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RESUMEN

Las salmonelas no tifoideas (NTS, por sus siglas en inglés) son uno de los mayores causantes
de enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos a nivel mundial (1). Ademas, estas
bacterias se encuentran dentro de la lista prioritaria de la OMS debido al desarrollo y
dispersion de multirresistencia a antibioticos (2). Entre ellas, la incidencia de resistencia a
tetraciclina se documenté en el brote internacional de infecciones por Salmonella
Typhimurium ocurrido entre los afios 2008 al 2010 en los Estados Unidos, Reino Unido y
Canadé (3). En Colombia, la vigilancia nacional de Enfermedad Diarreica Aguda realizada
por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud confirmé que el 77.7%
(n=2167) de los aislamientos clinicos de S. Typhimurium recuperados desde 1997 hasta el
2016 son resistentes a tetraciclina.

El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar los principales determinantes de
resistencia a tetraciclina (tet(A), tet(B) y tet(G)) en aislamientos clinicos de Salmonella
Typhimurium, para lo cual se investigaron 150 aislamientos, mayoritariamente provenientes
de materia fecal y hemocultivo, de los cuales 100 fueron analizados por WGS y 50 por PCR
de ADN total. Los resultados obtenidos de manera general confirman que 60.0% (n=90) del
total de muestras estudiadas son positivos a tet(A), 7.3% (n=11) a tet(B), 14.0% (n=21) a
tet(G) y 12.7% (n=19) a tet(A)/(G). Correlacionando el gen de resistencia con los resultados
de MIC, se encontré que las cepas que portaban tet(A) o tet(B), fueron resistentes a
concentraciones superiores a 128 pg/ml, mientras que los aislamientos tet(G) positivos
presentaron inhibicion a 64 pg/ml. Adicionalmente, se evidencidé mayor presencia de tet(G)
en muestras de hemocultivo.

El entorno gendmico de los aislamientos analizados por WGS se caracterizd por ser distinto
en cada determinante de resistencia a tetraciclina: el 58.57% de los positivos a tet(A) inserto
en un Tnl1721 replicativo, todos los positivos a tet(B) insertos en un Tn10 conservativo y los
positivos a tet(G) probablemente posean el gen dentro de la SGI11 cromosomal. Esta distincion
podria explicar mayor predominancia de un gen sobre los otros determinantes tet.
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Ademas, al determinar los principales grupos de incompatibilidad de plasmidos reportados en
aislamientos clinicos (A/C, X1, HI1, HI2 y FII), se hallé que en los aislamientos de materia
fecal mayoritariamente hubo presencia del grupo IncA/C; en comparacion, en hemocultivo
predomind el grupo IncFIl. En ambos casos hubo coexistencia de otros grupos de
incompatibilidad en menor porcentaje.

Asimismo, mediante la prueba de electroforesis en campo pulsado (PFGE) con la enzima
Xbal se generd un dendrograma por UPGMA y se encontraron dos clados principales. El
primer clado fue el que albergd mayor cantidad de cepas que portaban genes tet(A), tet(B) y
tet(G) sin distincion; y el segundo clado solo se ubicaron aislamientos que portaban tet(A); lo

que indicaria una falta de relacién clonal en relacién al determinante de resistencia.

Se concluye que la resistencia a tetraciclina en aislamientos clinicos colombianos de
Salmonella Typhimurium se relaciona principalmente con los genes tet(A), tet(G) y tet(B)
respectivamente; y el rango de resistencia de la cepa va a depender del tipo de gen que posee.
Ademas, cada gen esta contenido en un entorno gendémico caracteristico; con excepcion de
tet(A), el cual tiene entornos gendmicos muy variables.

Finalmente, se requieren estudios posteriores para confirmar si la resistencia es cromosomal
0 plasmidica. Como también para explicar mecanismos sinérgicos de resistencia

antimicrobiana vinculados a las proteinas de membrana externa.

ABSTRACT

Nontyphoidal salmonella (NTS) is one of the major causes of bacterial diseases transmitted
by food worldwide (1). In addition, these bacteria are on the WHO priority list due to the
development and dispersion of multiresistance to antibiotics (2). Among them, the incidence
of tetracycline resistance was documented in the international outbreak of Salmonella
Typhimurium infections occurred between 2008 and 2010 in the United States, the United
Kingdom and Canada (3). In Colombia, the national surveillance of Acute Diarrheal Disease
performed by the Microbiology Group of the Instituto Nacional de Salud confirmed that
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77.7% (n=2167) of the clinical isolates of S. Typhimurium recovered from 1997 to 2016 are
resistant to tetracycline.

The objective of this research was to characterize the main determinants of resistance to
tetracycline (tet(A), tet(B) and tet(G)) in clinical isolates of Salmonella Typhimurium, for
which 150 isolates were investigated, mostly from material fecal and blood culture, of which
100 were analyzed by WGS and 50 by PCR of total DNA. The results obtained in a general
way confirm that 60.0% (n=90) of the total samples tested are positive at tet(A), 7.3% (n=11)
at tet(B), 14.0% (n=21) at tet(G) and 12.7% (n=19) to tet(A)/(G). By correlating the resistance
gene with the MIC results, it was found that the strains that carried tet(A) or tet(B), were
resistant to concentrations higher than 128 pug / ml, whereas the tet(G) positive isolates
showed inhibition at 64 ug/ml. Additionally, greater presence of tet(G) in blood culture
samples was evidenced.

The genomic environment of the isolates analyzed by WGS was characterized by being
different in each determinant of resistance to tetracycline: 58.57% of the positives to tet(A)
inserted in a replicative Tn1721, all the positives to tet(B) inserted in a Conservative Tn10
and positives to tet(G) probably possess the gene within the chromosomal SGI1. This
distinction could explain the greater predominance of a gene over the other tet determinants.

In addition, when determining the main groups of incompatibility of plasmids reported in
clinical isolates (A/C, X1, HI1, HI2 and FII), it was found that in the isolates of fecal matter
there was a predominance of the IncA/C group; in comparison, the IncFIl group predominated
in blood culture. In both cases there was coexistence of other incompatibility groups in a
lower percentage.

Also, by means of the pulsed field electrophoresis test (PFGE) with the Xbal enzyme, a
dendrogram was generated by UPGMA and two main clades were found. The first clade was
the one that harbored a greater number of strains that carried genes tet(A), tet(B) and tet(G)
without distinction; and the second clade only isolates were placed that carried tet(A); which
would indicate a lack of clonal relation in relation to the determinant of resistance.
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It is concluded that tetracycline resistance in Colombian clinical isolates of Salmonella
Typhimurium is mainly related to the tet(A), tet(G) and tet(B) genes respectively; and the
resistance range of the strain will depend on the type of gene it has. In addition, each gene is
contained in a characteristic genomic environment; except for tet(A), which has very variable

genomic environments.

Finally, further studies are required to confirm whether the resistance is chromosomal or
plasmidic. As well as to explain synergistic mechanisms of antimicrobial resistance linked to

outer membrane proteins.

INTRODUCCION

Marco tedrico

Generalidades de la bacteria, patogenicidad y virulencia

La salmonelosis es ocasionada por Salmonella spp. el cual es un bacilo anaerobio facultativo
no esporulativo, Gram negativo, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae (4,5). Su
caracterizacion bioquimica se describe como: catalasa positiva, oxidasa negativa, no
fermentadora de lactosa, con condiciones Optimas de crecimiento a pH 7 y 37°C de
temperatura (6). Taxonémicamente, este género consiste en solo dos especies: S. bongori y S.
enterica (7). Esta Ultima se divide en las siguientes seis subespecies: S. enterica subsp.
enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp.
diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica (8). Adicionalmente, las
subespecies se subdividen bajo el esquema estandar Kauffman-White-Le Minor (9), el cual
identifica los serovares por medio de una férmula antigénica, que corresponde a los antigenos
somatico (O), capsular (Vi) y flagelares (H) (8). Ademas, a nivel clinico la infeccion puede
ser tifoidea si se asocia con fiebre tifoidea en humanos, o no tifoidea si genera principalmente
gastroenteritis (10).

La patogénesis de la infeccion en humanos comienza cuando las bacterias ingresan al tracto
digestivo a través de agua o alimentos contaminados. Una vez que se encuentran cerca al
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epitelio intestinal activan la isla gendmica de patogenicidad tipo I (SPI-1), la cual es una
region de ADN de 40 kb insertada en el cromosoma bacteriano que codifica un sistema de
secrecion tipo 11, que transporta proteinas bacterianas al citosol de las células epiteliales que
recubren la pared intestinal, lo que resulta en reordenamientos del citoesqueleto que median
el ingreso de la bacteria a través de una vesicula de membrana denominada vacuola
contenedora de Salmonella (SCV) (11). Posteriormente, ya dentro de la célula epitelial se
activa una segunda isla de patogenicidad (SPI-2) que codifica un segundo sistema de
secrecion tipo Ill, el cual modifica el ambiente intracelular a beneficio de la bacteria y
promueve una infeccion persistente (12). Después de la infeccion del epitelio intestinal,
Salmonella migra a la lamina propia de la region ileocecal donde infecta a los fagocitos (13).
La severidad de la infeccion, o virulencia, dependera del serovar de la bacteria y del estado
inmunoldgico del hospedero, pudiendo ocasionar sintomas como: gastroenteritis, bacteriemia
y portabilidad asintomatica crénica (14-16). En la gastroenteritis la infeccion suele ser
autolimitada y no se extiende mas alla de la lamina propia. Sin embargo, en la bacteriemia,
los fagocitos infectados obtienen acceso al torrente sanguineo, lo que permite que las bacterias
se propaguen al higado y al bazo, pudiendo persistir en la vesicula biliar y la médula dsea, lo
que conlleva a una enfermedad crénica (12).

Multirresistencia de Salmonella Typhimurium

Desde hace unas décadas en todos los continentes se ha reportado a las Salmonellas no
tifoideas, Salmonella enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) y serovar Typhimurium (8.
Typhimurium) como los principales responsables de las enfermedades transmitidas por los
alimentos (17). Ademas, desde mediados de los afios 60 a nivel mundial se han publicado
mdaltiples articulos donde se reporta la multirresistencia de Salmonella Typhimurium frente a
diversas familias de antibidticos (18,19) . Més especificamente, el andlisis retrospectivo a lo
largo de varias décadas determino que la presencia de resistencia al antibidtico tetraciclina ha

sido constante, convirtiéndola en una amenaza para la salud publica (19-23).

¢Qué es la tetraciclina?
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Las tetraciclinas son una familia de antibioticos que fueron descubiertas en los afios 40 y su
utilidad clinica ha demostrado que son activas contra una amplia gama de agentes de
enfermedades infecciosas, desde patdgenos Gram positivos y Gram negativos hasta
micoplasmas, clamidias intracelulares, rickettsias y parasitos protozoarios (24). A nivel
quimico pertenecen a la clase de policétidos, los cuales son metabolitos secundarios obtenidos
mediante polimerizacion de grupos acetilo y propionilo. Estos metabolitos son sintetizados
naturalmente por actinomicetos (25), a través de un complejo proteico de policétidos sintasas
tipo Il (PKS) que funcionan como subunidades separadas (26), pero que como minimo posee
dos subunidades de cetosintasa (KSa y KSb) y una proteina transportadora de acilo (ACP).
En consecuencia, para su sintesis se realizan multiples reacciones con distintas enzimas que
forman productos intermedios inestables, lo que ha conllevado a que sea complejo el poder
estandarizar el mecanismo completo (27).

Los primeros compuestos descritos del grupo de tetraciclinas, también denominados de
primera generacion se denominaron clortetraciclina (aureomicina) y oxitetraciclina
(terramicina), y se aislaron de Streptomyces aureofaciens y Streptomyces rimosus
respectivamente (24). Ambos se descubrieron de manera independiente, pero su posterior
analisis determino que los dos poseian un ndcleo naftaceno de cuatro anillos, donde el anillo
D es aromaético pero los anillos A, B y C incluyen centros saturados de carbono. Ademas,
también compartian similitud en algunos grupos funcionales; esta estructura se denomind
tetraciclina (28). Al realizar la comparacion de la clortetraciclina con la oxitetraciclina, la
primera carece de un grupo hidroxilo y tiene un sustituyente del &omo de cloro.
Posteriormente se descubrio que la tetraciclina era el precursor de la clortetraciclina y tenia
mayor potencia como antimicrobiano; este compuesto fue aprobado para uso clinico por la
Food and Drug Administration (FDA) en 1954 (29).

Estudios posteriores en la familia de tetraciclinas determinaron que las propiedades
antibidticas se conservan aun después de la modificacion quimica de la parte superior de la
molécula en las posiciones C4 a C7. Por otro lado, las posiciones C10 a C12 localizadas en
la parte inferior no deben sustituirse. En particular, la region que consiste en C11 y C12
comprende la presencia de grupos funcionales ceto-enol, que proporciona la capacidad de
secuestrar cationes divalentes de metales pesados y formar complejos, esta capacidad permite
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desempefiar funciones bioldgicas (29-31). A partir de estos conocimientos sobre las regiones
que pueden ser modificadas y las que son necesarias para la accion farmacoldgica, se
determing la estructura minima que debe tener la molécula para ser considerada un
antibiotico, esta se denomina farmacéforo (29), Fig. 1.

