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RESUMEN

En México, aproximadamente el 75% de los hogares rurales utilizan a la avicultura de
traspatio como sistema de produccion. Este hecho incrementa significativamente el
contacto entre personas y aves de corral vivas, o que implica un mayor riesgo para la
salud publica en la transmision de bacterias zoonéticas y de origen alimenticio resistente

a antibioticos.

En este trabajo se determind el perfil de susceptibilidad a antibiéticos en 40 aislados de
cepas comensales de Escherichia coli provenientes de la cloaca de aves criadas en
traspatios de zonas rurales y peri-urbanas de cuatro municipios del Estado de México,
detectando aislamientos resistentes y multirresistentes. El panel de farmacos probados
incluyé antibiéticos de importancia critica para la salud humana (ampicilina,
ciprofloxacina, cefoperazona, colistina y tetraciclina) que pertenecen a cinco familias
distintas de antibidticos. El 57.5% de las cepas presentaron un fenotipo resistente,

mientras que el 22.5% mostraron multirresistencia.

El mayor porcentaje de resistencia se detectd frente a la tetraciclina y ampicilina (87.5 y
72%, respectivamente). De los siete diferentes patrones de resistencia encontrados, el
mas frecuente fue el patron de resistencia Tc/Amp (37.5%). En el municipio de Ixtlahuaca
fue donde se detectd el mayor porcentaje de cepas multirresistentes (71.4%), mientras
gue EI Oro tuvo la mayor prevalencia de fenotipos resistentes (87.5%) y en Jocotitlan
hubo una mayor frecuencia de cepas susceptibles (42.9%). De manera relevante, se
determind que algunas de las cepas de E. coli farmacorresistentes aisladas de aves de
traspatio portan plasmidos de <38-154 Kb y que estos contribuyen al fenotipo de la

resistencia a los antibidticos ampicilina y tetraciclina.

Un mejor conocimiento de la ecologia y la epidemiologia de E. coli comensales
resistentes a antibiéticos en el entorno de las aves de corral de traspatio es necesario,
con el fin de identificar los riesgos potenciales de transmision a las personas que estan

en contacto cercano.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los antibidticos

Los antibidticos son compuestos con la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de
bacterias susceptibles mediante su interaccién con blancos moleculares especificos que
se encuentran en la célula bacteriana (Andersson and Hughes, 2017). Los antibioticos
pueden ser de origen natural (producidos por bacterias, hongos o plantas); semi-sintético
(derivados de antibiéticos naturales que son modificados quimicamente); o sintético

(sintetizados quimicamente).

La era moderna de los antibiéticos inicié en 1928 con el descubrimiento de la penicilina
por el bacteri6logo britanico Alexander Fleming en el Hospital St. Mary de Londres
(Acufa, 2002). Tras varios dias de ausencia en el laboratorio donde trabajaba, a su
regreso Fleming not6 que una de las placas Petri en donde habia cultivado a la bacteria
Staphylococcus aureus se habia contaminado con el hongo Penicillum notatum (Fleming,
1945). Curiosamente, el crecimiento de la bacteria parecia haberse inhibido exactamente
en el sitio en el que entraba en contacto con el hongo contaminante, por lo que de manera
muy perspicaz, Fleming formul6 la hipotesis de que dicho hongo habia secretado una
sustancia que inhibi6 el crecimiento de S. aureus (Acufia, 2002). Mas tarde comprobo su
hipétesis de manera sistematica, y a la sustancia secretada por el hongo P. notatum que
tenia la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano (actividad antibacteriana) la
denomind penicilina, por Penicillium (Fleming, 1945). Pocos afios después, la penicilina
se convirtié en el primer antibiotico en ser prescrito en la clinica y se administro en seres

humanos para tratar diversas infecciones bacterianas (ACS and RCS, 1999).

Durante las décadas siguientes se descubrieron muchos otros antibioticos,
principalmente entre 1950 y 1960, los cuales fueron clasificados en distintas familias con
base en su estructura quimica (Figura 1). Estos antibidticos se produjeron en masay se
administraron clinicamente, lo cual constituyé un suceso trascendental en la medicina

humana, ya que se pudieron curar diversas infecciones bacterianas que en aquel



entonces producian altas tasas de mortalidad (Belloso, 2009; Ventola, 2015). Pocos afios
después de que los antibidticos fueron administrados para curar infecciones en seres
humanos, estos empezaron a ser utilizados también en la veterinaria (Witte, 2000). Sin
embargo, otro suceso significativo ligado a la administracién de los antibiéticos es que el
uso generalizado de cualquier nuevo antibidtico ha llevado invariablemente a la
identificacion de cepas patdgenas resistentes a ese antibiético en hospitales, desde la
penicilina hasta la dltima clase de antibiéticos descubierta (Barber and Rozwadowska-
Dowzenko, 1948; Marston et al., 2016) (Figura 1). Diversos trabajos han evidenciado la
correlacion entre el surgimiento de cepas resistentes a antibidticos y el consumo de
antibiéticos en humanos (Goossens et al., 2005) y animales (Mathew et al., 2007,
McEwen and Fedorka-Cray, 2002; Witte, 2000).

PHENICOLS FLUOROQUINILONES

CARBAPENEMS
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MACROLIDES LIPOPEPTIDES
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1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Identificacion
de cepas
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Figura 1. Linea de tiempo del descubrimiento de las principales familias de antibiéticos y la
deteccion de resistencia en aislados bacterianos. Cada familia de antibiéticos esta representada
por una flecha de un color determinado. Para cada familia de antibidticos se indica el afio
aproximado en el que se descubrié (parte superior) y el afio en el que se identificaron cepas
clinicas resistentes a algun miembro de esa familia de antibi6ticos (parte inferior). Tomado de
Alvarez-Martinez et al. (2021).

1.2 Resistencia a antibioticos

La resistencia a antibiéticos es la capacidad que tienen algunas bacterias para proliferar
en concentraciones letales de antibioticos, dando como resultado que dichos compuestos

se vuelvan ineficaces para contrarrestar a estas bacterias (Spengler et al., 2017).



Las bacterias resistentes a antibiéticos se pueden clasificar en multirresistentes (MDR),
extensivamente resistentes (XDR) o pan-resistentes (PDR) (Magiorakos et al., 2012).
MDR se refiere a una cepa bacteriana resistente a al menos un antibiotico que pertenezca
a tres o0 mas familias distintas de antibiéticos. XDR es una cepa resistente a al menos un
antibiotico que pertenezca a todas excepto dos o menos categorias de antibidticos, es
decir, que son susceptibles a s6lo una o dos categorias diferentes de antibiéticos. PDR

es una cepa resistente a todos los antibioticos de todas las categorias.

La resistencia de las bacterias frente a los antibioticos puede ser intrinseca (natural) o

adquirida.

1.2.1 Resistencia intrinseca

Se presenta cuando de manera natural, las bacterias poseen caracteristicas innatas de
tipo funcional o estructural que evitan la accién de ciertos antibiéticos. Ejemplos de
resistencia intrinseca son la ausencia del blanco de accion del antibiético y la escasa
permeabilidad a la entrada del antibiético debido a la composicion especifica de su
membrana citoplasmatica (Blair et al., 2015). Estas propiedades innatas se expresan
permanentemente, son independientes de la presion de seleccion que ejercen los
antibioticos y no se atribuyen a eventos de transferencia horizontal de genes (Cox and
Wright, 2013).

1.2.2 Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una propiedad especifica que surge en ciertas cepas de una
especie bacteriana que naturalmente es susceptible al efecto de un antibiético, pero que
al ser modificada genéticamente, ya sea por mutaciones en genes cromosomales o por
la adquisicion de nuevos elementos genéticos asociados con la resistencia a antibiéticos,
se torna invulnerable a la accion del antibiotico (Pérez-Cano and Robles-Contreras,
2013). En bacterias, la informacién genética que confiere resistencia a antibiéticos puede
localizarse tanto en regiones cromosomales como en elementos extra-cromosomales

como los plasmidos (Partridge et al., 2018).



Debido a que las bacterias se adaptan para subsistir a las condiciones del medio
ambiente a través de la seleccion natural, la resistencia adquirida es un proceso evolutivo
gue esta directamente correlacionado con la presion de selecciébn que ejercen los
antibiéticos en la sobrevivencia de las bacterias, por lo tanto, su frecuencia depende de
la utilizacion de los antibioticos (Pérez-Cano and Robles-Contreras, 2013). La resistencia
adquirida en cepas clinicas esté involucrada en el fracaso terapéutico de los antibiéticos

(Fernandez-Riveron et al., 2003).

1.2.3 Mecanismos de resistencia a antibioticos

Diversos mecanismos moleculares son los responsables de conferir resistencia a
antibioticos en bacterias, ya sea intrinseca o adquirida (Figura 2); una misma bacteria
puede presentar mas de un mecanismo de forma simultanea (Balaban et al., 2019; Blair
etal., 2015; Cabrera etal., 2007; Pérez-Cano and Robles-Contreras, 2013; Wright, 2016):

eDisminucion de la entrada del antibiotico: Modificaciones en los
componentes de la envoltura celular o la pérdida o alteracion de los canales de
entrada pueden reducir la permeabilidad de la envoltura celular, limitando la

entrada del antibi6tico a la célula.

eExpulsion activa del antibiético: La expresion de proteinas transmembranales
(bombas de eflujo) inducen la expulsion continua del antibiético una vez que ha
ingresado a la célula, lo cual resulta en una baja concentracion intracelular del

antibioético.

elnactivacion del antibiético: Algunas proteinas o enzimas inactivan al

antibiético por modificar su estructura quimica o degradandolo.

eAlteracion del sitio blanco del antibiético: El sitio blanco, es decir, el sitio que
reconoce y donde actla el antibiotico, puede ser alterado por la generacion de

mutaciones genéticas o modificaciones post-traduccionales, de tal forma que ya



no sera reconocido por el antibiético. En algunas especies de bacterias como las
del grupo de las micobacterias, el nimero de sitios blanco es incrementado para
gue la cantidad de moléculas del antibiotico sean sobrepasadas y el antibiético

no sea capaz de actuar sobre todas estas moléculas.

eDisminucion en la susceptibilidad de la célula a los antibiéticos: Expresion
de estados fisioldgicos especificos y transitorios que son menos susceptibles a
la actividad de los antibidticos, como la generacién de células persistentes o

tolerantes, o la formacién de biopelicula.
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a antibiéticos en bacterias. 1) Disminucion de la entrada del
antibiotico; 2) Expulsién activa del antibidtico; 3) Inactivacion del antibiético; 4) Alteracion del sitio
blanco del antibiético (ver texto). Tomado de Uso Racional de Antibiéticos, PDF
(http://www.femeba.org.ar/documentos/download/3049?utm_medium=).

1.2.4 Transferencia de genes de resistencia a antibiédticos entre bacterias

La transferencia horizontal de genes es un proceso biolégico que permite el intercambio

o adquisiciobn de nuevo material genético, es decir, fordneo (ya sea cromosomal o


http://www.femeba.org.ar/documentos/download/3049?utm_medium=

plasmidico), entre diferentes especies de bacterias. En la naturaleza, la transferencia
horizontal de genes puede ocurrir a través de tres mecanismos principales: conjugacion,
transduccion o transformacion (Figura 3). Ademas de los plasmidos, otros elementos
genéticos méviles como los transposones, integrones o islas genémicas pueden actuar
como vectores para la transmision horizontal de genes de resistencia a antibiéticos entre
bacterias (Partridge et al., 2018).

La transferencia horizontal de genes adquiere gran relevancia en el contexto de la
resistencia a antibidticos, ya que a través de este proceso, los mecanismos moleculares
gue confieren resistencia a antibiéticos pueden ser diseminados rapidamente entre cepas
patdgenas y no patdégenas de diferentes comunidades microbianas (Forsberg et al.,
2012).

