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Resumen

Salmonella es un patdégeno, que representa un problema de salud publica en todo
el mundo, debido a que es uno de los principales causantes de infecciones
zoondéticas, que pueden ocasionar graves complicaciones que pudieran ser
mortales. Asi mismo, las cepas de Salmonella se han caracterizado por presentar
multirresistencia a los antibiéticos. En la actualidad es una amenaza importante
para la salud, porque implica mayor duracion de la estancia hospitalaria, o0 aumento
en los costos de tratamiento debido al fallo de la terapia. Ante esta problematica,
diversos organismos internacionales han establecido el enfoque “Una salud” para
implementar programas de vigilancia en el control de infecciones, o politicas de
monitoreo en la resistencia antimicrobiana, con el fin de optimizar su uso y mantener
el bienestar entre los seres humanos, animales y medio ambiente por la estrecha
relacion que existe entre ellos. El presente trabajo tuvo como objetivo identificar
patrones de resistencia antimicrobiana de Salmonella enterica de importancia en
salud publica, para cumplir con los planes de accion de “Una salud”, como es la
concientizacion del uso de estos medicamentos por medio de un monitoreo que
proporcionen datos sobre las tendencias de la resistencia a los antibiéticos. Por lo
gue fue necesario seleccionar antibidticos de importancia critica que estan
establecidos por la OMS y OIE (World Organization for Animal Health/Organizacion
Mundial de Sanidad Animal). Los resultados indicaron que un 75% de los 88
aislamientos son multidrogorresistentes y el patréon mas prevalente corresponde a
NA+TXS+TE, solo un aislamiento se identific6 con el patron
CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX+TXS+TE en S. Typhimurium, al contrario,
se descartod la resistencia de antibidticos que son considerados de Ultima linea y
preservan su actividad bactericida. Sin embargo, sera necesario continuar con esta
vigilancia para evaluar los cambios que se manifiesten en el transcurso del tiempo.

Palabras clave: microdilucion, patron de resistencia, susceptibilidad.

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles
necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales
investigaciones futuras. Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original
en el cual se declaré y dio reconocimiento a cualquier colaboracién o cita textual

presentadas en el documento.



Abstract

Salmonella is a pathogen that represents a public health problem worldwide,
because it is one of the main causes of zoonotic infections, which can cause serious
complications that could be fatal. Likewise, Salmonella strains have been
characterized by multiresistance to antibiotics. Currently, it's a significant threat to
health, because it implies a longer duration of hospital stay or an increase in
treatment costs due to therapy failure. Faced with this problem, various international
organizations have established the “One Health” approach to implement surveillance
programs in infection control, or monitoring policies for antimicrobial resistance, in
order to optimize their use and maintain well being among human beings, animals
and the environment due to the close relationship between them. The objective of
this work was to identify patterns of antimicrobial resistance of Salmonella enterica
of public health importance, to comply with the "One Health" action plans, such as
raising awareness of the use of these medications through monitoring that provides
data. on trends in antibiotic resistance. Therefore, it was necessary to select critically
important antibiotics that are established by the WHO and OIE (World Organization
for Animal Health). The results indicated that 75% of the 88 isolates are multidrug
resistant, and the most prevalent pattern corresponds to NA+TXS+TE, only one
isolate was identified with the pattern
CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX+TXS+TE in S. Typhimurium. Otherwise,
resistance to antibiotics that are considered last line and preserve their bactericidal
activity was ruled out. However, it will be necessary to continue this surveillance to
evaluate the changes that appear over time.

Keywords: microdilution, resistance pattern, susceptibility.


https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/resistance

1. Introduccién

A lo largo de su historia evolutiva, los patdgenos bacterianos han desarrollado varios
medios para resistir (Varela et al., 2021). En la actualidad, la resistencia a los
antibidticos representa una gran amenaza global, reconocida por todos los
organismos internacionales, incluida la OMS y la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE/ WOAH). Estas organizaciones han decretado un enfoque “Una salud”,
donde se establece planes de accion, como la regulacién y politica del uso de
antibidticos, vigilancia en el control de infecciones y cria de animales; con el fin de
preservar la eficacia de los antibidticos que son importantes para la medicina
humana (McEwen & Collignon, 2018). Debido a que existe el uso extensivo de
antibidticos en los sistemas de produccion animal esto genera el desarrollo de
bacterias resistentes, que tienen la capacidad de diseminarse facilmente entre
humanos, animales y medio ambiente; siendo el caso de Salmonella y algunas
cepas de E.coli, que pueden contaminar muchos alimentos para consumo humano,
se estima que hasta un 75% de las enfermedades infecciosas que han surgido en
las dltimas décadas son zoonoticas. (Koutsoumanis et al., 2021; McEwen &
Collignon, 2018; V. T. Nair et al., 2018).

Con relacion a lo anterior, Salmonella es de importante preocupacion en la salud
publica; se compone de 2 especies, Salmonella bongori y Salmonella enterica,
siendo esta ultima la de mayor relevancia médica (Quino et al., 2020; V. T. Nair
et al., 2018). Las cepas de Salmonella resistentes a multiples farmacos (MDR por
sus siglas en inglés) se caracterizan por altos niveles de resistencias a los
antibiéticos que a menudo se atribuyen a la adquisicién de mecanismos especificos,
como, por ejemplo, la aparicibn de Salmonella enterica serotipo Typhimurium
DT104 portadoras de la Isla gendémica de tipo 1 (SGI1), que se puede propagar
entre diferentes tipos de serotipo Typhimurium o entre serotipos de S. enterica 'y ha
favorecido la multirresistencia a cinco farmacos (ACSSuT, por sus siglas en inglés)
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina (Brunelle et al.,

2017; Helms et al., 2003). La relevancia de S. Typhimurium radica en que es uno
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de los serotipos mas predominantes a nivel mundial, aislados de aves de corral y
puede transmitirse verticalmente, de la gallina hacia los huevos y horizontalmente
desde los huevos y la carne contaminados a los humanos (X. Wang et al., 2020).
Existen diversas organizaciones a nivel mundial, como El Sistema Nacional de
Monitoreo de la Resistencia a los Antimicrobianos para las Bacterias Entéricas
(NARMS) que es una asociacion interinstitucional del Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades en Estados Unidos; y la Union Europea a través de la
Decision de Ejecucion 2013/652 / UE, que han establecido el monitoreo de
resistencia a los antibiéticos para S. enterica, aisladas de personas, alimentos y
animales destinados al consumo (U.S Food and Drug Administration, 2022). El
objetivo de este monitoreo, es que puedan seguir las tendencias temporales en la
aparicion, identificacion de patrones de resistencia emergentes o especificos y su
distribucion, para controlar y prevenir la transmision de infecciones resistentes
(European Food Safety Authority & European Centre for Disease Prevention and
Control, 2021; U.S. Department of Health & Human Services, 2021). De tal manera
gue el NARMS enfatiza que la resistencia a los antibioticos es extremadamente
compleja, impulsada por muchos factores, y es dificil sacar conclusiones
significativas comparando solo un afio con otro. Por lo tanto, es mejor buscar
patrones de resistencia que surjan a lo largo de varios afios, que permita conocer la
distribucion en diferentes regiones o apariciones de nuevos patrones (U.S Food and
Drug Administration, 2022).

En México no existen estrategias, ni consenso para monitorear los patrones de
resistencia emergente, por lo tanto, a través de este trabajo se establece una lista
de antibioticos seleccionados de acuerdo a su importancia critica y de uso en comuin
entre humanos y animales, establecidos por la OMS y OIE/WOAH, con el objetivo
de efectuar los planes de accién que establece la filosofia de “Una salud” citado con
anterioridad (P. C. Collignon et al., 2016). La identificacion de los patrones de
resistencia, proporcionara informacion sobre la resistencia especifica que pueda
presentar S. enterica a un determinado grupo de antibidticos, y por lo tanto nos

permitira establecer un plan de vigilancia de resistencia antimicrobiana, con los fines
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gue anteriormente se mencionan (Quino et al., 2020; U.S. Department of Health &
Human Services, 2021).

Si no existe un monitoreo ante esta probleméatica se puede salir de control, como la
limitacién de tratamiento contra infecciones, el aumento de la propagacion de la
farmacorresistencia por todo el mundo, o la atencién al paciente se complicaria,
debido a que los antibidticos de primera linea estdn siendo reemplazados por
medicamentos mas costosos (McEwen & Collignon, 2018). La OMS predice que
para el 2050, el nUmero de muertes por resistencia a los antibidticos podria
dispararse a 10 millones. Nuestro esfuerzo a través de este trabajo sumara
estrategias para garantizar la salud en humanos, animales y medio ambiente y al
mismo tiempo concientizar sobre el uso apropiado de antibidticos y tratamiento
optimo.

Por tal razon, en este proyecto se realizaron pruebas de susceptibilidad, con el
objetivo de identificar los patrones de resistencia antimicrobiana y la erradicacion
bacteriana en antibioticos bactericidas, ensayados en los aislamientos de
Salmonella enterica obtenidos a partir de productos carnicos avicolas de
importancia en salud publica. Dichos resultados seran de gran relevancia para que
se tome conciencia y se puedan implementar medidas de accién sobre el uso de
antibidticos, aunque también es necesario que se cuente con el andlisis de la
resistencia a los antibiéticos que involucre mas afios, para conocer las tendencias

0 aparicién de nuevas resistencias.
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2.Antecedentes
2.1 One Health “Una salud”

Los riesgos sanitarios aumentan con el calentamiento global y los cambios en el
comportamiento humano que brindan multiples oportunidades para que los agentes
patdgenos colonicen nuevos territorios y evolucionen hacia nuevas formas, por lo
tanto, el riesgo no se limita a los seres humanos, sino también a los animales (Food

and Agriculture Organization of the United Nations, 2022).

Por esta razon, surge la filosofia “Una salud’, enfocado en el disefio e
implementacion de programas, politicas, legislacion e investigacion para lograr el
equilibrio y buen estado de la salud publica (P. J. Collignon & McEwen, 2019;
Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2021); a través de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), OMS y OIE/WOAH,
generan actividades de planificacion y vigilancia epidemiolégica, con el fin de
prevenir y detectar la aparicion de enfermedades zoonéticas y su propagacion;
también determinan los factores de riesgo que propaguen enfermedades de la fauna
silvestre a los animales y seres humanos (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2022; Zinsstag et al., 2018). Otra area de trabajo en la que se enfoca
“Una salud”, es la seguridad alimentaria, debido a que animales destinados a la
alimentacion a menudo sirven como reservorios de bacterias, ocasionando severas
infecciones a los humanos; como ejemplo Salmonella, es un patégeno zoondtico
gue puede contaminar alimentos y estos son consumidos por los humanos, ademas
también es caracterizada por ser resistente a mdltiples farmacos. Como
consecuencia una infeccion se puede complicar, el paciente puede ser
hospitalizado, se incrementa los gastos médicos, el tiempo de recuperacion es mas
largo y el tratamiento se limita (Centers for Disease Control and Prevention, 2019).
Ademas, el medio ambiente juega un papel importante en esta problematica, debido
a gue muchas bacterias patégenas, han adquirido genes de resistencia a través del
medio ambiente (McEwen & Collignon, 2018; V. T. Nair et al., 2018). Por ejemplo,

el ser humano promueve residuos de la industria farmacéutica, y si particularmente
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son tratados inadecuadamente, se ha demostrado que libera altas concentraciones

de antibidtico al medio ambiente (McEwen & Collignon, 2018).

Ante estos hechos Collignon y colaboradores mencionan El “Plan de Accion
Mundial” de la OMS, que busca abordar cinco objetivos principales para
contrarrestar este problema (P. C. Collignon et al., 2016):

1. Mejorar la concienciacion y la comprension de la resistencia a los
antimicrobianos a través de una comunicacion, educacion y formacion

eficaces.

2. Fortalecer la base de conocimientos y evidencia a través de la vigilancia y la

investigacion

3. Reducir la incidencia de infecciones mediante medidas eficaces de

saneamiento, higiene y prevencion de infecciones.

4. Optimizar el uso de medicamentos antimicrobianos en salud humana y

animal.

5. Aumentar la inversion en nuevos medicamentos, herramientas de

diagndstico, vacunas y otras intervenciones.

2.2 Caracteristicas generales de Salmonella y su importancia en la salud
publica
Salmonella es un bacilo gramnegativo de 0.2-1.5 x 2-5 pym, facultativamente
anaerobico perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. La mayoria de los
miembros del género no fermentan lactosa, pero son productoras de acido
sulfhidrico H2S, con oxidasa negativa y catalasa positiva (Andino & Hanning, 2015).
Con estas caracteristicas mencionadas, ha permitido el desarrollo de una variedad
de medios selectivos y diferenciales para el cultivo, el aislamiento y la presunta
identificacién; estos medios incluyen agar Salmonella-Shigella (SS), agar verde
brillante (BGA), agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar entérico de Hektoen

(HE), agar MacConkey, agar lisina hierro (LIA) y hierro triple azucar (TSI) (Jajere,
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2019). El género se compone de dos especies taxonémicas, ver Figura 1 (V. T. Nair
et al., 2018).

|.Salmonella enterica J

Especies ‘
Salmonella bongori Il.Salmonella salamae

Salmonella [Il.Salmonella arizonae

Género Salmonella enterica

<

IVV.Salmonella diarizonae ‘

Subespecies

V.Salmonella houtenae

VI.Salmonella indica ‘

Figura 1. Taxonomia de Salmonella (Contreras-Soto et al., 2019).

En primer lugar, Salmonella es considerada como un patégeno zoondtico
importante que causa enfermedades infecciosas, como la salmonelosis,
considerada como una importante amenaza para la salud humana (Regalado-
Pineda et al., 2020). En los seres humanos se manifiestan dos tipos de trastornos:
la fiebre tifoidea causada por S. enterica serotipo Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi
B y S. Paratyphi C, y otra es la gastroenteritis causada por S. enterica no tifoidea
(NTS) por los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium (Xu et al., 2021). Algunos de
los sintomas son, fiebre, vémitos o calambres abdominales, con presencia de heces
blandas (V. T. Nair et al., 2018). Generalmente S. Typhimuriumy S. Enteritidis, son
los serotipos mas comunes que pueden infectar huéspedes amplios, incluidos
humanos y aves; existen otros serotipos como S. Heidelberg, S. Kentucky y S.
Newport que se han aislado en pollos (X. Wang et al., 2020), siendo las aves de
corral el hospedador mas importante, puede transmitirse verticalmente a través de

los huevos y horizontalmente desde los huevos y la carne contaminado a los seres
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humanos. Por lo que evaluar la distribucion en estos hospederos se ha vuelto
importante, para una mejor prevencion y control de su infeccion en animalesy evitar
enfermedades en los humanos (X. Wang etal.,, 2020). En nuestro pais, la
prevalencia de S. enterica es del 18.1 % en muestras de carne de pollo, de acuerdo
a un estudio realizado del 2016 al 2019 por (Regalado-Pineda et al., 2020), en otros
paises como en Iran, la prevalencia es de 33%, Bélgica 36.5%, Espafia 35%,
Argentina 20%, Brasil 11.8% y Venezuela 20% (Castafieda-Salazar etal.,
2019)Nueva Zelanda, Reino Unido y Estados Unidos, los cuales tienen prevalencias
bajas de 3%, 4% y 4.2% respectivamente (T. Sun et al., 2021). Los porcentajes
podria incrementarse debido a que el consumo de la carne de pollo ha mostrado un
crecimiento constante a traves del tiempo, el aumento del consumo esta vinculado
principalmente por tres factores: cambios en la poblacion humana, el precio del pollo
en relacidén con otras carnes, que son mas econémicas y preferencias alimentarias
(Ceniceros, 2016). Lo que puede ocasionar, que las personas estén mas expuestas
a contraer la enfermedad (Godinez-Oviedo et al., 2020).

Sin embargo, muchas veces la enfermedad no puede ser tratada, debido a la
capacidad que tiene Salmonella para desarrollar resistencia a los antibidticos,
problema que reconoce la OMS como una amenaza para la salud publica (Zhou
et al., 2022).

En un estudio realizado por Villalpando-Guzman y colaboradores se evaluaron la
frecuencia, susceptibilidad antimicrobiana y patron de adherencia de S. enterica de
carne de res, pollo y cerdo de la Ciudad de México. Del total de muestras analizadas
se detect6 S. enterica un 47.7% (244/511) en la carne de pollo, 29.7% (152/511) de
res y 22.5% (115/511) de cerdo. Por lo tanto, la frecuencia de aislamiento de S.
enterica en carne molida de pollo indica, que es un porcentaje superior a los
reportado en los paises como Espafia, Taiwan y Guatemala. Los serotipos con
mayor frecuencia fueron S. Gallinarum (18.8%) y S. Pullorum (12.7%), de
importancia veterinaria, seguido de S. Anatum (11%), S. Newport (6.5%), S.
Typhimurium (6.1%) y S. Derby (1.6%). En cuanto a la prueba de susceptibilidad,

se evidencio alta resistencia a ampicilina y cloranfenicol de las cepas aisladas
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(132/135), en carne molida de pollo (95% resistente a ampicilina y 82% a
cloranfenicol), en la carne de res (92.4% resistente a perfloxacina y 92.4% a
ampicilina), y en cuanto a la carne de puerco el 100% de las cepas fueron
resistentes a carbenicilina, ampicilina y cloranfenicol (Villalpando-Guzman et al.,
2017).

En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica reporta mas de
110,000 infecciones por Salmonella en humanos cada afio (Regalado-Pineda et al.,
2020), sin embargo no se reporta ni rastrea los serotipos de Salmonella que causan
infecciones gastrointestinales en la poblacién (Diaz-Torres et al., 2020).

El uso intensivo de antibidticos en granjas convencionales ha promovido el
desarrollo de resistencias en Salmonella spp. De tal forma que V. T. Nair y
colaboradores, documentan que muestras de cerdos donde se obtuvieron
aislamientos de Salmonella, el serotipo mas prevalente es S .Typhimurium vy
presentaron resistencia a ampicilina (47%), cloranfenicol (21%), estreptomicina
(61%), sulfametoxazol (42%) y tetraciclina (85%)(V. T. Nair et al., 2018).

En la mayoria de los estudios encontraremos esta repeticion de patrones de
resistencia, debido a la aparicion y propagacion de cepas de Salmonella spp con
fenotipo  multidrogorresistente ACSSuT  (resistencia a  B-lactamicos,
aminoglucosidos, fenicoles, tetraciclinas y sulfamidas) que se reportan globalmente
(Centeno S. et al., 2018). Este perfil puede extenderse a resistencia de farmacos
betalactamicos adicionales, como ceftriaxona y amoxicilina-acido clavulanico (U.S.
Department of Health & Human Services, 2021). El origen se tiene registrado en S.
Typhimurium (DT104), que generalmente alberga una isla genémica SGI1 de 43 kb,
gue contiene un grupo de genes de resistencia a antibiéticos como son la ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina. Durante la década de
1980 se report6é una epidemia de este serotipo y fue reconocido como un problema
de salud mundial debido a su implicacion en enfermedades en animales y humanos
(Yu et al., 2008).

SGI1 se ha descrito en S. Typhimurium DT120 y en otros serotipos de S. Agona, S.
Paratyphi B, S. Albany, S. Meleagridis y S. Newport. Estos grupos de genes de
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resistencia a los antibiéticos probablemente se generaron a través de eventos de
recombinacién cromosémica o mediante el reemplazo del casete de genes de
resistencia a los antibiéticos en uno de los sitios attl1 y confirieron diferentes perfiles
de resistencia a los antibioticos. Todos los serotipos que portan esta isla genémica,
muestran la misma ubicacién cromosomica, es decir, entre el gen thdF y el yidY, vy
su diseminacion se produce a través de un mecanismo de movilizacion por el
plasmido IncC R55 (Doublet et al., 2005).

Otra caracteristica relevante de S. Typhimurium es que generalmente alberga un
plasmido de virulencia de 94.7 kb (pSTV) que codifica el operdn spv de 8kb que
participa en la supervivencia en el macréfago y luego ayuda en la infeccidn sistémica
(Yu et al., 2008).

