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1. RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) es el principal patdgeno causante de diarrea y edema en lechones
lactantes y posdestetados. Existe una preocupacion global de salud publica debido a un nimero
creciente de infecciones humanas asociadas con E. coli patdgena y resistente a multiples
farmacos transmitida por la cadena alimentaria y/o el medio ambiente. Monitorear los
aislamientos de E. coli patégena y su resistencia a los antimicrobianos es crucial para el manejo
sostenible de enfermedades tanto en el ganado como en la medicina humana. De una base de
datos se seleccionaron 88 cepas de E. coli resistentes a ceftazidima y cefotaxima de origen
porcino (25/88) y humano (63/88). La resistencia a betalactamicos se confirmé mediante
concentracion minima inhibitoria usando la técnica de microdilucion en caldo. Los genes de
resistencia a betalactamicos (blaCTX-M, blaSHV, blaTEM), de factores de virulencia (eae, stx1,
stx2, elt, est, ipaH, aat, daa) y la filotipificacion por el método de Clermont se analizaron por
PCR punto final. La relacion clonal se determiné por electroforesis en campos pulsados. La
extraccion de DNA plasmidico se realizé por el método de Kieser. Se confirmé la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion y un fenotipo de BLEE en los 88 aislamientos de E. coli.
Un fenotipo de multidrogo resistencia se mostré en 63 aislamientos de origen humano y 25 de
origen porcino. Sesenta y tres cepas de E. coli de humanos mostraron al menos un marcador
de patogenicidad siendo los patotipos mas comunes DAEC (9.1%) y EIEC (4.55%). En cerdos,
no se aislé ningun patotipo de E. coli, es decir, las 25 cepas fueron comensales. Las clases de
genes de betalactamasa mas predominantes fueron blaCTX-M (78.40%) y blaTEM (35.22%). La
filotipificacion dividié todos los aislamientos en cuatro grupos. En la mayoria de los aislamientos,
el filogrupo A (46.59%) y filogrupo D (38.63%) fueron los mas dominantes, mientras que el resto
perteneciaa B1 (9.09%)y B2 (5.68%). El filogrupo A corresponde a cepas de E. colicomensales
mientras que el filogrupo D es un indicador de contaminacion fecal humana y se asocian a E.
coli patogena. El analisis de campos pulsados comprobd que existe una diversidad genética
entre las cepas de cerdos y humanos mostrando que no estan clonalmente relacionadas. La
clonotipificacion en cerdos reveld la relacion clonal de 2 aislamientos (L) y 3 aislamientos (M).
En humanos, la relacion clonal de 2 aislamientos (M), 4 aislamientos (N), 2 aislamientos (Q) y
3 aislamientos (T). El andlisis del perfil de plasmidos muestra que los aislamientos de E. coli de
origen porcino y humano comparten un plasmido de aproximadamente 66 kb. Este estudio
resalta la importancia de monitorear la resistencia a los antibidticos y la patogenicidad de
aislamientos de E. coli porcinos. La presencia de BLEE en animales de consumo
potencialmente puede seleccionar bacterias resistentes que posteriormente logren transferirse
de forma horizontal al consumidor (humano) a través del contacto directo y por la cadena
alimenticia. La presencia de clonas zoondticas patdgenas resistentes a multiples antibidticos,
asi como aquellas que son resistentes a antibidticos de importancia critica para los humanos,
puede representar un riesgo para la salud publica. Es fundamental abordar este problema de
manera integral mediante practicas de saneamiento y uso responsable de antibidticos en
granjas porcinas para prevenir infecciones, asi como el mantenimiento y la dispersion de los
aislamientos causales.

Palabras clave: Escherichia coli, resistencia antimicrobiana, cerdos, humanos



2. INTRODUCCION

Las cefalosporinas de tercera generacion (C3G), como la ceftazidima (CAZ) y la
cefotaxima (CTX), son antibidticos [B-lactamicos ampliamente utilizados en el
tratamiento de infecciones bacterianas graves. Desde su introduccién en la década
de 1980, han sido esenciales para el manejo clinico tanto en medicina humana como
veterinaria. Sin embargo, su efectividad ha disminuido debido al aumento de
bacterias productoras de [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas
capaces de inactivar estos antibioticos y conferir resistencia.

En medicina veterinaria, CAZ y CTX han sido empleados para tratar y prevenir
enfermedades en animales destinados al consumo humano, e incluso como
promotores de crecimiento. Estas practicas, a menudo poco reguladas, han
favorecido la seleccidn y diseminacion de cepas resistentes, especialmente en
entornos donde la cercania entre humanos y animales incrementa el riesgo de

transferencia de genes de resistencia [Mosquito et al., 2011].

La adquisicion de BLEE por Escherichia coli en humanos y animales representa un
mecanismo critico de resistencia, ya que estas cepas multirresistentes (MDR)
pueden incorporar genes adicionales mediante elementos genéticos moviles, lo que
facilita su diseminacion y dificulta su tratamiento. En casos extremos, alcanzan
resistencia a todos los antibioticos disponibles (pandrogoresistencia, PDR),
asociandose con mayor mortalidad, hospitalizaciones prolongadas y altos costos en
salud publica [Mosquito et al., 2011].

En el estado de Morelos, México, la informacion sobre la resistencia a C3G en E. coli
es limitada, a pesar de que en regiones cercanas se ha documentado su presencia
en ambientes humanos, animales y ambientales. Ante la falta de datos actualizados,
resulta prioritario generar evidencia cientifica que permita comprender la dinamica
de la resistencia antimicrobiana en la interfase salud humana-animal. En este
estudio, se buscaron aislamientos de E. coli MDR con resistencia a CAZ y CTX de
origen porcino y humano, con el objetivo de describir sus caracteristicas moleculares

y los mecanismos de resistencia involucrados.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia antimicrobiana (RAM) representa una amenaza creciente para la
salud publica global, particularmente cuando afecta a antibidticos de amplio uso
como las cefalosporinas de tercera generacion. Entre los mecanismos mas
relevantes asociados a esta resistencia se encuentran las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), cuya diseminacion ha sido ampliamente documentada
en enterobacterias como Escherichia coli. En particular, las cepas multirresistentes
(MDR) productoras de BLEE se han consolidado como una causa importante de

infecciones dificiles de tratar, tanto en ambientes hospitalarios como comunitarios.

En México, el uso de antimicrobianos en la produccién animal continua siendo una
practica comun, muchas veces sin una regulacién efectiva ni monitoreo de su
impacto microbioldgico. Esta situacion favorece la aparicion de cepas resistentes
en animales destinados al consumo humano, como los cerdos, generando un
escenario de riesgo en la interfase salud humana-animal. La falta de informacién
actualizada sobre la caracterizacion molecular de E. coli resistentes a CAZy CTX
en esta interfase impide dimensionar adecuadamente la magnitud del problema y
limita el desarrollo de estrategias de vigilancia y control.

En el estado de Morelos, la evidencia cientifica sobre la presencia y el
comportamiento genético de E. coli productora de BLEE es escasa, particularmente
en contextos donde la cercania entre humanos y animales favorece la transferencia
potencial de genes de resistencia. Esta ausencia de datos locales limita la
comprension del papel que juegan los reservorios animales en la diseminacion de
cepas resistentes y obstaculiza la formulacion de politicas sanitarias efectivas. Por
tanto, es fundamental generar evidencia cientifica que permita caracterizar
molecularmente estas cepas y comprender su distribucién, mecanismos de

resistencia y relaciones clonales entre hospedadores humanos y animales.



4. MARCO TEORICO

4.1 Generalidades de Enterobacterias

Las enterobacterias son un grupo de microorganismos generalmente con forma
de baston, gram negativos, aerobios y anaerobios facultativos, pueden presentar
flagelo para su locomocién o ser inmoviles, no forman esporas, algunos de los
microorganismos que se encuentran en este grupo son los del género Salmonella,
Shigella, E. coli entre otras, que se caracterizan principalmente por causar
infecciones gastrointestinales [Puerta-Garcia et al., 2010].

4.2 Escherichia coli

E. coli es un microorganismo gram negativo, pueden ser movil o inmovil, tienen la
capacidad de fermentar lactosa y de producir indol, ademas es perteneciente al
grupo de las enterobacterias, generalmente se localiza y es parte importante
del tracto intestinal del ser humano y animales saludables. Sin embargo, existen
algunos tipos de E. coli que pueden causar enfermedades gastrointestinales, esta
bacteria es transmitida al humano por contacto con personas y/o animales
enfermos (destinados a la produccion de alimentos) principalmente por la ingesta
de alimentos y bebidas contaminadas algunos de estos alimentos como productos
de carnicos y/o de origen animal (carne picada cruda o poco cocida, leche cruda)
no obstante también puede encontrarse en alimentos de origen vegetal [OMS,
2018; Puerta-Garcia et al., 2010; CDC, 2014].

Dentro del grupo de las E. coli patdégenas entéricas causantes de infecciones
gastrointestinales tanto en humanos como en cerdos existen seis patotipos, que
se clasifican de acuerdo con su mecanismo de patogenicidad: E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli adherente difusa (DAEC) (Tabla 1 y 2) [CDC, 2014; Rodriguez-
Angeles, 2002].



Tabla 9. Principales caracteristicas de Escherichia coli patégena entérica en
humanos [Rodriguez-Angeles, 2002].