Transducciéon
Mediada por bacteriéfagos
(virus de bacterias). EIl ADN
de una bacteria donadora
es empaquetado en una

A
particula viral y transferido \

a una bacteria receptora
durante la infeccién viral.

Bacteria recibiendo
genes de resistencia
a antibiéticos

Conjugacion
Un pili sexual se forma
entre dos Dbacterias, a
través de este pili un
plasmido es transferido de
una célula a otra.

Transformacion
Algunas bacterias son capaces de tomar ADN libre del
medio ambiente e incorporarlo a su ADN cromosomal.

Figura 3. Mecanismos de transferencia horizontal de genes y su papel en la adquisicion de genes
asociados con la resistencia a antibiéticos en bacterias. Los genes que confieren resistencia a
antibioticos pueden estar codificados en ADN cromosomal o en ADN plasmidico. Las bacterias
patégenas o comensales pueden adquirir estos genes asociados con la resistencia a antibioticos
a través de diferentes mecanismos de transferencia horizontal de genes: conjugacion,
transformacion o transduccion. Modificado de Holmes et al. (2016).



1.3 Crisis actual por la resistencia a antibiéticos

Hoy en dia, muchos de los antibidticos que son recetados clinicamente han perdido su
eficacia contra un nimero cada vez mayor de cepas bacterianas, por lo que la resistencia
a antibidticos restringe las opciones terapéuticas para erradicar bacterias patdégenas.
Como consecuencia, amenaza la prevencion y el tratamiento efectivo de numerosas
infecciones de origen bacteriano, por lo que enfermedades antiguamente curables,
podrian volver a ser incurables y algunas de ellas incluso mortales

(https://lwww.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-a-los-antimicrobianos).

Ante la ausencia de una erradicacion exitosa, en pacientes contagiados con bacterias
patdgenas resistentes a antibidticos, las bacterias pueden permanecer en los organismos
durante periodos mas largos de tiempo, en comparacion con las bacterias patdgenas
susceptibles a antibiéticos, un hecho que aumenta el riesgo de su transmision, ademas
de generar un aumento en las tasas de morbilidad y mortalidad (Aslam et al., 2018). En
el caso de que dichos pacientes sean ingresados, pueden requerir tiempos de
hospitalizacion mas amplios, lo que incrementa los gastos médicos tanto para el enfermo

como para los sistemas de salud gubernamentales (Aslam et al., 2018).

Diversas organizaciones de salud como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS o
WHO, por sus siglas en inglés, World Health Organization), los Centros para el Control y
la Prevencion de Enfermedades de EUA (CDC, por sus siglas en inglés, Centers for
Disease Control and Prevention), la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América
(IDSA, por sus siglas en inglés, Infectious Diseases Society of America), y el Centro
Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades (ECDC, por sus siglas en
inglés, European Centre for Disease Prevention and Control), consideran a la resistencia
a antibiéticos como un problema mundial que amenaza la salud publica. Asimismo, se ha
proyectado que podria originar secuelas catastréficas comparables a las provocadas por
el cambio climéatico (Roope et al., 2019). En 2013, la resistencia a antibidticos fue
declarada un riesgo global por el Foro Econémico Mundial (WEF, 2013) y en 2019, la
OMS la enumer6 dentro de los 10 desafios prioritarios que tiene que enfrentar en materia


https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-a-los-antimicrobianos

de salud (https://www.who.int/es/news-room/feature-stories/ten-threats-to-global-health-
in-2019).

En la actualidad, las infecciones causadas por bacterias resistentes a antibiéticos
ocasionan la muerte de al menos 700,000 personas al afio a nivel mundial, de continuar
esta tendencia, se ha estimado que en el afio 2050 provocardn 10 millones de
defunciones, convirtiéndose en una de las primeras causas de muerte (O’Neill, 2014).
Ademaés de la tasa de mortalidad, la carga de estas infecciones también se ha medido en
afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD o DALY, por sus siglas en inglés,
Disability-Adjusted Life Years). Los AVAD son una medida que representa la carga de
una enfermedad, expresada como el nimero de afos perdidos debido a la falta de salud,
discapacidad o muerte prematura. En 2015, en Europa y EUA, las infecciones por
bacterias resistentes a antibidticos significaron una incidencia promedio de 170 AVAD por
cada 100,000 habitantes (Cassini et al., 2019). En comparacion, este valor fue
equivalente al obtenido de la suma de los AVAD de tres de las principales enfermedades
infecciosas: influenza, tuberculosis y SIDA, el cual fue de 183 AVAD/100,000 habitantes
(Cassini et al., 2019).

1.4 Seleccion de bacterias resistentes a antibidticos

La resistencia a antibiéticos es un proceso de evolucion natural de las bacterias que esta
influenciado tanto por la presion de seleccion que ejercen dichos compuestos sobre las
células bacterianas, como por caracteristicas bioldégicas innatas de estos
microorganismos, como son su plasticidad genética y su alta tasa de replicacion. No
obstante, ciertos factores antropogénicos han contribuido de manera significativa a la
rapida seleccion y proliferacion de bacterias resistentes, entre ellos, el uso excesivo e
inadecuado de los antibidticos en la medicina humana y otros entornos (Holmes et al.,
2016). Originalmente los antibidticos se comercializaron para curar infecciones de tipo
bacteriano en humanos, sin embargo, con el tiempo su uso se extendid a otros ambientes
no clinicos, incrementando el manejo inadecuado y/o en grandes cantidades de estos

farmacos. Algunos de los ambientes no clinicos que favorecen la generacion de bacterias
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resistentes a antibidticos son la acuacultura (Cabello, 2006; Heuer et al., 2009), la
agricultura (McManus et al., 2002; Stockwell and Duffy, 2012), la medicina veterinaria
para mascotas (Guardabassi and Prescott, 2015; Rantala et al., 2004) y principalmente
el uso de antibidticos como promotores de crecimiento en animales de produccion.
Adicionalmente, algunos mecanismos de resistencia a antibioticos pueden haber surgido
en ecosistemas naturales y posteriormente haber pasado al ambiente hospitalario
(Martinez, 2009).

Debido a que los antibiéticos se usan de manera intensiva en distintos contextos (no sélo
clinicos), bacterias comensales (no patdgenas) también pueden estar constantemente
expuestas a grandes concentraciones de antibiéticos, favoreciendo su seleccion y la
generacion de bacterias resistentes. Por lo tanto, la resistencia a antibioticos no sélo se
presenta en bacterias patdogenas de interés clinico, sino que también puede encontrarse
en bacterias comensales que forman parte de la microbiota de humanos y animales
(principalmente la microbiota intestinal) y de otros ecosistemas (alimentos, suelo, agua,

etc.) (Torres-Manrique, 2012).

1.4.1 Uso de antibidticos en la salud humana

En la clinica, los antibidticos estan entre los farmacos que se prescriben con mas
frecuencia en el mundo (CDC, 2013). Una cantidad considerable de antibidticos se receta
a pacientes hospitalizados, pero la mayor cantidad se administra a pacientes
ambulatorios que asisten a unidades de atencidén primaria de salud (ECDC, 2012;
Goossens et al., 2005; Suda et al., 2013). Se ha determinado que hasta en un 60% de
los casos, los antibidticos se recetan innecesariamente (Fleming-Dutra et al., 2016;
Hecker et al., 2003; Luyt et al., 2014; O’'Neill, 2015b) y que las indicaciones para el
tratamiento, la duracién de la terapia o la eleccién del antibidtico que se prescribe, son
inadecuadas en un 30-50% de los casos, lo que ocasiona una falta de efectividad de
estos farmacos (Fridkin et al., 2014; Ohl and Luther, 2011). Ademas, otro factor que
acrecienta el consumo innecesario de antibiéticos en muchas partes del mundo es que
estos medicamentos pueden adquirirse aun sin ser prescritos por el personal de salud,

es decir, sin una orden médica.
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1.4.2 Uso de antibiéticos en animales del sector pecuario

A pesar de que algunos paises como México han buscado disminuir el consumo de
antibioticos en humanos a través de su venta exclusivamente con receta médica, en la
medicina veterinaria los antibiéticos se suministran bajo un esquema menos regulado y/o

vigilado y ademas para usos no terapéuticos (INSP, 2010).

En la veterinaria, los antibiticos se emplean en animales de compafiia o mascotas, sin
embargo, es en los animales del sector pecuario, es decir, aquéllos que son criados para
consumo humano (aves, bovinos, ovinos, cerdos, etc.), donde se administra la mayor
cantidad de estos farmacos. En dichos animales, los antibiéticos no sélo se administran
con fines terapéuticos (a diferencia de lo que ocurre en humanos y mascotas, donde en
la mayoria de los casos se emplean para curar enfermedades), sino que también se
utilizan constantemente como promotores de crecimiento, como profilacticos y en
metafilaxis (administracion masiva de antibiéticos a una manada de animales) (Mathew
et al., 2007). Para tales fines, los antibioticos son administrados de manera constante y
en dosis sub-terapéuticas a lo largo de casi toda la vida de los animales, generando un
ambiente propicio para la seleccion de bacterias resistentes a antibiéticos (INSP, 2010).
Al ser usados como promotores de crecimiento, los antibiéticos se administran como
aditivos en el alimento o pienso de los animales, con el propdsito de aumentar su

produccion y engorde (Torres and Zarazaga, 2002).

Otra problemética es que algunos antibiéticos que son suministrados como aditivos en el
alimento de animales del sector pecuario, también son recetados para curar infecciones
en seres humanos, ocasionando que la microbiota de estos dos nichos, animales y
humanos, esté sujeta a la presién selectiva de los mismos antibiéticos (Mathew et al.,
2007; Torres and Zarazaga, 2002). Lo anterior, aumenta la probabilidad de que cepas
patdgenas resistentes a antibiéticos usados en la clinica proliferen en animales y a partir
de estos se propaguen hacia los seres humanos, lo que genera un importante riesgo para

la salud publica (Torres and Zarazaga, 2002).
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Cabe resaltar que alrededor del 60% de todas las enfermedades infecciosas en humanos
son zoonobticas (transmitidas naturalmente desde animales domésticos o silvestres al ser
humano), asi como el 75% de todas las enfermedades infecciosas emergentes (Taylor et
al., 2001). Por lo tanto, la resistencia a los antimicrobianos es un factor que complica el

control y la prevencion de las zoonosis (https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/zoonoses).

El uso de antibiéticos como agentes profilacticos y como promotores de crecimiento en
animales del sector pecuario ha causado que en algunos paises las cantidades de
antibiéticos suministradas en este sector superen por mucho las que se utilizan en
humanos (Hollis and Ahmed, 2013; O’Neill, 2015a; Van Boeckel et al., 2014). Por ejemplo,
en una estimacion del consumo anual de antibioticos en Estados Unidos de América
(EUA) se determind que casi el 80% del total de estos farmacos se suministraron en
animales del sector pecuario, mientras que menos del 20% fueron usados por seres
humanos (Hollis and Ahmed, 2013) (Figura 4).

Mascotas
150000 kg
Acuacultura (0}8%) Agricultura

70,000 k
150,000 kg— SN
(0.8%) (0.4%)

Humanos

3,290,000 kg
(19%)

Animales del sector pecuario
13,540,000 kg
(79%)

Figura 4.- Uso estimado de antibiéticos durante un afio en Estados Unidos de América (EUA).
Los datos se muestran como la cantidad aproximada de antibiticos en kilogramos (kg) vy
porcentaje del total (%) que fueron administrados durante un afio en EUA en animales del sector
pecuario, en humanos, en la acuacultura, en mascotas o en la agricultura. Modificado de Hollis
and Ahmed (2013).
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En varios otros paises, el porcentaje de antibiéticos administrado anualmente en
animales de consumo humano es similar al estimado en EUA, siendo aproximadamente
del 70% (O’Neill, 2015a). A nivel mundial, China es el pais que mayor cantidad de
antibiéticos administra en los animales de consumo, mientras que Estados Unidos ocupa
el segundo lugar, seguido de Brasil (Van Boeckel et al., 2015). De manera alarmante, de
acuerdo con una proyeccion realizada en 2015, en el afio 2030 México estara entre los
cinco paises de economias emergentes que mayor cantidad de antibiéticos administren

en animales del sector pecuario (Van Boeckel et al., 2015).