N(CHa);

H H
]
"

OH o] OH Q

Fig. 1 Farmacdforo minimo de la familia de tetraciclinas. Tomado de Thaker et al. 2010 (29).

Mecanismo de accién de las tetraciclinas

El mecanismo de accion de las tetraciclinas se describi6 por primera vez en 1953, cuando se
demostro que blogueaban la sintesis de proteinas de S. aureus e inhibian el crecimiento celular
de manera bacteriostatica (32). Estudios posteriores confirmaron que las tetraciclinas
atraviesan la membrana externa de bacterias entéricas principalmente a través de las proteinas
de membrana externa OmpF y OmpC como complejos de coordinacién de cationes cargados
positivamente con Mg?* (33,34). En el periplasma, la tetraciclina se disocia del magnesio
permitiendo que la forma lip6fila y no cargada se difunda a través de la membrana interna
hacia el citoplasma (35). En el interior de la célula, las tetraciclinas vuelven a formar el
complejo con Mg?* y se unen a la subunidad ribosomal 30S, en la region del sitio aceptor
(sitio A), blogueando la unién de aminoacil-ARNt y como resultado inhibiendo la sintesis de
proteinas (36). Por lo tanto, la unidn al metal divalente es vital tanto para el suministro de
antibidticos en la célula como para la unidn al objetivo (29), Fig. 2.
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Fig. 2 Mecanismo de accién de la tetraciclina en bacterias Gram negativas. Elaboracion propia.

Resistencia a tetraciclina

Durante los ultimos 70 afios ha habido un uso generalizado de tetraciclina no solo con fines
terapéuticos, sino también como promotor de crecimiento (37). El uso de antibidticos como
promotores del crecimiento se ha relacionado con aspectos beneficiosos (especialmente el
aumento en la eficiencia de la absorcién de nutrientes y los ingresos comerciales para los
agricultores), aunque hay datos que respaldan un aumento de resistencia bacteriana,
reacciones alérgicas en humanos y animales, cambios en la microbiota ambiental, entre otros
efectos perjudiciales (38,39).

» Resistencia adquirida
Con respecto a la resistencia bacteriana, esta se puede clasificar como adquirida, cuando los

microorganismos se han vuelto resistentes por medio de la adquisicion de genes que codifican
bombas de eflujo dependiente de energia (n=34 genes diferentes), proteinas que protegen a
los ribosomas bacterianos (n=13 genes diferentes) o inactivan enzimaticamente las
tetraciclinas (n=13 genes diferentes) (40).

Bombas de eflujo
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Las bombas de eflujo para tetraciclina, corresponden a proteinas de
aproximadamente 46 kDa asociadas a la membrana que exportan tetraciclina fuera
de la célula, por intercambio de un proton por un complejo de tetraciclinamagnesio
contra un gradiente de concentracion (29); lo que reduce la concentraciéon del
farmaco intracelular y protege los ribosomas dentro de la célula (41). A nivel
estructural, estas proteinas de eflujo que confieren resistencia a tetraciclina son
parte de la superfamilia de facilitadores principales (MFS) y comparten similitudes
de aminoacidos y estructura de proteinas con otras proteinas de eflujo involucradas
en la resistencia a multiples farmacos (42). Pueden identificarse dos grupos
predominantes: el primero consiste en una proteina con

12 segmentos transmembranales organizados en los dominios oy B, conectados por
un bucle citoplasmatico interdominio. Este grupo incluye principalmente a Tet(A),
Tet(B) y Tet(G), las bombas de tetraciclina que se encuentran con mas frecuencia
en aislamientos de Salmonella Typhimurium (21). Las bombas del grupo 2 poseen
14 segmentos transmembranales e incluyen Tet(K) y Tet(L), que son las bombas
de eflujo de tetraciclina mas comunes en aislamientos clinicos Gram positivos. Las
bombas asignadas a los grupos menores incluyen bombas que tienen menos
prevalencia clinica (43).

La regulacion de la expresion de estas proteinas a menudo esta fuertemente
acoplada a una proteina represora de la familia Tet(R). Cuando no hay presion
selectiva con tetraciclina, las proteinas Tet(R) se unen a la region del operador
corriente arriba de los genes que codifican las bombas de eflujo y regulan
negativamente la expresion de estas. Sin embargo, cuando existe tetraciclina en el
citoplasma, Tet(R) presenta mayor afinidad por este compuesto, lo que resulta en
la disociacion de la region del operador, permitiendo la sintesis de proteinas de
bombas de eflujo (44), Fig. 3.
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Fig. 3 Mecanismo de resistencia a tetraciclina a través de bombas de eflujo. Elaboracion propia

Proteccién ribosomal
Las proteinas de proteccion ribosomal son proteinas citoplasmicas de

aproximadamente 72.5 kDa que protegen al ribosoma de la accion de las
tetraciclinas (45). También se encuentran en las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, pero generalmente son mas comunes en los organismos Gram positivos,
y Tet(M) y Tet(O) son las proteinas mas comunes (46).

La resistencia se logra cuando estas proteinas causan la alteracion alostérica del
sitio de union primario al antibiotico, lo que conduce a la liberacion de moléculas
de tetraciclina unidas al ribosoma, de manera que la sintesis de proteinas puede
continuar (47). Por este mecanismo, exhiben resistencia contra las tetraciclinas
tanto de primera como de segunda generacion, pero no a los compuestos de tercera
generacion (48). De hecho, se ha demostrado que la tigeciclina exhibe
efectivamente una actividad antibacteriana contra los ribosomas protegidos con
Tet(M), y los modelos recientes de microscopia crioelectronica sugieren que la
tigeciclina es capaz de permanecer unida al ARNr 16S en presencia de Tet(M),
porque su cadena lateral C-9 se superpone al sitio de unién Tet(M) en el ribosoma
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(49).

Inactivacidon enzimatica

El tercer mecanismo de resistencia a la tetraciclina implica la inactivacion
enzimatica del farmaco. Tet (X) es la enzima modificadora de tetraciclina mas
estudiada y es activa contra todas las clases de tetraciclinas, incluida la tigeciclina

(50). Esta enzima es una oxidorreductasa que en condiciones aerdbicas utiliza
NADPH en presencia de magnesio y convierte la tigeciclina en 11a-

hidroxitigeciclina; la molécula modificada tiene una union mas débil al magnesio,
que es esencial para su union al ribosoma (29,30).

Ademas, la presencia de Tet (X) y otras enzimas inactivadoras de tetraciclina
similares, también conocidas como "destructasas de tetraciclina”, se han
encontrado en bacterias agricolas y acuicolas garantizando la persistencia de este
mecanismo de resistencia en la cadena alimentaria y facilitando la transmision a
patégenos humanos (51).

Muchos de los genes que determinan los mecanismos de resistencia anteriormente
mencionados estan asociados con plasmidos y transposones, los cuales son elementos moviles
que pueden influir en su distribucion entre varios géneros (46). Los plasmidos son ADN
circulares de doble cadena que se replican de forma autbnoma en una célula huésped, a través
de genes de iniciaciéon y control de replicacion, y pueden variar su longitud en pares kb
dependiendo de la cantidad de genes que albergan (52). Entre los plasmidos existe una
clasificacion denominada grupo de incompatibilidad (Inc), la cual se caracteriza por
denominar plasmidos incompatibles a aquellos que expresan el mismo control de replicacion
y no pueden coexistir en la misma bacteria, mientras que plasmidos con diferentes controles
de replicacion se denominan como compatibles y si pueden encontrarse de manera simultanea
en la misma bacteria (52). Los grupos de incompatibilidad mas reportados en enterobacterias
y relacionados con resistencia a antibioticos son: IncF, IncA/C, IncL/M, Incl2, IncHI2 e IncN

20



(53). La importancia de conocer los plasmidos radica en que pueden transmitirse de manera
horizontal a través de un pili codificado por el propio plasmido, implicando transferencia de
ADN entre diferentes géneros de bacterias que puede incluir genes que otorgan resistencia a
antibioticos; este mecanismo se denomina conjugacion (54).

Recientemente, este mecanismo se ha encontrado en otro tipo de elemento movil denominado
transposon (55). Los transposones son secuencias de ADN, conjugativos 0 no conjugativos,
que contienen un gen denominado transposasa (también llamado integrasa o recombinasa) y
pueden contener otros genes (por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos) flanqueados por

repeticiones invertidas en ambos extremos, que sirven como sitios de recombinacion

(56).

Estos elementos pueden saltar a una nueva ubicacion genémica utilizando dos mecanismos
de transposicion (57): uno se conoce como transposicion conservadora, donde el elemento
transponible se mueve de un sitio de ADN (sitio original) a otro sitio (sitio de destino) sin
replicarse, los transposones caracteristicos de este mecanismo son Tn5 y Tn10 (58); el otro
modo de transposicion se conoce como transposicion replicativa, donde el elemento
transponible primero se replica para formar dos copias en una estructura denominada
cointegrado: una copia permanece en el sitio original, mientras que la otra copia se inserta en
un sitio nuevo (destino), este mecanismo es caracteristico del Tn3 y del Tn1721 (59), Fig. 4.
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Otra plataforma de genes de resistencia que ha sido reportada como transmisible por
conjugacion es la isla genémica de Salmonella tipo 1 (SGI-1) (61) ), la cual es un fragmento
de ADN cromosomal movilizable de 43 kilo bases (kb) (62,63) con una regién de 13 kb que
alberga determinantes de resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida
y tetraciclina (62,64)

» Resistencia adquirida
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Tal vez un poco menos estudiada es la resistencia intrinseca de la bacteria, en donde la
membrana externa de las bacterias Gram negativas desempefia un papel crucial de
proporcionar una capa extra de proteccion al organismo sin evitar el intercambio de iones y
moléculas necesarias para mantener la vida (65). Al combinar una bicapa lipidica altamente
hidrofébica que contiene canales proteicos con propiedades especificas de exclusion por
tamafio, la membrana externa actia como una barrera selectiva y tiene un impacto importante

en la susceptibilidad del microorganismo a los antibioticos (66,67).

En E. coli la permeabilidad de la membrana externa esta regulada por el equilibrio de las
porinas y las dos proteinas principales de la membrana externa (OMP) son OmpC y OmpF,
que constan de tres barriles f de 16 cadenas que definen un poro transmembrana (68), su nivel
de expresion se ajusta cuando es necesario minimizar la penetracion de compuestos nocivos
0 maximizar el acceso a nutrientes (34,69). Este nivel de expresion se regula
transcripcionalmente por un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes que
consiste en las proteinas OmpR y EnvZ (70), y se ha demostrado experimentalmente que

OmpF tiene un tamafio de poro méas grande que OmpC (71). En comparacién, Salmonella
Typhimurium LT2 produce unas proteinas casi idénticas a OmpC y OmpF de E. coli (72), y
otra proteina de membrana externa denominada OmpD, que ha sido reportada como la
proteina de membrana externa mas abundante en el serovar Typhimurium (73), pero de la
cual solo existe un reporte sobre su implicancia con la resistencia a antibi6ticos,
especificamente a quinolonas (74).

Estado del Arte
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El serovar Typhimurium de S. enterica es una de las causas mas frecuentes de salmonelosis
humana alrededor del mundo (17) . De 1966 al 2010 en Europa, se distinguieron variantes
relacionadas a su sensibilidad a bacteri6fagos, denominadas fagotipos, las cuales fueron:
Salmonella Typhimurium DT9, DT204, DT104 y DT193, éstas emergieron sucesivamente
como cepas resistentes a maltiples farmacos (22). De todos estos fagotipos, la variante DT104
cobraria importancia en la década de 1980 por adquirir multirresistencia a ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina (ACSSuT) (64). A partir de los afios
noventa los principales paises afectados por Salmonella Typhimurium DT104 fueron Reino
Unido, Dinamarca y Estados Unidos, para posteriormente diseminarse alrededor del mundo
(75). Actualmente, desde hace unos diez afios se vienen incrementando los casos clinicos
relacionados a una variante monofasica de Salmonella Typhimurium con la férmula
antigénica 1,4, [5], 12: i: - de la cual aiin no se conoce su origen (76), pero se estima que se
disemina principalmente a través de fuentes alimentarias (77,78).

En Estados Unidos, los brotes de Salmonella suelen estar relacionados con una fuente de
alimento; sin embargo, el contacto con animales vivos también puede provocar brotes de
enfermedades humanas. Recientemente se analizaron los brotes entre los afios 2009 al 2014
y determinaron que 79.5% resultaron de la transmision de alimentos y 20.5% resultaron de
la transmision por contacto con animales (79). Con relacion a los aislamientos de animales,
en Escocia se analizaron muestras recolectadas entre 2003 y 2014 encontrando una alta
diversidad de multidrogorresistencia en aislamientos de cerdos (80). Reportes retrospectivos
en Europa con aislamientos de la década de 1980 ya visualizaban una tendencia de aumento

de multidrogorresistencia (22,81).

