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Resumen

Titulo: Prevalencia de genes de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas de codificacion
plasmidica en Salmonella spp. aislada de tres matrices alimentarias en Barrancabermeja”

Autor: Alexander David Castro™

Palabras Clave: Seguridad alimentaria, PMQR, Pentapéptido repetido, Zoonosis, Enfermedades
trasmitidas por alimentos

Introduccion: La salmonelosis es un problema zoonotico y de salud publica de distribucion
mundial y es uno de los patdgenos alimentarios mas comunes transmitidos a los humanos por el
consumo de productos agroalimentarios. El uso de antimicrobianos como promotores del
crecimiento beneficia la productividad de la industria agropecuaria y contribuye al desarrollo de
resistencia a los antimicrobianos reduciendo el uso de estos, para el tratamiento de enfermedades
infecciosas en humanos y animales. Las quinolonas (Q) y fluoroquinolonas (FQ) son un grupo de
antimicrobianos de amplio espectro, usado frecuentemente en infecciones gastrointestinales. Los
determinantes de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQR) han surgido como una
preocupacion importante en los Gltimos afios. Objetivo: Determinar la prevalencia de genes de
resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas de codificacidn plasmidica en Salmonella spp., aislada
de matrices alimentarias en Barrancabermeja. Métodos: Se procesaron 277 aislamientos de
Salmonella spp. de origen alimentario aislados e identificados mediante la norma 1SO 6579:2002
y confirmados molecularmente. Se determind el perfil de sensibilidad de los aislamientos,
presencia de genes PMQR por PCR, la estabilidad de los mismos hasta el repique 50 y las posibles
relaciones clonales en los aislados con PMQR. Resultados: EI 61% (169/277) de los aislamientos
fueron sensibles a las Q y FQ probadas. Se hall6 la presencia de PMQR en el 5,4% (15/277) de los
aislados, correspondientes a 12 qnrB (4.3%) y tres gnrA (1,07%); los genes ogxA, 0gxB, qepA 'y
aac(6")-Ib-cr no fueron detectados y no determinaron posibles relaciones clonales. Conclusiones:
Los aislados de pollo presentaron una menor sensibilidad a los antibidticos de este estudio, asi
como una baja frecuencia de aislamientos con genes PMQR. Este estudio demuestra la necesidad
de caracterizar los aislamientos de una region, debido a que estos determinantes limitaran el
espectro de antibioticos a utilizar en el tratamiento de esta zoonosis.

* Proyecto de grado
* Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia Directora: Giovanna Rincén Cruz
PhD. En Ciencias — Bioquimica Co-Directora: Clara Isabel Gonzéalez Rugeles PhD. En en Ciencias Biolégicas.
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Abstract

Title: Prevalence of plasmid-encoded fluoroquinolone and quinolone resistance genes in
Salmonella spp. isolated from three food matrices in Barrancabermeja *

Author: Alexander David Castro™
Key Words: Food safety, PMQR, Repeated pentapeptide, Zoonoses, Food-borne diseases

Introduction: Salmonellosis is a zoonotic and public health problem of worldwide distribution.
Salmonella is considered one of the most common foodborne pathogens mainly and indirectly
transmitted to humans by the consumption of contaminated poultry products. The use of
antimicrobials as growth promoters benefits the poultry industry productivity but contributes to
the development of antimicrobial resistant that markedly reduce the number of antimicrobials
available for effective treatment of this infectious diseases in humans and animals. The quinolone
groups are an important class of broad-spectrum antimicrobial agents. Plasmid mediated quinolone
resistance (PMQR) determinants have emerged as a significant concern in recent years. Objective:
To determine the prevalence of plasmid-encoded quinolone and fluoroquinolone resistance genes
in Salmonella spp., isolated from food matrices in Barrancabermeja. Methods: 277 isolates of
Salmonella spp. of food origin isolated and identified by ISO 6579:2002 and molecularly
confirmed. The sensitivity profile of the isolates, the presence of PMQR genes by PCR, their
stability up to the 50th ring, and the possible clonal relationships in the isolates with PMQR were
determined. Results: 61% (169/277) of the isolates were sensitive to the Q and FQs tested. The
presence of PMQR was found in 5.4% (15/277) of the isolates, corresponding to 12 gnrB (4.3%)
and three gnrA (1.07%); the ogxA, ogxB, gepA and aac(6”)-1b-cr genes were not detected and did
not determine possible clonal relationships. Conclusions: The chicken isolates presented a lower
sensitivity to the antibiotics in this study, as well as a low frequency of isolates with PMQR genes.
This study demonstrates the need to characterize the isolates of a region, because these
determinants will limit the spectrum of antibiotics to be used in the treatment of this zoonosis.

* Proyecto de grado
* Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia Directora: Giovanna Rincén Cruz PhD.
En Ciencias — Bioquimica Co-Directora: Clara Isabel Gonzélez Rugeles PhD. En en Ciencias Biolégicas
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Introduccion

La salmonelosis es una enfermedad zoondtica de distribucién mundial y de importancia en salud
publica y en salud animal, la cual se caracteriza por su curso agudo y por ser una enfermedad
transmitida por alimentos (ETA) (Cloeckaert, 2006; Ochoa & Rodriguez, 2005; Bruno Rocha

Pribul, Festivo, de Souza, & dos Prazeres Rodrigues, 2016).

La fiebre tifoidea es una de las enfermedades que, asi como la salmonelosis, puede ser adquirida
por alimentos, y que es causada por Salmonella Typhi. Se estima que se presentan méas de 16
millones de casos de fiebre tifoidea por afio en todo el mundo, con aproximadamente entre 3y 6
millones de casos fatales y 1.300 millones de casos de gastroenteritis (Dekker & Frank, 2015;

Ochoa & Rodriguez, 2005).

La salmonelosis se presenta con mayor prevalencia en paises desarrollados, como Estados
Unidos de América, Canad4, Inglaterra, Noruega y Dinamarca, entre otras naciones, donde los
brotes son de origen alimentario (Gutiérrez Castillo, Paasch Martinez, & Calderdén Apodaca,

2008).

Para Colombia en el afio 2015, se presentd un total de 3.041.766 casos de ETA, con una
incidencia nacional de morbilidad por ETA de 63,1 casos por 1000 habitantes. Asi mismo se

establecid que uno de los agentes etiologicos identificados en muestras bioldgicas, alimentos y
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agua procedentes de brotes de ETA, fue Salmonella spp con una frecuencia del 20,7 % (18/87)
(SIVIGILA, 2015).

En las Gltimas dos décadas en Barrancabermeja se establecié una incidencia acumulada para
enfermedades emergentes y reemergentes del 2,6 %, siendo las ETA las de mayor frecuencia,
donde el 21,1 % de los procesos de diarrea y gastroenteritis fueron de origen bacteriano. Asimismo
se plante6 que las “posibles causas o factores identificados, para la presentacién de estas
enfermedades son las condiciones ambientales de Barrancabermeja, tales como humedad,
temperatura, presencia de afluentes de agua como lagunas, humedales, rios, los cuales favorecen
la proliferacion de vectores, reservorios y portadores, ademas la falta de recursos y el
desconocimiento de las medidas de prevencion por parte de la ciudadania” (Alexander David

Castro, 2015).

En Colombia entre 2012 y 2015 se informaron 836 casos de fiebre tifoidea distribuidos por todo
el pais y 27 de los 32 departamentos notificaron la enfermedad, la mayoria (676/836; 80,1%) de
los casos notificados se originaron en sélo siete departamentos: Antioquia (n = 233), Norte de
Santander (n = 233), Huila (n = 57), Meta (n = 44), Choc6 (n = 41), Bolivar (n = 35) y Valle del
Cauca (n = 33). La incidencia minima media combinada de enfermedad durante el periodo de

vigilancia de cuatro afios fue de 0,44 / 100.000 personas por afio (Diaz-Guevara et al., 2020).

Para el caso puntual del municipio de Barrancabermeja, la informacién sobre la presentacion
de Salmonella spp. en productos de origen animal sigue siendo limitada, encontrando reportes de

su presencia en queso (Osorio Padilla, 2013), leche (Alexander David Castro, Albino Rivera,
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Mendoza Vargas, & Mendoza Pinzén, 2013) y productos carnicos (Gutiérrez Pérez, 2013), con

una frecuencia del 41 %, 17 %y 27 %, respectivamente.

En relacion a la resistencia bacteriana, en los afios 70 y 80 diversos aislamientos de Salmonella
han demostrado sensibilidad variada a la ampicilina, tetraciclina y trimetoprim sulfametoxazol, y
mas recientemente a nivel mundial se demostrd la resistencia a ampicilina, trimetoprim
sulfametoxazol, cloranfenicol, aminoglucosidos y sulfonas, lo que sugiere el potencial de esta
bacteria de intercambiar facilmente con otras bacterias, multiples genes de resistencia
incorporados en integrones o transposones (DuPont & Whichard, 2017; Levings, Lightfoot,
Partridge, Hall, & Djordjevic, 2005; Moreno et al., 2014; Murgia et al., 2015), causando la
diseminacion rapida de aislamientos con resistencia a multiples farmacos (RMD)(Murgia et al.,

2015).

El uso de antibidticos en la medicina humana y la cria de animales genera una presion selectiva
que favorece la aparicidn de resistencia entre los microorganismos, lo que podria socavar la
efectividad de los mismos (Hur, Jawale, & Lee, 2012). Algunos de los antimicrobianos utilizados
en la industria agropecuaria tienen equivalentes quimicos idénticos en la medicina humana. La
mayoria de los antibidticos utilizados en animales destinados a la alimentacidn pertenecen a clases
de antibidticos que también se utilizan para tratar enfermedades humanas; éstos incluyen
tetraciclinas, sulfonamidas, penicilinas, macrolidos, fluoroquinolonas, cefalosporinas,

aminoglucoésidos (gentamicina y kanamicina), cloranfenicol y estreptograminas (Hur et al., 2012).
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Adicionalmente, la presencia de medicamentos en los alimentos se encuentra asociada a tres
problemas principales en la salud del consumidor final, entre los que se encuentran: procesos
alérgicos, toxicos y de resistencia bacteriana (Errecalde, 2004). Este Gltimo ha sido uno de los mas
investigados en los afios recientes, encontrandose en los microorganismos un incremento en la
resistencia de los mismos; donde algunos de los factores asociados a este fendmeno son la
automedicacion, el uso de dosis insuficientes, ciclos incompletos de tratamientos, inadecuadas
politicas en el uso de antibidticos, escasa documentacion de los resultados de ensayos clinicos para
nuevos antibidticos y la no existencia de vigilancia y notificacién de patrones de resistencia
antimicrobiana, asi como el consumo de alimentos de origen animal, con aislamientos que ya

presentan mecanismos de resistencia (Davidson et al., 2008; L Maka & Popowska, 2016).

Lo anterior, se complementa con una practica comun en animales de granja, la implementacién
de ciclos terapéuticos a través del agua de bebida o de los alimentos que se le suministran a toda
una poblacion, o la transferencia de resistencia que proviene del medio ambiente contaminado por
la eliminacidn de altos niveles de antibioticos y bacterias resistentes a los mismos. Un ejemplo es
la aplicacidn de estiércol de granjas porcinas, donde se usan grandes cantidades de antibidticos en
tratamientos preventivos. La contaminacion de verduras y frutas puede ocurrir a través de su
contacto con tierra 0 agua contaminada durante el crecimiento, y luego las bacterias resistentes se
transfieren a través de la ruta fecal-oral (Gilchrist et al., 2007; L Maka & Popowska, 2016). Por lo
tanto, un gran numero de animales puede estar expuesto por un lapso de tiempo extenso a
antibidticos de amplio espectro, lo que concluye en una presion para la seleccion de la resistencia

bacteriana (Ungemach, Miuller-Bahrdt, & Abraham, 2006).
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En este sentido, se ha hallado que algunos aislamientos de Salmonella spp. presentan resistencia
a antibioticos clinicamente importantes como quinolonas, fluoroguinolonas, tetraciclinas y
cefalosporinas de amplio espectro, entre otros (Hur et al., 2012; Murgia et al., 2015). En el estudio
realizado por Rotini y colaboradores, hallaron en Salmonella spp. resistencia a multiples drogas
en lugares como Kuwait y los Emiratos Arabes Unidos, registrando un aumento de cinco veces en
latasa de resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, como la ceftriaxona y la cefotaxima
(Rotimi, Jamal, Pal, Sovenned, & Albert, 2008). Este incremento en la aparicion y posible
transmision de aislamientos de Salmonella resistentes, constituye una amenaza grave para la salud

humana, particularmente en relacion con los productos alimenticios listos para el consumo.

En este sentido, las quinolonas, y en particular las fluoroquinolonas, son algunos de los
antibidticos mas utilizados como promotores de crecimiento en animales de consumo y para el
tratamiento de la salmonelosis en infecciones humanas y animales, debido a su amplio espectro en
la actividad antimicrobiana (Bruno Rocha Pribul et al., 2016). El uso inadecuado de estos
antibioticos y en especial la subdosificacién, generan una mayor presion selectiva incrementando
la resistencia antimicrobiana en diferentes bacterias incluyendo a Salmonella spp. y aumentando
los casos de falla terapéutica en los cuales esté indicado el uso de los mismos (Errecalde, 2004;

Maria Karczmarczyk et al., 2010).

La diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos a menudo se realiza a través de
elementos genéticos moviles tales como plasmidos, transposones y casetes de genes en integrones
(L Maka & Popowska, 2016). En Salmonella se han descrito determinantes de resistencia a

quinolonas y fluoroquinolonas codificados a nivel plasmidico como es el caso de gnrD y su alelo
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gnrD2, genes reportados inicialmente en aislamientos de este género (Abgottspon, Zurfluh,
Nuesch-Inderbinen, Hachler, & Stephan, 2014; Cavaco, Hasman, Xia, & Aarestrup, 2009; Bruno
Rocha Pribul et al., 2016). En Colombia se han descrito aislamientos con presencia de
determinantes que afectan la sensibilidad a las quinolonas como gnrB (Abgottspon et al., 2014;
Cavaco et al., 2009; Donado-Godoy et al., 2015), asi como la presencia del gen gnrB19 (M.
Karczmarczyk et al., 2010), pero no se encontraron estudios acerca de la frecuencia de estos

determinantes.

Los datos puntuales, del Grupo de Vigilancia de Infecciones Intrahospitalarias, reportan en
Colombia resistencia antimicrobiana, principalmente relacionadas a los serotipos S. Enteritidis, S.
Typhi, y S. Typhimurium siendo la resistencia mas frecuente a la tetraciclina (36%), seguida por
cefotazime (13%) (Salud, 2010). En este estudio no se evaluaron determinantes de resistencia a
quinolonas y fluoroguinolonas que permitan actualizar protocolos de prevencion y tratamiento,
esta informacidon podria ser til para disminuir los fracasos terapéuticos en relacidn con los niveles
de contaminacidn y el riesgo potencial para la salud publica. Por consiguiente, se hace necesario
contar con esta informacion epidemiolégica acerca de Salmonella como causante de sindromes

entéricos y los cambios que puedan presentar frente a su perfil de resistencia a antimicrobianos.

Por ende, la caracterizacion molecular de los aislamientos de Salmonella es esencial para la
investigacion epidemioldgica de las infecciones y brotes, asi como, la vigilancia de determinantes
de resistencia situados en elementos mdviles que ayudan a la propagacién de la resistencia a
antimicrobianos. De igual manera, los datos obtenidos en este tipo de estudios enriquecerian

Programas como “Colombian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance”-
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COIPARS en la region del Magdalena Medio Santandereano, que beneficiaria el comercio
internacional de alimentos, asi como el enriquecer programas de monitoreo con el fin de identificar

la llegada de clones al pais.

Con base en los anteriores argumentos se formulo la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Cual es la prevalencia de determinantes de resistencia de codificacion plasmidica a quinolonas
y fluoroquinolonas en Salmonella spp. aislada en alimentos de origen animal en Barrancabermeja,

Santander?

Adicionalmente, para complementar la pregunta de investigacién principal se formularon las
siguientes preguntas directrices: ;Cudl es el perfil de sensibilidad que presentan los aislados de
Salmonella spp. a fluoroquinolonas y quinolonas? ¢Cual es la estabilidad del gen de tipo PMQR,

que se detectd con mayor frecuencia, en ausencia de presion de antibiético?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia de genes de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas de

codificacion plasmidica en Salmonella spp., aislada de matrices alimentarias en Barrancabermeja.

1.2 Objetivos Especificos

Determinar la frecuencia de los genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gnrVC, ogxA, ogxB,

aac(6")Ib-cr y gepA en los aislamientos analizados.

Establecer el perfil de sensibilidad de todos los aislamientos y la concentracion minima

inhibitoria de quinolonas y fluoroquinolonas en los aislamientos que presenten PMQR.

Establecer la estabilidad del gen de resistencia de codificacion plasmidica més frecuente frente

a un mayor numero de repiques en ausencia de antibiticos.

Determinar relaciones clonales de los aislamientos en los cuales fueron detectados los genes

PMQR.
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2. Marco conceptual y estado del arte

2.1 Caracteristicas generales de Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, éste esta integrado por
bacterias de forma bacilar, Gram negativas, anaerobias facultativas y no esporuladas que utilizan
citrato como unica fuente de carbono y poseen metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo
(Dekker & Frank, 2015). La mayor parte de los serotipos del género Salmonella son moviles,
mediante flagelos peritricos; excepto Salmonella enterica ser. Pullorum, Salmonella enterica ser.
Gallinarum y Salmonella enterica subesp. arizonae que son inmoviles. Salmonella resiste a la
congelacién y la desecacion (Anderson, 2005), crece entre 5°C y 47°C, con temperatura éptima
de 37°C. Por debajo de los 10°C y por encima de los 42°C, el crecimiento disminuye. Pueden
crecer a pH comprendido entre 4,5y 9,0 con resultado 6ptimo entre valores de pH 6,5y 7,5. Por
debajo de pH 4,1 tiene lugar la inactivacién y muerte de Salmonella. (Anderson, 2005; Joerger,

Sartori, & Kniel, 2009).

La clasificacion del género Salmonella es compleja y esta basada en estudios relacionados con
técnicas fenotipicas, seroldgicas y de hibridacion del ADN bacteriano. En consenso de los diversos
investigadores se pudo concluir que este género esta compuesto por dos especies, Salmonella
enterica y Salmonella bongori. A su vez S. enterica se divide en 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, (Dekker & Frank, 2015;

Prokaryotes, 2005) (Tabla 1).
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Hasta la fecha, se han reportado cerca de 2.659 serotipos de Salmonella (Issenhuth-Jeanjean et
al., 2014). Muchos de estos serotipos han sido asociados con la presentacion de enfermedades, con
hospedantes definidos en la trasmision del microorganismo (Achtman et al., 2012), en este sentido,
la determinacion del serotipo cobra importancia para la vigilancia epidemioldgica y la evaluacién

del agente.

Tabla 1.

Numero actual de serovares, en cada especie y subespecie de Salmonella

S. enterica Serovares
subsp. enterica 1586
subsp. salamae 522
subsp. arizonae 102
subsp. diarizonae 338
subsp. houtenae 76
subsp. indica 13
S. bongori 22
Total 2659

Nota: Modificada de: Issenhuth-Jeanjean S. 2014.

