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RESUMEN

En el presente estudio, se analizaron los mecanismos de resistencia a nitrofuranos en 18 muestras cér-
nicas con Salmonella enterica (15 de pollo, 2 de ternera y 1 de cerdo) de mercados de Lima (Pert).
Determinaron los serotipos de los aislamientos y la sensibilidad a furazolidona y nitrofurantoina (con
y sin el inhibidor de bombas de expulsiéon Phenyl-Arginine-f-Naphthylamide [PABN]), las mutaciones
en los genes snrA y cnr por PCR y la transferabilidad de la resistencia por conjugacion. Se identificaron
15 muestras con S. infantis (13 muestras de pollo), 2 con S. enteritidis y 1 con S. anatum. Todos los aisla-
mientos, excepto S. anatum, fueron resistentes a ambos nitrofuranos (concentracién minima inhibidora
[CMI] a furazolidona: 32-64 ug/mL, CMI a nitrofurantoina: 128-256 pg/mL), sin diferencias al adicio-
narse PABN. Todos los aislamientos resistentes a nitrofuranos presentaron sustituciones en snrA y cnr (S.
infantis: snrA STOP-151; cnr STOP-137; S. enteritidis: snrA STOP-180; cnr STOP-179). No se detectaron
mecanismos transferibles de resistencia a nitrofuranos.

Palabras clave: Resistencia a Antibidticos; Furazolidona; Salmonella (fuente: DeCS BIREME).

NITROFURAN RESISTANCE IN Salmonella enterica
ISOLATED FROM MEAT FOR HUMAN CONSUMPTION

ABSTRACT

The mechanisms of resistance to nitrofurans from 18 meat samples with Salmonella enterica (chicken: 15;
beef: 2; pork: 1) collected in Lima (Peru) were analyzed. The isolates were serotyped and the susceptibility
levels to furazolidone and nitrofurantoin [with and without the efflux pump inhibitor Phenyl-Arginine-
B-naphthylamide (PABN)], the presence of mutations in the snrA and cnr genes and the transferability of
resistance by conjugation were established. Fifteen samples with S. infantis (13 from chicken samples), 2
with S. enteritidis and 1 with S. anatum were identified. All isolates except the S. anatum were resistant to
both nitrofurans showing MICs (minimum inhibitory concentration) of furazolidone and nitrofurantoin
of 32-64 pg/mL and 128-256 ug/mL, respectively. The addition of PASN had no effect on the MIC levels.
All nitrofuran-resistant isolates showed amino acid codon alterations at both snrA and cnr (S. infantis:
snrA STOP-151; cnr STOP-137; S. enteritidis: snrA STOP-180; cnr STOP-179). No transferable mecha-
nisms of nitrofuran resistance were detected.

Keywords: Drug resistance; Furazolidone; Salmonella (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Los nitrofuranos son un grupo de antimicrobianos de origen sintético activos frente a parasi-
tos y bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (. Estos compuestos han sido ampliamente
utilizados tanto en medicina humana como veterinaria, asi como en promotores de creci-
miento de animales destinados al consumo humano . Actualmente, su uso en veterinaria
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para animales de consumo humano esta prohibido en nu-
merosos paises debido al riesgo a que estos antimicrobianos o
sus metabolitos permanezcan en el alimento . Su uso veterina-
rio esta prohibido en Peru desde 2013 .

En lineas generales, los niveles de resistencia a nitrofurano
en Enterobacteriaceae causantes de diarrea, como por ejem-
plo Shigella spp., son bajos ¥, habiéndose reportado los ma-
yores niveles de resistencia a estos antimicrobianos en Sal-
monella spp. “*). En la actualidad, los mecanismos de acciéon
de los nitrofuranos estin poco estudiados, habiéndose
descrito principalmente en mutantes obtenidos in vitro.

Se ha descrito que los nitrofuranos precisan ser activados
por nitroreductasas para ejercer su accion; la reaccion de re-
duccién constaria de varios pasos secuenciales, considerando
que algunos de los productos generados en estos pasos in-
termedios podrian poseer actividad antimicrobiana 7. Las
nitroreductasas implicadas en estos procesos de activacion
son NfsA y NfsB ©. Asi, en Escherichia coli, la presencia de
alteraciones capaces de reducir o eliminar la funcionalidad
de estas enzimas se ha asociado con el desarrollo de resisten-
cia a nitrofuranos, tanto en estudios con mutantes obtenidos
in vitro como en estudios desarrollados con aislamientos
clinicos ®1%. También se ha descrito el rol de bombas de ex-
pulsion en la resistencia a nitrofuranos. Ademas, se ha cons-
tatado que la bomba de expulsion OqxAB, perteneciente a
la familia RND (del inglés Resistance-Nodulation-Division),
es capaz de conferir resistencia a nitrofurantoina V.