Quino y colaboradores, observaron una tasa elevada de cepas resistentes a
nitrofurantoina (40%), acido nalidixico (55%), ciprofloxacina (45%), tetraciclina
(40%), ampicilina (20%), cotrimoxazol (40%), cefotaxima (25%) y cloranfenicol
(20%), tomando como referencia muestras de aves de corral (Quino et al., 2020).
Relacionado a lo descrito con anterioridad, Khan en el 2019 realizé un estudio de
234 aislamientos en productos avicolas y aves de corral, el serotipo mas prevalente
fue S. Typimurium (139) seguido de S. Enteriditis (95). Se encontro resistencia a los
antibidticos, en los aislamientos generales para amoxicilina (80%, 187/234),
ampicilina (74.3%, 174/234), tetraciclina (64.5%, 151/234) y estreptomicina (64.5%,
151 /234). La resistencia para ceftriaxona (8.5%, 20/234) fue el mas bajo de todos
los aislamientos; S. Typimurium fue altamente resistente para amoxicilina (94.9%,
132/139) seguido de lincomicina (93.5%, 130/139), ampicilina (92%, 128 /139),
tetraciclina y estreptomicina (84.1%, 117/139, 83.4, 116/139), pero menos
resistentes para ceftriaxona (6.4%, 9/139), S. Enteriditis resistente para lincomicina
(92.6%, 88/95) seguido de amoxicilina (74.6%, 55/95), ampicilina (48.4%, 46/95),
estreptomicina y sulfametoxazol con trimetoprim (37.8%, 36/95), menos resistentes
a ceftriaxona (11.5%, 11/95) (Khan et al., 2019).

En el 2020, Wang y colaboradores evaluaron la susceptibilidad de

los aislados de Salmonella a 10 antibiéticos, recuperadas de pollos enfermos y de
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aspecto saludable en el centro de China, utilizando ensayos de CMI. Se observaron
altas tasas de resistencia a la colistina (64.3%), meropenem (35.7%) vy
ciprofloxacina (28.6%) en S. Enteritidis (X. Wang et al., 2020).

El mal uso de antibiéticos para terapia humana y animal, asi como promotores de
crecimiento en granjas ha producido una mayor seleccion de patégenos resistentes
a los antibioticos (Martinez & Baquero, 2014). Los patégenos gram negativos mas
prevalentes, como E. coli, S. enterica y K. pneumoniae, causan una variedad de
enfermedades, como la salmonelosis, tifoidea, disenteria, ademas se ha observado
una fuerte correlacion entre el uso de antibiéticos como tratamiento y el desarrollo

de resistencia durante el ltimo medio siglo (Davies & Davies, 2010).

Dicho lo anterior, a continuacion, se detallara el mecanismo de accion de los
antibidticos seleccionados para el desarrollo de este proyecto y posteriormente el

mecanismo de resistencia.

2.3 Mecanismo de accion de los antibioticos

El término "antibidticos bacteriostaticos” se usa para describir medicamentos cuyo
mecanismo de accion detiene la actividad celular bacteriana sin causar
directamente la muerte bacteriana, como ejemplo son todos aquellos que actian
inhibiendo la sintesis de proteinas y antimetabolitos (Ocampo et al., 2014). Y los
“antibidticos bactericidas”, como las fluoroquinolonas, no solo inhiben el crecimiento
de las células sino también desencadenan mecanismos dentro de la célula que
conducen a la muerte celular, porque son mecanismos irreversibles (Nemeth et al.,
2015).

La comprension actual de la actividad biologica de los antibiéticos se centra en gran
medida en sus obijetivos celulares primarios. Los siguientes antibioticos, de los
cuales abordaremos el mecanismo de accién (ver Figura 2) estan relacionados con
la seleccion de acuerdo a la OMS, NARMS, OIE/ WOAH, que son de importancia
critica y elevada para la medicina veterinaria y que comparten uso con humanos,

los cuales estan representados en la Tabla 12, en el apartado de resultados.
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2.3.1 Clasificacion de antibidticos sobre la base del mecanismo de accién

La Figura 2 representa el lugar de accion antibidtica en la bacteria, cada grupo de

antibidticos actia de una forma u otra, dependiendo de su estructura quimica del

farmaco y las diferencias estructurales entre las bacterias (Murray et al., 2009); a

continuacion se describe cada mecanismo de accion.

Sintesis de pared celular

Beta
lactamicos:
Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenémicos

Vancomicina

Membrana celular
Polimixinas

3 . Sintesis de acidos nucleicos
Sintesis de folatos

Sulfonamidas
Trimetoprim ADN girasa
Quinolonas

ARN polimerasa
Rifampisina
F

Subunidad 50S
Macrdlidos
Clindamicina
Cloranfenicol
Estreptograminas

Subunidad 30S
-Tetraciclinas

-Aminoglucésidos Sintesis de proteinas

Figura 2. Sitios de accion de los antibiéticos. Modificado de (Kapoor et al., 2017).

2.3.1.1 Sintesis de la pared bacteriana

Las paredes celulares de los microorganismos estan formadas por polimero de

peptidoglicano, que consta de cadenas de glucanos con la unidad repetitiva de acido

N-acetilmuramico (MurNAc, M) y N-acetilglucosamina (GIcNAc, G), que se

entrecruzan mediante pentapéptidos (L -Ala— D -Glu- L -Lys— D - Ala— D -Ala) que

cuelgan de las capas. Generalmente, el pentapéptido de la pared celular en

bacterias Gram-positivas (GPB) esL -Ala—D -Glu—L-Lys—D -Ala—D -Ala y en

bacterias Gram-negativas (GNB), el tercer aminoacido (L -lisina) generalmente se

reemplaza con acido diaminopimélico (DAP). En la Figura 3, se representa parte de

la estructura que envuelven a las bacterias, incluyendo al peptidoglucano,

particularmente en Gram negativas se observa una estructura de matriz delgada,
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una de las funciones mas importante, es que estabiliza la membrana celular, lo que

le permite soportar altas presiones osmoticas internas el microorganismo (Cho

et al., 2014, Sarkar et al., 2017).
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Figura 3. Estructura de la envoltura de bacterias Gram positiva y Gram negativa.
Modificado de (Silhavy et al., 2010).

2.3.1.1.1 Betalactamicos

Los B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos) son aquellos que
comparten una estructura comun de anillo B-lactamico, e interrumpen en la sintesis
de peptidoglucano (Murray et al., 2009). El anillo B-lactdmico imita el resto D -
Ala— D - Ala de la terminal del pentapéptido y las PBP “proteinas de union a
penicilina” las confunden con su sustrato, el residuo de serina del sitio activo de la
PBP ataca al carbonilo del anillo B-lactamico, escindiendo el anillo y formando una
acil-enzima inactiva que tiene una larga vida util, bloqueando completamente el sitio
activo de un nuevo ataque nucleofilico, por lo tanto se inhibe la accién de estas
enzimas para catalizar el entrecruzamiento de las capas de peptidoglicano (Sarkar
et al., 2017).

El dafio de la pared celular después del tratamiento con betalactamicos es el
resultado de un desequilibrio inducido por farmacos, entre las actividades de las

sintasas de la pared celular y las hidrolasas (B-lactamasas que se unen y acilan
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antibiodticos B-lactamicos), estas enzimas usan moléculas de agua para hidrolizar e
inactivar el antibiotico antes de que pueda alcanzar su objetivo (Bonomo, 2017) .
Las PBP de alto peso molecular son las principales peptidoglucano sintasas. Se
subdividen en enzimas de clase A (aPBP) y clase B (bPBP). Las aPBP son
bifuncionales y poseen actividad glicosiltransferasa (GT) para polimerizar las
cadenas de glicanos y actividad transpeptidasa (TP) para reticularlas. Las bPBP,
por otro lado, solo se sabe que poseen actividad transpeptisa (Cho et al., 2014).
2.3.1.2 Membrana celular

Las bacterias Gram negativas contienen dos membranas, una externa e interna. La
membrana externa es un organulo esencial; bicapa asimétrica con fosfolipidos en
la parte interna y lipopolisacarido (LPS) en la parte externa, casi todas las proteinas
integrales son proteinas de barril 3, también conocidas como OMP. Algunas OMP
funcionan como canales de difusion pasivos (porinas), otras son importadores de
nutrientes especificos; esta region actia como una barrera de permeabilidad
selectiva que protege a la célula de sustancias quimicas nocivas, incluidos
detergentes y antibidticos (Konovalova et al., 2017).

2.3.1.2.1 Polimixinas

Hay 5 tipos diferentes de polimixinas (A-E), de las cuales solo la polimixina B y la
colistina (polimixina E) tienen uso en la practica clinica. La Unica diferencia
estructural entre la polimixina B y la colistina radica en la porcién peptidica, que
difiere en un Unico aminoacido (D-leucina en la colistina o D-fenilalanina en la
polimixina B) (Molina et al., 2009).

El objetivo de las polimixinas es la membrana externa de Gram negativas (son
activos contra la mayoria de los miembros de la familia Enterobacteriaceae). Debido
a una interaccidon electrostatica que ocurre entre el residuo del acido a, y-
diaminobutirico (Dab) de la polimixina cargada positivamente en un lado y los
grupos fosfato de la membrana del lipido A cargada negativamente en el otro lado,
los cationes divalentes (Ca ?* y Mg %) se desplazan de los grupos fosfato cargados
negativamente de los lipidos de membrana, por lo tanto, el lipopolisacarido se

desestabiliza, o que aumenta la permeabilidad de la membrana bacteriana,
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conduce a una fuga del contenido citoplasmético y finalmente causa la muerte
celular. Otro modo de accion, es la inhibicion de las enzimas respiratorias vitales
(inhibiciéon de las NADH-quinona oxidorreductasas de tipo Il [NDH-2]) en la
membrana interna bacteriana (Ezadi et al., 2019; Poirel et al., 2017).

2.3.1.3 Sintesis de proteinas

Muchos antibacterianos inhiben el crecimiento celular al interferir con las funciones
de los ribosomas, afectando en sus 2 estructuras y como consecuencia la sintesis
de proteinas. El grupo de antibiéticos que actian en este punto se representa en la
Figura 4.

Macrolidos
Clindamicina
Cloranfenicol

Estreptograminas

-Tetraciclinas
-Aminoglucoésidos

Figura 4. Antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas (Kapoor et al., 2017).

Subunidad 50s

Inhibicion de sintesis
de proteinas

Subunidad 30s

Recordando que la estructura ribosomal de las bacterias consta de 2 partes, la
subunidad pequefia se encarga de decodificar la informacidn genética codificada en
los ARNm, mientras que la subunidad grande se encarga de polimerizar los

aminoéacidos en proteinas, Figura 5 (Vazquez-Laslop & Mankin, 2018).

£

P i ) lﬂ Péptido naciente

Figura 5. Estructura del ribosoma bacteriano. La letra A es el sitio de entrada del

ARNt con el aminoéacido, la P sitio de unién del peptidil-ARNt, PTC es peptidil
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transferasa es donde se cataliza la adicion de aminoacidos individuales a la proteina
en crecimiento (Vazquez-Laslop & Mankin, 2018).

2.3.1.3.1 Macrélidos

De acuerdo a su estructura poseen un anillo de macrolactona, que puede variar en
tamafo de 12 a 16 &tomos, que forma el nucleo de los antibiéticos macrolidos que
se unen a los ribosomas (Vazquez-Laslop & Mankin, 2018).

Este grupo de antibioticos, inhiben la sintesis de proteinas al dirigirse al tinel de
salida del péptido naciente (NPET, por sus siglas en inglés) de los ribosomas
bacterianos, acttan bloqueando NPET y por lo tanto inhibir la traduccién de cada
proteina; el motivo de detencién de macrélidos (MAM) esta ubicado en el centro de
la peptidiltransferasa (PTC), que evitan que el ribosoma catalice la formacion de

enlaces peptidicos (Beckert et al., 2021). Aunque todos los macrélidos dirigidos a

los ribosomas se unen al mismo sitio en el NPET, la especificidad de la accion
depende criticamente de su estructura quimica. Como resultado, los sitios de
detencion de la traduccion y los espectros de las proteinas afectadas varian en las
células tratadas con diferentes macrolidos (Vazquez-Laslop & Mankin, 2018).
2.3.1.3.2 Anfenicoles

Esta familia de antibiéticos actiua en la inhibicion de sintesis de proteinas. El
cloranfenicol fue el primer antibacteriano de amplio espectro descubierto, efectivo
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas (Pacheco, 2020). El farmaco se
une de forma reversible a la subunidad 50S de la proteina ribosdmica, bloqueando
su actividad transpeptidasa e interfiriendo con la unién terminal del aminoacido-
ARNt a la subunidad 50S, por lo tanto, inhibe la formacién de nuevas cadenas
peptidicas y como consecuencia no hay sintesis de proteinas de las bacterias. Cabe
resaltar que este antibidtico ya no es utilizado como terapia en animales productores
de alimentos desde 2002, ya que los efectos secundarios comunes incluyen
supresion de la médula 6sea, anemia aplasica (Du et al., 2020). El florfenicol es una
clase de antibiotico sintético, derivado monofluoruro del cloranfenicol, en el que -OH
se reemplaza por —F, es de amplio espectro, utilizado universalmente en medicina

veterinaria (Ying et al., 2019), en comparacién con el cloranfenicol, este es de baja
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toxicidad, alta eficacia y tratamiento seguro, Util para las infecciones respiratorias de
los bovinos y las aves de corral (Du et al., 2020).

2.3.1.3.3 Tetraciclina

Las moléculas de tetraciclina tienen un nucleo tetraciclico fusionado lineal (anillos
A, B, Cy D) al que se unen una variedad de grupos funcionales. Sus propiedades
antimicrobianas como farmacocinéticas estan influenciadas por la quelacion de
iones metalicos (Fe*3, Cu*?,Ni*2,Zn*? fosfatos), formando complejos debido a sus
atomos de oxigeno en los anillos By C (Tariqg et al., 2018). Los sitios de quelacion
incluyen el sistema de B-dicetona (posiciones 11y 12) y los grupos enol (posiciones
1y 3) y carboxamida (posicién 2) del anillo A, ver Figura 6 (Chopra & Roberts, 2001).

N(CHg),

---T
---T

Figura 6. Estructura de la 6-desoxi-6-desmetiltetraciclina, el farmacaéforo minimo de
tetraciclina (Chopra & Roberts, 2001).

2.3.1.3.4 Aminoglucésidos

Compuestos de aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico
hexagonal con grupos amino (aminociclitol). Tienen amplio espectro contra bacilos
gram negativos aerobios, enterobacterias y bacilos no fermentadores. Actdan en la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano e inhibiendo la sintesis proteica, o que
conduce finalmente a la muerte del microorganismo (Molina et al., 2009).

La penetracion celular de la molécula de aminoglucosido a través de la membrana
externa de bacterias Gram negativas es por porinas y la interaccion entre el
aminoglucoésido y cationes divalentes del LPS (Mg**) produciria una alteracion de la

membrana externa, aumentando su permeabilidad (Mella M. et al., 2004).
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2.3.1.4 Sintesis de acidos nucleicos

2.3.1.4.1 Quinolonas

Son un tipo de antibidticos méas utilizado a nivel mundial, se trata de antibioticos
sintéticos que inhiben las enzimas topoisomerasas de ADN de tipo Il (girasa) o tipo
IV, y que son necesarias para la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN
(Pham et al., 2019). La subunidad A de la girasa de ADN representa la diana
principal de las quinolonas de las bacterias Gram negativas y la tipo IV es el objetivo
de las Geram positivas (Murray et al., 2009). Dicho en otras palabras, inhiben el
superenrollamiento y la relajacién del ADN uniéndose tanto a la girasa como al ADN
y estabilizando el complejo girasa-ADN-escindido (Bush et al., 2020).

El 4cido nalidixico fue el primer antibidtico de esta familia y es considerado como de
primera generacion, se descubrio como subproducto de la sintesis de cloroquina en
1962. Las nuevas quinolonas (fluoroquinolonas) condujo a la sustitucion de un
atomo de fluor en el carbono 6 (C-6) del andamio de quinolonas (Bush et al., 2020;
Murray et al., 2009). Estas modificaciones generaron un alcance de actividad mas
amplio y mejor biodisponibilidad, asi como propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas mejoradas (Pham et al., 2019).

2.3.1.5 Sintesis de folatos

2.3.1.5.1 Sulfonamidas

Considerados como antimetabolitos que compiten con el acido p-aminobenzoico
(PABA) e impiden la sintesis de acido folico que requieren algunos microorganismos
(Murray et al., 2009). En presencia de sulfonamidas, la enzima dihidropteroato
sintasa se une a estos analogos estructurales de PABA, que previene la sintesis de
acido félico y la sintesis de ADN (Murray et al., 2009; Tacic et al., 2017).

Su estructura basica de las sulfonamidas incluye el grupo sulfonamida y el grupo
amino en la posicién para del anillo de benceno, la sustitucion del atomo de H* en
el nitrégeno 1 del grupo sulfonamida, ha dado origen a una gran familia de
sulfonamidas. Los derivados N1-monosustituidos de la sulfanilamida son
compuestos activos cuyo grado de actividad aumenta con la introduccion de

sustituyentes heteroaromaticos (Tacic et al., 2017).
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2.3.1.5.2 Trimetoprim

Se usa con frecuencia en combinacion con sulfametoxazol (sulfonamida) para
formar un compuesto sinérgico que actia en 2 etapas de la sintesis de acido félico,
ya que inhibe la dihidrofolato reductasa, lo cual impide la conversion de dihidrofolato
a tetradihidrofolato. Este proceso inhibe la formacion de timidina, algunas purinas,
metionina y glicina (Murray et al., 2009).

Los antibidticos como ampicilina, sulfametoxazol y tetraciclina se han utilizado
ampliamente durante muchos afios en medicina veterinaria para tratar infecciones
en animales de produccion. Si bien la ampicilina estd clasificada como de alta
prioridad, "antimicrobiano de importancia critica" por la OMS; el sulfametoxazol y la
tetraciclina se reconocen como antibidticos de gran importancia (European Food

Safety Authority & European Centre for Disease Prevention and Control, 2021).

2.4 Impacto de la resistencia bacteriana en el mundo

La resistencia bacteriana es un fendmeno antiguo de millones de afios, mucho antes
del uso de antimicrobianos por parte de los seres humanos. El aumento progresivo
y selectivo, impuesta por el uso generalizado de agentes antibacterianos desde la
década de 1950 ha acelerado claramente el desarrollo y la propagacion de la
resistencia bacteriana (ver Figura 8). Por ejemplo, la resistencia se ha identificado
a partir de diversas muestras ambientales, granjas y productos carnicos al por
menor. Estos microorganismos ambientales son excelentes fuentes de genes de
resistencia a los antimicrobianos "resistomas ambientales" (Figura 7) (V. T. Nair
et al.,, 2018; van Duijkeren et al., 2018). Desafortunadamente estos residuos de
antimicrobianos persisten en el medio ambiente (European Food Safety Authority &

European Centre for Disease Prevention and Control, 2021).
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Figura 7. Representacion esquematica de las rutas de transmisién de resistencia a
antibidticos entre los animales de granja, medio ambiente y los seres humanos.
Modificado de (McEwen & Collignon, 2018).

Eventos en la era de antibiéticos

Resistencia de Resist_e_ncia
antibiético  por transm|_5|ble a
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: P Bioquimica Secuenciacién
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de la mayoria de uso de los resistencia redecirpdianas Para evitar la
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Figura 8. Secuencia de descubrimiento y desarrollo de resistencia para las

principales clases de antibidticos. Modificado de (Davies & Davies, 2010). Se

modificaron los margenes de la imagen
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La OMS predijo que para el 2050, el nimero de personas que moriran debido a la
resistencia a los antibiéticos aumentaria de 700.000 a unos 10 millones por afio a
nivel mundial (Nji et al., 2021).

Es importante reconocer que el concepto de resistencia / susceptibilidad a los
antimicrobianos en la practica clinica es un fenémeno relativo con muchos niveles
de complejidad. El establecimiento de puntos de corte de susceptibilidad clinica
(susceptible, intermedio y resistente) se basa principalmente en el analisis in vitro,
actividad de un antibidtico contra una muestra bacteriana considerable, combinada
con algunos parametros farmacologicos. En relacion a esto, también existe un
término denominado “persistencia”, se debe a que algunas células de una poblacién
bacteriana pueden estar en fase de crecimiento estacionaria (latentes); y la mayoria
de los antibioticos no tienen ningun efecto sobre las células que no estan creciendo
y dividiéndose activamente, o sea que no poseen genes de resistencia (Reygaert,
2018). Gosh y colaboradores mencionan que la presencia de células persistentes
en una poblacion bacteriana se considera una estrategia para asegurar la
supervivencia en entornos cambiantes, algunos de los mecanismos de persistencia
son (Ghosh et al., 2020) :

-Persistencia espontanea a través de sistemas de toxina / antitoxina y variabilidad
estocastica en la expresion de genes relacionados con el estrés.

-Induccién ambiental como choque térmico, privacion de nutrientes, etc.
-Inactivacion de los objetivos del farmaco.

-Formacion de biopeliculas.

