas de eflujo, la sobreproduccion de cadpsula de

polisacaridos y unicamente en P. polymyxa, se ha reportado produccion de
colistinasa (Aghapour et al., 2019).
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Figura 3. Diferentes mecanismos moleculares relacionados con la resistencia a
colistina en Enterobacteriaceae. Tomado y modificado de Aghapour et al., 2019

a

20



La mutacion de genes asociados a los sistemas reguladores de dos componentes
como prmAB, phoPQ, mgrB, y crrAB, se transfieren de manera vertical entre

miembros de la misma especie y se creia hasta hace poco que estas mutaciones
podrian ser las Gnicas causantesde resistenciaa la colistina (Anyanwuet al., 2021).

Enelafio2016, se reportd por primera vez un gen de transmision horizontal, através
de plasmidos denominado mcr, el cual codificaba una enzima perteneciente a la
familia de las fosfoetanolamina transferasas, con accion de afiadir una molécula de
fosfoetanolamina al lipido A del LPS, evitando asi la interaccién con la colistinay,
por lo tanto, causando resistencia a ella (Liu et al., 2016). Este gen se ha detectado
hasta el aiio 2020 en 60 paises alrededor de seis continentes, mostrando su rapida
diseminacion. Lo que ha alarmado a los organismos de salud publica alrededor del
mundo (Anyanwu et al., 2021).

2.3.2 Genes mcr (mobile colistin resistance)

Los genes mcr fueron identificados porprimera vez en 2016 por Liuy colaboradores,
en cepas de E. coli resistentes a la colistina provenientes de carne de pollo y
muestras humanas. Este gen denominado mcr-1, encontrado en un plasmido de
tipo Incl2, mostr6 la capacidad de transcribir una enzima relacionada
estructuralmente con la familia de la fosfoetanolaminas transferasas (Liu et al.,
2016). Estas enzimas se caracterizan por su capacidad para uniruna moléculade
fosfoetanolamina al lipido A del LPS presente en lamembrana externa de las Gram-

negativas,reduciendolacarga negativade estos, la cual es necesariapara la accion
de la colistina (Anyanwu et al., 2021).

Desde su reporte en 2016, se han reportado 10 diferentes variantes de mcr: mcr-1,
mcr-2 (Xavier et al., 2016), mcr-3 (Yin et al., 2017), mcr-4 (Carattoli etal., 2017),
mcr-5 (Borowiak et al., 2017), mcr-6, mcr-7 (Yang et al., 2018), mcr-8 (Wang et al.,
2018), mcr-9 (Carroll et al., 2019) y mcr-10 (Wang et al., 2020). Las cualestoman a

mcr-1 como la secuencia original y son asignadas basadas en la identidad de la
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secuenciade aminoacidos, en lugarde la secuenciade nucleotidos (Partridge et al.,
2018).

El andlisis informatico de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
codificadas por los mcr propone al menos tres diferentes origenes evolucionarios
de las diferentes variantes existentes de este gen y la proteina MCR que codifican.
La primera, se propone que pudiera contenera mcr-1, mcr-2, y mcr-6, que se cree
provienen del mismo ancestro, Moraxella spp. El siguiente origen evolutivo apunta
hacia Aeromonas spp. que incluiria a mcr-3, mcr-4, mcr-7 y mcr-9. El tercer camino
evolutivo, contendria a mcr-5 y sus variantes (Ling et al., 2020). El dltimo mcr
reportando, mcr-10 podria provenir de especies de Buttiauxella, ya quela secuencia
proteina es muy similar a otras fosfoetanolaminas transferasas encontradas

cromosémicamente en estas especies (Wang et al., 2020).

2.4 Salmonella enterica
2.4.1 Caracteristicas de Salmonella enterica

Salmonella es un género de bacterias moviles por medio de flagelos peritricos,
Gram-negativas y anaerobias facultativas que forman parte de la familia
Enterobacteriaceae, su clasificacion taxondmica puede observarse en la Tabla 1
(Liu et al., 2021; Parte et al., 2020) Estas miden aproximadamente de 2 - 5 ym de
largo por 0.5 - 1.5 ym de ancho. El tamafio de su genoma varia entre los distintos
serovares, que va desde 4460 a 4857 kb, conformado en un s6lo cromosoma
circular mas un plasmido de virulencia como pSLT, presente Unicamente en S.
enterica subespecie enterica (Andino & Hanning, 2015; Knodler & Elfenbein, 2019).
La clasificacién de Salmonella puede dividirla en dos grandes especies y seis
subespecies que incluyen a mas de 2,579 serovares. Las dos especies mas
reconocidas en el géneroSalmonella son S. bongoriyS. enterica. Las

caracteristicas bioquimicas de Salmonella presentan la fermentacion de lactosa,
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produccion de sulfuro de hidroégeno, oxidasa negativa y catalasa positiva. Otras
caracteristicas bioquimicas que facilitan la identificacion de Salmonella son su
capacidad para crecer en citrato, su poder de descarboxilar la lisinay de hidrolizar
la urea. Ademas de ser negativa para la oxidasa y positiva para la catalasa, junto
con la produccion de hidrégeno (Andino & Hanning, 2015).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de acuerdo con la secuenciacion del gen 16S
rRNA de Salmonella enterica.*

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella
Especie Salmonella enterica

*Fuente: List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature (LPSN, consultado el 24 de febrero
2022. Parte et al., 2020)

Salmonellaenterica puede encontrarse en parte como reservorio naturalen aves de
corral, ganado, reptiles y cerdos. Al estar S. enterica estrechamente relacionadacon
los productos frescos derivados de estos animales, el medio principal por el cual se
adquiere la infeccion en humanos se debe al consumo de carne cruda o
contaminada,leche,huevos, pescados u otros productos infectados (Li et al., 2016).
De igual manera, esta llega a afectar a la industria animal; solamente en Estados
Unidos, en la industria relacionada con la comercializacion del cerdo y sus
productos, se han reportado pérdidas por mas de $3.7 billones de dolares al afo
(Bearson, 2022).
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2.4.2 Salmonelosis en humanos

La S. enterica es capaz de provocar una enfermedad denominada salmonelosis,
que se caracteriza por presentar signos y sintomas muy parecidos a otras
gastroenteritis que podrian ser fatales en poblacion vulnerable como los nifios,
ancianosy personas inmunosuprimidas. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), Salmonellafiguracomo unade las cuatro razones principales

de enfermedades diarreicas a nivel mundial, impactando 550 millones de personas
al afio (OMS, 2018).

La alta prevalencia de S. enterica puede deberse a su presencia en animales,
humanos, ademas de encontrarse en el medio ambiente. S. enterica invade el
epitelio intestinal en el ileon y el colon poco después de la ingestion, causando
gastroenteritis neutrofilica o diseminandose a sitios sistémicos causando sepsis. Al
crecer de manera intracelular, la resistencia antimicrobiana puede darse de manera
intrinseca, ademas de la pequefia posibilidad de una colonizacion cronica (Knodler
& Elfenbein, 2019). Aunque la salmonelosis puede presentarse con signos y
sintomas en varios grados de severidad, los casos mas leves no requieren de
tratamiento antibiético, ya que la enfermedad tiene caracteristicas autolimitantes. El
tratamiento con diferentestipos de antimicrobianostomaimportancia principalmente
cuando la infeccidn ocurre en pacientes vulnerables. El tratamiento comin para S.
enterica, tanto en humanos como animales incluye a los antibiéticos de las familias

de las quinolonas, beta-lactamasas, aminoclucésidos, tetraciclinas y el
trimetoprim/sulfametazol (Gargano et al., 2021).