1.5 Diseminacion de bacterias resistentes a antibiéticos y de genes que confieren
resistencia a antibiéticos en la naturaleza

Una vez que sucede la seleccion y proliferacién de bacterias resistentes a antibioticos en
distintos ambientes, tanto clinicos como no clinicos, estas bacterias pueden diseminarse

entre los organismos y el medio ambiente a través de multiples vias (Figura 5).

En poblaciones humanas, la exposiciébn y/o infeccibn con bacterias resistentes a
antibioticos puede ocurrir por el contacto con personas portadoras, ya sea en entornos
de atencion médica (clinicas, hospitales) o comunitarios; animales del sector pecuario
también pueden adquirir bacterias resistentes a antibiéticos como resultado de la
proximidad entre ellos al compartir espacios de crianza (Bengtsson-Palme et al., 2018;
Woolhouse and Ward, 2013). Asimismo, la transferencia de bacterias resistentes a
antibioticos puede ocurrir de humanos hacia animales (de granja o de compafiia) o
viceversa. La transmision de bacterias farmacorresistentes de animales a humanos
puede ser directa, mediante el contacto entre ellos, o indirecta, por el consumo de
alimentos derivados de animales que portan bacterias resistentes a antibioticos (Weiman,
2016; Woolhouse and Ward, 2013) (Figura 5). En animales, incluidos los humanos, el
tracto gastrointestinal es uno de los principales ambientes que son reservorio de bacterias
resistentes a antibiéticos, las cuales al ser depositadas junto con el excremento pueden
contaminar suelos, aguas (rios, lagos, mares), cultivos agricolas, etc. (Nnadozie and
Odume, 2019; Woolhouse and Ward, 2013; Xiong et al., 2018) (Figura 5). Los cultivos
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agricolas que reciben aspersién con antibiéticos para tratar o prevenir el desarrollo de
infecciones en las plantas, asi como aquéllos cultivos que son regados con aguas o
abonados con estiércol contaminados con bacterias resistentes a antibidticos,
posteriormente sirven de alimento para los seres humanos o los animales, por lo que
constituyen otra fuente potencial de adquisicibn de bacterias farmacorresistentes
(Stockwell and Duffy, 2012; Woolhouse and Ward, 2013) (Figura 5). Las aguas residuales
de hogares, hospitales o plantas de fabricacion de antibiéticos constituyen otra fuente de

diseminacion de bacterias resistentes a antibioticos al ambiente.

AANTIBIOTICOS AANTIRIOTICOS

Figura 5.- Seleccién y transmision de bacterias resistentes a antibiéticos en la naturaleza. El uso
excesivo e inadecuado de antibiéticos en humanos, animales y cultivos agricolas, ha
seleccionado bacterias resistentes a antibiéticos, las cuales pueden transmitirse entre humanos,
animales y el medio ambiente a través de mudltiples vias. Tomado de Pérez Morales and
Bustamante Santillan (2018).
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Al transitar por distintos ambientes y hospederos, las bacterias resistentes a antibiéticos
pueden diseminar material genético asociado con la resistencia a farmacos a través de
eventos de transferencia horizontal de genes, promoviendo la propagacién de
mecanismos de resistencia a antibioticos (Bengtsson-Palme et al., 2018). Por ejemplo,
se han encontrado los mismos genes que confieren resistencia a antibioticos en bacterias
aisladas de animales y de humanos (Wang et al., 2018). Por otra parte, las bacterias
receptoras de material genético asociado con la resistencia a antibioticos pueden ser
causantes de enfermedades (patdgenas) o inofensivas (comensales), e incluso pueden
tener poca relacion filogenética con las bacterias donadoras (Bengtsson-Palme et al.,
2018). Por lo tanto, existe un flujo e intercambio de bacterias resistentes y de genes de
resistencia entre los diferentes ecosistemas (humano, animal, terrestre, acuatico, etc.)
(Cantén, 2009). También se ha reportado la presencia de genes de resistencia a

antibioticos en el aire de las grandes metropolis alrededor del mundo (Li et al., 2018).

1.6 Importancia de la implementaciéon de programas de vigilancia de bacterias
resistentes a antibioticos en ambientes no clinicos

Desde hace ya varios afios, diversas organizaciones internacionales han encomendado
realizar un abordaje integral al problema de la resistencia a antibiéticos (INSP, 2010). Asi,
la OMS, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) han colaborado en el
desarrollo de acciones que faciliten la implementacion del concepto UNA SALUD (One
Health en inglés) en el contexto de la resistencia antimicrobiana, con el fin de controlar
los riesgos sanitarios en la interfaz hombre-animal-medio ambiente. Dicho concepto
enfatiza que la salud humana y la sanidad animal son interdependientes y que estan
conectadas a los ecosistemas en los cuales cohabitan, por lo que el uso de antibiéticos
o la presencia de bacterias farmacorresistentes en un nicho ecoldgico inevitablemente

trascendera hacia los demas nichos (https://www.oie.int/es/que-hacemos/iniciativas-

mundiales/una-sola-salud/). Por esto, resulta de gran importancia monitorear la

resistencia a antibioticos a través de bacterias indicadoras no s6lo en ambientes clinicos,

sino también en entornos no humanos, como por ejemplo los ecosistemas animales.
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Debido al riesgo que supone el potencial de transmisién de bacterias resistentes a
antibioticos desde animales hacia humanos, el monitoreo de la farmacorresistencia en la
microbiota de animales que son utilizados para el consumo humano es de gran
relevancia. La importancia de la generacion de conocimiento que determine la circulacion
de la resistencia a antibiéticos en humanos y animales es destacada en el Plan de Accién
Mundial sobre la Resistencia a los Antimicrobianos emitido por la OMS en 2015 (OMS,
2016).

En 2017, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria o EFSA (por sus siglas en
inglés, European Food Safety Authority) y el ECDC publicaron un reporte sobre
resistencia antimicrobiana en bacterias indicadoras y bacterias zoonéticas aisladas de
humanos, animales y alimentos (EFSA and ECDC, 2017). En dicho informe se especifica
qgque Escherichia coli, Salmonella spp. no tifoideas, Staphylococcus aureus vy
Campylobacter spp. son usadas para establecer de forma confiable la correlacion entre
bacterias procedentes de fuentes no humanas (animales y alimentos) y su riesgo de
transmision a seres humanos. De estas, E. coli comensal ha sido ampliamente utilizada
como especie centinela o indicadora de farmacorresistencia porque representa un
reservorio de genes de resistencia a antibiéticos, los cuales puede transferir a otras
bacterias, incluyendo patégenos (EFSA and ECDC, 2019). Adicionalmente, las bacterias
comensales de fuentes no humanas en si mismas pueden ser patdgenos en huéspedes
inmunodeprimidos. Cabe sefialar que no es necesario demostrar la transmision de tales
organismos 0 sus genes; se considera que basta que exista el potencial de que se
produzca esa transmision (AGISAR, 2018). Por lo tanto, E. coli comensal
farmacorresistente es uno de los principales indicadores para estimar la carga de la
resistencia a antibioticos en animales y otros sectores desde la perspectiva de Una Salud
(Poirel et al., 2018).

1.7 Caracteristicas generales de Escherichia coli

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram-negativo, no

esporulado, movil, facultativo, oxidasa negativo, reductor de nitritos, fermenta la glucosa
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con produccién de acido y gas y su serotipificacion se realiza con base en la presencia
de tres antigenos: antigeno O (somatico de la pared celular), antigeno H (flagelar) y

antigeno K (de superficie) (Fernandez Ferran et al., 2003).

E. coli es una bacteria que habitualmente se encuentra formando parte de la microbiota
de animales vertebrados e invertebrados. A pesar de que predomina principalmente
como especie comensal, también presenta patotipos patégenos que pueden ocasionar
enfermedades graves en humanos y animales (Rodriguez-Angeles, 2002). Las cepas
patogenas de E. coli se dividen en E. coli intestinal (INPEC) y E. coli extraintestinal
(EXPEC). Las cepas intestinales son patdgenos obligados que producen infecciones del
tracto gastrointestinal y diarreas y de acuerdo con su cuadro clinico se clasifican en seis
patotipos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica, también conocidas como
productoras de toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatdgena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherente difusa (DAEC)
(Rodriguez-Angeles, 2002). EI mecanismo de patogénesis que ocasiona la diarrea es
variable y depende del patotipo de E. coli que infecte al individuo, pero puede estar
relacionado con la produccion de enterotoxinas, citotoxinas, la invasividad y la adherencia
a la superficie de la mucosa, lesionando las células intestinales o alterando la funcion del

intestino (Fernandez Ferran et al., 2003).

Las infecciones que E. coli produce fuera del tracto gastrointestinal (extraintestinales) son
de tipo oportunistas. Dentro de este grupo de cepas se encuentra E. coli uropatégena
(UPEC) y E. coli patdgeno aviar (APEC), ésta ultima infectando Unicamente a aves. En
aves de corral, APEC causa colibacilosis, la cual inicia frecuentemente en el tracto
respiratorio debido a la inhalacion de polvo fecal, antes de extenderse en todo el cuerpo,
causando septicemia o pericarditis, hasta provocar la muerte del ave (Guabiraba and
Schouler, 2015).

Las diferentes cepas de E. coli presentan una gran variabilidad genética, actualmente
existen ocho grupos filogenéticos o filogrupos reconocidos, siete pertenecientes a E. coli

sensu stricto (A, C, B1, B2, D, E y F) y uno perteneciente al Clado | del género
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Escherichia. Esta clasificacion se basa en la presencia/ausencia de cuatro marcadores
genéticos: los genes arpA, chuA, yjaA y el fragmento TspE4.C2 (Clermont et al., 2013).
Los distintos filogrupos de E. coli se han asociado con la capacidad virulenta de las cepas,
encontrandose que la gran mayoria de las cepas patégenas que causan infecciones
extraintestinales pertenecen a los filogrupos B2 y D, mientras que las cepas de E. coli
gue poseen una baja capacidad virulenta y son en su gran mayoria comensales, se
agrupan en los filogrupos A y B1l; las cepas patdgenas que causan infecciones
intestinales se distribuyen en los diferentes filogrupos, aunque en menor medida en Ay
B1 (Clermont et al., 2000).

1.7.1 Genes de resistencia a antibidticos localizados en plasmidos en cepas de E. coli
aisladas de animales

La obtencion y el mantenimiento de mecanismos de resistencia a antibioticos en el
genoma bacteriano pueden ser el resultado de diversos eventos genéticos. Entre estos
eventos se encuentran la acumulacion de mutaciones y la adquisicion de elementos
genéticos moviles como plasmidos, casetes, transposones y/o integrones que
transportan genes cuyos productos confieren resistencia a antibioticos. De estos
mecanismos, la adquisicion de plasmidos (principalmente por conjugaciéon) es el mas
frecuente, facilitando la movilidad de genes asociados con la resistencia a antibiéticos
entre diferentes especies de bacterias, incluso entre microorganismos filogenéticamente
distantes (Bennett, 2008).