-Respuesta inmune del huésped como la fagocitosis.

2.5 Definicion de resistencia antimicrobiana

Es la incapacidad o accion reducida de un agente antimicrobiano para inhibir el
crecimiento de una bacteria, si hablamos que esta puede ser patdgena, el
tratamiento podria ser un fracaso (European Food Safety Authority & European
Centre for Disease Prevention and Control, 2021). Esto se relaciona a que si una
bacteria es resistente a un determinado agente antimicrobiano, todas las células

hijas lo seran (al menos que ocurra mutaciones adicionales) (Reygaert, 2018).
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Por lo tanto la resistencia natural, se puede dividirse en 2 (van Duijkeren et al.,
2018):

e Resistencia intrinseca: Siempre expresada en la especie.

e Resistencia inducida: La bacteria contiene genes de resistencia que llegan a

expresarse después de la exposicidén a un antibiotico.

La resistencia adquirida, es mediante la adquisicion de material genético por
transferencia horizontal de genes y son por ejemplo (Reygaert, 2018):

e Transformacién

e Transposicion

e Conjugacion
Estos mecanismos se ven favorecidos gracias a la presencia de los elementos
genéticos moviles (MGE), como los transposones y los genes que codifican las
enzimas que los facilitan, como las integrasas o las recombinasas, suelen facilitar
la movilizacion inicial. Tales MGE son capaces de capturar ARG (genes resistentes
a los antimicrobianos) de los cromosomas y transferirlos horizontalmente a traves
de un plasmido o un fago a otras bacterias (European Food Safety Authority &

European Centre for Disease Prevention and Control, 2021).

2.6 Mecanismo de Resistencia

De acuerdo a (Yang etal., 2020) los mecanismos para inhibir los efectos
antimicrobianos pueden ser inactivacion enzimatica, modificacion de objetivo
antimicrobiano, reduccion de la permeabilidad del farmaco y salida del farmaco (ver

Figura 9), de los cuales vamos a explicar a continuacion:
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Gram negativa Gram positiva

Antibiético § Degradacion enzimatica de antibiético t Antibiético degradado

Bomba de eflujo g Modificacién enzimatica de antibiético * Antibiético modificado

| FL

Porina . Objetivo modificado r‘“;l Modificacién de porina

Figura 9. Mecanismos mas comunes de resistencia antimicrobiana. (1) hidrdlisis
enzimatica, (2) modificacion enzimatica de antibiético, (3) modificacion del objetivo,
(4) reduccion de la permeabilidad a antibidticos por modificacion de porinas, (5)
expulsion activa de antibidticos por bombas de eflujo. Modificado de (Varela et al.,
2021).

2.6.1 Inactivacion enzimética

Mediante el cual incluye la hidrdlisis, reacciones redox que alteran la estructura del
farmaco, acetilacion (aminoglucosidos, cloranfenicol,
estreptograminas), fosforilacion (aminoglucésidos, cloranfenicol) y adenilacion
(aminoglucdsidos, lincosamidas). Las enzimas de resistencia contribuyen a la
capacidad bacteriana de superar la accion de los antibioticos. La mayoria de los
antibidticos afectados por estas modificaciones enzimaticas ejercen su mecanismo
de accidn al inhibir la sintesis de proteinas a nivel de ribosomas. Como ejemplos: la
presencia de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME) que modifican

covalentemente los grupos hidroxilo o amino de la molécula de aminoglucésido; las
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betalactamasas, las mas antiguas y las mas diversas, capaces de escindir el anillo
betalactdmico del grupo de las penicilinas, volviéndolas ineficaces; por su alto
consumo en humanos y animales han facilitado la propagacion de clones de
resistencia (Varela et al., 2021), siendo principalmente las Enterobacterias que
poseen estas enzimas, donde el intercambio de plasmidos resistentes a multiples
farmacos (MDR) entre miembros de la familia es coman. Por dltimo, la modificacion
quimica de cloranfenicol, estd impulsado principalmente por la expresion de
acetiltransferasas (Davies & Davies, 2010; Varela et al., 2021).
2.6.2 Alteracion de los objetivos antimicrobianos.
La accion de enzimas que se mencionaron anteriormente pueden generar
modificacion de la estructura del farmaco, por lo tanto, se evitara su union a la célula
bacteriana o a su objetivo diana y sera bloqueado, segun (Munita & Arias, 2016)
estos cambios de diana pueden consistir en:
-Mutaciones puntuales en los genes que codifican el sitio diana
-Alteraciones enzimaticas del sitio de union (por ejemplo, adicion de grupos
metilo)
-Reemplazo o desvio de la diana original.
Por ejemplo, a través de alteraciones en la estructura y / o niumero de PBP
(proteinas de unién a penicilina), las PBP son transpeptidasas involucradas en la
construccion de peptidoglicano en la pared celular. Un cambio en el numero
(aumento) de PBP afecta la cantidad de farmaco que puede unirse a ese objetivo.
Ademas, también se han atribuido otros objetivos diana como a ribosomas
(mutacién ribosémica), enzimas de acidos nucleicos y las vias metabdlicas, la
resistencia se produce a través de mutaciones en enzimas (DHPS, dihidropteroato
sintasa, DHFR, dihidrofolato reductasa) involucradas en la via de biosintesis de
folato y / o sobreproduccién de DHPS resistentes y enzimas DHFR (sulfonamidas,
DHPS, trimetoprim, DHFR) (Reygaert, 2018; Varela et al., 2021).
2.6.3 Eflujo de drogas
Las bombas de salida funcionan principalmente para eliminar las sustancias téxicas

de la célula bacteriana. La descripcion de un sistema de eflujo capaz de bombear
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tetraciclina (Tet) fuera del citoplasma de E. coli se remonta a principios de la década
de 1980 y fue uno de los primeros en describirse, son pertenecientes a la familia
MFS que extruyen tetraciclinas, utilizando el intercambio de protones como fuente
de energia (Munita & Arias, 2016). Hay cinco familias principales de bombas de
eflujo en bacterias, clasificadas segun su estructura y fuente de energia: la familia
de casetes de union a ATP (ABC), la familia de extrusion de compuestos toxicos y
multifarmacos (MATE), la familia de pequefas resistencias a multiples farmacos
(SMR), la principal superfamilia facilitadora (MFS) y la familia de division celular de
nodulacién de resistencia (RND); ElI grupo ABC de bombas de eflujo provoca la
resistencia bacteriana a farmacos clinicamente relevantes en Mycobacterium
tuberculosis, Acinetobacter baumannii, Streptococcus pneumoniae. La bomba de
eflujo MacB de E. coli es una de las pocas bombas bien estudiadas de la
superfamilia ABC, que confiere niveles apreciables de resistencia a macrolidos. Se
ha demostrado que esta proteina, junto con la proteina de membrana externa Mac
A, tiene un papel crucial en la virulencia de E.coli. En S. Thiphymurium, MacABC es
necesaria para la colonizacion del huésped y ayuda a superar el estrés oxidativo
letal, inducido por las especies reactivas de oxigeno, asi como su supervivencia
dentro de los macrofagos (Reygaert, 2018; van Duijkeren et al., 2018; Varela et al.,
2021).

Resumiendo lo anterior, sobre los mecanismos de resistencia, el tipo de antibiético
gue corresponde y en qué microorganismos se encuentra, se pueden observar en
la Tabla 1.

Tabla 1. Resistencia de antibiéticos por inactivacion enzimatica, modificacién del

objetivo diana y bombas de eflujo (van Duijkeren et al., 2018).

Mecanismo de Gen de Fenotipo de Bacteria involucrada Ubicacion
resistencia resistencia resistencia del gen de
(antibidtico) resistencia
tet (AE, G, H, Tetraciclina Gram +y Gram - P, T,C
1, J, K,
L,2), tet A.
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Salida a
través de
exportadores
especificos

Salida a
través de
multiples
farmacos

Degradacion

hidrolitica

Modificaciéon

guimica

Metilacion del
sitio de

destino

Reemplazo
deun
objetivo
sensible por
un objetivo
alternativo
resistente
Alteracion del
LPS

pp-flo, floR,
floR v.

cmlA

mexB
mexA
oprM
acrA
acrB
tolC
bla

aac , aad

catA, catb

erm

sull, sul2,
sul3

dfrA, dfrB,
dfrD, dfrG,
dfrK

mcr-1 a mcr-
5

Florfenicol
Cloranfenicol

Cloranfenicol

Cloranfenicol, -
lactamicos,
macrdélidos,

fluoroquinolona,

tetraciclinas, etc.

B-lactamicos

Aminoglucésidos

Cloranfenicol

Macroélidos,
lincosamidas,

compuestos de

estreptogramina

B

sulfonamidas

Trimetoprima

Colistina

34

Fotobacterias, Vibrio,
Salmonella,
Escherichia,

Klebsiella , Pasteurella

Pseudomonas,
Salmonella, E. coli
Pseudomonas, E. coli,

Salmonella

Gram +y Gram —
(aerbbicas y
anaerobias).

Gram +y Gram -

Gram +y Gram —
(aerbbicas y
anaeradbicas).
Gram +, Escherichia,

Bacteroides

Gram -

Gram +y Gram -

Enterobacterias

T,P,C

T,P,C

P, T,GC,

T, GC, P,

P, T, GC,

P, T,C

T,P,C



Modificacion | Mutacion en Estreptomicina Gram +y Gram - C

mutacional el gen que
codifica la
del sitio proteina
. ribosémica
objetivo S12
Modificacion Mutaciones | Fluoroquinolonas E.coli C
. en
mutacional los marRAB
de elementos | soxR o ACR
R

reguladores

P= plasmido, T= transposén, GC= casete de genes, C= ADN cromosémico, |=
Integroén.

Los betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos), pueden ser inactivados por diferentes tipos de B-lactamasas,
estas mismas enzimas son las responsables de la resistencia y los genes que las
codifican pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos y se
producen de manera constitutiva o inducible (Santajit & Indrawattana, 2016). En la
Tabla 2 se pueden observar, las diferentes clasificaciones y caracteristicas de las

enzimas de B-lactamasas.

Tabla 2. Categorizacion de enzimas B-lactamasas bacterianas por los sistemas

Bush-Jacoby y Ambler (Santajit & Indrawattana, 2016).

Clasificacion Antibiotico Enzimas Descripcion Patogeno
Bush- Ambler
Jacoby
1 C Cefalosporinas de | ACT-1, MIR- Enzimas no
espectro reducido | 1, CM, AMPc inhibidas por
y extendido, acido
incluidas las clavulanico m
cefamicinas =]
2a A Penicilinas PC1 Penicilinasas g
inactivadas por S
acido %
clavulanico =
2b A Penicilinas, TEM-1, TEM- Enzimas de S
cefalotina 2, SHV-1, | amplio espectro, 8
SHV-11 inactivadas por '
acido
clavulanico
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2be

2bab

2ber

2c

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

Penicilinas,
oxiimino-
cefalosporinas
(cefotaxima),
monobactamicos
Penicilinas
resistentes al
acido clavulanico,
sulbactam.

Penicilinas,
oxiimino
cefalosporinas,
monobactamicos

Penicilinas,
carbenicilina

Carbenicilina,
cefepima

Cloxacilina,oxacili
na
Cloxacilina,
cefalosporinas,
monobactamicos
Cloxacilina,
oxacilina,
carbapenémicos
Cefalosporinas

Todos los
betalactamicos,
carbapenémicos

Todos los
betalactamicos,
carbapenémicos.
Penicilinas.

TEM-3, TEM- Enzimas de

10, SHV-2, amplio espectro

SHV-3, CTX-M extendido
(BLEE).

TEM-30, SHV- Enzimas de
10,SHV-72 amplio
espectro con
unioén reducida
al 4cido
clavulanico
TEM-50, TEM- Enzimas de
158 espectro
extendido con
relativa
resistencia al
acido
clavulanico
PSE-1, CARB- Enzimas
3 hidrolizantes de
carbenicilina.
RTG-4 (CARB- Carbenicilinasa

10). de espectro
extendido
OXA-1,0XA-
2,0XA-10
OXA-11, Enzimas
OXA-15 hidrolizantes de
cloxacilina
OXA-23,
OXA-51,
OXA-58
CepA Cefalosporinas
inactivadas por
acido
clavulanico
KPC, PYME, Betalactamasas
IMI-1 no metalo-
lactamasas,

hidrolizantes de

carbapenémicos

IMP, VIM, IND.| Metalobetalacta
masas.

Penicilinas de Penicilinasas no

Burkholderia inactivadas por
cepacia. acido
clavulanico.

36



La resistencia a quinolonas esta mediada por mutaciones especificas en la girasa
y/o la topoisomerasa 1V, generalmente es en el aminoacido de la serina y los
residuos acidos que anclan el puente de iones agua-metal; lo relevante de esto, es
gue la union de la quinolona con la topoisomerasa se facilita a través de un puente
de iones de agua y metal. El otro proceso es por medio de adquisicion de genes de
resistencia mediado por plasmidos, el primero es Qnr que codifican proteinas que
disminuyen la unién de la girasa y la topoisomerasa IV al ADN, la segunda proteina
codificada por aac (6')-1b-cr, acetila el nitrégeno no sustituido del anillo de piperazina
C7 que se encuentra en la norfloxacina y la ciprofloxacina, lo que disminuye la
actividad del farmaco. Por ultimo tenemos a las que codifican para bombas de eflujo
(OgxAB, QepAly QepA2) (Aldred et al., 2014).

La resistencia a macrolidos, lincosaminas y estreptograminas se debe ala presencia
de genes emr en Gram positivas y Gram negativas que se expresan todo el tiempo
(constitutivamente), por lo tanto, el gen esta activado en presencia de dosis bajas
de antibidticos especificos (Fyfe etal.,, 2016). Uno de los mecanismos de
resistencia, seria por la presencia de ARNr metilasas, que reducen la union del
antibidtico a la subunidad 50S del ribosoma. Por otra parte existen un grupo de
genes mef(A), mef(B) y mef(C), que codifican para bombas de eflujo especificas
para 14 y 15 miembros macrolidos, que provocan la expulsion del antibiético (van
Duijkeren et al., 2018).

En cuanto a los aminoglucosidos su mecanismo de resistencia se debe a que existe
una gran variedad de enzimas modificadoras de aminoglucosidos presentes en todo
tipo de bacterias, esta actividad lo realizan sobre los grupos moleculares de la
estructura del antibidtico, el cual lo podemos ejemplificar en la Tabla 3. Otro
mecanismo relevante es la modificacion de la diana, mediado por enzimas
metiltransferasas del ARNr 16S, las cuales van a afadir un grupo metilo en residuos
de nucledtidos que se localizan en el sitio de unién de los aminoglucésidos en al
ARNTr, impidiendo la interaccion del ribosoma con el antibiético necesaria para que

se produzca la accién del aminoglucosido (Mella M. et al., 2004; Ovejero, 2018).

37



Tabla 3. Modificacion enzimatica en aminoglucosidos (Ovejero, 2018).

Enzima modificadora Accion

Aminoglucésido N- Catalizan la acetilacion de los grupos —
acetiltransferasas (AACSs). NH2 de la molécula del aminoglucésido.

Aminoglucésido O- Catalizan la adenilacion un grupo -OH

nucleotidiltransferasas (ANTS). del aminoglucésido.
Aminoglucésido O- Catalizan la fosforilacion de los grupos

fosfotransferasa (APHS). hidroxilos del aminoglucosido

Los fenicoles estan constituidos por 2 farmacos, el cloranfenicol y florfenicol, su
mecanismo de resistencia esta basado en la inactivacion enzimatica, por medio de
cloranfenicol acetiltransferasas (CAT) que transfieren grupos acetilo de acetil-CoA
a la posicion C3 de la molécula de cloranfenicol, también se han identificado genes
relacionados con floR en Photobacterium, Vibrio, Klebsiella, E. coli y varios
serovares de S. enterica (van Duijkeren et al., 2018).

En el grupo de las polimixinas, principalmente la colistina presenta los siguientes
mecanismos de resistencia que incluyen una variedad de modificaciones de
lipopolisacéaridos, como modificaciones de lipido A con fosfoetanolamina y 4-amino
4-desoxi-Larabinosa, bombas de eflujo, sobreexpresion de la proteina de
membrana externa (OprH); tal resistencia esta codificada cromosémicamente y de
igual forma se ha notificado por medio de plasmidos, principalmente el gen mcr-1
identificado en un plasmido conjugativo en E. coli de origen animal y humano y
codifica para una fosfoetanolamina transferasa, subsecuentemente se han ido
identificando mas genes mcr-2,mcr-3,mcr-4,mcr-5 (Poirel et al., 2017; van Duijkeren
etal.,, 2018). En un estudio realizado por (European Food Safety Authority &
European Centre for Disease Prevention and Control, 2021) se detecto resistencia
a la colistina en el 14.2% de los aislados de Salmonella, aunque el 83.4% de estos
aislados resistentes fueron S. Enteritidis 0 S. Dublin; serotipos pertenecientes al

grupo D Salmonella, que tienden a mostrar una mayor tolerancia natural a la
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colistina. Ademas, es considerado como un antimicrobiano de importancia critica de
maxima prioridad para el tratamiento de infecciones humanas graves con algunas
bacterias Gram negativas, de acuerdo a lo establecido por la OMS. El uso principal
en veterinaria es para tratar infecciones por enterobacterias y como promotor de
crecimiento, que generalmente es una practica muy comun en todo el mundo (Poirel
et al., 2017).

Las sulfonamidas representan estructuras analogos del acido p-aminobenzoico e
inhiben la enzima &cido dihidropteroico sintasa (DHPS), mientras que la
trimetoprima inhibe la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR); mutaciones en el gen
cromosomico dhps conducen a la resistencia a la sulfonamida, hasta la fecha, tres
tipos de enzimas dphs resistentes codificadas por los genes sull, sul2 y sul3 se han
descrito en bacterias Gram negativas; ademas las mutaciones en la region
promotora de los genes cromosémicos dhfr ocurren en E. coli y dieron como
resultado una sobreexpresion de la dhfr sensible a la trimetoprima (Manna et al.,
2021; Tacic et al., 2017).

De acuerdo a un informe del NARMS, demostro que el fenotipo de multirresistencia
mas comun entre los aislados de Salmonella fue de cinco antimicrobianos como,
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol y tetraciclinas (ACSSuT) y
esto se detectd en 1.5%, 4.8%, 16.2%, y el 10.9% de los aislados recuperados de
pollos, pavos, bovinos y cerdos, respectivamente. Los antibiéticos amoxicilina /
acido clavulanico, ampicilina, ceftiofur, cefoxitina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas y tetraciclinas tenian el porcentaje mas alto de cepas
de Salmonella resistentesy el porcentaje de cepas resistentes a estos

medicamentos ha aumentado desde 1997 (Jajere, 2019).
2.7 Pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos

Las pruebas de susceptibilidad in vitro de las bacterias a los antibi6ticos se pueden
realizar mediante varios métodos disponibles en el laboratorio. Algunas técnicas
como dilucién en caldo o agar, se pueden utilizar para medir cuantitativamente la

actividad de un antibidtico frente a un cultivo bacteriano (CLSI, 2012). Las pruebas
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también son importantes en la vigilancia de la resistencia, los estudios
epidemioldgicos de susceptibilidad y en las comparaciones de agentes nuevos y
existentes. La OIE y la EUCAST, establecen que la estandarizacion y homologacion
de las diversas metodologias de pruebas de susceptibilidad utilizadas en el control
epidemioldgico de la resistencia a los compuestos antimicrobianos constituyen
factores clave a la hora de comparar datos, entre los diferentes programas
nacionales e internacionales. Actualmente, el meétodo de referencia es la
microdilucién en medio liquido; el cual tiene la gran ventaja de que se obtienen datos
cuantitativos de susceptibilidad o resistencia y dichos datos pueden analizarse de
acuerdo a los puntos de corte clinicos o también empleando valores umbrales
epidemiologicos (OIE, 2019).

Los métodos MIC se utilizan en las pruebas comparativas de nuevos agentes, para
establecer la susceptibilidad de los organismos que dan resultados equivocos en
las pruebas de disco, pueden no ser confiables y cuando se requiere un resultado

cuantitativo para el manejo clinico (Benkova et al., 2020).