Diferentes estudios epidemiolégicos han demostrado la presencia cada vez mayor
de cepas de S. enterica MRA, con perfiles de resistencia que involucran a las
cefalosporinas, quinolonas, tetraciclinas, ampicilinasy sulfonamidas en diferentes
grados (Parry & Threlfall,2008). La deteccién oportunade la salmonelosis,asi como
conocer su perfil de resistencia puede ser de gran importancia, mejorando asi el
prondstico del paciente.
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2.4.3 Genes mcr en Salmonella enterica

Desde el primer reporte del gen mcr encontrado en un plasmido transmisible
horizontalmente en E. coli en el afio 2016, la busqueda y monitoreo de su
diseminacion alrededor del mundo, especialmente entre los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, tanto en estudios retrospectivos, como actuales ha ido
incrementando debido a la presencia cada vez mayor de cepas MRA (Ling et al.,
2020).

Hoy en dia, existe preocupacion de la diseminacion de mcr entre el género
Salmonella, un importante patbégeno zoonético, con potencial de causar infecciones
en humanos a través de la cadena alimenticia. Si bien, el uso de colistinano es
comun en el tratamiento de Salmonella, la resistencia de los antibioticos de primera
eleccidén como cloranfenicol, trimetoprima/sulfametazol, ampicilina, y amoxicilina ha
llevado al uso de alternativas como fluoroquinolonas y cefalosporinas de amplio

espectro como la ceftriaxona, pero también han mostrado resistencia (Lima et al.,
2019).

No obstante, la preocupacion principal de la presencia de genes mcren Salmonella,
es la posibilidad de su diseminacién horizontal a otros géneros entre la familia
Enterobacteriaceae (Lima etal.,, 2019). Hasta el dia de hoy, los reportes de
diferentes clases de mcr en Salmonella haaumentado, siendo las méas detectadas:
mcr-1 (Li et al., 2016), mcr-2 (Garcia-Graells et al., 2018), mcr-3 (Yin etal., 2017),
mcr-4 (Carattoli et al., 2017), mcr-5 (Borowiak etal., 2017) y mcr-9 (Carroll et al.,
2019).

Si bien es cierto que la mayoria de los aislamientos de Salmonella con presencia
del gen mcr son provenientes de la industria animal, su deteccion en muestras
clinicashumanastambién se hareportado. En Estados Unidos, mcr-3 fue detectado
en una muestra de coprolégicas humanas, proveniente de un paciente con
gastroenteritis (Yin et al., 2017). En el mismo pais, mcr-9 fue detectado de una

muestra de sangre humana en una cepa de S. enterica serotipo Heidelberg
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(Abdullah etal., 2021). De la misma manera, en China, en la provincia de Juangsu
se aislaron 8 cepas de pacientes con gastroenteritis, positivos al gen mcr-1 (Liu
etal.,, 2021). En Europa, el analisis retrospectivo in silico de secuencias de
Salmonella provenientes de muestras clinicas humanas, detecté mcr-1 en 10
aislamientos obtenidos entre el afio 2012-2015 (Doumith etal., 2016).
Adicionalmente, Italia ha sido uno de los paises con mayor reporte de aislamientos
positivos a genes mcr. En el afio 2016, un estudio de la busqueda del gen mcr-1y
mcr-2 en Salmonellaproveniente de diferentesfuentes, mostro la presenciade mcr-
1 en 10 muestras clinicas humanas, y ningun aislamiento de mcr-2 (Carnevali et al.,

2016). Este mismo pais, reportd el gen mcr-4 y unanueva variante, mcr-4.2 en dos
pacientes con gastroenteritis (Carretto et al., 2018).

Una de las mas recientes variantes de mcr-3, fue reportada en Canadd, en una
muestra fecal humana aislada en 2013, de un paciente con antecedentes previos
de viaje al continente asiatico, la cual se denominé mcr-3.2 (Mulvey et al., 2018). La
deteccion de Salmonella con genes mcr, en pacientes con viajes al continente
asiatico no es un acontecimiento aislado. Dinamarca reportd6 10 cepas de
Salmonella de muestras clinicas con genes mcr-3 de las cuales 4 tenian historias
de viaje a Asia (Litrup et al., 2017). El gen mcr-1 es el mas reportado en Salmonella

en muestras clinicas en diferentes paises, como Portugal (Campos et al., 2016),
Suiza (Carroll et al., 2018), Colombia (Saavedra et al., 2017).

2.5 Métodos de deteccidon de resistencia a los antibiéticos.

Actualmente existen distintos métodos para evaluar la resistencia a los antibiéticos,
estos ensayos son fundamentales para elegir la mejor estrategia terapéutica para
combatir al patdgeno, asi como minimizar el uso indiscriminado de antibioticos
(Idelevich & Becker, 2019; Trinh & Lee, 2021)

Uno de los métodos microbioldgicos para evaluar la resistencia a antibiéticos son
los ensayos de difusion a través de un disco, aplicando previamente inéculo

bacteriano con unisopo estéril a toda unasuperficie de agar MH, para luego colocar
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en la superficie del agar, discos de papel filtro con antibiético preparados
comercialmente a concentraciones conocidas (ldelevich & Becker, 2019). La
interpretacion se basa en el tamafio del halo de inhibicion alrededor de cada disco,
que, dependiendo el antibiético, se clasifica como sensible, resistente o intermedio
(Reller et al., 2009). Otros métodos por difusion pueden incluiral método por de tiras
Epsilon, que permite conocer de una manera visual la CMI a comparacion de su
variante por disco (Jiménez-Pearson et al., 2019). Ademas de estos, en los ultimos
afos, los estudios de resistencia a antibiéticos mediante métodos de macro y micro
dilucién han cobrado gran importancia, ya sea utilizando agar o caldo de cultivo
(Lowman, 2018). Para llevar a cabo estos ensayos se incorpora el antibiético
directamente en el medio de cultivo en concentraciones conocidas permitiendo una
determinacion cuantitativa, que podria interpolarse de una mejor manera a la

practica clinica para unaterapia mas efectiva (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher,
2021).

Las ventajas que tienen los métodos cultivo-dependientes podrian atribuirse a un
costo bajo relativo y poca capacitacion necesaria para realizarlos, pero el tiempo
de obtencion de resultados sigue siendo la mayor limitante de estos ensayos
(Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021), ya que junto a la identificacion del
microorganismo, el resultado podria tomar de 7 a 10 dias, retrasando la terapia
efectiva, dado el requerimiento de medios selectivos, caracterizacion de colonias
sospechosas mediante pruebas bioquimicas, ademas de la serotipificacion. Tal
cantidad de manipulacién también aumenta el riesgo de contaminacion y
laboriosidad cuando se trata de un alto numero de muestras, ademas de la dificultad

de cultivo en bacterias con crecimiento fastidioso (Ratto-Tespestini etal., 2016;
Sahu etal., 2019)

Para sobrepasar las limitaciones de las técnicas cultivo-dependientes, los métodos
moleculares han tenido un auge importante. Entre estos métodos destacan la
Reaccién en Cadenade la Polimerasa (PCR)y sus variantes en tiempo real (QPCR)

y PCR multiplex, de igual manera el MALDI-TOF MS, la secuenciacion del genoma
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completo y microarreglos, que muestran mejor sensibilidad y especificidad, asi
como tiempos mas cortos para la obtencion de resultados (Wolff etal., 2021).
Aunque en principio, el costo de las técnicas moleculares podria ser su mayor
barrera de entrada a la practica clinica, se ha demostrado que la relacion costo-
beneficio que proporcionan resultados rapidos en la clinica, permiten la
administracion oportuna de la terapia adecuada, reduciendo asi la mortalidad y los
tiempos de estancia hospitalaria (Pliakos et al., 2018). De los métodos moleculares
antes mencionados, es la PCR y sus variantes, las que han sido mas adoptadas
dentro de la practica clinica, principalmente por su rapidez y alta sensibilidad que
permite tomar decisiones sobre el paciente, para evitar la administracion empirica
de antibiGticos mientras se espera conocer el perfil completo de resistencia

mediante las técnicas cultivo-dependientes (Martin-Pefia et al., 2013).

