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Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

Abstract

Escherichia coli is a Gram-negative, facultative anaerobic bacillus, it belongs to the
Enterobacteriacea family, it is part of the microbiota of mammals such as ruminants
and humans, where they are commensal and harmless, however, some pathogenic
strains have emerged, causing diarrhea, called diarrheagenic E. coli and those that
exert their pathogenicity extra-intestinally. These pathotypes are of interest in public
health because they are causal agents of Foodborne Diseases, where the foods
most frequently involved are those of animal origin, mainly ground meat. The
objective of this study was to determine the presence and identification of E. coli in
ground meat sampled at a point of sale in the municipality of Huasca de Ocampo,
Hidalgo, for which, suspicious colonies were isolated on agar under laboratory
conditions. MacConkey and MacConkey with sorbitol, biochemical tests for indole,
methyl red, Voges Proskauer, citrate and TSI were performed. Sensitivity and
resistance to 12 antibiotics were determined implementing the Kirby-Bauer method.
From the DNA extraction, the 16S rRNA gene was amplified for sequencing; The
ERIC-PCR technique was performed to determine the genetic diversity of the
isolates; The presence of the class 1 integron was detected and its variable region
was amplified for sequencing; 4 virulence genes were identified, hlyA, eaeA, stx1
and stx2. A total of 20 strains were isolated, 100% of them presented multi-
resistance, in antibiotics such as ampicillin, carbenicillin, cephalothin and cefotaxime
the isolates presented 100% resistance, for norfloxacin 85% of strains were
sensitive. As a result of the analysis of the 16S rRNA sequences, 13 strains of E.
coliand7 thatdo notbelongto E. coli were identified, indicating a prevalence of 65%
of E. coliin the ground beef samples. The 13 E. coli isolates are genetically different
strains; with the analysis of the pattern obtained from the ERIC-PCR, 8 genotypes
were observed, indicating 64% genetic diversity. Of the 13 strains, 11 belongto the
EHEC pathotype, as they presentthevirulence genes stx1, stx2 andeaeA. The class
1 integron was detected in 6 isolates, with the presence of plasmids such as:
psh13D178-2, pLSB54-mcr-1 and pKLP00221 2.
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Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

Resumen

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo,anaerobio facultativo, pertenece
a la familia de las Enterobacteriacea, forma parte de la microbiota de mamiferos
como los rumiantes y humanos, donde son comensales, sin embargo, han surgido
algunas cepas patdgenas, las causales de diarreas, denominadas E. coli
diarreogénicasy las que ejercen su patogenicidad de forma extra-intestinal. Estos
patotipos son de interés en salud publica por ser agentes causales de ETAs, donde
los alimentos involucrados con mayor frecuencia son los de origen animal,
principalmente la carne molida. El objetivo de este estudio fue determinar la
presenciae identificacion de E. coli en carne molida muestreadas en puntode venta
en el municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo, para lo cual, se cultivaron en
condiciones de laboratorio y se aislaron colonias sospechosas en agar MacConkey
y MacConkey con sorbitol, se realizaron las pruebas bioquimicas de indol, rojo de
metilo, Voges Proskauer, citrato y TSI. Se determiné la sensibilidad y resistencia a
12 antibiéticos implementando el método de Kirby-Bauer. A partir de la extraccion
de DNA, se amplifico el gen 16S rRNA para secuenciar; se realizo la técnica ERIC-
PCR para determinar la diversidad genética de los aislamientos; se detectd la
presencia del integron clase 1 y se amplificé la regién variable del mismo para
secuenciar; se identificaron 4 genes de virulencia, hlyA, eaeA, stxl y stx2. Se
aislaron 20 cepas en total, el 100% de ellas presentaron multirresistencia, en
antibioticos como ampicilina, carbenicilina, cefalotina y cefotaxima los aislados
presentaron 100% de resistencia, para norfloxacino el 85% de cepas fueron
sensibles. Resultado del andlisis de las secuencias del 16S rRNA, se identificaron
13 cepas de E. coliy 7 que no pertenecen a E. coli, lo que indicauna prevalencia
del 65% de E. coli en las muestras de carne molina. Los 13 aislados de E. coli son
cepas genéticamente diferentes, con el analisis del patron obtenido del ERIC-PCR
se observaron 8 genotipos, lo que indicaunadiversidad genética del 64%. De las
13 cepas 11 pertenecen al patotipo de las EHEC, por presentar los genes de
virulencia stx1, stx2 y eaeA. El integron clase 1 se detectd en 6 aislados, con la
presencia de plasmidos como: psh13D178-2, pLSB54-mcr-1 y pKLP00221 2.
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Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

l. Introduccién

La inocuidad de los alimentos refiere a la garantia de que éstos no
representan ningun tipo de dafio al consumidor al ser preparados e ingeridos de
acuerdo con el uso al que se destinan (Fragoso-Castilla et al., 2020; OIRSA, 2018).
Sin embargo, por su misma naturaleza, los alimentos son susceptibles de
contaminacion, ésta puede ser de tres tipos: fisica (fragmentos de vidrio, metal,
madera, etc.), quimica (compuestos inorganicos toxicos, antimicrobianos,
promotores del crecimiento, aditivos alimentarios, lubricantes, tintas, toxinas,
desinfectantes, metales pesados y pesticidas) y bidtica (bacterias, parasitos,
hongos, virus y priones) (Abdolshahi & Shokrollahi, 2020; DOF, 1995; DOF, 2010;
Fernandez et al., 2021). La contaminacién biolégica de los alimentos se puede dar
por dos vias, la contaminacion primaria y la cruzada; la primera refiere a la
contaminacion que se da durantela produccién primaria (cosecha, faenado, ordefia,
pesca), los alimentos pueden albergar por si mismos microorganismos patégenos,
toxigénicosy saprofitos; y la contaminacion cruzada o indirecta, que se refiere a la
contaminacion de un alimento inocuo por estar en contacto con otros alimentos,
utensilios o superficies contaminadas (FAO/OPS, 2017; Radilla et al., 2019).

La carne también sufre contaminacion bioldgica, que se puede dar en
cualquier etapa del procesamiento primario y manipulacion de la misma (faenado,
matanza, evisceracion, conservacion, transporte, distribucion y comercializacion)
(Cabrera-Maldonado et al., 2013; Cardona-Lopez et al.,, 2020; CCMPH, 2005;
Pedraza & Cordoba, 2020). De manera muy especifica, la carne molida de res ha
sido el vehiculo mas frecuente en los brotes epidémicos por presentar mayor riesgo
de contaminacion a causa de la mala higiene del equipo para triturar, aunado al
hecho de que, en este proceso, las fascias protectoras y miofibrillas presentes en la
carne se destruyeny los patdgenos que se encuentran en lasuperficie de la misma,
logran penetrar el tejido muscular (Carrilloet al., 2007; Greig et al., 2005; Jure et al.,
2010; Méndez et al., 2013). Dentro de las principales bacterias que se asocian a

una contaminacién destacan géneros como Salmonella spp., Campylobacter spp.,
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Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

Yersinia spp., y especies como Listeria monocytogenes y Escherichia coli (Cabrera-
Maldonadoet al., 2013; CCMPH, 2005; Hajian et al., 2011; Soto-Varela et al., 2016).