2.7.1 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Basada en la concentracion minima del antibiético requerida para inhibir el
crecimiento de una muestra bacteriana, expresada en mg / L (ug / mL) (Kowalska-
Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). Esto implica sembrar una pequefia cantidad de
bacterias (~10°UFC /mL) dentro de un medio de crecimiento y verificar el
crecimiento visual después de 24 horas de incubacion, esto puede variar
(generalmente los tiempos de incubacion son para bacterias que alcanzan la fase
logaritmica tardia o la fase estacionaria temprana entre las 16 y las 20 h) (Daly et al.,
2017). ElI medio utilizado para las pruebas de susceptibilidad antibacteriana con
dilucion es el caldo Mueller Hinton, este medio se suplementa con sales de calcio y
magnesio, recomendado por la guia del CLSI para producir la concentracion minima
inhibitoria correctas para aminoglucésidos o para Pseudonomas aerugionosa. Por
lo tanto esta técnica define los niveles in vitro de susceptibilidad o resistencia de

cepas bacterianas especificas al antibiético aplicado, las categorias de

40



interpretacion se puede ver en la Tabla 4, y son tomados de la guia del CLSI para
cada antibiotico (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021).

Tabla 4. Categoria de interpretacion de las pruebas de susceptibilidad a los
antibidticos (Jean B. et al., 2017).

generalmente
alcanzanbles de agente

antibiotico.

aumentar la dosis.

Susceptible Intermedio Resistente
Los aislamientos con una | Los aislamientos pueden | Los aislamientos con una
CMI en o por debajo del | ser inhibidas por | CIM en o por encima del
punto de corte, son | concentraciones mas | punto de corte, no son
inhibidos por las | elevadas de antibidtico, | inhibidos por las
concentraciones siempre que se pueda | concentraciones

usualmente alcanzables
del agente con esquemas

de dosificacion normales.

El CLSI ha desarrollado directrices para probar la concentracion bactericida minima
(MBC), que se define como una reduccién de al menos 99.9% en la carga
bacteriana; proporcionandonos asi una prediccion de la erradicacion bacteriana
(Daly et al., 2017). Este método determina primero el nivel de antibiético que inhibe
el crecimiento bacteriano visible después de aproximadamente 24 h de incubacion
(similar a MIC), pero a esto le sigue un paso de subcultivo realizado durante 24 h
adicionales en las muestras inhibidas de los pocillos transparentes, el medio a
utilizar, esta libre de antibidtico. La MBC se determina basandose en el nivel de
antibidtico que no muestra un crecimiento significativo durante el subcultivo
(reduccion de 3 log en UFC / mL) (Liu et al., 2020).
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3 Objetivos

3.1 General
Identificar los patrones de resistencia antimicrobiana de aislamientos de Salmonella
enterica obtenidos a partir de productos carnicos avicolas de importancia en salud

publica.

3.2 Particulares
3.2.1 Identificar un panel de antibi6ticos de relevancia para salud publica, desde la
perspectiva de Una Salud.

3.2.2 Determinar los valores de CMI y CMB para los aislamientos de Salmonella

enterica obtenidos de productos carnicos avicolas.

3.2.3 Comparar los patrones de multirresistencia antimicrobiana (MRA) en los
aislamientos de Salmonella enterica prevalentes en la industria carnica avicola, con

los patrones de resistencia reportados a nivel nacional e internacional.

3.3 Profesionalizantes

3.3.1 Desarrollar nuevas habilidades en el area de la investigacion y de
microbiologia para aislar e identificar microorganismos, asi como la realizacion de

pruebas de susceptibilidad para el monitoreo de la resistencia antimicrobiana.

3.3.2 Identificar y documentar los niveles de resistencia obtenidos del proyecto, para
comprender la naturaleza y magnitud de las tendencias de resistencia a los

antibidticos, ya que representa un problema de salud publica.

3.3.3 Establecer una base de datos de resistencia antimicrobiana para el laboratorio
de microbiologia molecular de la facultad de quimica, para que pueden continuar

del monitoreo de la resistencia bacteriana.
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4. Metodologia
4.1.1 Diseio

El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo transversal descriptivo.

4.1.2 Definicidn del Universo.

Aislamientos de S. enterica.

4.1.3 Tamaio de muestra

Se trabaj6 con 88 aislamientos de S. enterica proveniente de productos carnicos

avicolas, obtenidos a través del programa de prevalencia de S. enterica en productos

carnicos, llevado a cabo desde el 2016 por el Laboratorio de Microbiologia Molecular

de la Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro. Especificamente

se analizaran todos los aislamientos obtenidos en el aflo 2016. La descripcion

detallada del muestreo y procesamiento de las muestras, se describe en el articulo

publicado por (Regalado-Pineda et al., 2020).

4.1.4 Definicién de las unidades de observacion

De acuerdo con la Tabla 5, se definen los grupos a evaluar.

Tabla 5. Definicion de unidades de observacion.

zoonotico y asociada a la
resistencia de multiples
antibioticos.

Unidades de observacion Definicion Unidad de medida
Salmonella enterica Enterobacteria Gram | Patrones de resistencia
negativa, caracterizada
como un patégeno

E.coli

Enterobacteria Gram
negativa, asociado a
multiples enfermedades
intestinales y es
establecido por las Guias
del CLSI como control
para pruebas de
susceptibilidad

antimicrobiana.

Cepa control de patrones
de resistencia
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4.1.5 Grupo control
Cepa ATCC 25922 de E.coli (betalactamasa negativa).

4.1.6 Criterios de inclusién
a) Aislamientos de S. enterica, identificados por PCR punto final. Fueron
obtenidos de diferentes puntos de venta de supermercados y mercados
publicos (de acuerdo a lo establecido en el punto 4.1.3).
b) Serotipos de S. enterica.
4.1.7 Criterios de exclusion
a) Salmonella atipica.
4.1.8 Criterios de eliminacién
a) Otras enterobacterias.
b) Campylobacter spp.
c) Cepas que no se puedan recuperar (mal congeladas).
4.1.9 Definicion de variables y unidades de medida
De acuerdo con la Tabla 6, se mencionan tanto la definicion, las unidades de

medida y el tipo de variable.

Tabla 6. Caracteristicas de la variable.

Variable Definiciéon Unidad de medida | Tipo de variable
Patrones de Comportamiento Alto Cualitativa ordinal
resistencia de un
agente bacteriano Bajo
frente a los
antibioticos
probados.
Concentracion La minima pg/mL Cuantitativa continua
minima inhibitoria | concentracién del
agente
antimicrobiano que
inhibe la
multiplicacion y
produccion de un
crecimiento visible
de una cepa
bacteriana dada en
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el sistema de
prueba.
Concentracion Reduccién de al pg/mL Cuantitativa continua
Minima Bactericida | menos 99.9% en la
carga bacteriana;
proporcionando asi
una prediccion de
la erradicacion
bacteriana.

4.1.10 Fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de la
informacién

e Teécnica de Recoleccion de Informacion.
La informacion es recolectada a través de la base de datos, que se tiene registrado
por parte del programa de prevalencia de S. enterica en productos carnicos, llevado
a cabo desde el 2016 por el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad

de Quimica, Universidad Autbnoma de Querétaro.
e Prueba estadistica para el disefio de estudio.

Los resultados obtenidos seran recolectados y almacenados en hojas de calculo en
Excel. Se realizaréa la prueba de Chi?, utilizando el software GraphPad Prism 9; para
comparar los porcentajes de resistencia a antibidticos entre los diferentes serotipos
de S.enterica, que fueron aislados de diferentes puntos de venta de supermercados

y mercados publicos (Regalado-Pineda et al., 2020) .

Asi mismo, se realizara Intervalo de confianza, aplicable para este tipo de estudio

transversal descriptivo, considerando un nivel de confianza del 95%.
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4.2Procedimientos

4.2.1 Identificacion del panel de antibiéticos de relevancia para la salud
publica, desde la perspectiva de Una Salud

La busqueda de informacion para establecer el panel de antibibticos, se realizé a
través de Pub Med, Google scholar, Elsevier, Nature, NARMS; considerando los
siguientes criterios:

-Pruebas de susceptibilidad para Salmonella enterica en muestras humanas y
animales.

-Antibiéticos de importancia critica establecidos por la OMS y Organizacién Mundial
de Sanidad Animal.

-Patrones de resistencia identificados en los diversos estudios.

-Antibidticos de vigilancia epidemioldgica establecidos por el NARMS para
Salmonella enterica.

-Se considero informacion de los ultimos 5 afios.

Los registros identificados a traves de busqueda en bases de datos,
correspondieron a 580 registros aproximadamente.

Fueron excluidos segun el titulo 200, y por la antigiedad de los articulos, se
eliminaron 80.

Los articulos de texto completo evaluados fueron elegidos 300. Pero dentro de este
namero de articulos, 30 no reportaron resistencia antimicrobiana relevante, asi
mismo 40 articulos se analizaron con las mismas categorias de antibioticos, pero
no tenian justificacion y 60 no se citaron o se compararon con instituciones de
estandares de calidad para determinar los criterios de susceptibilidad o resistencia

antimicrobiana. Todos estos pasos se ven en la Figura 10.
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Identificacion del panel de antibidticos de relevancia para la salud publica, desde la perspectiva de Una salud

1.Bisqueda de Subhted
informacion -ElRsyier
-Haturs.
-Pruebas de susceptibilidad para 5. grisrica en muestras l -HARMS
humanas y animales. -CLSI
-Anfibidticos de importancia critica establecides por la OMS Criterios de
y Organizacion Mundial de Sanidad Animal. — bisqueda

-Patrones de resistencia idenfificados en los diversos
estudios.

-Anfibidticos de vigilancia epidemiologica establecides por el
NARMS para 5. gofisrica.

-Informacion de los Gltimos 5 afios.

|

|

2. 580 registros en
total de la
blsqueda.

3.Excluidos por el
titulo:

I

5.Se evaluaron
300 articules

1

6. Seleccidn de 170
articulos

200 1
7.Se determina la lista
de antibibticos

4 Eliminados por la
antigiiedad:
a0

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de busqueda y seleccion de informacion

para establecer el panel de antibiéticos de relevancia para la salud publica.

Finalmente 170 articulos fueron seleccionados de acuerdo a los criterios que se
mencionaron anteriormente, considerando principalmente que los aislamientos de
S.enterica procedieran de aves de corral y que perfiles de resistencia se reportaban
para esta bacteria y asi establecer una lista de antibioticos, que tuvieran como
caracteristica de importancia clinica por parte de la OMS, la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal o que esten incluidos en el cuadro basico de medicamentos del
IMSS 2019. Toda esta informacién se encuentra concentrada en el apartado de
resultados, en la pagina 58.

4.2.2 Estandarizacion de latécnica de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI),

siguiendo las normas internacionales

Para garantizar la estandarizacion de la técnica de la concentracibn minima

inhibitoria, involucré tener cepa de referencia ATCC recomendada por la guia del
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CLSI, que sirvio como control para revisar la precision del procedimiento de cada

proceso realizado.

Debido a que se trabajaron con aislamientos de S. enterica y esta al pertenecer a la
familia Enterobacterales, la guia del CLSI M-100, indicé que la cepa de referencia
con la que se trabajaria era la ATCC 25922 de E.coli (Betalactamasa negativa
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2022). La cepa fue proporcionada por
el laboratorio de microbiologia molecular de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
Se mantuvo en viales con caldo de soya tripticasa con 10-15% de glicerol a -20°C.
La recuperacion de células criopreservadas requirieron la descongelacion a
temperatura ambiente (ATCC, 2021), seguido de un cultivo en agar soya tripticasa
y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Esta cepa reactivada se mantuvo en
refrigeracion a 8 °C y se realizaba una resiembra por estria cruzada en agar
tripticasa de soya previamente al inicio de la experimentacion, mas adelante en los
puntos 4.2.3.4 y 4.2.3.5 se detall6 todo el proceso que se siguio para realizar el
ajuste de UFC con las que se debe de trabajar, para realizar microdiluciones de
acuerdo a la guia del CLSI M-100.

Durante todo el desarrollo del proyecto, la cepa control fue utilizada 2 veces, la
primera fue al inicio del experimento para asegurarnos que las soluciones de
antibidticos y medio de cultivo fueran las 6ptimas y la segunda, se realiz6 cuando
se prepararon nuevas soluciones de antibioticos. Se corroboraron los puntos de
corte (Tabla 7) que se tomaron como referencia de la hoja técnica de (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2022). Los resultados se pueden observar en el

anexo 2.

Tabla 7. Intervalos de control de calidad de Concentracion Minima Inhibitoria para

organismos no fastidiosos (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2022).
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Antibibtico

Escherichia coli ATCC 25922
(betalactamasa negativa)

Amoxicilina con acido clavulanico 2 de amoxiciliniglllmcli_e a.clavulanico
hasta
8 de amoxicilina / 4 de &.clavulanico
Ampicilina 2-8
Cefoxitina 2-8
Ceftriaxona 0.03-0.12
Ceftiofur 0.12-8
Cloranfenicol 2-8
Ciprofloxacino 0.004 - 0.016
Colistina 0.25-2
Florfenicol 2-8
Gentamicina 0.25-1
Meropenem 0.008 - 0.06
Acido nalidixico 1-4
Tetraciclina 05-2
Trimetoprim con sulfametoxazol <0.5/9.5

Nota: Los puntos de corte del CLSI no estan establecidos para Estreptomicina,
tampoco para Azitromicina; los estandares interpretativos utilizados son puntos de
corte establecidos por NARMS para monitorear la resistencia y no deben usarse

para predecir la eficacia clinica.

Nuevamente la cepa ATCC fue almacenada en un medio estabilizador apropiado
como el caldo tripticasa de soya con 10-20% de glicerol a -20 °C. Se debe tomar
siempre en cuenta que este tipo de cepa debe almacenarse en forma adecuada
para preservar sus caracteristicas de susceptibilidad antimicrobiana. (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2022).

Ademas, se tomaron en consideracion las siguientes condiciones para el desarrollo

del proyecto:
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-Medio de cultivo: Para la prueba de microdilucion en caldo, se utilizé6 Caldo Mueller

Hinton con ajuste de cationes (Calcio 20-25 mg/L, Magnesio 10-12.5 mg/L).

-Inéculo: Suspension de colonias, equivalente a un estandar de 0.5 McFarland
(1x108 UFC) y se reajusta el indculo a 5x10° UFC.

-Incubacién: 16-20 horas.

4.2.3 Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria a través de
Microdilucién en caldo

La prueba de dilucion en caldo conlleva a la exposicion de las bacterias a menores
concentraciones de agentes antimicrobianos en medio liquido, mediante una
dilucion 1:2 en serie. El término “microdilucién” indica la prueba de CMI con

volumenes de hasta 0.1mL de solucion de agente antimicrobiano.
4.2.3.1 Preparacion de la solucion stock de antibioticos propuestos

De acuerdo a la Guia CLSI M-100, indica que todas las soluciones se prepararon
por lo menos 1000 pg/mL 6 de una concentracion 10 veces mayor en relacion al
punto de corte de resistencia de cada antibiético (ver anexos 1 que incluye los
célculos para la cantidad de antibiotico aproximado que se utiliz6 para todos los
aislamientos). En la Tabla 8 se incluyeron los solventes y diluyentes que se utilizaron

para la preparacion de las soluciones stock de antibidticos.

Tabla 8. Solventes y diluyentes para la preparacion de soluciones madre de
antibidticos, de acuerdo al CLSI M-100 (Clinical and & Laboratory Standards
Institute, 2017).

Solvente
Y% volumen H2O, agregar
NaOH 1M gota a gota
para disolver

) Antibiético
Acido nalidixico

Diluyente

0.1M pH= 8

Amoxicilina Amortiguador de fosfato | Amortiguador de fosfato
0.1M pH=6 0.1M pH=6
Ampicilina Amortiguador de fosfato | Amortiguador de fosfato

0.1M pH= 6
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Azitromicina Etanol 95% o acido | Caldo de medio
acético glacial
Cefoxitina Agua Agua
Ceftriaxona Agua Agua
Cloranfenicol Etanol 95% Agua
Ciprofloxacino Agua Agua
Cetftiofur DMSO DMSO
Colistina Agua Agua
Estreptomicina Agua Agua
Florfenicol Agua Agua
Gentamicina Agua Agua
Meropenem Agua Agua
Sulfonaminas Y% volumen de H20 | Agua
caliente y cantidad
minima de NaOH 2M
para disolver
Tetraciclina Agua Agua
Trimetoprim Acido lactico 0.05M o | Agua
clorhidrico, 10%  del
volumen final

DMSO= Dimetilsulféxido

4.2.3.2 Preparacion de la suspension estandar de turbidez. Curva de

crecimiento bacteriano, por densidad Optica

Se tomaron de 3 a 5 colonias de una placa de Agar tripticasa de soya (TSA) (cultivo
menor a 24 horas) y se suspendieron en 3 mL de caldo tripticasa de soya (TSB).
Posteriormente se tomo 200 pL de esta suspension y se depositaron por duplicado
sobre una placa de ELISA. De la misma manera, se tomo6 200 pL de caldo TSB sin
inéculo (blanco). Este paso se considera como tiempo 0 y se lee a 625 nm en un
Espectrofotometro de microplacas Thermo Scientific Multiskan GO.

El resto de la suspension que se prepar6 con inéculo, se incuba a 37 °C y se lee la
absorbancia a cada 15 minutos. Las alicuotas se realizaron de la misma forma que
en el tiempo 0. La absorbancia a 625 nm debe estar en un rango de 0.08 a 0.13,
gue corresponde a la escala de Mac Farland de 0.5, sin embargo, en este caso se

utilizara anicamente la lectura de la densidad optica.
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4.2.3.3 Células para el in6culo de la determinacion de concentracion minima
inhibitoria
Las colonias aisladas fueron seleccionadas de un cultivo en placa de agar TSA

(preferentemente usar un medio no selectivo) después de 18 a 24 horas.
4.2.3.4 Preparacion de la suspension del in6culo

Se seleccionaron de tres a cinco colonias bien aisladas, con el mismo tipo
morfolégico. Con un asa se tomo la parte superior de la colonia y se transfirié a un

tubo que contenia 5 mL de caldo TSB.

El in6culo preparado se incubo a 37 °C hasta que alcanzo la turbidez, de acuerdo a
la densidad optica, en un rango de 0.08 a 0.13 (aproximadamente 30 minutos), de
acuerdo a la curva de calibracion realizada con anterioridad. La suspension

resultante contiene aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL.

Con este mismo inéculo se realizaron 2 diluciones (1:100), colocando 100 uL de
in6culo y 9.9 mL de agua de peptona al 0.1% y en la tercera dilucién se colocaron
505.5uL deindculo en 49.5mL de agua de peptona al 0.1%, obteniendo un indculo
final de 5x10° UFC/mL para la microdilucién (CLSI, 2012).

4.2.3.5 Método de microdilucién

Al primer pocillo (nimero 1) de la placa de ELISA se adicionaron 200 L de solucion
de antimicrobiano (este representa la concentracién mas alta y esta relacionado con
el punto de corte de resistencia), observar la representacion esquematica en la
Figura 11. A los pocillos restantes (numero 2) se agregd 100 pL de caldo Mueller-
Hinton estéril con ajuste de cationes. Posteriormente partiendo del primer pocillo, se
realizaron diluciones seriadas, tomando 100 pL del primer pocillo y adicionandolo al
siguiente pocillo y asi sucesivamente (representacion del numero 3). También a
cada pocillo se agregaron 100 pL de in6culo (representacion del numero 4). Los dos

ultimos pocillos se reservaron para el control positivo (medio de cultivo sin antibiético
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con in6culo) y el control negativo (solo medio de cultivo). Las diluciones se hicieron

por duplicado de cada antibiotico.
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Figura 11. Representacion esquematica de las diluciones seriadas de los

antibidticos (Pérez Esteve, 2021).

Para saber a qué concentracion se partié para hacer las microdiluciones, se tomaron
en cuenta los puntos de corte de cada antibiético, el cual se puede observar en la
Tabla 9.

Tabla 9. Puntos de corte de los antibioticos seleccionados (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2022).

Puntos de corte pg/mL
Antibiotico Susceptible Intermedio Resistente
Tetraciclina <4 8 216
Ampicilina <8 16 =32
Gentamicina <4 8 216
Amoxicilina con <8/4 16 >32/16
acido
clavulanico
Azitromicina <16 232
Estreptomicina <16 =32
Cefoxitina <8 16 232
Florfenicol <8 16 232
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Ceftriaxona <1 2 >4

Cloranfenicol <8 16 >32
Meropenem <1 2 =4
Trimetoprim con <2/38 =24/76

sulfametoxazol

Acido nalidixico <16 >32

Ciprofloxacino <0.06 0.12-0.5 21
Ceftiofur <2 4 >4
Colistina <2 >4

Una vez inoculadas, las placas de microdilucion se taparon con adhesivo para evitar
la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Las placas se incubaron a
37 °C por 16-20 horas.