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN de doble cadena que constituyen una
unidad de replicacién independiente del cromosoma, se puede encontrar mas de una
copia del mismo plasmido dentro de una bacteria, sus tamafios varian, pero los mas
comunes tienen entre 2,000-300,000 pares de bases (Bennett, 2008; Madec and Haenni,
2018). Muchos plasmidos también llevan su propio grupo de genes para la
autotransmisibilidad por conjugacion, aunque los plasmidos que carecen de genes de
transferencia conjugativa también pueden transmitirse a otras bacterias con la ayuda de
un plasmido conjugativo co-residente (Bennett, 2008). Los plasmidos pueden

proporcionar uno 0 mas beneficios funcionales al huésped, como factores genéticos
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asociados con la resistencia a antibioticos, funciones asociadas con la degradacion de

xenobiodticos o factores de virulencia (Bennett, 2008).

Durante los ultimos afios se ha identificado un numero cada vez mayor de determinantes
de resistencia a antibiéticos en los genomas de cepas de E. coli aisladas de animales
(Poirel et al., 2018). Muchos de estos genes de resistencia han sido adquiridos por E. coli
mediante eventos de transferencia horizontal, donde los plasmidos actian como un
vehiculo principal. En la Tabla 1 se enlistan los genes de resistencia a antibioticos que se
localizan en plasmidos en diferentes cepas de E. coli aisladas de animales alrededor el
mundo (Poirel et al., 2018).

Tabla 1.- Genes de resistencia a antibiéticos presentes en plasmidos en cepas de E. coli aisladas
de animales (Poirel et al., 2018).

Familia de Antibiético Gen de resistencia Hospedero
B-lactamicos blatem-1, blactx-m-1, blacrx-m-14, Cerdos, aves de corral,
b|aCTx.M-15, b|as|-|v.12 bovinos
Cefalosporinas blacwmy-2 Carne de ave, aves de corral,
perros
Carbapenemasas blanpm-1, blanom-s, blaviv-1, Perros, gatos, cerdos, aves
blajwp-4, blaoxa-4s, blaoxa-1s1, de corral, vacas, patos
blakpc-2
Quinolonas y gnr, aac(6")-lb-cr, gepA, Aves de corral, cerdos
fluoroquinolonas gnrS1, gnrB19, gnrS1, gnrB1,
anrB4, gnrB10
Aminoglucosidos arma, rmtB, fosA3 Cerdo, aves de corral
Fosfomicina fosA, fosA3 Animales de compaiiia,
cerdos, pollos
Tetraciclina tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), Bovinos

tet(E), tet(G), tet(J), tet(L),
tet(Y), tet(M) y tet(W)
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2. ANTECEDENTES

En México, una de las actividades pecuarias mas desarrolladas y productivas es la
avicultura. Aguascalientes, Estado de México, Guanajuato, Jalisco, Puebla y Querétaro
centralizan el 46% del total de la produccién de pollo de engorda; Chiapas, Veracruz y
Yucatan contribuyen con el 25%; La Laguna y Nuevo Ledn producen el 13%; mientras
gue el 16% restante se distribuye en las dos terceras partes del pais; en la obtencion de

huevo, el 80% de su produccion se concentra en cinco estados (Quintana Lépez, 2018).

A nivel mundial, nuestro pais ocupa el primer lugar en consumo per capita de huevo y el
cuarto como productor; como productor de pollo de engorda nos encontramos en el sexto
lugar. Anualmente, en México se producen 6,000,000 de toneladas de productos
avicolas, cuyo monto supera los 130,000 millones de pesos mexicanos, por lo que
excluyendo la leche de vaca, sélo la avicultura contribuye con aproximadamente el 64%
de la produccion pecuaria nacional (34.3% pollo, 29.4% huevo y 0.1% pavo) (Quintana
Lopez, 2018).

Los sistemas intensivos y la avicultura de traspatio son dos de los sistemas que
actualmente se utilizan en la produccién de aves. Los sistemas intensivos se desarrollan
en grandes empresas avicolas industrializadas y se caracterizan por contar con animales
genéticamente mejorados, altas densidades de animales en confinamiento, instalaciones

tecnificadas y una alimentacién balanceada (Molina Martinez, 2013).

Por otro lado, el traspatio es aquel espacio que se caracteriza por la crianza de un
conjunto de animales como bovinos, ovinos, cerdos, aves y otros, que se explotan en los
patios de las casas habitacidn o alrededor de las mismas, principalmente de zonas rurales
y areas peri-urbanas (Cuca-Garcia et al., 2018). La importancia relativa de los traspatios
en los indicadores econdmicos de nuestro pais es dificil de cuantificar (Cuca-Garcia et
al.,, 2018). No obstante, un estudio de 1998 revelé6 que la avicultura de traspatio

representa hasta el 10% de la produccion avicola nacional (Lastra et al., 1998).
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La produccion avicola de traspatio es de gran importancia para la seguridad alimentaria,
la organizacion y economia familiar debido a que genera alimentos, ahorro e ingresos
(Cuca-Garcia et al., 2018; Jaramillo-Villanueva et al., 2017). En México, mas del 75% de
las familias rurales realizan una produccion de traspatio siguiendo métodos tradicionales
de reproduccion, manejo y mantenimiento, ocupando la fuerza de trabajo de las amas de
casa, ancianos y nifilos y puede generar hasta el 9.3% del ingreso familiar (Cuca-Garcia
et al., 2018; Gutiérrez-Triay et al., 2007; Jaramillo-Villanueva et al., 2017). De las familias
rurales con animales de traspatio en México, mas del 90% poseen aves, principalmente
gallinas, debido a su corto ciclo de produccion y bajo costo, las cuales son alimentadas

con desechos de comida o por pastoreo (Gutiérrez-Triay et al., 2007).

Una caracteristica importante en la produccién de traspatio es que, a diferencia de los
sistemas intensivos, no existen normas de bioseguridad para las personas que cuidan de
los animales. Adicionalmente, el manejo sanitario de los animales es escaso o nulo, pues
no se cuenta con servicios de medicina preventiva adecuados ni acceso a la atencion
veterinaria. En un estudio realizado en 2007 se report6é que en Yucatan, solo el 13.3% de

las personas encuestadas vacunan a sus aves (Gutiérrez-Triay et al., 2007).

Es evidente la importancia de la produccion avicola en nuestro pais, tanto por las grandes
cantidades de huevo y pollo consumidas por la poblacién, como por las diferencias en los

sistemas de produccion, donde el traspatio ha logrado mantenerse a lo largo de tiempo.

La proximidad de los animales de traspatio con las familias conduce a un frecuente
contacto humano directo con aves vivas, especialmente de individuos de alto riesgo,
incluyendo poblaciones pediatricas (<5 afios de edad) y geriatricas (>65 afios de edad),
lo cual aumenta significativamente el riesgo de exposicion humana a una variedad de
cepas bacterianas zoonéticas y transmitidas por los alimentos, asi como a sus variantes
farmacorresistentes (Shah et al., 2020). Esto plantea la necesidad urgente de vigilar a las
aves de corral sanas que se producen en los traspatios para detectar la prevalencia de
cepas comensales de E. coli resistentes a antibioticos. Como se menciono anteriormente,

E. coli pueden ser portadoras de resistencia adquirida o intrinseca a los antibidticos de

22



importancia clinica y probablemente sirvan como reservorios de determinantes de
resistencia que pueden contribuir a la persistencia y diseminacion de la resistencia a los

antibioticos.

En México, los pocos estudios que existen sobre la prevalencia de bacterias
farmacorresistentes (Campylobacter spp., E. coli, Salmonella spp. y S. aureus) asociadas
a ambientes no humanos se han realizado en animales pecuarios enfermos, animales
sacrificados en rastros o a partir de alimentos (Aguilar-Montes de Oca et al., 2015;
Camacho Rabago et al., 2010; Del Rio-Avila et al., 2016; Jiménez Mejia et al., 2017;
Lépez-Vazquez et al., 2015; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Reyes-Rodriguez et al.,
2013; Varela-Guerrero et al., 2013; Varela-Ortiz et al., 2018; Zaidi et al., 2012). Sin
embargo, estudios sistematicos para determinar la ocurrencia de cepas comensales de
E. coli resistentes a antibiéticos o sus mecanismos de propagacion de determinantes de
resistencia en las aves de corral de traspatio son muy escasos en nuestro pais. En
consecuencia, la ecologia, la epidemiologia y los riesgos para la salud publica asociados
a la transmisién de dichas bacterias o genes de las aves de corral de traspatio a los seres
humanos siguen siendo poco conocidos. Por lo tanto, en este proyecto se planted
determinar la prevalencia de resistencia a antibioticos en cepas de E. coli aisladas de
aves de traspatio de diferentes municipios del estado de México, asi como determinar si

la resistencia a antibioticos esta asociada a la presencia de plasmidos.
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia, la persistencia y propagacion de bacterias multirresistentes a antibioticos, asi
como la diseminacion de los determinantes genéticos asociados a esta resistencia tanto
en ambientes clinicos como en entornos no clinicos representan un riesgo significativo
para la salud publica. En consecuencia, es necesario realizar la vigilancia de estas
bacterias y de la potencial movilizacion de los elementos genéticos que confieren
resistencia a antibiéticos en diversos entornos, entre los que destacan el contexto de los
animales usados para consumo humano.

En algunas zonas rurales y periurbanas de México, la avicultura de traspatio es una
actividad econémica primordial que frecuentemente involucra el contacto humano directo
con aves vivas, lo cual incrementa significativamente el riesgo de adquisicién de bacterias
zoondéticas o bacterias transmitidas por alimentos, entre las que se pueden encontrar
cepas resistentes a antibioticos. Esto plantea una urgente necesidad de monitorear la
prevalencia de bacterias resistentes a antibiéticos en aves criadas en traspatios, ya que
dichas bacterias, o los determinantes genéticos asociados con la farmacorresistencia que
portan, representan una amenaza para los seres humanos. Actualmente, existe una
considerable ausencia de conocimiento sobre la frecuencia de la multirresistencia a
antibidticos ligada a animales criados en traspatio en nuestro pais y con este trabajo

esperamos contribuir a generar parte de esta informacion.

4. HIPOTESIS

Las cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio presentaran resistencia a antibiéticos

asociada a plasmidos.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si en cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio existen elementos

genéticos moviles como plasmidos que confieren resistencia a antibidticos.

Objetivos especificos

« Determinar cuantitativamente el perfil de resistencia/susceptibilidad a los
antibiéticos ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacina, colistina y tetraciclina, en 40

cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio.

* Analizar el perfil de plasmidos de las cepas de E. coli multirresistentes a

antibiéticos en estudio.

« Correlacionar la presencia de plasmidos con los fenotipos de resistencia a

antibiéticos en las cepas de E. coli en estudio.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas de E. coli analizadas

Las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron donadas por el Dr. Martin Talavera
Rojas, Investigador del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma del

Estado de México.

Previamente, el grupo de trabajo del Dr. Talavera realiz6 un muestreo en aves criadas en
los traspatios de viviendas situadas en areas rurales y peri-urbanas de cuatro municipios
de la region norte del Estado de México: Atlacomulco, El Oro, Jocotitlan e Ixtlahuaca
(Talavera-Gonzalez et al., 2021). Las muestras fueron tomadas con un hisopo a partir de
la cloaca de aves aparentemente sanas, cada hisopo se colocé en medio de transporte
de Stuart y se mantuvo a 4°C hasta su arribo al laboratorio. Una vez en el laboratorio,
para seleccionar a los aislados de E. coli, las muestras se inocularon en placas de agar
MacConkey y se incubaron a 37°C durante 24 h. Posteriormente, a partir de cada placa
donde hubo crecimiento, se seleccionaron colonias aisladas que tuvieran una morfologia
similar a E. coli y se les realizaron pruebas bioquimicas convencionales (agar triple azlcar
hierro, agar lisina hierro, medio de sulfuro indol para movilidad y agar citrato de Simmons).
Finalmente, la identificacion de las cepas fue confirmada por la amplificacién (PCR) del
gen uidA, el cual codifica para la enzima beta-glucuronidasa (Heijnen and Medema,
2006). En total, se obtuvo una coleccion de 192 cepas de E. coli, de las cuales 89

provienen de Atlacomulco, 39 de EIl Oro, 33 de Jocotitlan y 31 de Ixtlahuaca.