La contaminacién de los alimentos es un problema en salud publica por
causar Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) que son aquellas
enfermedades originadas por la ingesta de agua y/o alimentos contaminados con
agentes biolégicos o sustancias toéxicas en cantidades que afectan la salud del
consumidor (Brusa, 2015; Sharif et al., 2018). Entre las fuentes mas comunes de
ETAs se incluyen productos de origen animal crudos (especificamente carne,
huevos, mariscos y leche sin pasteurizar), frutas y hortalizas crudas, ademas deun
manejo y almacenamiento insalubre de los alimentos preparados (CDC, 2022a).
Actualmente se conocen mas de 250 enfermedades que se transmiten por
alimentos contaminados, colonizando el tracto gastrointestinal principalmente,
provocando desde néauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal, fiebre, hasta
presentar complicaciones como sepsis, meningitis, abortos, sindrome de Reiter (es
unaenfermedad sistémica, caracterizada por artritis aséptica) sindrome de Guillan
Barré (trastorno poco frecuente en el cual el sistema inmunitario del organismo
ataca los nervios), insuficiencia renal y hepatica, trastornos cerebrales y
neuroldgicos, artritis reactiva e incluso la muerte (Fernandez et al., 2021; Soto-
Varela et al., 2016). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que la
carga mundial de ETAs es equiparable con las principales enfermedades
infecciosas: VIH/sida, paludismoy tuberculosis (Zufiiga & Caro, 2017), anualmente
600 millones de personas se enferman por ETAs, causando la muerte de 420,000
individuos, de los cuales 125,000 son nifios menores de 5 afios (FERG, 2015;
Fernandez et al., 2021). Asi mismo, esta descrito que anualmente 550 millones de
personas enferman por diarreas y 230,000 fallecen. De esta cifra, 220 millones son
ninosy las defuncionesalcanzanlacifrade 96,000 (OMS, 2015). El objetivo de este
estudiofue determinary caracterizar la presenciade enteropatotipos E. colien carne
de origen bovino mediante técnicas bioquimicas y moleculares para ampliar la

informacion del impacto en salud publica.
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Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
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. Antecedentes

Produccién de carne

La actividad pecuaria comprende la cria, tratamiento y reproduccién de
animales domésticos para consumo humano, obteniendo carne como principal
producto (SIAP, 2018). Esta actividad es de relevancia econ6mica, ya que, se
estima que mas de 1 billébn de personas alrededor del mundo dependen de esta
actividad y en América Latina contribuye con el 46% del PIB (Producto Interno Bruto)
agropecuario, porcentaje que crece a unatasaanual de 3.7% (FAO, 2023). De esta
actividad se obtiene el 34% de la proteina que se consume a nivel mundial, por lo
gque también es importante como fuente de proteina para la dieta humana (Steinfeld
et al., 2009).

En 2020 la produccion mundial de carne alcanzd la cifra de 337 millones de
toneladas, principalmente de pollo (35%), cerdo (33%) y res (20%). Los paises que
representan la mayor producciéon son China, Estados Unidos y Brasil (FAO, 2022).
México se ubica como el noveno productor de proteina de origen vacuno (SIAP,
2022a).

En México se explotan alrededor de 30 razas bovinas (Angus, Hereford,
Charolais, Nelore, Pardo Suizo Europeo y Angus, etc.) para la obtencion de
productos carnicos (SADER, 2015). En 2021 México se colocd como el 6 productor
de carne en canal de origen bovinoa nivelmundial con 2,130,591 de toneladas, con
un valor en la produccion de 151,763 millones de pesos. Los estados con mayor
produccion del pais son Veracruz (274,420 toneladas), Jalisco (249,921 toneladas),
San Luis Potosi (129,163 toneladas), Durango (115,004 toneladas), Baja Califomia
(111,882 toneladas), Sinaloa (109,671 toneladas), Chiapas (109,306 toneladas),
Michoacan (99,620 toneladas), Chihuahua (89,199 toneladas) y Sonora (76,180
toneladas) (SIAP, 2022b).
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El sector pecuariotambién es eslabdn en la economia del estado de Hidalgo,
en el 2021 la produccion fue de 31,275.926 toneladas, con valor en produccion de
2,230 millones de pesos. Los 10 municipios con mayor produccién son: San Felipe
Orizatlan, Huejutla de Reyes, Tepeji del Rio, Tula de Allende, Ixmiquilpan, San
Bartolo Tutotepec, Huichapan, Actopan, Acatlan y Nopal de Villagran. Huasca de
Ocampo esta ubicado en la posicién 35 con un total de 343 toneladas de carne de
canal bovino, lo que permite identificar la importancia de esta actividad econdmica
(SIAP, 2022b).

Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, con forma de bacilo Gram
negativo, que mide entre 1.1 — 1.5 y 2 — 6 um, presenta flagelos peritricos que le
confieren movilidad, puede ser aerobio y anaerobio facultativo, es decir, disponen
de metabolismo respiratorio y fermentativo (Gomes et al., 2016; Ripodas-Navarro
et al., 2017). Comunmente habita el tracto gastrointestinal de mamiferos, como los
rumiantes y humanos, donde usualmente son comensales e inofensivas,
constituyen alrededor del 1% de la microbiota del intestino (Brusa, 2015; FAO,
2011). Sin embargo, también forman parte del microbioma de aves, reptilesy peces,

aunque con menor frecuencia (Blount, 2015).

En la actualidad han surgido varias cepas patdégenas de E. coli, que se
caracterizan por su capacidad de provocar varias enfermedades, resultado de la
expresion génica, que les confiere la posibilidad de producirtoxinas y la capacidad
de adhesién e invasion de células huéspedes, ademas de la interferencia con el
metabolismo celular y destruccion de tejidos (FAO, 2011; Gordon, 2013). Estas
cepas patégenas se clasifican en dos grandes grupos, las E. coli diarreogénicas
(DEC por sus siglas en inglés “diarrheagenic E. coli”) asociadas a infecciones
gastrointestinalesy las E. coli extraintestinales, cuya patogenicidad la ejercen fuera
del tracto gastrointestinal (EXPEC por sus siglas en inglés “extraintestinal
pathogenic E. coli”) (Allocati et al., 2013; Santos et al., 2020).
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Dentrode las E. coli diarreogénicas se encuentran seis patotipos, clasificados
con base en laenfermedad que provocan y factores de virulencia caracteristicos de
cada cepa (Blount, 2015; Brusa, 2015; Canata et al., 2016; Castro, 2014):

A) E. coli enterotoxigénicas (ETEC por sus siglas en inglés “enterotoxigenic

E. coli”) caracterizada por los genes elty est.

B)E. coli enteropatogénicas (EPEC por sus siglas en inglés

“‘enteropathogenic E. coli”) que presentan el gen eaeA.

C)E. coli enterohemorragicas (EHEC por sus siglas en inglés
‘enterohemorrhagic E. coli”) llegan a compartir el gen eaeA y se
caracterizan por la presencia del gen stx, productor de toxina shiga
(también conocidas como STEC por sus siglas en ingles “shiga toxin-

producing E. coli”).

D)E. coli enteroagregativos (EAEC por sus siglas en inglés

“enteroaggregative E. coli”) con el gen aggR.

E) E. coli enteroinvasivas (EIEC por sus siglas en inglés “enteroinvasive E.

coli”) con presencia del gen ipaH.