Para la interpretacion de los resultados, se leyeron las placas en el
Espectrofotometro de microplacas Thermo Scientific Multiskan GO, considerando
los pocillos de control positivo y negativo, en los cambios de absorbancia y
comparando con los puntos de corte que estan representados en la Tabla 9 (U.S
Food and Drug Administration, 2022). Los datos obtenidos de las microdiluciones
se clasificaron como susceptibles, intermedios y resistentes, basados en la Tabla
10. Los aislamientos intermedios y resistentes fueron unificados en un solo criterio

como “no susceptibles”, que mas adelante se explican los motivos.

Tabla 10. Antibidticos, familia y rangos de punto de corte ( pg/mL) de
susceptibilidad, intermedio y resistente (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2022; OIE:
Organizacion Mundial de Sanidad Animal et al., 2021).

Antibiotico Familia S I R

Ceftriaxona. Cefalosporina 3° <1 2 24
generaciéon

Ceftiofur (uso exclusivo Cefalosporina 3° <2 4 =8
veterinario) generaciéon
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Azitromicina
Colistina

Acido Nalidixico

Ciprofloxacino
Gentamicina
Estreptomicina

Meropenem (uso exclusivo
en humanos)

Florfenicol (uso exclusivo
veterinario), Cloranfenicol

Ampicilina.
Amoxicilina/acido
clavulanico.

Cefoxitina

Trimetoprim/sulfametoxazol

Tetraciclina

Macrolido.
Polimixina E

Quinolona
1°generacion

Fluoroquinolona

Aminoglucésido

Carbapenémico
Anfenicoles
Aminopenicilina

(Beta lactamicos).

Aminopenicilina
(Beta lactamicos).

Cefalosporina de 2°
generacion.

Antagonistas de la
via del folato

Tetraciclina

S= Susceptible, I= Intermedio, R= Resistente

4.2.4 Concentracion minima bactericida (CMB)

Partiendo de la dilucion donde no se observd crecimiento bacteriano en la
concentracion minima inhibitoria, se tomaron 10 pL y se colocaron en una placa de
Mueller Hinton sin antibiético, realizando la técnica de extendido en placa,
incubamos a 37 °C durante 24 horas (Barry, 1999). Se realiz6 el conteo de colonias
y se compar6 con la Tabla 11, basado en la guia M-26A del CLSI “Métodos para
determinar la actividad bactericida de los agentes antimicrobianos” (Daly et al.,

2017; Stella Ramirez. & Marin Castafo, 2009). En la Tabla 11 se puede observar
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gue esta resaltado una fila de color celeste claro, estos fueron los puntos de

referencia que ayudo a determinar si era un antibiotico bactericida.

Tabla 11. Valor de rechazo, sensibilidad y especificidad calculadas a partir de la
concentracion inicial del indculo, sobre una sola muestra de 0.01mL (Barry, 1999).

Inéculo final Valor de rechazo Sensibilidad (%) | Especificidad (%)
(UFC/ml)
1x10° 3 84 83
2 x10° 4 87 97
3x10° 6 84 98
4x10° 8 89 99
5x10° 11 96 99
6 x 10° 15 99 99
7 x10° 17 99 99
8 x 10° 20 99 99
9x10° 23 99 99
1 x10° 25 99 99
2 x 106 47 99 99
3 x10° 68 99 99
4 x10° 91 99 99
5 x 10° 113 99 99
6 x 108 136 99 99
7 x 108 159 99 99
8 x 10° 182 99 99
9 x 108 204 99 99
1x 107 227 99 99
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4.2.5 Comparacién de los patrones de multirresistencia antimicrobiana (MRA)
en los aislamientos de Salmonella enterica prevalentes en la industria carnica
avicola, con los perfiles de resistencia reportados a nivel nacional e
internacional.

Los resultados que se obtuvieron de la concentracion minima inhibitoria de los 88
aislados, fueron clasificados como susceptibles, intermedios y resistentes. A partir
de los aislados que presentan resistencia, se evaluaron los patrones (antibiéticos
gue presentaron repetidamente resistencia) y se compararon principalmente con la
base de datos oficial del NARMS (U.S Food and Drug Administration, 2022), que
informa la distribucion de la resistencia a través de los afos, desde 1997 hasta
2022, correspondiente a Salmonella enterica, como ejemplo de esto se puede
observar en la Figura 12.

Salmonella

2. Selecciona hospedero 3.Selecciona un antibiotico

' Retail Chickens Chickens (Cecal) Chickens (HACCP)
(Todo) v | @

4. Selecciona un serotipo

1

Anatum Derby Enteritidis Hadar |Heidelbe.. - Infantis | Johanne.. | Kentucky |Montewvid..| Mewport ather Beading | Typhimu..
4,[5].12:

Resistencia de Salmonella
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w 60,08 /Eh—E\E\E
5 s /
T
& 40,0% T H_ L
30,0% Para todos los aislamientos de 2016 de muestras de pollo, el porcentaje de resistencia a
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Figura 12. Representacion de la distribucion de la resistencia a través de los afos,
desde 1997 hasta 2022. Modificado y obtenido de la pagina del NARMS (U.S Food
and Drug Administration, 2022).
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La comparacion interna en nuestro pais, se realiz6 a partir de publicaciones del
2016, debido a que no existen programas de monitoreo de resistencia

antimicrobiana.
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5.Resultados y discusion
5.1 Criterios de seleccion de antibidticos propuestos

Ante la amenaza global de la resistencia a los antibidticos, la OMS ha establecido
la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos a través del enfoque de “Una salud”,
gue tiene como objetivo mantener en buen estado la salud publica. En relacion a
esto, diversos autores como P.C Collignon en el 2016 menciona que el estudio de
la resistencia bacteriana debe abordarse en diferentes sectores, como humanos,
animales y medio ambiente, debido que a la constante interaccién que existe entre
ellos, puede favorecer su diseminacién. Por lo tanto, se deben implementar pruebas
de susceptibilidad a los antibidticos in vitro para monitorear las tendencias de
susceptibilidad y resistencia a los antibidticos, que ayuden a detectar
microorganismos resistentes y mejore la prescripcion y uso de estos medicamentos
(P. C. Collignon et al., 2016).

En la siguiente Tabla 12, se representa la informacion concentrada de la busqueda
e identificacion del panel de antibidticos que se propusieron para este proyecto.
Para la seleccion de estos farmacos se tomaron en cuenta diferentes criterios y
estan ordenados de acuerdo a la importancia médica y veterinaria. Hay que resaltar
gue en nuestro pais ni en otras partes del mundo existe un consenso de antibioticos
para evaluar su resistencia por ejemplo P.J Collignon y McEwen en el 2019
mencionan que cada pais propone los medicamentos que estén disponibles para
las necesidades de la poblacion (P. J. Collignon & McEwen, 2019). Sin embargo,
para este trabajo se tomaron como referencia algunos antibiéticos que forman parte
del cuadro basico de medicamentos del IMSS y con base a referencias
bibliograficas de las cuales no estan incluidas las 170 referencias que se mencino
en el proceso de seleccién, porque se hizo un concentrado de todos los datos que

reportan elevados porcentajes de resistencia y se puediera presentar en la tabla.
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Tabla 12. Criterios de seleccion de antibioticos propuestos (Centers for Disease

Control and Prevention, 2019; OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

et al.2021).

Promedio Alta
% frecuencia
Resistencia| del uso del
antibiético
favorece su
resistencia

Antibiético

Referencia

Antibiotico
de
importancia
médica
OMS

Monitoreo
por el
NARMS

Antibiético
del cuadro
basico de
medicament
os del IMSS

Antibiético
de
importancia
veterinaria

AVIC AVIEC

Ceftriaxona 50 Si

44 Si

Ceftiofur

Azitromicina 67 Si

20 Si

Colistina

Acido
nalidixico

50-90 Si

Ciprofloxacino 50 Si

(Watkins,
2020)
(Shi et al.,
2021)
(Dzeyie
etal.,
2021)
J. Wang
etal.,
2019).
(W. Li
etal.,
2020)

(Sajib
etal.,
2021).
(Gupta
etal.,
2020)

(Vazquez
etal,
2022)
(Habib
etal,
2022)

(Bai et al.,
2015).

(Xu et al.,
2021).
(Quino
etal.,
2020)

(European
Food
Safety
Authority
&
European
Centre for
Disease
Prevention
and
Control,
2021).
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Importancia
critica

Importancia
critica

Importancia
critica

Importancia
critica

Importancia
critica

X X



(Abdel-
Maksoud
etal.,
2015).
(Quino
etal.,
2020)

Estreptomicina

40

No

(Centeno
S.etal,
2018).
(Jaja
etal,
2019)
(Neuert
etal,
2018)

Importancia
critica

Gentamicina

Florfenicol

Ampicilina

28

55

No

Si

(Bai et al.,
2016).
(Folster
etal,
2015).
(Waturang
ietal,
2019

(J. Wang
etal.,
2019)

(Villalpand
0-Guzman
etal,
2017).
(Abdel-

Maksoud
etal,
2015)

Importancia
critica

Muy
importantes
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Amoxicilina
con acido
clavulanico

Cefoxitina

Trimetoprim/su
Ifametoxazol

Tetraciclina

NOTA:

Antibidticos de uso exclusivo en animales

60

25

80

90

Si

Si

N/A

(Lu et al.,
2014).
(Worku
etal.,
2022).
(Khan
etal.,
2019)
(W. Li
etal.,
2020)

(Aljindan &
Alkharsah,
2020)
(Vélez
etal.,
2017)
(European
Food
Safety
Authority
&
European
Centre for
Disease
Prevention
and

Control,
2021)

(Nguyen

Thi et al.,

2020).
(Guan
etal.,
2022)

(European
Food
Safety
Authority
&
European
Centre for
Disease
Prevention
and

Control,

2021).

(Delgado-

Suérez,

Palés-

Guitérrez,
Ruiz-
Lépez,

Hernande

z Pérez,
etal.,

2021).

(Moawad
etal.,

2017)

62

Muy
importante

Muy
importante

Muy
importante

Muy
importantes



Antibiéticos de uso exclusivo en humanos

Ademas, se consideraron criterios relevantes, como que fueran antibiéticos de
importancia médica de acuerdo a la OMS, es decir de uso en humanos. En el
documento de “Antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana”,
la dltima versién en el 2018, explican que hay diferentes categorias, como la de
importancia critica, donde considera aquella clase de antibioticos como la Unica o
pocas opciones disponibles para tratar infecciones bacterianas graves en el ser
humano, o que son causadas por infecciones a partir de fuentes no humanas y
podrian adquirir genes de resistencia, a partir de fuentes no humanas; la otra
categoria es la muy importante, que solo cumple una de las consideraciones antes
mencionadas (Aidara-Kane et al., 2018).

Muchas de las infecciones ocasionadas de fuentes no humanas, son de origen
animal y no hay que olvidar que es importante evaluarlos y monitorearlos, como se
menciond anteriormente. Por tal razon, se seleccionaron aquellos que fueran de
importancia veterinaria y que estan establecidos por la OIE, las 2 categorias en la
gue se dividen los antibiéticos de importancia veterinaria, cumplen con la misma
definicion que establece los de importancia médica. Debido a que estos
medicamentos tienen el mismo mecanismo de accion para tratar infecciones
bacterianas tanto en humanos como animales (OIE: Organizacion Mundial de
Sanidad Animal et al., 2021).

Por otra parte, se tomd en cuenta la base de datos del NARMS, que realiza
monitoreo de la resistencia bacteriana, especialmente en bacterias entéricas, como
lo es S.enterica. Esta base ayuda a promover y proteger la salud publica, al
proporcionar informacion sobre los niveles de resistencia bacteriana en la cadena
alimentaria y en los seres humanos, con el fin de limitar la propagacién de la
resistencia. Pero estos niveles y perfiles de resistencia identificados pueden variar
entre paises, Wu y Hulme en el 2021 indica que es a causa de los diferentes

criterios de interpretacion que se emplean al realizar las pruebas de susceptibilidad
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o por el uso indiscriminado que de la poblacion humana o a nivel veterinario (Wu &
Hulme, 2021).

No obstante, es importante mencionar que durante la seleccién de los antibioticos
se habian considerado 20 medicamentos, de los cuales 4 fueron descartados como
son la tigeciclina (glicilciclina), doxiciclina (tetraciclina 2° generacion), cefotaxima
(cefalosporina de 3° generacion) e imipenem (carbapenémico). Alguno de ellos
como la tigeciclina no aparece en el cuadro basico de medicamentos del IMSS,
tampoco en el monitoreo que realiza el NARMS; el mismo caso es para la doxicilina,
en esta base solo se monitorea a la tetraciclina tal y como lo expone (CDC,2019).
También se tom6 en consideracién que no era necesario analizar mas de 1 o 2
agentes de antibidticos que fueran de la misma familia, debido a que diversos
autores exponen como Gajic en el 2022 que el andlisis de un solo antibiotico
predice la probable resistencia para toda la familia de ese antibidtico (Gajic et al.,
2022). Sin embargo, siempre hay que tomar en cuenta las actualizaciones de
antibidticos, puntos de corte y al tipo de microorganismo que se pueda aplicar la
prueba de susceptibilidad para determinado antibidtico, tomando como referencia
a la guia del CLSI (CLSI, 2022). Y en conjunto se tomen en cuenta las
recomendaciones que establece la OMS para disminuir y preservar la eficacia de
los antibioticos, obviamente esto se logra gracias a las evidencias que se pueda

recopilar de un monitoreo de resistencia bacteriana.

5.2 Prevalencia global de la susceptibilidad y no susceptibilidad de S.enterica
a los antibioticos analizados.

Se clasificaron los resultados de los 88 aislamientos de S.enterica como
susceptibles y no susceptibles frente a los 16 antibidticos ensayados, como se
observa en la Tabla 13. Esta interpretacién esta basada de acuerdo a lo que se

expone en la Tabla 10.
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Tabla 13. Resultado de susceptibilidad y no susceptibilidad de S. enterica de cada
antibiotico analizado.

Clasificacion antibiéticos Familia de antibi6ticos Clase de antibiético %S %NS

de acuerdo ala OMS y

OIE
Cefalosporinas 3°G Ceftriaxona 87.5 125
Ceftiofur 82.95 | 17.05
Macrdlido Azitromicina 86.36 | 13.64
3 Polimixina Colistina 0 100
5 Quinolonas Acido nalidixico 28.41 | 71.59
'g Ciprofloxacino 375 62.5
‘g Aminoglucésidos Estreptomicina 90.91 | 9.09
E Gentamicina 97.73 | 2.27
Carbapenémico Meropenem 100 0
Anfenicoles Florefenicol 76.14 | 23.86
Cloranfenicol 65.91 | 34.09
Aminopenicilinas Ampicilina 20.45 | 79.55
@ Amoxicilina con acido | 67.05 | 32.95
§ clavulanico
é Cefalosporinas 2°G Cefoxitina 73.86 | 26.14
E Antagonistas de la via Trimetoprim con 28.41 | 71.59
§ del folato sulfametoxazol (T/S)
Tetraciclina Tetraciclina 239 |76.14

S= Susceptible, NS= No susceptible

Los aislamientos susceptibles se definen como aquellos que tuvieron un punto de
corte igual o inferior a la concentracion minima inhibitoria del antibiético, lo que
inhibe el crecimiento de la bacteria. Al contrario, los aislamientos no susceptibles
son aquellos que tuvieron una CMI del antibiético por encima del valor indicado del
punto de corte de susceptibles, o que implica que se requieren concentraciones
mas elevadas de antibiotico para inhibir la bacteria (rangos de intermedio) o que

exista falla terapéutica debido a la presencia de resistencia bacteriana. La Guia del
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CLSI M-100 del 2022 menciona que el laboratorio puede establecer sus criterios de
interpretacion por separado (susceptible, intermedio o resistente) o unificar los 2
ultimos criterios, pero para este proyecto el “no susceptible” se establecié con fines
de precaucion, para que se tome en cuenta la regulacion del uso de esos
antibidticos, porque puede desencadenarse el incremento de la resistencia

bacteriana.
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Figura 13. Porcentaje de susceptibilidad y no susceptibilidad de los aislamientos de

Salmonella enterica en 16 antibidticos analizados.

En la Figura 13 se muestran los antibiéticos a los que fueron mas susceptibles las
cepas de S.enterica y son meropenem (100%), gentamicina (97.73%),
estreptomicina (90.91%) azitromicina (86.36%), ceftiofur (82.95%) y ceftriaxona
(87.5%), estos resultados son similares a lo reportado por Khadka y col. en el 2021,
guienes evaluaron 90 cepas de S.enterica obtenidos de pacientes pediatricos que
presentaron enfermedad febril entre el 2017 y 2018, el 70% era susceptible a
azitromicina y 89% a ceftriaxona, es interesante discutir este estudio en
comparacion con el de nuestro proyecto porque son diferentes muestras con las
gue se trabajo, pero al menos es un reflejo del buen uso que aun se hace de estos

medicamentos y esto permite su buena eficacia (Khadka et al., 2021). En cuanto al
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ceftiofur, se tiene registro que su susceptibilidad a aumentado desde el 2016 de
acuerdo a lo reportado por el NARMS, hasta el 2015 identificaron el 12.2% (237
aislamientos) de resistencia de S.enterica obtenida de muestras de pollo y en la
actualidad no hay registro de resistencia y es que en algunos estudios han
mencionado de la retirada 0 uso controlado de este antibidtico en pollos de acuerdo
a (Dutil et al., 2010). Cabe resaltar que meropenem fue el Unico antibiético con una
susceptibilidad del 100%, quizds esto, esta relacionado con el uso controlado y
exclusivo en humanos, para preservar su eficacia, de acuerdo a lo establecido en el
listado de antimicrobianos de importancia critica de (Organizacion Mundial de la
Salud, 2019).

Ademas, en la misma Figura 13, se evidencia la no susceptibilidad de S.enterica a
varios antibioticos como la colistina (100%), acido nalidixico (71.59%),
ciprofloxacino (62.5%), ampicilina (79.5%), trimetoprim con sulfametoxazol
(71.59%) y tetraciclina (76.14%); Neuert en el 2018 y otros autores han reportado
a estos antibidticos como de uso intensivo en la industria avicola y para tratar
infecciones por Salmonella en animales (Neuert etal.,, 2018). Por lo que ha
provocado la aparicion y aumento de resistencia bacteriana, lo critico es que desde
hace varios afios ya se tiene documentado la resistencia a estos mismos
antibidticos, como el trabajo realizado por Chen en el 2004, de 113
aislamientos presentaron resistencia a tetraciclina (68 %) , estreptomicina (61 %),
sulfametoxazol (42 %) y ampicilina (29 %) (Chen et al., 2004). Es importante
resaltar que ningun aislamiento fue interpretado como susceptible para colistina, ya
gue los criterios de interpretacion que establece la Guia del CLSI M-100 solo
clasifica a los aislamientos como intermedio y resistente, por las bajas tasas de
respuesta en el intervalo de susceptibilidad asociadas con este antibiético (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2022); debido a que se tiene documentado que
algunas bacterias son heterorresistentes a la colistina (subpoblaciones con
diferentes grados de susceptibilidad a las polimixinas) (El-Sayed Ahmed et al.,

2020). Los resultados del analisis para colistina de los 88 aislamientos de S.enterica
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se interpretaron como intermedios. Anteriormente se mencioné que todos los
aislamientos que se consideraron como “intermedios o resistentes” para este
proyecto, estarian catalogados como “no susceptibles”. Si bien, este antibiético es
considerado como de Ultima eleccion para tratar infecciones ocasionadas por
bacterias Gram negativas multirresistentes, debe administrarse con cuidado,
corrigiendo la dosis y vigilancia en pacientes con insuficiencia renal porque puede
llegar a ocasionar nefrotoxicidad (Andrade et al., 2020). En contra parte con el
ciprofloxacino, es necesario mencionar que, en este medicamento, todo el
porcentaje de no susceptibilidad que se representa en la Tabla 13 esta constituido
por aislamientos que se interpretaron como intermedios, por lo que seria relevante
seguir analizando el comportamiento de este antibidtico durante mas tiempo y

determinar si aun preservar la eficacia a concentraciones mas altas o es resistente.