La deteccion de los genes asociados a la resistenciaa los antibioticos fuera de la
practica clinica ha demostrado ser importante para la toma de decisiones
epidemiologicas, dada su frecuente asociacion con elementos genéticos moviles
como plasmidos, integrones y elementos transponibles, que ayudan y facilitan su
difusion.Para este fin, un método molecular muy empleado es la PCR (Reaccion en
Cadenade la Polimerasa, por sussiglas eninglés), el cual que permite la replicaciéon
enzimatica del ADN, sin el uso de un microorganismo vivo, amplificando la cadena
de ADN durante varios ciclos de manera exponencial. La PCR es llevada a cabo en
pequefios tubos de reaccion en volumenes bajos, dentro de un termociclador que
oscilaen diferentestemperaturas dandolas condiciones adecuadas paraque ocurra
la amplificacion de unaregion especifica del ADN (Rahman et al., 2013). Para que
la replicacion pueda ocurrirde manera in vitro, esta requiere la presencia de ciertos
componentes como: un templado de ADN, que servirA como molde,
desoxinucledtidostrifosfatos (ANTPs) como adenina,timina,guaninay citosina,una
Taq polimerasa capaz de elongarel ADN integrando ala cadenalos dNTPs a altas

temperaturas, oligonucleétidos cebadores que se unan complementariamente auna
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region especificadel ADN a replicar, y un buffer que permita el medio éptimo iénico

y de pH para que la reaccién pueda ocurrir (Waters & Shapter, 2014).

Unaparte critica en cualquierensayode PCR es el analisisy disefio de la secuencia
de oligonucléotidos que flanquearan laregion a amplificar, los cuales debe unirse
especificamente con unaregion blanco, permitiendo a la Tag polimerasa unirsey
comenzar el proceso de polimerizacion. Durante el disefio de estos iniciadores,
deben cuidarse ciertos parametros con el fin de evitar que estos puedan hibridarse
de forma no especifica con secuencias que son similares, pero no completamente
idénticas,al ADNdiana. Asi como evitar la hibridacién entre ellos mismos (Garibyan
& Avashia, 2013). Una de las variantes de los ensayos de PCR, que ha cobrado
importancia es la PCR multiplex, que permite la amplificacion de dos o mas
secuencias de ADN, permitiendo reducir el tiempo de respuesta para obtener
resultados precisos; reduccién en el consumo de reactivos, la identificacion de
coinfecciones; ademas de mostrar una alta sensibilidad y especificidad que ofrece
la mayoria de las pruebas moleculares (Zhang etal., 2015). Una de las desventajas
gue podrian mencionarse sobre la PCR, es la facil contaminacién de la muestra
dada lo sensible que es la prueba. Ademas de la complejidad para el desefiar
adecuadamente los iniciadores de la PCR, la necesidad de datos de secuencia
previos, pudiendo identificar la presencia o ausencia de un patégeno o gen
conocido, la hibridacion de los iniciadores de forma no especifica y la posibilidad de
incorporacion de nucledtidos incorrectos por parte de la ADN polimerasa (Garibyan
& Avashia, 2013).

El método de PCR para la deteccion de resistencia antibacteriana actualmente se
utilizaen laindustriade alimentos con el fin de salvaguardarlaseguridad alimentaria
(Vandeweyeret al., 2019), tanto en la agricultura (McLain et al., 2016), como en la
produccion animal (Jribi et al., 2020). El éxito de un ensayo de PCR dependera del
correcto analisis del gen que se busca amplificar, los iniciadores especificos para la

secuenciablanco, asi como la estandarizacion de los diferentes pasos del ensayo
(Canene-Adams, 2013).
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3 Objetivos

3.1 General

Desarrollar y estandarizar un ensayo de PCR multiplex para detectar la prevalencia

y diversidad del gen mcr, que confiere resistencia a colistina en aislamientos de

Salmonella enterica.

3.2 Particulares

1.

Analizar los diferentes alelos del gen mcr y seleccionar iniciadores de PCR
para efectiva deteccion.

Disefiar y validar un ensayo de PCR multiplex capaz de caracterizar la

diversidad de del gen mcr en S. enterica.

Evaluar la resistencia a la colistina a través de ensayos fenotipicos de

microdiluciéon en caldo en aislamientos de S. enterica.

3.3 Profesionalizantes

1.

2.

Obtener conocimiento acerca de técnicas de deteccion molecular

Adquirir capacidad para la transferencia e implementacién de técnicas
moleculares.

Conocer la importancia de la participacion del profesional de salud en el
analisis de las variantes génicas de resistencia.

Desarrollar la comunicacion oral y escrita en reportes cientificos.

Trabajar interdisciplinariamente durante el desarrollo del proyecto
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4 Metodologia
4.1 Disefio

El disefio de este proyecto de investigacidon es de tipo transversal retrospectivo y

descriptivo.

4.1.1 Definicion del Universo

Aislamientos de Salmonella enterica obtenidos de productos carnicos avicolas del
afno 2016.

4.1.2 Tamafio de muestra

Cepario conformado por 88 aislamientos de Salmonella enterica del periodo 2016
pertenecientes al programa de monitoreo permanente de Salmonella con potencial
zoonotico del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Quimica de

la Universidad Autbnoma de Querétaro.

4.1.3 Definiciéon de las unidades de observaciéon

De acuerdo con la Tabla 2, se define el grupo a evaluar.

Tabla 2. Definicion de las unidades de observacion.

Unidades
de Definicion Unidad de
observaci medida
on
Bacteria Gram-negativa de Ila
familia Enterobacteriaceae, Presencia o
Salmonell : .
) caracterizadas molecularmente por ausencia del
a enterica S
la amplificacion del gen InvA y el gen mcr
16S rRNA (MINf-MINT)

4.1.4 Criterios deinclusion
a) Cepasde S. enterica del periodo enero-diciembre 2016 pertenecientes al
programa de monitoreo permanente de Salmonella con potencial

zoondtico del Laboratorio de Microbiologia Molecular.
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415 Criterios de exclusion

a) Cepas aisladas fuera del periodo enero - diciembre 2016.

4.1.6 Criterios de eliminacién

a) Cepas con problemas de reactivacién o contaminacion.