F) E. coli de adherencia difusa (DAEC por sus siglas en inglés “diffusely
adhering E. coli”).

Es importante mencionar que, aunque las cepas estén clasificadas en estos
patotipos, pueden llegar aintercambiar los factores de virulencia (Chattopadhyay &
Sokurenko, 2013; Gomes et al., 2016). En el hombre, las cepas de ETEC y EPEC
colonizan el intestino delgado, mientras que las EIEC y EHEC colonizan el intestino
grueso y la cepa EAEC ambos. Por otro lado, para las cepas DAEC, no se ha

definido lalocalizacion exacta para la colonizacién intestinal (Williams et al., 2011).
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Las DEC son importantes agentes etiol6gicos causales de ETAs, a través de
la historia, se han reportado varios brotes epidémicos provocados por cepas de E.
coli, en 1993 en Japon se reportd un brote en escuelas de nivel basico por E. coli
H10, otro ejemplo es el reportado por E. coliO157:H7 que causo un brote de colitis
hemorragica en Estados Unidos en 1982, otro caso fue el de E. coli 092:H33 que
provocoé un brote de diarreas en Italia, 2006. En Alemania se reportd un brote por E.
coli 0104:H4 que causo la muerte de 39 personasen 2011; en México en 2002 se
reportd un brote por ETEC en Chalco por el desbordamiento de un canal de aguas
residuales, estos son solo algunosejemplos de los brotes epidémicos causados por
E. coli diarreogénicas (Cortés-Ortiz et al., 2002; FAO/WHO, 2011; Vila &
Zboromyrska, 2012).

Tipificacion bacteriana

Cuando se trabaja en microbiologia, en especial con bacterias, es importante
identificar de forma precisa al agente etioldgico con el que se esta trabajando, por
ello, se han implementado diferentes técnicas para identificar y caracterizar al
agente de estudio; estas técnicas se pueden clasificar en convencionales y

moleculares (Bou et al., 2011; Castro-Escarpullietal., 2015; Fernandezetal., 2010).

Las técnicas convencionales se basan en las caracteristicas morfologicas
(macroscopicas o microscopicas), desarrollo y metabolismo de las bacterias. Dentro
de estas técnicas se incluye las tinciones (siendo la tincion de Gram la mas
utilizada), el cultivo (que permite el aislamiento del microorganismo implicado), las
pruebas bioquimicas, antibiogramas y serotipificacion (Almasian-Tehrani et al.,
2021; Bou etal., 2011; Fernandez et al., 2010).

Las técnicas moleculares se basan en la composicion de los genes
bacterianos, se pueden detectar acidos nucleicos del microorganismo de estudio,

ademas de acidos grasos y proteinas (Castro-Escarpulli et al., 2015).

8|Pagina
Ana Paola Cordero Lopez



Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

Pruebas bioquimicas

Son utilizadas para determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias. Algunas de estas pruebas son de lectura rapida, ya que evaltan la
presencia de una enzima como la catalasa y oxidasa. Sin embargo, para la mayoria
de las pruebas, es necesario el crecimiento del organismo, por lo que se requiere
de unaincubacion de entre 18 — 48 horas (Bou et al., 2011; Castro-Escarpulli et al.,
2015; Fernandez et al., 2010).

Existen diversas pruebas bioquimicas implementadas en la identificacion de
las Enterobacteriaceae, las mas comunes son la de indol, rojo de metilo, Voges-
Prokauery citrato, éstas son usualmente conocidas como las pruebas IMViC (De la
Maza et al.,, 2004) y la prueba TSI. Otras pruebas bioquimicas aplicadas en la
identificacion de enterobacterias son la prueba de la ureasa, fenilalanina, triptéfano,
lisina, ornitina, arginina, o-nitrofenil-B-d-galactopiranésido  (ONPG), 4-
metilumbeliferil-B-d-glucuronidasa (MUG) y la hidrolisis de gelatina, entre otras

(Brenner & Farmer lll, 2005).

A)Indol: con esta prueba se detecta la presencia de indol en el cultivo
bacteriano. Dichaliberacién se produce por la degradacién del triptéfano

mediante la enzima triptofanasa (MacWilliams, 2009b).

B)Rojo de metilo: mediante esta prueba se determina la capacidad
bacteriana de producir y mantener estables los productos terminales
acidos de la fermentacion de la glucosa por la via de fermentacion acido
mixta. Usualmente se utiliza para identificar a especies de bacilos Gram
negativos (Mcdevitt, 2009).

C)Voges-Prokauer: esta prueba permite observar si las bacterias son
capaces de fermentar glucosa por la via butanodidlica, si esto pasa, se

forma acetoina que reacciona con el a-naftol y forma un complejo rojizo.
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También se utiliza para la identificacion de bacilos Gram negativos
(Mcdevitt, 2009).

D) Citrato: con esta prueba se logra determinar la capacidad de las bacterias
de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y compuestos
amoniacales como Uunica fuente de nitrégeno en su metabolismo,

provocando la alcalinizacion del medio (MacWilliams, 2009a).

E) TSI: mediante esta prueba se pueden determinar la capacidad bacteriana
de metabolizar tres carbohidratos (glucosa, lactosa y sacarosa). También
la produccion de gases (CO2y H2) como productos finalestras metabolizar
estos carbohidratos. Ademas, permite visualizar la produccién de acido
sulfhidrico (H2S*) (Lehman, 2005).

Pruebas moleculares

Las técnicas moleculares sirven como técnicas complementarias a las
convencionales. Utilizan a genes presentes en las bacterias 0 su ausencia para la

identificacion del microorganismo de estudio (Culbreath et al., 2016).

Las técnicas moleculares utilizadas en la tipificacion bacteriana se pueden

clasificar en 4 clases (Almasian-Tehrani et al., 2021):

A) Métodos basados en bandas, en el que la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés “polymerase chain reaction”)
juega un papel importante, con esta técnica se obtiene un gran nimero de
copias de fragmentos especificos del material genético de manera rapida
y econémica, algunastécnicassonlaREP-PCR,RAPD-PCRYERIC-PCR.

B) Métodos basados en hibridacion, donde se utilizan sondas de nucledtidos,

aqui se ubican técnicas como hibridacion DNA-DNA.
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C) Métodos basados en la secuenciacionque estudian el polimorfismode las
secuencias de acido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en inglés
“deoxyribonucleic acid”) con técnicas como la Tipificacién Multilocus de
Secuencias (MLST por sus siglas en inglés “multilocus sequence typing”),
Tipificacion de Secuencias de un Locus (SLST por sus siglas en inglés
“single-locus sequence typing”) y Secuenciacion del Genoma Completo

(WGS por sus siglas en inglés “whole-genome sequencing”).

D) Métodos basados en la restriccion enziméatica, como Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE por sus siglas en inglés “pulsed-field gel
elctrophoresis”) y Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica

(RFLP por sussiglas en inglés “restriction fragmentlength polymorphism”).