2.2 Epidemiologia de Salmonella.

La epidemiologia de Salmonella parece ser muy variable, la fiebre tifoidea esta asociada con
transmision sostenida en algunas regiones y brotes de corta duracion en otros departamentos.
La fiebre tifoidea se distribuye ampliamente y es causada por multiples genotipos, de los cuales
la mayoria puede estar restringida a Colombia y no parece circular entre otros paises

latinoamericanos (Diaz-Guevara et al., 2020).
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Los datos obtenidos a nivel nacional sobre la presentacion de Salmonella y la ocurrencia de la
enfermedad en humanos son escasos, sin embargo, en la semana epidemioldgica 52 de 2015 se
notificaron al SIVIGILA 10.381 casos de ETA, involucrados en 895 brotes a nivel nacional.
Solo en 35 brotes se han identificado agentes patdgenos procedentes de muestras bioldgicas, de
estos, 18 casos correspondian a Salmonella (SIVIGILA, 2015). Esto pudiera atribuirse al
subregistro de enfermedades en el sistema nacional de captura de datos, debido a que es poco
probable que el sistema de vigilancia nacional capte el alcance total de la carga de la enfermedad

en Colombia (Diaz-Guevara et al., 2020).

Asimismo, en la semana epidemiol6gica 52 de 2015 se notificaron 371 casos de fiebre tifoidea
y paratifoidea. Algo que inquieta en este tipo de informes es que, en relacion con el afio anterior,
se observd un aumento en la notificacion del 13,5 %, aunque solo el 75 % de las entidades
territoriales notificaron casos para este evento; la mayor proporcion de casos fueron notificados

por Antioquia con el 28,6 %, por el contrario Santander reporto solo 6 casos (SIVIGILA, 2015).

Para el caso puntual de Barrancabermeja, el panorama es desolador frente a reportes de
problemas de salud, y en especial en lo referente a ETA. Muchos de los hallazgos recopilados se
obtienen a través de investigaciones realizadas y reportes de entidades de salud. En este sentido,
con base en el SIVIGILA, las principales enfermedades emergentes y reemergentes presentadas
en Barrancabermeja entre los afios de 1980-2010 son el dengue con el 46,5 %, seguido de ETA
como gastroenteritis por bacterias con 21,1% y en un 0,02% se ha aislado Salmonella. A pesar de
que el porcentaje es bajo, no significa que no sea un problema de salud publica, ya que el solo

hecho de que se sigan reportando casos en estos Gltimos afios de manera regular, deberia ser
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preocupante para las entidades encargadas de la vigilancia epidemioldgica y por ende para la

poblacién de Barrancabermeja (Alexander David Castro, 2015).

Al estudiar la presencia de Salmonella spp. en diversas matrices alimentarias, y particularmente
leche, se encontré que en tres centros de acopio lacteo de Barrancabermeja habia presencia de
Salmonella spp en el 13,7 %. Igualmente se determind que las caracteristicas fisicoquimicas en
donde se hall6 presencia del microorganismo fueron: pH 5,96 + 0,276, humedad 88,53 +1,380 %,
densidad 1,079 £ 0,049 g/ml, cloruros 0,29 + 0,026 mg/litros y acidez 23,24 + 7,242 g/litros. Estos
hallazgos demuestran condiciones higiénico sanitarias deficientes en los centros de acopio lecheros
del municipio de Barrancabermeja, ademas plantean la necesidad de adoptar mecanismos de
inspeccion, vigilancia y control que incluyan acciones de mejora en la productividad del eslabon
primario del sector lacteo en concordancia con lo establecido en el Decreto 616 de 2006 que regula

este sector productivo (Alexander David Castro et al., 2013).

Para el caso de derivados lacteos se hallé una frecuencia para Salmonella spp. del 41% en queso
costefio y de 11% para queso campesino, aunque en el analisis fisicoquimico de la matriz, los
valores se mantuvieron dentro de los limites establecidos en la NTC 750. Los hallazgos obtenidos
manifiestan las deficiencias en el cumplimiento de lo establecido en el Decreto 3075 de 1997,
ademas de la ausencia de mecanismos de inspeccion, vigilancia y control en este eslabdn del sector

lacteo (Osorio Padilla, 2013).

Con respecto a productos carnicos, en una planta de beneficio de ganado porcino en el

municipio de Barrancabermeja, se detectd la presencia Salmonella spp., donde se obtuvo una
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frecuencia del 27,2% (3/11). Las variables fisicoquimicas de humedad 73,27%+17.97, pH
5,80+0,42, acidez, 0,082+0,037 (g A. Lactico/20 ml), y la aw 0,975+£0,02 demostraron condiciones

Optimas para el crecimiento de Salmonella spp. (Gutiérrez Pérez, 2013).

2.3 Resistencia Bacteriana

El aumento de la resistencia entre patdgenos transmitidos por los alimentos esta relacionado
con el uso excesivo de antimicrobianos en animales. Los animales de granja y los productos
carnicos que a menudo se contaminan con diversos microorganismos, los cuales contienen
genes de resistencia activos contra los betalactdmicos de tercera y cuarta generacion, que son
antibidticos cruciales en la medicina humana. Estos elementos genéticos moviles y los
aislamientos resistentes son trasmitidos a las personas a traves de la cadena alimentaria (L Maka

& Popowska, 2016).

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los mejores ejemplos conocidos de adaptacion
bacteriana, en cierta medida esta capacidad ha sido atribuida a los mecanismos de mutacién de las
bacterias, asociado al intercambio o transferencia de material genético entre bacterias (Benaicha,
Barrijal, Ezzakkioui, & Elmalki, 2017; L Maka & Popowska, 2016). Cualquiera que sea el caso,
los antimicrobianos han sido considerados la clave terapéutica ante cualquier proceso infeccioso,
poniendo de manifiesto los riesgos crecientes en el tratamiento eficaz de algunas patologias (fiebre
tifoidea, neumonias, meningitis, malaria, tuberculosis, entre otras) (Davidson et al., 2008). Para el
caso particular de Salmonella spp., considerado un patégeno de origen alimentario con capacidad

de colonizar el intestino humano y causar enfermedades clinicas, donde la resistencia a los
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antimicrobianos utilizados para tratar las especies tifoideas y no tifoideas ha surgido y se ha

difundido en todo el mundo rapidamente (L. F. Chen, Chopra, & Kaye, 2009).

Antibioticos, tales como ciprofloxacina, se consideran farmacos de eleccion para el tratamiento
empirico de la fiebre tifoidea, excepto en las zonas del mundo donde la resistencia a esta
fluoroquinolona es comdn (por ejemplo, Asia) (Davidson et al., 2008). Hasta ahora, la resistencia
a la ciprofloxacina es poco frecuente en los Estados Unidos, pero se encontrd en hasta un 23% de
S. Typhi aislada en el Reino Unido desde 1999, asi como la resistencia a cloranfenicol, ampicilina,
y trimetropin (TMP). Este fendomeno de multirresistencia® se presentd en el 26% de todos los
aislamientos de esta serovariedad. Otras alternativas de tratamiento oral en infecciones de S. Typhi
incluyen amoxicilina, TMP-SMX, cefixima, azitromicina, y cloranfenicol, siempre y cuando los

aislamientos presenten sensibilidad in vitro (Hur et al., 2012).

Asimismo, se han aislados de productos alimenticios Salmonella spp. resistentes a ampicilina
y tetraciclina, pero sensibles a aminoglucésidos, como gentamicina y estreptomicina. Los
aislamientos resistentes se han descrito en Reino Unido, Brasil, Turquia, Iran, India, Malasia,

Canada y Vietnam (L Maka & Popowska, 2016).

En el estudio realizado por Maka y Popowska en China, se encontraron aislamientos de

Salmonella spp. resistencia a la ciprofloxacina con una frecuencia del 42,1%. La mayor tasa de

1 Multirresistencia es definida como la resistencia a los antimicrobianos que muestra una especie de
microorganismo a, al menos un farmaco antimicrobiano en tres 0 méas categorias de antimicrobianos.
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resistencia a esta fluoroquinolona se observé en los aislados de productos de pollo en Espafa (L

Maka & Popowska, 2016).

La resistencia a la familia de las quinolonas? por los diferentes grupos bacterianos se cree que
estd fuertemente asociada a la exposicion de los mismos, asi lo demuestra un estudio llevado a
cabo en 2002 en una comunidad de Perd, en una poblacién donde no hay presion selectiva de las
quinolonas y donde no se encontraron aislamientos de E. coli comensales con resistencia a
ciprofloxacina y acido nalidixico (Bartoloni et al.), sugiriendo que la probable fuente de resistencia
es la presion selectiva, no solamente por quinolonas, sino también se propone que otras sustancias
como la cloroquina, la cual es utilizada en el tratamiento de la malaria, se cree podria generar

aislados resistentes a ciprofloxacina (Davidson et al., 2008).

2.3.1 Resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas

2.3.1.1 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a quinolonas en Salmonella spp. se dan principalmente por
sustituciones aminoacidicas generadas por mutaciones en regiones denominadas QRDR (Region
Determinante de Resistencia a Quinolona). Tales mutaciones causan sustituciones de aminoacidos
que modifican las girasa (gyrA, gyrB) y topoisomerasa IV (parC, parE), y los hacen menos

sensibles a la unién de quinolonas (Karl Drlica, Malik, Kerns, & Zhao, 2008; K. Drlica & Zhao,

2 Aunque quinolonas y fluorquinolonas son diferentes por motivos practicos se utilizara el término familia de
quinolonas para incluirlas a ambas.
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1997; Guan et al., 2013; Hur et al., 2012; L Maka & Popowska, 2016; Ruiz, 2003). Las

sustituciones de aminoacidos en las enzimas diana causan aumentos en el valor de

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI); las siguientes alteraciones son las mas frecuentes: GyrA
- Ser83 — Phe (CIM = 256 pg / ml para acido nalidixico, CMI = 0,25 - 2 pg / ml para
ciprofloxacina), Asp87 — Gly, Tyr (256 - 512 ug / ml para &cido nalidixico, CMI = 0,12 -0,5 ug
/ ml para ciprofloxacina); ParC - Ser80 — Ile, Arg (S. Chen et al., 2007; Rodriguez-Martinez,

Cano, Velasco, Martinez-Martinez, & Pascual, 2010; Rodriguez-Martinez et al., 2016; Ruiz,

2003).
Tabla 2.

Mecanismos de resistencia a las quinolonas

Mecanismo Proteinas Genes
Mediada por Cambios en las subunidades Ay /B de las ADN-girasa gyrA [gyrB*]
cromosomas topoisomerasas tipo 11 Topoisomerasa IV parC [parE*]

Disminuci6n de la permeabilidad

Aumento del flujo de salida activo

Mediada por
plasmido

Proteccion del sitio objetivo

Acetilacion

Bombas de eflujo

Pérdida de Porin / cambios estructurales
Defectos de lipopolisacéridos

Bombas de eflujo (expresion basal o
upregulation)

Familia de Qnr
AAC (6) - Ib-cr
QepA OgxAB

QacBllI

Principales genes porin

rfaD , rfakE
Codificacion y genes
reguladores

Genes gnr
aac (6 ") - Ib-cr

gepA
00xAB
gacBlll

Nota. *Poco comun en aislados clinicos. Adaptado de Rodriguez (Rodriguez-Martinez et al., 2016)



DETECCION DE DETERMINANTES DE TIPO PMQR EN Salmonella spp. 30

Figura 1.
Mecanismos de resistencia a las quinolonas.

[b) Reduccion de |3 permesabilidad de la membrana
{b2) MODIFICACIONES EN LA ORGANZACION DE LA MEMBRANA

(a) Mutacion del sitio objetivo

Peptidoghcanos
or plasmidos ;4 ,2007=c0 o . .
i $ RSl Oeociw . AAC(E’)-Ib-cr
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4 He \ |, He B Nas /e l OmpA
MFS RND MATE ABC {b1} REDUCCION DZ LA

EXPRESION DE LAS PORINAS
{c) Sobre expresion de las bombas de eflujo MDR

Nota: Adaptado de Correia (Correia, Poeta, Hebraud, Capelo, & Igrejas, 2017). (a) Las mutaciones
cromosomicas dentro de los QRDR de los genes que codifican las subunidades A y B de la ADN
girasa y la topoisomerasa IV cambian estructuralmente la proteina diana, reduciendo su afinidad
de union al farmaco. (b) Las mutaciones cromosémicas que conducen a una reduccion de la
permeabilidad de la membrana externa, ya sea por la reduccion de la expresion de la porina (b1) o
modificaciones en la organizacién de la membrana externa (b2), y también las mutaciones que
conducen a una mayor expresion de las bombas de salida (c), contribuyen de manera aditiva a la
resistencia al disminuir la acumulacion citoplasmaética de quinolonas. (d) Los genes de resistencia
a quinolonas codificados por plasmidos pueden producir proteinas de proteccion de diana Qnr
(d1), variantes de acetiltransferasa de AAC (6 ") - Ib-cr capaces de modificar ciertas quinolonas
(d2) o bombas de salida de QepA y OgxAB que extruyen activamente las quinolonas. LPS,
lipopolisacarido; MFS, superfamilia facilitadora principal; RND, resistencia-nodulacion-division;
MATE, extrusion de mdltiples antibiéticos y toxinas; ABC, casete de unién a ATP; MDR,
multirresistencia.
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2.3.1.2 Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr son miembros de la familia de proteinas repetitivas del pentapéptido (PRP)
y contienen dominios compuestos de secuencias de aminoacidos repetidas en tandem con una
secuencia consenso de [Ser, Thr, Ala, Val] [Asp, Asn] [Leu, Phe] [Ser, Thr, Arg] [Gly]
(Abgottspon et al., 2014; G. A. Jacoby, Strahilevitz, & Hooper, 2014; Rodriguez-Martinez et al.,
2016) (ver figura 1). La estructura tridimensional del primer miembro de la familia PRP se
determind para la proteina de resistencia a las fluoroquinolonas (MfpA) de Mycobacterium
tuberculosis y reveld que las repeticiones pentapeptidicas codificaban el plegamiento de un nuevo
tipo de beta-hélice cuadrilateral diestra. MfpA se une a DNA girasa e inhibe su actividad. La
proteina dimera en forma de baston es notablemente similar en tamarfio, forma y propiedades

electrostaticas al ADN (G. A. Jacoby et al., 2014; Rodriguez-Martinez et al., 2016).

Diversos reportes han identificado determinantes de Qnr en todo mundo, incluyendo paises
como Estados Unidos y paises de Europa, Asia y Africa. Estos determinantes se han hallado en
varias especies del orden Enterobacterales como: E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Salmonella spp., Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Citrobacter freudii, Providencia stuartii,
asi como Acinetobacter baumannii, una especie gramnegativa no enterobacteriana (Guan et al.,
2013; Jamborova et al., 2017). Se han reportado a la fecha once gnrA, ochenta y tres gnrB, un
gnrC, catorce gnrS, nueve determinantes de qnrVC (G. Jacoby et al., 2008; Jamborova et al., 2017;
Rodriguez-Martinez et al., 2016), tres gnrD (Jamborova et al., 2017) y cuatro gnrE (Albornoz et

al., 2017) .
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Las funciones de las proteinas gnr varian, los plasmidos que portan variantes de gnrA a menudo
portan otros genes de resistencia a antibioticos, que pueden ser transferibles o no (Guan et al.,
2013); gqnrA puede revertir la capacidad de las fluoroquinolonas para inhibir la ADN girasa, debido
a que se puede unir directamente al ADN, reducir la unién de la girasa al ADN y proteger la
topoisomerasa IV de la quinolona (G. A. Jacoby et al., 2014; Tran & Jacoby, 2002). gnrA puede

unirse a la holoenzima DNA girasa y sus respectivas subunidades, GyrA y GyrB.

La actividad protectora de gnr se ha limitado a aquellos compuestos que, como las quinolonas,
atrapan la girasa en el ADN en complejos escindidos, como la 2-piridona ABT-719, la quinazolina-
2,4-diona PD 0305970 y la espiropirimidinatriona pirazinil- alquinil-tetrahidroquinolina, lo que

indica que gnr no es estrictamente quinolona especifica(Rodriguez-Martinez et al., 2016).

2.3.1.3 Variante de la enzima modificadora de aminoglicésidos [AAC (6 *)- Ib-cr].

La variante de enzimas modificadoras de aminoglicosidos, pertenece al grupo de enzimas
bifuncionales de modificacion a aminoglucésidos. Las enzimas de resistencia bifuncionales
pueden contribuir significativamente al futuro de la resistencia a los antibidticos bacterianos. Este
fendmeno se ejemplifica mediante la identificacién de una enzima de sustrato dual que confiere
resistencia a algunos aminoglucésidos y disminuye la actividad de dos fluoroquinolonas

norfloxacina y la ciprofloxacina, (ver tabla 3).
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Tabla. 3

Enzimas de dominio bifuncional y la enzima de resistencia de sustrato dual

Enzima Descubrimiento Patron de resistencia del sustrato
Dominio bifuncional p-lactamasa 2009 Clase C (tipo AmpC) - proteina de fusion B-lactamasa
blaLRA-13 clase D (tipo Oxa)

Dominio bifuncional enzimas modificadoras de aminoglucésidos

AAC(6")/APH(2"") 1986 Acetilacion y fosforilacion: todos los aminoglucésidos,
con excepcion de la estreptomicina y la espectinomicina

ANT (3")-1i/AAC(6") -Ild 2002 Adenilacion y acetilacion: kanamicina, tobramicina, 5'-
episisomicina, gentamicina, 2'- N- etilentilmicina,
netilmicina, estreptomicina, espectinomicina

AAC (3)-Ib/AAC(6")-1Tb’ 2002 Acetilacion : kanamicina, tobramicina, gentamicina,
netilmicina, fortimicina, dibekacina, isepamicina,
neomicina, amikacina

AAC(6")-30/AAC(6")-1b’ 2004 Acetilacion: kanamicina, tobramicina, gentamicina,
netilmicina, isepamicina, neomicina, amikacina,
sisomicina

Enzima modificadora de sustrato dual (fluoroquinolona y aminoglucdsido)

AAC(6') - Ib-cr 2006 Acetilacion: aminoglucdsidos (kanamicina, tobramicina,
amikacina) y fluoroquinolonas (norfloxacina y
ciprofloxacina)

Nota: Tomado de Weilie Zhang, Jed F Fisher and Shahriar Mobashery (Zhang, Fisher, &
Mobashery, 2009)

AAC(6')-1b-cr es una enzima plasmidica que reduce la actividad de los aminoglucésidos
kanamicina, tobramicina y amikacina y la fluoroquinolonas ciprofloxacina y norfloxacina; esta
enzima es una variante de las aminoglucosido acetiltransferasa, la cual tiene dos cambios de
aminoacidos Trpl02Arg y Aspl79Tyr (ver figura 2) (Guan et al., 2013; Robicsek et al., 2006;
Rodriguez-Martinez et al., 2016). Esta enzima bifuncional es capaz de acetilar ciprofloxacina,
norfloxacina y otras quinolonas en el amino nitrogeno secundario N4 en su sustituyente
piperazinilo, esta modificacion es necesaria para la actividad de acetilacion de quinolonas.

Quinolonas que carecen de esta sustitucion (levofloxacina) no se ven afectadas por esta
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acetiltransferasa. Al igual que con las proteinas Qnr, AAC (6')-Ib-cr causa solo un aumento
moderado en las CIM de las quinolonas afectadas. Los modelos de accion enzimatica sugieren que
la sustitucion de Asp179Tyr es particularmente importante al permitir interacciones de apilamiento
n con el anillo de quinolona para facilitar la union de quinolona. El papel de Trpl102Arg es
posicionar el Tyr para una interaccion optima o un enlace de hidrégeno con los grupos ceto o
carboxilo de la quinolona para fijarla en su lugar (G. A. Jacoby et al., 2014; Rodriguez-Martinez

etal., 2016).

Figura 2.