4.1.7 Definicion de variables y unidades de medida

Tabla 3. Caracteristicas de la variable

. L, Unidad de Tipo de
\Variable Definicion ) P
medida variable
Presente o Cualitativa
mcr-1 .
ausente nominal
Pr itati
mer-2 esente o Cuallt_atlva
ausente nominal
Presente o Cualitativa
mcr-3 )
Genes ausente nominal
mcr Presente o Cualitativa
mcr-4 .
ausente nominal
Presente o Cualitativa
mcr-5 )
ausente nominal
Presente o Cualitativa
mcr-9 .
ausente nominal

4.2 Materiales

4.2.1 Equipo

e Fotodocumentador (MiniBis Pro)

¢ Mini-sistema de electroforesis horizontal (Bio-rad)

e Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

e PowerLyzer® 24 Bench Top Bead-Based Homogenizer (MoBio)
e Termociclador, modelo c1000 de 96 pozos (Bio-rad)

e Centrifuga Velocity 14 (Dynamica)

4.2.2 Medios de cultivo.
e Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).
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e Caldo Soya tripticaseina (Acumedia, Neogen).

e Agar Soya Tripticaseina (BD, Bioxon)

e Agar Bacterioldgico (Tipo europeo), No. 2 (Neogen)
e Caldo Mueller Hinton 2 (Millipore, Sigma Aldrich)

4.2.3 Soluciones.
e Agarosa 1.5%

e Solucién salina isotonica (SSI) 0.85%

e ZymoBIOMICSTM DNA Mini Kit (Zymo Research)

4.2.4 Reactivos
e Bromuro de etidio (10mg/mL)

e Kitde Extraccion de ADN (Quick- gDNA Zymo Research®)

e Reactivos para PCR: H20, 10X taq Buffer, dNTP.

Enzimas comerciales para realizar la PCR:

e ADN polimerasa Phusion ™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific™)

4.2.5 Material biolégico

Las 88 cepas de Salmonella enterica del periodo 2016 pertenecientes al programa
de monitoreo permanente de Salmonella con potencial zoonatico del Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro, provenientes de mas de 700 muestras de animales en produccion y
productos carnicos en México. Las muestras se encuentran preservadas en glicerol

al 20% a -20°C en congelacion.
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4.3 Métodos

4.3.1 Analisis de los diferentes alelos del gen mcr y seleccion de iniciadores
de PCR para su efectiva deteccion.

Con la finalidad de identificarlos genes mcr asociados a resistencia a la colistina,
se analizaron exhaustivamente en la literatura las variantes de este gen reportadas
hasta el momento en el género Salmonella (Tabla 4).

Tabla4. Genes mcrque codifican para proteinas fosfoetanolaminatransferasas que
confieren resistencia a la colistina que se han reportado en Salmonella spp.

Gen Nucleétido* Proteina* Referencia
mcr- (Liu etal.,
1 KP347127 AKF16168 2016)

mcr- (Xavier
2 LT598652 SBV31106 etal.,
2016)
mcr- (Yin etal.,
3 KY924928.1 ASF81896.1 2017)
mcr- (Carattoli
4 MF543359.1 ASR73329.1 et al., 2017)
mcr- (Borowiak
5 KY807920.1 ASK40551.1 etal.,
2017)
mcr- (Carroll
9 NC_021819.1 WP_001572373.1 et al., 2019)

*NUmero de acceso en el GenBank

Unavez identificados los genes mcr reportados en Salmonella, se utilizo la base de
datos integral de resistencia a los antibioticos CARD, disponible en
https://card.mcmaster.ca’lhome (Alcock et al., 2020), para obtener las secuencias de
nucledétidos y proteinas de todas las variantes alélicas de los distintos genes mcren
formato FASTA permitiendo la comparacion y analisis de secuencias haciendo uso
de la herramienta bioinformatica MUSCLE (Madeira etal., 2019), con el fin de
identificar los porcentajes de identidad entre las variantes. Las secuencias
obtenidas fueron utilizadas para reafirmar la informacién de la literatura con

secuencias de plasmidos de Salmonella depositados en GenBank.
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A partir de este ejercicio, se realizd una exhaustivabusquedade iniciadoresde PCR
utilizados y estandarizados para la deteccién de genes mcr en miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Estos iniciadores de PCR fueron analizados mediante
el uso de diferentes herramientas bioinformaticas, como Multiple Primer Analizer de
Thermo Scientific Web Tools e In silico PCR amplification version 1.0 (2003) por
Joseba Bikandi y PrimerList de Primer Digital (Kalendar, 2022). De toda la
informacion recopilada, se seleccionaron los pares de iniciadores que se
identificaron con las condiciones adecuadas para establecer el ensayo multiplex de
PCR; TM (°C), contenido de GC, longitud de los iniciadores, niumero de bases
individuales, coeficiente de extincion (I/(mol-cm)), peso molecular (g/mol)
cantidad/unidad OD (nmol/OD260), masa (ug/OD260), estimacion de iniciador-
dimero, ademas de verificar los tamafios del amplicon, buscando un aproximado a
200 pb de diferencia, con el fin de evitar observar solapamientos de bandas en el
gel de agarosa (Borowiak etal.,, 2020; Rebelo et al.,, 2018). Se utilizaron las
secuencias representativas de cada gen previamente obtenidas para realizar los
ensayos de eficiencia, para obtener el mayor niumero de aciertos (secuencias
detectadas) entre el total de secuencias objetivos existentes en la base de datos

recabada. El listado de iniciadores seleccionados puede observarse en la Tabla 5.

4.3.2 Disefio y validaciéon de la PCR multiplex capaz de caracterizar la
diversidad del gen de mcr en S. enterica

4.3.2.1 Diseiio de control positivo para la deteccion de las variantes del gen
mcr

Dos Controles Internos de Amplificacion (CIA), que contenia secuencias objetivo de
los genes mcr fueron ordenados a Integrated DNA Technologies, BVBA (Lovaina,
Bélgica) para ser utilizados como control positivo de deteccién del gen mcr. Los CIA,
nombrados CONTROL-1 y CONTROL-2 se disefiaron con un tamario total de 995

pb Figura 4. Los CIA se resuspendieron en agua libre de nucleasas a una
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concentracion de 10 ng/pL. Después de las optimizaciones, se utilizo la dilucion a

concentracion 1 ng/uL como material de trabajo.

La amplificacion del CONTROL-1 y CONTROL-2 se estandarizaron con las
siguientes condiciones de amplificacion: 94 °C durante 2 min, seguido de 35 ciclos
de 94 °C durante 30 s, 59 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, con un paso de
extension final de 72 °C durante 2 min, utilizando como iniciadores mcr-9f:
GGTGAAAGTTATTCCGCTGG y mcr-9r: TCGCGGTCAGGATTATAGAC para la
amplificacion del CONTROL-2 y mcrb5-f: ATGCGGTTGTCTGCATTTATC y mcrb-r:
TCATTGTGGTTGTCCTTTTCT, parael CONTROL-1.