Secuencias Consenso Intergénicas Repetitivas de Enterobacterias

Las Secuencias Consenso Intergénicas Repetitivas de Enterobacterias
(ERIC por sus siglas en inglés “Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”)
Son secuencias cortas repetidas y esparcidas dentro de las enterobacterias que
sirven para la tipificacion, identificacion y analisis genético de las mismas (LOpez-
Ramirez et al., 2018). Se han utilizado como base de un método para tomar huellas
dactilares de genomas bacterianos y para evaluar la variabilidad genética de las

cepas bacterianas (Soltani et al., 2012; Tanko et al., 2021).

Las secuencias ERIC se ubican en regiones extragénicas del genoma
bacteriano y son considerados elementos méviles de DNA en asociacion con los
elementos transponibles invertidos en miniatura (MITEs por sus siglas en inglés
“miniature inverted-repeat transposable elements”) (Ranjbar et al., 2017). También
son secuencias conservadas, su posicién y el numero de copias varia entre
diferentes especiesy cepas, por lo que se utiliza como marcador genético (Ranjbar
et al., 2014).
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Usando estas secuencias ha sido posible discriminar serotipos
estrechamente relacionados de una misma especie 0 grupos de cepas no
relacionadas clonalmente, al presentar alto grado de poder discriminatorio (Lopez-
Ramirez et al., 2018; Tanko et al., 2021).

Identificacidon molecular bacteriana

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa

La PCR es unatécnica de diagnéstico molecular ampliamente utilizada por
ser especifica, rapida, sensible y versatil, para detectar un fragmento de DNA
especifico (Castro-Escarpulli et al., 2015; Palomino-Camargo & Gonzalez-Mufioz,
2014). Consiste en obtener in vitro millones de copias de una secuencia de DNA de
interés, para lograrlo se simulalo que ocurre durante la replicacion celular, para ello,
se requiere de una polimerasa termoestable, los iniciadores o primers para
seleccionar la region a amplificar (fragmentos de DNA de 15-30 nucleétidos que
aportan el extremo 3’ |libre para que inicie la transcripcion), los
desoxirribonucleétidos (ANTPs), cloruro de magnesio (MgCl2) u otro co-factor
necesario para que trabaje la polimerasa, el DNA con el o los fragmentos que se
amplificaran y unasolucion amortiguadora o bufferpara mantenerel pHidéneopara
realizar la sintesis de DNA. Esta mezcla se somete a la repeticién de varios ciclos
a diferentestemperaturas (ciclo de PCR) que sustituye a la mayoria de las proteinas
que actaan en la replicacion celular (Castro-Escarpulli et al., 2015; Culbreath et al.,
2016; Espinosa, 2007; Reinoso et al., 2022).

Electroforesis

La PCR va acomparfiada de la técnica molecular electroforesis, que permite
visualizar los fragmentos amplificados en un gel de agarosa o poliacrilamida. Esta
técnicaconsiste en separar los fragmentos de DNA dependiendo eltamafio de cada
uno, el gel actia como unamatriz porosa con agujeros de diferentes tamafos (50

12|Pagina
Ana Paola Cordero Lopez



Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

nm hasta mas de 200 nm) que, con una corriente eléctrica permite separar los
fragmentos amplificados al atraerlos hacia el polo positivo, recordando que la carga
del DNA es negativa debido a la presencia de grupos fosfato (P-). La velocidad con
la que los fragmentos atraviesan la matriz porosa depende del tamafio de la
molécula, los fragmentos mas pequefios atraviesan mas rapido el gel, mientras que
los fragmentos grandes se enlentecen, de esta manera, los fragmentos con el
mismo tamafio migran a ritmos similares y se agrupan formando una banda
(Espinosa, 2007; Reinoso et al., 2022).

Las bandas en el gel se observan a través de un transiluminador de luz
ultravioleta (UV), para lo cual, se le tiene que agregar algun colorante,como SYBR
Safe, azul de bromofenol o bromuro de etidio, éste ultimo es el utilizado con mayor
frecuencia, se intercala entre las bases del DNA que permite visualizarlo al ser

iluminado con la luz UV (Reinoso et al., 2022).

Secuencias utilizadas para la identificacion

Existen genes “estables” que permiten establecer relaciones filogenéticas
entre las bacterias, como lo son aquellos genes que codifican para las subunidades
ribosémicas 5S, 16S, 23S. El gen 16S rRNA, es un polirribonucleétido codificado
por el gen rrs o DNA ribosomico rRNA 16S incluido en la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano (Fernandez et al., 2010). Este gen es el mas utilizado dentro
de la taxonomia bacteriana, al estar presente en todas las bacterias y mantener
regiones altamente conservadas (con unatasa de mutacion baja) que actian como
dianas de cebadores para la amplificacién de este gen. Los genes que codifican
para los RNA ribosomales se organizan en operones (rrn), cuyaestructura incluye
dos promotores (P1y P2), los genes rRNA 16S (rrs), 23S (rrl) y 5S (rrf), separados
por regiones intergénicas (Espejo & Plaza, 2018). EI nUmero de copias del operdn
ribosémico en procariontes varia entre especies 'y va de 1 a 4 copias en arqueasy
de 1 a 15 copias en bacterias (Stoddard et al., 2015), algunos ejemplos se muestran

en la Tabla 1, para E. coli se han identificado 7 operones rrn presentes en su
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genoma. El operén rrn presenta regiones comunes en todos los organismos
bacterianos y variaciones que se concentran en zonas especificas (Rodicio &
Mendoza, 2004). En el gen 16S rRNA se encuentran unas secuencias cortas
denominadas oligonucledtidos firma, estas secuencias son especificas y exclusivas
para cada taxén (Zahariev et al., 2018). Estas secuencias son las responsables de
qgue el 16S rRNA brinde informacion util y rapida sobre la identificaciony filogenia
bacteriana, mediante la comparacion de su secuencia con bases de datos publicas
gue contienen un amplio numero de secuencias bacterianas (Bou et al., 2011;
Culbreath et al., 2016), de esta manera se ha implementado la secuenciacion del

gen 16S rRNA para la identificacién de las diferentes cepas de E. coli.

Existen otras secuenciasy regiones intergénicas presentes en el genoma
bacteriano que permiten la identificaciony tipificaciéon de las mismas, como los
genes constitutivos: gyrB (codifica la subunidad 3 de la DNA girasa), rpoB (codifica
la subunidad B de la RNA polimerasa), sodA (codifica para la superoxido dismutasa
dependiente de manganeso), tuf (factor de elongacion termoestable), recA, secA,
rpoD, atpD, infB, groEL ypmoA, y algunos otros como el elemento de insercion
IS6110, ademas de genes asociados a la resistencia frente antibiéticos, genes de
virulencia que brindan la capacidad patogénica y de infeccion a las bacterias, y
plasmidos (Castro-Escarpulliet al., 2015; Cortés-L6pez et al., 2020; Culbreath etal.,
2016; Ranjbar et al., 2014).
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Tabla 1. NUmero de operones ribosémicos (rrn) en algunas especies de bacterias.