PATOTIPO CUADRO EPIDEMIOLOGIA GENES DE
CLINICO VIRULENCIA
% Gen eae: adhesinas
EPEC Diarrea acuosa, Nifios menores de intimina
febricula, dolor 6 meses hasta 2 < Plasmido eaf
abdominal y vomito anos % Adherenciay
Eliminacion (A/E)
Diarrea aguda acuosa | Nifios menores de * Toxinas: Sty Lt
ETEC y diarrea del viajero 2 afios +»+ Factor de colonizacioén
de antigenos (CFA)
" . «» Toxinas: Stx
Enteritis hemorragica, & Adh ;
Sindrome Uremico « Adherencia y
" , Eliminacion (A/E)
EHEC Hemolitico, fiebre, Todas las edades o -
dolor abdominal y * Intimina (eae) .
vomito +»» Plasmido de virulencia
pO157
Diarrea con moco % Plasmido (pINV)
EIEC sangre y Todas las edades & proteinas: ipa
% Genes: afa, dra, daa
DAEC Diarrea acuosa y sin Niﬁos de1ab gggggi;ﬁra
sangre afnos & Gen: daaC
«» Fimbria F1845
% Plasmido pAA codifica
para fimbrias AAF
% GenaggRregula
factores de
o . transcripcién
Diarrea acuosa con Nlngs recien % Gen astA codifica para
EAEC . nacidos hasta dos .
moco Y sin sangre afios toxinas gntero
agregativas (St, S/)
% Gen aap codifica para
dispersina
+ Fimbrias de adherencia
agregativa (A/A)




Tabla 10. Principales caracteristicas de Escherichia coli patogena entérica en
cerdos [Rodriguez-Angeles, 2002].

PATOTIPO CUADRO EPIDEMIOLOGIA GENES DE
CLINICO VIRULENCIA
% eae (intimina)
Diarrea. malabsorcién Ocurre en lechones | % espB, espD (genes
EPEC anorexié ' de todas las que codifican
edades, proteinas
transmision fecal- esenciales)
oral
Diarrea acuosa, Principalmente en % Toxinas STy LT
ETEC deshidratacion, pérdida lechones jévenes, « adhesinas
de peso transmision fecal- (fimbriae)
oral
Diarrea hemorragica, Principalmente en ’f Six (t.ox.m? Shiga)
] - " % eae (intimina)
EHEC sindrome urémico cerdos jovenes, N LN
hemolitico transmision fecal- % Plasmido de
oral virulencia pO157
Diarrea acuosa o Ocurre en lechones y | o pjscmido pINY
EIEC nauinolenta. fiebr cerdos jovenes, & proteinas |
sanguinolenta, fiebre transmision fecal- ** proteinas ipa
oral
Diarrea persistente, Ocurre en lechones w AAF (flmprlas de
. adherencia
EAEC formacion de y cerdos adultos, ,
: ; . agregativa)
biopeliculas transmision fecal- & aggR

oral

4.2.1 E. coli enterohemorragica (EHEC)

Este tipo de infeccion por EHEC se caracteriza por causar infecciones zoonéticas

y por producir infeccion a nifios y adultos, al secretar una toxina llamada Shiga su

sintesis esta asociada a la presencia de un bacteriéfago que se encuentra

insertado en el genoma [Hannaoui et al., 2009]. EHEC puede producir una o0 mas

toxinas shiga (Stx) stx1 y/o stx2 y producir cuadros clinicos que van desde dolor

abdominal, diarrea sanguinolenta y fiebre, algunas veces suele producir sindrome

urémico-hemolitico (SHU) este ultimo esta asociado a la toxina stx2 [Vila et al.,
2012; OMS, 2018; Farfan-Garcia et al., 2016; CDC, 2014].




4.2.1.1 Mecanismo de patogenicidad

En cuanto a las bacterias EHEC se caracteriza por producir lesiones de
adherencia/eliminaciéon (A/E) una vez que la bacteria se adhiere al epitelio
intestinal por medio de fimbria y el Sistema de Secrecion Tipo 3 (SST3) inyecta
proteinas efectoras como “Tir” el cual funciona como receptor y favorece a la
adherencia de la intimina bacteriana eliminando las microvellosidades en el lugar
de adherencia posteriormente ocurre un reordenamiento del citoesqueleto
del enterocito que estimula a la proteina “EspP” (Proteina P secretada por E. coli)
y esta a la toxina shiga [Hannaoui et al., 2009; Farfan-Garcia et al., 2016; Carlos-
Marquez. et al., 2019].

4.2.2 E. coli enterotoxigenica (ETEC)

Este grupo es la principal causa bacteriana de diarrea del viajero y diarrea en
nifios, actualmente solo se ha identificado en humanos ademas sintetiza dos
toxinas una termoestable codificada por el gen “St”y una termolabil codificada por
el gen “Lt” localizados en plasmidos las cuales pueden ser secretadas ambas o
una sola toxina por cepa asimismo se encargan de estimular el revestimiento de
los intestinos, por otra parte las ETEC tienen la capacidad de adherirse a las
células intestinales gracias a las fimbrias y pilis denominados ‘“factores de
colonizacion” (CFs). Dentro de los sintomas producidos por este grupo bacteriano
se encuentra el dolor de cabeza, abdominal, nauseas y diarrea liquida [Rios-Mufiz
et al., 2019; Vila et al., 2012; CDC, 2014].

4.2.2.1 Mecanismo de patogenicidad

De acuerdo con la patogenia estas colonizan las células intestinales y se adhieren
a los enterocitos mediante fimbrias que se unen a receptores especificos que se
encuentran enla membrana de estas células para después secretar sus toxinas “Lt”
y/o “St” lo que produce la inhibicion de actividad guanosina trifosfatasa
(GTPasa) y activa la adenilato-ciclasa que a su vez aumenta las concentraciones
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), por lo tanto, estimula la secrecion de

cloruro y demas electrolitos e imposibilita la absorcion del intestino en



consecuencia provoca diarrea [Vila et al., 2012; Farfan-Garcia et al., 2016; Carlos-
Marquez et al., 2019; Rios-Mufiz et al., 2019].

4.2.3 E. coli enteropatogena (EPEC)

Las cepas EPEC producen cuadros diarreicos acuosos persistentes en nifios
generalmente de menos de 2 afnos, esta puede ser de moderada a grave y puede
estar acompafiada de vomito y fiebre o bien asintomatica, ademas es causa
recurrente de brotes en lugares cerrados. Se clasifican en tipicas y atipicas, tipicas
por la presencia de un plasmido de virulencia llamado “factor de adherencia de
EPEC” (EAF) y atipicas por la ausencia de este [Vila et al., 2012; Farfan-Garcia et
al., 2016; Hernandez-Cortez et al., 2011].

4.2.3.1 Mecanismo de patogenicidad

Respecto a su capacidad de producir infecciones estas se fijan al epitelio intestinal
a través de su “factor de adherencia de EPEC” (EAF) el cual por medio de un pili
rizados denominados “Bfp (bundle-forming pilus)” pili formador de bucles y un
flagelo de tipo IV logran una adherencia que posteriormente es reforzada por el
SST3 el cual segrega proteinas como tir que es un receptor para intimina que es
una adhesina, después se eliminan las microvellosidades de enterocito para una
mejor adherencia lo que provoca la pérdida de absorcién y por tanto la
acumulacion de solutos en el lumen intestinal, que conduce a una diarrea liquida.
Por otra parte, el SST3 también segrega proteinas que inducen el reordenamiento
de los filamentos de actina para la induccion de pedestales que son pequeias
elevaciones elaboradas de actina ubicadas en el sitio de adhesion de EPEC vy
poros en la membrana de la célula intestinal para la internalizacion de proteinas
efectoras [Vila et al., 2012; Farfan-Garcia et al., 2016; Saenz et al., 2022; Carlos-
Marquez et al., 2019].

4.2.4 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Las infecciones producidas por EAEC también frecuentemente es causa de
diarrea del viajero en nifios y adultos los cuales pueden presentar un cuadro clinico

de diarrea acuosa, con moco y sangre, fiebre, dolor abdominal, nauseas y vomito,



sin embargo, este patotipo hasta ahora solo se ha localizado en humanos.
Generalmente se caracteriza por la aglutinacion producida por adhesinas flexibles
y fimbrias, las cuales generan dafio mediante la adherencia agregativa, ademas
se ha descrito que contienen un plasmido AA probe (o también llamado CVD432)
que se encuentra en el gen “aap” que codifica para una proteina transportadora, la
cual es empleada para su deteccion por PCR, no obstante, algunas cepas pueden
producir una toxina termoestable (St) de EAEC (EAST-1) [Saenz et al., 2022; Vila
et al., 2012; Farfan-Garcia et al., 2016; Rios-Muiiiz et al., 2019].

4.2.4.1 Mecanismo de patogenicidad

En la colonizacion del epitelio intestinal se une por medio de fimbrias de
adherencia- agregativa (AA), también actua un complejo denominado Aat que se
requiere para el transporte de dispersina que es una proteina que promueve la
dispersion del moco y que ademas es codificada por el gen aap. Asi como también
el auto-transportador como la proteasa involucrada en la colonizacién intestinal
(Pic) esta incrementar la secrecion de moco, asi mismo le abre paso a la bacteria
gracias a su actividad mucinolitica. Posteriormente el gen AggR produce una
toxina EAST-1 que tiene actividad guanilatociclasa (GC), incrementa el guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) y por lo tanto altera el transporte de iones. Finalmente
produce una proteasa (Pet) la cual rompe a la espectrina (proteina estructural, da
soporte a la membrana celular) que se encuentra unida a la actina para bloquear
su funcidon y provocar cambios en la morfologia de la célula que indicen la
permeabilidad de la membrana [Farfan-Garcia et al., 2016; Carlos-Marquez et al.,
2019; Rios-Muiiz et al., 2019].