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

-

ATGCGGTTGTCTGCATTTATCTATGCTCAAGCCCTTCTTTTCGTAAAACCGCCAGAGCACAGAATTAAGCAG 72
GGTGAAAGTTATTCCGCTGGTGGGACGCGACTCCCTAACTTCGCGGATGGCGGTCTATCCTGTATTTAGGGE 72

-

MCR-CONTROL #/1-995 73 AATCTAAGGACTTGATGAATTTGTATTGGGATAGTCGCCTTTTTCTGTGTGGGACCGACGCTCGGTCAGTEE 144
MCR-CONTROL2/1-995 73 ATAAACCGACCCTGATTTTIGCAGACGCCCATGGAATACCTTATAAAAATAAAAATTGAGTCCGTTTGTTETT 144

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

145 GTTTGTTCTTGTGGCGAGTGTTGCCGTTTTCTTGACCGCGACCGCCAATCTTACCTTTTTTGATAAAATCAG 216
145 GTEGCGCATTTTATTTCGCCTTAATGCTGAACTGGCGTGGAGTTCTCCATTTTTACGAAATCCTTTACAAAT 216

MCR-CONTROL 1/1-595
MCR-CONTROL2/1-995

217 CCGTATCCTTCCTGCCATCCTCAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCGTCCGGTCAATGCCTA 288
217 TAGAAGATTTTAAGTTTGGTTTCGCCATTTCATTACCAATATTGCTTGTTGCAGCGCTTAACGATACTAGCT 288

MCR-CONTROL 1/1-3995
MCR-CONTROL2/1-995

280 TCTGTTCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTEGTTGATTTTGCTATTAATTGGCAC 360
2890 CATGCGGCTCOATACGGTATTTAATAAAGCCTTTTTTTGCACTTCTTATCGCACTTAGTGCAATCGTTAGTA 360

MCR-CONTROL /1-995
MCR-CONTROL 2/1-395

1 TGETATTTCGCGTTCATTTTACTGACACTTATGGCACGGTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACA 432
361 CCAGTAAATCTGGTGGCGTAGTGGTGCCCAACATCGAGATCATATGACATGGGGTGTCAGCCTTTCAAACAA 432

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

433 GACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTATTAAACGCAGCGTTTATCATGCGTATCATTGGTTTGGGTGTGCT
433 GCCGAGACCAAGGATCTAGCTTACCAATTATAGTATGGGTTACTATTGCTGGTTTTATCCCTGCCATTTTAC 504

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

505 ACCAAGTTTGCTTGTGGCTTTTGTTAAGGTGGATTATCCGACTTGGGGCAAGGGTTTGTGATAATGATTCTG 6576
505 TTTTCTTTGTTGAAATTGAATATGAGGAAAAATGGTTCAAAGGGATTCTAACTCGTGCCCTATCGATGTTTG 576

MCR-CONTROL 1/1-935
MCR-CONTROL 2/1-995

577 GCTGTAAGTGGCAAGTCTTGCGCTGATTTTACTGCCTGTGGLCAAGATGACTATGATGTCGATACCGCTTCTT 648
577 CATCACTTATAGTGATTGCGGTTATTGCAGCACTCGTGCTCTCGTACTGGTTGTAGTGGTGCTATGACGAGG 648

MCR-CONTROL #/1-995
MCR-CONTROL 2/1-395

649 TCGCGTGCATAAGCCGCTGCGTAGCTATGTCAATCCGATCATGCCATGGAGAATCGCTGGGGGAATTGCCAG 720
640 TTGTCCTCCTCCGGGATGCGTGACGTTGCAATTTAGTTAATAGTACCGTTAAATACGTTTACAATCGTTATC 720

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

721 TATTGAGTATAAAAAAGCCAGTGCGCCAAAAGATACCATTTATCACGCCAGTGTCTCOGCTGTTATGGAAAGA 702
721 TTGCTGAACCAATCCCATTTACAACTTTAGGTGATGATGCAAAACGGGATACTAATCAAAGTAAGCCCACGET

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

MCR-CONTROL 1/1-995
MCR-CONTROL 2/1-995

GCCTGATATGCGTAGTAGCTATGTCAATCCCGTGATCGTCGGTGAGACGGCACGCGCCGATCATGTCAGETT
TGATCGTCTTCATTCGCGCAGCAACCGCTCGTGGTAAAAATTTCTCGATGAATGGCTATGAGAAAGACACCA

CAATGGCTATTGTTCCAGCCAATTTCGTTAACACGAGGTGGCGCAGATGAAGACCAATTTTAGCAATGTCAC
ATCCATTTACTAGTAATTCTGGTGGCGTGATCTCCTTTAATGATGTTCGTTCGTGTGGGACTGCAACCGETG

ATCGTGCGGCACATCGACGGCGTATTCTGTGCCGTGTCAGAAAAGGACAACCACAATGA
TATTCCGTCCCCTGCATTCTCCAATATGGGGAGAAAGGAGTCTATAATCCTGACCGCGA

005
005

Figura 4. Secuencias de los controles de amplificacion 1 y 2 empleadas como
control positivo y sitios de alineacion de los pares de iniciadores para mcr-1, mcr-2,
mcr-3, mcr-4, mcr-5y mcr-9.
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4.3.2.2 Reactivacion de cepas de Salmonella

Las cepas de S. enterica fueron seleccionadas y descongeladas a temperatura
ambiente para proceder a la reactivacion de los aislamientos. Se tomaron 100 pL
del aislamiento descongeladoy atemperado para inocularen 3 mL de caldo Soya-
Tripticasa (ST). Se incubd6 a 37 °C por 24 horas.

La confirmacion de identidad fenotipica de Salmonella se realiz6 tomando 10 uL del
caldo ST inoculado previamente y se deposité en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) y se incubaron de manera invertidaa 36 = 2 °C durante 24 + 3 h. Las colonias
seleccionadas fueron aquellas con la morfologia fenotipica en este tipo de agar
correspondientes a Salmonella. Las colonias tipicas de Salmonella en agar XLD
tienen un centro negro y unazona ligeramente transparente de color rojizo debido
al cambio de color del indicador (Park et al., 2012). Posteriormente, las colonias
seleccionadas se inocularon por técnica de estria cruzada en agar ST y se
incubaron a 24 h a 37 °C (Jajere, 2019)

4.3.2.3 Extraccion de ADN.

Seinocularon 3 mL de caldo ST tomando muestra de una sola colonia previamente
identificada y aislada como Salmonella, se incubdé durante 24 h a 37 °C. Se tomoé 1
mL de este caldo incubado y se sometié a extraccion de ADN, utilizando el kit Quick
-gDNA miniprep Zymo Research® de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Borowiak et al., 2020).

4.3.2.4 Estandarizacion y validacion de PCR multiplex para la deteccion de
mcr en Salmonella

Se realizaron pruebas de formacion de homodimeros y heterodimeros de los
iniciadores, seleccionando finalmente los mostrados en la Tabla 5 que cumplieran

con los parametros In silico para una PCR, ademas de utilizar Multiple Primer
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Analizer de Thermo Scientific Web Tools. Las pruebas permitieron el disefio de 3
diferentes PCR duplex de la siguiente manera: mcr-2 y mcr-3; mcr-9 y mcr-1; y mcr-
5y mcr-4 (Yao & Yiu, 2019).