Con respecto a las publicaciones en Latinoamérica, en México se analizaron 243 aislamientos
multirresistentes de Salmonella enterica provenientes alimentos y aislados clinicos. La
frecuencia de mayor resistencia obtenida fue a tetraciclina (41.6%), seguida de ampicilina

(24.7%) y acido nalidixico (21.8%) (82). Resultados similares se obtuvieron producto de un
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estudio en Brasil, donde cepas del serovar Typhimurium. aisladas de pacientes hospitalizados
fueron 65% resistentes a tetraciclina (83). En Colombia, aislamientos clinicos del mismo
serovar analizados entre los afios 2005 al 2011 reportaron un 81.7% de resistencia a
tetraciclina seguido de 44.1% a ampicilina (84). Este aumento del porcentaje de resistencia a
tetraciclina, con respecto a los anteriores paises mencionados, ain no ha sido fundamentado.
Sin embargo, un estudio basandose en sus datos sugiere que la resistencia antimicrobiana a
tetraciclina, estreptomicina y cloranfenicol es muy comun entre los aislados de Salmonella
spp. debido a un uso prolongado y frecuente de estos antimicrobianos en la produccién
animal (85).

Formalmente el origen de la resistencia a antibidticos aun esta en debate, pero se esta
considerando como principales razones el uso excesivo en humanos mas la utilizacion
indiscriminada en animales con fines terapéuticos, profilacticos, que promueven el
crecimiento y mejoran la eficacia de los alimentos (37). Ante esta preocupacion, la Union
Europea prohibié a principios de los afios 70 (Directiva EC 70/524) la aplicacion
subterapéutica de tetraciclinas y otros antibioticos a los animales de granja (30). En Estados
Unidos, la realidad fue muy distinta porgue no se adoptd ninguna prohibicién hasta inicios
del 2017 (86). Probablemente debido a esta falta de coordinacion entre las potencias
mundiales y sumado a la globalizacién, sigue siendo significativamente importante la
incidencia de resistencia a tetraciclina documentada en el brote internacional de infecciones
por Salmonella Typhimurium ocurrido entre los afios 2008 al 2010 en los Estados Unidos,
Reino Unido y Canada (3).

En Colombia, los antibidticos como promotores de crecimientos se empezaron a emplear
desde los afios 70 y en la resolucion 1326 de 1981, el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) se declar6 como Unico organismo que se reserva el derecho de autorizar su utilizacion.
Més tarde en la resolucion 1966 de 1984 se dispuso no aceptar como promotores de
crecimiento sustancias antimicrobianas que se utilicen para fines terapéuticos en humanos
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(87). Hasta el momento no se ha publicado una lista de los antibidticos permitidos, sin
embargo, en la resolucion 1382 del 2013 se identifica tetraciclinas de primera y segunda
generacion como agentes antimicrobianos mas no como promotores de crecimiento (88).

A nivel mundial, con respecto al incremento de la incidencia de resistencia bacteriana a
tetraciclinas de primera generacion, se desarrollaron antibidticos de segunda y tercera
generacion, los cuales son compuestos semisintéticos, es decir, las moléculas orgénicas
naturales han sido manipuladas para aumentar la accion farmacolégica y reducir la toxicidad
(29,36). Los compuestos de segunda generacion mas utilizados en la clinica es la doxiciclina
y la minociclina, ambas aprobadas por la FDA en 1967 y 1971, respectivamente (24,89,90).
Mas recientemente en el afio 2005 la FDA aprobd el uso del primer antibiotico de tercera
generacion, también llamados glicilciclinas, denominado tigeciclina y fue disefiado para
enfrentar a los microorganismos resistentes a los anteriores compuestos (90). Actualmente,
en el afio 2018 la FDA aprob6 tres nuevos compuestos denominados omadaciclina,
sareciclina y eravaciclina; este Gltimo es el Unico indicado para infecciones intraabdominales
(91). En Colombia, se viene utilizando tigeciclina contra Salmonella spp. y hasta el momento
no se ha reportado resistencia (92,93).

En lo relacionado con resistencia a tetraciclina adquirida, en el 2007 se desarroll6 un estudio
para evaluar la predominancia de los genes de la familia tet en aislamientos clinicos de
Escherichia coli provenientes de todas las regiones del mundo. Los resultados que obtuvieron
demuestran que tet(A) y tet(B) estdn mayoritariamente presentes a nivel mundial, pero
dependiendo de la regién uno es mas predominante que otro. Segun esta publicacion en
Latinoamérica es predominante tet(B)(94). Y aunque en ese estudio no se encontrd tet(G), en
Salmonella spp. si se presenta con mayor frecuencia e inclusive es caracteristico que las cepas
que portan este gen tengan valores MIC en promedio de 64 ug/ml, mucho menor que el
promedio de los otros genes tet que es 256 ug/ml (95,96).

Como se habia mencionado anteriormente, estos genes se movilizan a traves de elementos
conjugativos tales como plasmidos. Los grupos de incompatibilidad plasmidicos mas
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abundantes en enterobacterias que portan regiones de multirresistencia son: IncHI1, IncHI2,
IncF e IncA/C (53,97-100).

En un estudio de caracterizacion plasmidica en aislamientos de Salmonella se encontrd que
el serovar Typhimurium, a diferencia de otros serovares, poseia un bajo porcentaje IncA/C
(101). Otra investigacion llego a la conclusion que algunas cepas pueden haber llevado el
plasmido una vez, pero que los genes de resistencia se transfirieron al cromosoma con la
subsiguiente pérdida del plasmido (98). Existe un reporte que indica pérdida del mecanismo
de conjugacion de los plasmidos IncA/C, y necesidad de requerir de la maquinaria de un
plasmido IncX1 para su movilizacién (102), estas publicaciones confirma que la plataforma
es capaz de integrarse a otras secuencias de ADN. Ademas, se ha publicado una asociacion
entre los transposones Tn1721 con plasmidos IncA/C e IncQ1 (103). Caracteristicamente, el
gen de resistencia a tetraciclina tet(A), que codifica una proteina de flujo asociada a la
membrana, se encuentra inserto en este tipo de transposén replicativo no conjugativo de 11.1
kb (104).

Otro tipo de elemento movil relacionado a Salmonella es un plasmido grande de bajo nimero
de copias que contiene genes de virulencia. Los plasmidos de virulencia de Salmonella son
heterogéneos en tamafio (50-90 kb), pero todos comparten una region de 7.8 kb denominada
operdn spv (105). El pldsmido de virulencia del serovar Typhimurium (pSVT) LT2 tiene un
tamario de 90 kb, pertenece al grupo de incompatibilidad IncF y es auto transmisible (106).
Existe evidencia de que los genes spv permiten que la bacteria infecte el bazo y el higado al
aumentar la tasa de replicacion bacteriana dentro de las células huesped en ratones (107). Sin
embargo, ain hay mucha discrepancia sobre si aumenta la virulencia en humanos (108), pero
de lo que si hay certeza es que se ha reportado que este tipo de plasmido se ha integrado con
regiones multirresistentes que albergan el gen tet(B) (109,110). Este gen de resistencia a
tetraciclina se ha encontrado vinculado al transposén Tnl0, el cual es una plataforma
conservativa que esta flanqueada por repeticiones invertidas de elementos 1S10 (111). Este
transposon ha sido reportado en el plasmido R27 del grupo de incompatibilidad IncHI1 (112).
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Un caso particular es la isla genomica de Salmonella tipo | (SGI-1), la cual es un elemento
integrado en el cromosoma bacteriano que posee una region multirresistente de 13 kb que
porta los genes floR y tet(G) flanqueados por dos integrones tipo 1 (Intl-1), donde uno de los
Intl-1 contiene el gen psel con un peso molecular de 1 200 pb, y el otro porta un gen aadA2
de aproximadamente 1 000 pb (62,63). La sumatoria de los genes de resistencia encontrados
en esta isla gendmica es caracteristica del fenotipo de pentarresistencia tipo ACSSuT, el cual
estd asociado al fagotipo DT104 de Typhimurium (113). Hasta el momento, se han
identificado variantes de SGI1 en otros serovares de la subespecie enterica tales como
Agona, Albany, Derby, Infantis, Newport y Paratyphi B (114), y se relacionan con mayor
virulencia y diseminacién de la bacteria (115). Una investigacion sobre la isla demostré a
través de un arbol filogenético de muestras DT104 provenientes de Escocia que las
variaciones de SGI1 pueden agruparse a través de clados (116). Las variantes de la isla
gendmica se codifican con letras de la A ala Z. Por ejemplo, una variante de la SGI-1 en el
serovar Albania, que se caracteriza por reemplazar el gen de resistencia a estreptomicina por
el de resistencia a trimetoprim en el casete de genes de un Intl-1, se denomina SGI1-F (117).

Los genes de resistencia de la familia tet relacionados a bombas de eflujo son capaces de
expresar proteinas con afinidad diferencial a diferentes tipos de tetraciclinas. Se ha reportado
que las bombas Tet(A), Tet(B) y Tet(K) son capaces de expulsar tetraciclina, minociclina y
doxiciclina a diferentes grados. Recientemente, una nueva clase de tetraciclinas de tercera
generacion o glicilciclinas han demostrado ser activas contra las cepas que portan genes de
bombas de eflujo. Sin embargo, un experimento posterior demostré que la sobreexpresion de
Tet(B) efectivamente no logra expulsar este antibiético, pero la de Tet(A) es dependiente de
la concentracion (118). Ademas, se ha encontrado que dos aislamientos veterinarios de
Salmonella, una cepa de S. Cholerasuis y otra de S. Typhimurium que portaban una variante
de resistencia a tetraciclina de la clase tet(A), eran menos susceptibles a las glicilciclinas. Esta
variante genética llevaba mutaciones en el bucle citoplasmico mas grande de la bomba de
flujo de salida, lo que provoco un cambio de aminoacidos de serina, fenilalanina y valina por
alanina, serina y fenilalanina, respectivamente en los codones 201, 202 y 203. Esta region
interdominio de la bomba de eflujo generalmente se consideraba como no funcional en el
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flujo de salida de la tetraciclina, pero el cambio de aminoéacidos es probablemente el
responsable de una mayor resistencia (119). Otro estudio determind que las cepas que
portaban TetA(A) con las siguientes mutaciones: S251A e 1248L; aumentaban la resistencia
a tigeciclina, pero disminuian la resistencia a tetraciclina, doxiciclina y minociclina. Estos
resultados sugieren que es posible lograr un aumento significativo en la resistencia a la
glicilciclinas acumulando mutaciones, pero estos cambios en la estructura de la proteina
también pueden conducir a una disminucion en la eficiencia del transporte de clases
anteriores de antibioticos de tetraciclina (120).

Con respecto a los estudios relacionados con resistencia intrinseca, en 1980 se realizd un
primer analisis protedmico para diferenciar proteinas de membrana externa entre Escherichia
coli K12 y Salmonella Typhimurium LT2. Los resultados obtenidos demostraron alta
similitud de las proteinas OmpC y OmpF en términos de funcidn, regulacion de la expresion
y equivalencia de los loci genéticos que determinan su produccién. Sin embargo, no
mostraron ninguna similitud en términos de migracion en geles de poliacrilamida (72).
Ademas, la cepa LTS presenta una porina adicional denominada OmpD, la cual se conoce
que junto con YddG probablemente comprenden una bomba de flujo de salida para la salida
del compuesto toxico metil viologen (121).

Las porinas OmpC y OmpF han demostrado presentar variaciones en su expresion
dependiente de antibidticos. Se ha encontrado que la falta de OmpF, pero no de OmpC,
incrementa significativamente los valores de MIC a los antibi6ticos como beta-lactamicos,
ampicilina y cefoxitina, asi como a nitrofurantoina (122). Asi como también que una
reduccion en OmpC probablemente indique resistencia a carbapenem (123). En el caso
puntual de resistencia a la familia de tetraciclinas, estudios en Escherichia coli K12 han
reportado una reduccion de tanto OmpC como OmpF (33,124). Adicionalmente, un estudio
que tuvo como objetivo caracterizar la importancia de OmpC en la resistencia a los
antimicrobianos y la virulencia bacteriana en E. coli, concluyé que esta porina es un
inmundgeno en los humanos y una pérdida o disminucion de OmpC en la bacteria la
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convertiria no solo resistente a ciertos antibiéticos sino también al efecto bactericida del suero

mediado por la via del complemento (125).

Ademas de las porinas de membrana externa, también se ha demostrado que es posible
inducir resistencia a tetraciclina (TET) en Escherichia coli K12 susceptible mediante un
aumento gradual en la exposicion al antibidtico, y que esta resistencia intrinseca esta
relacionada con el aumento de la expresion de las bombas de eflujo tipo AcrAB (126).

Finalmente, hay estudios en enterobacterias que al evaluar la relacién entre clonalidad y los
determinantes de resistencia a tetraciclina llegan a la conclusion que no existe relacion clonal
y que la diseminacion de estos genes es principalmente a través de transferencia horizontal
(127,128). Lo que implicaria que la alta prevalencia resistencia a tetraciclina puede deberse
a la presion selectiva, asi como a la alta transferibilidad de los determinantes tet (30,128). En
Colombia, se han realizado analisis de perfiles electroforéticos de PFGE en Salmonella
Typhimurium, donde se determind que el patron COINJPXX01.0001 se mantuvo como
predominante en el pais desde 1998 hasta 2011, a excepcidon del periodo entre 2002 y 2004,
en el que fue reemplazado por el COINJPXX01.0062 (129). Sin embargo, aun no se ha
evaluado si existe clonalidad con los determinantes de resistencia.