Cepa Operones

rrn
Chlamydia trachomatis J 6276tet 3
Chiamydia trachomatisRC J s 122 2
Clostridium lentocellum DSM 5427 1
Desulfotomaculum gibsoniae DSM 7213 6
Escherichia coliAPEC O1 7
Escherichia coli CFTO73 7
Pectobacterium carotovorum PCC21 7
Photobacterium profundum 558 14
Salmonella bongoriNCTC 12419 5
Thermoanaerobacter brockii finnit Ako 1 4
Thermoanaerobacter pseudetanolicus ATCC 33223 4
Shigella dysenteriae 1617 7
Bacillus velezensis AS43 .3 9
Bacteroides thetaiotaomicron VPl 5482 S
Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 10
Yersinia enterocolitica 105.5R r 7
Borrelia afzelii HLJO1 2
Clostridium tetani 12124569 4
Listonella anguillarum M3 7
Streptococcus suis J514 4
Vibrio anguillarum 775 7
Exiguobacterium antarcticum BT 9

Adaptado de Tian etal., (2015).
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Mecanismos de accidon de los antibidticos

Los antibiéticos son farmacos, implementados en el tratamiento clinicocontra
infecciones provocadas por bacterias en humanos y animales, esto lo consiguen

matando a las bacterias o inhibiendo su crecimiento y multiplicacion (CDC, 2022b).

Los mecanismos de accién de los antibidticos se pueden agrupar en cinco:
inhibicion de la sintesis de la pared celular, destruccién de la membrana celular,
inhibicion de sintesis de acidos nucleicos, inhibicion de sintesis de proteinas y
bloqueo de las vias metabdlicas (Tabla 2) (Baran et al., 2023; De La Fuente et al.,

2015; Etebu & Arikekpar, 2016).

Tabla 2. Mecanismos de accién de los antibiéticos.

Mecanismos de accion Ejemplo
Inhibicion de la sintesis de la pared celular B-lactamicos
Glucopéptidos
Destruccion de la membranacelular Lipopéptidos ciclicos
Polimixinas
RNA Rifaminidas
Inhibicion de sintesis de acidos _
nucleicos Quinolonas
DNA Nitroimidazoles
Inhibicion de sintesis de proteinas Aminoglucésidos
Tetraciclinas
Lincosamidas
Macrdlidos
Bloqueo de las vias metabdlicas Sulfonamidas/trimetoprim.
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Inhibicién de la sintesis de la pared celular

La pared celular es la responsable de brindar la forma celular a la bacteria,
ademas de protegerla de lisis celular al soportar la elevada presion osmética del
citoplasma y permite el anclaje de componentes de membrana y proteinas
extracelulares (Guilhelmelli etal., 2013; Pirez & Mota, 2008). La pared celular esta
compuesta por peptidoglicano o mureina que es un gran polimero de aminoacidos
y azlcares, formado por la unién ciclica y repetitiva de un dimero de N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico mediado por uniones 1-4, y una
fraccion peptidica formada por un tetrapéptido, unido a la molécula de N-
acetilmuramico, y constituida por L-alanina, D-glutamico, acido
mesodiaminopimélico en bacilos Gram negativos o L-lisina en Gram positivos
(Carrol et al., 2016; Johnson et al., 2013; Kirmusaoglu et al., 2019).

De acuerdo con Calvo & Martinez-Martinez (2009) la sintesis de la pared
celularbacteriana se desarrolla en 3 fases: la citoplasmica, el transporte a través de
la membranay la organizacion final. En cada una de estas fases pueden actuarlos
antibiéticos, cualquier falla o defecto en la pared celular conllevaa la lisis celular.
Existen dos grupos principales que actian sobre la sintesis de la pared celular, los
B-lactdmicos y glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina y avoparcina), sin
embargo, hay otros ejemplos de antibidticos como la fosfomicina, cicloserina,
bacitracina y estreptograminas (Baran et al., 2023; Calvo & Martinez-Martinez,
2009; Errecalde, 2004; Etebu & Arikekpar, 2016; Kirmusaoglu et al., 2019).

Destruccion de la membrana celular

La membrana celulares una estructura de vital importancia, pues en ella se
realiza el proceso metabdlico de la respiracion celular, es decir, la fosforilacion,
oxidacion, y transporte de electrones (citocromos) para la produccion de energia
(Pirez & Mota, 2008). Su composicion es similar alas membranas de eucariotas, es

una bicapa lipidica, formada por fosfolipidos, insertas en ella se encuentran
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multiples proteinas transmembrana, que facilitan el transporte de sustancias
hidrofilicas (Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Carrol et al., 2016).

Entre los antibidticos cuya accién conduce a la ruptura de la membrana
celularbacterianase encuentraloslipopéptidos ciclicos y polimixinas que presentan
actividad de tipo detergente que disrumpen la porcion fosfolipidica de la membrana
aumentando la permeabilidad de ésta y como consecuencia provoca la fuga de
iones (principalmente potasio y sodio) y una disminucién en el potencial
transmembrana (Baran et al., 2023; Errecalde, 2004; Etebu & Arikekpar, 2016;
Guilhelmelli et al., 2013; Kirmusaoglu et al., 2019).

Inhibicién de sintesis de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son un tipo de biomoléculas esenciales para la vida,
éstos son el DNA y RNA (acido ribonucleico). EI DNA contiene la informacién
genética de cada organismo y es responsable de su expresion, por ejemplo, éste
codificalainformacion necesariaparaquelas células produzcan proteinas (Ramirez
& Gomez, 2003). EI RNA se presenta en diferentes formas moleculares (rRNA,
tRNA, mRNA) que cumplen funciones celulares multiples, incluyendo la sintesis
proteica (Cortés, 2003; NIH, 2023a).

Algunos ejemplos de antibiéticos que dafian a los &cidos nucleicos son las
rifamicinas y las quinolonas que actian sobre enzimas que participan en los
procesos de transcripcion (RNA polimerasa dependiente de DNA) y replicacién
(DNA-girasa); los nitroimidazoles (dimetridazol, metronidazol y tinidazol) dan lugar
a la disrupcién de las cadenas de DNA, impidiendo su reparacion; los nitrofuranos
impiden la lectura codonica DNA-mRNA (Baran et al., 2023; Calvo & Martinez-
Martinez, 2009; Errecalde, 2004; Etebu & Arikekpar, 2016; Kirmusaoglu et al.,
2019).
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Inhibicién de sintesis de proteinas

Las proteinas son biomoléculas que cumplen diversasfuncionesyson vitales
para lavidade un organismo, esta formada porunao mas cadenaslargas, plegadas
de aminoacidos, cuyas secuencias estan determinadas por la secuencia de DNA
del gen que codifica la proteina. Las proteinas pueden ser enzimas, ser parte
estructural de la célula, formar canales de membrana, entre otras funciones (NIH,
2023b; Soberén, 2003).

La sintesis de proteinas es uno de los procesos mas frecuentemente
afectados por la accién de los antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es posible
gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianosy eucariotas
(Calvo & Martinez-Martinez, 2009). Este proceso se desarrolla en varias fases, en
las cuales actuan diferentes antibidticos, por ejemplo, los aminoglucosidos y
aminociclitolesactian a nivel de la porcion 30S del ribosoma, induciendo errores en
lalectura de la informacién aportada por el mMRNA, por lo que la proteina sintetizada
contendra errores y no sera util. Las tetraciclinas también se unen al ribosomaen la
porcion 30S, en forma similar a lo que ocurre con los aminoglucésidos.
Cloranfenicol, tianfenicol y florfenicol,acttan a nivel de la porcion 50S del ribosoma,
inhibiendo la transpeptidasa, lo que impide que se formen los péptidos.
Lincosamidas y macrolidos, también se unen ala porcion 50S, impidiendo la accién
de la peptidiltransferasa interfiriendo en el proceso de la elongacién de la sintesis
de proteica (Baran et al., 2023; Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Errecalde, 2004;
Etebu & Arikekpar, 2016; Kirmusaoglu et al., 2019).