Se estandarizaron las condiciones de PCR multiplex en diferentes concentraciones
de DNA y temperaturas de alineacién (Borowiak et al., 2020; Rebelo et al., 2018).
Cada reaccion (12 pL) de PCR consistié en 2.4 yL Phusion HF 5X Buffer (Thermo
Fisher Scientific),0.12 yL de Phusion HotStart | DNA Polymerase (2 U/uL) (Thermo
Fisher Scientific), 5.84 yL agua libre de nucleasas, 0.5 YL de cada una de las
soluciones de iniciadores (10 pM), y 0.24 ul de dNTPs y 2 puL de ADN a
concentracion de 5 ug/uL por muestra de Salmonella por medicion en NanoDrop
2000 (Thermo Scientific). Las condiciones de amplificacién para los tres procolos de
PCR duplex se estandarizaron de la siguiente manera: Desnaturalizacion inicial por
2 minutos a 98 °C, 10 s de desnaturalizacion a 98 °C, alineacién de iniciadores a 30

s por 59 °C y elongacion por 30 s a 72 °C, durante 35 ciclos seguido por un paso
final de elongacion por 2 minutos a 72 °C (Rebelo et al., 2018).
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Tabla 5: Lista de iniciadores utilizados para la detecciéon de mcr-1, mcr-2, mcr-3,
mcr-4, mcr-5, mcr-9.

s oy GEN TAMANO CONDICIONES
INICIADOR SECUENCIA (5°-3’) OBJETIVO (bb) REFERENCIA PCR
mcrl_320bp_fw | AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
(Rebelo et al.,
mcr-1 320 2018)
mcrl_320bp_rev| AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
PCR-1 AGCCGAGTCTAAGGACTTGATGA
mcr-2-PCR F )
ATTTG (Yassin et al.,
mcr-2 576
GCGGTATCGACATCATAGTCATC 2017)
mcr-2-PCR R
TTG
mcr3—-mtpF ACCAGTAAATCTGGTGGCGT o .
mer3 296 (Lescat et al., | 98°C por 2 min;
2018) 98°C por 105s;
mcr3-mtpR AGGACAACCTCGTCATAGCA .
59°Cpor 30s;
PCR-2
72°C por 30s;
mcrd—mtpF TTGCAGACGCCCATGGAATA . .
(Lescat et al., | 72°C 2 minutos;
mcr-4 207 2018) 35 cicl
merd-mtpR | GCCGCATGAGCTAGTATCGT ciclos.
MCR5_fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC )
- mer-5 995 (Borowiak
et al., 2017)
MCR5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
PCR-3
MCR9-F CTTTCCATAACAGCGAGACAC
(Yuan et al.,
mcr-9 573 2019)
MCR9-R TATCCTTCCTGCCATCCTC

4.3.25 Electroforesis.

Los productos obtenidos de las PCR duplex, se analizaron a través de una
electroforesisen un gel de agarosa al 1.5 % a 110 V durante 45 minutos en un mini-
sistema de electroforesis horizontal (Bio-rad). El gel se tifié con bromuro de etidio

(10 mg/mL) y se visualiz6 en un transiluminador DyNA Light (LabNet).

4.3.3 Evaluacion de la resistencia a la colistina a través de ensayos
fenotipicos de microdilucién en caldo.

Los ensayos fenotipicos de sensibilidad a los antimicrobianos fueron realizados a
través del método de microdilucion en caldo para conocer la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) de la colistina frente a los aislados de S. enterica. Este método se
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realizé de acuerdo con los parametros y recomendaciones de la Guia CLSI M-100,
gue indicalas normas de rendimiento para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos, y cuyos puntos de corte para colistina frente a miembros de la
familia Enterobacteriaceae se dividen en Intermedio < 2 pg/mL y Resistente = 4
pg/mL (CLSI, 2023).

4.3.3.1 Preparacion del inéculo.

Se estandarizé la preparacion del in6culo de S. enterica, con el fin de obtener una
concentracion de 0.5 McFarland, que equivaldria a 1.5 x108 UFC/mL. Para obtener
esta concentracion seinocularon 3 mL de caldo ST con 1-3 colonias previamente
sembradas en agar ST. Se colocaron 200 pL del in6culo porduplicado en un pocillo
de la microplaca de ELISA, que fueron leidos a 625 nm en un espectrofotometro
para microplacas Multiskan™ GO (Thermo Scientific), de acuerdo con la
absorbanciaregistrada, se realiz6 un periodo de incubacién entre 20 - 45 min hasta

registrar absorbancias entre 0.1 — 0.08, equivalentes a 0.5 McFarland.

4.3.3.2 Preparaciéon de la solucion de colistina.

De acuerdo con las recomendaciones del CLSI M-100, se prepard una solucion
stock de concentracion 40 veces de mayor concentracion del punto de corte
sugerido. En el caso de la colistina frente a miembros de la familia
Enterobacteriaceae es de 2 pg/mL, por lo que se realizaran los calculos para buscar

una concentraciéon de 80 ug/mL de acuerdo con la formula recomendada.

1000
XV xC =W

Donde P es la potencia dada por el proveedor en (ug/mg), V el volumen requerido
y C la concentracion final de la solucion y W el peso del antibiético en mg a disolver
en el volumen V (mL). Las recomendaciones de solvente y diluyente en el caso de

la colistina son con agua estéril. La solucion se mantuvo a temperatura de 2 - 8 °C
protegiendo de la humedad y la luz una vez preparada.
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4.4 Manejo de Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos.

Con base a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002; los residuos
se deberan separar y envasar, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas (liquido o
sélido) y biologicas infecciosas Los cultivos y cepas de agentes bioldgico-
infecciosos a ser desechados, incluidos los utensilios desechables usados para
contener, transferir, inoculary mezclar cultivos de agentes biolégico-infecciosos,
seran envasados en bolsas de polietileno de color rojo resistente al rompimiento y
pérdida de contenido al caerse, de material traslcido de calibre minimo 200,
impermeables y con un contenido de metales pesados de no mas de una parte por
millon y libres de cloro, ademas deberan estar marcadas con el simbolo universal
de riesgo biologico y la leyenda Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos.
Llenadas al 80% de su capacidad, cerrandose antes de ser transportadas al sitio de
almacenamiento temporal y no podran ser abiertas o vaciadas para evitar que se

mezclen con la basura comuin en contenedores metalicos o de plastico con tapa.

Estos residuos fueron tratados por métodos fisicos o quimicos que garantizaran la
eliminacion de microorganismos patdgenosy deben hacerse irreconocibles para su
disposicion final. En la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de
Querétaro la empresa encargada de este proceso fue PIREBSA (Secretaria de

Medio Ambiente y Recursos Naturales).
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4.5 Resultados y discusion.

4.5.1 Analisis de los diferentes alelos del gen mcr y seleccion de iniciadores
de PCR para su efectiva deteccion.

El propésito de este apartado fue analizar y comparar las variantes del gen mcr
presentes en cepas de Salmonellaque se encontraran reportadas en la literatura
cientifica recabada, contra unabase de datos de secuencias genéticas. Para ello
se recopilaron las secuencias de plasmidos de S. enterica (n = 1573) depositadas
en la base de datos GenBankdel NCBI. Posteriormente, se llevé a cabo la anotacion
de los genes de resistencia presentes en estas secuencias, mediante la busqueda
de homologiascon el gen mcr-1.1 utilizando el programa Resistance Gene Identifier
de la base de datos CARD (Alcock et al., 2020).

Para considerar una secuencia como homodloga, se establecieron criterios de
identidad de secuenciadel 32 - 100% y cobertura del 70 - 100%, esto debido a que
es el porcentaje minimo de identidad entre secuencias de MCR a nivel aminoéacido
(Partridge et al., 2018). Los resultados obtenidos revelaron la presencia de diversas
variantes y subvariantes del gen mcr. De las 1,573 secuencias de plasmidos de
Salmonella analizadas, se encontr6 homologia con el gen mcr-1 en el 8.26 %
(126/1,573) de ellas. Las variantes identificadas se ordenaron de mayor a menor
porcentaje de anotacion, lo cual se refiere a la presencia de secuencias de ADN en
los plasmidos que comparten similitud con las variantes del gen mcr, siendo mcr-9
(67.4%) (85/126), mcr-1 (16.6%) (21/126), mcr-3 (8.7%) (11/126), mcr-4 (3.9%)
(5/126), mcr-5 (2.3%) (3/126) y mcr-2 (0.7%) (1/126) en orden de frecuencia como

se observa en la Figura 5. Estos hallazgos confirman la existencia de las variantes
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mcr 8.26%

eptA91.74 %

n=1573 n=126

Figura 5. Anotaciéon de genes de resistencia de secuencias homologas a mcr-1.1
en n=1573 secuencias de plasmidos de Salmonella mediante CARD.

descritas previamente en la literatura cientifica, permitiéndonos tomar estas como
las variantes del gen mcr a analizar en nuestras cepas de S. enterica.