Pese a los antecitados mayores niveles de resistencia presen-
tes en Salmonella spp., el nimero de estudios realizados enfoca-
dos al estudio de los mecanismos de resistencia a nitrofuranos es
escaso 2. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue de-
terminar los niveles y mecanismos de resistencia a nitrofuranos
en aislamientos de Salmonella enterica procedentes de muestras
carnicas adquiridas en mercados tradicionales de Lima.

EL ESTUDIO

Se utilizaron 18 muestras con Salmonella enterica aisladas en
2012 de un estudio previo, que tuvo como objetivo determinar
la presencia de Enterobacteriaceae y los niveles de resistencia
a antimicrobianos de E. coli en muestras carnicas (cerdo, po-
llo o ternera), adquiridas en mercados tradicionales del norte
(Comas, San Martin), centro (La Victoria, Cercado de Lima)
y sur (Villa El Salvador) de Lima !?. El estudio se realizé en el
ISGlobal, Hospital Clinic - Universitat de Barcelona (Espana),
Nutreco (Espana) y el Instituto de Medicina Tropical Alexan-
der von Humboldt (Pert1). En todos los casos los aislamientos
fueron identificados previamente por métodos bioquimicos y
confirmados mediante amplificacién del gen invA 19, Los ais-
lamientos de S. enterica se recuperaron de —80 °C y de manera
previa a su uso se reconfirmaron mediante la amplificacién y
secuenciacion del gen 16S rRNA (4,

Se determino los serotipos de los aislamientos mediante
microarrays (Check & Trace Salmonella kit, Check-Points
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Motivacion para realizar el estudio: Los crecientes niveles
de resistencia a antimicrobianos en Pert constituyen una
serfa preocupacion. No obstante, hay una escasez de datos
respecto a la resistencia a nitrofuranos en Salmonella spp.

Principales hallazgos: Existen altos niveles de resistencia a ni-
trofuranos en Salmonella spp. correlacionados con la presencia
de mutaciones cromosomales en los genes cnry snrA.

Implicancias: Los resultados del estudio muestran la
necesidad de investigaciones sistematicas de los niveles de
resistencia a nitrofuranos en Salmonella spp. dirigidas no
solo a niveles y mecanismos, sino también a las causas de la
seleccion natural de aislamientos resistentes.

B.V, Wageningen, Holanda) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras ello se procedio a determinar la sensibilidad
a furazolidona (100 pg) y nitrofurantoina (300 pug) mediante
el método de difusion en disco (BD, San Agustin del Guada-
lix, Espana), asi como los valores de concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) mediante el método de dilucion en agar,
siguiendo las directrices de la guia CLSI (Clinical and Labo-
ratory Standards Institute) y utilizando la cepa E. coli ATCC
25922 como control de calidad . En la guia CLSI no existe
un punto de corte especifico para furazolidona, por lo que en
este caso se reportan los datos de CMI y/o didmetro de halo.

Tanto para nitrofurantoina como para furazolidona, los
valores de CMI se determinaron en presencia de Phenyl-Ar-
ginine-B3-Naphthylamide (PABN, por sus siglas en inglés),
un inhibidor de bombas de expulsion de tipo RND ®. Para
su uso, el PABN se disolvid en dimetil sulfoxido (DMSO),
motivo por lo que determing el efecto de este solvente en el
crecimiento bacteriano.

En todos los aislamientos, se amplificaron los genes nfsA
y nfsB mediante la técnica de reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (ciclo inicial de 94
°C por cinco minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por
40 segundos cada uno, 60 °C por 30 segundos, 68 °C por 40
segundos, y una extension final de 72 °C por cinco minutos).
La PCR se realiz6 con los cebadores descritos por Salaman-
ca-Pinzon et al. "9, visualizindose en geles de agarosa al 2%
tefiidos con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.). Las
bandas obtenidas fueron recuperadas del gel y se purificaron
utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System
(Promega, Madison, EE. UU.). Los productos purificados
fueron enviados a Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su
secuenciacion.

Por ultimo, la presencia de mecanismos transferibles de
resistencia a nitrofuranos se determiné por conjugacion si-
guiendo el protocolo previamente descrito 7. Para este fin
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se utilizé como cepa receptora a E. coli J53 (resistente a azi-
da sodica) y agar Mueller-Hinton suplementado con azida
sédica (150 pg/ml) y furazolidona (16 ug/ml) como medio
para seleccionar los transconjugantes.