Bloqueo de las vias metabdlicas

Uno de los ejemplos mas conocidos es la inhibicion de la sintesis de acido
folico en células bacterianas, principalmente por sulfonamidas solas o en
combinacién con trimetoprim. Las sulfonamidas son analogos estructurales del

acido paraaminobenzoico (PABA por sus siglasen inglés “para-aminobenzoicacid’)

19|Pagina
Ana Paola Cordero Lopez



Presencia a de Escherichia coli enteropatogénica en carne molida obtenida en punto de venta del
municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo

que, a su vez, es necesario para la sintesis de folato por parte de las bacterias.
Cuando se agotan las reservas de folato, se bloquea la biosintesis de purinas,
pirimidinas y algunos aminoacidos necesarios para la produccién de DNA y
proteinas, lo que conduce a la inhibicion del crecimiento bacteriano (Baran et al.,
2023; Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Etebu & Arikekpar, 2016; Kirmusaoglu et
al., 2019).

Resistencia antimicrobiana

El uso de antibidticos se ha ido incrementado en la produccion animal,
provocando la aparicion de bacterias resistentes a estos farmacos (Carhuapoma et
al., 2020). La resistencia a antibioticos se puede dar a través de dos vias: evolucion
vertical, gracias a mutaciones en el genomay que se trasmiten a las generaciones
siguientes, y transferencia horizontal, en la que los genes de resistencia son
adquiridos a partir de otras bacterias (conjugacion, transduccién o transformacion)
y despuésse heredan ala progenie bacteriana (Mancuso etal.,2021). Las bacterias
gue presentan resistenciade 3 a 7 antibioticos se clasifican como multirresistentes
(MDR), silaresistenciaes a 8 09 antibi6ticos se clasifican con resistenciaextendida
(XDR) y si son resistentes a 10 o mas antibioticos se agrupan como panresistentes
(PDR) (Jiménezetal., 2019), el surgimiento de este tipo de bacterias es considerada
por la OMS como uno de los principales problemas en salud publica del siglo XXI
(Tacconelli et al., 2017), pues se estima que para 2050 las muertes causadas por
bacterias multirresistentes alcanzaran cifras de 10 millones al afio (O’'Neill, 2016);
mientras que en 2019 las defunciones en el mundo fue de 4.95 millones asociadas

a bacterias multirresistentes (Murray et al., 2022).

Mecanismos de resistencia

Existen multiples mecanismos desarrollados por las bacterias que hacen
posible la resistencia a los antibidticos. Existe la resistencia natural o intrinseca en
las bacterias, si éstas carecen de diana para el farmaco, se trata de un mecanismo
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constante y determinado genéticamente. También esta la resistencia adquirida,
resultado de la modificacidon genética de las bacterias, ya sea por mutaciones
cromosémicas 0 por mecanismos de transferencia genética (plasmidos,

transposones e integrones) (Pérez-Cano & Robles-Contreras, 2013; Reygaert,

2018).

Los mecanismos de resistencia se pueden agrupan en tres tipos principales

(Tabla 3): disminucién de la concentracion del farmaco, modificaciones en el sitio

diana del antibiético y modificacion del antimicrobiano.

Tabla 3. Mecanismos de resistencia.

Mecanismo de resistencia

Ejemplos

Disminucion de la
concentracion del
farmaco

Reduccion de la permeabilidad

Expulsion del antimicrobiano

Porinas

Bombas transportadoras

Modificacionesen el
sitio diana del
antibidtico

Proteccion del sitio diana

Mutacion de genes que codifican el sitio blanco

Alteracion enzimatica del sitio diana

Reemplazo completo o desvio del sitio diana

tet(M) y tet(O) que codifice
proteinas de proteccion
ribosémica

Mutaciones puntuales que
como resultado sustitucior
aminoacidos en el gen rpo

Enzima Cfr

Formacién de PBP2a

Modificacion del
antimicrobiano

Modificacion mediante hidrolisis

Modificacion mediante la adicion de grupos funcionales

B-lactamasas

Acetilacidn, fosforilacion y
adenilacién

Disminucidn de la concentracion del farmaco

A)Reduccion de la permeabilidad: la membrana externa de las bacterias

Gram

negativas, forman una barrera impermeable a muchos

antimicrobianos (Chavez-Jacobo, 2020). Los farmacos hidrofilicos pueden
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atravesar la membrana mediante difusion a través de canales llamadas
porinas, usualmente no son especificas (Kojima & Nikaido, 2013). La
resistencia se logra mediante la disminucion en la cantidad de porinasy
con mutaciones que cambian la selectividad del canal de la porina
(Reygaert, 2018).

B) Expulsién del antimicrobiano: las bacterias han adquirido sistemas de
expulsién multiple codificados por genes dentro de sus cromosomas, en
plasmidos, transposones o genes de origen virico (Chavez-Jacobo, 2020).
Actualmente, se han identificado seis familias de bombas transportadoras
capaces de conferir resistencia a los antimicrobianos. La familia ATP-
cassettes de union (ABC por sus siglas en inglés “ATP-binding cassette”),
gue utilizan directamente al ATP como fuente de energia para realizar el
transporte, mientras que las otras cinco familias de transportadores
funcionan a través del potencial de membrana; la superfamilia de
facilitadores principales (MFS por sus siglas en inglés “major facilitator
superfamily”), la familiapequefiade resistenciaa multiplesfarmacos (SMR
por sus siglas en inglés “small multidrug resistance”), la familia de division
celular de nodulacion de resistencia (RND por sus siglas en inglés
“resistance nodulation cell division”), la familia de extrusion de compuestos
toxicos y multidrogas (MATE por sus siglas en inglés “multidrug and toxic
compound extrusion”) y los sistemas de expulsion de proteobacterias
(PACE por sus siglas en inglés “proteobacterial antimicrobial compound
efflux”). Estas familias difieren en términos de conformacion estructural,
fuente de energia, rango de sustratos que son capaces de extruir y en el
tipo de organismos bacterianos en los que se distribuyen (Du et al., 2018;
Munita & Arias, 2016; Troncoso et al., 2017).
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Modificaciones en el sitio diana del antibi6tico

Los antibidticos tienen afinidad por su sitio blanco, al cual se unen yllegan a
desestabilizar las funciones normales de la bacteria, por ello, cambios en la
estructura del blanco que impidan su unién con el farmaco confieren resistencia
(Chavez-Jacobo, 2020).

A) Proteccién del sitio diana. La proteccion del sitio diana se da mediante
proteinas, algunos ejemplos de farmacos afectados por este mecanismo
son latetraciclina (Tet[M] y Tet[Q]), fluoroquinolonas (Qnr)y acido fusidico
(FusBy FusC). El caso de los determinantes de resistenciaa la tetraciclina
Tet(M) y Tet(O) es el mas estudiado, se han encontrado en plasmidos y
en transposones conjugativos de amplio rango. Estas proteinas
pertenecen a la superfamilia de factores de traduccion de las GTPasas,
actian como homologos de los factores de elongacion (EF-G y EF-Tu) e
interactian con el ribosoma y desalojan la tetraciclina de su sitio de unién
(Li et al., 2013; Troncoso etal., 2017).