4.2.5 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Se caracteriza principalmente por invadir y multiplicarse dentro del epitelio
intestinal, ya que carece de fimbrias, ademas, posee un plasmido de virulencia
(pINV) y los antigenos de invasion de plasmidos (Ipa) Ipa A, Ipa B, Ipa C, Ipa D,
por mencionar algunos. Por otro parte, tiene particular relevancia por infectar a
nifos y adultos, sin embargo, dentro de los sintomas que pueden llegar a

presentarse son la diarrea con moco, sangre y dolor abdominal, no obstante, en



algunos casos solo produce diarrea [Vila et al., 2012; Farfan-Garcia et al., 2016;

Carlos-Marquez et al., 2019].
4.2.5.1 Mecanismo de patogenicidad

Inicialmente invade a las células M (enterocitos especializados en la captacion de
antigenos) para después ser internalizada en una vacuola fagocitica por
transcitosis en la cual posteriormente provoca lisis al producir Ipa B,
posteriormente es fagocitada por los macrofagos debido a esto produce apoptosis
por via caspasa-1 para ser liberada y dirigirse a la zona basolateral. Mas tarde
ingresa a los enterocitos por medio de receptores CD44 y a5B1 integrina que
reconocen a IpaB y al complejo IpaBCD de la bacteria. Finalmente se reproduce
en el citoplasma y se libera del fagosoma mediante IpgD, se conforma el complejo
VirG/N-WASP/actina debido a que VirG que se encuentra en un extremo de EIEC
y promueve la promueve la aproximacion de N- WASP VirA y por medio de la
polimerizacion de actina, se forma el complejo que favorece el proceso de invasion

a células proximales [Farfan-Garcia et al., 2016; Carlos-Marquez et al., 2019].
4.2.6 E. coli adherente difusa (DAEC)

A diferencia de los demas patotipos, estas presentan dos tipos de adhesinas que
facilitan la adherencia a los enterocitos, la adhesina fimbrial y la adhesina
relacionada con la adherencia difusa (AIDA-I). Principalmente causa enfermedad
en nifos menores de 5 anos, dentro de los sintomas generados estos se han
asociado a procesos diarreicos agudos y persistentes [Farfan-Garcia et al., 2016;
Carlos-Marquez et al., 2019].

4.2.6.1 Mecanismo de patogenicidad

Respecto a la patogenia de DAEC estas se adhieren al epitelio intestinal mediante
adhesinas fimbriales localizadas en la membrana externa de la bacteria, la cual se
une a un receptor (hDAF) y produce un alargamiento en las microvellosidades del
enterocito. También pueden adherirse por medio de adhesinas AIDA-I que es un
transportador de membrana externa esta se une a los receptores de membrana

del enterocito (hDAF) y activa la cinasa Src que a su vez produce la organizacion
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y movilizacién de hDAF alrededor de la célula, lo que origina una elongacion, para
posteriormente la perdida de microvellosidades y por tanto de su funcion, es decir
la secrecidn de electrolitos y agua, también ocasiona el redondeamiento de
proteinas en el citoesqueleto del enterocito o que produce un aumento en la
permeabilidad de la membrana de este. De igual forma la union de adhesinas
fimbriales a los receptores DAF origina la activacion de MAPK (proteina cinasas
activadas por mitdogenos) el cual resulta en la sintesis de IL-8 que produce la
transmigracién de polimorfonucleares (PMN). Lo cual favorece a la sintesis de
citoquitinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNT-a) y la
interlucina-1beta (L1) lo que genera apoptosis en los enterocitos [Farfan-Garcia et
al., 2016; Carlos-Marquez et al., 2019].

4.3 Antibioticos

Los antibidticos son compuestos o sustancias quimicas que tienen la capacidad
de matar o inhibir el crecimiento de microorganismos, debido a que inducen una
accién especifica sobre alguna estructura o funcion de las bacterias ademas son
esenciales para prevenir y tratar infecciones producidas por bacterias especificas,
asi mismo pueden ser producidas de forma natural por algunos microorganismos
o sintéticas [Cué-Brugueras et al, 1998; CDC, 2020; Camacho, 2023].

4.3.1 Clasificacion de acuerdo con su espectro de accion

Debido a que los antibioticos ejercen acciones especificas pueden actuar de
diferentes formas y en diferentes sitios sobre bacterias de la misma forma pueden
clasificarse mediante su espectro de accion en antibidticos de:

= Amplio espectro: Aquellos antibidticos que actuan sobre
microorganismo Gram positivos y Gram negativos como

Meropenem, Ciprofloxacino, Cloranfenicol.

= Espectro reducido: Aquellos antibiéticos que tienen accién frente a
un determinado grupo de microorganismos y frente a Gram positivos,

como vancomicina, Amikacina [Cué-Brugueras et al., 1998].
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4.3.2 Clasificacion de acuerdo con su mecanismo de accion

De este modo, con base al mecanismo de accidén pueden clasificar en los

siguientes grupos (Figura 1):

I.  Inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana: bloquea la sintesis
del peptidoglicano.

II.  Alteracién en la membrana plasmatica: produce cambios en la
permeabilidad de la membrana.

[ll.  Inhibicion de la sintesis proteica: En los ribosomas bloquea la sintesis de
proteinas.

IV. Alteracidon o Inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos: Altera el
proceso de replicacion e impide la transcripcién.

V. Inhibicion de la sintesis de factores metabdlicos: Bloquea la ruta de sintesis
de metabolitos esenciales como la inhibicion de la incorporacion de PABA
para la formacion del acido folico [Camacho, 2023; Martinez-Martinez et al.,
2010].

INHIBIDORES DE
LA PARED CELULAR
INHIBIDORES DE LA Blequean la sintesis
SINTESIS DE PROTEINAS

A
MEMBRANA CELULAR
ﬂ‘ Producen pérdida selectiva
d

‘meabilidad

Inhiben la replicacion
y transcripeidn
Inhiben la girasa

ARN polimeraza
as

Figura 10. Mecanismo de accion de distintos antibibticos. Clasificados en 5 grupos: A)
Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana B) Alteraciones en la membrana plasmatica
C) Inhibidores de la sintesis proteica D) Inhibidores de la sintesis de los acidos nucleicos
E) Inhibidores de la sintesis de factores metabdlicos [Murillo F.J, 2020].



4.3.3 Clasificacion de acuerdo con su composicién quimica

Ademas, pueden clasificarse en familias segun su estructura quimica en:
Betalactamicos, Aminoglucosidos, Tetraciclinas, Quinolonas, Sulfamidas,
Lincosamidas, Glucopéptidos, Cefalosporinas, Fenicoles (Tabla 3) [Cué-
Brugueras et al., 1998; Suarez et al., 2009; Gonzalo-de-Lira, 2005].

4.4 Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana se define como la capacidad que tiene una bacteria para
resistir y sobrevivir a la accion de un farmaco, este mecanismo de resistencia se
produce de forma natural, también puede ser inducido o desarrollado por la
bacteria en presencia de presidn selectiva frente a un antibiético, para su
supervivencia. Esta presion de seleccion es generalmente causada por el uso
inapropiado de los antibidticos, la dosis y duracion inadecuada del tratamiento en
humanos y el abuso de ciertos antibioticos como factor de crecimiento y/o
profilacticos en industrias pecuarias [Garza-Ramos et al., 2009; Mosquito et al.,
2011; Rivera et al., 2012].

Actualmente el uso irracional e indiscriminado y la presion de evolucion ejercida
por el uso de farmacos han propiciado un aumento de cepas resistentes, ademas
tiene la capacidad de causar afecciones a personas de cualquier edad de la misma
forma a industrias pecuarias y/o veterinarias convirtiéndolo en un problema de
salud mundial con sentido de urgencia critico [Pérez-Cano et al., 2013; CDC, 2022;
Quintero-Hernandez, 2021]. Ya que las infecciones causadas por bacterias
resistentes representan una de las principales causas de morbilidad, mortalidad y
el incremento de costo de estancias intrahospitalarias [OMS,2020].

La resistencia puede presentarse de forma natural o intrinseca y adquirida, el tipo
de resistencia natural o intrinseca es especifica de cada especie o grupo de
bacterias, es determinado genéticamente, es decir no tiene relacion con la dosis
de exposicion del antibidtico en cuanto a la resistencia adquirida se produce a
través de mutaciones o por la adquisicion de genes de resistencia (plasmidos,

transposones e integrones), este tipo de resistencia esta asociada al uso
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inadecuado o abuso de los antibidticos [Pérez-Cano et al., 2013]. Este tipo de
resistencia representa un gran problema a nivel mundial debido a que las bacterias
pueden obtener resistencia de uno o varios antibiéticos sin estar expuestos a estos
[Calderon et al., 2016; Garza- Ramos et al., 2009].

Tabla 11. Clasificacion de los antibidticos de acuerdo con su composicion.

Estructura Antibiético Composicion quimica
Quimica
p-lactamicos Penicilinas, Cefalosporinas,
Carbapenémicos y ):\1 T
Monobactamicos. s
Aminoglucésidos | Amikacina, Kanamicina, ot
Tobramicina, Gentamicina, SHOBS
Neomicina, Estreptomicina. oy
Macrolidos Eritromicina, Claritromicina, YT
Azitromicina. A
e
Tetraciclinas Tetraciclina, Doxiciclina

Minociclina, Tigeciclina,
Oxitetraciclina.

Tetraciclina

Quinolonas y Acido Nalidixico, Norfloxacino*, N . N
Fluoroquinolonas™ | Ciprofloxacino*, Levofloxacino*, Y e Y N
Moxifloxacino*. L Y
Sulfamidas o Sulfametoxazol.
Sulfonamidas QM
. Sulfamet |
Lincosamidas Clindamicina, Lincomicina.
{ o1
Glucopéptidos Vancomicina, Teicoplanina.
Fenicoles Cloranfenicol. o o
T
o
O2N Ho Cloranfenicol
Polimixinas Polimixina B, Colistina. "o

colistin




4.4 .1 Mecanismos de resistencia bacteriana

Los mecanismos de resistencia que han desarrollado las bacterias para resistir a

la accion de los antibioticos se muestran en la figura 2:

1. Alteracién en la permeabilidad de la membrana externa: Cambios
estructurales principalmente en las porinas que bloquean la entrada del

antibidtico a la célula.

2. Modificacidn enzimatica del antibiético: Mediado por la produccion
de enzimas que inactivan la accion del antibidtico, como en el grupo de
los Betalactamicos, las betalactamasas hidrolizan al anillo

betalactamico.