Planteamiento del problema

Las salmonelas no tifoideas (NTS, por sus siglas en inglés) son uno de los mayores causantes
de enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos a nivel mundial (1). En un anélisis
prospectivo del afio 2010, determinaron que el impacto global en la salud humana de
Salmonella no tifoidea tiene un estimado de 93.8 millones de infecciones, de las cuales se

estima que 80.3 millones son transmitidas por alimentos, y generan 155,000 muertes cada
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afio (1). Ademas, estas bacterias se encuentran dentro de la lista prioritaria de la OMS debido

al desarrollo y dispersion de multirresistencia a antibioticos (130). Con respecto a esto tltimo,
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la resistencia a tetraciclina en Europa ha sido reportada desde mediados de los afios 60 (18) y
se ha mantenido a lo largo de las décadas posteriores (22). En Estados Unidos ha ocurrido una
situacion similar (81,131).

Diversos estudios basados en biologia molecular y protedmica han identificado que no todos
los determinantes de resistencia a tetraciclina confieren la misma actividad bactericida ante
tetraciclinas de primera, segunda o tercera generacion (95,118,119,132). Por lo que, en todas
las publicaciones recientes de multirresistencia que incluyan este antibi6tico siempre se
identifica el gen determinante (133,134), y en muchos casos el elemento movil en el que esta
inserto (104,111,135). Estos datos son necesarios para conocer y predecir las futuras
resistencias bajo un enfoque de epidemiologia molecular (136).

En Colombia, aislamientos de Salmonella Typhimurium resistentes a tetraciclina se han
reportado tanto a nivel alimentario, ambiental y clinico (84,137,138). En esta Gltima categoria,
la vigilancia clinica de EDAs realizada por el Instituto Nacional de Salud (INS) publicé que
el serovar Typhimurium es uno de los principales causantes de salmonelosis, y cuenta con
resistencia a tetraciclina en un 80% de los casos (84,139). Sin embargo, esta resistencia se ha
realizado Unicamente mediante métodos fenotipicos mas no a nivel molecular.

Ante estos antecedentes, se considerd necesario analizar los aislamientos clinicos de
Salmonella Typhimurium resistentes a tetraciclina provenientes del programa de vigilancia
del INS. Con estos resultados, se espera poder explicar el determinante genético de resistencia
adquirida predominante, asi como dar alcances sobre su diseminacion. Ademas de tener una
perspectiva inicial sobre los cambios intrinsecos que pueden ocurrir ante la presion selectiva
con este antibidtico.

Hipdtesis o pregunta de investigacion



La resistencia a tetraciclina es dependiente de un gen de alta diseminacion relacionado a un elemento

movil en Salmonella Typhimurium.

Objetivo General

Caracterizar la resistencia a tetraciclina en aislamientos clinicos colombianos de Salmonella
Typhimurium provenientes de la vigilancia de enfermedad diarreica aguda (EDA).

Objetivos Especificos

1. Identificar los genes de resistencia a tetraciclina en aislamientos clinicos de Salmonella
Typhimurium mediante PCR y WGS.

2. Describir los elementos genéticos moviles relacionados a cada determinante de resistencia.

3. Analizar la expresion de proteinas de membrana externa en respuesta a estrés por tetraciclina.

METODOS

Disefio metodolégico y muestra

El presente trabajo fue una investigacion analitica y experimental con un enfoque
retrospectivo de corte transversal, donde se evaluaron aislamientos clinicos de Salmonella
Typhimurium recuperados del programa de vigilancia de enfermedad diarreica aguda (EDA)
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del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud en Colombia, entre el periodo de
1997 al 2016 provenientes de materia fecal y hemocultivo. Los criterios de inclusion fueron

los siguientes:

» El agente causante de la enfermedad fue Salmonella enterica serovar Typhimurium.
» Los aislamientos provenian de materia fecal o hemocultivo.
» Presentaron un perfil de resistencia que incluia tetraciclina.

La poblacion de aislamientos recuperados de Salmonella por el programa de vigilancia suma
11 203 cepas, de las cuales 3 330 son Salmonella enterica serovar Typhimurium. Para este
trabajo se escogid por conveniencia un tamafio muestral de 150 aislamientos de los cuales 47
provenian de materia fecal y 103 de hemocultivo.

El procesamiento de las muestras fue realizado por medio de PCR convencional (n=50) en el
Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud de Colombia y por secuencia de
genoma completo (WGS) (n=100) con la colaboracion de la Universidad de Liverpool.

Extraccion y purificacién de ADN total

Los aislamientos que fueron procesados por PCR convencional fueron previamente tratados para

obtener el ADN total con el cual se hizo el analisis molecular de los genes de resistencia.

Para extraer el ADN total por el método de calentamiento o ‘boiling’, primero se crecieron
los aislamientos en medio de cultivo liquido LB a 37°C por 24 horas; después, en un
eppendorf se inocularon 50 ul del crecimiento bacteriano en 1 ml de medio LB y se incubd
por 2 horas. Para recuperar la masa celular se centrifugd a 5 000 gravedad por 2 minutos. El
pellet fue resuspendido en Tris HCI 10mM pH 7, y se colocé en una plancha de calentamiento
a 95°C por 15 minutos. Luego del tiempo establecido se retiraron los tubos del calor y se
centrifugaron por pulso manual hasta observarse un precipitado correspondiente al debris
celular. Finalmente, se recuperd el sobrenadante que contenia el ADN total y se cuantificd
por espectrofotometria UV/visible en un equipo NanoDrop™ 2000/2000c (Thermos) (140),
considerando como valor de pureza una relacion de absorbancia 260/280 entre 1.8 y 2.
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Deteccion y amplificacion de genes que otorgan resistencia a tetraciclina

Se determinaron los principales genes de resistencia a tetraciclina en Salmonella
Typhimurium (tet(A), tet(B) y tet(G)) utilizando la técnica PCR convencional seguida de una
visualizacion del producto amplificado en geles de agarosa al 1% vy tefiido con bromuro de
etidio a una concentracion final de aproximadamente 0.2-0.5 ug / mL. Los oligonucleotidos
empleados en esta técnica y las condiciones para cada reaccion previamente ya han sido
reportados en la literatura (141) y se encuentran resumidos en anexos 1, 2 y 3 respectivamente.

Ademas, considerando que el gen tet(G) estd muy relacionado con la SGI-1, la cual también
cuenta con dos integrones tipo 1; a las cepas positivas a este gen también se les evaluo la
presencia del gen intl1, el casete de genes de la regién variable, el gen gacEA1 y el gen sull
para determinar la presencia de un integrén completo; mas las regiones flanqueantes de la
SGI-1, denominadas ‘Left junction’ (L-junction) y ‘Right junction’ (R-junction). Los
oligonucleo6tidos utilizados para estas reacciones ya han sido reportados anteriormente (62) y
el resumen de las condiciones de amplificacion se encuentran en los anexos 4 y 5.

Sensibilidad a tetraciclina

Si bien las cepas ya habian sido confirmadas de manera rutinaria como resistentes a tetraciclina a
través de ensayos cualitativos de Kirby Bauer por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud, no se tenian datos a nivel cuantitativo de resistencia; por lo que, para confirmar la
susceptibilidad a tetraciclina se realizaron MICs a 10 aislamientos que portaban aleatoriamente
tet(A), tet(B) o tet(G) segun los criterios del CLSI 2017 (142) utilizando como control positivo
Escherichia coli ATCC 25922. Inicialmente las cepas fueron inoculadas en cajas de agar BHI con
tetraciclina (12ug/ml) a 37°C por 24 horas y se les realizé un pase adicional en otra caja de BHI con
antibiético bajo las mismas condiciones. Luego, se sensibilizd la placa con las siguientes

concentraciones de tetraciclina (Sigma, referencia:87128) en un volumen de 50 ul: 0.125, 0.25, 0.5,
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1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml. Posteriormente, las cepas fueron inoculadas en caldo Muller-

Hinton a una concentracion 0.5 McFarland (0.08-1 absorbancia a una longitud de onda de 625nm),

y después se les realizé una dilucion 1/100 con el mismo caldo para luego inocular 50 ul en la placa

ya sensibilizada con antibidtico. Los resultados se leyeron entre las 16 y 18 horas posteriores. El

crecimiento bacteriano se evidencio por visualizacion de turbidez en los pozos.

Perfil plasmidico

Teniendo como antecedente que la mayoria de los aislamientos multirresistentes de
Salmonella spp. portan un gran numero de plasmidos (53,98,143), fueron seleccionados
aleatoriamente 19 aislamientos que portaban tet(A), tet(B) o tet(G) y se procedio a determinar
su perfil plasmidico: para lo cual, fueron sometidos a la técnica de lisis alcalina descrita por
Kieser et al.1984 (144) con algunas modificaciones. Inicialmente se cultivaron los
aislamientos overnight a 37°C en medio liquido LB (10ml). Después se centrifug6 a 10 000
rpm por 3 minutos y se recupero el pellet. Para obtener la ruptura de la pared celular, el pellet
fue resuspendido en 600 pl de solucion | (anexo 6) en un eppendorf (1.5 ml) y se mezclo en
vortex. Se adiciond 150 pl de lisozima (10mg/ml) y se mezcl6 suavemente por inversion para
luego incubarlo en hielo por 30 minutos. Para conseguir la lisis de la membrana celular, se
adicion6 300 pl de solucion 11, (anexo 6), se mezcl6 por inversion y se dejé incubando 30
minutos a 55°C para después enfriarlo a 4°C por 5 minutos. En esta etapa ya se ha liberado el
ADN plasmidico; sin embargo, en la solucién también se encuentran complejos proteicos.
Para precipitar estos complejos y limpiar el ADN, se agregé 150 upl de fenol-
cloroformoalcohol isoamilico (Sigma, referencia: P3803) y se mezcld de manera manual hasta
conseguir que la solucidn vire a un color blanco lechoso. Finalmente se centrifugé a 14 000
rpm a 4°C por 20 minutos y se extrajo el sobrenadante para almacenarlo en un nuevo tubo
eppendorf. Para poder visualizar el ADN plasmidico se cargaron 40 pl del recuperado en un
gel de agarosa al 0.8% con Buffer TAE 0.5X y se dej6 correr por 3-4 horas a 90v con buffer

frio.

36



Adicionalmente, de manera similar a la deteccidn de los genes de resistencia a tetraciclina se
empleo la técnica PCR convencional mas visualizacion de los productos en gel de agarosa
para conocer los principales grupos de incompatibilidad plasmidicos presentes en los
aislamientos: Inc A/C, IncX1, IncFll, IncHI1 e IncHI2. Las condiciones de reaccion de PCR

fueron resumidas en los anexos 7, 8, 9, 10 y 11 respectivamente (145-147).

Analisis de las secuencias obtenidas por WGS

En colaboracién con el Proyecto 10 000 Genomas de Salmonella de la Universidad de
Liverpool se secuencidé bajo la tecnologia Illumina (148) 100 aislamientos de Salmonella
Typhimurium provenientes de hemocultivo. La extraccion de ADN vy la secuenciacion del
genoma completo se llevaron a cabo en el Instituto Earlham, Norwich, Reino Unido. EI ADN
se extrajo de 100 pl de cultivo bacteriano liberado con calor usando el kit MagAttract
(Qiagen). Las bibliotecas de secuenciacion se construyeron utilizando 1 ng de entrada de
ADN con un kit Nextera modificado (Illumina). Las bibliotecas amplificadas por PCR se
normalizaron y seleccionaron el tamafio antes de la secuenciacion en un Illumina HiSeq4000,
con una métrica de lectura de 2x150 pb y una cobertura mediana del genoma de 30x. Las
secuencias adaptadoras de las lecturas brutas de Illumina se recortaron utilizando
Trimmomatic v0.36 en modo palindromo (ILLUMINACLIP: 2: 30: 10). El ajuste de la
calidad fue realizado por Seqtk v1.2-r94 usando el algoritmo Phred. El ensamblaje del genoma
se realizd con Unicycler v0.4.4 con final pareado y lecturas no pareadas. La calidad de los
ensamblajes se evalud segun la referencia Quast v4.6.3. Un fago y el plasmido Salmonella
Typhimurium 4/74 genoma libre (GenBank ID: CP002487) se usé como referencia rapida
para excluir el impacto de las regiones variables del genoma en la evaluacion de la calidad.
Se evaluaron el valor de N50 y el nimero de contigs. El valor N50 de todos los ensamblajes
fue> 15 kb, y el namero de contigs fue <600 (149).

Para analizar las secuencias se utilizo la plataforma web bioinformatica PATRIC 3.5.31

(https://patricbrc.org/), y a través de la herramienta ‘Features’, la cual muestra todas las

caracteristicas gendémicas anotadas por PATRIC (gen, CDS, ARNm, etc.) se realizd la
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busqueda de los genes de resistencia de la familia tet e identificacion de los contigs que los
contenian. Estos resultados se compararon con las principales bases de datos de genes de
resistencia a antibidticos como CARD y NDARO a través de la herramienta ‘Speciality
Genes’ de la misma plataforma, y con lo publicado por la Ph.D. Marilyn Roberts de la
Universidad de  Washington,  especialista en  resistencia a tetraciclina
http://faculty.washington.edu/marilynr/.