B) Mutaciones en genes que codifican el sitio blanco: un ejemplo es la
resistencia a la rifampicina, ésta inhibe la RNApolimerasa dependiente de
DNA, por lo que evita la transcripcion. El sitio de unién de la rifampicina
esta en la subunidad B de la RNApolimerasa (codificada por rpoB), la
resistencia a este farmaco se da por mutaciones puntuales que dan como
resultado sustituciones de aminoacidos en el gen rpoB (Reygaert, 2018).
Otro ejemplo son las mutaciones en los genes gyrA-gyrB (DNAgirasa)
y parC-parE (topoisomerasa IV) que confieren resistencia a las
fluoroquinolonas, ya que este compuesto interactia con las enzimas
DNAgirasa y topoisomerasa IV esenciales para la supervivencia
bacteriana (Bharadwaj et al., 2022; Munita & Arias, 2016; Reygaert, 2018;
Troncoso et al., 2017). También existe la resistencia a las oxazolidinonas,

éstos compuestos se unen al sitio A ribosémico, interfiriendo asi con el
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posicionamiento del aminoacil-tRNA e inhibiendo la sintesis de proteinas.
La resistencia se adquiere por mutaciones en genes que codifican el
dominioV del rRNA 23S y/o las proteinas ribosomicas L3 (rpIC) y L4 (rpID),
la metilacion de A2503 en el rRNA 23S mediado por la enzima Cfr
(Reygaert, 2018).

C)Alteracion enzimatica del sitio diana: los genes erm brindan proteccion
contra antibioticos mediada por la metilasa del rRNA. Las enzimas que
codifican los genes erm llegan a mono o dimetilar un residuo de adenina
en laposiciéon A2058 del dominioV del 23 rRNA de la subunidad ribosomal
50S. Confiere resistencia frente a macrolidos, lincosamidas vy
estreptogramina B, ya que éstos tienen sitios de union superpuestos en el
rRNA 23S (Chavez-Jacobo, 2020; Pérez-Cano & Robles-Contreras, 2013;
Reygaert, 2018). Otro ejemplo es la enzima Cfr codificada por el gen cfr,
pertenece a la familia de las S-adenosil-L-metionina (SAM) y confiere
resistencia a fenicoles, lincosamidas, pleuromutilinas vy

estreptogramina (Reygaert, 2018).

D)Reemplazo completo o desvio del sitio diana: uno de los ejemplos mas
estudiados de este mecanismo es la formacién de PBP2a (proteinas de
union apenicilina exégena) por el gen mecA en Staphylococcus aureus.
Las PBP (proteina de unidén a penicilina) son enzimas transpeptidasas
involucradas en la formacion de peptidoglicano en la pared celular
bacteriana y son el sitio de union para farmacos B-lactamicos, la PBP2a
tiene baja afinidad por estos antibidticos, lo que confiere resistencia a
penicilinas, cefalosporinas y carbepenémicos (Bharadwaj et al., 2022;
Munita & Arias, 2016; Reygaert, 2018). Algunos glicopéptidos como la
vancomicina y teicoplanina acttan inhibiendo la sintesis de la pared
celular, éstos se unen a la D-alanina-D-alanina terminal de la fraccion
pentapeptidica de los precursores de peptidoglicano. La resistencia a

estos farmacos estd asociada a la adquisicién de un grupo de genes
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denominados van, que cambian la estructura de los precursores de
peptidoglicano, provocando una disminucion en la unién de estos
farmacos a su diana (Bharadwaj et al., 2022; Munita & Arias, 2016;
Reygaert, 2018). La daptomicina es un lipopéptido que actia
despolarizando la membrana celular y necesita de calcio para lograr
unirse. Mutaciones en el gen mprF hacen que la carga de la superficie de
lamembrana celularseapositiva, inhibiendolauniéndel calcioy, porende,
de la daptomicina (Reygaert, 2018). Otra estrategia que se haencontrado
en las bacterias es la produccion de mas sitios de unién parael antibiotico.
Un ejemplo de este mecanismo es la resistencia a sulfonamidas y
trimetoprima, quienesseunen alas enzimas involucradas en la biosintesis
de folato, el acido dihidropteroico sintasa (DHPS) y dihidrofolato reductasa
(DHFR) respectivamente. El mecanismo consiste en mutaciones en la
region promotora de estas enzimas, ocasionando la sobreproduccion de
DHPS yDHFR, superando asila capacidad de los farmacos para inhibir la
sintesis de folato (Munita & Arias, 2016; Reygaert, 2018).

Modificacidn del antimicrobiano

A) Modificacion mediante hidrélisis: la modificacion enzimatica de los
antimicrobianos es uno de los mecanismos mas eficientes para
inactivarlos (Chéavez-Jacobo, 2020). Las [B-lactamasas son un grupo
amplio de enzimas hidrolizantes de farmacos B-lactamicos, al destruir el
enlace amida del anillo B-lactamico, haciendo ineficaz al farmaco
(Bharadwajet al., 2022; Reygaert, 2018; Troncoso et al., 2017). Los genes
codificantes de estas enzimas se ubican en el cromosoma bacteriano, en
elementos genéticos méviles (MGE por sus siglas en inglés “movable
genetic elements”) y también se han encontrado en integrones facilitando
su diseminacion (Munita & Arias, 2016). La tetraciclina puede inactivarse

por hidrolizacion, a través del gen tet, también existen muchas otras
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enzimas capaces de hidrolizar aminoglucdésidos, fenicoles y macrolidos
(Chavez-Jacobo, 2020; Reygaert, 2018).

B) Modificacion mediante la adicién de grupos funcionales: la adicion
enzimatica de grupos funcionales provoca resistencia debido a que
disminuye la afinidad del antimicrobiano por su sitio blanco (Chavez-
Jacobo, 2020). Los grupos quimicos que suelen transferirse al farmaco
son los acetilo, fosforilo y adenilo. La acetilacion es el mecanismo mas
frecuente, actia contra aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptograminas
y fluoroquinolonas; la fosforilacién se utiliza contra aminoglucésidos y
cloranfenicol; la adenilacion afecta a aminoglucosidos y lincosamidas
(Bharadwaj et al., 2022; Munita & Arias, 2016; Reygaert, 2018).

Integrones

Los integrones funcionan como un mecanismo para la resistencia
antimicrobiana, proporcionan un mecanismo eficiente y simple para la adicién de
nuevos genes de resistencia en los cromosomas bacterianos, aunado a la
maquinaria necesaria para garantizar su expresion: una estrategia robusta de
intercambio genéticoy uno de los principales impulsores de la evolucién bacteriana
(Munita & Arias, 2016).