3. Modificacién del sitio de accién: Producido por mutaciones en los
sitios donde ejercen su accion los antibidticos, como las proteinas de
union a penicilinas (PBP’s) que son el sitio blanco de los Betalactamicos

4. Bombas de expulsion: Se encuentran en la membrana celular externa
y actuan internalizando y expulsando el antibidtico evitando que este
llegue a su sitio de accion

5. Material genético foraneo: Los genes de resistencia estan
relacionados con los elementos méviles genéticos como los plasmidos,
transposones e integrones, sin embargo, el integrén funcionan como un
casete de expresion para los genes que se introduzcan que con
frecuencia son mas de uno, de tal manera que es posible una
multiresistencia que se disemina mediante transposones o plasmidos.
[Garza-Ramos et al., 2009; Calderdn et al., 2016; Martinez-Martinez et
al., 2010; Quintero-Hernandez, 2021].



Y \/
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Figura 11. Mecanismos de resistencia bacteriana. 1) Inactivacion enzimatica del
antibiético, 2) Bombas de eflujo, 3) Modificacién del sitio de accién o sitio blanco, 4)
Alteraciéon en la permeabilidad de la pared bacteriana 5) Material genético foraneo
(Elementos moviles genéticos) [Murillo F.J, 2020].

4.5 Epidemiologia de Escherichia coli

La resistencia de Escherichia coli a C3G, como ceftazidima y cefotaxima, es una
preocupacion creciente en salud publica y veterinaria. Esta resistencia se debe
principalmente a la produccién de BLEE, que inactivan estos antibidticos.

4.5.1 Epidemiologia en Humanos

En humanos, se ha observado un aumento significativo de infecciones causadas
por E. coli productora de BLEE, especialmente en infecciones urinarias y
septicemias. Estudios en Colombia reportan que el 7.1% de los aislamientos de E.
coli fueron positivos para BLEE, con una alta resistencia a ceftazidima y cefotaxima.
Ademas, se encontro resistencia a otros antibioticos como ampicilina, cefalotina y
ciprofloxacina, lo que complica el tratamiento de estas infecciones [Pérez, et al.,
2011].
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4.5.2 Epidemiologia en porcinos

En el ambito veterinario, particularmente en porcinos, se ha detectado la presencia de

E. coli resistente a cefotaxima. Un estudio en Argentina encontré que, de 56
muestras fecales de cerdos, 31 aislamientos fueron resistentes a cefotaxima.
Ademas, se observo multiresistencia a otros antimicrobianos, incluyendo acido
nalidixico y ciprofloxacina. La resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
se relaciono principalmente con el gen blaCTX-M [Gomez, et al., 2022].

La presencia de E. coli resistente a ceftazidima y cefotaxima en humanos y
porcinos indica una diseminacion de genes de resistencia entre animales y
humanos, posiblemente facilitada por el uso de antibidticos en la produccion
animal y la cadena alimentaria. Este fenomeno resalta la necesidad de
implementar medidas de control y uso racional de antibidticos tanto en medicina

humana como veterinaria para mitigar la propagacion de cepas multirresistentes.
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5. ANTESCEDENTES

La OMS estima en la region americana que al aio 77 millones de personas se
enferman al consumir alimentos contaminados, de las cuales mueren alrededor
de9.000. De las personas que se enferman, 31 millones son menores de 5 afios y
de ellos mueren mas de 2.000 al afio, de los cuales 95% de los casos son originados
por 3 especies bacterianas entre ellas E. coli. En comparacién con Europa en donde
reporta que se enferman mas de 23 millones de personas cada afo, al ingerir
alimentos contaminados y se producen 5.000 muertes [OMS, 2015]. La CDC
reporté en Estados Unidos en el 2019 un brote de infecciones gastrointestinales
producidas por la cepa E. coli O103 relacionadas a la carne molida, en donde se
notificaron 209 casos de personas infectadas con la cepa del brote en 10 estados,
de los cuales 29 requirieron atencion hospitalaria. Esta cepa se identificd en una
muestra de carne molina recolectada de un lugar donde las personas enfermas
aseguraron haber comido, se realizaron técnicas moleculares como electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE) y secuenciacion del genoma completo (WGS)
para determinar el serotipo de E. coli [CDC, 2019].

Actualmente en México, existen pocos estudios que adopten el enfoque "Una sola
salud" en relacion con Escherichia coli intraintestinal, lo que subraya la importancia
de este proyecto. Sin embargo, la SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica) reporto hasta marzo del 2024, 120, 029 casos de enfermedad
diarreica asociadas a Escherichia coli y Salmonella spp [SINAVE, fuente
electronica). La escasez de investigaciones en este ambito resalta la necesidad de
establecer politicas y estrategias mas robustas para abordar este problema de
salud publica de manera integral.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son las caracteristicas moleculares y los mecanismos de resistencia a [3-
lactamicos presentes en cepas multirresistentes de Escherichia coli aisladas de
humanos y cerdos, y como se distribuyen los genes blaCTX-M, blaSHV'y blaTEM en

ambos reservorios?
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7. JUSTIFICACION

La creciente diseminacién de cepas multirresistentes de Escherichia coli, en
particular las productoras de 3-lactamasas de espectro extendido (BLEE), representa
una amenaza critica para la eficacia de antibidticos esenciales como las
cefalosporinas de tercera generacion (C3G), incluyendo ceftazidima (CAZ) y
cefotaxima (CTX). Estas BLEE, al hidrolizar los B-lactamicos, limitan las opciones
terapéuticas disponibles y complican el tratamiento de infecciones tanto en humanos

como en animales.

En medicina veterinaria, el uso de CAZ y CTX para fines terapéuticos, preventivos e
incluso como promotores de crecimiento ha favorecido la seleccion de cepas
resistentes, especialmente en animales destinados al consumo humano. Esta
situacion adquiere mayor relevancia en la interfase salud humana-animal, donde la
proximidad entre ambos hospederos y el uso frecuente de antimicrobianos

incrementan el riesgo de transferencia de genes de resistencia.

En México, y particularmente en el estado de Morelos, existe una carencia de
estudios que caractericen molecularmente cepas de E. coli resistentes a CAZy CTX
en humanos y animales. Esta falta de informacion limita la comprension de la

dinamica de la resistencia y dificulta el disefio de estrategias efectivas de control.

Este estudio busca aportar evidencia sobre la circulacién de E. coli resistente a C3G
en ambos reservorios, evaluando su perfil molecular y los mecanismos de resistencia
implicados. A nivel regional, el sistema de vigilancia antimicrobiana SENTRY (Red
de laboratorios a nivel mundial) ha reportado una prevalencia del 45 % de E. coli
BLEE en América Latina, lo que refuerza la necesidad de estudios locales como este,
que contribuyan a fortalecer la vigilancia y el uso racional de antimicrobianos bajo un

enfoque integral de Una Sola Salud.
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8. HIPOTESIS

Las cepas de Escherichia coli resistentes a ceftazidima y cefotaxima aisladas de
humanos y cerdos en un modelo de interfase salud humana-animal comparten
mecanismos de resistencia, perfiles genéticos y posibles relaciones clonales, lo

que sugiere un vinculo epidemiolégico entre ambos reservorios.

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo General

Caracterizar molecularmente cepas de Escherichia coli resistentes a ceftazidimay
cefotaxima, de origen humano y porcino, aisladas de un modelo de interfase salud

humana-animal.
9.2 Objetivos Especificos

- Identificar los mecanismos de resistencia a ceftazidima y cefotaxima en

aislamientos de Escherichia coli de origen humano y porcino.

- Determinar la relacion clonal entre cepas de Escherichia coli resistente

a antibidticos B-lactamicos aisladas de humanos y cerdos.

- Establecer los filogrupos presentes en Escherichia coli resistente a

ceftazidima y cefotaxima

- Analizar el perfl de plasmidos en Escherichia coli resistente a

ceftazidima y cefotaxima.
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Ubicados en Jiutepec:
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10.1 Esquema de Trabajo

425 aisladas de

humano
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Figura 12. Esquema general de trabajo para la realizacion del estudio sobre la caracterizacion molecular de cepas de Escherichia coli
aisladas de humanos y cerdos
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10.2 Estudio experimental
10.2.1 Seleccién de las cepas

Se seleccionaron 88 cepas de E. coli previamente identificadas que forman parte
de la base de datos del laboratorio de Epidemiologia de Enfermedades Infecciosas
del Centro de Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI) del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP). Del total de las cepas seleccionadas, 63 cepas
fueron recuperadas de materia fecal de humanos provenientes de tres Centros de
Salud (CS) colindantes con la granja porcina (CS Jiutepec, CS Huizachera, CS
Calera Chica) y el Hospital General de Cuernavaca “José G. Parres” (HGC), y 25
cepas aisladas de materia fecal de cerdos de una granja porcina semitecnificada
ubicada en Jiutepec, Morelos. La seleccion de las cepas se realizé de acuerdo con
su perfil de multiresistencia y que fueran resistentes a C3G especificamente
cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ). Todas las cepas de E. coli seleccionadas se
sembraron en cajas de Petri con agar MacConkey (MC: MCD Lab®, México)
suplementado con CTX y CAZ (Sigma Aldrich, ST. Louis, MO, USA) a una
concentracion de 1 ug/mL y se incubaron a +37°C durante 18-24 horas para
confirmar dicha resistencia (Figura 4).

| T

Figura 13. Confirmacién de la resistencia a cefalosporinas de 3 generacién. Escherichia
coli crecida en cajas de Petri con agar MacConkey suplementado con ceftazidima y
cefotaxima a una concentracion de 1 ug/mL.
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10.2.2 Prueba confirmatoria de doble disco para determinar BLEE

La deteccion de cepas sospechosas de producir Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEE) se confirmé fenotipicamente mediante el método de sinergia de
doble disco, siguiendo los criterios establecidos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2023). Para ello, se utilizaron discos de
antibidticos con cefotaxima (CTX) 30 ug, CTX/acido clavulanico (CLA) 30/10 pg,
ceftazidima (CAZ) 30 ug y CAZ/CLA 30/10 ug. A partir de cultivos frescos en cajas
Petri con medio MC suplementado con CTXy CAZ a una concentracién de 1 ug/mL,
se seleccionaron una o dos colonias con un asa de siembra y se re-suspendieron
en 5 mL de solucién salina (NaCl 0.85%) dentro de un tubo de ensayo. La turbidez
de la suspension bacteriana se ajusté a una absorbancia de 0.08 a 0.13 a 625 nm,
equivalente a una concentracion de 0.5 en la escala de McFarland (1x10® UFC).