En el programa Geneious 7.1.3 se abrieron las secuencias en formato fasta y se escogieron los
contigs identificados anteriormente. En este mismo programa, se alinearon estas secuencias
tomando como referencia el tipo de gen de la familia tet que portaba. Posteriormente, para
identificar el entorno gendmico, los grupos de secuencia consenso obtenidos fueron alineados
en la plataforma BLAST

(https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Ademas, para identificar los grupos de incompatibilidad se utilizé la plataforma web
PlasmidFinder 2.0  (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder-2.0/)  segin  es
recomendado por Carattoli et al. 2014 (150).

Andlisis de la expresion de proteinas de membrana externa (OMPs).

Una vez que ya se determin6 el componente genético que otorga resistencia adquirida a
tetraciclina, se evalud si existe un cambio de expresion de proteinas de membrana externa
como resistencia intrinseca de la bacteria. Para lo cual se escogieron 6 aislamientos
representativos, los cuales fueron por gen de la familia tet y procedencia clinica. Cada
aislamiento fue cultivado en 15 ml de medio LB con tetraciclina a la concentracién inmediata
menor del MIC y en medio LB sin antibidtico. Ambos cultivos crecieron hasta una
absorbancia de 0.6 con una densidad Optica de 600 nm, segun Puente et al. 1995 (151), para
luego ser cosechados y centrifugados a 5 000 gravedad por 10 minutos. Posteriormente, las
células se resuspendieron en 500 pl de buffer 10 mM Na;HPO4 pH 7.2 y sonicadas en hielo

hasta que las suspensiones estuvieron claras y sin residuos. Los restos celulares y las células
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intactas fueron eliminados por centrifugaciéon a 15 000 gravedad por 2 minutos. Los
sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos de microcentrifuga y después de una
centrifugacion a 12000 gravedad durante 1 hora a 4°C se recuperaron las fracciones de la
membrana. Para eliminar restos lipidicos y proteinas de membrana interna se resuspendio el
pellet en 500 pl de buffer 10 mM Na2HPO4 pH 7.2, con 2% de Triton X-100 durante 30
minutos a 37°C. Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron a 12 000 gravedad
durante 1 hora a 4°C. La fraccion insoluble de la membrana externa se lavo con 500 ul de 10
mM NaHPO4 pH 7.2 y se centrifugd a 12 000 gravedad durante 1 hora a 4°C para finalmente
resuspender el pellet en 50 pl de PBS 1X pH 7.4, segun Villarreal et al. 2014 (152).

Para determinar las concentraciones de las OMPs, primero se realiz6 una curva estandar con
concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA) con el ensayo de Bradford
donde 5 pl de proteina fueron mezcladas con 250 pl del reactivo Bradford (Sigma Ref: B6916)
y se dejo incubar minimo 10 minutos antes de proceder a la lectura en un lector de ELISA a
una densidad dptica de 595 nm. Los datos fueron procesados en GraphPad Prism 7 para
correlacionar la absorbancia obtenida con la concentracion de proteina. Una vez obtenida la
curva estandar de BSA se procedié a medir las OMPs extraidas y se extrapolaron los datos
para obtener la concentracidn aproximada. Después, 12 pg de cada muestra se mezclaron con
buffer de carga para proteinas 4x (con Mercaptoetanol al 5%), y después se calentaron a 99°C
por 12 minutos. Posteriormente, se corrieron las muestras por electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS al 10% con Tris-Glicina 1x durante aproximadamente 24 horas, primero
a 10mA hasta que el buffer de carga llegue al gel de resolucion y después a 15mA hasta que
el buffer de carga cayd completamente del gel.

Luego, se retird el gel del equipo y fue lavado 3 veces con agua destilada en microondas por 30

segundos para eliminar los restos de SDS y se tifié con azul de Coomassie.

Analisis de clonalidad por PFGE

Se sembraron 67 aislamientos aleatoriamente en cajas de BHI y se incubaron a 37°C por 18
horas. Pasado el tiempo se prepararon suspensiones celulares con 2 ml del buffer de
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suspension celular (BSC) (anexo 12). Después se realizé una dilucion 1/10 tomando 100 pl
de la suspension inicial adicionadndolo en tubos de Kahn con 1.9 ml de BSC y se mezcld
suavemente. Se leyo la densidad optica (DO) a 610 nm y posteriormente se ajustd la
concentracion a 1 en un volumen final de 200 pl de acuerdo con la siguiente formula:

Suspension Celular = 200/(DO x 10)
BSC = 200 - SC

En cada tubo eppendorf se adicionaron 10 ul de proteinasa K (20mg/ml) y 200 ul de agarosa
Seakem Gold al 1%, calentada previamente a 50°C, y se mezcld sin formar burbujas.
Inmediatamente, se dispensé en los moldes de bloques y se dejo solidificar por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Para la lisis celular se prepar6 un buffer con 50 ml de buffer de lisis celular (BLC) y 250
de proteinasa K (20 pg/ml), se mezcl6 suavemente y se colocé 2.5 ml de la solucién en tubos
conicos de 50 ml. Después se coloco cada bloque en un tubo y se dejo incubar en bafio
termostatico con agitacion (175-200 rpm) a 54°C por 2 horas. Luego se procedié a realizar
lavados con agua MiliQ evitando que el bloque se cayera. Se descartd el agua y se agreg6 de
15 a 20 ml de Buffer TE (anexo 12) precalentado a 50°C y se volvié a colocar en el bafio
termostéatico con agitacion a 50°C por 20 minutos. Este lavado se repitié 3 veces mas para
luego descartar el buffer del ultimo lavado y con la espatula desinfectada colocar cada bloque
en un criovial que contenga 1.8 ml de buffer TE estéril.

Para la digestion del ADN se prepard una mezcla de restriccion enzimatica diluyendo el buffer

10X con agua MiliQ y adicionando 3 u/ul de enzima Xbal por muestra de acuerdo a la
siguiente tabla:

Reactivo ul/bloque
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Agua MiliQ 175

Buffer D/Multicore/Buffer H 20
Enzima (10 U/ul) 3
Suero de Albumina Bovina 2

Volumen final 200

Tabla 1 Mezcla de restriccidon enzimatica

Se removié cuidadosamente el bloque del criovial y con una cuchilla se corté 2-3 mm de
ancho y se transfirié a un tubo eppendorf donde después se adicion6 200 pl de la mezcla de
restriccion enzimatica y se incubd en bafio termostado a 37°C por 4 horas.

En ese lapso se fue preparando agarosa al 1% en buffer TBE 0.5X calentando hasta disolver
los cristales y manteniéndola a 55°C. Por cada peine de 15 pozos se prepararon 150 ml de
agarosa al 1% en TBE 0.5X.

Una vez pasado el tiempo de incubacion se detuvo la restriccion dejando los eppendorf a
temperatura ambiente por 5 minutos y luego retirando la mezcla de restriccién enzimatica y
reemplazandola por buffer TBE 0.5X e incubando otros 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se colocaron los bloques sobre la parte inferior de los dientes del peine y se
dejaron secar por 30 minutos a temperatura ambiente, para después colocarlo en el molde del
gel y agregar la agarosa lentamente evitando burbujas. Una vez solidificado el gel se retir6 el
peine y se sellaron los pozos con el resto de agarosa que sobro (aproximadamente 5 ml).

El equipo de corrido (CHEF DR I111) se programé de la siguiente manera:
e Tiempo de pulso inicial: 2.2 segundos

e Tiempo de pulso final: 63.8 segundos
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e Voltaje: 6V
e Angulo: 120°

e Tiempo de corrida: 18 horas

Cuando termind el tiempo de corrida se tifi6 el gel con bromuro de etidio durante 1 hora a 30
rpm, para después proceder a destefiir en agua destilada durante 30 min a 30 rpm. La captura
de la imagen se realizd con el equipo Gel Doc (Biorad) y posteriormente fueron analizados

con el programa GelCompare.

RESULTADOS

Determinantes de resistencia a tetraciclina y sensibilidad antimicrobiana

La deteccidn de los genes tet(A), tet(B) y tet(G) dio como resultado de manera general que

60.0% (n=90) del total de muestras estudiadas son positivos a tet(A), 7.3% (n=11) a tet(B),
14.0% (n=21) a tet(G) y 12.7% (n=19) simultdneamente a tet(A) y tet(G). Adicionalmente,
por WGS se encontraron otros genes de la familia tet: 1.3% (n=2) a tet(C), 1.3% (n=2) a
tet(M) y 2.0% (n=3) simultdneamente a tet(A) y (M). En los resultados por PCR convencional
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1.3% (n=2) fueron negativos a los tres determinantes principales, pero podrian portar algin
otro gen de la familia tet. Fig. 5.

70.0%

60.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0% 14.0% 12.7%
10.0% 7.3% . -
1.3% 1.3% 1.3% 2.0%
0.0% - —
tet(4) tet(B) tet(G) Otro tet(C) tet(M) tet(A) y tet(4) y
tet(G) tet(M)

Fig. 5. Distribucion de genes de resistencia a tetraciclina en aislamientos clinicos colombianos de

Salmonella Typhimurium. Se determin6 que el gen tet(A) es el predominante en los aislamientos clinicos

colombianos analizados resistentes a tetraciclina.

Al categorizar las cepas en relacion a su origen, las provenientes de materia fecal (n=47)
portaron 85.1% (n=40) de tet(A), 8.5% (n=4) de tet(B), 2.1% de tet(G) (n=1) y 4.3% (n=2) de
otro gen tet, Fig. 6; en comparacion, las de hemocultivo (n=103), portaron 48.5% (n=50) de
tet(A), 6.8% (n=7) de tet(B), 19.4% (n=19) de tet(G), 1.9% (n=2) de tet(C), 1.9% (n=2) de
tet(M), y simultaneidad de tet(A) y tet(G) que fue 18.4% (n=19) y de tet(A) y tet(M) 2.9%
(n=3) Fig. 7. Estos datos indican que en ambos tipos de muestras el gen tet(A) es el
predominante. Sin embargo, existe una menor presencia de tet(G) en materia fecal
comparando con hemocultivo. Tabla 2.
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Materia fecal
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Fig. 6 Distribucién de genes tet en muestras de materia fecal.

Hemocultivo
100.0%
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0
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Fig. 7 Distribucidon de genes tet en muestras de hemocultivo.
Gen determinante de resistencia a tetraciclina
tet(A) tet(B) tet(G) tet(A) y (G) otro Total
Procedencia Hemocultivo Recuento 50] 7 20 19 7 103}
% del total 33.3% 4.7% 13.3% 12.7% 4.7% 68.7 %
Materia Fecal Recuento 40 4 1 0 2 47
% del total 26.7% 2.7% 1% 0.0% 1.3% 31.3%

44



Total

Recuento
% del total

90
60.0%

11
7.3%

21
14.0%

19
12.7%

6.0%

150
100.0 %

Tabla 2 Relacion entre la procedencia de los aislamientos y los principales genes determinantes de
resistencia a tetraciclina.

Para evaluar si las variables procedencia con gen determinante de resistencia son

independientes se realizé una prueba de Chi cuadrado en el programa SPSS version 21 y se

obtuvo una significancia <0.05; por lo tanto, se confirmar estadisticamente que existe un tipo

de relacion de dependencia entre estas variables. Tabla 3.

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica (2
Valor gl caras)
Chi-cuadrado de Pearson 23.2289 4 0.00})
Razon de verosimilitud 30,873 4 0.004
N de casos validos 150,

Tabla 3 Prueba de independencia Chi cuadrado

El ensayo de concentracion minima inhibitoria (MIC), nos entrega un rango de susceptibilidad

a tetraciclina de entre 64, a mas de 128 pg/ml. Buscando una explicacion a este elevado nivel

de resistencia, se correlaciono el gen de la familia tet con los resultados de MIC, lo que dio

como resultado que las cepas que portaban tet(A) o tet(B), resistian en promedio mas de 128

pg/ml, en comparacion tet(G) resistia so6lo 64 pg/ml.

gen tet NUmero de MIC tetraciclina
aislamientos (n) pg/ml

tet(A) 6 +128

tet(B) 3 +128
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tet(G) 1 64

Tabla 4 Determinacion del nivel de susceptibilidad a tetraciclina de aislamientos representativos

Analisis de grupos de incompatibilidad plasmidico

Al realizar la extraccion plasmidica por lisis alcalina y posteriormente visualizarlo a través de
electroforesis en geles de agarosa, se confirmo la presencia de plasmidos de diversos tamafios
en los aislamientos clinicos colombianos, y tomando como referencia la cepa mexicana YU39
(102) se identifico aproximadamente el peso molecular de las bandas mayores o iguales a 40
kb. Fig. 8. Sin embargo, por este método no se pudo identificar el grupo de incompatibilidad

de las bandas obtenidas.

