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Resumen: La Resistencia antimicrobiana de patdgenos de
transmisién alimentaria se ha convertido en una gran
preocupacién mundial para la salud humana y animal, bacterias
como la Salmonella son el principal microorganismo relacionado
con intoxicaciones alimentarias y tiene la capacidad de sobrevivir
a los constantes cambios en los factores ambientales, por lo
tanto, se decidié buscar mediante un estudio descriptivo este
patdgeno en carne molida de res. Se obtuvieron un total de 100
muestras de carne molida de res seleccionadas aleatoriamente de
10 supermercados de Managua, de estas solamente en 4 muestras
se aislé Salmonella spp, las cuales presentaban fenotipica y
genotipicamente beta-Lactamasas, confiriendo resistencias a las
cefalosporinas y limitando el uso de las fluoroquinolonas por una
resistencia intermedia a ciprofloxacina.

Palabras clave: Salmonella, Beta-Lactamasas, Carne, Alimentos,

Salud.

Abstract: Antimicrobial resistance of foodborne pathogens
has become a major global concern for human and animal
health, bacteria such as Salmonella are the main microorganism
related to food poisoning and have the ability to survive
constant changes in environmental factors. Therefore, it
was decided to search for this pathogen in foods such as
ground beef, from which a total of 100 samples of ground
beef were obtained, selected from different supermarkets in
Managua, of these only Salmonella was isolated in 4 samples
spp> which phenotypically and genotypically presented beta-
lactamases, conferring resistance to cephalosporins and limiting
the use of fluoroquinolones due to intermediate resistance to
ciprofloxacin.

Keywords: Salmonella, Beta-lactamase, Meat, Food, Health.
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Esta obra estd bajo una

OBJETIVO

Identificar genes codificantes de -lactamasas ( blaOXA, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M) en Salmonella spp

aisladas en carne molida de res expendidas en supermercados de Managua, Nicaragua 2020.

INTRODUCCION

Las bacterias de transmisién alimentaria que presentan resistencias a los antibidticos se han convertido en
un problema para la salud publica a nivel mundial, existe una preocupacién desde el punto de vista de salud
humana como de salud animal debido ala inocuidad y seguridad alimentaria de igual forma existe implicancia
economia de los sectores mds vulnerables, ya que al presentar infecciones con bacterias resistentes se necesitan
antibidticos més costosos para controlar la infeccion. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAQ), ha mostrado su preocupacién tras evidenciarse que los alimentos de
origen animal pueden servir de via de exposicion a bacterias con resistencia a los antibidticos, es importante
desde el punto de vista epidemioldgico evidenciar la presencia de Salmonella spp patdgenas para el humano
con perfiles de resistencia de importancia clinica. (FAO, 2020)

La Organizacién Mundial de la Salud ha mostrado su preocupacién reforzando el conocimiento cientifico
mediante los procesos investigativos y la vigilancia epidemiolégica de los paises miembros, lo que ha llevado
a una estrategia a nivel global denominada "Una sola salud” (One Health) para contener este incremento de
bacterias resistentes a los antibiéticos. (OMS, 2016)

Salmonella es un bacilo gramnegativo, facultativo anaerobio, que pertenece a la familia de las
Enterobacteriaceae. El género Salmonella se compone de dos especies taxonémicas, Salmonella bongori y
Salmonella entérica, y todas las Salmonellas de importancia médica forman parte de esta tltima. Salmonella
entérica es una especie diversa de bacterias que consta de més de 2500 serovares diferentes. El patdgeno puede
adaptarse al huésped, restringirse al huésped o ser generalista, segin la amplia gama de huéspedes que puede
infectar. El patdgeno estd presente de forma omnipresente en la cadena alimentaria humanay, con frecuencia,
se asocia con brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos. La Salmonella coloniza casi todos los
animales de sangre fria y caliente, ademds de sus baluartes ambientales extra-animales. Las tiltimas décadas
han sido testigos de la aparicién de Salmonella altamente virulenta y resistente a los antibidticos, lo que ha
provocado una mayor morbilidad y mortalidad en los seres humanos. La aparicién de varios serotipos de
Salmonella resistentes a multiples antibidticos en los animales destinados al consumo subraya un peligro
significativo para la seguridad alimentaria. (Divek V. T. Nair, 2018.)