Alineacion de secuencia de ocho variantes diferentes de aac(6°)-1b y variantes aac(6’)-1b-cr.

I
02 (Trp-Arg)
J:;:l-.' [
Mc(E") -Ib-cx
u: s b

179 (Asp-Tyr)

Nota: Se muestran las mutaciones necesarias para la resistencia a las fluoroguinolonas Trpl02Arg
y Aspl79Tyr, exclusivas de esta variante. Tomado de Robicsek A y otros (Robicsek et al., 2006).
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AAC (6)-Ib-cr se encuentra generalmente en un casete como parte de un integrén en un
plasmido de multirresistencia, que puede contener otros genes PMQR. Este gen se ha encontrado
en todo el mundo en una variedad de Enterobacterales e incluso en P. aeruginosa, siendo mas

prevalente en E. coli que en otras Enterobacterales (G. A. Jacoby et al., 2014; Zhang et al., 2009).

2.3.1.5 Bombas de eflujo QepA y OgxAB

gepA es una bomba de expulsién mediada por plasmido de la Super Familia Facilitadora (MFS)
del que se conocen a la fecha tres variantes gepAl, qepA2 y gqepA3 (D. Wang, Huang, Chen, Mou,
& Qi, 2017), las cuales aumentan la resistencia a las fluoroquinolonas hidrofilicas, especialmente
ciprofloxacina y norfloxacina, mediante un mecanismo de flujo de salida activo, que conduce a un
aumento moderado (de 2 a 64 veces) en la CIM. Las diferencias sustanciales en la sensibilidad a
quinolonas producidas por diferentes transconjugantes de gepA sugieren variabilidad en el nivel
de expresion de gepA por mecanismos aun por definir. Aunque el depdsito natural de gepA se
desconoce, se ha demostrado que gepA comparte una identidad significativa de aminoacidos con
supuestos transportadores de membrana de miembros del orden de Actinomycetales (G. A. Jacoby

et al., 2014; Rodriguez-Martinez et al., 2016).

Por otra parte, OgqxAB es un sistema de eflujo perteneciente a la familia de transportadores de
la division de nodulacion de resistencia (RND), que se encuentra comdnmente a nivel cromosomal
en K. pneumoniae. OgxAB posteriormente se reportd en el plasmido pOLA52, responsable de la

resistencia al olaquindox, un promotor utilizado para la mejora del crecimiento en cerdos, asi
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mismo se encontré ogqxAB en plasmidos transmisibles en 39% de aislados de animales y 30% de
aislamientos de trabajadores agricolas (Zhao et al., 2010). OgxAB tiene una amplia especificidad
de sustrato que incluye cloranfenicol, trimetoprim y quinolonas, como ciprofloxacina, flumequin,
norfloxacina y &cido nalidixico (G. A. Jacoby et al., 2014; Rodriguez-Martinez et al., 2016). El
gen correspondiente, no solo estd presente en los plasmidos, sino que también se encuentra
comunmente en el cromosoma de K. pneumoniae, donde se ha observado una variacion de
expresion de hasta 20 veces. Existe una alta prevalencia de la bomba de flujo de salida OqxAB en
K. pneumoniae productora de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) y este organismo
representa un reservorio potencial para la diseminacion de esos genes. La alta expresion de esta
bomba de eflujo contribuye a la reduccién de la sensibilidad a las quinolonas en aislados clinicos

de K. pneumoniae productora de BLEE (Rodriguez-Martinez et al., 2016).
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3. Metodologia

3.1 Disefo

3.1.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo de corte transversal.

3.1.2 Area de estudio

Esta investigacion se realiz6 a partir de los aislamientos de Salmonella spp., de origen
alimentario provenientes de las tres principales plazas de mercado de la ciudad de Barrancabermeja
(Santander): Central, Torcoroma y Satélite. Las condiciones climaticas para este municipio son:
precipitacién media anual de 2.836 mm; temperatura promedio de 28,4 °C, una humedad relativa

entre 76-83% y 75.94 m.s.n.m. (IDEAM).

3.1.3 Aislamientos de Salmonella spp

Los aislamientos de Salmonella spp. se obtuvieron del procesamiento de tres matrices

alimentarias (queso, pollo y carne de cerdo) provenientes de las tres plazas de mercado de la ciudad

de Barrancabermeja®, donde se recolectaron 100 muestras por cada matriz aleatoriamente. El

3 En la obtencion de estos aislamientos participaron los estudiantes del programa de veterinaria de UNIPAZ, como parte de su
trabajo de grado y los miembros del equipo de investigacion que hacen parte del proyecto de investigacion aprobado por
MINCIENCIAS No. 110274455994.
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numero de muestras recolectadas se realizd basado en la frecuencia de Salmonella reportada en
estudios previos en la ciudad de Barrancabermeja, con un intervalo de confianza del 95 %

(Alexander David Castro et al., 2016).

Los aislamientos fueron obtenidos como parte de un proyecto macro aprobado por
MinCiencias, acorde a la guia estandar internacional ISO 6579:2002, utilizando el método
horizontal para la determinacidn de la presencia o ausencia de Salmonella spp. en donde después
preenriquecimiento e incubacion, se usaron dos caldos de enriquecimiento Rappaport Vassiliadis
y Tetrationato, cada caldo se cultivd en cuatro tipos de agar selectivo para Salmonella (Hektoen-
HE, Bismuto Sulfito-BS, Salmonella Shigella-SS y Xilosa Lisina Desoxicolato-XLD) y se
seleccionaron hasta dos colonias sospechosas de Salmonella por agar y se cultivaron en agar
nutritivo para la bioquimica posterior. De cada uno de ellos se seleccion6 una colonia con las
caracteristicas fenotipicas de Salmonella spp. y se identific tanto serolégicamente por antisueros
policlonales, bioquimicamente y molecularmente mediante la presencia del gen invA. Por ende de

cada muestra se podian obtener mas de un aislamiento (ver figura 2).

La seroagrupacion se realiz6 utilizando el kit comercial “Wellcolex Colour Salmonella”, acorde
a lo indicado por el fabricante. Los resultados de este proceso hacen parte del trabajo de maestria
denominado “Determinacion de genes de virulencia codificados en islas de patogenicidad y
plasmidos en Salmonella spp. aislada de pollo, queso y carne de cerdo en la ciudad de
Barrancabermeja, Santander” (Alarcdn Navas, 2021), en el cual se obtuvieron un total de 277

aislamientos de Salmonella spp., confirmados molecularmente (ver figura 2).
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A los 277 aislados se les realizé antibiograma por el método de difusion en disco , Kirby-Bauer
segun protocolo establecido por el CLSI (Hudzicki, 2009) con los siguientes antibidticos:
ciprofloxacina (CIP 5ug), ampicilina (AMP 10ug), amoxicilina-acido clavulanico (AMC
20/10p9), cefotaxime (CTX 30ug), ceftazidime (CAZ 30ug), ceftriaxona (CRO 30pug), cefepime
(FEP 30ug), aztreonam (ATM 30ug), trimethoprim/sulfamethoxasole (SXT1.25/23.75 ug) y
cloranfenicol (C30ug). Se utilizo el suplemento M100 del CLSI Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) del 2018 y como control del proceso se utilizo la cepa de E. coli ATCC

25922.

Con el fin de caracterizar los aislamientos , se utilizé la clasificacion propuesta por Magiorakos
y col, para definir multirresistencia a los farmacos en las bacterias que se definen asi: multidrogo
resistentes MDR resistencia al menos a un agente en tres 0 méas categorias de antimicrobianos;
resistencia extrema a los medicamentos (XDR) resistencia al menos a un agente en todas las
categorias de antimicrobianos menos de dos (es decir, los aislados bacterianos siguen siendo
sensibles a solo una o dos categorias); pandrug resistente (PDR) se define como resistencia a todos
los agentes en todas las categorias de antimicrobianos (es decir, ningin agente probado como
sensible para ese organismo). Por tanto, un aislado bacteriano que se caracteriza como XDR
también se caracterizara como MDR. De manera similar, un aislado bacteriano tendria que ser

XDR para poder definirlo mejor como PDR (Magiorakos et al., 2012) (Apéndice F).
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Figura 3.
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2.1.1.7 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI).

La determinacion de la CMI de los aislamientos en los que fueron detectados al menos un gen
de tipo PMQR fue realizada en el Hospital Universitario de Santander, en el equipo BD Phoenix™
automated identification and susceptibility testing system. El reporte del equipo incluyo los
siguientes antibidticos Amikacina (AMK); Ampicilina (AMP); Ampicilina —Sulbactan (SAM);
Cefazolina (CFZ); Cefepima (FEP); Cefoxitina (FOX); Ceftazidina (CAZ); Ceftriazona (CRO);
Ciprofloxacina (CIP); Ertapenem (ETP); Fosfomicina c¢/G6P (FOF); Gentamicina (GEN);

Imipenem (IPM); Levofloxacino (LEV); Meropenem (MEM); Piperacilina-Tazobactam (TZP);
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Tigeciclina (TGC); Trimetropin — Sulfametoxazol (SXT). Como cepa control se utilizé la E. coli

ATCC 25922.

3.2 Deteccion molecular de genes de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos

(PMQR)

3.2.1 Obtencidn del material genético

La extraccién de ADN de los aislamientos de Salmonella spp. se realizé utilizando el protocolo
de extraccién por ebullicion, en el cual a partir de un cultivo puro se prepard una suspension
bacteriana en 200uL de agua MQ estéril de cada uno de los aislamientos, se llevd a ebullicion
durante 20 minutos en un bafio termorregulado, se centrifugd por cinco minutos a 6000 rpm y se
recolectd el sobrenadante, al cual con la ayuda de un espectrofotometro UV-Vis Thermo
Scientific™ NanoDrop™ se le determino la concentracion de ADN vy se llevé a 300 — 600ng para

su utilizacién (ver figura 4).

La presencia de los genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gnrVC, ogxA, ogxB, aac(6”)lb-cr y
gepA se detecté por PCR convencional (en punto final), y los fragmentos amplificados fueron

purificados y secuenciados para determinar sus alelos, los iniciadores se describen en la tabla 4.
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Figura 4.

Diagrama de flujo para la identificacion de PMQR.
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Nota: La activacién de los aislados se realiz6 en caldo tripticasa de soya (CASO) y despueés fue
sembrado en agar xilosa, lisina, desoxicolato (XLD) para verificar la presencia de sus
caracteristicas fenotipicas.

3.2.2 Protocolo de amplificacién por PCR

La PCR se realiz6 en un termociclador AERISTM (ESCO), los protocolos de cada uno de los

genes se encuentran detallados en el apéndice B. Como control positivo se utilizaron aislamientos

que contenian el PMQR, los cuales fueron aislamientos previamente secuenciados en otro estudio,

ver apéndice E.

La reaccion para la PCR se llevo a cabo para un volumen final de 25 pl, se utilizo la enzima

Taq DNA Polymerase, recombinant (5U/uL) polimerasa (Thermo Scientific™), el detalle de la
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mezcla de reaccion para cada gen y las diferentes condiciones de amplificacion se pueden consultar

en el apéndice B.

Tabla 4.

Iniciadores utilizados para la deteccion de genes de resistencia

GEN Secuencia 5"-3 Tamano Ta Ref
esperado (pb)
F TGCCAGGCACAGATCTTGAC (Cattoir Poirel Rotimi
579 54 ' ' '
R| AGAGGATTTCTCACGCCAGG Soussy, & Nordmann, 2007)
gnrA
F GCCGTATGGATATTATTGA
662 56 (Benaicha et al., 2017)
R CTAATCCGGCAGCACTAT
F GGGTTGTACATTTATTGAATCG
308 50 (M. Wang et al., 2009)
R CACCTACCCATTTATTTTCA
gnrC
F ACTGAGTTGGCTCATGTAGC
932 52 (Benaicha et al., 2017)
R CCATTAAGTGACCCGTTG
F AACAAGCTGAAGCGCCTG
582 55 (Cavaco et al., 2009)
R CGAGATCAATTTACGGGGAATA
gnrD
F GGGATTGTATGAATCAATTTTAGC
799 55 (Jamborova et al., 2017)
R ATGTCGCTTCGCTCCGTTTTG
F TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
427 54 (Cattoir et al., 2007)
s R GCAAGTTCATTGAACAGGGT
gnr
ATGGAAACCTACAATCATAC
492 52 (Benaicha et al., 2017)
R AAAAACACCTCGACTTAAGT
F GGMATHGAAAATCGCCACTG
264 55 (Cattoir et al., 2007)
R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
gnrB
F CCTGAGCGGCACTGAATTTAT
409 56 (Benaicha et al., 2017)
R GTTTGCTGCTCGCCAGTCGA
F ATGWYGYCATTACTGTATA
gnrBL 676 54 (Cruz et al., 2013)
R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
F GTTRGCGAAAAAATTRACAG
gnrBC 626 51 (Cruz etal., 2013)
R CCMATHAYMGCGATRCCAAG
gnrvCl F TTAGTCAGGAACAATGATTAC 656 45 (Cavaco et al., 2009)
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. Tamarfio
GEN Secuencia 5°-3 esperado (pb) Ta Ref
R TGGAAAAATCAAAGCAATTAT
F GTTATATGTACAAGCAGACT
gnrVC2 554 45 (Cavaco et al., 2009)
R TCCGAGGGTCTAAACCATACA
F CGATCTCATATCGTCGAGTGTT
476 60 (Cruz et al., 2013)
R TTAGGCATCACTGCGTGTTC
aac(6')-1b
F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA (Park, Robicsek, Jacoby, Sahm
482 45 ’ . ' '
R| CTCGAATGCCTGGCGTGTTT & Hooper, 2006)
F CCACTCTTCACGGGAGACGA
0gxA 393 58 (Kim et al., 2009)
R CTCGGCGCGATGATGCT
F TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC
0gxB 513 65 (Kim et al., 2009)
R CTCGGCCATTTTGGCGCGTA
F AACTGCTTGAGCCCGTAGATC
gepA 502 63 (Cruz etal., 2013)
R ACATCTACGGCTTCTTCGTCG

3.2.3 Visualizacion de los productos amplificados

La visualizacion e identificacion del tamafio de cada producto se realizo en geles de agarosa al

2% en buffer Tris Acetato EDTA (TAE-1X) (ver preparacion en el apéndice D), como intercalante

de ADN se utilizé6 Midori Green® (1X) y el marcador de peso molecular de 100pb (NEW

ENGLAND BioLabs).

La electroforesis se realiz6 a un voltaje constante de 70 voltios durante 60 minutos,

posteriormente, los geles fueron visualizados y documentados con el equipo ChemiDoc™ Bio-

Rad.
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3.2.4 Secuenciacion

Los productos amplificados fueron purificados utilizando el Kit comercial PureLink™ Quick
Gel Extraction y se enviaron a secuenciar a la compafiia Macrogen DNA Sequencing Service en
Sedl, Corea. Las secuencias se analizaron empleando los programas: Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST), Codon Code aligner y Vector NTI.

3.3 Estabilidad de los genes

Para medir la estabilidad de los genes en los aislamientos en que se detectd el gen gnr, los
aislamientos fueron reactivados en un caldo enriquecido (CASO), y después se confirmd su
fenotipo en agar XLD, y se realizo el rastreo del gen por PCR para verificar la presencia o ausencia

del mismo cada cinco generaciones; el total de repiques por aislamiento fue de 50. (ver figura 5).

3.4 ERIC-PCR y REP-PCR

Para determinar patrones de clonalidad entre los aislamientos se utilizaron las técnicas de ERIC-

PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence-Based PCR) y REP-PCR

(Repetitive Element Palindromic PCR). Los iniciadores usados se presentan en la tabla 5.
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Figura 5.

Diagrama de flujo para identificar estabilidad del gen gnr.
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Nota: Cada 5 generaciones se confirmaba a través de siembra en XLD la presencia de Salmonella

en los aislados tratados.
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Tabla 5.

Indicadores de clonalidad

Gen Iniciadores 5°-3°
ERIC
Ericl CACTTAGGGGTCCTCAATGTA
Eric 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
REP
Repl GCGCCGICATCAGGC
Rep?2 ACGTCTTATCAGGCCTAC

Los fragmentos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 2% en TBE al 0,5X
(ver apendice D) y se analizaron segun los patrones de bandas empleando los softwar Image Lab™
Bio-Rad y GelJ v.2.0. Basados en la posicion de las bandas (Dice, Jaccard, Ochiai, Jeffrey's X, y
Band difference) y en las curvas de intensidades (Pearson coefficient, Cosine correlation,
Euclidean distance, y Manhattan distance). Una vez calculada la similitud entre las distintas
muestras del dendograma se realizé sobre la base del método de grupos de pares no ponderados

con analisis de media aritmética (UPGMA).
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4. Aspectos éticos

Este proyecto de investigacion denominado “Prevalencia de genes de resistencia a quinolonas
y fluoroquinolonas de codificacion plasmidica en Salmonella spp., aislada de tres matrices
alimentarias en Barrancabermeja” se encuentra anidado en el proyecto denominado
“Determinacion de genes de virulencia y resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas en
aislamientos de Salmonella spp., en alimentos de origen animal”, aprobado y financiado por
MinCiencias 1d.110274455994 y fue realizado a partir de aislamientos de Salmonella spp. que
provienen de tres matrices alimentarias (queso, pollo y cerdo), los aislamientos del estudio fueron
conservados a -80°C, este proyecto no incluye muestras humanas. Este proyecto es de
investigacion cientifica con fines no comerciales, cuyos resultados seran usados con propdsitos
epidemioldgicos. Los microorganismos utilizados son considerados especimenes de especies
domésticas, por lo tanto, no aplica el decreto 1376 de 2013 del Ministerio del Medio Ambiente y
Desarrollo Sostenible y no requiere contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos

derivados.

El manejo de los aislamientos se llevo a cabo con todas las normas de seguridad para
microorganismos de grupo de riesgo 2 (clasificacibn OMS). Se utilizaron elementos de barrera
como guantes, gorro, bata, tapabocas, entre otros, garantizando el manejo seguro por parte de los
investigadores. Los materiales de desecho fueron autoclavados antes de su eliminacion e
inactivados segun lo consignado en el Plan de Gestion Integral de Residuos — PGIR en la seccidn
de residuos peligrosos de riesgo biologico los reactivos se dispusieron adecuadamente e

inactivaron para no causar dafio al medio ambiente, y dar cumplimiento a las normas para el trabajo
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seguro del Sistema de Gestion Integral, en concordancia a la normativa contemplada en la
resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia. Titulo 4,
bioseguridad de las investigaciones referente al trabajo con microorganismos patogenos o material
biolégico que pueda contenerlos. EI manejo de los aislamientos de Salmonella spp. se realiz6 en
los laboratorios de la Escuela de Microbiologia, los cuales cuentan con las normas de bioseguridad

necesarias en el manejo de este tipo de microorganismos.

Por ultimo, el manejo de los residuos quimicos generados en el Laboratorio Central de
Investigaciones se realiz6 seleccionando el contenedor ideal para cada residuo y su posterior
identificacion mediante el rotulo con el nombre del servicio al que pertenecen y el tipo de residuo
que contienen. Ademas, se tuvieron en cuenta las rutas y horarios de recoleccion, las caracteristicas
de los sitios de almacenamiento temporal, las directrices para la segregacion de los residuos, el
tratamiento y la verificacién de su correcta disposicidn, segun lo establecido en el Articulo 6 del
Decreto 4741 de 2005. Los procedimientos de tratamiento de desechos se acogieron a las normas
generales de los aspectos ambientales y de salud ocupacional de la Universidad Industrial de

Santander, asegurando que no se generara algin adverso efecto sobre el medio ambiente.
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5. Resultados

5.3 Identificacion molecular de genes de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos

(PMQR)

A través de PCR punto final en los 277 aislados de Salmonella spp. se testearon los genes gnrA,
gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gnrVC1, gnrVC2, los cuales hacen parte de la familia de los pentapéptidos
repetidos (gnr), hallando solo presencia en el 5,4% (15/277) de los aislados correspondientes a 12
gnrB (4.3%) y tres gnrA (1,07%); estos se encontraron en la matriz pollo (12/122) y cerdo (3/129)
respectivamente, no se encontré ningin gen en la matriz queso, los genes ogxA, ogxB, gepA y

aac(6’)-1b-cr no fueron detectados.