Posteriormente, la solucion ajustada se inocul6 en placas de agar Muller-Hinton
(MH: MCD Lab®, México) mediante un hisopo estéril. Sobre la superficie del agar
se colocaron los discos de antibidticos CTX y CAZ, tanto solos como en
combinacion con el inhibidor acido clavulanico (CTX-CLA y CAZ-CLA),
manteniendo una distancia de 2 cm entre discos. Las placas se incubaron a 35°C
+ 2°C durante 18 horas. Tras la incubacion, los resultados se interpretaron midiendo
los halos de inhibicion alrededor de cada disco. Se considerd una posible E. coli
productora de BLEE (E. coli-BLEE) cuando la diferencia en el diametro del halo de
inhibicién entre CAZ y CAZ/CLA o CTX y CTX/CLA fue de 25 mm [Marrero-Moreno
et al., 2017].

10.2.3 Extraccion de DNA
10.2.3.1 Extraccién de DNA gendémico

La extraccion de DNA de las cepas de E. coli se realizdé por choque térmico. La
técnica consiste en someter a estrés a la bacteria a través de cambios extremos en
la temperatura, esto se realizé tomando de una a dos colonias puras de bacteria a
partir de un cultivo fresco y se disolvieron en 300 uL de agua grado milliQ en un
microtubo de 1.5 mL. Posteriormente se colocaron los microtubos en un bafio Maria
a 95°C durante 5 minutos (min) y después se pusieron a -20°C por 5 min. Este

proceso se repitio dos veces. Se centrifugaron las cepas a 12,000 rpm por 2 min
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para obtener 200 pL del sobrenadante, los cuales se colocaron en un microtubo
limpio, estéril y bien etiquetado almacenandose a -20°C hasta su uso. La pastilla
celular se desechd. Finalmente, se realizé una electroforesis a 110 voltios por 30
min en un gel de agarosa al 1% con TAE 1Xy tefiido con SYBR® Green (Invitrogen,
Eugene, OR, USA) para confirmar la extraccion de DNA a través de un

transiluminador de luz UV.
10.2.3.2 Extraccion de DNA plasmidico

La extraccidn del DNA plasmidico para la determinacion del perfil de plasmidos se
realizé por el método Kieser [Kieser, 1984], la cual consiste en realizar la incubacion
overnight a 37°C de las cepas en 5 ml de medio Mueller Hinton liquido en agitacion,
posteriormente se pone el cultivo en microtubos de 1.5 ml y se centrifuga a 14,000
rom, esto hasta terminar el medio de cultivo y obtener la pastilla de bacterias. Se
adicionan 400yl de la solucién 1 y se suspende la pastilla, después se agregan
100ul de lisozima [10mg/ml] y agitar suavemente por inmersion 6 veces,
posteriormente se incuba 30 min el hielo y se adicionan 250pl de la solucién 2 por
las paredes del tubo y se mezcla por inmersion, para después incubar por 30min a
55°C y temperar en agua por 10 min. Se agregan 80ul de fenol-cloroformo-isoamilico
y se agita con ayuda de un vortex hasta ver una consistencia lechosa y se centrifuga
a 13,000 rpm durante 20min a 4°C. Finalmente se recupero el sobrenadante 500l
y se pone en un tubo limpio para su conservacion a -20°C [Figueroa-Bossi et al.,
2022].

10.2.4 Amplificacion de los genes de resistencia para BLEE

La amplificacion de los genes de resistencia a betalactamicos (blactx-m, blasHv ¥
blatem), se determiné a partir de la amplificacién de un fragmento de DNA mediante
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final usando un
termociclador (i-Cycler BIO-RAD®, México). Los oligonucledtidos especificos y las
condiciones de PCR se muestran en las tablas 3 y 4. Los productos amplificados se
analizaron por una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con buffer TAE 1Xy
tefiido con SYBR® Green. La corrida de electroforesis se hizo durante 50 minutos
a 100 voltios, para finalmente visualizar los geles con un transiluminador de luz UV

y detectar la presencia o ausencia de los genes blaTEM, blaSHV'y blaCTX-M.
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Tabla 12. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes de resistencia, blaCTX-M
blaSHV y blaTEM por la técnica de PCR punto final.

TABLA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA GENES DE RESISTENCIA

i NOMBRE DEL
OLIGONUCLEOTIDO
CTX-Muniv-F
blaCTX-M
CTX-Muniv-R
P-1
blaSHV
P-2
TEM-F
blaTEM
TEM-R

SECUENCIA 5’ -3’

TTT GCG ATG TGCAGT ACCAGT AA
CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT
ACT GAA TGA GGC GCT TCC

TCC CGCAGATAAATCACC
CAACATTTT CGT GTCGCCC
GCTTAATCA GTGAGG CACC

™
(9

58 °C

REFERENCIAS

Donacién por la
60 °C Dra. Nadia
Rodriguez*

58 °C

* Dra. Nadia Rodriguez: [Centro de Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI), Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).
Laboratorio de Resistencia Bacteriana. Cuernavaca, Morelos].

Tabla 13. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacién de los genes de resistencia blaCTX-M,

blaSHV y blaTEM
CONDICIONES DE PCR
Gerl es d? Desnaturalizacién Inicial Paso1 Alineacion Exta.?nswn Tamaiio (pb)
Resistencia Final
o o o 2°C b
blaCTX-M 92°C 92°C 58°C 7 2 £Cw L
4 min 30seg. 50 seg. . 8 b
blaTEM : , AL 44p
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
92°C 92°C 60°C 72 ¢ o
. 2 4°Coo 323 pb
blaSHV 4 min 30seg. 50 seg .
min
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

10.2.5 Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es una técnica que permite la

separacion de moléculas de ADN en gel de agarosa mediante el uso de dos campos

eléctricos alternos, con vectores dirigidos el uno al otro en angulo obtuso. PFGE

fracciona moléculas de ADN grandes en el intervalo de tamafio de 10 kb a 10 Mb

[Cooney, 1992]. Se realizo la tipificacion molecular por medio de la técnica de PFGE

donde se partié tomando 5 mL de cultivo puro en caldo Luria Bertani (LB: CONDA

Pronadisa, Madrid, Espafia), se cosecharon las cepas por centrifugacion a 13,000

rom por 10 minutos a 4°C, se llevaron a cabo dos lavados con solucién PIV (NaCl

1M, Tris 0.01M y Agua), re-suspendiéndose en 440 yL de la misma solucion.
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Después se mezcl6 con un volumen conocido de agarosa D1 LOW EEO (CONDA
Pronadisa, Madrid, Espafia) con punto de fusion de 45°C en solucién PIV. Con la
mezcla que se obtuvo, se fabricaron discos de 20 yL y se mantuvieron a 20°C por
5 minutos, posteriormente se trataron con solucion de lisis EC (Tris 1M pH8, NaCl
1M, EDTA 0.5 M pH8, desoxicolato de sodio 0.1%, Brij 58 0.5%, 50 pg/ml de RNAsa
A,10 pg/mL de lisozima) y se incubaron a 37°C por tres horas, después se decanto
y se adiciono 1 ml de solucion ES (EDTA 0.5 M pH 9, sarcosyl 1%) adicionando 1.0
mg/mL de proteinasa K (Sigma Aldrich, ST. Louis, MO, USA) a una temperatura de
50°C durante 17 horas. La solucion ES se decanté y se lavaron los discos con
solucion amortiguadora de TE 1X (Tris 1M, pH 7.5, EDTA 0.5M pH 8.0), en agitacion
suave durante 1 hora a temperatura ambiente, por cinco veces, después se realizd
la digestion del DNA con 25 Unidades (U) de enzima Xba | (New England BioLabs
Inc., Ontario, Canada) durante 17 horas. Después se separaron los fragmentos de
DNA por electroforesis en gel por campos pulsados, en un sistema de electroforesis
CHEF-DR Il system (BioRad, Birmingham, UK) en geles de agarosa al 1% en
amortiguador de TBE 0.5X (Tris base 45Mm, acido borico 45Mm, EDTA 1mM pH
8.0) a un voltaje de 6 v/cm, con pulsos de linealidad de 1 a 100 segundos por 23
horas. El marcador lambda #340 (New England BioLabs Inc., Ontario, Canada) se
us6 como marcador estandar de peso molecular. Se tifidé el gel con bromuro de
etidio a una concentracién de 0.5 uyg/mL y se observo con luz ultravioleta (UV). Para
determinar los tipos clonales se analizaron los perfiles de restriccién visual, usando

los criterios de Tenover [Tenover et al., 1995].
10.2.6 Identificacion del filogrupo en Escherichia coli

La clasificacion de E. coli en grupos filogenéticos, se realiz6 de acuerdo con el
método de Clermont, donde se determina la presencia o ausencia de genes
especificos 0 “housekeeping”, los cuales son genes altamente conservados que se
expresan constantemente y se encuentran asociados a funciones esenciales para
el metabolismo y supervivencia, asi como genes asociados a la virulencia [Clermont
et al., 2000, Clermont et al., 2013]. Se realizé la deteccion de los genes chuA, yjaA
y TspE4.C2 por la técnica de PCR punto final con el termociclador i-Cycler BIO-
RAD® utilizando los oligonucleotidos y condiciones de PCR que se ilustran en las
tablas 6 y 7 respectivamente. La clasificacion de E. coli en los filogrupos A, B1, B2

y D se realizé siguiendo el esquema de Clermont con algunas modificaciones
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(Tabla 8). Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% con buffer TBE 1X 'y tefiido con SYBR® Green. La corrida de electroforesis
se hizo durante 50 minutos a 100 voltios, para finalmente visualizar los geles con
un transiluminador de luz UV y detectar la presencia o ausencia de los genes para

la asignacion del filogrupo.