Si bien, estas variantes del gen mcr son las mismas reportadas hasta el momento
en la literatura, los porcentajes de presencia de las variantes pueden diferir entre
estudios. En la revision sistematica realizada por Portes y colaboradores en el afio
2022, a partir de 48 estudios de prevalenciadel gen mcren S. enterica, mcr-1 fue
la variante mas frecuente, representando mas del 80% de los genes mcr totales
detectados, a comparacion de nuestro andlisis bioinforméatico donde mcr-9 fue el
mas prevalente con 68.46% (Portes et al., 2022). De igual manera, la regién o tipo
de aislamiento (muestras humanas, animales o de alimentos) podria jugar un papel
importante en el tipo de variante detectada (Anyanwu etal., 2021). En Tailandia, la
variante de mcr mas prevalente en aislamientos clinicos de Salmonella es mcr-3
(91.6%) (Luk-in etal., 2021), y en aislamientos provenientes de origen animal las
variantes mas detectadas correspondian con mcr-1y mcr-3 (Pungpian etal., 2021),

mientras que en regiones como ltalia, el gen mas detectado en Salmonella ha sido
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mcr-2 (43.75%), seguido de mcr-4 (25%), y mcr-1 y mcr-8 (12.5%) cada uno; sélo
(6.25%) para mcr-6, de un total de 16 cepas positivas para mcr de muestras
ambientalesy de origen animal (Bertelloni et al., 2022). A pesar de la variaciéon en
los porcentajes de prevalencia, las variantes reportadas se mantienen en
Salmonella (Lima etal., 2019), pero es de destacar que las muestras humanas
presentan una menor tasa de prevalencia de mcr en Salmonella que en aquellas
cepas provenientes de origen animal, pero que las mismas variantes se presentan

dentro de la misma regién (Li et al., 2022).

45.2 Disefio y validaciobn de un ensayo de PCR multiplex capaz de
caracterizar la diversidad del gen mcr en S. enterica.

1500 pb

1000pb MCR-5(995) pb)

750 pb
MCR-2 (576) pb)

500pb MCR-9(573) pb)

250pb I g

Figura 5. Visualizacion de las bandas en gel de agarosa (1,5%) para las tres

MCR-1(320) pb)
MCR-3(296) pb)

8 H - MCR-4 (207 ph)

s R

PCR duplex. La amplificacion se realiz6 utilizando como control positivo las
secuencias de control 1 y 2. Como marcador de tamafio molecular se utilizé

GeneRuler 1 KB bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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Las caracteristicas de nuestros iniciadores y controles positivos permitieron el

disefio de tres PCR duplex. La primera capaz de lograr amplificaciéon de mcr-3 y

L123456 7891012+ -l CEPA SEROTIPO cMmi MCR
[A]
1 255.1 Enteritidis 2 pg/ml —
2 3191 Enteritidis 2 pg/ml —
3 3221  Enteritidis 2 pg/ml —
L123456 78010012+ - LSS Enteritidis 2 pg/ml —
[B]
5 383.1 Enteritidis 2 pg/ml —
6 389.1  Enteritidis 2 pg/ml =
7 4421  Enteritidis 2 pg/ml =
J— — - 8 433 Enteritidis 2 pg/ml —
L123456 78910012+ -
9 558 Enteritidis 2 pg/ml —
10 6421  Enteritidis 2 pg/mi —
1 7711 Panama 2 pg/ml —
12 786.1 Enteritidis 2 pg/ml —

Figura 6. PCR multiplex a muestras de S. enterica con CMI 2 ug/mL.
Visualizacion de las bandas en gel de agarosa (1,5%) para los tres protocolos de
PCRduplex[A] mcr-2 (576pb) y mcr-3 (296pb); [B] mcr-1 (320pb) y mcr-9 (573pb)
y [C] mcr-5 (995pb) y mcr-4 (207pb). No se observa amplificacion en los carriles
1-12 correspondientes a las cepas muestra de S. enterica. CTRLMCR-1 y
CTRLMCR-2 usados como templado para amplificacion de control positivo en
carril 13 (+)

mcr-2, la segunda para la amplificacién de mcr-5y mcr-4; y la tercera mcr-1 y mcr-
9, como se observa en la Figura 5.

Las 12 cepas de S. enterica que mostraron una CMI 2 ug/mL (Tabla 6) fueron
sometidas a nuestro protocolo de PCR duplexen busquedade las variantes del gen
mcr que fueran las responsables de esta CMI. Ninguna de las 12 cepas de S.
enterica analizadas a través de este protocolo mostrd6 amplificacion de algunade
las variantes del gen mcrcomo se observa en la Figura 6. Este proceso fue validado
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a través de la amplificacion individual de los genes para corroborar los resultados
de las PCR duplex.

El monitoreo del gen mcr en patdogenos de importancia epidemiolégica como S.
enterica ha sido un reto, debido a la diversidad de variantes que existe de este gen
(Martiny et al., 2022; Zhang et al., 2022). El apoyo en cadenas de oligonucledtidos
sintéticos para la estandarizacion de protocolos de amplificacion por PCR es una
herramientacada vez mas empleada (Bidlaet al., 2021; Conteet al., 2018; Straeten
et al., 2021). La adquisicion de controles positivos como cepas que contengan las
diferentes variantes del gel mcr puede complicar la estandarizacion de estas
metodologias o la deteccion de sélo aquellas variantes a las que se pudierallegar
a tener acceso. En México, Unicamente se hareportado la presencia del gen mcr-1
en cepas de E. coli tanto ambientales, como de origen animal y clinicos (Galindo-
Méndez etal., 2023; Garza-Ramos etal., 2018; Merida-Vieyra etal., 2019;
Rodriguez-Santiago et al., 2022). Mientras que no se han reportado hasta este
momento la presencia del gen mcr en Salmonella.

El uso de colistina en nuestro pais no se reporta correctamente. Entre la poca
informacion que existe de este antibiotico esta su ausenciaen el mercado mexicano
por aproximadamente 40 afios, hasta su reintroduccion ala practica clinicaen 2011,
aunque solia comercializarse a través del mercado negro fuera de los grandes
hospitales publicos para el tratamiento de bacterias multirresistentes aunque su
comercio fuerailegal (Amabile-Cuevas, 2021; Rodriguez-Santiago et al., 2021). La
regulacion delusode colistinaen su reintroduccion al pais, es dada por la normativa
mexicanaprohibe el uso de la colistinaen la practica veterinaria desde principiosde
los afios 2000 en la NOM-064-ZO0-2000: Lineamientos para la clasificacion y
prescripcion de productos farmacéuticos veterinarios por el nivel de riesgo de sus
ingredientes activos. La prohibicidn de este medicamento podria ser la responsable
de la baja prevalencia del gen mcr a diferencia de otros paises donde esta fue

empleada hasta hace poco de manera descontrolada en la practica veterinaria.
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45.3 Evaluacion de la resistencia a la colistina a través de ensayos
fenotipicos de microdilucion en caldo.