Haciendo una comparacion de este ultimo apartado de no susceptibilidad con la
base de datos del NARMS, en el 2016 registro 2234 cepas de Salmonella aislados
de pollos, de las cuales 241 fueron resistentes a mas de 3 antibioticos, por ejemplo,
el 13.3% presentaban resistencia a ampicilina, el 16% a amoxicilina con acido
clavulanico, 12.9% a cefoxitina y el 45.6% a tetraciclina, son porcentajes menores
a lo reportado en este proyecto, por lo tanto, la tarea que surge a partir de estas
comparaciones seria implementar medidas de vigilancia, para examinar nuevas
fuentes de aislamientos y modificar o controlar el uso de los antibiéticos a lo largo
de los afos, para evitar que la resistencia continie extendiéndose. Porque, por
ejemplo, en afios mas recientes en el 2020 el NARMS ha mantenido su monitoreo
de S.enterica obtenidos de carne de pollo y de 232 aislamientos analizado,s un
18.1% presentd resistencia a ampicilina, 16% a cloranfenicol, 40.7% a acido
nalidixico y 58.2% a tetraclina, pero lo sorprendente es que en cefoxitina no se
reportd ningun aislamiento resistente (NARMS, 2023). Evidentemente algunos
porcentajes han incrementado en el transcurso de 4 afios y es alarmante ver que a
pesar que Estados Unidos, cuenta con este sistema de vigilancia, no han controlado

o logrado disminuir estos porcentajes de resistencia para estos antibidticos que son

68



generalmente utilizados en humanos y animales, se esperaria que implementen
politicas mas efectivas para controlar el uso de estos antibiéticos y al mismo tiempo
es un llamado a nuestro pais para que evaluemos en la actualidad estas

tendencias.

Dicho lo anterior, fue necesario calcular el intervalo de confianza de la resistencia
de cada antibiético, basado en el nimero de aislamientos y determinar que

antibidticos mostraba mayor porcentaje de resistencia.

Tabla 14. Porcentajes de resistencia e IC del 95 % de los antibiéticos analizados

en 88 aislamientos de S. enterica

N° de aislamientos %
Antibiético resistentes Resistencia IC 95%
Ceftriaxona 11 12.5 (-0.1441-1.438)
Ceftiour 15 17.04 (-0.04245-1.807)
- 2.27 (-0.05311-0.2884)
Azitromicina 2
Colistina 0 0 0
. o 61.36 (-2.380-8.733)
Acido nalidixico 54
Ciprofloxacino 0 0 0
o 9.09 (0.05264-0.8818)
Estreptomicina 8
Gentamicina 1 1.13 (-0.0658-0.1835)
Meropenem 0 0 0
Florfenicol 1 1.13 (-0.0658-0.1835)
_ 22.72 (0.4962-1.862)
Cloranfenicol 20
Ampicilina 31 35.22 (-0.1363-3.783)
Amoxicilina con acido 19.31
clavulanico 17 (-0.02831-2.028)
Cefoxitina 16 18.18 (-0.3374-2.220)
Trimetoprim con 70.45 (-1.336-8.159)
sulfametoxazol 62
o 76.13 (-1.011-9.023)
Tetraciclina 67

NOTA: De los 88 aislamientos analizados, 9 no presentaron resistencia a ninguin
antibiotico.
En la tabla 14 se muestran los porcentajes de resistencia, siendo la tetraciclina el

gue obtuvo valores mas altos 76.13% (IC: -1.011-9.023) con respecto a los demas
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farmacos analizados, seguido de trimetoprim con sulfametoxazol 70.45% (IC: -
1.336-8.159) y acido nalidixico 61.36% (IC: -2.380-8.733). Estos resultados se
correlacionan con otros estudios, que informan porcentajes similares de resistencia,
como el que realiz6 Ramatla en el 2021 a través de un meta analisis del 1980 al
2021, evaluaron la prevalencia de la resistencia a los antibidticos de S.enterica en
Sudéafrica de muestras humanas, animales y ambientales, donde exponen que las
sulfonamidas tienen alto porcentaje de resistencia con 92% (IC 37.5-99.5), seguido
de eritromicina 89.3% (IC 62.9-97.6), tetraciclina con 67.4% (IC 53.8-78.6),
trimetoprim con sulfametoxazol 47.6% (IC 26.3—69.6) y acido nalidixico 39.8% (IC
22.3-60.5); los intervalos de confianza difieren a lo que obtuvimos en este proyecto,
porque son diferentes estudios incluidos en el metaanalisis y en este proyecto solo
se incluyeron nuestros mismos numero de aislamiento total con respecto a los
aislamientos resistentes. Lo mismo reporta Qin en el 2022, de la evaluacion de la
resistencia de los antibioticos de la variante monofasica de S. Typhimurium en
China, tetraciclina tenia un 93 % (IC 90-95 %) de resistencia, ampicilina, 91% (IC
83-94%), acido nalidixico 73% (IC 69-76%) y trimetoprima-sulfametoxazol 48% (IC
33-63%).

Si bien, en el presente trabajo ha revelado que la tetracilina y el trimetoprim con
sulfametoxazol han sido los antibioticos con elevados porcentajes de resistencia y
con resultados muy similares a otros estudios, la literatura indica que para el caso
de la tetraciclina, es el medicamento mas utilizados en la medicina veterinaria para
la prevencion y el control de enfermedades y tienen un amplio espectro contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas que causan infecciones agudas (Van
etal.,, 2020). En cuanto al trimetoprim con sulfametoxazol, exhiben actividad
bacteriana contra muchas bacterias anaerdbicas, por ejemplo, en medicina
humana, las sulfonamidas pueden ser utilizadas en infecciones gastrointestinales y
en animales, también pueden usarse en terapia del sistema respiratorio. Se han
realizado algunos estudios, como el de Maka y colaboradores en el 2015 donde

identificaron genes sul que codifican a la dihidropteroato sintasa pero en una forma
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gue no es inhibida por el farmaco, por lo tanto se le asocia a la resistencia de las
sulfonamidas en los serotipos de Salmonellay dicha resistencia puede ser
diseminada a través de elementos genéticos moviles (Qin et al., 2022). Por lo que
surge la necesidad de que se pueda realizar a futuro la identificacion de estos genes
en los aislamientos ensayados del presente trabajo, para confirmar o descartar que
este sea un motivo de los elevados porcentajes de resistencia.

Cabe resaltar que el acido nalidixico se encontré con alto porcentaje de resistencia
con 61.36% en comparacion del ciprofloxacino con 0% de resistencia, ambos
medicamentos pertenecen a la familia de las quinolonas, un tipo de antibiético muy
utilizado a nivel mundial y algunos autores han expuesto que el aumento de la
resistencia al acido nalidixico sirve para llamar la atencion sobre la posible aparicion
de resistencias a las fluoroquinolonas (ciprofloxacino) en un futuro proximo, tal y
como lo menciona (Oteo et al., 2000).

Sin embargo, en nuestro pais estos medicamentos aparecen en la lista del cuadro
basico del IMSS por lo tanto son frecuentemente recetados, recordando que, al
exponer repetidamente a los animales y humanos a pequefias dosis de antibioticos,
contribuye significativamente a la resistencia a los antimicrobianos, como es el caso
de la azitromicina, en el proyecto se reportd un 2.27% de resistencia en los
aislamientos de S.enterica, interesantemente la familia de este medicamento que
son los macrolidos no estan aprobados para su uso en animales para consumo
humano en México de acuerdo a Delgado Suarez, Palés Guiterrez, Ruiz Lopez en
el 2021 y en otro estudio realizado por Godinez Oviedo del 2019 no se habian
aislado cepas de Salmonella resistentes a la azitromicina en muestras de alimentos
desde hace 2 décadas en México (Delgado-Suarez, Palos-Guitérrez, Ruiz-Lopez,
Pérez, etal.,, 2021). Estos resultados ponen de manifiesto que, si existe la
resistencia a este antibiético en un producto carnico avicola, quizas sea la
consecuencia de un mal tratamiento de los residuos de antibiéticos en el medio
ambiente que pueden permanecer inalterados por mucho tiempo, porque va
depender de las propiedades fisicoquimicas del medicamento o condiciones

ambientales (temperatura, luz) que pueden dar origen a metabolitos toxicos; o la
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presencia de bacterias en estos nichos que participan en la degradacion de estos
farmacos podrian potenciar el intercambio lateral de genes de resistencia (Kraemer
et al., 2019).

Agui es donde toma relevancia el plan de accién contra la lucha a la resistencia de
los antibi6ticos que habla la OMS, para estar vigilando constantemente muestras
humanas, animales y medio ambiente por la estrecha relacion entre estos sectores,
porque existen medicamentos que estan prohibidos su uso en algun sector y aun
asi existe la posibilidad de que la resistencia se disemine. Mas adelante se describe
la evaluacion de multidrogorresistencia y patrones patrones de resistencia que se

obtuvieron a partir de la Tabla 14.

5.2.1 Analisis de Chi? entre puntos de venta con cepas susceptibles y no
susceptibles

Los aislamientos de S.enterica fueron obtenidos de productos carnicos avicolas de
2 puntos de venta diferentes, por lo tanto se establecié la prueba estadistica de Chi?
para evaluar si existia correlacion entre los puntos de venta con las cepas

susceptibles y no susceptibles.

En la Tabla 15 se muestran a los antibiéticos que presentaron diferencia estadistica
p<0.05 como son &cido nalidixico, ciprofloxacino, trimetoprim con sulfametoxazol y
tetraciclina, teniendo en comun todos estos que se aislé un mayor nimero de cepas
no susceptibles del punto de venta de super mercado. Para confirmar que no
existiera un sesgo con los resultados, debido a que de los 88 aislamientos con los
gue se trabajo, 23 provenian del mercado publico y 65 del supermercado, se realiz
un muestreo aleatorio de (23) aislamientos provenientes del supermercado y con
esto se confirma que no influye el nimero elevado de aislamientos obtenidos de
cualquier punto de venta, sigue existiendo diferencia estadistica, como se observa
en la Tabla 16.
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Tabla 15. Andlisis de Chi? entre puntos de venta y el nimero de cepas susceptibles

y no susceptibles.

% del total N°de % del total
N° de de aislamientos de valor de valor de
aislamientos aislamientos no aislamientos chi? p Estadisticamente
Antibidtico Punto de venta susceptibles n=88 susceptibles n=88 significativo p<0.05
Mercado
Ceftriaxona pblico 18 2045 5 568 | ges11 0.4092 No
Super mercado 41 46.59 24 27.27
Mercado
Ceftiour publico 19 21.59 4 455 | 001308 | 0.9089 No
Super mercado 53 60.23 12 13.64
Mercado
Azitromicina pblico 17 19.32 6 682 1 5um 0.1205 No
Super mercado 57 64.77 8 9.09
Mercado
Colistina publico 0 0.00 23 26.14
Super mercado 0 0.00 65 73.86
Mercado
Acido nalidixico publico 13 14.77 10 136 1 g5, 0.0005 si
Super mercado 12 13.64 53 60.23
Mercado
Ciprofloxacino piblico 13 14.77 10 11.36 1 5468 0.0194 si
Slper mercado 19 21.59 46 52.27
Mercado
Estreptomicina piblico 18 2045 5 5.68 4.495 0.034 si
Saper mercado 61 69.32 4 4.55
Mercado
Gentamicina piblico 21 23.86 2 227 | 5784 0.0162 si
Saper mercado 65 73.86 0 0.00
Mercado
publico 23 26.14 0 0.00
Meropenem
Saper mercado 65 73.86 0 0.00
Mercado
Florfenicol publico 15 17.05 8 909 | 043 0.1529 No
Saper mercado 52 59.09 13 14.77
Mercado
Cloranfenicol piblico 13 14.77 10 1136 1 1001 0.2691 No
Saper mercado 45 51.14 20 22.73
Mercado
Ampicilina piblico 4 4.55 19 2189 | 44706 | o0.6717 No
Saper mercado 14 15.91 51 57.95
Mercado
Amo><|C|I|r;iLa.clavulan publico 18 20.45 5 5.68 1773 0183 No
Saper mercado 41 46.59 24 27.27
Mercado
Cefoxitina publico 20 22.78 8 S4L | 5374 0.1234 No
Saper mercado 46 52.27 19 21.59
Mercado
Trimetoprim con publico 11 12.50 12 13.64 .
sulfametoxazol 6.632 001 Si
Super mercado 13 14.77 52 59.09
Mercado
Tetraciclina pablico 10 11.36 13 1477 | 7635 | 0.0057 si
Super mercado 10 11.36 55 62.50
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Antibiéticos con diferencia estadistica p<0.05

Tabla 16. Tabla confirmatoria del andlisis de Chi? de los antibidticos que son

estadisticamente significativo.

0
Punto de N° de ﬁi glzlr;?etiltg: N°de cepas % del total de vzl;r valor Estadisticamente
venta aislamientos n=88 no aislamientos chi? de p significativop<0.05
Antibiético susceptibles susceptibles n=88
Mercado
Acido nalidixico publico 13 14.77 10 11.36
Super
mercado 3 3.41 20 22.73 9.583 0.002 si
Mercado
Ciprofloxacino pblico 13 14.77 10 11.36 5841 | 00157 si
Super
mercado 5 5.68 18 20.45
Mercado
Trimetoprim con publico 11 12.50 12 13.64 2.847 0.0277 si
sulfametoxazol Stper
mercado 4 4.55 19 21.59
Mercado
Tetraciclina pblico 10 11.36 13 14.77 5.254 0.0219 si
Super
mercado 3 3.41 20 22.73

Es una situacion en donde se esperaba que el mayor niumero de cepas no
susceptibles se obtuvieran del mercado publico porque se han considerado como
un punto de origen importante de brotes de enfermedades, debido a las malas
condiciones de higiene y por lo tanto se podrian encontrar patbgenos resistentes,
como es el caso de S. enterica. Un estudio realizado por Regalado Pineda en el
2020, encontraron una alta frecuencia de Salmonella en la carne de pollo obtenida
de supermercado, el resultado es sorprendente porque se esperan estandares
sanitarios y de calidad superiores en este tipo de tiendas, pero las posibles causas
serian por la vida u(til de aproximadamente 6 dias en este tipo de tiendas en

comparacion con las pocas horas en las que el producto se vende en los mercados
publicos, o por la ruptura de la cadena de frio. Estos resultados revelan una

importante amenaza para la salud de toda la poblacion, por lo que se le sugeriria a
los productores y minoristas de carne de aves de corral abordar con urgencia esta

situacion.

Se descartaron las asociaciones entre los diferentes puntos de venta con las cepas

susceptibles y no susceptibles a los antibidticos que son de ultima linea como la

74




colistina y el meropenem, no existié diferencia estadistica ya que todas las cepas
analizadas fueron susceptibles para ambos puntos de venta en el caso de

meropenem y para colistina todas eran no susceptibles.

Por lo tanto, es necesario que el uso de los antibidticos en humanos y en veterinaria
como profilactico y promotor de crecimiento deberia estar fuertemente regulado, ya
gue frecuentemente en productos de origen animal para consumo humano como el
producto cérnico avicola se aislan bacterias resistentes como Salmonella, con el fin

de evitar mayor propagacion de la resistencia.

5.3 Identificacion de Multidrogorresistencia (MDR) en las cepas de S. enterica
En la actualidad, S. enterica se compone de mas de 2500 serotipos Unicos que
varian mucho en cuanto a prevalencia geografica, fuente y capacidad para causar
enfermedades en humanos o animales, estos serotipos se han caracterizado por
ser MDR y son aquellos aislamientos que son resistentes a uno o0 mas antibiéticos

de tres 0 mas clases de antibidticos (Jiménez Pearson et al., 2019).

A través de este estudio se identifico la MDR de 88 aislamientos de S. enterica, de
las cuales ya se tenian clasificados en 16 serotipos diferentes mas un grupo de
aislamientos que no se identifico el serotipo y se denomind N/A, estéa clasificacion
fue realizada por el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de

Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro.

En la Tabla 17 se puede observar que por cada serotipo se establecieron a cuantas
clases de antibidticos eran resistentes, donde solo un aislamiento de S.
Typhimurium, presentoé resistencia de 7 a 8 clases de antibioticos y después el
serotipo con mayor prevalencia de resistencia de 3 a 4 clases, se encuentra en S.
Enteritidis. A nivel mundial estos 2 serotipos se aislan con frecuencia en alimentos
de origen animal sobre todo en carne de pollo, el cual podria ser una fuente
importante de transmision de resistencia bacteriana. Por ejemplo, en nuestro pais
Villalpando-Guzman en el 2017 aisl6 diferentes serotipos en carne molida de pollo,

como S. Gallinarum (18,8%), Pullorum (12,7%) y Typhimurium (6,1%), los cuales
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presentaron alta resistencia a la familia de cefalosporinas de 3 generacion
(cefotaxima) y a la penicilina (carbencilina); desafortunadamente para ese estudio
no encontraron MDR en los serotipos identificados (Villalpando-Guzman et al.,
2017).

Tabla 17. Analisis de la proporcién de la MDR en los serotipos de S.enterica

Serotipos N° qe N° Clases de antibioticos
serotipos 0/l1a2|3a4 |5a6 |7a8 |9al0]|>11
Typhimurium 6 2 0 2 1 1 0 0
Agona 1 0 0 0 0 0 0
Enteritidis 50 0 8 32 10 0 0 0
Newport 3 1 1 1 0 0 0 0
Anatum 5 2 1 1 1 0 0 0
Panama 2 2 0 0 0 0 0 0
NA 3 1 1 1 0 0 0 0
Bredeney 1 1 0 0 0 0 0 0
Infantis 5 1 0 1 3 0 0 0
Choleraeluis 1 0 0 0 1 0 0 0
Mbandaka 1 1 0 0 0 0 0 0
Heidelberg 1 0 0 0 1 0 0 0
Ouakam 1 0 0 1 0 0 0 0
Oranienburg 1 0 0 0 1 0 0 0
Senftenberg 3 0 0 3 0 0 0 0
Kentucky 3 0 0 3 0 0 0 0
Bareilly 1 0 0 1 0 0 0 0
Total de cepas MDR
46 19 1 0 0
% Cepas MDR

5227 | 2159 | 1.14 0 0

Total de % de cepas MDR = 75%

Nota: En el anexo 4 esta ejemplificado laresistencia de cada serotipo por cada

clase de antibioético.
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Cabe resaltar que las clases de antibiéticos con mayor frecuencia de resistencia

fueron tetraciclina, sulfonamidas, quinolonas y cefalosporinas de tercera
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Figura 14. Porcentaje de multidrogorresistencia (MDR) de los 16 serotipos de

S.enterica.

Fue relevante representar la distribucion de los porcentajes de MDR para cada
serotipo, el cual se puede ver en la Figura 14. Cada barra es representativa del total
de serotipos analizados porque no se contaba con el mismo numero de cepas por
serotipo, por lo tanto, se pueden analizar de manera individual este comportamiento.
Aquellos serotipos que muestran un 100% de MDR, estan conformados por 1
aislamiento, en cuanto a los otros que se observan variaciones en los porcentajes
de MDR como S.Typhimurim, (4 de 6), S.Enteritidis (42 de 50) y S.Infantis (4 de 5),
el numero es alarmante, porque al ser pocos aislamientos por cada serotipo aun
presentan un 60-80% MDR, poniendo de manifiesto que existe un uso excesivo de
antibidticos en el producto carnico avicola y que contribuyo enormemente a la
aparicion y persistencia de cepas resistentes. De acuerdo a algunos estudios, como
el de Planwinska-Czarnak y colaboradores en el 2022, analizaron carne de pollo e

identificaron que el serotipo mas prevalente fue S. Enteritidis con 54.41%, aparte
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establecieron que un 53.84% de aislamientos analizados de Salmonella spp fueron
considerados MDR a las penicilinas, cefalosporinas, aminoglucésidos,
fluoroquinolonas, antagonistas de la via del folato y tetraciclinas, siendo la familia
de las penicilinas con mayor resistencia (Ptawinska-Czarnak et al., 2022). Nuestros
resultados son alarmantes, pero comparandolo con este estudio, nos damos cuenta
gue no existe diferencia en las familias que fueron identificadas como MDR,
prevalece la resistencia a traves de los afios. Gran parte a esta problematica se
debe a que las tetraciclinas, anfenicoles, antagonistas de la via del folato y

aminoglucosidos (estreptomicina) son de uso comun en la produccion ganadera y
aves de corral para la promocion del crecimiento, profilaxis y tratamiento; por el

contrario la amoxicilina con acido clavulanico, ampicilina y azitromicina son

utilizadas como tratamiento para la salmonelosis (Ramatla et al., 2021).

Por el contrario, de acuerdo a la base de datos del NARMS en el 2016, S. Infantis
presentd 41.7% de resistencia a mas de 3 clases de antibidticos, es un valor
porcentaje bajo en comparacion a lo que obtuvimos en nuestro trabajo, donde S.
Infantis presento 80% de MDR. En cuanto a S. Enteritidis no reporto resistencia a
mas de 3 antibibticos, S. Typhimurium reporto el 60%, S. Heidelberg un 13% vy S.
Kentucky un 9.9%, estos fueron los Unicos serotipos reportados por esta base de
datos que presentaban un porcentaje de MDR. Podemos concluir, que los serotipos
estudiados en este proyecto tienen porcentajes de MDR muy variados a lo que
reporta el NARMS, esto representa una alarma debido a que estos aislamientos
circulan en nuestro pais y frecuentemente son aisladas de productos carnicos
avicolas y pueden llegar a incrementar la diseminaciéon de resistencia a los

antibiodticos a través de la cadena alimentaria.