En 15 aislamientos en los cuales se detecto el gen gnr, 12 pertenecian a aislamientos de pollo
de un total de 122 analizadas, en los cuales fue amplificado un alelo similar a gnrB19 con un
porcentaje de similitud, en su proteina entre el 69 al 97 % segln el aislamiento. Los tres
aislamientos restantes fueron aislados de carne de cerdo en los que se detectaron dos alelos
diferentes de gnrA, dos que presentaban gnrA7 con un porcentaje de similitud de proteina entre el
94 y 95% y uno con gnrA3 con porcentaje de similitud del 90%. No se detectd ningin otro
determinante de tipo PMQR en los aislamientos restantes de las tres matrices alimentarias. (Ver

tabla 6) (Ver apéndice E).
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Tabla 6.

Porcentaje de identidad de las secuencias consensos de los gnr detectados

51

Cepa Caddigo Matriz WPj/(.;6Q32251543.1 wf&;;;tgm Resultado
8T-SS 3 Pollo 89% 89% QnrB19 like
24R-BS 5 Pollo 69% 69% QnrB19 like
24R-XLD 6 Pollo 91% 91% QnrB19 like
24T-XLD 13 Pollo 82% 82% QnrB19 like
24R-HE 23 Pollo 83% 83% QnrB19 like
17T-BS 37 Pollo 95% 95% QnrB19 like
48T-XLD 44 Pollo 97% 97% QnrB19 like
17T-XLD 48 Pollo 93% 93% QnrB19 like
40T-SS 49 Pollo 93% 93% QnrB19 like
40R-XLD 50 Pollo 94% 94% QnrB19 like
23R-SS 51 Pollo 93% 93% QnrB19 like
24R-SS 66 Pollo 94% 94% QnrB19 like
Cepa Cadigo Matriz WP_O/:)%:;??,G%J wpﬁgsggﬁgzm Resultado
52T-HE 13 Cerdo 95% 95% QnrA7 like
44T-HE 19 Cerdo 93% 94% QnrA7 like
Cepa Cadigo Matriz WP_D/;S;:Q?QZJ wzﬁ:;?s]z'g‘u Resultado
85T-HE 120 Cerdo 90% 89% QnrA3 like

5.2 Perfil de sensibilidad a de los aislamientos

Se realizo el perfil de sensibilidad a los 277 aislamientos de Salmonella spp. 169 (61%) fueron

sensibles, 6 (2,2%) intermedios y 102 (36,8%) resistentes a las quinolonas (Q) y fluoroquinolonas

(FQ) probadas dentro del estudio (ver figura 6). Se destaca que el mayor porcentaje de sensibilidad

a estos antibidticos se presentd en la matriz de queso, donde todos los aislamientos fueron sensibles

a las quinolonas y fluoroquinolonas probadas (ver figura 5). En el caso de la matriz de cerdo el
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porcentaje de aislamientos sensibles fue del 83% (107/129), donde el 99% (128/129) de estos
fueron sensibles a NOR, seguido de 98% (126/129) a LEV, 93% (120/129) a CIP y 85% (14/122)
a NA. El menor porcentaje de sensibilidad a quinolonas y fluoroquinolonas se present6 en la matriz
de pollo siendo sensibles en un 69,7% (85/122) aNOR, 95,1% (116/122) a LEV, 86,1% (105/122)
a CIP 49,2% (60/122) y 29,5% (36/122) a NA. Asimismo, se identificd que el 36,5% (101/277) de

los aislamientos son sensibles a todos los antibidticos que fueron probados.

Respecto al perfil de sensibilidad a antibioticos de tipo betalactdmicos (AMC, CTX, CAZ, FEP) y
sulfonamidas (SXT) se encontrd que al igual que en el caso de fluoroguinolonas y quinolonas, la
matriz de queso presenta el mayor porcentaje de sensibilidad (100% STX, 92% AMC, 96% CTX,
96% CAZ y 96% FEP). En relacion con las matrices de cerdo y pollo se observa que en el grupo
de betalactamicos el mayor porcentaje de sensibilidad se encuentra para AMC (90% y 84%
respectivamente) comparado con las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Finalmente,
con respecto a STX el menor porcentaje de sensibilidad fue detectado en los aislamientos de pollo

con un 38%, comparado con la matriz de cerdo en la cual se obtuvo un 81% (ver figura 5)

En otro punto, y segun la clasificacion propuesta por Magiorakos y col, para definir
multirresistencia a los farmacos en las bacterias, se hallé que los aislados que contenian un PMQR
se catalogaron como bacterias MDR, en los siguientes porcentajes: para pollo del 84,4% y 52,7%

en cerdo. Los porcentajes de sensibilidad se observan en la figura 6.
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Figura 6.

Porcentaje de sensibilidad de los aislados de Salmonella spp.
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Antibiotiicos

Nota: Levofloxacina: LEV, Ciprofloxacina: CIP, Norfloxacina: NOR, Nalidixico: NA,
Ampicilina: AMP, Amoxicilina, clavulanico: AMC, Cefotaxima: CTX, Ceftazidima: CAZ,
Ceftriaxona: CRO, Cefepima: FEP, Aztreonam: ATM, Sulfametoxazol/trimetoprim: STX,
Cloranfenicol: C.

Asimismo, se torna preocupante que el 63,5% presenta resistencia al menos a uno de los

antibidticos, o son resistente a multiples antibidticos (RMA) (ver tabla 7 y figura 7.)

Asimismo, se establecié que de los 277 aislados de Salmonella spp. el 36,8% (102/277)
presentaron resistencia al menos a una fluoroquinolona o a ua quinolona, distribuyéndose asi;
69,7% (85/122) pollo y 13,2% (17/129) cerdo. El perfil de resistencia de cada uno de los aislados
para queso fueron todos sensibles a todas las quinolonas y fluorogquinolonas probadas en el estudio;

para pollo y cerdo se pueden observar la distribucion en la tabla 8.
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Tabla 7.
Frecuencia de la presencia de resistencia a antibidticos en aislados de Salmonella spp., para las

diferentes matrices.

NUmero Queso Pollo Cerdo Total
n=26(%) n=122(%) | n=129(%) | n=277(%)
0 23(88,5) 17(13,9) 64(49,6) 104(36,8)

1 1(3,8) 2(1,6) 24(18,6) | 27(10,1)

2 1(3,8) 4(3,3) 5(3,9) 10 (4,0)

3 8(6,6) 5(3,9) 13(4,7)

4 2(1,6) 7(5,4) 9(3,2)

5 9(7,4) 5(3,9) 14(5,1)

6 7(5,7) 2(1,6) 9(3,2)

7 22(18,0) 7(5,4) 29(10,5)

8 1(3,8) 28(23,0) 8(6,2) 37(13,4)

9 15(12,3) 2(1,6) 17(6,1)

10 5(4,1) 5(1,8)

11 2(1,6) 2(0,7)

12 1(0,8) 1(0,4)

Total resistencia 1* 1(3,8) 2(1,6) 24(18,6) 27 (9,7)
Total resistencia 2-3* 1(3,8) 21(17,2) 23(17,8) 44(16,2)
Total resistencia 4-5* 1(3,8) 34(27,9) 16(12,4) 51(18,4)
Total resistencia > 6* 48(39,3) 2(1,6) 50(18,1)

Nota: Los nimeros agrupados en la columna indican la cantidad de antibioticos a los que los
aislamientos son resistentes, donde 0 indica el porcentaje de aislamientos sensibles a todos
antibioticos probados en el estudio y 12 es el nimero maximo de antibidticos probados,
independientemente de su clase. No se tuvieron en cuenta aislados con categoria sensibles
dependientes o intermedios. *Hace referencia a los grupos de antibiéticos a los que los
aislamientos son resistentes segun la clasificacién de Magiorakos y colaboradores (Magiorakos et
al., 2012).



DETECCION DE DETERMINANTES DE TIPO PMQR EN Salmonella spp. 55

Figura 7.

Grafica del porcentaje de resistencia a antibidticos en aislados de Salmonella spp. para las
diferentes matrices.
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Tabla 8.

Frecuencia de la presencia de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas en aislados de

Salmonella spp., para las diferentes matrices.

Perfil de Resistencia Queso Pollo Cerdo Total
aQyFQ n=26(%) n=122(%) n=129(%) n=277(%)
LEV 0 0 1(5,9) 1(1,0)
cIp 0 0 1(5,9) 1(1,0)
NOR 0 0 1(5,9) 1(1,0)
NA 0 74 (87,1) 12(70,6) 86(84,3)
CIP,NA 0 3(3,5) 2(11,8) 5(4,9)
NOR,NA 0 2(2,4) 0 2(2,0)
LEV,NOR,NA 0 3(3,5) 0 3(2,9)
LEV,CIP,NA 0 2(2,4) 0 2(2,0)
LEV,CIP,NOR,NA 0 1(1,2) 0 1(1,0)
Total 0(0) 85(69,7%) 17(13,2) 102(36,8%)

Nota: Levofloxacina: LEV, Ciprofloxacina: CIP, Norfloxacina: NOR, Nalidixico: NA. No se
tuvieron en cuenta aislados sensibles dosis dependientes o intermedios.
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5.4 Perfil de sensibilidad de los aislados con PMQR

El perfil de sensibilidad determinado por CIM de los 15 aislamientos con PMQR se presenta
en la tabla 9, donde se puede observar una resistencia disociada entre cefalosporinas de tercera, y

resistencia de todos los aminoglucdsidos probados en este estudio.

Tabla 9.

Perfil de sensibilidad por concentracion minima inhibitoria de los aislamientos de Salmonella

con PMQR.

Aislamiento | LEV | CIP | AMP | SAM | CFZ | CAZ | FEP | FOX | CRO | AMK | ETP | FOF | GEN | IPM | MEM | TZP | TGC | SXT
8T-SS NR [ R S S S S R R R S S R S S S S R
24R-BS R R R R R S | R R R S S R S S S S S
24R-XLD R R R R R S R R R R S S R S S S S S
24T-XLD R R R R R S R R R R S S R S S S S S
24R-HE R R R R R S S R R R S S R S S S S R
17T-BS NR S S S S S S R S R S S R S S S S S
48T-XLD NR R S S S S S R S R S S R S S S S S
17T-XLD NR R S S S S S R S R S S R S S S S R
40T-SS NR [ R S R S | R R R S R R S S S S R
40R-XLD NR | R S R S | R R R S R R S S S S R
23R-SS NR | R S R S | R R R S S R S S S S S
24R-SS R R R S R S R R | R S S R S S S S S
52T-HE NR S S S S S S R S R S S R S S S S S
44T-HE NR S R S S S S R S R S S R S S S S S
85T-HE NR S S S S S S R S R S S R S S S S S

Nota: NR: No resistentes, se refiere a que los aislamientos pueden ser sensibles o intermedios.
Amikacina (AMK); Ampicilina (AMP); Ampicilina —Sulbactam (SAM); Cefazolina (CFZ);
Cefepima (FEP); Cefoxitina (FOX); Ceftazidima (CAZ); Ceftriaxona (CRO); Ciprofloxacina
(CIP); Ertapenem (ETP); Fosfomicina c/G6P (FOF); Gentamicina (GEN); Imipenem (IPM);
Levofloxacino (LEV); Meropenem (MEM); Piperacilina-Tazobactam (TZP); Tigeciclina (TGC);
Trimetoprima — Sulfametoxazol (SXT).
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Asimismo, se pudieron identificar los diferentes perfiles de resistencia a quinolonas y
fluoroquinolonas, encontrando que los aislados que tenian presencia de un PMQR el 47% (7/15)
presenta resistencia a una Q o FQ probada, y el 100% de los aislados presentan en su perfil
mostraron ser intermedios a una Q o FQ, lo que pudiera explicar la capacidad de los PMQR en
incrementar la CIM de los aislados. También se observé que los aislados que poseian el gen gnrA
tenian una mayor sensibilidad a la ciprofloxacina, contrario a lo observado con los que tenian

presencia del gen gnrB (ver figura 8 y 9).

Figura 8.

Perfil antimicrobiano por CIM para FQ y Q, y otros grupos de antibioticos.
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EqgnrB 42% 58% 0% 58% 33% 8% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 17% 0% 83% 42% 0% 58%
=PMQR 33% 67% 0% 47% 27% 27% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 13% 0% 87% 33% 0% 67%

Nota: Amikacina (AMK); Ciprofloxacina (CIP); Fosfomicina c/G6P (FOF); Gentamicina (GEN
Levofloxacino (LEV); Trimetoprima — Sulfametoxazol (SXT).
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Figura 9.

Perfil de resistencia por CIM para B-lactamicos y cefalosporinas.
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Nota: Ampicilina (AMP); Ampicilina —Sulbactam (SAM); Cefazolina (CFZ); Cefepima (FEP);
Cefoxitina (FOX);  Ceftazidima (CAZ); Ceftriaxona (CRO); Piperacilina-Tazobactam (TZP).

Para el caso de los antibioticos del grupo carbapenen como Imipenem (IPM); Ertapenem (ETP);

Meropenem (MEM); todos los aislados fueron sensibles asi como a la Tigeciclina (TGC).

En este sentido se pudo determinar que los aislados que poseen un PMQR son MDR y poseen
resistencia a multiples antibiéticos (MRA); encontramos que el 53,3% (8/15) presentaron
resistencia a mas de 8 antibidticos (ver tabla 10), de igual manera se encontré que el 1009%(15/15)
de los aislados con PMQR son resistentes al grupo de los aminoglucésidos y cefamicinas, el 67%

(10/15) poseen resistencia al grupo de las penicilinas, el 60% (9/15) al grupo de cefalosporinas de
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espectro extendido. En cuanto a los siguientes grupos de antibidticos: cefalosporinas de tercera,
cuarta generacion, cefalosporinas de espectro no extendido, cefalosporinas de 1ra 'y 2da generacion

los aislados son resistentes en un 53% (8/15) y el 47%(7/15) al grupo de las fluoroquinolonas.

Tabla 10.
Frecuencia de la presencia de resistencia a antibioticos en aislados de Salmonella spp., con

presencia de PMQR.

Numero Antibiéticos qnrB qnrA PMOR
n=12(%) n=3(%) n=15(%)
3 1(8,3) 2(66,6) 3(20)
4 1(8,3) 1(33,4) 2(13,3)
5 1(8,3) 1(6,6)
6 2(16,6) 2(13,3)
8 3(25) 3(20)
9 1(8,3) 1(6,6)
10 3(25) 3(20)
Total resistencia 2 — 4* 3(20,0) 3(100) 6 (40,0)
Total resistencia 5 — 6* 5(33,3) 5(33,3)
Total resistencia =7* 4(26,7) 4(26,7

Nota: Los nimeros agrupados en la columna indican la cantidad de antibioticos a los que los
aislamientos fueron resistentes. *Hace referencia a los grupos de antibiéticos a los que los
aislamientos son resistentes segun la clasificacion de Magiorakos y otros (Magiorakos et al., 2012).

Para el grupo de los Inhibidores de la via del folato se encontré resistencia en un 33%(5/15) y

27% (4/15) al grupo de las penicilinas antipseudomonas mas inhibidores de B-lactamasa segun la

clasificacion de Magiorakos y coloboradores (Magiorakos et al., 2012).
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Tambien se identifico que el 80% (12/15) de los aislamientos con PMQR, mostraron resistencia
al cido nalidixico a través del método por difusion de disco, y dos de los aislados (52T-HE y 85T-
HE) con presencia del gen gnrA fueron sensibles a los antibidticos probados por este método y

solo mostraron resistencia a FOX y a los aminoglucosidos (GEN y AMK), e intermedios a LEV.

5.5 Estabilidad de los genes

Frente a la estabilidad de los genes plasmidicos, se observo en los 15 aislamientos con PMQR
deteccion de los tres genes hasta el repique 15 en todas las réplicas lo que mostro estabilidad de
los mismo en un 100%, después de este repique solo nueve aislados (8 qnrB19 like y 1 gnrA3 like)
continuaron amplificando hasta el repique 50, en sus tres replicas, los restante seis aislamientos
dejaron de amplificar entre los repiques 25 — 35. El detalle de los porcentajes observado de las

tres replica se puede observar en la figura 10 y tabla 11

Figura 10.

Estabilidad del gen plasmidico hasta el repique 50.
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Tabla 11.

Estabilidad del gen plasmidico gnr hasta el repique 50.

Repiques qnrB gnrA PMQR
n Pos. n Pos. n Pos.
1 36 36(100%) 9 9(100%) 45 45(100%)
5 36 36(100%) 9 9(100%) 45 45(100%)
10 36 36(100%) 9 9(100%) 45 45(100%)
15 36 36(100%) 9 9(100%) 45 45(100%)
20 36 | 33(91,67%) 9 9(100%) 45 42(93,33%)
25 36 | 27(75,00%) 9 8(88,89%) 45 35(77,78%)
30 36 27(75,00%) 9 8(38,39%) 45 35(77,78%)
35 36 | 25(69,44%) 9 8(88,39%) 45 33(73,33%)
40 36 23(63,89%) 9 3(33,33%) 45 26(57,78%)
45 36 23(63,89%) 9 3(33,33%) 45 26(57,78%)
50 36 23(63,89%) 9 3(33,33%) 45 26(57,78%)

Nota: n: nimero de cepas repicadas por tipo de gen; pos: obtencién del amplificado por PCR del
gen gnr.

5.6 Tipificacion bacteriana

5.6.1 Andlisis de amplificacion de secuencias intergénicas de consenso repetitivas de

enterobacterias (ERIC-PCR)

Las secuencias de ERIC se encuentran en los genomas de Enterobacterales y Vibrionaceae y
se encuentran s6lo en regiones intergénicas transcritas y son especificas para especies y cepas
bacterianas. Las secuencias pueden amplificarse por PCR y usarse para huellas dactilares de
bacterias (Versalovic, Koeuth, & Lupski, 1991). En este estudio se realiz6 ERIC-PCR a los 15
aislamientos que amplificaron el gen gnr, lo que permitira relacionar los aislamientos que

posiblemente podrian pertenecer a un mismo clon o que estan muy relacionados entre si.
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Los perfiles electroforéticos generados por ERIC-PCR fueron 14 de los 15 aislamientos, los
cuales fueron agrupados, con un coeficiente de similitud del 0,85, en cinco grupos de C1-C5. Las

agrupaciones para cada aislamiento se ilustran en la figura 11.

En este sentido, se observd que los aislamientos de Salmonella spp., que presentaban el gen
gnrA se encontraba en los grupos C1 y C2; mientras que los aislamientos con gnrB se hallaban en
los grupos C3, C4 y C5, en donde este Gltimo grupo 24R-HE y 17T-BS, presentaron el mismo
patrén electroforético, lo que indica una mayor relacion entre ellos. Sin embargo, al relacionarlos
con su virotipo, perfil de resistencia y grupo seroldgico no se puede concluir que se traten de clones

(ver tabla 12).

Figura 11.