Con el propésito de determinar la sensibilidad de las 88 cepas de S. enterica frente
a la colistina, se realizo la técnica de microdilucién en caldo para conocer la CMI
siguiendo los parametros establecidos por el (CLSI-M100). Para cada cepa, se
realizaron pruebas duplicadas utilizando 10 concentraciones diferentes de colistina:
40, 20,10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 y 0.078 pg/mL.

La CMI de colistinafue calculadaa partir de los resultados obtenidos en las pruebas
de microdilucion. La Figura 9 muestra los resultados de los calculos de la CMI para
cada unade las concentraciones evaluadas. De los 88 aislamientos de S. enterica
evaluados, se encontro que la CMI més alta registrada frente a la colistinafue de
1.25 pg/mL en 25 cepas (28.4% del total). ElI analisis de las CMI revel6 que la
mayoria de los aislamientos, 35/88 (39.7%), presentaron una CMI igual a 0.625
pg/mL. Asimismo, 23 aislamientos (26.13%) mostraron una CMI de 0.312 pg/mL
mientras que solo 6 aislamientos (6.81%) presentaron crecimiento hasta una

concentracion de 0,312 ug/mL.

CMI en cepas de S. enterica

N° Aislamientos
N W Fy
T T 9

-
o
|

0- |

1 1 1
o o eﬂ" Q‘b '\ 2> 0? ST D

Figura 7. Numero de cepas de S. enterica y su concentracion minima inhibitoria
ante la colistina por el método de microdilucién en caldo.
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Es importante destacar que todas las cepas evaluadas mostraron una CMI por
debajo del puntode corte de resistencia establecido (CLSI), que es de 4 pg/mL. Las
25 cepas que mostraron CMI en 1.25 pg/mL fueron reevaluadas con el fin encontrar
si estas mostraban una CMI 22 pg/mL, que pudieran clasificarlas como resistencia
intermedia a la colistina, ya que se ha demostrado que la CMI de colistina en cepas
gue contienen mcrsuelen serde 2-16 pg/mL (Ricci et al., 2020). De estas 25 cepas,
12 de ellas mostraron una CMI de 2 pug/mL, a las cuales pudimos aplicar nuestro
ensayo de PCR multiplex. Si bien, se podria discutir que la colistina no es una
terapia estandar para las infecciones por Salmonella en humanos; sin embargo, la
identificacion efectiva del punto de corte de resistencia, podria ayudar a identificar
tendencias en laresistenciay ser un indicativo par la presencia del gen mcr (Tyson
et al., 2018).

Ningunadelas 12 cepas elegidas por su valor de CMI (tabla 6), mostré amplificacion
de algunavariante del gen mcr por el método de PCR multiplex. La mayoria de estos
aislamientos (11/12) pertenecen al serotipo Enteritidis. Lo que podria explicarse
basado en diversos estudios que muestran que la CMI de 2 ug/mL podria estar
asociada al serotipo en ausenciadel gen mcr (Agersg et al., 2012; Alvarez et al.,
2020; Luo et al., 2020; Tyson etal., 2018). La CMI para la colistina a nivel de
serotipo entre los dos mas prevalentes en muestras de origen humano en China,
Salmonella Enteritidis era significativamente menos susceptible que Salmonella
Typhimurium, lo que coincide, con nuestros resultados donde el serotipo
Typhimuriummostré unaCMlde 1.25 pg/mL, por debajo de S. Enteritidis (Luoet al.,
2020). En China, el serotipo Enteritidis ha mostrado mayores tasas de resistencia a
colistina (64,3%), meropenem (35,7%) y ciprofloxacino (28,6%), lo que es
preocupante por la capacidad de este serotipo para infectara humanos (Wanget al.,
2020). El grado de CMI que muestra Enteritidis por arriba de otros serotipos, se ha

explicado a través del epitopo del antigeno O, que puede regular su nivel de
susceptibilidad a la colistina (Ricci et al., 2020).
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Los azucaresinmunodominantes en los antigenos O de las cepas de S. Enteritidis
estan conformados por tyvelosa, que, aunque es muy similar en estructura y sélo
difiere en la posicion de un grupo hidroxilo de la abequosa (azlUcar) presente en
Typhimurium), afecta significativamente ala quimicadel antigeno O, impidiendo que
la molécula de colistina alcance su objetivo, ya que el componente LPS de la
membrana externa bacteriana es el objetivo celularinicial de las polimixinas (Ricci
et al., 2020).

Los resultados totales de las CMI de las cepas de S. enterica por serotipo puede
observarse en la Tabla 6, donde la mayoria del cepario analizado pertenecia al
serotipo Enteritidis., por lo que es importante recalcar la baja cantidad de ciertos
serotipos. Sin embargo, esta limitacién podria superarse mediante la ampliacion del
namero de aislamientos en afios posteriores, con el fin de obtener datos

concluyentes.

Tabla6: CMI de S. enterica por serotipo. Del total de cepas analizadas (n=88)
por el método de microdilucién en caldo, se pudo identificar a que serotipo
pertenecia. N/A hacereferenciaa aquellascepas a las que no se pudoasignar
un serotino.

CMI ug/ml
SEROTIPO
Typhimurium - - = = = = — 2 3 1 —
Agona — | — | | = | = | — 1 — | — | — | —
Bareilly — | - = = =] =] =1 =1 = 1 —
Mbandaka — | - -] == = = = =] 1
Enteritidis - - — | - — 1 0 2 6
Newport — - = = = = = 2
Ouakam — | = = = | = | = | = 1 _ | | =
Anatum — | - = = = = = 2 2
Kentucky — | - = =] = | = =1 = 3 — | =
Panama — | = = = | = | =
Senftenberg — | = = =] = =
Bredeney — | - = = =] =1|=11 — | = =
Oranienburg — | - = =] = = =] = 1 — | —
Heidelberg — | - =] = =] =1 =11
Infantis — | — — — — | —= 1 2 2
Choleraesuis — | = = = = | = | = | = 1 _ | —
N/A 1

40 20 10 5 25 2 1.25 | 0.625 | 0.312 | 0.156 [0.0780
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5 Conclusiones.

En el presente estudio se desarroll6 un protocolo molecular para la deteccién de
seis variantes del gen mcr que se han reportado hasta el momento en S. enterica,
a través del uso de un control positivo sintético que permitiera la amplificacion por
el método de PCR duplex. La baja prevalencia y gran variabilidad de este gen
aumenta la dificultad para el acceso a cepas que contengas estos diferentes genes,
por lo que la estandarizacion con controles positivos de este tipo facilita el accesoy
vigilancia epidemioldgica de este gen.

Ninguna de las cepas de S. enterica analizadas por el método de microdilucion
mostré alguna cepa con una CMI por arriba del punto de corte de resistencia (4
pg/mL) establecido por el CLSI. A pesar de esto, la CMI mas alta fue de 2ug/mL en
cepas con serotipo Enteritidis, lo que podria asociar a este serotipo con una menor

sensibilidad a la colistina aun en ausencia del gen mcr.

La ausenciadel gen mcr en nuestras cepas zoonoéticas nos muestra un panorama
positivo donde la colistina todavia puede ser un recurso viable para combatir a
bacterias multirresistentes a los antibiéticos como ultima lineade defensa. El control
actual del usoracional de la colistinay el monitoreo epidemioldgico de las variantes

del gen mcr presentes en una bacteria de gran importanciacomo S. enterica puede
ayudarnos a seguir cuidando la efectividad de este antibidtico.
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