Tabla 14. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes chuA, yjaA y TspE4.C2 por
PCR punto final.

OLIGONUCLEOTIDOS
GENES NOMBRE DEL TAMANO M
HOUSEKEEPING = OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 573' (pb)  (c) REFERENCIA
A ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 176
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yiah YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 11 59°C Clermont et
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC al., 2000
FepEa.Co TSpE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA .
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

Tabla 15. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion de los genes de chuA, yjaA y TspE4.C2.

CONDICIONES DE PCR
GENES DESNATURALIZACION = EXTENCION
HOUSEKEEPING INICIAL AT NI 3 FINAL
chuA 92°C 92°C 59°C 72°C 72°C 4°C
yjaA 4 min 30 seg. 50 seg. 50 seg. 2 min )
TspE4.C2 1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

Tabla 16. Genotipos y Asignacion de los filogrupos para Escherichia
coli. Fuente: Modificado de Clermont et al., 2000.

Agrupacion filogenética de £. coli

chuA yjaA TspE4.C2 Grupo filogenético
- - - A
- + - A
- - + B1
- > i B1
+ + - B2
+ + + B2
+ - - D
+ - + D
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10.2.7 Determinacion del perfil plasmidico

Para determinar el tamarfo de los plasmidos, una vez hecha la extraccion del DNA
plasmidico, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% utilizando buffer
TBE 1x como buffer de corrida. Para la corrida se tomaron 40ul del DNA plasmidico
mas 10yl de colorante “loading buffer” o buffer de muestra y la mezcla se colocé en
el posillo del gel. El gel se corre a 60V en frio (4°C) durante 6 hrs. Se tifie el gel al
dia siguiente con Bromuro de Etidio y se visualiza en el transiluminador.
Posteriormente, se estimo el tamano de las bandas de DNA plasmidico de cada
cepa de E. coli por medio de regresion lineal de acuerdo con su movilidad relativa
tomando como referencia el perfil plasmidico de la cepa E. coli 50192, la cual
contiene cuatro plasmidos insertados de tamafios conocidos (154 kb, 66kb, 48kb y
7kb) [Kieser, 1984].
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11 RESULTADOS

11.1 Seleccién de las cepas.

De una base de datos de cepas de E. coli aisladas de materia fecal de humanos y
cerdos, se seleccionaron 85 cepas de humanos y 30 de cerdos con resistencia a
CAZ y/o CTX. En humanos, se confirmo la resistencia a estos antibiéticos en 63/85
(74.11%), que provienen del CS Jiutepec (13/85, 15.29%), CS Huizachera (9/85,
10.59%), CS Calera Chica (8/85, 9.41%), HGC “Dr. José G. Parres” (31/85, 36.47%)
y trabajadores de la granja porcina (2/85, 2.35%). En cerdos, la resistencia se
confirmdé en 25/30 (83.33%). La distribucidn de resistencia dentro de las cepas
ya resistentes a CAZ y/o CAZ/CTX de origen humano y porcino se muestran en las

figuras 5 y 6 respectivamente.

Escherichia coli resistente a ceftazidima y cefotaxima
aislada de materia fecal de humanos

n=63/85
(74.11%) humanos

13/63
’ (20.63%)

50/63
(79.37%)

CAZ- CTX/CAZ-

Figura 14. Distribucion de la resistencia a ceftazidima (CAZ) y cefotaxima (CTX)
en aislamientos de Escherichia coli de origen humano. Se evaluaron 63 cepas
resistentes, de las cuales el 79.37% (50/63) mostré resistencia a CAZ y el
20.63% (13/63) a CTX.
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Escherichia coli resistente a ceftazidima y cefotaxima
aislada de materia fecal de cerdos

n=25/30
(83.33%) cerdos 1/25 (4%

24/25 (96%)

CAZ HECTX/CA

Figura 15. Distribucion de la resistencia a ceftazidima (CAZ) y cefotaxima
(CTX) en aislamientos de Escherichia coli de origen porcino. Se evaluaron 25
cepas resistentes, de las cuales el 96% (24/25) mostré una resistencia a
CTX/CAZ y el 4% (1/25) a CAZ.

11.2 Prevalencia de BLEE y distribucién de genes de

resistencia.

Se evaluaron 88 cepas de Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion, de las cuales 63 fueron aisladas de humanos y 25 de cerdos. La
proporcion de cepas productoras de BLEE fue del 67% (42/63) en humanos y del
92% (23/25) en cerdos (Figura 7), lo que indica una alta frecuencia de este
mecanismo en ambos reservorios. Los genes asociados a BLEE detectados con
mayor frecuencia fueron blaCTX-M, blaTEM y blaSHV, con diferencias entre
hospedadores. En humanos, el gen blaCTX-M fue el mas prevalente (44.5%),
sequido de blaTEM (27%) y blaSHV (5%). En cerdos, blaCTX-M también
predominé (76%), pero se observo una mayor representacion de blaSHV (52%) en
comparacion con humanos, y menor frecuencia de blaTEM (36%). Al considerar el
total de cepas analizadas (n=88), la prevalencia global de los genes asociados a
BLEE fue del 53.4% (47/88) para blaCTX-M, 29.5% (26/88) para blaTEM 'y 18.1%
(16/88) para blaSHV.
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Prevalencia de Escherichia coli productora de BLEE y frecuencia de genes de
resistencia de genes de resistencia asociados a BLEE en aislamientos de
humanos y cerdos

45 42/63
40

35
28/63

21/63 ig e
/ 17/63
13/25
76% 9/25
3/63 =
36%
TEM

30

25

20

15

10

SHV CTX-M

B Humanos B Cerdos

Figura 16. Prevalencia de BLEE y distribucion de genes de resistencia en cepas de
Escherichia coli aisladas de humanos (n=63) y cerdos (n=25). Se observé una alta
proporcién de cepas productoras de BLEE en ambas poblaciones, con mayor frecuencia
en cerdos (92%) que en humanos (67%). EI gen blaCTX-M fue el mas comtin en ambos
grupos, mientras que blaSHV fue mas prevalente en cerdos.

11.3 Relacion clonal entre cepas de Escherichia coli.

El analisis por electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) revel6 41

pulsotipos distintos entre 51 cepas de E. coli analizadas (Figura 8).

En cerdos se identificaron 20 pulsotipos (39.21%), con dos clonas predominantes
(Figura 8A):

e Clona L: con dos clonas con el mismo patron, es decir, dos cepas idénticas.

¢ Clona M: con tres clonas que compartieron el mismo patron de bandas.
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Cepa

C097A
C20978
C2108C
C028A
C20868
C164A
C215A
C147A
C233A
C099A
C2033A
C2004A
C2005B
C267A
C267C
C279A
C227A
CO57A
C2102A
C20208

Cepa

HA-0208
HB-016B
HA-009C
HA-0098
HA-011A
HB-011A
HC-045C
HA-013A
HA-021A
HD-040C
HD-107A
HA-006A
HD-074B
HD-075A
HD-094B
HD-073C
HD-073B
HD-077A
HD-074A
HB-0208
HD-055B
HD-055C
HD-065A
HD-068A
HD-041A
HD-041B
HD-0428
HD-065C
HA-037C
HD-095A
HC-038A

Origen

Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal

Origen

Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
Rectal
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Figura 17. Dendograma de la relacion clonal de cepas representativas de Escherichia coli

aisladas de cerdos (A) y humanos (B). =Centros de Salud de obtencién de muestras en
Jiutepec, Morelos: 1-CS Jiutepec, 2-CS Huizachera, 3- CS Calera Chica, 4-Hospital General de
Cuernavaca “Dr José G. Parres, Cuernavaca, Morelos. ND= No determinado. Antibiéticos
analizados: AMP (Ampicilina), CAZ (Ceftazidima), CTX (Cefotaxima), GEN (Gentamicina), CIP
(Ciprofloxacino), NAL (Acido nalidixico), SXT (Sulfametoxazol/Trimetoprim), TET (Tetraciclina).
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En humanos se identificaron 27 pulsotipos (53%), con cuatro clonas mayoritarias
(Figura (B):

e Clona M: con dos clonas con el mismo patrén.

e Clona N: con dos clonas y dos subclonas (N1 y N2) con patrones similares.
e Clona Q: con dos clonas con el mismo patrén (clonas idénticas).

e Clona T: con dos clonas y una subclona (T1) con patrones similares.

En general, la poblacidn humana presenté un alto grado de heterogeneidad
genética, lo cual refleja una diversidad amplia de cepas circulantes, posiblemente
influenciada por distintos factores epidemiologicos y fuentes de exposicion. No se
identificaron pulsos compartidos entre ambos hospedadores.

11.4. Filogrupos de Escherichia coli en humanos y cerdos.

En humanos, los filogrupos mas comunes fueron D (48%), A (33%), B1 (11%) y B2
(8%) (Figura 9). En cerdos, el filogrupo A predomino con un 80%, seguido por D
(16%) y B1 (4%). El filogrupo B2 no fue detectado en las cepas porcinas (Figura
10).

Hay diferencias puntuales entre hospedadores, el filogrupo A fue frecuente en
ambos hospedadores, pero con una prevalencia significativamente mayor en
cerdos (80% en cerdos vs. 33% en humanos). El filogrupo D, que es comunmente
asociado con cepas potencialmente patogenas, fue el mas frecuente en humanos
(48%), mientras que en cerdos su presencia fue menor (16%). El filogrupo B2, que
esta relacionado con cepas altamente virulentas y mas comunes en infecciones
extraintestinales humanas, solo se encontré6 en humanos (8%) y estuvo
completamente ausente en cerdos. El filogrupo B1, que suele asociarse con cepas
ambientales y comensales, estuvo presente en ambos hospedadores, pero con una

mayor representacion en humanos (11% en humanos vs. 4% en cerdos).
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Distribucion de filogrupos en Eshcerichia coli aislada de humanos

Filogrupo: [l A M B1 1 B2 WD

Figura 18. Distribucion de filogrupos en aislamientos de Escherichia coli de origen humano
(n=63). El filogrupo D fue el mas prevalente (48%), seguido de A (33%), B1 (11%) y B2 (8%).