El procesamiento térmico de estos productos, seria una de las alternativas para
reducir el riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos, pero muchas
veces estos microorganismos poseen genes de resistencia que pueden transferirse
a la microbiota intestinal y transferir resistencia a otras bacterias, tal y como lo

explica (Groussin et al., 2021).
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Es importante tener en cuenta que la resistencia a los antibioticos es un problema
complejo que se relaciona con diversos factores. Por lo tanto, en lugar de analizar
conclusiones basadas en un afio con otro, es mas adecuado buscar patrones que
surjan a lo largo de varios afios (U.S Food and Drug Administration, 2022). De
hecho, ese fue uno de los objetivos importantes al desarrollar este proyecto,
identificar patrones de resistencia que fueran obtenidos de aislamientos de
Salmonella de origen avicola y que mas adelante en el punto 5.5.1 se describira
mas a detalle los patrones identificados y haciendo una comparaciéon con lo que se

tiene reportado a nivel mundial.

5.4 Resultados de Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Anteriormente se han expuesto todos los resultados obtenidos de la prueba de
susceptibilidad por microdilucion para determinar a qué concentracion minima
inhibia el antibiotico el crecimiento de la bacteria, esto nos permitié establecer en
diferentes criterios de interpretacion a las cepas como susceptibles y no
susceptibles. Sin embargo, establecer la inhibicion del crecimiento bacteriano en
funcién de los niveles de CMI de los antibidticos, no es una estrategia de
desinfeccion eficaz, ya que las muestras bacterianas pueden tener subpoblaciones
persistentes que permanecen inactivas bajo el tratamiento con antibioticos (Liu
etal.,, 2020). Por ejemplo, en pacientes inmunocomprometidos, cuyos sistemas
inmunitarios tienen problemas para eliminar poblaciones bacterianas persistentes,
la recurrencia de la infeccion puede ocurrir después de la interrupcion de la terapia
con antibioticos en el nivel de CMI. En tales situaciones, la concentracion minima
bactericida (MBC) se usa para medir la susceptibilidad microbiana a un antibiotico

en particular, o persistencia pero a partir de un subcultivo bacteriano (Barry, 1999).

De modo que fue importante evaluar la capacidad bactericida de los antibiéticos
propuestos para este proyecto. En la Figura 15 se ilustra el porcentaje global de los
antibidticos que fueron resistentes y bactericidas, ensayados en 88 cepas de

S.enterica.
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Figura 15. Porcentaje global de antibidticos resistentes y bactericidas ensayados en

88 aislamientos de S.enterica.

Los antibidticos que son 100% bactericidas son meropenem (IC 0.04466-0.1665),
gentamicina (IC 0.2324-0.7734), ciprofloxacino (IC 0.07263-0.1327), esto nos
demuestra que con una concentracidon minima estamos logrando la erradicacion
bacteriana y los intervalos de confianza para cada antibiético difieren porque cada
uno tiene un punto de corte diferente, el cual se observa en la Tabla 18. Por ejemplo,
el meropenem es un medicamento utilizado de dudltima linea para tratar
enfermedades graves causadas por enterobacterias (P. C. Collignon et al., 2016).
Ademas es un carbapenémico que inhibe la sintesis de pared bacteriana, y se ha
caracterizado por ser un medicamento muy estable frente a betalactamasas (Fish,
2006). Para este apartado también se habia considerado a la colistina como un
excelente bactericida, pero fue excluido de los resultados de porcentajes globales

gque aparecen en la Figura 14, debido a que se manejan concentraciones altas. Se
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ha reportado que se tiene ciertos efectos colaterales como toxicidad renal que
puede variar entre 0% y 53.5% segun (Wangchinda et al., 2018). Esto mismo ha
originado su estricto control y categorizado como medicamento de Ultima eleccion.
De modo que la dosis y la frecuencia de la administracion de colistina deben
ajustarse a los niveles de creatinina sérica y, por lo tanto, requieren una estrecha

vigilancia de la funcién renal (Spapen et al., 2011).

Tabla 18. Medias e IC de antibi6ticos bactericidas

Concentracién Minima Bactericida
Antibidtico Media IC 95%
Ceftriaxona 0.09843 (0.07069-0.1262)
Ceftiour 0.7009 (0.5396-0.8622)
Colistina 0.8517 (0.7062-0.9972)
Acido nalidixico 1.96 (0.9148-3.006)
Ciprofloxacino 0.1027 (0.07263-0.1327)
Estreptomicina 4.545 (3.961-5.152)
Gentamicina 0.5029 (0.2324-0.7734)
Meropenem 0.1056 (0.04466-0.1665)
Ampicilina 2.756 (1.77-3.73)
Amoxicilina 1.918 (1.183-2.652)
Acido clavulanico 0.9588 (0.5915-1.326)
Cefoxitina 2.83 (2.207-3.460)

En cuanto a la gentamicina, se tiene un estricto control para su uso, la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), indica que la gentamicina se debe
administrar cuando se cuente con informacion de pruebas de susceptibilidad y sea
susceptible; su accién radica en primer lugar en atravesar la membrana de los Gram
negativos, en un transporte activo dependiente de oxigeno y después se unen al
ARNTr 16S en la subunidad ribosémica 30S, alterando la traduccién del ARNmy, por
lo tanto, dando lugar a la formacién de proteinas truncadas o no funcionales
(Chaves & Tadi, 2023). Por ultimo, el ciprofloxacino es una fluoroquinolona de ultima
generacion, que inhibe el ADN girasa bacteriana, de esta manera no existe

replicacion del ADN, es de amplio espectro contra bacterias gram negativas; en los
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ultimos afos ha sido el medicamento de eleccion para tratar la salmonelosis por la
resistencia a otros antibiéticos como ampicilina, trimetoprim con sulfametoxazol y
tetraciclina (Thai T &amp; Salisbury BH, 2023). Estos antibiéticos son efectivos para
los aislamientos analizados que fueron obtenidos en el 2016, seria necesario hacer
mas comparaciones de los cambios que pueden surgir en el transcurso del tiempo,
si aln preservan esta actividad los antibiéticos o han cambiado debido a la

presencia de la resistencia bacteriana.

A pesar de que el resto de los antibioticos que se muestran en la Figura 14, tienen
un 70 y 80% de efecto bactericida ya no son confiables, porque que nos estamos
enfrentando a un fendbmeno de tolerancia, persistencia y resistencia por parte de los
aislamientos de S.enterica ante concentraciones minimas de estos medicamentos.
La tolerancia es la capacidad que tienen las bacterias de sobrevivir, pero no crecen,
se ha relacionado por la mutacion de autolisinas (murein-hidrolasas), que no se
activan y no se lisan las membranas bacterianas; los antibioticos que son afectados
por este fenbmeno son los betalactamicos (Barry, 1999). En cuanto a la
persistencia, se debe a que algunas células bacterianas estan latentes y se replican
lentamente, en consecuencia, no son eliminadas por el medicamento. Se ha
reportado que la presencia de estos fendmenos, generan que la bacteria soporte
altas concentraciones de antibidtico y se genere una presion selectiva que puede

dar origen a la resistencia (Daly et al., 2017).

Finalmente seria relevante, identificar la presencia de genes relacionados con la
resistencia, para poder diferenciar si se trata de un fenbmeno caracteristico que
presentan las bacterias como parte de supervivencia y desarrollan mecanismos de

resistencia.

5.5 Identificacibn y comparacion de los patrones de multirresistencia
antimicrobiana (MRA) en los aislamientos de Salmonella enterica prevalentes
en la industria carnica avicola, con los patrones de resistencia reportados a

nivel nacional e internacional.
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5.5.1 Identificacion de los patrones de multirresistencia de aislamientos de

S.enterica.

Un patron de resistencia lo define el NARMS como la descripcion de los resultados
de las pruebas de resistencia a los antibiéticos de un aislado y en varios casos
puede repetirse esos resultados de resistencia en otros aislados. Para este trabajo
los patrones de multirresistencia se establecieron de acuerdo a la definicion de MDR
y estan ordenados de acuerdo a la importancia critica de los antibidticos. Sin
embargo, también fue relevante identificar los patrones por cada serotipo, siendo S.

Enteritidis el que obtuvo mas patrones (41), seguido de S. Typhimurium (4).

Cada serotipo muestra diferentes patrones de multirresistencia, el cual se puede
observar en la Tabla 19. De los 88 aislamientos de S.enterica analizados, el 74.58%
presentaron patrones de multirresistencia. El patron que muestra mayor frecuencia
es acido nalidixico, trimetoprim con sulfametoxazol y tetraciclina (NA+TXS+TE),
presente en S. Enteritidis (29 de 66), S.Typhimurium (1 de 66) y Newport (1 de 66).
En este sentido, a nivel mundial se han reportado una gran diversidad de patrones
de resistencia para Salmonella, en nuestro estudio no fue la excepcion. Por ejemplo,
el patron de resistencia a los antibioticos de Salmonella spp de acuerdo a Yoon en
el 2017 fue de ampicilina-cloranfenicol y la literatura menciona que el tratamiento
combinado de cloranfenicol y ampicilina regularmente es utilizado para tratar la
salmonelosis, por lo tanto no es sorprendente que este patron se presente (Yoon
et al., 2017).

Tabla 19. Patrones de multirresistencia de cada serotipo de S.enterica

N° de Porcentaje N° clases de
Serotipo n 3 del total de Patron de multirresistencia antibiéticos
aislamiento - : .
aislamientos resistentes
Agona 1 1.13 CRO+CEF+STR+AMP+TXS+TE 5
1 1.13 CRO+CEF+NA+STR+CL+TXS+TE 6
Typhimurium 1 1.13 STR+CL+TXS+TE 4
1 1.13 NA+TXS+TE 3
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1 1.13 CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX 7
+TXS+TE
1 1.13 NA+AMP+FOX+TXS+TE 5
29 32.77 NA+TXS+TE 3
5 5.65 CRO+CEF+NA+AMP+FOX+TXS+TE 6
1 1.13 CL+AMP+AMC+TE 3
Enteritidis
2 2.26 NA+CL+AMP+AMC+TXS+TE 5
1 1.13 CRO+CEF+NA+CL+AMP+TXS+TE 6
1 1.13 CEF+NA+AMC+TXS+TE 5
1 1.13 NA+AMP+TXS+TE 4
2 2.26 NA+CL+TXS+TE 4
Anatum
1 1.13 NA+STR+GEN+CL+TXS+TE 6
Newport 1 1.13 NA+TXS+TE 3
Choleraesuis 1 1.13 CEF+NA+CL+AMP+TXS+TE 6
Ouakam 1 1.13 CL+AMP+TE 3
Oranienburg 1 1.13 CEF+STR+CL+AMP+AMC+TXS+TE 6
Heidelberg 1 1.13 NA+CL+AMP+AMC+TXS+TE 5
1 1.13 CRO+CEF+NA+CL+AMP+TXS+TE 6
1 1.13 CRO+CEF+AZ+STR+FLOR+CL+AMP 5
Infantis
1 1.13 CL+AMP+AMC+TXS+TE 4
1 1.13 CEF+NA+AMP+TXS+TE 5
2 2.26 AMP+AMC+FOX+TE 3
Kentucky
1 1.13 AMP+AMC+FOX+TXS+TE 4
1 1.13 AZ+CL+TXS+TE 4
Senftenberg
2 2.26 CL+TXS+TE 3
Bareilly 1 1.13 STR+CL+TXS+TE 4
NA 1 1.13 AMC+FOX+TE 3
Total 66 74.58
Total de aislamientos no 9
resistentes

AMP=Ampicilina, AMC= Amoxicilina con acido clavulanico, AZ=Azitromicina, NA= Acido nalidixico, CEF=Ceftiofur,
FLOR=Florfenicol, GEN=Gentamicina, STR= Estreptomicina, TE=Tetraciclina, TXS=Trimetoprim con Sulfametoxazol,
CRO= Ceftriaxona, FOX= Cefoxitina, CL= Cloranfenicol

Patron en negrita = Patrones que se repiten en diferentes serotipos

Patron en rojo = Patrén mas extenso identificado e incluye al tipo ACSSuT
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Afadiendo que hubo otro patron que se repitido y fue STR+CL+TXS+TE entre S.
Bareilly y S.Typhimurium. Sigue presente en este patron la resistencia a
cloranfenicol, trimetoprim con sulfametoxazol y tetraciclina; todo esta relacionado
con el uso excesivo de estos medicamentos en la produccion animal, por ejemplo
la tetraclina se administra como dosis Unica por medio de inyeccién en pollos o a
través de los bebederos para controlar la infeccion por Salmonella, como lo
menciona (F. Sun et al., 2021).

Ademas, se identificé un patron de resistencia bastante extenso, conformado por
ceftriaxona, ceftiofur, estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina, amoxicilina con acido
clavulanico, cefoxitina, trimetoprim con sulfametoxazol y tetraciclina
(CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX+TXS+TE) que estaba presente en un
aislamiento de S. Typhimurium (ver la Tabla 19), lo interesante de este patron es
gue tiene incluido al fenotipo ACSSuT, el cual es de gran relevancia clinica y que
anteriormente se ha explicado, que al presentarse este tipo de patrones de
resistencia dificulta la eleccion de tratamiento (Centeno S. etal., 2018). Se ha
documentado a nivel mundial que el fagotipo DT104 de S.Typhimurium es portador
de una isla gendmica que contiene los genes de resistencia del perfil ACSSuT y
tiene la capacidad de transferirse a otros serotipos como S. Agona, S. Paratyphi
B, S. Albany, S. Meleagridis y S. Newport, tal como lo menciona (Doublet et al.,
2005), por lo tanto la presencia de esta isla gendmica en mas serotipos, indica el
gran potencial de transferencia horizontal de genes que tiene la bacteria, generando
mayor diversidad entre las cepas. Sin embargo, para este estudio, se desconoce a
gué tipo de fago corresponde el aislamiento, porque no se logré realizar la
fagotipificacion.

Este fagotipo DT104 de S.Typhimurium , es altamente reconocido a nivel mundial y
ha sido motivo de estudio a lo largo del tiempo, como el trabajo publicado por X.
Wang y colaboradores en el 2019, analizaron 11,447 cepas de S.Typhimurium
obtenidas de cadena alimentaria desde 1996 a 2016 en E.U.A, encontraron que los

patrones de resistencia a los antibiéticos fueron ASSuT (ampicilina, estreptomicina,
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sulfonamidas vy tetraciclina) y ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas y tetraciclina) con una frecuencia del 43%.Los animales
(principalmente cerdos y bovinos) son la principal fuente de estos dos patrones de
resistencia a los antibiéticos que se encuentran con frecuencia, ademas se identificé
gue el 28% presentaron el patron ACSSuUTAmc y 4% ACSSuTAmcAxoTio en donde
se incluye a la amoxicilina con &cido clavulanico, ceftriaxona y ceftiofur. Dicho
estudio concluye que la presencia de otros factores virulencia y resistencia de este
serotipo continla expandiéndose a nivel mundial y este fendémeno debe
monitorearse con cautela y de manera continua para mejorar el tratamiento de la
salmonelosis. Obviamente en el presente estudio se confirma esta situacion, al tener
cepas con amplios patrones y que comparten entre ellos algunos. Finalmente, en el
apartado del anexo 3 se afiadio otra tabla de patrones de resistencia, pero que solo
estan conformados por solo 1 o 2 clases de antimicrobianos, presentes en S.

Anatum, S. Enteritidis, S. Newport, S. Brenedey.

5.5.2 Comparacion de los patrones de multirresistencia antimicrobiana (MRA)
en los aislamientos de Salmonella enterica prevalentes en la industria carnica
avicola, con los patrones de resistencia reportados a nivel nacional e

internacional.

En este dltimo apartado es relevante discutir los diversos patrones de
multirresistencia que se tienen reportado a nivel mundial en aislamientos de S.

enterica, que se adquirieron de muestras de pollo.

Se tiene reportado que México es uno de los paises productores de aves de corral
mas grandes del mundo y de la misma manera consumidores de este producto, por
lo tanto existe la necesidad de implementar buenas practicas de bioseguridad, para
el control a exposicion de patdégenos, un mejor desempeifio productivo y de mejorar
el uso de los antibioticos en esta area, como lo menciona (Ornelas-Eusebio et al.,
2020). Aun asi existe una deficiencia por parte de las instituciones gubernamentales
para conocer las tendencias sobre la resistencia a los antibioticos y de sus patrones

de resistencia que pueda presentar un aislamiento patégeno, como es el caso de
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S.enterica. De hecho, esta situacion se ve reflejada en la Tabla 20, sobre la escasa
informacion de esta caracterizacion en muestras de pollo que se publica en el pais,
sabiendo que es un producto de gran importancia en el mercado. Uno de los criterios
importantes que se tomo en consideracion para exponer el tipo de patrén que esta
representada en esta tabla es que hayan sido identificados en aislamientos de S.
enterica obtenidos de muestras de pollo, otro punto a considerar es que se
obtuvieran estos datos de una base que realiza monitoreo de resistencia como el
NARMS o la Unién Europea y por ultimo considerar algunos trabajos realizados en
paises asiaticos porque a pesar de que hay diversos programas de seguimiento y
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, no son de acceso libre (Rhouma
et al., 2016).

Tabla 20. Comparacion de los patrones de multirresistencia de Salmonella a nivel

nacional y mundial.

Patrones de multrresistencia % Prevalencia Muestra Afio Referencia
antimicrobiana/Serotipo de los patrones
()

- 1.CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX 1.13% (n=88) pollo 2016
S . +TXS+TE / Typhimurium
% % 2.STR+CL+TXS+TE/ Typhimurium, 2.26% (n=88)
z g Bareilly
E s 3. NA+TXS+TE/ Typhimurium,Enteritidis, 35.22% (n=88)
2 Newport

o o ACSSuT/ Typhimurium 2.9% (n=35) pollo 2006 (Godinez-Oviedo, et al,
o & X 2019).
- g =2 ACSSUT / Sin serotipo identificado 17%(n=35) pollo 2009

= (3]

AAuCx 5% (n=60) pollo 2015 (Medicine, 2023b).

https://www.fda.gov/anim
al-veterinary/national-
antimicrobial-resistance-
monitoring-

system/integrated-

g reportssummaries
g ACSSuT 2.4% (n=2305) 2016
ACSSUT 3.3%(n=2449) 2019
ASSUT 3.29%(n=2305) 2016
ASSUT 39%(n=2449) 2019
ACSUT 2.5%(n=2305) 2016 (CDC, 2018).
ACSUT 3.6%(n=2449) 2019
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ACSSuTAuUCx 1.2%(n=2305) 2016 https://wwwn.cdc.gov/NA

ACSSuUTAuCx 1.3%(n=2449) 2019 RMSNow/Main/AdvRepor
ACT/S 0.6%(n=2305) | Aislamien | 2016 ts
ACT/S 1.8%(n=2449) tos 2019
ACSUTAUCX 1.2%(n=2305) clinicos 2016
ACSUTAuCx 1.2%(n=2449) 2019
AAUCX 2.6%(n=2305) 2016
AAUCX 1.7%(n=2449) 2019
< CIP-NAL-SMX-TE / Infantis 80.2%(n=54) Pollo de 2018 (Authority & European
E engorde Centre for Disease
et AMP-CIP-NAL-GEN-SMX-TE/ Kentucky 64.9%(n=109) Pollode | 2018 Prevention and Control,
ié‘ engorde 2021)
I =
58
AMP-AMC-PPC-CEF-CF-FOX-CTX-CAZ- 91.7%(n=12) Pollos 2017 (Nhung et al., 2018)
D= CFX-CRO-ATM-NAL-CIP-OFL-LEV-MCC-
~§§ TE-C/ Kentucky
5¢
ASSuT/ Typhimurium 2%(n=11147) pollos 2014 (X. Wang et al., 2019).
g
28
W5
CXM-CT-CAZ-CIP-NA-S/ Enteritifis 2.94%(n=34) pollos 2015- (Soltan Dallal et al., 2023)
N 2016
TET-SXT-NAL 9.1% (n=62) pollos 2015- (F. Sun et al., 2021)
AMP—CFZ-NAL 1.5%(n=62) 2019
AMP-TET-NAL 13.6% (n=62)
s AMP-CFZ—SXT-NAL 1.5% (n=62)
5 TET-SXT-NAL-OLA 1.5% (n=62)
: AMP-CFZ-SXT-NAL-OLA 1.5%( n=62)
AMP-CFZ-TET-SXT-NAL 2.5% (n=62)
S.Pullorum

Patrones del NARMS:

e  ACSSuT: Ampicilina, Cloranfenicol, Estreptomicina, Sulfonamidas y Tetraciclina

e AAuCx: Ampicilina, Amoxicilina y Ceftriaxona

e  ASSuT: Ampicilina, Estreptomicina, Sulfonamidas y Tetraciclina

e  ACSUT: Ampicilina, Cloranfenicol, Sulfonamidas y Tetraciclina

e ACSSuTAuCx: Ampicilina, Cloranfenicol, Estreptomicina, Sulfonamidas, Tetraciclina, Amoxicilina con acido
clavulénico, Ceftriaxona.

e  ACT/S: Ampicilina, Cloranfenicol, Trimetoprim con sulfametoxazol
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e  ACSUTAuCx: Ampicilina, Cloranfenicol, Estreptomicina, Sulfonamidas, Tetraciclina, Amoxicilina con acido
clavulanico, Ceftriaxona
NOTA: Los serotipos que fueron analizados en el 2015 por el NARMS de donde se identificaron los patrones de resistencia
son: Kentucky, Enteritifiis, Heidelberg, Saintpaul, Blockley, Johannesburg, Livingstone, Newport, Typhimurium, Braenderup,
Alachua, Muenchen, Ohio.