YU39

pA/IC150kb &
Fago circularizado 100 kb %
pX1 40 kb >
Restos DNA cromosomal %

Multiples
plasmidos |
pequenos

gen tet tet(A) tet(A) tet(A) tet(A) tet(A) tet(A) tet(A) tet(G) tet(A) tet(A) tet(B)

Grupo A/C A/C A/C A/C A/C A/C A/C Fll A/C A/C Fll
Inc X1 X1 X1 X1 X1 X1

Fig. 8 Visualizacion de la diversidad de plasmidos en aislamientos clinicos colombianos



Posteriormente, con el uso de PCR convencional y el andlisis de las secuencias de WGS se
determinaron los grupos de incompatibilidad plasmidicos y se analizaron de acuerdo con la
procedencia clinica de los aislamientos. En las cepas provenientes de materia fecal se obtuvo
como resultado tanto de manera individual como en conjunto con otros grupos de
incompatibilidad una predominancia de IncA/C en un 56% (n=29), seguido de IncX1 en un
35% (n=18) y finalmente IncFIl en un 10% (n=5). En el caso de las muestras de hemocultivo
que fueron analizadas por WGS, la bdsqueda por medio de la plataforma PlasmidFinder 2.0
dio como resultado mayor predominio de IncFIl en un 46% (n=58), sequido de IncX1, IncQ1l
e IncA/C en un 26% (n=33), 17% (n=21) y 9% (n=11) respectivamente. Fig. 9.

Distribucion de grupos de Distribucién de grupos de
incompatibilidad en aislamientos de incompatibilidad en aislamientos de
materia fecal hemocultivo

10%

b

= A/C = X1 =FIl =A/C =X1 =HI1 =HI2 =FIl =Q1

Fig. 9 Distribucion de los grupos de incompatibilidad en relacion a la procedencia de la muestra

Después, se determind presencia simultanea de los grupos de incompatibilidad con los genes
de la familia tet. En las muestras de materia fecal, se evidenci6 una fuerte simultaneidad entre
los grupos IncA/C e IncX1l con el gen tet(A), siendo 97% (n=28) y 94% (n=17)
respectivamente. En comparacion, IncFIl estuvo distribuido de manera mas homogénea en
tet(A), tet(B) y tet(G) con un 40% (n=2) para los dos primeros y 20% (n=1) para el ultimo.

En el caso de los aislamientos de hemocultivo, se mantuvo la alta simultaneidad entre el gen
tet(A) y los grupos IncA/C e IncX1 en un 91% (n=10) y 100% (n=33). Ademas, también se
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detectaron IncQ1 (n=21) e IncHI2 (n=1) en un 100% de simultaneidad con este gen. También
se encontrd6 una muestra de IncHIL1 coincidente con tet(B). De manera similar a los
aislamientos de materia fecal, IncFIl estuvo presente en cepas que portaban tet(A), tet(B) y
tet(G) en un 57% (n=33), 9% (n=5) y 34% (n=20). Adicionalmente, se encontraron cepas que
no poseian plasmidos, pero portaban 33% (n=1) tet(A) y 67% (n=2) tet(B). Fig. 10.
Negativo Il
QI

A/C
0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0% 30.0% 35.0% 40.0%
AC X1 HI1 Hi2 FiI 0l Negativo
W fef(d) 21.1% 27.8% 0.0% 0.6% 19.4% 11.7% 0.6%

u fet(B) 1.1% 0.6% 0.6% 0.0% 3.9% 0.0% 1.1%
tet(G) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 11.7% 0.0% 0.0%

W lel(A) mtet(B) tet(G)

Fig. 10 Presencia simultanea de genes de resistencia tet con grupos de incompatibilidad plasmidicos

Andlisis del entorno gendmico por secuencia de genoma completo (WGS)

De los aislamientos analizados por secuencia de genoma completo (WGS), las 100 cepas

provenientes de hemocultivo fueron anotadas en la plataforma web PATRIC 3.5.31.

Posteriormente, a través de la herramienta ‘Features’ se encontraron los siguientes
determinantes de resistencia a tetraciclina: tet(A) (n=48), tet(B) (n=5), tet(C) (n=2), tet(G)
(n=19) y tet(M) (n=2), y sus combinaciones tet(A) y tet(B) (n=1), tet(A) y tet(G) (n=20) y
tet(A) y tet(M) (n=3).
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Analisis de las secuencias positivas a tet(A)

En los 70 aislamientos positivos a tet(A), tanto de manera individual como en combinaciones,
se identifico el gen en contigs de tamafios muy variados desde 3 778 pb hasta 24 434 pb. De
acuerdo con la similitud de las secuencias, estas se asociaron en 10 grupos. El primer grupo
fue el predominante e incluy6é 27 aislamientos con contigs de 2 443 pb a 7 425 pb. El
alineamiento BLAST encontrd secuencias de enterobacterias como Klebsiella spp (Genbank:
MH909349.1), Salmonella spp (Genbank: CP037959.1) y Citrobacter spp (Genbank:
LR536427.1), pero ninguna tuvo mas del 61% de cobertura. En este grupo se logrd detectar
los genes tet(R), tet(A), pecM y una transposasa Tn3 correspondientes a un transposon parcial
Tnl1721 (Tnl1721A) y una region de 2 873 pb sin identificar. EI segundo grupo incluyé 26
cepas con contigs entre 3 776 pb y 10 955 pb. El alineamiento BLAST mostré una Unica
coincidencia con cobertura del 100% y 99.79% de identidad de manera lineal correspondiente
a un plasmido de Salmonella enterica serovar Manhattan cepa SA20084699 (Genbank:
CP022498.1). Los genes encontrados fueron tet(R), tet(A), seguido de una secuencia tipo
plasmido RSF1010 que portaba los genes mobC, mobA/repB, repA, orfE, cac, repC, folp, strA
y strB. Asimismo, 9 secuencias de este grupo tuvieron una mayor distancia, de 276 pb, entre
los genes tet(A) y mobC. El tercer grupo incluy6 11 aislamientos con contigs entre 3 054 pb
a 24 455 pb. El alineamiento con BLAST dio una Unica secuencia con cobertura del 100% e
identidad 99.9% en dos fragmentos correspondiente al plasmido pUO-STmRV1 de
Salmonella enterica (Genbank: CP018220.1). El alineamiento dio como resultado un

Tnl721A que portaban el determinante de resistencia a tetraciclina, seguido del gen rhs que
codifica una proteina involucrada en el sistema de secrecion tipo IV y muchos genes
hipotéticos. En el cuarto grupo se agruparon dos cepas con contigs de 7 763 pb y 8 243 pb.
Después de realizar el alineamiento BLAST se identifico una secuencia plasmidica de
Shigella spp (Genbank: CP034068.1) con 100% de cobertura y 99.99% de identidad; seguido
de secuencias con al menos dos fragmentos de coincidencias. Ademas de la resistencia a
tetraciclina, se identifico un segmento parcial tipo plasmido RSF1010 que albergaba los genes
folp, strA y strB. El quinto grupo albergd una sola muestra con un contig de 8 133 pb. El
resultado del alineamiento BLAST fueron 4 secuencias de Salmonella a nivel plasmidico que
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dieron cobertura e identidad del 100%. (Genbank: CP028316.1, CP031362.1, CP022063.2 y
CP006050.1). Se logro identificar parcialmente el gen tet(A) inserto en un

Tnl1721A y un operén de resistencia a mercurio. El sexto grupo incluyo un solo aislamiento
con un contig de 3 962 pb que dio como resultado de BLAST una secuencia del plasmido
PMCR8_020135 de Klebsiella pneumoniae (Genbank: CP037964.1) con 100% de cobertura
e identidad fragmentada en 2 segmentos. Se identifico en la secuencia un Tn1721A y un Tn2A,
este Ultimo albergaba un gen blaTEM-1b y parcialmente una resolvasa Tn3. El séptimo grupo
porto solo un aislamiento con un contig de 8 448 pb. El alineamiento BLAST identificé una
secuencia del plasmido pF2_14D_HI2 de Escherichia coli (Genbank: MK461931.1) con un
64% de cobertura y 100% de identidad fragmentada en 2 segmentos. Se reconocié una
variante de Tn1721A que portaba una region no identificada de 3 194 pb entre los genes tet(A)
y pecM. Finalmente, el octavo grupo solo incluyé un aislamiento con un contig pequefio de 3
778 pb. El alineamiento BLAST dio un 100% de cobertura e identidad con una secuencia
plasmidica de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (Genbank:
CP021463.1). Estos resultados se resumen en la Fig. 11.
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Fig. 11 Entornos genéticos vinculados al gen tet(A). Los espacios en corchetes son regiones no
codificantes.

Con el objetivo de identificar mutaciones en los genes tet(A) de los aislamientos, se
compararon con el gen tet(A) del Tn1721 (Genbank: X61367.1). Se logré identificar que el
57.1% (n=40) de las cepas portaban un gen idéntico al de este transposon y el restante 42.9%
(n=30) presentaban cambios nucleotidicos. De estos ultimos pudieron clasificarse cuatro
grupos: el primero tuvo una presencia general de 27.1% (n=19) y correspondi a la region de
los Ultimos 22 pb del gen tet(A) con 17 variaciones nucleotidicas.; el segundo estuvo en un
12.9% (n=9) y presentd un solo cambio nucleotidico de una adenina por guanina en la
posicion 124; el tercer grupo tuvo una presencia de 1.4% (n=1) y un cambio de guanina por
adenina en la posicion 277; el cuarto grupo también tuvo una presencia de 1.4% (n=1) y tuvo
61 cambios nucleotidicos siendo el gen que tenia menor similitud con la referencia (94.9%).

Para conocer si las diferencias nucleotidicas conllevan a un cambio aminoacidico se tomé
como referencia de TetA(A) la secuencia Uniprot P02982 de 399 aminoacidos y se procedid
a comparar con las cepas estudiadas. Se evidenciaron cuatro grupos de secuencias, que fueron
los mismos grupos de cambios aminoacidicos, de las cuales la mas predominante fue idéntica
a la referencia. EI segundo grupo se caracterizd por poseer una mutacion que condujo a un
cambio aminoacidico T42A en la locacion del bucle P1. En el tercer grupo se encontraron dos
cambios aminoacidicos M1V en C1 y A93T en TM3. Finalmente, el cuarto grupo fue el que
presentd mayor cantidad de cambios aminoacidicos (n=22), de los cuales la mayoria se
encontro en regiones transmembranales (n=16). Fig. 12.
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Fig. 12 Cambios aminoacidicos encontrados en el gen tet(A)

Anadlisis de las secuencias positivas a tet(B)
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En los 6 aislamientos positivos a tet(B) se identifico el gen en contigs de tamafios muy
variados desde 5 332 pb hasta 21 776 pb. De acuerdo con la similitud de las secuencias, estas
se asociaron en 4 grupos. El primer grupo incluyé 2 aislamientos con contigs de 13 673 pby
13 612 pb. El alineamiento BLAST mostré una unica coincidencia con cobertura del 100% y
99.99% de identidad de manera lineal correspondiente al plasmido pF8475 de la Salmonella
enterica cepa F8475 (Genbank: KP899804.1). EI alineamiento logr6é identificar
principalmente los siguientes genes: tet(B), tet(R), jemC o arsR, jemB o ydjB, jemA o ydjA,
gltS y una transposasa 1S10L. Estos genes corresponden a un transposén parcial tipo 10
(ATn10). EI segundo grupo incluy6 dos cepas con contigs de 21 776 pb y 14 541 pb. De
manera similar al grupo anterior se realizo un alineamiento en BLAST vy el resultado fue de
cobertura e identidad al 100% con la cepa DA34837 de Salmonella enterica a nivel
cromosomal (Genbank: CP029568.1). El alineamiento identific que el gen tet(B) estaba
inserto en un ATn10 y de manera adyacente se encontrd un operdn de resistencia a mercurio.
El tercer grupo albergd sélo una cepa con un contig de 5 332 pb, su alineamiento por BLAST
encontro 2 secuencias plasmidicas de Escherichia coli (Genbank: CP029690.1 y CP014090.2)
con cobertura e identidad al 100% pero segmentada en 2 regiones. La integracion de estas
regiones resulté en un ATn10 seguido por una transposasa truncada de la familia IS4 y de una
transposasa de la familia I1S3. El cuarto y Gltimo grupo tuvo un alineamiento BLAST al 100%
en cobertura e identidad con un aislamiento del plasmido pl16Pre36-NDM de Providencia
rettgeri (Genbank: KX832927.1). Esta secuencia se caracterizo por tener un ATn10 seguido
de una transposasa tipo 1S5 en su extremo izquierdo.

Estos resultados se resumen en la Fig. 13.
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Fig. 13 Entornos genémicos de los aislamientos positivos al gen tet(B).