En el presente trabajo se estudiaron 40 de las 192 cepas de E. coli aisladas, las cuales
representan aproximadamente el 20% del total de cepas aisladas inicialmente de las aves
de traspatio. Los nombres de las 40 cepas utilizadas se enlistan a continuacion, las cuales

se clasificaron de acuerdo con el municipio del cual proviene cada aislamiento:
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e Atlacomulco (18 cepas): Al, A2, A3, A4, Al12, Al7, A24, A32, A38, A43, A51,
A56, A61, A68, A70, A79, A83 y A89.

e Jocotitlan (7 cepas): J1, J3, J10, J11, J15, J24 y J40.

e Ixtlahuaca (7 cepas): L1,L2,L3,L4,L7,L16Yy L26.

e EI Oro (8 cepas): 01, 02, O3, 04, O5, 08, 017 y O26.

6.2 Preparacion de medios de cultivo

Caldo de cultivo Mueller-Hinton (MH): Disolver 38 g del medio (DIFCO DB) en 1 L de
agua milli Q, mezclar mediante agitacion y esterilizar a 121°C durante 20 min.

Caldo de cultivo Lysogeny Broth (LB): Disolver 10 g de triptona (DIFCO), 5 g de extracto
de levadura (DIFCO) y 10 g de cloruro de sodio (JT Baker) en 1 L de agua milli Q, mezclar
mediante agitacion y esterilizar a 121°C durante 20 min.

Agar LB: Disolver 10 g de triptona (DIFCO), 5 g de extracto de levadura (DIFCO), 10 g
de cloruro de sodio (JT Baker) y 15 g de agar (DIFCO) en 1 L de agua milli Q, mezclar
mediante agitacion y esterilizar a 121°C durante 20 min.

Medio CAMHB (Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth): Es el caldo MH ajustado con
cationes. Una vez que el medio MH esté esterilizado y temperado a temperatura
ambiente, adicionar 2.07 ml de la solucién “stock” de calcio (10 mg Ca**/ml agua milli Q)

y 0.87 ml de la solucién “stock” de magnesio (10 mg Mg**/ml agua milli Q) a 1 L de MH.

6.3 Determinacion cuantitativa de susceptibilidad/resistencia a antibiéticos

La susceptibilidad de las cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio a varios
antibioticos fue determinada por el Dr. Talavera y sus colaboradores usando el método
semi-cuantitativo de difusion de disco (Talavera-Gonzalez et al., 2021). En el presente
trabajo se utilizé un método cuantitativo para evaluar la susceptibilidad de los aislados de

E. coli a cinco antibidticos que pertenecen a distintas familias: ampicilina (beta-
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lactamicos), cefoperazona (cefalosporinas), ciprofloxacina (fluoroquinolonas), colistina

(polimixinas) y tetraciclina (tetraciclinas).

La prueba utilizada para determinar la resistencia/susceptibilidad de los aislados de E.
coli a los distintos antibioéticos fue el método de microdiluciéon en caldo, siguiendo las
especificaciones descritas en el manual M100 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, 27th Edition, 2017, publicado por el CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (CLSI, 2017). El método de microdilucién en caldo es un método
cuantitativo en el cual se utilizan diluciones seriadas (dobles) del antimicrobiano a evaluar
para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) expresada en pug/ml. La CMI
se define como la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que inhibe el
crecimiento bacteriano. En el manual M100 se tienen establecidos los puntos de corte de
la CMI y su interpretacion para distintos antibiéticos. Los criterios de interpretacion de las
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos estan basados en la respuesta in vitro de
un microorganismo a un agente antibiotico con niveles alcanzados en sangre o tejidos
del antimicrobiano dosificado. Por lo tanto, si se observa o no crecimiento bacteriano a
determinadas concentraciones, las cepas se clasifican como susceptibles, de resistencia

intermedia o resistentes. El CLSI define a los fenotipos como:

e Susceptible: Cuando el microorganismo es inhibido por las concentraciones
alcanzadas por el agente antimicrobiano cuando la dosis recomendada es usada

para el sitio de la infeccion.
e Resistenciaintermedia: Cuando el microorganismo presenta una CMI cercana a
los niveles del antimicrobiano usualmente alcanzados en sangre o tejidos y para

los cuales la respuesta puede ser mas baja que para los aislados susceptibles.

e Resistente: Cuando el microorganismo no es inhibido por las concentraciones

séricas del agente antimicrobiano normalmente alcanzadas a dosis normales.
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En la Tabla 2 se muestran las categorias de interpretacién, de acuerdo con los puntos
de corte de la CMI, para los antibioticos ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacina, colistina
y tetraciclina que se deben seguir al evaluar aislados bacterianos que pertenecen a la

familia de las enterobacterias.

Tabla 2. Categorias de interpretacion basadas en los puntos de corte de la CMI (ug/ml) para
determinar la susceptibilidad a los antibiéticos ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacina, colistina
y tetraciclina en bacterias de la familia Enterobacteriaceae por el método de microdilucién en
caldo (CLSI, 2017).

Antibiotico Resistente Intermedio Susceptible

Ampicilina 232 pg/mi 16 pg/ml <8 pg/ml
Cefoperazona 264 pg/mi 32 pg/ml <16 pg/mi
Ciprofloxacina 24 ug/ml 2 pg/mi <1 pg/ml

Colistina 24 pg/ml - <2 pg/ml

Tetraciclina 216 pug/mi 8 pg/mi 24 ug/ml

Siguiendo las recomendaciones del CLSI, como control del ensayo se utiliz6 a la cepa E.
coli ATCC® (American Type Culture Collection) 25922, la cual es susceptible a todos los
antibiéticos a los cuales se ha probado. El uso de esta cepa como control interno del
experimento es indispensable, ya que permite determinar si la preparacion y
concentracion del antibiético es la correcta. Los puntos de corte de la CMI para la cepa
control E. coli ATCC® 25922 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Puntos de corte de la CMI (ug/ml) para la cepa E. coli ATCC® 25922 para el método de

microdilucién en placa (CLSI, 2017).
Antibidtico E. coli ATCC® 25922

Tetraciclina 0.5-2 pg/ml
Ampicilina 2-8 pg/ml
Ciprofloxacina 0.004-0.016 pg/mi
Cefoperazona <0.5/9.5 pug/ml
Colistina 0.25 pg/mi
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Solucion “stock” de antibidticos (5120 pg/ml). Pesar 0.0256 g del antibidtico
correspondiente y disolverlo en 5 ml del solvente, filtrar con un filtro de 0.22 umy repartir
la solucién en alicuotas de 200 ul, mantener a -20°C hasta su uso. Los 5 antibiéticos
utilizados (ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacina, colistina y tetraciclina) fueron
obtenidos de la compafiia SIGMA-ALDRICH. Todos los antibioticos fueron disueltos en

agua, excepto la ampicilina, que se disuelve en buffer fosfato, pH 8.0.

De acuerdo con los rangos de concentraciones definidos en las Tablas 2y 3, para obtener

las concentraciones a evaluar, diferentes diluciones de cada uno de los antibioticos se

prepararon en caldo de cultivo CAMHB (V:V) a partir de la solucién “stock” (Figura 5).

Antibiético (AB) 100 W AB 1mlAB 0.5 ml AB 0.5 mlAB
(5120 pg/mi) + 512 pg/ml 512 pg/ml 512 pg/ml
900 w CAMBH + + +

1mlde CAMBH 1.5 mlde CAMBH 3.5 ml de CAMBH

1mlAB 0.5 mlAB 0.5mlAB 1miAB 0.5 mlAB 0.5mlAB
64 ug/mi 64 ug/ml 64 ug/mi 8 ug/mi 8 ug/ml 8 ug/mi
+ + + + + -
1 mide CAMBH 1.5 mlde CAMBH 3.5 ml de CAMBH 1mlde CAMBH 1.5 ml de CAMBH 3.5 ml de CAMBH

1miAB 0.5ml AB 0.5 mlAB 1miAB 0.5 mlAB 0.5mlAB
1 ug/mi 1 pg/mi 1 ug/mi 0.125 pg/mi 0.125 ug/mi 0.125 pg/ml
+ + - + + +
1 mide CAMBH 1.5 mlde CAMBH 3.5 ml de CAMBH 1 ml de CAMBH 1.5 ml de CAMBH 3.5 ml de CAMBH

Figura 5. Esquema de preparacion de las diluciones de los antibioticos.
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Posteriormente, 100 ul de cada una de las diferentes diluciones de los antibioticos se

adicionaron en placas estériles de 96 pozos (Corning).

Paralelamente, pre-indculos de los aislados de E. coli incubados en LB a 37°C durante
toda la noche fueron re-inoculados en LB fresco hasta obtener una densidad 6ptica a 600
nm (DOsoonm) de 0.4 (~1x108 células/ml). Estos cultivos se diluyeron 1:20 en medio MH
(V:V) y 10 pl de esta dilucion fueron inoculados en cada pozo, para tener una
concentracion final de ~50,000 bacterias por pozo. Para cada aislado se incluy6 un pozo
como control positivo de crecimiento bacteriano, en el cual se inocularon a las bacterias
(~50,000) en CAMHB sin antibiético. Como control negativo del ensayo, en cada placa
se inocularon pozos con 100 pl de medio CAMHB sin bacterias ni antibiético. Las placas
se incubaron a 35+2°C durante 16 h. Finalmente, se determind si hubo crecimiento en los
pozos y los resultados se interpretaron de acuerdo con lo establecido en la Tabla 2 para
clasificar a los aislados en susceptibles, de resistencia intermedia o resistentes a la accién
de los antibiodticos. Las cepas que fueron resistentes a tres 0 mas familias de antibiéticos

fueron consideradas multirresistentes (MDR, del inglés Multi-Drug Resistant).

6.4 Extraccion de plasmidos

Para obtener el perfil de plasmidos se siguio un protocolo de extraccion de plasmidos de
alto peso molecular estandarizado previamente en nuestro grupo de trabajo (datos no

publicados).

Soluciones “stock”

Preparar las siguientes soluciones:
Solucién 1: 0.5 M Tris pH 7.8, 0.01 M EDTA, 1% glucosa, 2 mg/ml lisozima.

Solucion 2: 0.2 N de NaOH y 1% SDS.
Solucion 3: Acetato de amonio 7.5 M, pH7.8.
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Procedimiento:

1. Obtener pastillas de células de un cultivo de 5 ml incubado durante toda la noche.

2. Resuspender en 150 pl de Solucién 1, agregar 8 ul de RNAsa (10 mg/ml) e incubar
5 min a temperatura ambiente.

3. Agregar 300 ul de Solucion 2, incubar 10 min en hielo.

4. Agregar 200 pl de Solucién 3 (debe de estar fria), incubar 40 min en hielo.

5. Centrifugar 10 min a 12,000 rpm a 4°C.

6. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio.

7. Agregar 700 ul de isopropanol, incubar 10 min a temperatura ambiente.

8. Centrifugar 10 min a 12,000 rpm, temperatura ambiente.

9. Tirar el sobrenadante.

10.Agregar 1 ml de etanol al 70%, agitar.

11.Centrifugar 10 min a 12,000 rpm, temperatura ambiente.

12.Tirar el sobrenadante y secar durante 5-10 min.

13.Resuspender en 30 ul de agua.