HALLAZGOS

Los 18 aislamientos que se incluyeron en el presente estudio
provenian de cuatro mercados diferentes de las tres dreas del
estudio original (cono norte, centro y sur) (Tabla 1), lo que
demostro, por tanto, una amplia diseminacién por toda el
area de Lima.

Los resultados del serotipado mostraron que la mayoria
de los aislamientos pertenecian al serotipo infantis (15 aisla-
mientos, 83,3%). Las tres cepas restantes se clasificaron como
enteritidis (dos cepas, 11,1%) y anatum (una cepa, 5,6%). Los
aislamientos del serotipo infantis se recuperaron de los tres
tipos de muestras carnicas, en especial de las muestras de
pollo. Asi 13 de los 15 aislamientos recuperados procedian
de muestras de pollo, mientras que se aislé una de S. infantis
en muestras de ternera, y otra en muestras de cerdo. Por su
parte, los dos aislamientos de S. enteritidis provinieron de
muestras de pollo y el de S. anatum de ternera (Tabla 1).

Todos los aislamientos, a excepcion de la cepa de S. anatum,
presentaron niveles de CMI de 32-64 pg/ml para furazolidona,
siendo resistentes a nitrofurantoina con CMIs de 128-256 pg/
ml. El aislamiento de S. anatum presenté CMIs de 8 pig/ml para
furazolidona y de 32 pg/ml para nitrofurantoina (Tabla 2).

Asimismo, se observé correlacion entre los valores de
CMI vy los halos observados en los estudios con discos de
antibidtico. Asi, en el caso de los aislamientos resistentes a
nitrofurantoina se observaron halos de 8- 11 mm de didme-
tro para este antibi6tico y de 8-13 mm para furazolidona,
mientras que el aislamiento sensible present6 halos de 20
mm a nitrofurantoina y 24 mm a furazolidona.

La adicion de PAN no afect6 los valores de CMI, que en

Tabla 1. Origen de las muestras de carne

Especies N Muestra Distrito Area
S. anatum 1 Ternera Villa el Salvador Sur
S. enteritidis 1 Pollo La Victoria Centro
S. enteritidis 1 Pollo Villa el Salvador Sur
S. infantis 6 Pollo La Victoria Centro
S. infantis 1 Ternera La Victoria Centro
S. infantis 3 Pollo Comas Norte
S. infantis 2 Pollo San Martin de Porres ~ Norte
S. infantis 2 Pollo Villa el Salvador Sur
S. infantis 1 Cerdo Villa el Salvador Sur

N: Numero de aislamientos de S. enterica. Solo se consider6 un aislamiento de
Salmonella por muestra
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todos los casos permanecieron inalterados, lo cual mostr6
la no implicacion de bombas de expulsion tipo RND en el
desarrollo de resistencia a nitrofuranos en los aislamientos
estudiados. Ni PASN ni DMSO interfirieron con el creci-
miento normal de las bacterias.

Todos los aislamientos resistentes a nitrofuranos presen-
taron mutaciones en snrA y cnr. Los 15 aislamientos de S.
infantis presentaron sendos codones STOP en la posicion
151 de snrA y 137 de cnr, mientras que las dos S. enteritidis
los presentaron en las posiciones 180 de snrA y 179 de cnr
(Tabla 2). Por altimo, no se obtuvieron transconjugantes re-
sistentes a nitrofuranos en los estudios de conjugacion.

DISCUSION

A pesar de que el uso de nitrofuranos en animales de consu-
mo estd prohibido en numerosos paises, la resistencia a estos
mismos se ha descrito en enteropatégenos, como es el caso
de Salmonella spp., aisladas de muestras alimentarias *%;
incluso, en algunos casos se han detectado restos de nitro-
furanos en productos carnicos '*. Hay varias explicaciones
posibles a estos hechos, las cuales incluyen la estabilidad de
la resistencia a nitrofuranos, el uso de estos antimicrobianos,
pese a tratarse de productos prohibidos, o la existencia de
contaminacién ambiental “#1%),

Elhecho que los enteropatdgenos aislados tuviesen como
origen muestras de los tres tipos de carnes (pollo, ternera y
cerdo), incluidos en el estudio y su presencia en las diferen-
tes zonas de Lima, sugiere la amplia diseminacion geogra-
fica en el pais de S. enterica resistentes a nitrofuranos. No
obstante, se ha de considerar que las muestras procesadas se
colectaron en 2012, un afo antes de la prohibicion en Peru
del uso de nitrofuranos en la cria de animales de consumo .