Distribucion de filogrupos en Eshcerichia coli aislada de cerdos

Filogrupo: A BBl = B2 ®BD

Figura 19. Distribucion de filogrupos en aislamientos de Escherichia coli de origen porcino
(n=25). El filogrupo A fue el mas prevalente (80%), sequido de D (16%) y el B1 (4%).
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11.5 Determinacion del perfil plasmidico

El analisis del perfil plasmidico de Escherichia coli aislada de humanos y cerdos,
realizado mediante el método de Kaiser, reveld diferencias en la diversidad y
distribucién de plasmidos entre ambas poblaciones. El perfil plasmidico en
aislamientos de humanos revela que la mayoria presentaron entre uno y tres
plasmidos (62%, 39/63), con un tamafno predominante de aproximadamente 66 kb.
Un 33.5% (21/63) de los aislamientos contenia plasmidos pequefios (<7 kb). Solo
un 2% (1/63) de los aislamientos no presento plasmidos detectables (Figura 11). En
el perfil plasmidico de los aislamientos de cerdos, se observé una mayor diversidad
en el numero de plasmidos, con presencia de aislamientos que contenian hasta 9
plasmidos. El 56% (14/25) de los aislamientos presentd entre uno y tres plasmidos,
con un tamafo predominante de 66 kb, similar al observado en humanos. Un 52%

de los aislamientos también presento6 plasmidos pequefios (<7 kb) (Figura 12).

Distribucion del perfil de plasmidos en Escherichia coli aislada
de humanos

n 2% (1/63)

m 6 pldsmidos = 5 pldsmidos = 4 pldsmidos = 1-3 pldsmidos = Negativo

Figura 11. Distribucion del perfil plasmidico en aislamientos de Escherichia coli de
humanos.
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Figura 12. Distribucion del perfil plasmidico en aislamientos de Escherichia coli de

cerdos.

Distribucion del perfil de plasmidos en Escherichia coli aislada
de cerdos

0,
e 12% Y s ax

M

S

= 9 plasmidos = 8 plasmidos = 6 plasmidos = 5 plasmidos

= 4 plasmidos = 1-3 plasmidos = Negativo
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12. DISCUSION

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica global a nivel
mundial. El uso insuficiente, excesivo e incorrecto de los antibidticos ha provocado
la propagacién de microorganismos resistentes y multirresistentes en seres

humanos, animales y el medio ambiente.

La ceftazidima (CAZ) y cefotaxima (CTX), ambas cefalosporinas de tercera
generacion se utilizan para tratar infecciones por bacterias gramnegativas en
humanos y se consideran antimicrobianos de importancia critica en la medicina
humana segun la Organizacion Mundial de la Salud, 2018 [OMS, 2018]. En
consecuencia, los niveles preocupantes de resistencia a estas cefalosporinas han
tenido mayor atencion en estudios epidemiologicos moleculares en bacterias
recuperadas de humanos [Castillo, et al., 2022]. Aunque la documentacion precisa
sobre la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion es limitada en animales
destinados al consumo humano, como los cerdos, se sabe que estos animales
pueden actuar como reservorios de genes de resistencia a los antimicrobianos
(RAM) o de bacterias resistentes a estas clases de antimicrobianos, y la posible
diseminacion de genes de RAM o bacterias resistentes de los cerdos a los humanos
es una amenaza continua para la salud publica [Hayer et al., 2022].

En el Estado de Morelos, los antibidticos utilizados en la produccién porcina para
el tratamiento de infecciones por E. coli en particular y bacterias gramnegativas en
general incluyen quinolonas (ciprofloxacina y enrofloxacina, un precursor del acido
nalidixico), aminoglucésidos (gentamicina), pero no se tiene informacion sobre el
uso de C3G (ceftazidima y cefotaxima). Todos clasificados por la OMS y la OIE de
importancia critica, tanto en medicina humana como en veterinaria [OMS, 2018;
OIE, 2021].

En este estudio, una de las resistencias que destacé fue la de las C3G en cerdos;
esto pone de manifiesto un problema emergente en este modelo de animales de
granja. La mayor prevalencia de resistencia en los cerdos se observo en la doble
resistencia (96%, CTX/CAZ) con una baja frecuencia de resistencia a CAZ (4%),
sugiriendo que el uso insuficiente, excesivo e incorrecto de estos antimicrobianos
puede influir en la apariciéon de cepas resistentes de E. coli. En contraposicién,
Faccone et al. (2019) obtuvieron 64.7% de resistenciaa CTXy Gémez et al. (2022),



reportan 41.3% de resistencia a CTX. En ambos estudios, se observé un alto
porcentaje de aislamientos resistentes a CTX, pero nosotros tuvimos una
resistencia mayor. La doble resistencia observada en humanos (79.37%, CTX/CAZ)
y la resistencia a CAZ (20.63%) fue muy similar a la reportada en un estudio en
Argentina donde determinaron la resistencia a estas C3G en aislamientos clinicos
de E. coli [Gramundi et al., 2023]. Un estudio en Irak informé de una alta resistencia
de E. coli a CTX (79.3%), igual a la reportada en este estudio y una resistencia a
CAZ (68.3%), mucho mayor que la encontrada [Jalil et al., 2022]. En Republica
Democratica del Congo se encontro una alta resistencia de E. coli a la ceftazidima
(65%) [Mfoutou et al., 2021]. En consecuencia, la resistencia de E. coli a estos
antibidticos podria deberse a la presencia de BLEE que son capaces de hidrolizar
estos farmacos. Por lo tanto, es importante realizar una vigilancia molecular de E.

coli aislada de la interfaz salud humana-animal [Mfoutou et al., 2021].

Estudios recientes han indicado que la resistencia a C3G, especialmente la
mediada por B- lactamasas de espectro extendido (BLEE), es una preocupaciéon
mundial en humanos y animales de produccion [Pietsch et al., 2018, Sauget et al.,
2023]. Los individuos muestreados no procedian de pacientes hospitalizados, sino
de infecciones adquiridas en la comunidad. Estos datos sugieren que la resistencia
a C3G se esta extendiendo fuera del entorno humano a la granja porcina. Estudios
anteriores han sugerido que la presencia de resistencia a los betalactamicos en
animales destinados al consumo indica que estos animales pueden servir como
reservorio de genes de resistencia dentro de elementos moviles. Estos hallazgos
proponen que las bacterias resistentes podrian transferirse a los humanos a través
del contacto directo o la cadena alimentaria [Dang et al, 2018]. Por lo tanto, es poco
probable que la seleccidn de la resistencia se haya producido en la granja, lo que
corrobora los resultados de la multiclonacién, ya que la seleccion en un entorno

cerrado como una granja favoreceria la propagacion clonal.

Nuestros resultados coinciden con Faccone et al. (2019) y Gémez et al. (2022),
quienes describieron que la resistencia a C3G en cepas de E. coli de origen porcino
esta asociada al gen blaCTX-M.

En el analisis de la prevalencia de BLEE en cepas de Escherichia coli aisladas de
humanos y cerdos, destaco la alta proporcion de aislamientos con fenotipo BLEE+,
siendo del 67% en humanos y del 92% en cerdos. Esta diferencia puede estar
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relacionada con variaciones en el uso de antimicrobianos entre sectores, asi como
con diferentes presiones selectivas en los ambientes humano y veterinario. En
ambos hospedadores, el gen blaCTX-M fue el mas prevalente, lo que refuerza su
papel como principal mecanismo de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion. En humanos predomino el perfil blaCTX-M > blaTEM > blaSHV (44.5%,
27%, 4.76%), mientras que en cerdos se observo una distribucion blaCTX-M >
blaSHV > blaTEM (76%, 52%, 36%). Esta diferencia en la frecuencia relativa

sugiere presiones de seleccion distintas entre los reservorios.

La tasa de prevalencia general para los genes de resistencia fue del 53.41% para
blaCTX-M, 29.55% para blaTEM y 18.18% para blaSHV. Nuestros resultados son
comparables con los de Chandramohan et al. (2012), quienes reportaron
prevalencias de 74%, 27% y 24%, respectivamente, para los mismos genes, y con
Dirar et al. (2020), quienes encontraron en aislamientos humanos proporciones
similares para blaCTX-M (38%), blaTEM (37%) y blaSHV (2%), pero son menores
con los de Altayb et al. (2021), que informan las tasas de prevalencia para estos
genes de 75%, 61%, 38% respectivamente. En cerdos, nuestros resultados se
asemejan a los reportados en granjas porcinas de Latvia, donde se observaron
prevalencias de blaCTX-M (86%), blaTEM (94%) y blaSHV (48%), aunque en
nuestro estudio la frecuencia de blaTEM fue menor [Galina et al., 2021].

Se ha descrito que algunas variantes del gen blaCTX-M, comunmente asociadas a
resistencia a cefotaxima, pueden adquirir mutaciones puntuales que expanden su
espectro de actividad e incluso conferir resistencia adicional a ceftazidima [Palzkill,
2018]. Esta caracteristica podria explicar el fenotipo BLEE observado en cepas

resistentes tanto a cefotaxima como a ceftazidima en nuestra poblacion de estudio.