Perfiles electroforéticos generados por ERIC-PCR y dendograma derivado del agrupamiento.
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5.6.2 Analisis de amplificacion de elementos palindromicos extragénicos repetitivos (REP-PCR)

Los elementos REP son secuencias repetitivas y palindrémicas de 21 a 65 pb ubicadas en el
espacio extragénico de los genomas bacterianos (Rasschaert et al., 2005; Tobes & Ramos, 2005).

Los REP-PCR generados en este estudio presentaron ocho perfiles electroforeéticos, los cuales
fueron agrupados, con un coeficiente de similitud del 0,88, en seis grupos de C1 — C6, a diferencia
de la ERIC-PCR, los alelos gnrA presentaron menor similitud distribuyéndose en los grupos C2 y
C5, en este ultimo grupo el aislamiento con qnrA(44T-HE), muestra el mismo patrén
electroforético que el aislamiento 85T-HE, que presenta gnrB, los tres patrones restantes
pertenecen al grupo C1 con los aislamientos17T-XLD y 48T-XLD, al grupo C4 con 40R-XLD y

40T-SS, C6 con los aislamiento 24T-XLD, 24R-XLD, 24R-BS y 8T-SS (ver figura 12).

Figura 12.

Perfiles electroforéticos generados por REP-PCR y dendograma derivado del agrupamiento.
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Tabla 12.

Virotipos, perfil de resistencia y grupo serolégico de Salmonella spp, con presencia de PMQR

Grupos Id Grupo Alelo Virotipo Perfil de Resistencia
C2E,C2R | 52T-HE Ng q;,?f ssaD-ttrC-avrA GEN, AMK, FOX
C2E, C5R 85T-HE Ng gnrA3 invE, ssef, ssaD, ssaQ, ttrC,avrA GEN, AMK, FOX
C1E,C5R | 44T-HE Ng gnrag | MVE sseF, spvB,ssab,spvC,ssaQ, GEN, AMK, FOX, AMP

ttrC,avrA
C3E, C3R | 23R-SS C gnrB19 | invE, sseF, ssaD, ssaQ (F;OEg’ AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, CIP, AMP,
C5E, C4R | 40R-XLD C gnrB19 | invE, sseF, ssaD, ssaQ, ttrC, avrA GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, CIP, 5XT,

AMP,FOF

. GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, CIP, SXT,
C5E,C4R 40T-SS C gnrB19 |invE, ssef, ssaD, ssaQ, avrA AMP, FOF
C3E, C6R | 24R-SS B gnrB19 | invE,ssef GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, LEV, CIP,

AMP

. GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, LEV, CIP,
C3E, C6R | 24R-BS B gnrB19 | invE, ssef, ssaD, ssaQ AMP, SAM

. GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, LEV, CIP,
C3E, C6R 24T-XLD B gnrB19 |invE, ssef, ssaD, ssaQ, avrA AMP, SAM

. GEN, AMK, CFZ, CRO, FEP, FOX, LEV, CIP,
C3E, C6R | 24R-XLD B gnrB19 | invE, ssef, ssaD, ssaQ, ttrC,avrA AMP, SAM
C3E, C6R | 8T-SS B gnrB19 | invE, ttrC GEN, AMK, CRO, FOX, CIP, SXT, AMP, SAM
C5E, C1R 17T-BS EoG gnrB19 |invE, ssef, ssaD, ssaQ, ttrC, avrA GEN, AMK, FOX
C4E, CIR | 48T-XLD C gnrB19 |invE, ssef, ssaD, ssaQ, ttrC, avrA GEN, AMK, FOX, CIP
C5E, CIR | 24R-HE B gnrB19 | invE, ssef, ssaD, ssaQ GEN, AMK, FOX, CIP
C5E, CIR | 17T-XLD EoG gnrB19 | invE, ssef, ssaD, ttrC GEN, AMK, FOX, CIP, SXT

Nota. Amikacina (AMK); Ampicilina (AMP); Ampicilina —Sulbactam (SAM); Cefazolina (CFZ2);
Cefepima (FEP); Cefoxitina (FOX); Ceftazidima (CAZ); Ceftriaxona (CRO); Ciprofloxacina
(CIP); Fosfomicina c/G6P (FOF); Gentamicina (GEN); Levofloxacino (LEV); Trimetoprima —
Sulfametoxazol (SXT). Ng: Negativo. E: ERIC-PCR, R: REP-PCR
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6. Discusion

6.1 Perfiles de resistencia bacterianay PMQR

El incremento de la prevalencia de Salmonella spp. con disminucion de la sensibilidad a los
antimicrobianos ha sido un reto para la salud publica y una preocupacion frente al uso racional de
los antibidticos (Brooks & Brooks, 2014; de la Salud, 2015; He et al., 2020). Las fluoroquinolonas
y quinolonas han sido los antibi6ticos de eleccidn para el tratamiento de ETA y en especial de
infecciones causadas por Salmonella spp (B. R. Pribul, Festivo, de Souza, & Rodrigues Ddos,
2016; Wen, Best, & Nourse, 2017). En este sentido, la resistencia al acido nalidixico y a la
ciprofloxacina, aument6 significativamente en los altimos afios, pero los niveles altos de

resistencia a otras fluoroquinolonas son, hasta ahora, escasos (He et al., 2020).

En general en la literatura relaciona la resistencia a Q y FQ con los mecanismos cromosémicos
y, con mayor frecuencia a alteraciones en los sitios de union de las quinolonas a las enzimas de
tipo topoisomerasas (topoisomerasas de tipo 1I: ADN girasa o topoisomerasa V). Las mutaciones
en la region de determinantes de resistencia a quinolona (QRDRs del inglés quinolone resistance-
determining regions) generan resistencia a las quinolonas (Rodriguez-Martinez et al., 2016) (G.
A. Jacoby et al., 2014), es decir entre mayor numero de mutaciones mayor es la resistencia a este
tipo de antibioticos. En Salmonella spp. y otras bacterias estas mutaciones estan relacionadas con
la resistencia al &cido nalidixico (NAL) y ciprofloxacina (CIP) (Abgottspon et al., 2014) (L Maka

& Popowska, 2016).
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La resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQR) se ha encontrado en aislamientos
clinicos y ambientales de todo el mundo y parece estar extendiéndose (Rodriguez-Martinez et al.,
2016; Tyson et al., 2017). En Salmonella spp. tiene importantes implicaciones para la salud
publica, aunque los mecanismos de PMQR por si solos causan solo un nivel bajo de resistencia a
las quinolonas, ellos pueden complementar otros mecanismos de resistencia cromosomica para
alcanzar el nivel de resistencia clinica y facilitar la seleccion de un nivel de resistencia superior, lo
que plantea una amenaza para el tratamiento de infecciones por microorganismos que albergan
estos mecanismos (Abgottspon et al., 2014; G. A. Jacoby et al., 2014; Kuang et al., 2018; Bruno
R. Pribul et al., 2017). En otras palabras, la adquisicién de genes PMQR conduce a una menor
sensibilidad de las fluoroquinolonas, lo que acelera la seleccion de mutantes resistentes a las
mismas; usualmente son aislamientos que llevan genes de resistencia a otro tipo de antibidticos

como los betalactamicos.

En el presente estudio, las pruebas fenotipicas y la deteccidn de resistencia PMQR en cepas
aisladas en diferentes matrices alimentarias de cerdo (n=129); pollo (n=122) y queso (n=26),
permitieron identificar una alta prevalencia de resistencia a fluoroquinolona (FQ) y quinolonas (Q)
mediante las pruebas de difusion en disco y CMI en las cuales el 33,8% de los aislados (102/277)
presentaron resistencia al menos una fluoroquinolona o quinolona, estos se distribuyeron asi;
69,67% pollo y 13,17% cerdo, para el caso de la matriz queso no se pudieron identificar genes
PMQR. Se reportan resultados similares en otros estudios en Asia, Europa y América del Norte

(ver tabla 12) (He et al., 2020; L. Maka et al., 2018; B. R. Pribul et al., 2016; Xu et al., 2020).
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De los 102 aislados resistentes a una Q o FQ exhibieron resistencia multiple a la mayoria de los
antibioticos probados; nueve de los cuales 18 (17,0%) fueron resistentes a >10 agentes
antimicrobianos probados, 60 (56%) fueron resistentes entre 7 y 9 agentes y 29 (27%) entre 2y 6
agentes. Los cuatro aislamientos restantes (2,2%) eran resistentes a cuatro tipos de quinolonas,

pero aun eran susceptibles a los otros antibidticos probados.

En este trabajo se pudo establecer la baja frecuencia de determinantes de resistencia de
codificacién plasmidica, para Q y FQ, con solo 14,7% (15/102) de los aislamientos que presentaron
resistencia a alguno de los farmacos de esta familia, demostrando una baja prevalencia de
aislamientos portadores de genes PMQR en los aislamientos de Salmonella que provenian de
alimentos. De los aislados que contenian un PMQR se determind que todos son RMA, asimismo
se observo una resistencia disociada entre cefalosporinas de tercera, y resistencia de todos los
aislamientos a amikacina y a gentamicina. En estudios similares se encontraron frecuencias de
PMQR en alimentos muy parecidos a los hallados (ver tabla 12). Los datos obtenidos en este
estudio y los comparados con estudios similares demuestras que Salmonella spp., esta
ampliamente presente en todo el mundo en los alimentos de origen animal, asi como el incremento
en la resistencia bacteriana. Particularmente para Barrancabermeja, la presencia de Salmonella en
las matrices alimentarias podria estar estrechamente relacionado con las altas temperaturas y la
humedad asociadas con el clima en la region subtropical de esta regién del pais, y asi como
deficiencias en la buenas practicas agropecuarias, lo que conlleva a un mal uso de los antibiéticos
en la industria agroalimentaria lo que en cierta medida explicaria el aumento en la resistencia
(Alexander David Castro, 2015)(Alexander David Castro et al., 2013; Xiaoting et al., 2021) y la

relacién con las condiciones climaticas (Z. Chen et al., 2021°).
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La presencia de genes PMQR esta relacionada “con una menor sensibilidad a las

fluoroquinolonas”, acelerando la seleccion de mutantes resistentes a las fluoroquinolonas (Bruno

R. Pribul et al., 2017; Xu et al., 2020). Estudios similares encontraron que muchos de los aislados

que presentan resistencia a uno o mas antibidticos de este grupo, coincidian con mutaciones en

gyrA y parC, siendo la mas comun para gyrA en S83F y D87N y en parC eran T57S y S80I,

asimismo se hallaron PMQR en muchos de los aislados resistentes asociados con este tipo de

mutacion (Z. Chen et al., 2021; M. Karczmarczyk et al., 2010; L. Maka et al., 2018). Lo anterior

pudiera explicar la alta frecuencia de resistentes a Q y FQ 3 (102/277) en este estudio, pudiéndose

deber a mutaciones en los QRDR, las cuales no fueron medidas en este estudio (ver tabla 13).

Tabla 13.

Hallazgos de PMQR en diversos alimentos y PMQR encontrados.

Autor Tipo de aislamiento No. de Pais Resistencia’ PMQR % PMQR
aislados
CIP; NAL, ENO qnrD (2)
(Bruno R. Pribul Diversas fuentes de - . CIP,NAL, ENO, LVX, N o
et al., 2017) alimento y animales 45 Brasil OFL aﬁ?éG(i)lb ©) 20% (9/45)
NAL, ENO a
(L. Maka et al., Alimento venta al 181% Polonia Todos los aislados gnrB19 (5) 5,5%(10/18
2018) por menor resistentesa NALy CIP  gnrS1 (5) 1)
Resistencia a CIP 54% gnrB (40)
(Z. Chenetal., . . 100% qnrS (74) 41,6%
2021) Pollo, cerdoypato 500 China g1 106 aac(6 )-Ib-cr (60) (208/500)
45,9% 0QgxAB (34)
gnrB (1)
qnrsS (14)
aac(6°)-1b-cr (24)
. NAL, Disminucién de la  0gqxAB (8) 58,1%
*
(Heetal., 2020) Cerdo 222 China sensibilidad a CIP 0gxAB + aac(6 )-Ib-cr (68) (129/222)
gnrS + aac(6 )-1b-cr (10)
gnrS+qnrB+aac(6’)-1b (1)
ogxAB+gnrB+aac(6°)-1b(1)
gnrA (19)
. . gnrB (2)
Humanos con GE, - Resistencia a CIP 100%,
(Kuang etal., pollo, cerdo, 1797 Shanghai,  \a 9006 OFL 830, 4TS (30) 71,5%
2018) . China aac(6’)-1b-cr (111) (128/179)
mariscos y vegetales. LVX 64.8%
0gxAB (60)
gepA (10)
. AMK 100%; FOX 100%; qgnrB19 (12) o
Este estudio Pollo, Cferggoy queso o7+ %’g’l‘mg‘lg GEN 100%: NA 99%:  qnrA7 (2) (11;‘/'10/;)
CIP 58%; LVX 42% qnrA3 (1)

Nota: ‘Resistencia medida por CMI *Aislados resistentes a CIP por difusion en disco * Resistencia a una

FQoQ.
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La presencia de genes gnr se confirmo en 15 aislamientos (14.7%) de los cuales 12 contenian
gnrB19like y 3 gnrA. En comparacién con otros autores, este un numero relativamente bajo de
aislamientos que albergan estos determinantes de la resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos (ver tabla 12). Sin embargo concuerda con reportes de Salmonella spp aisladas de
productos carnicos en Colombia, las cuales presentaban resistencia al acido nalidixico y donde se

encontré en el 30,8% el alelo qnrB19 (M. Karczmarczyk et al., 2010).

En otro punto, la propagacion horizontal de genes de resistencia a antibioticos entre patdgenos
bacterianos ha desatado que diversos patdgenos responsables de infecciones enfermedades
asociadas al cuidado de la salud y de otro tipo se hayan vuelto resistentes a casi todos los
antibidticos disponibles lo que dificulta la capacidad de tratar eficazmente infecciones graves y, a
veces, letales. En particular, especies como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Salmonella
spp, debido a que se ha demostrado que adquieren resistencia mediada por plasmidos a las
cefalosporinas de tercera generacion y cada vez méas a los carbapenémicos (Loftie-Eaton et al.,

2016).

6.2 Tipificacién bacteriana.

La tipificacion bacteriana se utiliza para discriminar entre aislamientos bacterianos y es una
herramienta importante para la investigacion, vigilancia y estudios filogenéticos de brotes. La
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se considera el "estdndar de oro" para la
tipificacion de bacterias. EI método implica la restriccion enzimatica del ADN de las bacterias, la

separacion de las bandas de ADN restringidas utilizando una camara de electroforesis de campo
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pulsado, seguida por la asignacién clonal de bacterias basada en patrones de bandas de PFGE

(Neoh, Tan, Sapri, & Tan, 2019).

Como alternativa a la PFGE se han introducido métodos de tipificacion basados en PCR, tras
el descubrimiento en genomas bacterianos de secuencias que constan de fragmentos repetitivos de
ADN (repeticiones en tandem) los cuales se pueden utilizar para la tipificacion bacteriana. Estos
métodos de tipificacion basados en PCR, que son mas robustos y faciles de realizar, incluyen
elementos palindromicos extragénicos repetitivos (REP-PCR) y secuencias de consenso

intergénico repetitivo de enterobacterias PCR (ERIC-PCR)(Neoh et al., 2019).

ERIC-PCR y REP-PCR utilizan la identificacién en el genoma bacteriano de secuencias de
ADN repetitivas intercaladas cortas que permiten la generacion de huellas dactilares de ADN
(Tobes & Ramos, 2005). Estos métodos examinan el contenido gendmico de los organismos vy,
por lo tanto, son utiles para diferenciar las cepas e identificar la posible fuente en la investigacion
de los brotes, asi como para establecer la relacion clonal de microorganismos y discriminar si su
diseminacion es vertical u horizontal, actualmente son herramientas de tipificacion empleadas en
este tipo de estudios (Neoh et al., 2019; Ngoi, Teh, Chai, & Thong, 2015; Rasschaert et al., 2005;

Rodriguez et al., 2006) (Cumpa-Velasquez et al., 2021; Xiaoting et al., 2021).

De esta manera, en este trabajo tras emplear estas técnicas en los aislamientos de Salmonella
spp con presencia de PMQR, se identificaron cinco grupos denominados C1, C2, C3, C4y C5 para
ERIC-PCR, generando 14 patrones las diferencias en los patrones serian explicadas por eventos

genéticos como mutaciones puntuales, inserciones o delecciones que ocurren de manera
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espontanea y al azar, y que pueden ser parte de diferentes aislamientos de Salmonella spp. Los
aislados 17T-BS y 24R-HE, presentaron el mismo patron electroforético por lo cual podria
sospecharse de un posible clon. Sin embargo, tanto el serogrupo, el virotipo y el perfil de
resistencia difieren significativamente (ver tabla 12), asi como los patrones obtenidos por REC-
PCR, razon que lleva a pensar que aunque estos aislamientos se encuentren estrechamente
relacionados no son un clon, sin embargo se sugiere confirmar mediante la identificacion de su

secuenciotipo.

Asimismo, se pudo observar en el grupo C2 el mismo perfil de resistencia, lo cual podria ser
debido a que compartan un elemento mavil con los genes de resistencia, sin embargo, sus perfiles
de virulencia son diferentes, asi como el tipo de PMQR, lo que indicaria que el plasmido con este

gen es diferente en estos aislamientos.

Por otro lado, REP-PCR presenté un mayor nimero de patrones iguales, donde en el grupo C6
se encuentran cuatro de los cinco aislamientos de la muestra 24, tres de ellos presentan el mismo
patrén y lo comparten con el aislamiento 8T-SS sugiriendo la presencia en una mismo aislamiento.
Sin embargo, estos aislamientos presentan diferencias en cuanto sus virotipo y perfiles de
resistencia y comparten el serogrupo (ver tabla 12), lo cual podria indicar que hacen parte de la
misma serovariedad, y la presencia de gnrB19 like, que podria mostrar que portan el mismo

plasmido.

A pesar de no concluir la presencia de otras relaciones clonales, ambas técnicas tienen un

aceptable poder de discriminacion; ademas de ser rapido; facil de realizar y su bajo costo. Como
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desventaja se pudiera mencionar la baja reproducibilidad y la dificultad de analizar los patrones

de bandas debido a la baja la intensidad de algunas de ellas (Ngoi et al., 2015).

6.3 Estabilidad del plasmido

Los plasmidos son fragmentos extracromosomicos de ADN al interior de las bacterias, que se
replican de forma independiente del cromosoma. Son un dep6sito comun de genes gque codifican
la resistencia a los antibidticos, y los plasmidos conjugativos pueden facilitar la propagacion de
dichos genes mediante transferencia horizontal(Jordt et al., 2020; Pinilla-Redondo, Cyriaque,
Jacquiod, Sorensen, & Riber, 2018), esto lleva a la emergencia de patdgenos MDR, lo cual hace
que sean los principales responsables de la crisis de resistencia bacteriana (de la Salud, 2015; Jordt

et al., 2020; Loftie-Eaton et al., 2016).