14.Correr 20 ul en un gel de agarosa 0.7% en buffer TAE (Tris acetato y EDTA) a 120
V durante 2 h.

6.5 Preparacion de células competentes para electroporacion

Se preparé un inéculo de la cepa E. coli DH5-a.en 5 ml de LB y se dej6 incubando durante
toda la noche a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Se transfirio 1 ml del in6culo
incubado toda la noche a un matraz con 100 ml de LB, el matraz se dejé incubando a
37°C en agitacion (200 rpm) hasta obtener una DOsoonm de 0.6 (~2 h). Una vez que los
cultivos alcanzaron la DOsoonm deseada, estos se transfirieron a tubos Nalgene de 50 ml
y se centrifugaron a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C, se deseché el sobrenadante y la
pastilla de bacterias se resuspendié en 40 ml de agua milli Q estéril fria. Los cultivos se
centrifugaron nuevamente a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C, se tir6 el sobrenadante y la
pastilla de bacterias se resuspendié en 40 ml de glicerol al 10% frio. Los cultivos se

centrifugaron de nuevo a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C y se desecho el sobrenadante.
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Finalmente, la pastilla de bacterias se resuspendié en 400 pl de glicerol al 10% y se

repartié en alicuotas de 40 pl en tubos Eppendorf estériles.

6.6 Electroporacion

Se mezclaron 40 pl de células electrocompetentes con 15 pl de DNA plasmidico, la
mezcla se colocd en una celda de electroporacion (BIO-RAD) fria y se le dio un pulso
eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms usando un electroporador “MicroPulser Electroporator”
(BIO-RAD). Posteriormente, a la celda se le agregaron 200 ul de medio de cultivo SOCy
se mezclo, después se transfirid a un tubo de ensayo con 800 ul de medio SOC y se dejé
incubando durante 2 horas a 37°C en agitacion (200 rpm). Finalmente, se sembraron 50
pl de los cultivos en cajas Petri con medio agar LB suplementado con los antibi6ticos

correspondientes y las cajas se incubaron a 37°C durante 16 h.
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7. RESULTADOS

7.1 Algunas cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio presentan
multirresistencia a antibioticos

De la coleccién de 192 cepas de E. coli aisladas a partir de aves de traspatio que fueron
previamente obtenidas por el grupo del Dr. Talavera (Talavera-Gonzalez et al., 2021), en

este estudio se evaluaron 40 de estos aislamientos.

Los resultados de la determinacion cuantitativa de la resistencia/susceptibilidad a los
antibidticos tetraciclina (Tc), ampicilina (Amp), ciprofloxacina (Cip), cefoperazona (Cfp) y
colistina (Col) se muestran en la Tabla 4. De los 40 aislados en estudio, ocho aislados
(Al17, A32, A56, J1, J15, J40, L16 y O17) fueron susceptibles a los cinco antibi6ticos
analizados; 10 aislados (A12, A51, A61, A70, A79, A83, A89, O1, O8 y O26) presentaron
resistencia a un antibiético; nueve aislados (Al, A24, A38, A43, L26, 02, O3, O4 y 0O5)
mostraron resistencia a dos antibidticos; y ocho aislados (A2, A68, J24, L1, L2, L3, L4y
L7) presentaron resistencia a tres o cuatro antibioticos (Tabla 4). Asimismo, un aislado
(A4) presento resistencia a dos antibibticos y resistencia intermedia a un antibiotico; dos
aislados (A3 y J3) presentaron resistencia a un antibiotico y resistencia intermedia a un
antibiotico; y dos aislados (J10 y J11) tuvieron resistencia intermedia a un antibiotico
(Tabla 4).

De acuerdo con los resultados de los perfiles de resistencia/susceptibilidad, las 40 cepas
de E. coli se clasificaron en fenotipos susceptibles (no presentaron resistencia a ninguno
de los cinco antibiéticos evaluados), resistentes (presentaron resistencia a uno o dos
antibioticos) o MDR (fueron resistentes a tres 0 mas antibidticos). Se determin6 que la
mayoria de las cepas presentaron un fenotipo resistente (frecuencia de 57.5%; 23/40
cepas), seguido del fenotipo MDR (frecuencia de 22.5%; 9/40 cepas) y con la prevalencia
mas baja se encontraron cepas que tuvieron un fenotipo susceptible (frecuencia de 20%;
8/40 cepas) (Figura 6).
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Tabla 4. Perfiles fenotipicos de susceptibilidad/resistencia a los antibidticos tetraciclina,
ampicilina, ciprofloxacina, cefoperazona y colistina en 40 aislados de E. coli procedentes de aves
de traspatio. La cepa E. coli ATCC 25922 fue incluida como control.

Tetraciclina | Ampicilina | Ciprofloxacina | Cefoperazona | Colistina

Cepa (Tc) (Amp) (Cip) (Cfp) (Col)
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R=Resistente; I=Resistencia Intermedia; S=Susceptible.
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Figura 6.- Frecuencia de fenotipos susceptibles, resistentes o multirresistentes (MDR) a
antibiéticos de las 40 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio analizadas. Los fenotipos
fueron clasificados como sigue: susceptibles, no fueron resistentes a ninguno de los cinco
antibidticos evaluados; resistentes, presentaron resistencia a uno o dos antibibticos;
multirresistentes, presentaron resistencia a tres o mas antibioticos.

Entre los aislados de E. coli con fenotipos resistentes y MDR, la resistencia a los
antibidticos tetraciclina y ampicilina fue la mas frecuente, en porcentajes de 87.5% (28/32
cepas) y 72% (23/32 cepas), respectivamente, mientras que las resistencias a
ciprofloxacina y cefoperazona se encontraron en el 22% (7/32 cepas) y 19% (6/32 cepas)
de los aislamientos, respectivamente (Figura 7); todas las cepas fueron susceptibles a

colistina.

Con base en los perfiles de resistencia a antibiéticos que present6 cada una de las cepas
de E. coli, se encontraron siete diferentes patrones de resistencia como resultado de la
combinacién de los antibidticos a los que fueron resistentes (Figura 8). De las 32 cepas
con fenotipos resistentes o MDR a antibiéticos, la mayoria presenté el patron de
resistencia Tc/Amp (frecuencia de 37.5%; 12/32 cepas), seguido del patrén Tc
(frecuencia de 21.9%; 7/32 cepas), mientras que los patrones Amp, Tc/Amp/Cip,

Tc/Amp/Cip y Tc/Amp/Cip/Cfp presentaron la misma prevalencia (frecuencia de 9.4%;
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3/32 cepas), solo una cepa presento el patron Cip (frecuencia de 3%; 1/32 cepas) (Figura
8).
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Figura 7.- Frecuencia de la resistencia a los antibioticos ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacino
y tetraciclina en 32 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio que presentaron fenotipos
resistentes y MDR.
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Figura 8.- Frecuencia de los patrones de resistencia a antibioticos encontrados en 32 cepas de
E. coli aisladas de aves de traspatio que presentaron fenotipos resistentes y MDR. Amp,
ampicilina; Cfp, cefoperazona, Cip, ciprofloxacina; Tc, tetraciclina.
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7.2 La prevalencia de las cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio resistentes
a antibiéticos estd asociada con el municipio de colecta

Posteriormente, para definir si la incidencia de cepas resistentes o MDR se distribuia
uniformemente o estaba restringida a ciertos municipios, se analiz6 la prevalencia de los
fenotipos susceptibles, resistentes o0 MDR de las 40 cepas de E. coli con relacion al
municipio del cual fueron aisladas. Como puede observarse en la Figura 9, las cepas
colectadas a partir de los municipios Atlacomulco, Jocotitlan e Ixtlahuaca presentaron
fenotipos resistentes y MDR, mientras que las cepas provenientes de El Oro presentaron
fenotipos resistentes, pero no MDR. En los municipios de Ixtlahuaca y El Oro se encontr6
la mayor prevalencia de cepas con fenotipos MDR (frecuencia de 71.4%; 5/7 cepas) y
fenotipos resistentes (frecuencia de 87.5%; 7/8 cepas), respectivamente (Figura 9).
Jocotitlan fue el municipio donde hubo la mayor ocurrencia de cepas susceptibles

(frecuencia de 42.9%; 3/7 cepas) (Figura 9).
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Figura 9.- Frecuencia de fenotipos susceptibles, resistentes o multirresistentes (MDR) a
antibiéticos de las 40 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio que fueron colectadas a partir
de 4 municipios del Estado de México.
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7.3 Las cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio son portadoras de plasmidos
que le confieren resistencia a ampicilina o tetraciclina

En E. coli, diversos mecanismos de resistencia a antibiéticos estan codificados en
plasmidos, incluyendo la resistencia a tetraciclinas, beta-lactamicos, cefalosporinas y
fluoroquinolonas (Poirel et al., 2018), que son algunas de las familias de antibiéticos a los
gue fueron resistentes las cepas de E. coli analizadas en este trabajo. Por lo tanto, para
comenzar a evaluar si en las cepas en estudio podia haber una asociacion entre la
resistencia a antibiéticos y la presencia de plasmidos, se analizo el perfil de plasmidos de
las 40 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio con el fin de determinar si portaban
plasmidos de manera natural. Como se observa en la electroforesis en gel de agarosa de
la Figura 10, todas las cepas de E. coli que presentaron un fenotipo de resistencia a
antibidticos contienen plasmidos que varian en numero (1-9) y velocidades de migracion,

sugiriendo la posibilidad de que alguno o varios plasmidos confieran resistencia a

antibioticos en las cepas de E. coli.
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Figura 10.- Perfil de plasmidos de 33 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio. Tras la
extraccion de los plasmidos, estos se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7%
en Buffer TAE, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. MPM, marcador de
peso molecular. Pb, pares de bases. La Figura estd compuesta por geles representativos de al
menos tres experimentos independientes con resultados similares. Para cada cepa de donde se
extrajeron los pldsmidos, se indica su patron de resistencia a antibioticos.
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Para continuar con el analisis de la asociacion de la resistencia a antibiéticos y la
presencia de plasmidos, de las 40 cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio se
seleccionaron seis (A4, A43, J24, L1, L4y L7) que presentaron tres distintos patrones de
resistencia a antibiéticos: Tetraciclina/Ampicilina; Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina;
y Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina/Cefoperazona (Tabla 5). Dichos patrones
representan el 75% del total de los patrones de resistencia (que incluyen mas de un
antibiotico) que fueron encontrados en las 40 cepas de E. coli analizadas en este trabajo
(ver Figura 8). Las seis cepas de E. coli seleccionadas también presentaron cinco
distintos perfiles de plasmidos; en estas cepas, los plasmidos que contienen varian en
namero (2-9) y velocidad de migracion, la excepcién fueron las cepas L1y L4, las cuales
presentaron un perfil de plasmidos idéntico (Figura 11); interesantemente, estas dos
cepas también tienen el mismo patron de resistencia a antibidticos
(Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina/Cefoperazona) (Tabla 5). En contraste, la cepa
J24, aunque también presenta el mismo patrén de resistencia a antibioticos que las cepas

L1y L4, tiene un perfil de plasmidos distinto (Figura 11 y Tabla 5).

Tabla 5. Patron de resistencia a antibiéticos de las seis cepas de E. coli aisladas de aves de
traspatio seleccionadas para analizar la asociacion entre la presencia de plasmidos y la
resistencia a antibiéticos.