Por otra parte, las cepas de E. coli que no amplificaron para los genes blaCTX-M,
blaSHV y blaTEM-1 podrian portar otros mecanismos de resistencia como las (3-
lactamasas tipo AmpC. Estas enzimas, cuya expresion puede ser cromosomica o
plasmidica, son capaces de hidrolizar cefalosporinas y no son inhibidas por
compuestos como el acido clavulanico, sulbactam o tazobactam. Esto representa
un riesgo adicional, ya que la diseminacién de genes blaAmpC también puede
ocurrir mediante elementos genéticos moviles, aumentando la complejidad del

tratamiento de infecciones causadas por estas cepas [Singh et al., 2019].
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La diversidad genética observada en los perfiles de PFGE evidencia una alta
heterogeneidad entre las cepas de E. coli analizadas. En humanos se identificaron
multiples pulsotipos y al menos cuatro clonas mayoritarias (M, N, Q y T), algunas
con subclonas relacionadas, lo que indica circulacién simultanea de cepas con
perfiles genéticos similares. En cerdos se detectaron dos clonas predominantes (L
y M), pero no se encontraron pulsotipos compartidos entre ambos hospedadores.
Esto sugiere una circulacion independiente de cepas resistentes en cada
reservorio. No obstante, la posibilidad de transmisién horizontal de genes de
resistencia no puede descartarse, especialmente considerando la presencia de
plasmidos y elementos genéticos moviles asociados a blaCTX-M, blaTEM y
blaSHV.

En el analisis comparativo de filogrupos, se observaron diferencias notables entre
los aislamientos de E. coli de humanos y cerdos. En los cerdos, predominé el
filogrupo A (80 %), comunmente asociado con cepas comensales adaptadas a la
microbiota intestinal de animales de produccidn, lo cual concuerda con estudios
previos que lo han identificado como el mas frecuente en reservorios animales
[Garcia-Meniino et al., 2018]. En humanos, este grupo fue menos prevalente (33
%), aunque algunas cepas del filogrupo A pueden adquirir factores de virulencia y
resistencia, aumentando su potencial patogénico [Clermont et al., 2019].

El filogrupo D fue el mas frecuente en humanos (48 %) y mucho menos comun en
cerdos (16 %). Este grupo ha sido asociado con cepas patdgenas extraintestinales,
lo que sugiere una posible especializacidon hacia el hospedador humano y un mayor
riesgo clinico [Johnson et al., 2019]. Por su parte, el filogrupo B2, relacionado con
infecciones del tracto urinario y bacteriemias humanas, se detectoé exclusivamente
en humanos (8 %), reforzando su adaptacién al entorno humano [Tenaillon et al.,
2010]. El filogrupo B1 fue mas frecuente en humanos (11 %) que en cerdos (4 %),
a pesar de que suele asociarse a cepas ambientales o animales silvestres
[Escobar-Paramo et al., 20006].

En comparacién con otros estudios, como el de [Haghighatpanah et al., 2022], en
el que se identificd una prevalencia elevada del filogrupo B2 (64.6 %)y D (22.7 %)
en aislamientos clinicos humanos, nuestros resultados muestran una distribucion
diferente, con mayor representacion del filogrupo D (48 %) y menor del B2 (8 %).

Estas diferencias podrian deberse a variaciones geograficas, al origen clinico o

40



comensal de las muestras, o al método de deteccion de los subgrupos filogenéticos.
No obstante, ambos estudios coinciden en que los filogrupos D y B2 tienen una alta
relevancia clinica por su asociacion con cepas virulentas productoras de BLEE.

En conjunto, la distribucidn diferencial de los filogrupos entre humanos y cerdos
observada en este estudio sugiere una separacion ecolégica de las cepas, aunque
no excluye la posibilidad de transferencia horizontal de genes de resistencia. La
presencia de filogrupos potencialmente patogénicos en humanos, especialmente D
y B2, refuerza la importancia de la vigilancia epidemiologica para prevenir la

propagacion de cepas multirresistentes entre reservorios.

En la determinacién del perfil plasmidico de E. coli aislada de humanos y cerdos
encontramos diversidad en el tamafio de los plasmidos predominando un plasmido
de aproximadamente 66kb en los aislados de humanos y cerdos, de acuerdo con
lo reportado en el 2021 para el gen blaCTX-M este se encuentra con frecuencia en
plasmidos de un tamafo que oscila entre 40kb y 180kb esto pudiera relacionarse a
que la resistencia a betalactamicos particularmente la resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion asociadas al gen blaCTX-M pudieran encontrarse en este
gen de aproximadamente 66kb; Por otra parte en ambos aislados se identificaron
plasmidos pequenos, siendo estos mas prevalentes en los aislados de cerdos esto
podria estar relacionado con el uso de antibioticos en la industria pecuaria,
especialmente en lechones, donde la administracion masiva de antibioticos y sin
regulacion favorece a la seleccion y proliferacion de cepas bacterianas resistentes
que portan plasmidos con genes de resistencia. Este ambiente de alta presion
selectiva, combinado con las condiciones de cria de los cerdos, crea un entorno
propicio para la diseminacion y adaptacion de estas cepas resistentes. La presencia
de plasmidos en los aislados porcinos puede facilitar aun mas la transferencia
horizontal de genes de resistencia entre diferentes especies bacterianas,
amplificando el riesgo de diseminacion de la resistencia antimicrobiana. Sin
embargo, se requiere concluir con la secuenciacion de genoma completo de los
aislados de E. coli de cerdos y humanos para saber el flujo de la resistencia a los
antibioticos, asi como la probable diseminacién de estos plasmidos [Tran et al.,
2021].

En conjunto, estos hallazgos evidencian la necesidad de monitorear la transferencia
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horizontal de genes de resistencia entre cepas de diferentes hospedadores,
particularmente en el contexto de zoonosis y la circulacion de factores genéticos
entre reservorios animales y humanos. Esta situacion refuerza la urgencia de
implementar estrategias de vigilancia integradas bajo el enfoque de Una Sola
Salud, con el fin de controlar la propagacion de cepas multirresistentes (MDR) y
preservar la eficacia de los antimicrobianos en ambientes compartidos por

humanos y animales.
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13. CONCLUSION

1. Se confirmé una alta prevalencia de cepas de E. coli productoras de BLEE tanto
en humanos como en cerdos, con una mayor proporcion relativa en los aislamientos

porcinos.

2. Los genes blaCTX-M, blaTEMy blaSHV fueron los principales mecanismos de
resistencia detectados, con una distribucion diferencial entre hospedadores.
blaCTX-M predominé en ambos, mientras que blaSHV y blaTEM fueron mas
frecuentes en cepas porcinas, lo que sugiere posibles diferencias en la presion

selectiva.

3. Las cepas presentaron una alta diversidad genética sin identificacion de clonas
compartidas entre humanos y cerdos, lo que indica una circulacion independiente,

aunque no se descarta la posible transmision horizontal de genes de resistencia.

4. El filogrupo D predominé en humanos, asociado a cepas potencialmente
patdgenas, mientras que el filogrupo A fue dominante en cerdos, consistente con
cepas comensales. Esta distribucion refleja diferencias ecoldgicas y posibles rutas

de transmision.

5. Los hallazgos obtenidos respaldan la necesidad de reforzar las medidas de
bioseguridad y el uso racional de antibioticos en la produccion animal, asi como de
establecer sistemas de vigilancia epidemiolégica articulados entre los sectores
humano y veterinario, en concordancia con el enfoque de Una Sola Salud.
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Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DE Escherichia coli RESISTENTES A
BETALACTAMICOS AISLADA DE UNA INTERFASE SALUD HUMANA-ANIMAL, que para
obtener el

grado de Maestria en Medicina Molecular me proporciond la alumna Jackeline Ceron Lépez. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando ademas
mi disposicidén para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el
momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Celia Mercedes Alpuche Aranda



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO
GENERAL PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
DEL ESTADO DE MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL
VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE

ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

CELIA MERCEDES ALPUCHE ARANDA | Fecha:2024-12-06 14:50:33 | FIRMANTE
pA3nFWBfAb2W/OxCgs9rmhHIMNvV5Qo107bVZhuFXPmtku3DEB097xa44m4nL2Cy4rqWmKCDsyf665+8MSKB7AZ4bAFpQxsbluWOPFGaQpV1HQqbuqOKYswif
FVz/8BBsf5

rnaJB7GBJGerrXJHCJn+Th89WBy9ATIL35QUm2wUth9M3anHQknyUrwarSozg/1tCh31 1Y7wUrj7hDlevKOJnqTbrEFgmD5bd8cXrsTOrpA44V5tVoE+if2/RenPpSp
Ichfomtan jdI3T1CiqBL7Bzetys/y5Gv6dSbXvLcOdEZ7/Y8/KSUk6XnTn1Kvg==

1 Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electréonica

o escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

TqpWJ6VAL

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/WXhHhHLQHHPFfNDsrt5VAIOATIVV8M1
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE MEDICINA
Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 05 de diciembre de 2024.

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de

MedicinaPresente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DE Escherichia coli RESISTENTES A
BETALACTAMICOS AISLADA DE UNA INTERFASE SALUD HUMANA-ANIMAL, que para
obtener el

grado de Maestria en Medicina Molecular me proporciond la alumna Jackeline Ceron Lépez. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando ademas
mi disposicidén para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el
momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Vera Lucia Petricevich



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de
su elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA
ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en
el ORGANO INFORMATIVO

UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" niimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

VERA LUCIA PETRICEVICH | Fecha:2025-01-15 08:40:36 | FIRMANTE
gdQI3RS4icaBTJCrXKN4w4m+cwYb+GD9xO+4YueYsNPqi+JTo4ddwLWMTIV0Yim2dZBqCJodhyMyd8e05ZqjJpB4rMEOmOFhiI3bkyrsnw/mK22Wt60I3jwsXoS509fy
VAMJInVZX
pW9s1Wyp2TxuziPgabhoo5WU/jYRzUASrK4gFj7wu4WHrIPiBdnQm7CxATXGSwWEJMkOoh6d8zf7HyjPJBTgZvg1FLFqAFMT3JkXg4PiFtZdqgA26DaTH4zZWO9Ho1¢c7
CUUMoPp uKEb/eB4ulQBN/P5WKjHxXODUgXgigOKjY Tklee3+/sxEy3XQyjj+wNFxFM7QeJ+9DL4tSmNEA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electréonica

o escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

BulPTMfWQ

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ShTMIpMIb6EBOfp3FEwxamX8MTBuW0OUm
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