En nuestro estudio nueve de los 15 aislamientos continuaron amplificando hasta el repique
50, lo que indica estabilidad del elemento movil en el que se encuentra el gen PMQR, contrario a
lo que sucedid con los otros seis aislamientos en donde el gen no amplifico posterior al repique 25
sin presion selectiva. Dentro de las posibles causas para que un plasmido no persista en una
poblacidn bacteriana en ausencia de seleccion por los rasgos que codifica, pudiera atribuirse a que
los sistemas necesarios para asegurar la persistencia del plasmido pueden funcionar de manera
subo6ptima, lo que da como resultado una pérdida de plasmido en ausencia de seleccion (Loftie-
Eaton et al., 2016). Dentro de los sistemas que promueven la persistencia de un plasmido se
encuentran cuatro procesos subyacentes: segregacion adecuada del plasmido en células hijas

durante la divisién celular (Ebersbach & Gerdes, 2005), inhibicion del crecimiento o muerte de
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células libres de plasmidos mediante el sistema de toxina-antitoxina (TA) codificada por
plasmido(Hayes, 2003), reinfeccién de células libres de plasmidos mediante transferencia
conjugativa y un bajo costo de plasmidos que evita que las células que contienen plasmidos sean
rapidamente superadas por las células libres de ellos (Ponciano, De Gelder, Top, & Joyce, 2007,

Stewart & Levin, 1977; Wein, Hulter, Mizrahi, & Dagan, 2019).

Adicionalmente, pudiéramos incluir las interacciones plasmido-hospedero, los factores
abioticos que afectan la fisiologia y evolucion del hospedador deben considerarse como elementos
que influyen en la persistencia o pérdida del plasmido, especialmente en ausencia de seleccion.
Por ejemplo, la temperatura de crecimiento tiene un impacto en multiples procesos celulares
afectando la cinética enzimatica, las velocidades de difusion y las interacciones de ADN, ARN y
proteinas. Por tanto, es probable que la temperatura ambiental tenga consecuencias para la

replicacion del plasmido y la dindmica de segregacion (Wein et al., 2019).

De igual modo, mientras que los plasmidos que no confieren una ventaja selectiva se
consideran costosos y se espera que se extingan. La pérdida de plasmido esta determinada por
conflictos de transcripcion-replicacion (Wein et al., 2019). En este sentido, se sugiere que, aunque
los plasmidos de resistencia confieren un costo a su hospedero, los segregantes libres de plasmidos
no se formaran necesariamente y, por lo tanto, no pueden barrer a través de la poblacion,
reduciendo asi el nivel de resistencia. También se deduce que la pérdida de un gen de resistencia
en un plasmido aln puede dejar al hospedante con otros determinantes de resistencia codificados
por el plasmido (Loftie-Eaton et al., 2016). Ademas, los genes de resistencia a los antibidticos

presentes en los plasmidos no estan sujetos a los controles generales de expresién génica del
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plasmido y, a menudo, se expresan de forma constitutiva (Wein, Wang, Hulter, Hammerschmidt,

& Dagan, 2020).

La paradoja de la persistencia del plasmido sigue siendo un dilema evolutivo, que llevo a

varias teorias y modelos tedricos que apuntan a explicar su persistencia a largo plazo en

comunidades microbianas (MacLean & San Millan, 2015; Wein et al., 2019). Pero lo que se

observa en este trabajo es que posterior al repique 40 en ausencia de presion selectiva

probablemente se empiezan a perder por uno de los mecanismos ya descritos.

Este estudio presento algunas limitaciones que se debieran tomar en cuenta para posteriores

investigaciones en este campo, dentro de las cuales se destacan:

No se pudieron determinar posibles mutaciones en la region de resistencia a quinolonas
QRDRs

No fue posible determinar posibles asociaciones con otros determinantes de resistencia por
ejemplo para aminoglucosidos, BLEE, ampC.

No se secuencio la totalidad del gen a fin de esclarecer el tipo de alelo, debido a
limitaciones en los primers.

Identificacion de la presencia del plasmido al inicio del estudio de estabilidad del mismo y
subsecuente verificacién en la no amplificacién del gen PMQR

No contar con la bateria de Serogrupo y serovariedad para poder identificar de manera las

especies de Salmonella de este estudio.
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3. Conclusiones

En este trabajo se identificd una baja prevalencia de determinantes de resistencia mediados por
plasmidos, detectandose el gen gnr en 15 de los 277 aislamientos, los alelos encontrados fueron

gnrB19 like y gnrA(7 y 3 like) en las matrices de pollo y cerdo respectivamente.

Se identificaron los diferentes perfiles de sensibilidad para aislamientos de Salmonella spp.,
aislada de las tres matrices alimentarias de la ciudad de Barrancabermeja, destacandose los
porcentajes de resistencia en los aislamientos de pollo, asi como una mayor cantidad de aislados
multidrogo resistentes (MDR). El perfil de sensibilidad determinado por difusion de disco
determind que los aislados provenientes de la matriz queso son sensibles a todas las quinolonas y
fluoroquinolonas probadas en este estudio, en contraste a lo hallado con la matriz pollo y cerdo en

donde se identifico resistencia a una Q o FQ en el 69,7% y 13,2%, respectivamente.

El perfil de sensibilidad determinado por CIM de los 15 aislamientos con PMQR se evidencio
una resistencia disociada entre cefalosporinas de tercera, y resistencia de todos los

aminoglucosidos probados en este estudio.

No se pudieron establecer de forma clara relaciones clonales determinadas mediante ERIC-

PCR y REP-PCR en los aislamientos con presencia de PMQR.
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Los resultados obtenidos en el estudio mostraron estabilidad sin presion selectiva de los
genes de resistencia tipo PMQR donde fue posible detectarlos en todos los aislamientos hasta el

repique 15, y en nueve continuar detectandolos hasta el repique 50.
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4. Recomendaciones

Confirmar mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) la presencia de clones
emergentes 0 mediante la deteccion de los secuenciotipos de los aislamientos que se encontraron
maés estrechamente relacionados, igualmente seria de utilidad la tipificacién de bacterias mediante

la secuenciacion del genoma completo (WGS).

Realizar estudios para incrementar la cobertura de los genes detectados e identificar
adecuadamente el alelo al cual pertenece, para posteriormente realizar estudios de funcionalidad

de los alelos encontrados y determinar claramente la presencia de un alelo nuevo.

Realizar estudios que permitan conocer el mecanismo de la pérdida de plasmido en alguno de

los aislados asi como su funcionalidad.

Identificar posibles mutaciones en gyrA y parC en los aislados que fenotipicamente mostraron

resistencia a las quinolonas y fluorogquinolonas.

Continuar con estudios epidemiolégicos que permitan observar los cambios en la resistencia y

la presencia de mecanismos de resistencia en aislamientos de origen alimentario.
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Las investigaciones futuras deberian centrarse en la epidemiologia molecular de los
aislamientos de Salmonella spp. en la produccion porcina para guiar la implementacién de medidas

preventivas destinadas a reducir la transmisién horizontal de Salmonella de cerdos a humanos.
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APENDICES

Apéndice A. Materiales utilizados para la reactivacion de los aislados de Salmonella y de
sensibilidad.

1. Agar XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato). 105287 Millipore. segun ISO 6579 GranuCult® Agar XLD
(Xilosa Lisina Desoxicolato): Ficha de datos de seguridad (MSDS o SDS), certificado de andlisis y
de calidad (CoA y CoQ)

2. Agar Triptona de Soya. 105458 Millipore. seguiin EP, USP, JP, ISO y FDA-BAM GranuCult® Agar
Triptona de Soya: Ficha de datos de seguridad (MSDS o SDS), certificado de analisis y de calidad
(CoAy CoQ), Sinénimos: Casein-peptone soyameal-peptone agar, Cacein-peptone soyameal-
peptone agar.

3. MUELLER-HINTON Agar. Media proposed by MUELLER and HINTON (1941) for testing the
sensitivity of clinically important pathogens towards antibiotics or sulfonamides. These culture
media comply with the requirements of the WHO (1961, 1977) and DIN Norm 58930. MUELLER-
HINTON agar is used for agar diffusion tests while.

4. Invitrogen™ Agua destilada UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa. UltraPure™ DNase/RNase-Free
Distilled Water, 500mL, Clear, 7pH, Membrane-Filtered Purification, DNase-Free, Molecular
Biology Grade, Protease-Free, RNase-Free Quality Grade, Not DEPC-Treated Sample Treatment,
Used For DNA Extraction, Nucleic Acid Ge.

5. Sensidiscos Oxoid ™ de susceptibilidad antimicrobiana. ciprofloxacina (CIP 5ug), ampicilina
(AMP 10ug), amoxicilina-acido clavuldnico (AMC 20/10ug), cefotaxime (CTX 30ug), ceftazidime
(CAZ 30pg), ceftriaxona (CRO 30ug), cefepime (FEP 30ug), aztreonam (ATM 30ug),
trimethoprim/sulfamethoxasole (SXT1.25/23.75 ug) y cloranfenicol (C30ug).
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Apéndice B. Condiciones de estandarizacion para cada uno de los genes analizados
mediante PCR.

gnrB gnrBLy qnrBC

Reactivos PCR Concentracion Vol Reactivos PCR Concentracion Vol
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL 10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL
dNTPs 10 uM Mix 2,5uL dNTPs 10 uM Mix luL
Oligo forward 10uM 0,8 uL Oligo forward 10uM 2,5uL
Oligo reverse 10uM 0,8 uL Oligo reverse 10uM 2,5uL
MgCI2 2mM 2ul MgCl2 2mM 2ul
Tag DNA polimerasa 1U 0,2 uL Tag DNA polimerasa 1,25U 0,25 uL
ADN 200-500ng/mL|  1plL ADN 200-500ng/mL  1pul
Agua libre de nucleasas | Para unvolumen de 25 uL Agua libre de nucleasas | Para unvolumen de 25 uL

qgnrVC1, qnrvC2 gnrD

Reactivos PCR Concentracién Vol Reactivos PCR Concentracion Vol
10X Taqg Buffer KCL 1X 2,5uL 10X Taq Buffer(NH4)2504 1X 2,5uL
dNTPs 10 UM Mix 1pL dNTPs 10 uM Mix 1L
Oligo forward 10uM 2uL Oligo forward 10uM 2L
Oligo reverse 10uM 2L Oligo reverse 10pM 2L
MgCl2 1,5mM 2,5 pL MgCl2 2mM 2L
Taq DNA polimerasa 1U 0,2 uL Tag DNA polimerasa 1U 0,2 uL
ADN 200-500ng/ml|  1uL ADN 200-500ng/mL| 1l
Agua libre de nucleasas | Para un volumen de 25 ulL Agua libre de nucleasas | Paraunvolumende 25ul

gnrA, qnrS gnrC

Reactivos PCR Concentracién Vol Reactivos PCR Concentracién Vol
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL 10X Taq Buffer KCL 1X 2,5puL
dNTPs 10 uM Mix 1,5uL dNTPs 10 uM Mix 2,5uL
Oligo forward 10uM lul Oligo forward 10uM 0,5 uL
Oligo reverse 10uM lul Oligo reverse 10uM 0,5 uL
MgCl2 1,5mM 1,5puL MgCl2 2mM 2L
Taq DNA polimerasa 1U 0,2 uL Taq DNA polimerasa 0,625 U 0,125 uL
ADN 200-500ng/ml  1puL ADN 200-500ng/mL|  1pul

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 pL

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 L

aac(6’)-1b 0GgxA y 0gxB
Reactivos PCR Concentracién Vol Reactivos PCR Concentracién Vol
10X Taq Buffer KCL 1X 2,5uL 10X Taq Buffer(NH4)2504 1X 2,5uL
dNTPs 10 uM Mix 1L dNTPs 10 pM Mix 2uL
Oligo forward 10uM 2,5uL Oligo forward 10uM 1,5uL
Oligo reverse 10uM 2,5uL Oligo reverse 10uM 1,5uL
MgCl2 2mM 2uL MgCI2 1,5mM 1,5uL
Taq DNA polimerasa 1,25U 0,25 uL Tag DNA polimerasa 1U 0,2 uL
ADN 200 - 500 ng/ml| luL ADN 200 - 500 ng/mlL| lpl

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 pL

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 L
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gepA ERICy REP
Reactivos PCR Concentracién Vol Reactivos PCR Concentracién Vol
10X Taq Buffer(NH4)2504 1X 2,5uL 10X Taq Buffer KCI 1X 2,5uL
dNTPs 10 uM Mix 1pL dNTPs 10 uM Mix 3pL
Oligo forward 10pM 2,5puL Oligo 1 10uM 3puL
Oligo reverse 10uM 2,5puL Oligo 2 10uM 3uL
MgCl2 1,5mM 2 uL MgCl2 5mM 5pL
Taq DNA polimerasa 1,25U 0,25 uL Taq DNA polimerasa 2,5U 0,5 pL
ADN* 200 - 500 ng/mL 1l ADN* 200 - 500 ng/mL lpul

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 L

Agua libre de nucleasas

Para un volumen de 25 L

* ADN se adiciona desnaturalizado

Condiciones de ciclado: gnrB

Condiciones de ciclado: gnrBL y gqnrBC

Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos Pasos Temp °C|Tiempo [ciclos
Initial Denaturation 94 30seg 1 Initial Denaturation 94 1 min 1
94 30seg 94 1min
Cycles 54 30seg | 35 Cycles 50 1min | 35
68 30seg 68 1min
Final Extension 68 5min 1 Final Extension 68 5 min
Hold 10 oo Hold 10 oo

Condiciones de ciclado: gnrVC1 y gnrvVC2

Condiciones de ciclado: ogxA y ogxB

Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos
Initial Denaturation 95 5min 1 Initial Denaturation 94 1 min 1
94 1min 94 1min
Cycles 45 1min | 35 Cycles 58 1min | 35
72 1min 68 1min
Final Extension 72 10 min 1 Final Extension 68 10 min 1
Hold 10 oo 1 Hold 10 oo 1

Condiciones de ciclado: gnrD

Condiciones de ciclado: gnrA

Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos Pasos Temp °C|Tiempo [ciclos
Initial Denaturation 95 1 min 1 Initial Denaturation 95 1 min 1
95 1 min 95 1min
Cycles 54 1min | 35 Cycles 55 1min | 40
68 1min 68 1min
Final Extension 68 10 min 1 Final Extension 68 10 min 1
Hold 10 oo 1 Hold 10 oo 1
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Condiciones de ciclado: gnrC Condiciones de ciclado: gnrS
Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos Pasos Temp °C|Tiempo [ciclos
Initial Denaturation 95 1 min 1 Initial Denaturation 95 10min | 1
95 1 min 94 1min
Cycles 54 1min | 30 Cycles 54 1min | 30
68 1 min 72 1min
Final Extension 68 10min| 1 Final Extension 72 10 min
Hold 10 oo 1 Hold 10 oo
Condiciones de ciclado: aac(6°)-1b Condiciones de ciclado: gepA
Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos
Initial Denaturation 94 10 1 Initial Denaturation 97 10min | 1
94 1 96 (1, 15min
Cycles 55 1 35 Cycles 63 45seg | 35
68 1 72 45 seg
Final Extension 68 10min | 1 Final Extension 72 10min | 1
Hold 10 oo 1 Hold 10 oo 1

Condiciones de ciclado: ERIP Y REC

Pasos Temp °C|Tiempo |ciclos
Initial Denaturation 94 30seg 1
94 30seg
Cycles 54 30seg | 35
68 30seg
Final Extension 68 5min
Hold 10 oo
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Apéndice C. Protocolo Kit comercial PureLink™ Quick Gel Extraction

e

1. Cortar el drea del gel que contiene el fragmento
de ADN deseado con una cuchilla. Minimizar la
cantidad de agarosa que rodea al fragmento de
ADN.

2. Pesar la porcién del gel que contiene el
fragmento de ADN. Calcule pesos nos mayores
400mg

3. Disuelva la porcidén del gel que contiene el
fragmento de ADN con Buffer de solubilizacién (L3).
Usando relacién 3:1 en agarosa < 2%. Y se incuba
en bloque seco a 50°C por 10 min y cada 3 min
mezclar con vortex. Incubar por 5 después de
disuelto el gel.

4. Pipetee el gel disuelta que contiene el fragmento
ADN, en el centro de una columna de extraccion.

S. Centrifugar a 12.000 rpm durante 1 minuto.
Descartar &l solucion centrifugada del tubo de
lavado y centrifugue adicionalmente una vez mas.

6. Lavade: Adicione a la columna 500ul de buffer
de lavade (W1), que contiene etanol.

7. Remocion buffer de lavado: Centrifugar a 12.000
rpm durante 1 minuto. Descartar al solucion
centrifugada del tubo de lavado.

8. Remocién del ethanol: Centrifugar a 12.000 rpm
durante 1 minuto. Descartar al solucidn
centrifugada del tubo de lavado. Repetir dos veces
adicionales. Y reemplace el tubo colector.

9, Eluir: ARada 50 plL de tampén de elucién (ES) al
centro de la columna de extraccién. E incube en el
bloque seco a 37°C por un minuto.

10. Recuperacion de ADN: Centrifugar a 12.000 rpm
durante 1 minuto. centrifugue adicionalmente una
vez mas.

11. Almacene el ADN purificado a -20°C, realice
medicion de concentracién de ADN obtenido y
verifique la presencia del fragmento en gel de
agarosa.

Modificado por Alexander David Castro

90



DETECCION DE DETERMINANTES DE TIPO PMQR EN Salmonella spp. 91

Apéndice D. Materiales usados para electroforesis y preparacion de reactivos.

1. Agarosa SeaKem ™ LE, Lonza ™. Para anilisis / transferencia de ADN. Grado de Biologia
Molecular. EEO 0.09-0.13 Temperatura de gelificacion 36 ° + 1,5 ° C. Sin DNasa / RNasa.

2. Invitrogen™ UltraPure™ TBE Buffer, 10X. El tampdn TBE UltraPure 10X es una solucion filtrada
estéril de 1 M de Tris, 0,9 M de 4acido bdrico y 0,01 M de EDTA que se emplea para preparar un
tampon 1 de electroforesis en gel de poliacrilamida y agarosa. El tampdn TBE UltraPure 10X esta
disponible en botella de plastico de 1l/caja Cutitanier™ de 10l. Pruebas de rendimiento y calidad:
no se ha detectado ninguna actividad de ADNasa, ARNasa ni proteasa. Embalaje sostenible.
Electroforesis en gel de acrilamida, analisis & purificacion de ADN & ARN, electroforesis en gel &
transferencia de acido nucleico.

3. Tris (hidroximetil) aminometano. 108382 Millipore. Tris (hidroximetil) aminometano GR para la
sustancia tampdn de andlisis ACS, Reag. Ph Eur. CAS 77-86-1, EC 201-064-4, formula quimica HNC
(CH,0H) s.

4. Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA). Para uso en laboratorio, investigacién o fabricacién.
Ensayo (CioH14N2Na,0s - 2H,0) 99,0 — 101,0%. Materia insoluble <0,005%. pH de la solucién al 5%
a 25 ° C 4.0 - 6.0. Acido nitrilotriacético (por polarografia) <0,1%. Metales pesados (como Pb)
<0,005%. Hierro (Fe) <0.01%. Marca: J. T. BAKER.

5. Acido acético (glacial) 100%. 100063 Supelco. anhidro p.a. EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur.
Sindnimos: Ethanoic acid. N2 CAS: 64-19-7 Numero CE : 200-580-7 Masa molar: 60.05 g/mol
Férmula quimica: CHsCOOH Férmula Hill: C;H40, Grado: ACS,ISO,Reag. Ph Eur.

6. Preparacion TAE 50X. Para la preparacion de 1000 mL se requieren 100 mL de EDTA al 0,5N a pH
8.0; 242,28 g de Tris disueltos 650 mL de agua destilada, se adiciona 57,1 mL de 4cido acético y se
afora hasta 1000 mL. Se deja en agitacion hasta que la solucidn se torne trasparente y sin grumos.
Nota: para corregir el pH del EDTA, para un volumen de 500 mL se adicional lentejas de NaOH
(aprox 50 lentejas). Después de preparar se autoclava y se almacena hasta su uso.
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Apéndice E. Imagenes de gel de electroforesis y comprobacion de controles positivos.
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Apéndice F. Enterobacteriaceae; categorias antimicrobianas y agentes utilizados para
definir MDR, XDR y PDR (hoja de trabajo para categorizar aislamientos)

Tomado de: Magiorakos AP y et al. Multidrug-resistant, extensively drug-resistant and pandrug-
resistant bacteria: an international expert proposal for interim standard definitions for acquired
resistance. Clin Microbiol Infect. 2012 Mar;18(3):268-81. doi: 10.1111/].1469-

0691.2011.03570.x. Epub 2011 Jul 27. PMID: 21793988.