Cepade E. coli Patron de resistencia a antibioticos
A4 Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina
A43 Tetraciclina/Ampicilina
J24 Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina /Cefoperazona
L1 Tetraciclina/Ampicilina/ Ciprofloxacina /Cefoperazona
L4 Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina /Cefoperazona
L7 Tetraciclina/Ampicilina/Ciprofloxacina

A continuacion, se determind si los plasmidos que naturalmente portan las seis cepas de
E. coli seleccionadas (las cuales se denominaron cepas parentales), conferian alguna de
las respectivas resistencias a antibiéticos. Como primer paso, los plasmidos purificados

a partir de las cepas parentales fueron transformados mediante electroporacion a la cepa
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de laboratorio E. coli DH5a. Esta cepa de laboratorio es intrinsecamente resistente
Gnicamente al antibiético acido nalidixico y ademas no porta ningun plasmido. Por lo
tanto, el crecimiento de colonias transformantes de E. coli DH5a en agar LB
suplementado con alguno de los antibiéticos a los cuales fueron resistentes las cepas
parentales (ampicilina, cefoperazona, ciprofloxacina o tetraciclina), indicaria un evento de
resistencia adquirida en las colonias de E. coli DH5a como resultado de la integracion de
uno o mas plasmidos procedentes de las cepas parentales. Como control del
procedimiento de transformacién de plasmidos de alto peso molecular, una alicuota de
células electrocompetentes de E. coli DH5a fue transformada con el plasmido pEAF
extraido de la cepa E. coli EPEC WT, cuyo peso molecular es de aproximadamente 100
Kb (Lacher et al., 2007). Tras las transformaciones, en todas las repeticiones, las colonias
transformantes de E. coli DH5a adquirieron resistencia solo a los antibidticos tetraciclina
(Tc") o ampicilina (Amp"), ninguna transformante mostré resistencia adquirida a

cefoperazona o ciprofloxacina (Tabla 6).
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Figura 11.- Perfil de plasmidos de las cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio A4, A43,
J24,L1,L4yL7. Tras la extraccion de los plasmidos, estos se separaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 0.7% en Buffer TAE, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz
UV. MPM, marcador de peso molecular. Pb, pares de bases. Gel representativo de al menos tres
experimentos independientes con resultados similares.
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Tabla 6. Perfil fenotipico de resistencia a antibioticos de la cepa E. coli DH5a transformada con
plasmidos (p) extraidos a partir de seis cepas de E. coli aisladas de aves de traspatio (cepas
parentales).

Cepa parental Perfil de resistencia Cepatransformante Perfil de resistencia

A4 Tc/Amp/Cip DH5a + pA4 Tc
A43 Tc/Amp DH5a + pA43 Tc/Amp
J24 Tc/Amp/Cip/Cfp DH5a, + pJ24 Tc/Amp
L1 Tc/Amp/Cip/Ctp DH5a + pL1 Tc/Amp
L4 Tc/Amp/Cip/Cfp DH5a + pL4 Tc/Amp
L7 Tc/Amp/Cip DH5a + pL7 Tc/Amp

Amp, ampicilina; Cfp, cefoperazona, Cip, ciprofloxacina; Tc, tetraciclina.

Para determinar qué plasmidos podian proporcionar la resistencia a los antibiéticos
ampicilina o tetraciclina, de las diferentes transformantes de E. coli DH5a obtenidas (Amp’
y Tc"), se realizaron las respectivas purificaciones de sus plasmidos. Como se observa
en la Figura 12a, las transformantes de E. coli DH5a recuperadas en presencia de
ampicilina (Amp") que fueron transformadas con los plasmidos extraidos a partir de las
cepas A43, J24 y L7, presentan un unico plasmido de alto peso molecular (sus
velocidades de migracion fueron similares a la del plasmido pEAF, ~100 Kb), mientras
gue las transformantes electroporadas con plasmidos provenientes de las cepas L1y L4
también contienen un Unico plasmido pero de menor peso molecular (sus velocidades de
migracion son similares a la banda del MPM de 20 Kb), asi como otros plasmidos de mas
bajo peso molecular (DH5a + pL4). En contraste, la cepa E. coli DH5a sin transformar no
presentd ningun plasmido (Figura 12a). Estos resultados sugieren que los plasmidos
aislados a partir de las transformantes de E. coli DH5a Amp" son los responsables de
conferir resistencia a ampicilina en las cepas A43, J24, L1, L4y L7. De igual manera, se
hicieron purificaciones de plasmidos de las transformantes de E. coli DH5a recuperadas
en presencia de tetraciclina (Tc") (Figura 12b). Las transformantes de E. coli DH5a que
fueron transformadas con los plasmidos extraidos a partir de las cepas A4, A43, J24, L1
y L4 contienen un Unico plasmido de alto peso molecular, mientras que las transformantes
electroporadas con los plasmidos provenientes de la cepa L7 presentan 2 plasmidos de
alto peso molecular (Figura 12b). En contraste, la cepa E. coli DH5a que no fue

transformada, no contenia ningun plasmido (Figura 12b). Estos resultados sugieren que
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los plasmidos aislados a partir de las transformantes de E. coli DH5a Tc' son los

responsables de conferir resistencia a tetraciclina en las cepas A4, A43,J24, L1, L4y L7.
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Figura 12.- Plasmidos asociados con la resistencia a ampicilina y tetraciclina purificados de
transformantes de E. coli DH5a resistentes a ampicilina o tetraciclina. Se muestran los plasmidos
gue confieren resistencia a ampicilina (a) o tetraciclina b) a las transformantes de la cepa E. coli
DH5a que fueron previamente transformadas con plasmidos (p) provenientes de las cepas A4,
A43, J24, L1, L4 o L7. Como control del procedimiento de transformacion y como referencia de
peso molecular, se transformé y posteriormente se purificd al plasmido pEAF extraido de la cepa
E. coli EPEC WT. Como control negativo se realizo el procedimiento de purificacién de pladsmidos
de la cepa E. coli DH5a sin transformar (DH5a S/T). Tras la extraccion de los plasmidos, estos
se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% en Buffer TAE, se tifieron con
bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. MPM, marcador de peso molecular. Pb, pares de
bases. La Figura esta compuesta por geles representativos de al menos tres experimentos
independientes con resultados similares. Cada plasmido esta sefialado con un asterisco rojo.

Posteriormente, para corroborar la procedencia de los plasmidos presentes en las
transformantes de E. coli DH5a resistentes a ampicilina o tetraciclina, se comparé el perfil
de plasmidos de las cepas parentales con el perfil de las colonias transformantes de E.
coli DH5a Amp" y Tc' para verificar que las velocidades de migracion de los plasmidos
fueran equivalentes entre ellas. Como se observa en la electroforesis en gel de agarosa

de la Figura 13, entre cada uno de los plasmidos extraidos a partir de las colonias
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transformantes hubo una correspondencia con alguno de los plasmidos que portan las
cepas parentales.
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Figura 13.- Comparacion de los perfiles de plasmidos entre las cepas parentales y las cepas
transformantes. Se muestran los plasmidos purificados a partir de las cepas de E. coli aisladas
de aves de traspatio (A4, A43, J24, L1, L4 o L7) y los plasmidos obtenidos de las cepas
transformantes de E. coli DH5a resistentes a ampicilina (a) o tetraciclina (b). Tras la extracciéon
de los plasmidos, estos se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% en Buffer
TAE, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. MPM, marcador de peso
molecular. Pb, pares de bases. La Figura estd compuesta por geles representativos de al menos
tres experimentos independientes con resultados similares. Cada plasmido esta sefialado con un
asterisco rojo.

Con el fin de determinar si los plasmidos que se encontré que estaban asociados con la
resistencia a ampicilina también podian conferir resistencia a tetraciclina y viceversa, las
colonias transformantes de E. coli DH5a resistentes a ampicilina (Amp") fueron crecidas
en agar LB suplementado con tetraciclina, mientras que las transformantes de E. coli
DH5a resistentes a tetraciclina (Tc") fueron crecidas en agar LB suplementado con
ampicilina. Adicionalmente, el fenotipo de susceptibilidad/resistencia de las
transformantes de E. coli DH5a a los antibidticos ampicilina y tetraciclina también se
determind cuantitativamente por el método de microdilucion en caldo. Como se observa
en los resultados de la Tabla 7, las transformantes de E. coli DH5a Amp" que contenian

plasmidos procedentes de las cepas parentales A43, J24 y L7, también adquirieron
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resistencia a tetraciclina, mientras que las transformadas con plasmidos de las cepas L1
y L4 no adquirieron resistencia a tetraciclina. Por otro lado, transformantes de E. coli
DH5a Tc" que integraron plasmidos procedentes de las cepas parentales J24 y L7,
también fueron resistentes a ampicilina, mientras que el resto de las transformantes de

E. coli DH5a Tc" no adquirieron resistencia a ampicilina (Tabla 8).

Tabla 7. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas de E. coli DH5a con resistencia
adquirida a ampicilina. Se muestra el perfil fenotipico de susceptibilidad/resistencia al antibiético
tetraciclina (Tc) de las transformantes de E. coli DH5a resistentes a ampicilina (Amp")
transformadas con plasmidos (p) extraidos a partir de 5 cepas de E. coli aisladas de aves de
traspatio (A43, J24, L1, L4 y L7). También se indica el niumero y sus respectivos pesos
moleculares de los plasmidos que estan presentes en las cepas de E. coli DH5a transformantes.

Transformantes Fenotipo en Tc No. plasmidos Peso molecular
Amp’ Kb
DH5a + pA43 Resistente 2 <154 y ~66
DH5a + pJ24 Resistente 1 <154
DH5a + pL1 Susceptible 1 7-38
DH5a + pL4 Susceptible 1 7-38
DH5a + pL7 Resistente 1 <154

Tabla 8. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas de E. coli DH5a con resistencia
adquirida a tetraciclina. Se muestra el perfil fenotipico de susceptibilidad/resistencia al antibiético
ampicilina (Amp) de las transformantes de E. coli DH5a resistentes a tetraciclina (Tc')
transformadas con plasmidos (p) extraidos a partir de 6 cepas de E. coli aisladas de aves de
traspatio (A4, A43, J24, L1, L4 y L7). También se indica el nimero y sus respectivos pesos
moleculares de los plasmidos que estan presentes en las cepas de E. coli DH5a transformantes.

Transformantes Fenotipo en Amp No. plasmidos Peso molecular

Tc' (Kb)

DH5a + pA4 Susceptible 1 <154

DH5a + pA43 Susceptible 1 ~66

DH5a + pJ24 Resistente 1 <154

DH5a + pL1 Susceptible 1 66-154

DH5a + pL4 Susceptible 1 66-154

DHb5a + pL7 Resistente 2 <154y ~66

Finalmente, se determiné el peso molecular aproximado de los plasmidos que confieren
resistencia a ampicilina y/o tetraciclina en las cepas de E. coli aisladas de aves de
traspatio A4, A43, J24, L1, L4 y L7. Para este experimento, se utiliz6 como referencia de

peso molecular a los pldsmidos extraidos de la cepa E. coli 50192, ya que se conoce el
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peso molecular exacto de los plasmidos que contiene dicha cepa (Girlich et al., 2000).
Los perfiles de plasmidos de las transformantes de E. coli DH5a Amp' revelaron que hay
dos plasmidos asociados con la resistencia a ampicilina: uno de un peso molecular de
entre 7-38 Kb (derivado de las cepas L1 y L4) y otro de <154 Kb (derivado de la cepa
A43) (Figura 14 y Tabla 7). Para el caso de las transformantes de E. coli DH5a Tc'" se
encontraron tres plasmidos asociados con la resistencia a tetraciclina: uno de un peso
molecular de ~66 Kb (derivado de la cepa A43), otro de entre 66-154 Kb (derivado de las
cepas L1y L4) y uno de <154 Kb (derivado de las cepas A4 y J24) (Figura 14 y Tabla
8). Estos resultados también revelaron que un plasmido de <154 Kb (derivado de las
cepas J24 y L7) confiere resistencia a ampicilina y tetraciclina, ya que este plasmido se

comparte entre aquellas transformantes que fueron resistentes a ambos antibioticos
(Figura 14, Tabla 7 y Tabla 8).
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Figura 14.- Peso molecular aproximado. Se realizo la extraccion de plasmidos de la cepa DH5a
resistente a tetraciclina y ampicilina transformada con los plasmidos provenientes de las cepas
A4, A43, J24, L1, L4 y L7. Los plasmidos se corrieron en un gel de agarosa al 0.7% en Buffer

TAE, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. MPM, marcador de peso
molecular. Kb, kilobases.
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8. DISCUSION

Actualmente, el incremento de la resistencia bacteriana a los antibioticos de uso comudn
es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. La resistencia a
antibioticos implica que los farmacos han perdido su actividad téxica en contra de las
bacterias, lo que reduce las opciones terapéuticas para tratar enfermedades provocadas
por bacterias resistentes a antibiéticos, poniendo en grave riesgo a la salud humana y
veterinaria. Las acciones que sean tomadas hoy en dia para resolver esta situacion

determinaran la contencién del problema en el futuro.