La resistencia a los antibi6ticos en patdgenos transmitidos por los alimentos como Salmonellaes una
preocupacion importante para la seguridad de la salud publica. Se requiere més atencién para enfocarlos en
el suministro de alimentos para animales. La Salmonella es dificil de eliminar de sus huéspedes reservorios, y
los animales destinados a la alimentacién a menudo sirven como reservorios del patdgeno. La Salmonella no
tifoidea causa el mayor numero de enfermedades, hospitalizaciones y muertes asociadas con enfermedades
transmitidas por alimentos. (Divek V. T. Nair, 2018. )
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METODOS

Se realizé un estudio transversal con el objetivo de detectar genes codificantes de B-lactamasas (OXA,
TEM, SHV, CTX-M) en Salmonella spp. aisladas en carne molida de res expendidas en supermercados de
Managua, Nicaragua 2020. El universo fue conformado por los 46 supermercados ubicados en toda Managua,
distribuidos en 5 cadenas. La muestra estuvo conformada por 10 supermercados, en cada uno de ellos se
tomaron dos lotes de carne (un lote de carme econémico y un lote de carme stiper), de cada uno de los lotes se
obtuvo 5 subunidades, es decir se estudiaron 50 subunidades de carne econdémica y 50 subunidades de carne
super, lo que equivale a 100 subunidades de carne molida estudiadas. Cabe senalar que por cada una de las
subunidades se analizaron 100 gramos de carne molida de res en las condiciones normales de venta al pablico,
luego las muestras se trasladaron al laboratorio del Centro de Diagnéstico y Referencia del Ministerio de
Salud el tipo de muestreo utilizado fue probabilistico aleatorio estratificado (de los 46 supermercados se
obtuvieron de manera aleatoria 10 lo que represento el 20%). Para la obtencién de la muestra se visitaron
los supermercados seleccionados aleatoriamente en compaiia de la direccién de Regulacién de Alimentos
del Ministerio de Salud, haciendo uso de fichas para la recolecciéon de datos concernientes a la investigacion,
basada en la informacién observada en el establecimiento y del producto. Se obtuvo los 100 gramos de
carne molida de res por cada sub-muestra en las condiciones normales de venta al publico, luego se traslad6
al laboratorio de Centro de Diagndstico y Referencia del Ministerio de Salud, donde se facilité las 4reas
analiticas, los reactivos y materiales para llevar a cabo el procesamiento de las muestras y el aislamiento de

Salmonella spp.
Aislamiento de Salmonella spp en carne de res molida

El procedimiento de aislamiento de Salmonella en la carne de res molida se realizé siguiendo las
recomendaciones del capitulo 5 del Bacteriological Analytical Manual U.S. Food and Drug Administration,
Descripcién breve, se pesd 25 gr de la muestra en una bolsa Stomacher se adicion6 225 ml de APB (Agua
peptonada bufferada), se incubé a 37° + 1° C por 18 + 2 horas. Se agité la bolsa con el medio de pre
enriquecimiento (APB) y se transfirié 0.1 ml a un tubo de 10 ml de Rappaport- Vassiliadis e incubd a 41.5
+ 1°C por 24 + 3h. Se Mezcld y agit6 el tubo de Rappaport Vassiliadis y transfirié con un asa de 3 mm
un indculo a los medios selectivos de enriquecimiento XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato), HE (Hektoen
Entérico) y SB (Sulfito Bismuto) luego se incubaron a 37° + 1°C por 24 + 3h. Luego del tiempo establecido
se examin dichas placas en busca de colonias caracteristicas de Salmonella spp, conforme al medio utilizado.
Se seleccionaron 3 colonias tipicas de Salmonella spp, de las placas de Agar, se inocularon en las pruebas
bioquimicas TSI (Agar triple azticar hierro), LIA (Agar lisina hierro), Hidr6lisis de la Urea, MIO (Movilidad,
Indol y Ornitina), Mucato, Citrato, Malonato, Rojo metilo. Una vez obtenidos las reacciones de las prucebas
bioquimica con resultados positivos para Salmonella spp, se realizé pase del microorganismo crecido en el
TSI a un plato de TSA, se incubd a 37°C por 24 hrs y se realiz6 la prueba de oxidasa. Para realizar la
confirmacién serologia se utilizé antisuero somdtico polivalente O poly A-1y Vi. (Wallace H. Andrews,
2019) Los materiales genéticos de las cepas aisladas fueron enviados al Laboratorio de Biologia Molecular
“MA. Elmer Cisneros in memoriam”, Instituto Politécnico de la Salud, Universidad Nacional Auténoma de
Nicaragua, UNAN-Managua para la realizaciéon de los andlisis moleculares.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos

Se utilizé el método de Kirby Bauer o Difusion de Disco (Rodriguez, 2000), breve descripcion: se prepard
la suspensién con solucién salina (0.85%) estéril con una densidad 6ptica de 0.5 McFarland del inéculo en
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tubos de ensayo, utilizando un densitdmetro (Densichek). Se sumergié el hisopo estéril en la suspension
preparaday se quit6 parte del excedente en las paredes internas del tubo. Se sembré por el método del rayado
tri-direccional en agar Mueller-Hinton (MH). Se colocaron los sensidiscos de manera estratégica para la
deteccién de los mecanismos de resistencia. Fueron incubados a una temperatura de 37°C durante 24 horas.
Los sensidiscos usados fueron AMP (ampicilina), SXT (sulfametoxazol/trimethoprim), TET (tetraciclina),
CRO (ceftriaxona), CTX (cefotaxima), AMC (amoxicilina/4cido clavuldnico), CAZ (ceftazidima), CIP
(ciprofloxacina), MER (meropenem), IPM (imipenem). Se realizé lalectura de los halos con un caliper, segin
las normas CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) 2020. (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2020) Las cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Escherichia coli ATCC 25922 fueron
empleadas como control de calidad.

Extracciéon del ADN

El ADN bacteriano se extrajo mediante lisis a partir del cultivo en agar MacConkey incubado por 24 horas
a 37°C, se tomé un pool de UFC, se inocularon en un tubo Eppendorf que contenia 100 pl de agua libre
de nucleasas, se colocd en baino maria en ebullicién por 10 minutos, luego se centrifugo a 12000 rpm por 5
minutos y se extrajo 80ul del sobrenadante, se determiné la concentracién de ADN extraido en Nanodrop
lite 2763 (Samuel Vilchez, 2009).

Deteccion de genes

blaOXA, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M. La PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para la deteccion
de los genes que codifican para (-lactamasas se realizé utilizando cebadores universales, siguiendo el
procedimiento descrito por (Hong Fang, 2018. DOI10.1128/JCM.01943-07). La reaccién de amplificacién
de PCR fue realizada en un volumen final de 20 ul conteniendo GoTaq® qPCR Promega 2X, 0.2 uM de cada
primers, 2 ul de ADN de la cepa en estudio.

Condiciones de amplificacién del PCR

Las condiciones de termociclado fueron los siguientes, desnaturalizacién inicial de 15 minutos, seguido por
30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 90 segundos a 62°C y 60 segundos a 72°C, terminando con una extension
final de 10 minutos 72°C.

Electroforesis

Los productos amplificados fueron revelados por electroforesis en un gel de agarosa a 2% tefiido con GelRed
en buffer TBE 1X. La electroforesis se corrié a 120 voltios por 60 minutos, las bandas de ADN de los
diferentes genotipos fueron visualizadas en una cdmara con luz ultravioleta y fotografiada. Se evaluaron los
pesos de las bandas con los controles positivos utilizados cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 para
el gen blaSHV, Escherichia coli paralos genes blaOXA, blaTEM, blaCTX-My Escherichia coli ATCC 25922

control negativo, no porta los genes de resistencia.
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RESULTADOS

De las 100 muestras de carne molida analizadas se logré aislar Salmonella spp. En 4 muestras, las 4 cepas
de Salmonella tenian un perfil de resistencia al grupo de B-lactamicos, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona,
también presentaban resistencia a ampicilina, nitrofurantoina, tetraciclina. Las cepas eran sensibles
a trimethoprim/sulfametoxazol, amoxicilina/acido clavuldnico, meropenem, imipenem. ciprofloxacina
(fluoroquinolonas) presentd resistencia intermedia. De los 4 genes beta-Lactamasa de espectro extendido

(BLEE) buscados por PCR (6/a0XA, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M) solamente se detecté el gen b/aCTX-
M.

Discusion

Ante el aumento de resistencia a antimicrobianos (RAM), visto como una amenaza que significa para la
salud de seres humanos, animales y plantas, y la necesidad del enfoque de OMS “Una Sola Salud” nace la
necesidad de conocer la prevalencia de bacterias patégenas resistentes a antibidticos presentes en alimentos
destinados al consumo humano. Existe poca evidencia cientifica que los alimentos puedan servir como
vehiculos de adquisicion de bacterias resistentes a los antibiéticos por lo que pueden convertirse en la causa
de muchas enfermedades infecciosas. Salmonella spp es una bacteria patdgena para el humano transmitida
por los alimentos contaminados causantes de brotes e intoxicaciones alimentarios en todo el mundo.

Un estudio realizado en Lituania demostré una prevalencia del 1.5 % de Salmonella spp. En carnes molidas
sin embargo no se aislaron Salmonella con resistencia al grupo beta-lactdmicos (Margarita Terentjeva, 2017).
Salmonella no forma parte de la microbiota intestinal de humanos y cuando se identifica en el humano,
podriamos afirmar que es de origen animal, pero desconocemos si los genes de resistencia se originan en los
microorganismos de origen animal, por lo que es necesarios seguir investigando este comportamiento para
buscar correlacién clonal.