Categoria
antimicrobiana

Agente
antimicrobiano

Resultados de las
pruebas de
susceptibilidad a
los antimicrobianos

Especies con resistencia intrinseca
a agentes antimicrobianos o
categorias *

(So NS)
Gentamicina Providencia rettgeri(P. rettgeri),
Providencia stuartii (P. stuartii)
Aminoglucésidos Tobramicina P. rettgeri, P. stuartii
Amikacina
Netilmicina P. rettgeri, P. stuartii
Ceftarolina

Cefalosporinas anti-
MRSA

(aprobada solo
para Escherichia
coli, Klebsiella
pneumoniae,
Klebsiella oxytoca)

Penicilinas Ticarcilina-acido Escherichia hermannii ( E. hermanii)
antipseudomonas + clavulanico
inhibidores de /3 - Piperacilina- E. hermanii
lactamasa tazobactam
Ertapenem
Imipenem
Carbapenémicos
Meropenem
Doripenem
Cefazolina Citrobacter freundii (C. freundii),
Enterobacter aerogenes (E.
aerogenes), Enterobacter cloacae (E.
cloacae), Hafnia alvei (H. alvei),
Morganella morganii (M. morganii),
Cefalosporinas de Proteus penneri (P. penneri), Proteus
espectro no vulgaris (P. vulgaris), P. rettgeri, P.
extendido; Cefalosporinas stuartii, Serratia marcescens(S.
de 1ray 2da generacion marcescens)
Cefuroxima M. morganii, P. penneri, P. vulgaris,

S. marcescens

Cefalosporinas de
espectro

Cefotaxima o
Ceftriaxona
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Categoria
antimicrobiana

Agente
antimicrobiano

Resultados de las
pruebas de
susceptibilidad a
los antimicrobianos

Especies con resistencia intrinseca
a agentes antimicrobianos o
categorias *

(SoNS)

extendido; Cefalosporinas | Ceftazidima
de 3ra y 4ta generacion Cefepima

Cefoxitina C. freur_1d||, E. aerogenes, E. cloacae,

. H. alvei
Cefamicinas —
. C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae,
Cefotetan

H. alvei

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina

Inhibidores de la via del
folato

Trimetoprim-
sulfametoxazol

M. morganii, Proteus mirabilis (P.

Glicilciclinas Tigeciclina mirabilis), P. penneri, P. vulgaris, P.
rettgeri, P. stuartii

Monobactamicos Aztreonam
Citrobacter koseri (C. koseri), C.
freundii, E. aerogenes, E. cloacae, E.

Penicilinas Ampicilina hermanii, H. alvei, Klebsiellae spp., M.

morganii, P. penneri, P. vulgaris, P.
rettgeri, P. stuartii, S. marcescens

Penicilinas + inhibidores
de S- lactamasa

Amoxicilina-acido

C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae,
H. alvei, M. morganii, P. rettgeri, P.

clavulanico .
stuartii, S. marcescens
- C. freundii, C. koseri, E. aerogenes, E.
Ampicilina- - .
cloacae, H. alvei, P. rettgeri, S.
sulbactam

marcescens

Fenicoles Cloranfenicol
Acidos fosfénicos Fosfomicina
M. morganii, P. mirabilis, P. penneri,
Polimixinas Colistina P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii, S.
marcescens
o M. morganii, P. mirabilis, P. penneri,
Tetraciclina P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Tetraciclinas Doxiciclina M. morganii, P. penneri, P. vulgaris,
P. rettgeri, P. stuartii
Minociclina M. morganii, P. penneri, P. vulgaris,

P. rettgeri, P. stuartii

Criterios para definir MDR, XDR y PDR en Enterobacteriaceae
MDR: no sensible a >1 agente en >3 categorias antimicrobianas.
XDR: no sensible a >1 agente en todas las categorias excepto <2.
PDR: no sensible a todos los agentes antimicrobianos enumerados.
! Cuando una especie tiene resistencia intrinseca a un agente antimicrobiano o a toda la categoria, ese agente o
categoria debe eliminarse de la lista de esta tabla antes de aplicar los criterios para las definiciones y no debe
contarse al calcular el nimero de agentes o categorias a las que el aislado bacteriano no es susceptible.
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Apéndice G. Analisis de secuencias

Muestras de Pollo
8T-SS
Secuencia consenso

Nucledtidos

ACCTCTCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGT
GCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGG
GTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGG
CAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCA
GATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATA
TATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGC
TGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTC
TCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGAC
CAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACA
GCTACCAGGCATCGTTGCT

Proteina

MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQASLLRGRRAWDGGGGX

BLAST

e Secuencia con Méaxima similitud

QnrB19, partial [Escherichia coli]

GenBank: AFA52649.1

>AFA52649.1:25-215 QnrB19, partial [Escherichia coli]
NRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSAL
GIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFS
GSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASL

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG
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Alineamiento con proteinas similares de referencia

oy Oy
L

3T-53 122 LEDLDIRGVILOGVELDSYQASL-——-——-—-—- 14

2nrEl% WP 01285 131 CEOCOTEEVETOCVEEDSYOREN 1 MFRI.GIAVIG 21

COnrB5_WP_T&3366 131 CEOEDTEEVDEOEVEEDSYORSE MFRL.GIRIIG 21
Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 8T-SS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de la
secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 89% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 8T-SS como alguna QnrB, sin embargo nos inclinamos hacia QnrB19
like.

24R-BS

Secuencia consenso

Nucledtidos
GGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATG
GCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGC
AGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCAT
ATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAG
CTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCT
CTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGA
CCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGAC
AGCTACCAGGC

Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQAST

BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
Salmonella enterica strain FDAARGOS_717 plasmid unnamedl, complete sequence
GenBank: CP054899.1
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>CP054899.1:16-464 Salmonella enterica strain FDAARGOS_717 plasmid unnamed1, complete sequence

GGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCA
ACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAA
TATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAA
GTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGT
TCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATT
CGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATC

e Secuencias proteicas similares
>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1

MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

2 LEDRIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGRADFRGASFMNMITIRIWFCSAYITNTH 6l
£. TERORIFRSCOLSHADE 120
¢. T[FDRIFRSCDOLSHADEFENVSALGIEIREC 120

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

12z LGDLDIRGVDLOGVELDSYORS-——---——-—-—-
g1 EGHE

LD LIMERT
LEOLOTRGVOLOGVELISTUAST I MERT.GIAT

--------------------

1l

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta ExPASY del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 24R-BS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realiz6 la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 69% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 24R-BS como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

24R-XLD

Secuencia consenso

Nucleétidos
CTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCT
GAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATT
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TTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTC
CGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCG
CGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTA
ATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAA
AACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGG
CGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGG
AGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAG
GCATCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCATCG

Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQASLLMERLGI

BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
Salmonella entérica strain FDAARGOS_717 plasmid unnamedl, complete sequence
GenBank: CP054899.1
>CP054899.1:16-464 Salmonella enterica strain FDAARGOS_717 plasmid unnamedl, complete
sequence
GGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAAT
GGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCG
CAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCA
TATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGA
GCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGAT
CTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCT
GACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAG
ACAGCTACCAGGCATC

e Secuencias proteicas similares
>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1

MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG
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Alineamiento con proteinas similares de referencia

24R-XLD 1 1
onrBle WP _01285.. 1 MIL KVENSTEF] )LSGT ESCE RAM &0
OnrB5 WP 063266.. 1 MTI EKVENSTFFL GT ES RA &0
24R-XLD Zz LKDAIFXSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITIRTWECSAYITNTHN £1
onrBle WP _01285.. £1 LEDALFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASEMNMITTIRIWECSAYITNTH 120
OnrB5 WP 063266.. £1 LEDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASEMNMITIRIWECSAY ITNTH 120
24R-XLD €2 LSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTOVLGATFSGSDLSGGEFSTFOWRAANFTHCDLTNSE 121
QnrBls WP_01295.. 121 TSYANFSRVVLERCELWENRWHMGTQVLGATFSGSDLSGOEFSTFOWRLANETHCDLINSE 180
UnrB5 WP _D63266.. 121 ISYANFSAVVLEACELWERRWHGIQVLGAIESGSDLSGGEESTEDWRAANETHCDLINSE 180
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
24R-XLD 122  LGDLDIRGVDLOGVELDSYQASLLMERLGI-—-- 151
QnrBls WP_01295.. 121 TCDLDIRGVDLOGVELDSYQASLLMERLGIZVIG 214
UnrB5 WP _D63266.. 121 IGDLDIRGVDLOGVALDSYQASLLMERLGIZIIG 214

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta ExPASY del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 24R-XLD entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realiz6 la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 91% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 24R-XLD como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia
QnrB19 like.

24T-XLD

Secuencia consenso

Nucledtidos
GTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCC
AGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCC
ATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGA
AATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCA
CCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTT
CGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACT
GGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAG
CAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGT
GTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCA

Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
CVDLQGVK

BLAST
e Secuencia con Méaxima similitud

QnrB19 Quinolone resistance protein (plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Infantis] GenBank: ADI146176.1
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>ADI46176.1:34-207

NSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRA
QGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEF
STFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVK

Secuencias proteicas similares
>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

1 MTL EVENSTFFNCD SO = 80
MTL EVENSTFFN 2

24T-XLD 2 LEDATFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWECSAYITNTH gl
S.. gl LEDAIFRSCDLSHMADFRNVSLALGIE IRHCRAQGADFRGASFMNMI TTRTWECSAYITNTH 120
866.. gl LEDATFRSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMI TTRTWECSAY ITNTH 120

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

24T-XLD 62 LSYANFSRVVLERKCELWENEWMGTQVLGATFSGSDLSGEEFSTFDWRAANFTHCDLTNSE 1z
QnrB19 WP 01285.. 121 LSYANFSKVVLERKCELWENEWMGTOQVLGATFSGSDLSGCEF STFDWRAANFTHCDLTNSE 180
366.. 121 LESYANFSKEVVLERKCELWENEWMGTOVLGATFSGSDLSGCEFSTFDWRAANFTHCDLTNSE 180
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24T-¥LD 122 LGDLDIRGVDLOGVELDSY -
S 131 LGDLDIRGVDLOGVELDSY Q- EE
366.. 131 EGDERTREVEEOEWRENSY 0L SLIMERLGIAT

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 24T-XLD entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 82% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 24T-XLD como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia
QnrB19 like.

24R-HE

Secuencia consenso

Nucledtidos
GTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCC
AGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCC
ATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGA
AATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCA
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CCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTT
CGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACT
GGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAG
CAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGT
GTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCAT
Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQA
BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
QnrB19, partial [Escherichia coli]
GenBank: AFA52649.1
>AFA52649.1:35-213 QnrB19, partial [Escherichia coli]
STFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQ
GADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFS
TFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQA

Secuencias proteicas similares
>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G
>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta ExPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 24R-HE entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademés, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el



DETECCION DE DETERMINANTES DE TIPO PMQR EN Salmonella spp. 104

Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 83% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 24R-HE como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

17T-BS

Secuencia consenso
Nucledtidos
CGAAAAATTGACAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTG
CGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCG
AAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGT
GATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCG
CGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGT
TTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGG
AAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAG
TGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACAC
ATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGC
GTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGTATCGCTAGG
Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIA
BLAST

Secuencia con Méxima similitud
QnrB19 Quinolone resistance protein (plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Infantis] GenBank: ADI46176.1
>ADI46176.1:21-223 quinolone resistance protein (plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis]
KIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRN
VSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLG
ATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIA

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1

MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG
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Alineamiento con proteinas similares de referencia

17T-BS 1 1
QnrBl% 1 &0
onrBs 1 a0
17T-BS 2 LEDAIFRSCDLSMADFRNVSALGIE IRHCRAOGEADFRGASFMNMITTRTWECSAYITHTH gl
onrBl1l9 el IKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIETIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWECSAYITNTH 120
QnrB5 gl IXDATFKSCDLSMADFENVSALGIETRHCRAQGADFRGASFMMITTRTWECSAYITNTH 120
17T-BS 6z LSYENFSEVVLERCELWENRWMGTOVLGATFSGSDLSGGEFSTFOWRAANFTHCDLTHSE 121
onrBle 121 LSYENFSEVVLERCEIWENRWMGT OVLGATFSGSDLSGGEFSTFODWRAANFTHCDLTHSE 180
onrB5 121 LSYENFSEVVLEECEIWMENRWMGT OVLGATFSGSDLSGGEFSTFOWRAANFTHCDLTHSE 180
B e T E T T T T T T TETTETTET"ET""T""
17T-BS 122 LGDLDIRGVDLOGVELDSYQASLIMERLGIL ——— 152
onrBle 131 LGDLDIRGVDLOGVELDSYQRSLIMERLGIAV = Z14
QOnrB5 181 LGDLDIRGVDLOGVELDSYQRSLIMERLGIAZ L 214
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 17T-BS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 95% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 17T-BS como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

48T-XLD

Secuencia consenso
Nucleotidos
ATGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAG
TACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTA
TGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCT
GTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCAC
AAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCA
TATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGG
GAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGA
GTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTG
ACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATCGTTGCTCATG
GAGCGGCTTGGC
Proteina
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLG
BLAST

e Secuencia con Méxima similitud
QnrB19, partial [Escherichia coli]
GenBank: AFA52649.1
>AFA52649.1:35-213 QnrB19, partial [Escherichia coli]
STFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQ
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GADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFS
TFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQA

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

FRESCOLAMANSANVERLSIZ TAND SERSAS FMEMITTEINECSAYIT
RE LG IS TRRCFACSADFRGARFNIMITTETHFCEATITHTY 12C
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JmrElS LIl AT ERVASTCT LKA OV L OAT F 35500 Do FETREM DARTTHCOTHES
1283 121 ERUSNEEN mm.-m%’:“.’ EocE PR  FCWEARHETHEOL)

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 48T-XLD entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio
de la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realiz6 la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 97% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 48T-XLD como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia
QnrB19 like.

17T-XLD

Secuencia consenso

Nucledtidos
CCATTACTGTATAAAAACACAGGCATAGATATGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGA
CAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAG
GTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAA
GGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAAT
GGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCG
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CAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCA
TATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGA
GCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGAT
CTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCT
GACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAG
ACAGCTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCAT

Proteina
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAI
FKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVV
LEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQG
VKLDSYQASLLMERLG

BLAST
e Secuencia con Maxima similitud
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Berta gnrB gene for quinolone resistance
pentapeptide repeat protein QnrB5, complete CDS
NG_050513.1
>NG_050513.1:7-665 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Berta gnrB gene for quinolone resistance
pentapeptide repeat protein QnrB5, complete CDS
CCATTACTGTATAAAAACACAGGCATAGATATGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGACAG
AAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGA
CCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTT
TAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAA
CGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAA
GCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAA
GCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGG
ACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGAC
TGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGG
GGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAG
GCATCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCAT

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSC
DLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELW
ENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLL
MERLGIAVIG

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSC
DLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELW
ENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLL
MERLGIAIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia
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17T-XLD . MTLALVGEKIDBMRFTGEKVEHSTFENCDEFSGADLSGTEFIGCOFYDRESQKGCNESRAM
Qnr31s T e e TGV EN ST NGO SO DT SO TEE TReAr s DR S QR CCHE Sal
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17T-XL.D g LEKDATFESCDLSMADFENVSALGIETRECRAQGADFRGAS FMNMITTRTWFCSAYTI TNTH 120
OnrB19 =) HE W Y I THNTH 120
onrB5 g 120
':'T—)(L:‘ 121 LSYENFSK‘NLEKCELH‘EHRM-IGTB%GATE‘SGSDLSGGEFSTFEWRAANFTHCDLTNSE 18
onrBls 2 18
JnrEs 37 DR R ERVIERC EIHENM TV L T E e DL ST E F o T F OB AN THC DL TR AE 1z
17T-XLD 13 LEDLDIBEVDLOGVELDSYOASLIMERLG—~-~-—~ 208
OnrBl9 13 ILVIG 214
QOnrB3 13 IRIIG 21
Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 17T-XLD entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio
de la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realiz6 la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 93% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 17T-XLD como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia
QnrB19 like.

40T-SS

Secuencia consenso

Nucledtidos
CGTCATTACTGTATAAAAACACAGGCATAGATATGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATT
GACAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTC
AGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGA
AAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCA
ATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGG
CGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCG
CATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGT
GAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAG
ATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGAT
CTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTT
AGACAGCTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAGCGGCTTGGCATCG

Proteina
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAI
FKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVV
LEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQG
VKLDSYQASLLMERLGI

BLAST
e Secuencia con Maxima similitud
Quinolone resistance protein QnrB19(plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Infantis]
>ADI46176.1:3-222 quinolone resistance protein (plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis]
SLLYKNTGIDMTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAM
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LKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVV
LEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSY

Q
ASLLMERLGI

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS

MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

I MTLALVGEKI DRNRFIGEKW:HSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCSHDRESBKGCNFSRM a0
1 60
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a1 LVIG 214
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Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 40T-SS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 93% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 40T-SS como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

40R-XLD

Secuencia consenso
Nucle6tidos
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TGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGA
AAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGG
CTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAG
ATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGC
ATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATAT
GATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCA
ATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCA
GGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACT
GGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATT
CGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATCG

Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQAS
BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
QnrB19, partial [Escherichia coli]
2 GenBank: AFA52649.1

>AFA52649.1:14-214 QnrB19, partial [Escherichia coli]
TLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDL
SMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRW
MGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQAS

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1

MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia
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Conclusién

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 40R-XLD entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 94% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 40R-XLD como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia
QnrB19 like.