Con el fin de establecer acciones enfocadas a detener o reducir el problema de la
farmacorresistencia, en mayo de 2015 la Asamblea Mundial de la Salud aprob6 un Plan
de Accién Mundial Sobre la Resistencia a los Antimicrobianos (incluida la resistencia a
los antibidticos) (OMS, 2016). Una de las acciones propuestas en dicho plan es
establecer programas de vigilancia en animales de consumo, ya que grandes cantidades
de antibidticos son administrados en estos animales durante su produccion, generando
una presion selectiva para la proliferacion de bacterias resistentes. Cabe resaltar, que la
resistencia a antibiéticos no se restringe a cepas patdégenas de origen clinico o expuestas
a grandes cantidades de antibidticos, sino que también existen bacterias
farmacorresistentes no patdgenas o comensales que estan presentes en entornos no
clinicos o ambientes donde no hay fuertes presiones de seleccion en la ausencia de
antibiéticos usados masivamente (animales no alimentados con dosis subterapéuticas de
antibiéticos, medio ambiente, entre otros). Dichas bacterias tienen el potencial de ser
adquiridas por los seres humanos a través de mdltiples vias, por lo que es importante
vigilar su presencia en animales usados para consumo humano que tienen menor
probabilidad de ser expuestos directamente a antibiéticos, como seria el caso de los
animales criados en traspatios. Por lo tanto, la vigilancia de bacterias resistentes a
antibioticos tendria que realizarse tanto en aquellos animales que son criados de manera
intensiva, donde se administran antibiéticos, como en aquellos animales que son criados

en traspatios, donde no se administran antibiéticos de manera continua.

47



En el presente proyecto, usando un método cuantitativo se determiné la susceptibilidad
a cinco antibiéticos (ampicilina, ciprofloxacina, cefoperazona, colistina y tetraciclina) de
distintas familias (segun su mecanismo de accién), en 40 cepas de E. coli que fueron
aisladas previamente de la cloaca de aves de traspatio de cuatro municipios del Estado
de México: Atlacomulco, Jocotitlan, Ixtlahuaca y el Oro. El 57.5% de las cepas
presentaron resistencia a uno o dos antibiticos, mientras que el 22.5% presenté
resistencia a mas de tres antibidticos, por lo que fueron catalogadas como
multirresistentes. La gran mayoria de las cepas fueron resistentes a tetraciclina (87.5%)
y ampicilina (72%), mientras que la resistencia a ciprofloxacina y cefoperazona la
presentaron el 22% y el 19% de las cepas, respectivamente. Ninguna de las cepas fue
resistente a colistina. Al comparar las frecuencias de resistencia a antibidticos
encontradas en otros estudios es de notar la diferencia en los resultados, lo cual se puede
atribuir a aspectos particulares en el manejo de los antibioticos en la medicina humana'y
veterinaria en los distintos lugares geogréficos y entornos (Talavera-Gonzélez et al.,
2021).

Cabe resaltar que la cefoperazona, ciprofloxacina y colistina estan catalogados por la
Organizacion Mundial de la Salud como de importancia critica para la medicina humana
(OMS, 2017). Lo anterior quiere decir que constituyen uno de los pocos o el unico
tratamiento disponible para tratar infecciones bacterianas graves en humanos y que
ademas son utilizados para tratar infecciones humanas causadas por: 1) bacterias que
pueden ser transmitidas a los humanos a partir de fuentes no humanas, o 2) bacterias
gue pueden adquirir genes de resistencia a partir de fuentes no humanas, por lo que la
vigilancia de la resistencia a estos antibiéticos es muy importante (AGISAR, 2018). Con
base en esto, la OMS busca promover la utilizacion prudente de estos antibioticos. El
fenotipo de resistencia a dos antibioticos de importancia critica (cefoperazona y
ciprofloxacina) presente en las cepas estudiadas aqui, evidencia la falta de control en el

uso de estos antibioticos en nuestro pais.

Dos razones principales nos llevan a formular la hipotesis que es poco probable que los

fenotipos de resistencia y MDR presentados por las cepas de E. coli aisladas de aves de
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traspatio esté relacionada con la exposicion excesiva a antibioticos. La primera es que la
alimentacion de las aves de traspatio consiste principalmente en lo que las aves pueden
recoger como hojas, hierbas tiernas, forrajes, insectos, sobrantes de comida, frutas y
tortilla; también se pueden proporcionan granos como maiz, trigo, sorgo o arroz los cuales
son utilizados por las familias para su propio consumo (Cuca-Garcia et al., 2018). En
general, el sistema de traspatio no se caracteriza por utilizar los piensos para animales
gue tienen antibidticos adicionados. La segunda razén es que el control sanitario y/o la
atencion veterinaria es escasa en la avicultura de traspatio (Cuca-Garcia et al., 2018),
por lo que es improbable que a dichas aves se les hayan administrado tratamientos con
antibiéticos. Por todo esto, el ambiente (por ejemplo, el agua) o el contacto cercano con
las personas podrian ser la fuente de intercambio de determinantes genéticos asociados
con la resistencia a antibiéticos que determinaron el fenotipo de resistencia en las cepas
de E. coli aisladas de aves de traspatio. Consistente con lo anterior, se ha reportado que
algunos antibiéticos persisten en el medio ambiente, dependiendo de su sorcién a
particulas organicas en el suelo y su transformacion o degradacion por procesos bidticos
0 abidticos, lo cual esta determinado por las propiedades fisicoquimicas del mismo,
factores climaticos o caracteristicas del suelo (Cycon et al., 2019; Pikkemaat et al., 2016).
Se han detectado concentraciones de diversos antibioticos en suelo, estiércol, biosdlidos
(materia organica reciclada a partir del tratamiento de aguas residuales procesadas),
agua y cultivos de plantas, siendo algunos de los mas abundantes las tetraciclinas (2.68
ug/g en suelo y 184 nug/g en estiércol) y la ciprofloxacina (3.26 pg/g en biosolidos) (Pan
and Chu, 2017).

De notar es también el hecho que la mayor prevalencia de cepas MDR se encontré en el
municipio de Ixtlahuaca, con una frecuencia de 71.4%. Interesantemente, de los cuatro
municipios de donde se aislaron las cepas bacterianas, Ixtlahuaca es el mas cercano a
la Ciénega Chimaliapan (56 km), la cual esta altamente contaminada con aguas
residuales y pertenece al sistema de humedales Ciénegas de Lerma ubicado en el Estado
de México (Talavera-Gonzalez et al., 2021). Si este cuerpo de agua representa un
ambiente donde existe abundancia de genes de resistencia a antibioticos tendra que ser

determinado.
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Como parte de las medidas de prevencién y control del surgimiento de la resistencia a
antibidticos en bacterias, distintos organismos internacionales han planteado también
determinar las causas que ocasionan el surgimiento de las cepas farmacorresistentes,
asi como el modo de propagacion de los determinantes de resistencia a antibiéticos
(Redondo and Alonso, 2007). Los plasmidos portadores de determinantes genéticos de
resistencia que ademas sean conjugativos o permitan su movilizacion, son las estructuras
extracromosomales de mayor relevancia epidemiolégica, ya que promueven la
propagacion horizontal de genes de resistencia, contribuyendo al aumento de las
poblaciones bacterianas farmacorresistentes, asi como la aparicion de cepas patdogenas

multirresistentes (Redondo and Alonso, 2007).

En este estudio se determind la presencia de plasmidos en las cepas de E. coli resistentes
a antibioticos aisladas de aves de traspatio como una de las vias de adquisicion de los
determinantes de resistencia a ampicilina y tetraciclina. Los tamafios de los plasmidos
fueron de <38-154 Kb y dos de estos se asociaron con la resistencia a ampicilina, tres

con la resistencia a tetraciclina y uno con la resistencia a ambos antibiéticos.

Los plasmidos que median la MDR se caracterizan por ser generalmente grandes (>50
kb), autoconjugativos, con bajo nimero de copias, y codifican la resistencia a todas las
clases de antibiéticos importantes, incluidos los aminoglucdsidos, B-lactdmicos, fenicoles,
qguinolonas, tetraciclinas y sulfonamidas (Szmolka and Nagy, 2013). Debido a su extrema
flexibilidad en la adquisicion y transmision de la gran mayoria de los genes de resistencia,
los plasmidos pueden funcionar como un tipo de sistema de alerta en la estimacién del

estado actual de los determinantes de resistencia (Szmolka and Nagy, 2013).

La presencia de multiples determinantes de resistencia en plasmidos movilizables,
implica una alta probabilidad del surgimiento y seleccion de cepas multirresistentes a los
antimicrobianos en un area determinada, reduciendo asi las opciones terapéuticas

locales (Redondo and Alonso, 2007).
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Este trabajo representa uno de los pocos que se han realizado en nuestro pais donde se
reporta la prevalencia de cepas comensales de E. coli resistentes a antibidticos aisladas
de sistemas de traspatio. También se determind la presencia de diversos plasmidos como
los responsables de contener elementos genéticos que confieren resistencia a ampicilina
y tetraciclina. Estudios futuros permitiran evaluar el riesgo que la presencia de elementos
genéticos moviles asociados con la resistencia a antibidticos en bacterias comensales
representan para la salud publica, especialmente en el contexto de las aves de corral de
traspatio, donde una frecuencia alta de contacto entre humanos y aves de corral es

esperada.
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9. CONCLUSIONES

 De las 40 cepas analizadas, el 57.5% de las cepas presentaron un fenotipo
resistente a antibioticos, mientras que el 22.5% mostraron multirresistencia.

» El mayor porcentaje de resistencia se detect6 frente a la tetraciclina (87.5%) y la
ampicilina (72%).

* Ninguna de las cepas evaluadas fue resistente a colistina.

« Se encontraron 7 patrones de resistencia a antibiéticos, siendo el mas frecuente
el patron de resistencia Tc/Amp (37.5%).

« Hubo una correlacion entre el municipio de colecta y el perfil de
susceptibilidad/resistencia a antibiéticos de las cepas.

« Las diferentes cepas presentan un perfil de plasmidos que varia en niamero y
tamafio de los plasmidos.

* Se encontraron cinco plasmidos de <38-154 Kb asociados con la resistencia a los

antibioticos tetraciclina y ampicilina.
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10. PERSPECTIVAS

« Determinar si los plasmidos portadores de la resistencia a los antibidticos
tetraciclina y ampicilina son de tipo conjugativos.

» Secuenciar los plasmidos que se determin6 que estan asociados con la resistencia
a los antibidticos tetraciclina y ampicilina y realizar su tipificacion molecular.

» Determinar cuales son los genes cuyos productos confieren resistencia a
tetraciclina y ampicilina en los distintos plasmidos encontrados.

« Comparar la secuencia de los plasmidos con bases de datos disponibles y

determinar su similitud con plasmidos de E. coli comensales aisladas de humanos.
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