Andlisis de las secuencias positivas a tet(G)

De los 39 aislamientos positivos a tet(G), tanto de manera individual como en combinaciones,
37 cepas portaban el gen en contigs pequefios (en promedio 4 631 pb), las 2 cepas restantes
tenian contigs con promedio de 64 121 pb. Cuando se realizo6 el alineamiento de todos los
contigs por el programa Geneious se obtuvo un 100% de identidad en una secuencia consenso
de 5 807 pb, la cual fue sometida a BLAST en la pagina del NCBI. El primer alineamiento
muestra una secuencia cromosomal completa de Salmonella enterica cepa DA34833
(Genbank: CP029595.1) con una cobertura e identidad del 100%. Las demas secuencias
alineadas son mayoritariamente Salmonella enterica con una cobertura del 100% e identidad
del 99.98%. Se descargd la secuencia de la cepa DA34833 (Genbank: CP029595.1) y en el
programa Geneious se alined con la secuencia consenso de tet(G) (5 807 pb). El alineamiento
identifico los siguientes genes: qacEAI, sullA/folP, floR, tet(R), tet(G) y un orfl/lysR. Las
dos cepas positivas a tet(G) que tenian contigs en promedio de 64 121 pb se analizaron
individualmente para evaluar el entorno genomico del gen tet(G). El contig de la primera cepa
posee 62 530 pb y su alineamiento en BLAST dio secuencias con una cobertura e identidad
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del 100%, entre las cuales figura la cepa DA34833 (Genbank: CP029595.1). El alineamiento
identifico al gen thdf, asi como también a un integron clase 1 portando el gen aadA2. Sin
embargo, la falta de un segundo integron y del gen yidY en el contig evita confirmar que se
trate de la SGI1 completa, pero sugiere que se trate de una variante. La segunda cepa presento
un contig grande de 65 712 pb y su alineamiento en BLAST no dio secuencias con cobertura
completa de manera lineal. La cepa DA34833 (Genbank: CP029595.1) mostrd cobertura e
identidad del 100% dividida en 3 segmentos. Se descargaron las secuencias de los 3
segmentos y se alinearon con el contig dando como resultado los siguientes genes: thdf, asi
como también a un integrén clase 1 portando el gen psel. De manera similar al contig anterior
no se puede confirmar que sea la SGI1 completa, pero sugiere que es una variante de la
misma. Fig. 14.

348pb 972pb 1215pb 627pb 1128pb 792pb

(A) ) man) @Gan >

qacEAl  sulld floR tetR tetG orf1/lysR
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thdf intl1 psel gacEA1  sullA floR tetR tetG orf1/lysR

Fig. 14 Entorno gendmico del gen tet(G). (A) Organizacion genética compartida por todos los
aislamientos positivos a tet(G). (B) y (C) Representacion de los dos contig de gran tamafio.

Andlisis de las OMPs
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Para evaluar la resistencia intrinseca de la bacteria a tetraciclina, se evaluo visualmente la
expresion de las OMPs. La expresion de proteinas en medio LB sin antibidtico fue muy
similar en todos los aislamientos, incluida la cepa control, y se lograron visualizar tres bandas
muy claramente las cuales se interpretaron como OmpC/F, OmpD y OmpA segln Lee et al
1980 (72). Cuando se hizo la comparacion de los aislamientos con y sin tetraciclina se
encontraron los siguientes 4 perfiles de cambios en la expresion de proteinas:
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Fig. 15. Variacion de los perfiles de expresion de proteinas de membrana externa después de la exposicion a
tetraciclina.

Analisis de la clonalidad por PFGE

El dendograma generado por UPGMA utilizando la prueba de electroforesis en campo
pulsado (PFGE) con la enzima Xbal, result6 en dos clados principales: El primer clado fue el
mas diverso y agrupd aislamientos que portaban genes tet(A), tet(B) o tet(G) sin distincién;
con excepcién de 3 aislamientos tet(B) que se agruparon en un solo subclado. Fig. 16.
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Fig. 16. Dendograma de PFGE - Xbal y su relacion con los genes tet
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DISCUSION

Los determinantes de resistencia a tetraciclina méas abundantes en enterobacterias
corresponden a aquellos que codifican bombas de eflujo (94), y entre ellos los genes tet(A),
tet(B) y tet(G) son los més predominantes en el género Salmonella spp. y se caracterizan por
otorgar una resistencia diferencial en relacion al tipo de tetraciclina al cual se le esta
enfrentando (95,96,132). En los resultados obtenidos tet(A) fue el gen mas predominante,
seguido de tet(G) y tet(B); sus valores de MIC fueron muy similares a los reportados
anteriormente para tetraciclina. En el caso, de los aislamientos que portaron 2 genes tet, no se
realizd esta prueba porque ya se ha reportado que una bacteria que porta mas de un gen tet no
aumenta su MIC; sino que es posible que las fuertes presiones de seleccion proporcionadas
por ambientes que contienen niveles elevados de tetraciclina conduzcan a la adquisicion de
mas de un gen de resistencia en una bacteria debido a su prevalencia en el medio ambiente,
en lugar de una ventaja selectiva (153).

Se conoce que la multirresistencia diseminada a través de plasmidos ha sido ampliamente
reportada en enterobacterias (98-100,154-156). Ademas, los plasmidos también han sido
caracterizados por portar genes de virulencia y en Salmonella Typhimurium el plasmido de
virulencia caracteristico de este serovar pertenece al grupo de incompatibilidad IncFlII
(105,106,157). Los resultados obtenidos indican mayor presencia de este grupo de
incompatibilidad en aislamientos obtenidos de hemocultivo, los que podrian estar asociados
a una mayor virulencia. En el caso de los aislamientos obtenidos de materia fecal una mayor
presencia del grupo de incompatibilidad IncA/C podria estar relacionado a un linaje de
hospederos animales segun lo anteriormente reportado (158).

Con respecto a los andlisis de secuencias nucleotidicas de tet(A), se identifico predominancia
de un Tnl1721 segln ya ha sido reportado anteriormente (104). En relacion con el entorno
gendmico, el primer grupo fue el mayoritario; sin embargo, no tuvo alineamiento al 100%

con ninguna secuencia publicada en el Genbank y fue caracteristico un fragmento no
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codificante de 2 873 pb. Considerando que muchas de las secuencias obtenidas por WGS y
analizadas en esta investigacion no fueron alineadas con 100% de cobertura lineal cuando se
les compard con secuencias publicadas, podria indicar que en Colombia los genes de
resistencia a tetraciclina se encuentran en entornos genémicos que han pasado por eventos
evolutivos diferenciados del resto del mundo. Estos entornos pudieron ser modificados por
episodios de cortes, integraciones y/o recombinaciones de transposones, fagos u otros
elementos genéticos maviles; como respuesta a una presiones selectivas cambiantes (159—
161). Esta presidn puede ser causada por tetraciclina en conjunto con el uso de otros farmacos
creando una co-seleccion de multiples genes de resistencia (127).

Siguiendo con el analisis de las cepas positivas a tet(A), algunos de los plasmidos mas
estudiados en esta clasificacién son: RSF1010, R300B y R1162, que son casi idénticos y
fueron aislados de E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium y Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente (162). Estos plasmidos pertenecen al grupo de incompatibilidad
tipo Q (IncQ) y se caracterizan por poseer un origen de replicacion (oriV) y tres proteinas
codificadas por el mismo pldsmido (RepA, helicasa; RepB, primasa y RepC, iniciador) para
la replicacion (163-165). Adicionalmente, este tipo de plasmido posee una region de
resistencia a estreptomicina (strA y strB) y sulfonamida (folP) (156). Existe un reporte donde
esta estructura se ha encontrado inserta a nivel cromosomal en Salmonella Typhimurium
(166), y otro estudio donde se relaciona con el gen de resistencia tet(A)(167). En las cepas
colombianas estudiadas y categorizadas dentro del grupo 2 de tet(A) positivas, que son los
segundos mas abundantes, se ha encontrado una organizacion genética idéntica a la del
plasmido RSF1010, y curiosamente el 80.7% (n=21) de estos aislamientos portaba el grupo
de incompatibilidad IncQ. Adicionalmente el grupo 4 de tet(A) también presento la region de
multirresistencia de este tipo de plasmido, lo que indicaria su amplia distribucion. El uso a
largo plazo de la tetraciclina selecciona no solo las bacterias resistentes a la tetraciclina sino
también las cepas resistentes multiples porque los genes tet estan presentes en los mismos
elementos moviles que otros genes de resistencia, fendmeno conocido como la paradoja de
los antibidticos (168), lo que explicaria la movilizacion de regiones multirresistentes.
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En este estudio se evidencio que todas los aislamientos positivos a tet(B) tienen el gen inserto
en un ATn10, hallazgo que ha sido previamente reportado en la literatura (111,112,135). En
relacién a este gen, se ha publicado que la region de multirresistencia de plasmidos IncHI1
porta un ATnl10 (135). En un estudio reciente realizado en muestras de Salmonella
Typhimurium monofésica se hallé la misma region multirresistente derivada de IncHI1
reemplazando a nivel cromosomal al operon fljAB (169). Al comparar mediante alineamiento
la secuencia referenciada en este Gltimo articulo mencionado (Genbank: KR856283) con las
secuencias estudiadas que reportaron un ATn10, se encontré 100% de similitud en el segundo
grupo de cepas que portaban tet(B) junto con un operon de resistencia a mercurio, lo que
indicaria que los aislamientos clinicos pasan por una presion selectiva a metales
probablemente causado por una fase ambiental, tal como se ha reportado anteriormente
(109,170,171). Adicionalmente, la busqueda a traves de PlasmidFinder dio resultado negativo
a plasmidos reportados anteriormente en enterobacterias. Si bien estos datos no confirman
directamente que la resistencia sea plasmidica o cromosomal, infiere que, en los aislamientos
colombianos, esta region multirresistente podria transmitirse de manera horizontal y vertical.

Siguiendo con el andlisis en el gen tet(B), entre las investigaciones clinicas recientemente
reportadas sobre enterobacterias colombianas, una en particular realizé secuenciamiento de
plasmidos de los géneros Providencia rettgeri, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter
baumannii y sus resultados confirman el primer reporte de un plasmido denominado
pl6Pre36-NDM, el cual porta los siguientes genes de resistencia aadAl, aph(30)-la, blanpwmi,
sul2, sull, tet(B), dfrA1(155). De manera particular en el alineamiento realizado en esta
investigacion, el cuarto grupo positivo a tet(B) tuvo 100% en cobertura e identidad con el
plasmido p16Pre36-NDM de Providencia rettgeri (Genbank: KX832927.1). Estos hallazgos
sugieren la diseminacion de plasmidos que llevan genes de resistencia a antibidticos entre

diferentes géneros de enterobacterias.

Hace unas décadas se reportd un aumento de S. enterica serovar Typhimurium fagotipo DT104
(64,172). Esta variante caracterizada por tener un perfil multirresistente asociado a una regién de 13
kb de la SGI-1 (62) no ha sido reportada oficialmente en Colombia. Sin embargo, los resultados
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obtenidos en este estudio a través del secuenciamiento sugieren que la presencia de tet(G) podria
estar vinculada a esta isla genémica.

En resumen, el entorno gendmico de los aislamientos analizados por WGS se caracterizd por
ser distinto en cada determinante de resistencia a tetraciclina. El 58.57% de los positivos a
tet(A) tenian el gen inserto en un Tnl1721, elemento caracteristico por su modo replicativo de
transposicion que contribuye a la proliferacion y al éxito evolutivo (59,173). Todos los genes
tet(B) estuvieron insertos en un Tnl0, el cual es un elemento con un mecanismo de
transposicion conservativo (58). Y todos los genes tet(G) se encuentran en una estructura tipo
SGI1 la cual se ha reportado a nivel cromosomal (62).

Con respecto a las diferencias aminoacidicas encontradas en los genes tet(A), anteriormente
se ha reportado que el cambio de aminoacidos en la regién interdominio del gen tet(A) puede
ser el mayor causante de reducir la susceptibilidad de la bacteria frente a minociclina y
tigeciclina (119). En este estudio se encontraron los mismos cambios de aminoacidos
localizados en los codones 201, 202 y 203; correspondiente al reemplazo de serina,
fenilalanina y valina por alanina, serina y fenilalanina. Ademas, también se hallaron otras
mutaciones en el gen, tales como el reemplazo de alanina y treonina por treonina y serina en
los codones 231 y 246 respectivamente. Estas mutaciones ya han sido reportadas
anteriormente como presuntos cambios que confieren resistencia a glicilciclinas (120); e
inclusive, se ha propuesto que el cambio de un radical hidrofébico como el triptéfano por un
hidrofilico como la alanina puede favorecer el reconocimiento de las glicilciclinas (119). Sin

embargo, aun no se han confirmado estas teorias.

Se ha reportado que la variacion en la expresion de proteinas es un mecanismo intrinseco de
resistencia antimicrobiana (67). En este estudio, las tres bandas de proteinas que se
visualizaron son similares a las reportadas anteriormente por Lee et al. (1980) (72) en
Salmonella Typhimurium LT2, y extrapolando su representacion esquematica de migracion
a las muestras aqui analizadas, se observd que las expuestas a tetraciclina presentaron una
primera banda que no podia diferenciar OmpC y OmpF, ademas esta banda disminuia su
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expresion cuando el aislamiento se exponia a tetraciclina. Se ha reportado una disminucion
en un 60% de acumulacion del antibiotico cuando ambas porinas son silenciadas por
mutaciones en Eschericha coli, lo que confirmo que tetraciclina puede utilizar las dos porinas
y probablemente tenga otro mecanismo de entrada a la bacteria (33). Asimismo, en otro
estudio realizado con clortetraciclina en Escherichia coli K12 también se observo una
regulacion negativa de estas porinas cuando la bacteria se enfrento al antibidtico (124). Con
respecto a la segunda banda observada en el gel de acrilamida correspondiente a OmpD, la
visualizacion mayoritariamente de un aumento de expresion puede deberse a un proceso de
represion catabdlica para aumentar el ingreso de nutrientes frente a una disminucion en la
expresion de OmpC y OmpF (73) o a la salida de compuestos tdxicos (121). Sin embargo,
aun falta mayor investigacion sobre esta porina y su relacion con tetraciclina, ya que no hay
publicaciones al respecto. Ante estos primeros resultados, se recomienda realizar futuros
estudios de PCR transcriptasa inversa para obtener datos cuantitativos de expresion proteica
y ensayos de mutaciones o silenciamiento genético para evaluar sobrevivencia de los
aislamientos ante la pérdida total de las porinas OmpC, OmpF y OmpD.