Se ha observado que la adquisicion de resistencia a nitro-
furanos es un hecho secuencial, en el que las nitrorreductasas
NfsA y NfsB acumulan alteraciones que afectan su funciona-
lidad y que poseen un efecto aditivo en los niveles finales de
resistencia a nitrofuranos ©). Los resultados del presente estudio
fueron concordantes, detectdndose la presencia de mutaciones
conducentes a la presencia de codones STOP en los genes equi-
valentes (snrA y cnr) y ala subsiguiente falta de nitroreductasas
funcionales. Hasta la fecha muy pocos estudios han analizado
los mecanismos de resistencia a nitrofuranos en S. enterica; en
ellos se han encontrado escenarios similares, con presencia de
codones STOP u otras alteraciones en los genes snrA o cnr ©12.

Sibien en el presente estudio no se obtuvieron transconju-
gantes resistentes a nitrofuranos, se han descrito mecanismos
transferibles de resistencia a nitrofuranos. Entre estos, merece
una especial atencion la bomba de expulsion OgxAB, la cual
ha sido recientemente implicada en el desarrollo de resisten-
cia a nitrofurantoina Y. OqxAB es una bomba de expulsion
de tipo RND, indigena de Klebsiella spp., la cual fue detectada
y codificada por primera vez en pldsmido en aislamientos de
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Tabla 2. Niveles y mecanismos de resistencia a nitrofuranos en Salmonella spp.

Nitrofurantoina Furazolidona Sustituciones
Serotipo n Rango (n) CMIso* CMlIso? Rango (n) CMIso? CMIso? snrA cnr
S. infantis 15 128 (14) - 256 (1) 128 128 32(8) - 64 (7) 32 64 STOP-151  STOP-137
S. enteritidis 2 128 - - 32-64 - - STOP-180 STOP-179
S. anatum 1 32 - - 8 - - wt wt
Total 18 32-256 128 128 8-64 32 32 - -

n: numero de aislamientos; CMI: concentracién minima inhibitoria; wt: ausencia de mutaciones.

*Calculado solo para S. infantis.

E. coli de origen veterinario en un estudio sobre la resistencia
a olaquindox . En Pert, el uso de olaquindox en animales
de consumo se prohibi6 a la par que el de nitrofuranos . En
la actualidad, se conocen al menos 14 alelos de ogxA y 28 de
0gxB codificados en plasmidos, sin que la actividad especifica
de cada uno de ellos haya sido establecida 4.

La presencia de mutaciones en acrB, emrD, yajR o macB, ge-
nes codificantes de bombas de expulsion cromosomales, ha sido
implicada en el desarrollo de resistencia a nitrofuranos ®”. La més
estudiada de estas bombas es AcrAB que, al igual que OgxAB, es
una bomba de expulsion de tipo RND. La bomba AcrAB, al igual
que otras bombas de tipo RND incluyendo a OqxAB, puede ser
inhibida usando substancias como PAIN 2, En el presente es-
tudio no se observd efecto de PARN, por lo que se descarté que
la sobreexpresion de bombas tipo AcrAB estuviese implicada en
el desarrollo de resistencia a nitrofuranos en estos aislamientos,
aportando ademds una evidencia complementaria sobre la au-
sencia de bombas plasmidicas OgxAB. En un estudio previo en
el que se desarrollaron mutantes de E. coli resistentes a furazoli-
dona, tampoco se detectd implicancia de bombas de expulsion
inhibibles por PAGSN ©.

Debido a la metodologia utilizada la presencia de me-
canismos de resistencia transferibles que solo confiriesen
modestos incrementos en los niveles de resistencia, podria
haber pasado desapercibida, lo que constituye una limita-
cion del presente estudio. Asimismo, los aislamientos inclui-
dos en el estudio son del 2012, lo que resalta la necesidad de
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efectuar nuevos estudios que permitan valorar la situacién
actual.

El presente estudio describe la presencia de niveles altos
de resistencia a nitrofuranos en aislamientos de Salmonella
enterica procedentes de muestras de alimentos carnicos co-
mercializados en el drea de Lima. Estos niveles de resistencia
se relacionaron de manera directa con la presencia de mu-
taciones cromosomales en los genes snrA y cnr. Es preciso
mantener un seguimiento de los niveles de resistencia a ni-
trofuranos en S. enterica.
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