Las cepas de Salmonella aisladas en las carnes molidas expendidas en supermercados representan una alerta
debido a que poseen el gen blaCTX-M que codifican enzimas capaces de hidrolizar los antibi6ticos del grupo
beta-lactdmicos principalmente las cefalosporinas, convirtiéndose en cepas multiresistentes, aunque son
sensibles a trimetoprima/sulfametoxazol opcién para tratar diarrea en Nicaragua, estas cepas estdn cercanas
a ser clasificadas como prioridad 2 de la lista de patdgenos de la OMS debido a su resistencia intermedia a
una fluoroquinolona.

Es de suma importancia conocer la dimensién de esta problematica, debido a que este comportamiento
limita las opciones terapéuticas, los alimentos contaminados estaria contribuyendo a la dispersion de la
resistencia.

ASPECTOS ETICOS

Debido a que se trataba de un estudio sin riesgos en pacientes no se requirié el consentimiento informado y
se mantuvo la confidencialidad de la identidad de los supermercados.
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Los autores declaran no tener conflicto alguno.
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ANEXO0S

blaOX4 813 PB —
blaCTX-M 593 PB—

blaTEM 445 PB —

blaSHV 237 PB —

1,9 Marcador molecular 100 pb; 2 Escherichia coli ATCC 25922 sin genes de resistencia; 3
Escherichia coli cepa inferna para los genes blaOXA, BaTEM blaCTX-M, 4 Kiebsiella
preumoniae ATCC 700603 para el gen blaSHV, 5 Salmonella spp aislado 1; 6 Salmonella spp
aislado 2; 7 Salmonella spp aislado 3; 8 Salmonella spp aislado 4.

FIGURA 1
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.
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TABLA 1
Perfil de resistencia y genes beta-Lactamasa de espectro extendido (BLEE)

Aislado Tipo de | Perfil de resistencia antimicrobiana FiZR (genes BELEE)

IUEstra,

AMP | CRO (CAZ | CTH |AMC | ST¥ MER |IFM |CIP |ELEE | OXA | TEM |5HY | CTH-M

Salmonella | Carne R i34 R i34 5 5 5 5 I + = = = +
spp res

melida

super
Salmonella | Carne R R R R S s s S I + - - - +
spp res

melida

super
Salmenella | Carne R R R R 5 5 5 5 I + = = = +
spp res

molida

super
Salmonella | Carne E E I E 3 3 3 3 I + - - - +
Spp res

rmolida

super

TABLA 2

Secuencias de iniciadores para diferentes genes de resistencia de B-lactamasas

Normbres del prirner Secuencia de primers Tamario Fo) Referencia
blasHY Forward 5 - CTTTATCGGCCCTCACTCAA -37 237 Fb Hong Fang, 2018. DOl
blasHY Reverse 5 - AGGTGCTCATCATGGGAAAG -3 10.1128/JCM.01843-07)
blaTEM Forward 5 - CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA -37 445 Fb
blaTEM Forward 5 - ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT -2°
BlaCTE-M Forward 5 - ATGTGCAGYACCAGTAARGTEATGGC -3 592 Fb
blaCTE-M Reverse 5 - TGGGTRAART ARGT SACCAGAAYCAGCGS -3
bladHas Forward 5 - ACACAAT ACATATCAACTTCGC -3 312FDo
hlalHa Reverse 5 - AGTGTGTTTAGAATGGTGATC -3°
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ABREVIATURAS

Abreviaturas: ADN: Acido desoxirribonucleico, AMC: Amoxicilina/4cido Clavuldnico, AMP: Ampicilina,
APB: Agua peptonada bufferada, BLEE: Beta-Lactamasa de espectro extendido, CAZ: Ceftazidima, CIP:
Ciprofloxacina, CNDR: Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia, Ministerio de Salud, Nicaragua,
CRO: Ceftriaxona, CTX: Cefotaxima, FAO: Organizacién de las Naciones Unidas parala Alimentacién yla
Agricultura, HE: Agar Hektoen Entérico, IPM: Imipenem, LIA: Agar lisina hierro, MER: Meropenem, MH:
Agar Mueller-Hinton, MIO: Medio de Movilidad, Indol y Ornitina, OMS: Organizacién Mundial de Salud,
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, POLISAL: Instituto Politécnico de la Salud, SB: Agar Sulfito
Bismuto, SXT: Sulfametoxazol/Trimethoprim, TET: Tetraciclina, TSA: Agar Tripticasa Soya, TSI: Agar
triple azticar hierro, UFC: Unidades formadoras de colonias, UNAN: Universidad Nacional Auténoma de
Nicaragua, XLD: Agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato.
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