La ultima banda representa a la porina OmpA y no presento variacion visible probablemente
debido a que es una porina estructural de la cual solo se encontrd un reporte vinculado a la
exposicion con tetraciclina donde hubo un aumento transitorio de la expresion de OmpA
cuando el organismo se volvio resistente a 4 mg/L de tetraciclina , tal vez porque a medida
que la exposicién aumentaba se reducia la sintesis de proteinas, existiendo una necesidad de
fortalecimiento estructural de la envoltura celular. Sin embargo, después de la regulacion
negativa de las porinas OmpC y OmpF, menos moléculas de antibidtico lograron ingresar a
la bacteria, se evitd la inhibicién de la sintesis de proteinas y la necesidad adicional de OmpA
(174).

La evaluacion de la clonalidad de los aislamientos por el dendograma generado mediante la
prueba de electroforesis en campo pulsado (PFGE) con la enzima Xbal encontré dos clados
principales. El primer clado agrup6 cepas que portaban genes tet(A), tet(B) y tet(G); vy el
segundo clado solo se ubicaron aislamientos que portaban tet(A). Estos datos indicarian una
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falta de relacion clonal en relacion al determinante de resistencia, la cual ya ha sido reportada
anteriormente (127,128); o también puede ser una limitacion de la técnica, ya que PFGE no
puede separar eficazmente fragmentos menores a 40 kb (175-177), y muchos plasmidos que

portan la resistencia tetraciclina pueden ser menores a ese tamafio (178,179)

Finalmente, de manera presuntiva se puede indicar que la presencia mayoritaria de tet(A) en
los aislamientos clinicos estudiados puede deberse a alguna de las siguientes razones: 1) el
gen se encuentra mayoritariamente inserto en un transposon Tn1721 replicativo que ante una
presion por tetraciclina un andlisis previo encontr6 por hibridacion hasta nueve copias de la
region tet en una misma bacteria (180); 2) se encontré mayor similitud de los contigs por
secuencias pertenecientes a regiones plasmidicas del Genbank, existen reportes que
confirman esta alta asociacion por transformacion y conjugacién comparado con otros genes
tet (181,182); 3) también es probable que la presidn selectiva de la mayoria de los aislamientos
sea con derivados de tetraciclina, exceptuando minociclina, porque hasta el momento solo
tet(B) se ha reportado como gen que otorga resistencia a minociclina (182,183). Sin embargo,
para confirmar estas teorias se requieren estudios de hibridacion, transformacion, conjugacion
y un analisis epidemioldgico exhaustivo sobre el uso de la tetraciclina y sus derivados en la
cadena alimenticia, en el rubro veterinario y en la aplicacion humana dentro del territorio
colombiano.

CONCLUSIONES

* En los aislamientos analizados se demostrd que el gen tet(A) es predominante en un
60.0% seguido de tet(G) en un 14.0% y tet(B) en un 7.3%. Sin embargo, estos valores
varian dependiendo de la procedencia del aislamiento siendo notorio que en cepas
recuperadas de hemocultivo existe mayor presencia de tet(G).

* Los genes tet(A), tet(B) y tet(G) se asociaron a Tn1721, Tn10 y SGI1 respectivamente.
Cada una de estas plataformas se caracterizan por tener una diferente tasa de
diseminacion y podria explicar mayor predominancia de un gen sobre otro.
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Existe mayor presencia de IncFIl en aislamientos de hemocultivo, y méas IncA/C en
materia fecal. Esta diferencia sugiere diferentes ancestros evolutivos y/o estar vinculado
con virulencia.

Los rearreglos unicos asociados a los genes tet(A) y tet(B) respectivamente, sugieren
una estructura genética diferenciada en la poblacion de S. Typhimurium y otras
enterobacterias colombianas.

La expresion de proteinas de membrana externa sometidas a tetraciclina resulté en una
menor expresion de OmpF/C y una mayor expresion de OmpD. Se requieren estudios
posteriores de transcripcién para determinar la implicancia en la resistencia a
tetraciclina en Salmonella Typhimurium.

La falta de clonalidad sugiere que la transferencia horizontal de los genes tet es la causa
principal de la distribucion generalizada de la resistencia a la tetraciclina.

PERSPECTIVAS

Para confirmar la transferencia horizontal de los determinantes de la familia tet se

requieren estudios de transformacion y/o conjugacion.

Evaluar mas aislamientos de S. Typhimurium y otras enterobacterias para estudiar la

dispersion de los rearreglos colombianos de resistencia a tetraciclina.
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» Investigaciones posteriores en virulencia podrian determinar si una mayor presencia de
plasmidos del grupo IncFIl confieren virulencia a los aislamientos de hemocultivo.

» Se requieren estudios posteriores de transcripcion para determinar el papel de OmpD en
la resistencia a tetraciclina en Salmonella Typhimurium.
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ANEXOS

1. Protocolo de PCR para el gen tet(A)

Tamario esperado: 577 pb (141)

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix

Reactivo
Buffer
MgCl;
dNTP

Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN
Agua
TOTAL

GGT TCACTC GAA CGA CGT CA
CTG TCC GAC AAG TTG CAT GA

Concentracion inicial
10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
5 unidades
20 ng/ul

88

X1 (1)
2.5
15
0.5
1.25
1.25
0.3

15.7
25



Condiciones de corrida:

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

5 min
30s
30s
30s
10 min

2. Protocolo de PCR para el gen tet(B)

Tamarfo esperado: 634 pb (141):

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix:

Reactivo

Buffer
MgCl;
dNTP
Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN

x 30 ciclos

CCT CAG CTT CTC AACGCG TG
GCACCTTGC TCATGACTCTT

Concentracion
inicial
10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
5 unidades

20 ng/pul

89

X1 (ul)

2.5
1.5
0.5
1.25
1.25
0.3



Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

5 min
30s
30s
30s

10 min

3. Protocolo de PCR para el gen tet(G)

Tamarno esperado: 391 pb (141):

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix:

Reactivo

Buffer

MgCl;

dNTP
Oligo Forward
Oligo Reverse

Taq polimerasa

15.7
25

x 30 ciclos

AGC AGC CTC AACCATTGC CGAT

GGT GTT CCACTG AAAACG GTCCT

Concentracion
inicial
10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM

5 unidades

90

X1 (ul)

2.5

0.5
0.6
0.6
0.3



ADN
Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

20 ng/ul 2

14.5
25
5 min
30s
30s x 30 ciclos
90s
10 min

4. Protocolo de PCR para ‘Left

Tamarfo esperado: 500 pb (62):

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix:
Reactivo
Buffer

MgCl;
dNTP

junction’

ACA CCT TGA GCA GGG CAA AG
AGT TCT AAAGGT TCG TAG TCG

Concentracion x1 (ulh)
inicial
10x 2.5
25 mM 4
10 mM 0.5
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Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN
Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

95°C
95°C
60°C
72°C
72°C

10 mM 0.6
10 mM 0.6
5 unidades 0.3
20 ng/ul 2
14.5
25
5 min
30s
30s x 30 ciclos
90s
10 min

5. Protocolo de PCR para ‘Right
junction’” Tamario esperado: 515 pb (62):

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix:
Reactivo
Buffer

MgCl;
dNTP

TGA CGA GCT GAA GCG AAT TG
AGC AAG TGT GCG TAATTT GG

Concentracién x1 (ul)
inicial
10x 25
25 mM 4
10 mM 0.5
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Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN
Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

95°C
95°C
60°C
72°C
72°C

10 mM
10 mM
5 unidades

20 ng/ul

5 min
30s
30s
90s
10 min

93

0.6
0.6
0.3

145
25

x 30 ciclos



6. Soluciones para lisis alcalina y aislamiento de plasmidos

Solucion 1:

Tris HCI 50 mM pH 8
EDTA 10 mM

Solucion 2:

NaOH 0.2N
SDS 1%
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7. Protocolo de PCR para el grupo de incompatibilidad IncA/C
Tamafio esperado: 2 589 pb (146):

Oligo Forward

Oligo Reverse

Master mix:

Reactivo

Buffer
MgClI?
dNTP
Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN
Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

ACT GAATTC GCG AAA CTG GGG AAATGT G
TGT GTC GACGGT TCG TTC GTT GCG TTT CA

95°C
95°C
63°C
72°C
72°C

Concentracion

inicial
10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
5 unidades

20 ng/ul

5 min
1 min
1 min

3 min

10 min

X1 (ul)

2.5

1.25
2.5
2.5

0.25

11
25

x 30 ciclos

8. Protocolo de PCR para el grupo de incompatibilidad IncX1

95



Tamario esperado: 2 000 pb Secuencia
de oligos (145):

Oligo Forward CTC ATAAGCCCTCCGCTTGTCT
Oligo Reverse TTT CACTGC A AAACATTITCTT ACG C

Master mix:
Reactivo Concentracion x1 (ul)
inicial
Buffer 10x 2.5
MgCls2 25 mM 4
dNTP 10 mM 1
Oligo Forward 10 mM 2.5
Oligo Reverse 10 mM 2.5
Taq polimerasa 5 unidades 0.3
ADN 20 ng/ul 2
Agua 10.2
TOTAL 25

Condiciones de corrida:

95°C 5 min

94°C 45s x 30 ciclos
58°C 45s

72°C 2 min

72°C 10 min

9. Protocolo de PCR para el grupo de incompatibilidad IncFll Tamafio
esperado: 270 pb (53):
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Oligo Forward CTG TCG TAA GCT GAT GGC
Oligo Reverse CTC TGC CACAAACTT CAG C

Master mix:
Reactivo Concentracién x1 (ul)
inicial
Buffer 10x 15
MgCI? 25 mM 1.5
dNTP 10 mM 0.3
Oligo Forward 10 mM 0.3
Oligo Reverse 10 mM 0.3
Taq polimerasa 5 unidades 0.12
ADN 20 ng/ul 2
Agua 8.6
TOTAL 15

Condiciones de corrida:

95°C 5 min
94°C 45s
58°C 45 x 30 ciclos
72°C 45s
72°C 10 min
10. Protocolo de PCR para el grupo de incompatibilidad IncHI1

Tamano esperado: 471 pb (147):

Oligo Forward GGA GCG ATG GAT TAC TTC AGT AC
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Oligo Reverse TGC CGT TTC ACC TCG TGA GTA

Master mix:
Reactivo Concentracion x1 (ul)
inicial
Buffer 10x 2.5
MgCI? 25 mM 3
dNTP 10 mM 0.5
Oligo Forward 10 mM 0.6
Oligo Reverse 10 mM 0.6
Taq polimerasa 5 unidades 0.3
ADN 20 ng/ul 2
Agua 15.5
TOTAL 25
Condiciones de corrida:
95°C 5 min
94°C 30s
57°C 458 x 30 ciclos
72°C 45s
72°C 10 min
11. Protocolo de PCR para el grupo de incompatibilidad IncHI2

Tamario esperado: 139 pb (147):

Oligo Forward TTT CTC CTG AGT CACCTG TTAACAC
Oligo Reverse GGCTCACTACCGTTGTCATCCT

Master mix:



Reactivo

Buffer
MgCI?
dNTP
Oligo Forward
Oligo Reverse
Taq polimerasa
ADN
Agua
TOTAL

Condiciones de corrida:

12.Buffers utilizados en PFGE

95°C
94°C
58°C
72°C
72°C

Concentracion
inicial
10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
5 unidades

20 ng/ul

5 min
45s
45s

2 min

10 min

Buffer de suspension celular (BSC) pH 8

Tris 100 mM
EDTA1mM

Esterilizar a 121°C por 15 minutos

Buffer de lisis celular (BLC) pH 8
Tris 50 mM

EDTA 50 mM

X1 (ul)

2.5

0.5
0.6
0.6
0.3

15.5
25

x 30 ciclos
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Sarcosil 1%

Buffer TE pH 8

Tris 10 mM
EDTA1mM

13. SDS-PAGE de extraccion de proteinas de membrana externa expuestas
a tetraciclina

. Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4
Cepa referencial (64 ug/ml) (64 ug/ml) (32 ug/ml) (32 ug/ml)
tet(A) (hemocultivo )
ST 14028 y materia fecal) | tE(B) (materiafecal) | 4 e (hemocultivo) | tet(G) (materia fecal)

tet(B) (hemocultivo)
m» 1 EE— 1 1 CE—
ompp | s | [N | s | [ | s——
m [ | I | | [

50% (n=2) 17% (n=1) 17% (n=1) 17% (n=1)

100