23R-SS

Secuencia consenso

Nucleétidos
GGCATAGATATGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAATCGCTTCACCGGTGA
GAAAGTTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTG
AATTTATCGGCTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCA
ATGCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAG
TGCCTTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCT
TTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTA
AGCTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGAT
GGGGACTCAGGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGA
CTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGAC
TTAGATATTCGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATCGTTGCT
Proteina
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAI
FKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVV
LEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQG
VKLDSYQASL

BLAST
e Secuencia con Maxima similitud
QnrB19 quinolone resistance protein (plasmid) [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis]

GenBank: ADI46176.1

>ADI46176.1:10-215
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GIDMTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFK
SCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELW
ENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASL

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS

MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

23R-55 . MTLALVGEKI DRNRFIGEKVEHS1'FENCDFSGADLSGTEFIGCSFYDRESBKGCNFSRAM
QnrBl9 1

oy Oy
Caaea

12l LGDLDIRGVDLOGVELDSYQASL--———
181 LMERL

s Pl fd
[ —]

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPAS y del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 23R-SS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realizd la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 93% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 23R-SS como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

24R-SS

Secuencia consenso

Nucleétidos
TGACTCTGGCATTAGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAATCGCTTCACCGGTGAGAAAGTTGA
AAATAGTACATTTTTTAACTGCGATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGG
CTGCCAGTTCTATGATCGCGAAAGTCAGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGCGCAATGCTGAAAG
ATGCCATTTTCAAAAGCTGTGATTTATCAATGGCAGATTTCCGCAACGTCAGTGCCTTGGGC
ATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGGTGCAAGCTTTATGAATAT
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GATCACCACGCGCACCTGGTTTTGCAGCGCATATATCACTAATACTAATCTAAGCTACGCCA
ATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGGACTCA
GGTACTGGGTGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACT
GGCGAGCAGCAAACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTAGGTGACTTAGATATT
CGGGGTGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTTAGACAGCTACCAGGCATCGTTG

Proteina
MLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYA
NFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIR
GVDLQGVKLDSYQASL

BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
QnrB19, partial [Escherichia coli]
GenBank: AFA52649.1
>AFA52649.1:35-213 QnrB19, partial [Escherichia coli]
STFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLSMADFRNVSALGIEIRHCRAQ
GADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWMGTQVLGATFSGSDLSGGEFS
TFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQA

Secuencias proteicas similares

>QnrB19 WP_012954666.1
MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAY ITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAVI
G

>QnrB5 WP_063866143.1

MTLALVGEKIDRNRFTGEKVENSTFFNCDFSGADLSGTEFIGCQFYDRESQKGCNFSRAMLKDAIFKSCDLS
MADFRNVSALGIEIRHCRAQGADFRGASFMNMITTRTWFCSAYITNTNLSYANFSKVVLEKCELWENRWM
GTQVLGATFSGSDLSGGEFSTFDWRAANFTHCDLTNSELGDLDIRGVDLQGVKLDSYQASLLMERLGIAIIG

Alineamiento con proteinas similares de referencia

T INEAANTTHC
XS THRARAETH

Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPAS y del Bioinformatics Resource
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Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 24R-SS entre QnrB19 y QnrB5 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Ademas, mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de dos secuencias nucleotidicas,
se realiz6 la comparacién entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 94% frente a QnrB19 y QnrB5, por lo cual
no se pudo determinar el amplicon 24R-SS como alguna QnrB, sin embargo, nos inclinamos hacia QnrB19
like.

Muestras de Cerdo
52T-HE

Secuencia consenso

Nucleoétidos
CAGCAAGAGGATTTCTCACGCCAGGATTTGAGCGACAGCCGTTTTCGCCGCTGCCGCTTTTA
TCAGTGTGACTTCAGCCATTGCCAGCTAAGGGATGCCAGTTTCGAGGATTGCAGTTTCATTG
AAAGCGGCGCCGTCGAAGGGTGCCACTTCAGCTATGCCGATCTGCGCGATGCCAGTTTCAAG
GCCTGCCGCCTGTCTTTGGCCAATTTCAGCGGTGCCAACTGCTTTGGCATAGAGTTCAGGGA
GTGCGATCTCAAGGGCGCCAATTTTTCCCGGGCCCGTTTTTACAATCAAATCAGCCATAAGA
TGTACTTCTGCTCGGCTTATATCTCAGGCTGTAACCTGGCCTATGCCAATTTGAGCGGCCAAT
GCCTGGAAAAGTGCGAGCTGTTTGAAAACAACTGGAGCAATGCCAACCTCAGCGGCGCTTC
CTTGATGGGCTCCGACCTCAGCCACGGCACCTTCTCCCGCGACTGCTGGCAACAGGTAAACC
TGCGGGGCTGTGACCTGACCTTTGCCGATCTGGATGGGCTCGACCCCAGACGGGTCAACCTC
GAAGGGGTCAAGATCTGTGCCTGGCAGCAGGAGCAACTGCTGGAACCCTTGGGAGTCATAG
TGCTGCG

Proteina
MYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNL
RGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVIVL

BLAST

Secuencia con Maxima similitud
Quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrA7 [Shewanella algae]
WP_025888029.1
>WP_025888029.1:9-216 quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrA7 [Shewanella algae]
QQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKACRLSLANFS
GANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLSG
ASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVIVL

Secuencias proteicas similares

>QnrA6_WP_020442395.1 MULTISPECIES: [Enterobacterales]
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAIEGCHFSYADLRDASFKACR
LSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNW
SNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVI
VLPD

>QnrA7_WP_025888029.1[Shewanella algae]
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKAC
RLSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENN
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WSNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLG

VIVLPD

Alineamiento con proteinas similares de referencia

S2T-HE
Qnra7 WP_025888..
Qnrie WE_020442..

S2T-HE
Qnr27 WP_02Z5388..
OnrZé WP_02044Z..

S2T-HE
Qnri7 WP_025888..
Qnrie_WE_020442..

52T-HE
Qnri7_WP_025888..
Qnrie WE_020442..

o e

al
&l

e}
121
121

T0
13l
131

MDIIDKEVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSF IESGAVEGCHES
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAIEGCHES

YADLRDASFRACRLSLANFSGANCFGIEFRECDLEGANF SRARFYNOI SHE]
YA DLRDASFEACRLSLANF SGRNCFGIEFRECDLEGANE SEARFYNCI SHE]

EE T

B e

ED
PD

B T T )

Alineamiento de las secuencias de nucleotidos

S2T-HE
Gnri7 NG 0504€8.1
Gnrie WG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7 NG _0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_HG_0S04€8.1
GnriE WG 050467.1

S2T-HE
Onri7_NG_0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_NG_0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_NG_0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_NG_0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_NG_0504€8.1
GnriE NG 0504€7.1

S2T-HE
gnriT_NG_0304€8.1
Gnrif_KG_0504€7.1

S2T-HE
Gnri7_NG_0504€8.1
Onri€ NG_0504€7.1

S2T-HE
Gnri7 NG 0504€8.1
Cnri€ NG_0504€7.1

27
g1
g1

87
121
121

157
1E1
181

217
241
241

277
301
201

237
261
261

517
41
541

577
€01
€01

ATGGATATTATTGATRAAAGSTTITT
ATGGATATTATTGATRRAGTITT

R e B e ok e e oo o e i e e e e e

e e ot ool e e e o e ke e e ol e e e oo e e e e e ot o
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&0
&0

120
120

69
180
180

105
2le
218

2E

En

1]
120
120

15¢
180
lea

Z1€
Z20
z40

Z7E
200
200

23€
2EQ
2ED

28€
420
420

456
480
480

516
520
540

S57€
€00
E00Q

E2E
€57
EST
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Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASYy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 52T-HE entre QnrA6 y QnrA7 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Se realiz6 un alineamiento de la secuencia consenso de nucleétidos y las secuencias de referencia de
QnrA6 y QnrA7 en Uniprot, permitiendo observar una mayor similitud en 3 bases nitrogenadas con
QnrA7, por lo cual se determin6 el amplicon 52T-HE como QnrA7 like.

Mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de 2 secuencias nucleotidicas, se
realiz6 la comparacion entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 95% frente a QnrA6 y 95% Frente a
QnrA7.

44T-HE

Secuencia consenso
Nucledétidos
AAGAGGATTTCTCACGCCAGGATTTGAGCGACAGCCGTTTTCGCCGCTGCCGCTTTTATCAG
TGTGACTTCAGCCATTGCCAGCTAAGGGATGCCAGTTTCGAGGATTGCAGTTTCATTGAAAG
CGGCGCCGTCGAAGGGTGCCACTTCAGCTATGCCGATCTGCGCGATGCCAGTTTCAAGGCCT
GCCGCCTGTCTTTGGCCAATTTCAGCGGTGCCAACTGCTTTGGCATAGAGTTCAGGGAGTGC
GATCTCAAGGGCGCCAATTTTTCCCGGGCCCGTTTTTACAATCAAATCAGCCATAAGATGTA
CTTCTGCTCGGCTTATATCTCAGGCTGTAACCTGGCCTATGCCAATTTGAGCGGCCAATGCCT
GGAAAAGTGCGAGCTGTTTGAAAACAACTGGAGCAATGCCAACCTCAGCGGCGCTTCCTTG
ATGGGCTCCGACCTCAGCCACGGCACCTTCTCCCGCGACTGCTGGCAACAGGTAAACCTGCG
GGGCTGTGACCTGACCTTTGCCGATCTGGATGGGCTCGACCCCAGACGGGTCAACCTCGAAG
GGGTCAAGATCTGTGCCTGGCAGCAGGAGCAACTGCTGGAACCCTTGGGAGTCATAGTGC
Proteina
MYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNL
RGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVIV
BLAST

e Secuencia con Maxima similitud
QnrA7 Quinolone resistance pentapeptide repeat protein[Shewanella algae]

>WP_025888029.1:11-215 quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrA7 [Shewanella algae]
EDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKACRLSLANFS
GANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLS
GASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVIV

Secuencias proteicas similares

>QnrA6_WP_020442395.1 MULTISPECIES: [Enterobacterales]
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAIEGCHFSYADLRDASFKACR
LSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNW
SNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLGVI
VLPD

>QnrA7_WP_025888029.1[Shewanella algae]
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MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKAC
RLSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENN
WSNANLSGASLMGSDLSHGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLG
VIVLPD

Alineamiento con proteinas similares de referencia

44T-HE 1 e ey 0
Onrlé_WP_020442.. 1 MDTIDKVFQQEDFSRODLSDSRFRECREYQCDESECQLRILSFEDCSFIESGATEACHTS an
Onri7WE 025388, 1 MDIIDEVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYGCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHES &0

44T-HE I —-— El
Qnrié WP 020442, €1 YADLRDASFKACRLSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSREARFYNQISH 120
OnrA7_WE_025888.. &l  YADLRDASFHACRLSLANFSGENCEFGIEFRECDLHGANFSRARFYNOISH 120
44T-HE 10 6%
Onrie WP 020442.. 121 180
OnrA7 WE_0O2588E.. 121 180
44T-HE 70 -= 104
OnrRe WE_0Q2044Z2.. 18 PD 218
QnrA7 WP 025388.. 131 D 218

Alineamiento de las secuencias de nucleétidos

44T-EE L — H]
Cnrié_WE_020442.. 1 ATGGATATTATTGATARAGTTITICA €0
GnrRA7 WE_ 025888 . 1 ATEGATATTATTGATARRGTTTTICAS 0
Tiiiiiiiiiiiiiidiiesiiiiiiise iis
44T-EE 23 22
Cnrié_WE_020442.. g1 120
GnrRA7 WE_ 025888 . g1 120
L Lioiiiiilioiiiiiiiiiiilidiiciiiiiliisiiiiiieddiiiidiicsdiis
44T-EE L = 152
Cnrié_WE_020442.. 121 H 180
GnrRA7 WE_ 025888 . 121 = 180
L Uioiiiiiliotiiifiiiiiiiiidiiciiiiiiis iiiiidediiiisiiesdis
44T-EE 153 212
Cnrié_WE_020442.. 181 240
GnrRA7 WE_ 025888 . 181 z40
LS4 ioiiiiiliidilidiiliieiiiliiiisiiilioiiliisiiiiiiciiiissiissdiis
44T-HE 213 272
Gnrié_WE_020442.. 241 200
GnrR7 WE_025888. . 241 200
L diiiiiiiliosiiiiilidiiiiiiidiciiiliiiicsiiiiidcdiiissiiesdiis
44T-HE 273 za2
Gnrié_WE_020442.. 301 260
GnrR7 WE_025888. . 301 20
o diiiiiiilitiiilidililidiiiidiiciilsiliisiiiiiscsdiiiisiicsdiis
44T-HE 223 z52
Gnrié_WE_020442.. 281 420
GnrR7 WE_025888. . 281 420
44T-HE 223 452
Gnrié_WE_020442.. 221 480
GnrR7 WE_025888. . 221 480
44T-HE 253 512
Gnrié_WE_020442.. az1 540
GnrR7 WE_025888. . gz S0
44T-HE 513 572
Gnrié_WE_020442.. za1 £00
GnrR7 WE_025888. . s41 £00
44T-HE 573 - £18
Gnrié_WE_020442.. £01 GOCGERTTAS £57

QnrA7 WP_025E8EB8. . €01 (e GCCGEATTAS €57

e e e o oo i e ok e e ot o e ok ke
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Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASYy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 44T-HE entre QnrA6 y QnrA7 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Sin embargo, se realizé un alineamiento de la secuencia consenso de nucle6tidos y las secuencias de
referencia de QnrA6 y QnrA7 en Uniprot, permitiendo observar una mayor similitud en 3 bases
nitrogenadas con QnrA7.

Mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacién de 2 secuencias nucleotidicas, se
realiz6 la comparacion entre la secuencia consenso Yy las secuencias de referencia disponibles en el
Reference Gene Catalog, dando un porcentaje de identidad de 94% frente a QnrA7 y 93% Frente a
QnrAB, por lo cual se determin6 el amplicon 44T-HE como QnrA7.

85T-HE

Secuencia consenso
Nucledtidos
TTTCTCACGCCAGGATTTGAGTGACAGCCGTTTTCGCCGCTGCCGCTTTTATCAGTGTGACTT
CAGCCATTGCCAGCTAAGGGATGCCAGTTTCGAGGATTGCAGTTTCATTGAAAGCGGCGCCG
TCGAAGGGTGCCACTTCAGCTATGCCGATCTGCGCGATGCAAGTTTCAAGGCCTGCCGCCTG
TCTTTGGCCAATTTCAGCGGTGCCAACTGCTTTGGCATAGAGTTCAGGGAGTGCGATCTCAA
GGGCGCCAATTTTTCCCGGGCCCGTTTTTACAATCAAATCAGCCATAAGATGTACTTCTGCTC
GGCTTATATCTCAGGCTGTAACCTGGCCTATGCCAATTTGAGCGGCCAATGCCTGGAAAAGT
GCGAGCTGTTTGAAAACAACTGGAGCAATGCCAACCTCAGCGGCGCTTCCTTGATGGGCTCC
GACCTCAGCCGCGGCACCTTCTCCCGCGACTGCTGGCAACAGGTAAACCTGCGGGGCTGTGA
CCTGACCTTTGCCGATCTGGATGGGCTCGATCCCAGACGGGTCAACCTCGAAGGCGTCAAGA
TCTGTGCCTGGCAGCAGGAGCAACTGCTGGAAC
Proteina
MYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLSGASLMGSDLSRGTFSRDCWQQVNL
RGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLE
BLAST

e Secuencia con Maxima similitud

MULTISPECIES: quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrA3 [Gammaproteobacteria]
WP_024266192.1

FSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKACRLSLANFSGA
NCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENNWSNANLSGA
SLMGSDLSRGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLE

Secuencias proteicas similares

>QnrA3 WP_024266192.1
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDASFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKAC
RLSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENN
WSNANLSGASLMGSDLSRGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLG
VIVLPD

>QnrA10 WP_044735234.1
MDIIDKVFQQEDFSRQDLSDSRFRRCRFYQCDFSHCQLRDACFEDCSFIESGAVEGCHFSYADLRDASFKAC
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RLSLANFSGANCFGIEFRECDLKGANFSRARFYNQISHKMYFCSAYISGCNLAYANLSGQCLEKCELFENN
WSNANLSGASLMGSDLSRGTFSRDCWQQVNLRGCDLTFADLDGLDPRRVNLEGVKICAWQQEQLLEPLG
VIVLPD

Alineamiento con proteinas similares de referencia

EST-HE 1 e 0
QnrAS_WP_OE-&Z BE.. 1 MDITIDEVFQQEDFSRODLSDSRFRRCRFYQCDFSHCOLRDASFEDCSFIESGAVEGCHES (1]
onril D_WP_D-&‘J T3.. 1 MDITIDEVFQQEDFSRODLSDSRFRRCRFYQCDFSHCOLRDACFEDCSFIESGAVEGCHFES (1]
B5T-HE 1 mmmmmm -- E
QnrAS_WP_OE& 2EE6.. &l YERDLRDARSFERACRLSLANF SGRNCFGIEFRECDLEGENFSRARFYNOISH 120
onral D_WP_D& 473.. &l YERDLRDARSFERACRLSLANF SGRNCFGIEFRECDLEGENFSRARFYNOISH 120
R T
EST-HE 10 &9
QnrAS_WP_OE&ZEE. . 121 180
QnrAlD_WP_D&ﬂ?S. . 121 180
EE R R R R R R R R R R e R L L R P R R R R R
BST-HE 70 FADLDGLDPRRVNLEGVEICAWQQEQLLE--———---—— ER
Onrh3 WP _024266.. 131 PLGVIVLED 218
QnrRl0_WP_04473.. 131 PLGVIVLED 218
R e R T
Alineamiento de las secuencias de nucleotidos
EST—HE e 25
QnrAE_HG_DEGQEG -1 i ATGEGATARTITATIGATRRAGTTTITIICAGCRRGRGE. EQ
QnrAlD_N'G_EIEE’D‘i .. i ATCEEATATTATIGAT ARAGCTTTITCAGCAAGAGE. &0
O A A T T T ERETEAC
ES5T-HE ZE BS
QnrAE_HG_I:IE-’_'IQEd.l g1 120
QnrAlD_N'G_IJ-EEDd. . g1 120
e
EST-HE BE 145
GnrA.E_H’G_IZIE-’.‘I-iE‘!_l 121 180
GnrAlD_N‘G_EI-EEIZI‘!_ . 121 180
EST-HE 14¢€ Z05
GnrA.E_H’G_IZIE-’.‘I-iE‘!_l 181 z40
GnrAlD_N‘G_EI-EEIZI‘!_ . 181 z40
EST-HE 20€ ZES
QnrAE_HG_DEGQEG.!L 241 200
GnrAlD_N‘G_IJEEEI‘!. . 241 200
EST-HE 2EE E23
QnrAE_HG_I:IE-’_'IQEd.l 301 ZEQ
QnrAlD_N'G_UEE’D‘i. . 301 SEDQ
D D R P G T arTTATR IO
ES5T-HE 3ZE 285
GnrA.E_H’G_IZIE-’.‘I-iE‘!_l 3EL 420
QnrAlD_N'G_IJ-EEDd. . 361 420
R
EST-HE 3EE &3
GnrA.E_HG_EIE-’_'I-iE‘!.l |zl &80
QnrAlD_N'G_IJ-EEDd. . 4zl 480
D B B O T CCBACCTCARE
EST-HE 44 B 505
GnrAB_HG_DEﬂ-!E‘L!L 481 B 540
GnrAlD_N‘G_EI-EEIZI‘!_ . 4z = 540
N e
EST-HE E0E LES
QnrAB_HG_DEﬂ-!E‘L!L 541 EQ0Q
GnrAlD_N'G_IJEEEI‘!. . =38 E0d
e
EST—HE s6E e B2
QnrAE_HG_I:IE-’_'IQEd -1 €01 CCTIGEERETCATRAZIGCTECCGZRITAR 657

UnrRl0_NG_O0€E504. . €01 CCTIGEEAGTCATAGIGCTECCGEATTALR EST

e e e e e e e e
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Conclusion

A partir de las secuencias proteicas traducidas con la herramienta EXPASy del Bioinformatics Resource
Portal, No fue posible diferenciar la secuencia 85T-HE entre QnrA3 y QnrA10 debido a que el tamafio de
la secuencia no lo permite.

Sin embargo, se realiz6 un alineamiento de la secuencia consenso de nucle6tidos y las secuencias de
referencia de QnrA3 y QnrA10 en Uniprot, permitiendo observar una mayor similitud con QnrA3 donde
tan solo discrepan en 4 nucle6tidos mientras que con QnrAl0 discrepan en 7 nucleotidos.

Mediante el Global Align del NIH el cual permite la comparacion de 2 secuencias nucleotidicas, se realizé
la comparacion entre la secuencia consenso y las secuencias de referencia disponibles en el Reference Gene
Catalog, dando un porcentaje de identidad de 90% frente a QnrA3 y 89% Frente a QnrA10, por lo cual se
determiné el amplicon 85T-HE como QnrA3.