Patrén identificado en el estudio de Vietnam:

. AMP-AMC-PPC-CEF-CF-FOX-CTX-CAZ-CFX-CRO-ATM-NAL-CIP-OFL-LEV-MCC-TE-C: Ampicilina, Amoxicilina
con &cido clavulanico, Piperacilina, Cefalotina, Cefuroxima, Cefoxitina, Cefotaxima, Ceftazidime, Cefixima,
Ceftriaxona, Aztreonam, Acido nalidixico, Ciprofloxacino, Ofloxacino, Levofloxacino, Minociclina, Tetraciclina,
Cloranfenicol.

Patrén identificado en el estudio de Iran:
. CXM-CTX-CAZ-CIP-NA-S: Cefuroxima, Cefotaxima, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Acido nalidixico, Estreptomicina.

Patrones idenficiados en el estudio de China:

. TET-SXT-NAL: Tetraciclina, Trimetoprim con Sulfametoxazol, Acido nalidixico

. AMP—CFZ-NAL: Ampicilina, Cefazolina, Acido nalidixico

. AMP-TET-NAL: Ampicilina, Tetraciclina, Acido nalidixico

. AMP—CFZ-SXT-NAL: Ampicilina, Cefazolina, Trimetoprim con sulfametoxazol, Acido nalidixico

. TET-SXT-NAL-OLA: Tetraciclina, Trimetoprim con sulfametoxazol, Acido nalidixico, Olaguindox

. AMP—CFZ-SXT-NAL-OLA: Ampicilina, Cefazolina, Trimetoprim con sulfametoxazol, Acido nalidixico, Olaquindox

. AMP-CFZ-TET-SXT-NAL: Ampicilina, Cefazolina, Tetraciclina, Trimetoprim con sulfametoxazol, Acido nalidixico

Ademas, en esta Tabla 20 se puede visualizar que en el transcurso del tiempo y
lugares han incrementado estos patrones, los cuales tienen la caracteristica de ser
heterogéneos, debido a que cada pais establece el nimeo y tipo de antibidticos a
analizar de acuerdo a sus necesidades y poder adquisitivo de ciertos
medicamentos, 0 en su caso no hay concientizacion sobre la resistencia a los
antibidticos, por lo tanto la informacion es escasa como lo expone Godinez-Oviedo
y colaboradores en el 2019, informa a través de su investigacion bajos niveles de
patrones de resistencia con el tipo ACSSuT y que lamentablemente no se ha dado
continuidad a esta vigilancia en México; pero que al menos por medio de este
proyecto piloto que se realiz6 con cepas del 2016 se pretende seguir identificando
y monitoreando los niveles de resistencia. Quizas el gran reto de realizar este
monitoreo es gque vamos a obtener una heterogeneidad en los patrones de
resistencia porque no contamos con un consenso de antibidticos que puedan
ser analizados y asi conocer nuevas tendencias de resistencia antimicrobiana en

microorganismos que son aislados de productos o animales que son para consumo
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humano. Entonces se esperaria que las instituciones gubernamentales, pueda
establecer normas que aborden estas areas de trabajo que exige la OMS para
contrarrestar la resistencia a los antibiéticos. Ya que en México solo se cuenta con
la NOM-114-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la determinacion de
Salmonella en alimentos, para el control de este microorganismo, o la NMX-FF-080-
SCFI-2006, que establece las caracteristicas de calidad que debe presentar el pollo
para consumo humano y su comercializacion en el territorio nacional. Pero no se ha
considerado en ninguna norma el enfoque de “Una salud” para preservar en buen
estado la salud publica (P. J. Collignon & McEwen, 2019).

En contraste a los resultados que expone Estados Unidos a través del NARMS,
vemos que cuenta con un sistema organizado y que desde 1997 implementaron la
vigilancia de la resistencia a los antibioticos, mismos que establecen sus patrones
de resistencia mas prevalentes a partir de muestras de humanos, animales y
ambiental (Medicine, 2023). Los datos proporcionados por esta base de datos, solo
tienen informado el patron de resistencia “AAuCx” (Ampicilina, Amoxicilina con acido
clavulanico y Ceftriaxona) hasta el afilo 2015 en muestra de pollo y que solo
corresponde al 5% de los aislamientos analizados de S.enterica (CDC, 2018).
Evidentemente si comparamos esto con |lo obtenido en nuestro proyecto, nos habla
del mal uso que estamos haciendo con los antibiéticos en nuestro pais, como para
tener patrones tan extensos conformado de medicamentos considerados de
importancia critica, los cuales deberiamos de preservar su eficacia, para que solo
sean utilizados en infecciones que pongan en riesgo la salud humana. Se puede
resaltar, que los otros patrones reportados que son de origen clinico, siempre estan
conformados por ampicilina, sulfonamidas y tetraciclina o de 4 o 5 clases de
antibidticos diferentes, pero no tan extensos y variados como lo que encontramos
en nuestro proyecto, sus prevalencias son muy bajas a pesar de que han
transcurrido un par de afios, esto es un reflejo del buen control que tienen del uso
de antibiéticos en ese pais.

A diferencia de lo que reporta la Unién Europea, son escasos el numero de patrones

de resistencia, pero con alta prevalencia de estos patrones en los aislamientos de
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S. Infantis y S. Kentucky, de hecho S. Kentucky es el tercer serotipo mas
comunmente reportado en gallinas ponedoras (9.5%) y pavos (6.5%), asi como el
cuarto mas frecuentemente reportado en pollos de engorde (5.2%). En cuanto a S.
Infantis se identific6 en un 79% de todos los aislados de Salmonella MDR
provenientes de pollos de engorde, de acuerdo a (Authority & European Centre for
Disease Prevention and Control, 2021). Podemos resumir que este es el serotipo
mas prevalente en producto carnico avicola para esta regién, que en contraste con
nuestro estudio fue S. Enteritidis; todo esto se ve influenciado en gran parte a la
comercializacién de este producto y la capacidad que tenga el microorganismo para
adaptarse al medio (Regalado-Pineda et al., 2020). También influye el control
epidemiologico que se tenga para este microorganismo.

Por ultimo, podemos observar en la Tabla 20, otros patrones identificados en
Vietnam e Iran, donde la prevalencia de los patrones es diversa, porque influye el
namero de aislamientos y el tipo de antibidticos que establecen para analizar. Estas
variaciones de patrones de resistencia, en comparacion con lo que tienen reportado
los paises europeos es mayor; esta mas regulado en los paises europeos el uso de
antibidticos por los programas de control y seguimiento de resistencia bacteriana
por parte de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y el Centro Europeo
para la Prevencion y el Control de Enfermedades, y el Centro Nacional de

Resistencia a los Antibioticos (Authority & European Centre for Disease Prevention
and Control, 2021). Ademas, influye los recursos con los que pueda contar cada

pais para adquirir determinado antibiotico y el uso que estos puedan darle.
Comparando todo esto con un estudio realizado en China, hay mayor nimero de
patrones de resistencia registrados entre 2014 al 2019, identificados en S. Pullorum,
cabe resaltar que este es un serotipo que infecta exclusivamente a los pollos,
ocasionandoles la muerte a los polluelos jovenes. En este pais han observado cada
vez mas la presencia de MDR en este serotipo y si bien recordamos la resistencia
puede transmitirse entre serotipos, como ejemplo compartimos un patrén de
resistencia en este proyecto realizado con el estudio de F. Sun y colaboradores en

el 2021, tratandose de (NA+TXS+TE) presentes en Typhimurium, Enteritidis y
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Newport, podemos decir que a pesar de que se trata de estudios realizados en
diferentes paises, se puede ver influenciado por el comercio internacional de
animales, o viajes de personas que favorecen la diseminacion de la resistencia (F.
Sun et al., 2021).

Recapitulando todo lo expuesto con anterioridad, la resistencia bacteriana si es un
problema de salud publica que nos afecta a todos que exige una mejor comprension,
esto se puede lograr a través del establecimiento de estrategias de control que
reduzcan el riesgo de patdgenos resistentes a los antibioticos y que se busquen
alternativas para controlar y prevenir brotes de enfermedades infecciosas, asi como
del uso de los antibitticos. Queda mucho trabajo aun por realizar por parte de la
OMS y todos los paises de alrededor del mundo para que se pueda establecer un
criterio de patrén de resistencia porque este se ve afectada por los diferentes
antibidticos que analiza cada pais. Esperamos que nuestros resultados sean utiles
para incentivar a otras instituciones de salud humana y veterinaria para continuar
con este plan de accion contra la resistencia a los antibiéticos y que, en un futuro
no muy lejano, se pueda crear también una base de datos como la del NARMS para

la toma de decisiones del uso prudente de los antibiéticos en nuestro pais.
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6.Conclusiones

» El establecimiento de una lista de antibioticos de importancia de salud publica
fue clave para iniciar el monitoreo de resistencia en S. enterica en el producto

carnico avicola.

« Se identifico un 80-100% de susceptibilidad de S. enterica en algunos
antibidticos catalégados como de importancia critica como el meropenem,

gentamicina, estreptomicina, azitromicina y ceftriaxona.

* Los antibioticos que presentaron elevados porcentajes de no susceptibilidad

estan relacionados con su uso irracional en animales y seres humanos.

* El meropenem, gentamicina y ciprofloxacino reportaron el 100% de efecto
bactericida frente a otros medicamentos que son de uso comun y que son de

importancia critica como ceftriaxona y acido nalidixico.

» EI75% de los aislamientos de S. enterica fueron MDR, siendo las quinolonas,

antagonistas de la via del folato y tetraciclina los mas frecuentes.

« El patron NA+TXS+TE (&cido nalidixico-trimetoprim con sulfametoxazol-

tetraciclina) presentes en S. Enteritidis, S. Typhimuriumy S. Newport.

« Solo 1 aislamiento del serotipo S. Typhimurium presento el patréon ACSSuT
extendido (CRO+CEF+STR+CL+AMP+AMC+FOX+TXS+TE).

* Sera necesario identificar patrones de resistencia de otros afios, para
establecer las tendencias que indiquen si aumenta o disminuye la resistencia
a los antibioticos. Y aumentar los puntos de comparaciones con muestras
humanas, animales y ambientales debido a la estrecha relacion que existe

en estos sectores.
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Anexo 1. Célculo para la cantidad considerada de antibiético que se utilizaran
en las soluciones stock

NOTA: Para establecer la concentracion a la cual se preparara el antibiotico, se
toma como referencia el punto de corte de resistencia del antibiotico, y sera 10
veces mayor del rango establecido. Para esta ocasion se elaborara la solucién stock
con la concentracion que establece el punto de corte de resistencia, para poder
realizar solo 3 diluciones.

volumen de sol. estandar (ml) * concentracién sol. estdndar (u %)
Pesada de antibiético (mg) =

Potencia del antibiético (u mig)

Al primer pocillo de la microplaca se deposita 200ul= 0.2mL de solucidn stock.

Volumen de solucién estandar= 17.8mL (considerando todas las cepas que se van
analizar = 89). Se prepara 40ml de solucion stock para pesar una mayor cantidad
de antibittico en la balanza analitica.

-Ampicilina

Punto de corte: 232ug/mL = 320 pg/mL (x2) = 640 pg/mL
Pureza= 96%

Fraccion activa= 100%

Cantidad de agua presente en el antibidtico: 0.02

Potencia: Ensayo de pureza * Fraccion activa * 1- cantidad de agua = 940.8ug/mg

40ml * 640u %

940 “mig

Pesada de antibiético (mg) = = 27.23mg

-Tetraciclina

Punto de corte: >16ug/mL = 160 pg/mL x2= 320 pug/mL
Pureza= 95%

Potencia= 950 pg/mg

Cantidad de agua presente en el antibiético: 0

Potencia: Ensayo de pureza * Fraccion activa * 1- cantidad de agua = 950ug/mg
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40ml + 320p5
Pesada de antibiético (mg) = 5 oL — 13.47mg

950 Hm—g

-Gentamicina
Punto de corte: 16pg/mL = 160 pg/mL x2= 320 pg/mL
Potencia= >540 pg/mg

40ml * 320 £;

540 pmig

Pesada de antibiético (mg) = = 23.70mg

-Amoxicilina con &cido clavulanico
Punto de corte: 32 pg/mL (amoxicilina) = 320 pg/mL x2= 640 pg/mL
16 pg/mL (acido clavulanico) = 160 pg/mL x2= 320 pg/mL
Pureza como amoxicilina= 95% = 950
Cantidad de agua presente en amoxicilina = 15% = 0.15
Fraccion activa = 100%

Potencia de amoxicilina: Ensayo de pureza * Fraccion activa * 1- cantidad de agua
= 807.5 pg/mg

Pureza de clavulanato= 98%
Cantidad de agua presente en clavulanato= 3%

Potencia = 950.6 pug/mg

40ml*640p-2-

ml = 31.70mg

Pesada de amoxicilina (mg) = 2
807.5 ik

40ml * 320;1%
Pesada de clavulanato (mg) = 5 IC — 13.46mg

950.6

mg

-Azitromicina* no hay suficiente sal para 40ml, por lo tanto se medira 37.5ml de
solvente
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Punto de corte: 32pg/mL = 320 pg/mL x 2= 640 pg/mL
Potencia = 960 pg/mg

37.5ml * 640y =

960 pmig

Pesada de azitromicina (mg) = = 25mg
-Estreptomicina

Punto de corte: >32ug/mL = 320 pg/mL x2= 640 pug/mL

Potencia en la hoja de especificacion del antibidtico = 720Ul/mg

Para calcular pg/mg

720Ul/mg

— 0.9171 = 91.7% pureza del polvo

(91.7%) (850 forma mas pura del antibidtico) = 779.53 pg/mg

40ml * 640u 5

Pesada de estreptomicina (mg) = gml = 32.84mg
779.53 n—=
mg
-Cefoxitina
Punto de corte: >32ug/mL = 320 pg/mL x 2= 640 pg/mL
Potencia en la hoja de especificacion del antibiotico = 970 pg/mg
40ml * 640u%
Pesada de cefoxitina (mg) = 5 = 26.39mg
970 u—=
mg
-Florfenicol
Punto de corte: 8ug/mL = 80 pg/mL x2= 160 pug/mL
Potencia en la hoja de especificacion del antibidtico = 980 pug/mg
40ml * 160u%
Pesada de cefoxitina (mg) = 5 = 6.35 mg
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-Ceftriaxona

Punto de corte: >4pug/mL = 40 pg/mL x2= 80 pg/mL
Pureza= 96%

Cantidad de agua presente en el antibiotico: 8% = 0.08

Potencia: Ensayo de pureza * Fraccion activa * 1- cantidad de agua = 883.2 pg/mg

40ml * 8011%
Pesada de ceftriaxona (mg) = 5 = 3.62 mg
883.2 u—=
mg
-Acido nalidixico
Punto de corte: 32pg/mL = 320 pg/mL x2= 640 pg/mL
Pureza= 98% = potencia = 980 pg/mg
40ml + 640p £
Pesada de acido nalidixico (mg) = 5 = 26.12 mg
980 p—=>
mg
-Ciprofloxacino
Punto de corte: 1pg/mL = 10 pg/mL x2= 20 pg/mL
Pureza= 98% = potencia = 980 pg/mg
50ml] * ZOU%
Pesada de ciprofloxacino (mg) = 5 I - 1.01mg

-Se medira 40ml de solvente para que se pese mayor cantidad de antibiotico.

-Ceftiofur

Punto de corte: 8ug/mL = 80 pg/mL x2= 160 pg/mL
Pureza= 95%

Cantidad de agua presente en el antibiético: 3% = 0.03

Potencia del antibidtico= 921.5 ug/mg
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40ml + 1605
Pesada de ceftiofur (mg) = 5 1L — 6.94 mg

-Cloranfenicol
Punto de corte: >32 pg/mL = 320 pg/mL x2= 640 pg/mL
Pureza= 98% = 980 ug/mg

40ml * 640y £;

Pesada de cloranfenicol (mg) = 5 =26.12 mg
980 p—=
mg

-Meropenem

Punto de corte: >4 pg/mL = 40 pg/mL x2= 80 pg/mL

Pureza= 98% = 980 pug/mg

40ml * sou%
Pesada de meropenem (mg) = 5 Il - 3.26 mg

980 l,lm—g

-Trimetoprim con sulfametoxazol
Punto de corte: 4 pg/mL trimetoprim= 40 pg/mL x2= 80 pug/mL
76 ug/mL  sulfametoxazol = 760 pg/mL x2= 1520 pg/mL

Pureza de ambos antibidticos = 98% = 980 pug/mg

40ml * 80[1%
Pesada de trimetoprim (mg) = 5 I’ - 3.26 mg
980 p-=
mg
40m] * 1520;1§1
Pesada de sulfametoxazol (mg) = 5 I’ — 62.04 mg

-Colistina
Punto de corte: 4pg/mL = 40 pg/mL x2= 80 pug/mL
Potencia = 19,000 Ul/mg
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19000 Ul/mg
30 unidades/mg

Correccién a pg/mg = = 633.33 ug/mg

40ml * SOH%

633.33 pmig

Pesada de colistina (mg) = = 5.05 mg

20ml] * 8011%

633.33 pmig

Pesada de colistina (mg) = = 2.52 mg
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Anexo 2. Tabla de resultados de Concentraciéon Minima Inhibitoria de la cepa

ATCC de E.coli 25922.

Inicio de la experimentacion

Nueva solucién

antibiotico
Antibittico CMI (pg/ml) CMI (pg/ml)
Ceftriaxona 0.0194 0.0097
Ceftiofur 1.25 0.3125
Colistina 0.3 0.15
Acido nalidixico 1.25 1.25
Ciprofloxacino 0.0009 0.0048
Gentamicina 0.625 0.625
Meropenem 0.0194 0.0097
Florfenicol 5 2.5
Cloranfenicol 2.5 2.5
Ampicilina 3 3
Amoxicilina con 2.5/1.25 2.5/1.25
a.clavulanico
Cefoxitina 2.5 1.25
Trimetoprim con 0.312/5.92 0.156/2.96
sulfametoxazol (T/S)
Tetraciclina 0.625 0.625
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Anexo 3. Patrones de resistencia de los aislamientos de S.enterica

_ N de Porcentaje del Patrén de N° qle}s:e_s de
Serotipo . : total de . . antibiodticos
aislamiento : : resistencia :
aislamientos resistentes
- 4 4.54 NA 1
Enteritidis 4 4.54 AMP+AMC+FOX 2
Anatum 1 1.13 TXS 1
1 1.13 TXS+TE 2
Newport 1 1.13 TXS+TE 3
Brenedey 1 1.13 AMP 1
N/A 1 1.13 AMP+AMC+FOX 1
Total 13 14.73

AMP=Ampicilina, AMC= Amoxicilina con acido clavulanico, AZ=Azitromicina,
NA= Acido nalidixico, CEF=Ceftiofur, FLOR=Florfenicol, GEN=Gentamicina,
STR= Estreptomicina, TE=Tetraciclina, TXS=Trimetoprim con Sulfametoxazol,

CRO= Ceftriaxona, FOX= Cefoxitina, CL= Cloranfenicol

Patrones en negritas= patrones que se repiten con diferentes serotipos
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