Se trata de elementos genéticos que pueden integrar genes exdgenos que
confieren a las bacterias diferentes caracteristicas (resistencia antimicrobiana,
nuevas funciones bioquimicas o factores de virulencia) estos genes se denominan
casete (Yauri et al., 2016). Los integrones constan de tres elementos, que les
permite la captura de genes casete y permite la expresion de los mismos, un gen
gue codifica para la integrasa (intl), seguido de una secuencia attl a la que se unen
los casetes y es donde se da la recombinacion sitio-especifica, y por altimo un
promotor (Pant) para la expresion de los genes casete integrados (Coque-Gonzélez,
2005; Di Conza & Gutkind, 2010; Sabaté & Prats, 2002; Yauri et al., 2016).
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Se han descrito nueve clases de integrones, basado en la secuenciade la
integrasa, de los cuales, laclase 1, 2y 3 contienen genesasociados a la resistencia
antimicrobiana. Los integrones clase 1 son los mas frecuentes en aislados clinicos,
asociados a bacilos Gram negativos dentro de las enterobacterias (Sabaté & Prats,
2002). También son conocidos como “integrones méviles” al ubicarse en plasmidos,
contrario a los de la clase 2 que estan presentes a nivel cromosomico (Fuentes et
al., 2013). Los integrones clase 1 se conforman de dos regiones conservadas, una
con el gen que codifica para la integrasa 1 (intl1), seguido el segmento de union
attll que captura los genes casete asociados a la resistencia y con uno o mas
promotores para expresar esos genes, la segundaregién conservada que contiene
los genes qacEA1 y sul1, que confieren resistencia a desinfectantes, compuestos

de amonio cuaternario y sulfonamidas (Wan & Chou, 2015).

Los integrones clase 1 son los mas abundantes en aislados clinicos de
diversas especies de bacterias, derivado de la capacidad para recombinarse con
sitios attC dispares e incluso con secuencias de nucleétidos con menos similitud
(Kaushik et al., 2018; Mazel, 2006)
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lll.  Hipotesis

La carne comercializada en el municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo
puede presentar contaminacion con los diferentes enteropatotipos de E. coli

causales de enfermedades diarreicas y que también presentan multirresistencia.
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V. Justificacion

A pesar de que E. coli es un habitante natural de la microbiota intestinal de
humanosyanimalesrumiantes, se han detectado ciertos patotipos responsablesde
enfermedades tanto en animales como en humanos. Siendo un agente etioldgico
importante causal de ETAs, al contaminar la carne de bovino destinada para el
consumo humano, provocando enfermedades denominadas diarreogénicas.
Aunado a ello, el surgimiento de cepas multirresistentes a causa del uso
indiscriminado y no contralado de antibioticos se ha convertido en uno de los
problemas de salud publica con mayorimportancia, debido al impacto que presenta
en la salud de la poblacién humana. Esta investigacion pretende evaluar la
contaminacion en carne molida por E. coli, determinando dos factores, el potencial
patogénico y la resistencia a antibiéticos, en el municipio de Huasca de Ocampo,
Hidalgo para conocerla calidad de la carne y el potencial riesgo a brotes de infeccion

por E. coli.
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V. Objetivos

Objetivo general

Determinar e identificar la presencia de enteropatotipos de E. coli en carne
molida de origen bovino, mediante técnicas bioquimicas y moleculares con el fin de

advertir el riesgo de posibles brotes epidémicos.

Objetivos especificos

Aislar e identificar a E. coli usando técnicas convencionales para comprobar

la contaminacion de la carne molida por esta especie.

Tipificar y caracterizar a cepas de E. coli patbgenas mediante el uso de

técnicas moleculares para conocer el patotipo al que pertenecen.

Determinarla diversidad genéticade los aislado de E. colimediante latécnica

ERIC-PCR para conocer si comparten el mismo origen.

Evaluar la resistencia a antibioticos que presenta E. coli aislada de carne
molida utilizando el método de Kirby-Bauer, para informar el impacto que presenta
en la salud publica.
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VI. Materiales y métodos

Sitio de muestreo

Las muestras se colectaron en el Municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo
(20° 12' 10" latitud norte y entre 98° 35' 55" longitud oeste), el cual cuenta con 10
carnicerias distribuidasen el centro de Huascay las comunidadesde La Loma, San
Miguel Regla y Puente de Doria (Figura 1).

Puntos de muestreo

Areade bosque
Area poblacional

Cuerpos de agua

Carreteras

=== == Divisién municipal

2 km

Figural. Ubicacion de los puntosde muestreo en el Municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo.
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Toma de muestra

Se solicitdé a cada vendedor 50 gr de carne molida de res, triturada al instante.
Las muestras se colocaron en un recipiente estéril y se mantuvieron en refrigeracion
para ser trasladadas al laboratorio de Parasitologia y Bacteriologia de docencia del
Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, para su
procesamiento, segun lo estipula la Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-201
(DOF, 2019).

Aislamiento

Se siguid la metodologia reportada por Reyes-Rodriguez et al (2013) con
modificaciones, paralo cual, cada muestra se enriquecié en agua peptonada al 1%,
en tubos para centrifuga de 15 mL se colocaron 3 mL de agua peptonada estéril y

1 gr de carne, las muestras se incubaron por 24 horas a 37 °C.

Se inocularon por gota con un asa bacteriologica y se sembro por estria en
cajas Petri con agar MacConkey (Mc) MCD LAB® (No. catalogo 7111) y agar
MacConkey con sorbitol (McS) BD Difco™® (No. catdlogo 279100), se incubaron
por 24 horas a 37 °C. Se aislaron las colonias con la morfologia caracteristica para
E. coli, del agar Mc se tomaron las colonias lactosa positivo, que son color rosa con
presencia de un halo difuso (Allen, 2005); del agar McS se eligieron las colonias
sorbitol negativo, que se caracterizan por ser transparentes (Zimbro et al., 2009).
Las colonias sospechosas se sembraron en agar eosinay azul de metileno (EMB)
DIBICO® (No. Catalogo 1011-A) para confirmarla presenciade E. coli, se incubaron
por 24 horas a 37 °C; se seleccionaron aquellas colonias con la morfologia
caracteristica para E. coli, es decir, aquellas que presentaron brillo verde metalico
(Lal & Cheeptham, 2007).
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Identificacion bacteriana

Tincién

Las colonias sospechosas de E. coli se tifieron mediante la técnica de Gram.
Para lo cual se utiliz6 el tren de tincion de Gram de HYCEL® (No. catalogo 541). Se
fij6 la muestra en un portaobjetos, posterior a ello se agrego cristal violeta, se dejo
actuar por 1 minuto, se enjuagé con agua destilada, se agregé yodo-lugoly después
de 1 minuto se enjuagd con agua destilada, posteriormente se agrego alcohol-
acetona 30 segundos, se enjuagd con agua destilada y finalmente se agrego
safranina, se dejé actuar por 1 minutoy se enjuag6 con agua destilada. Una vez
realizada la tincién, se observaron las muestras en un microscépico optico a 100X

con una gota de aceite de inmersiéon (Smith & Hussey, 2005).

Bioquimica

Las colonias presuntivas de E. coli se sometieron a las pruebas bioquimicas

de: indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, citrato y TSI (De la Maza et al., 2004).

Para la prueba de indol se colocaron 3 mL de agar SIM DIBICO® (No.
catalogo 1054-A) en tubos de 5 mL, se sembrd con un asarecta y se incub6 por 24
horas a 37 °C, posteriormente se adicionaron 10 gotas del reactivo de Kovac’s
SIGMA-ALDRICH (No. catalogo 60983), si la prueba es positiva el reactivo se torna
de color rojo; si la prueba es negativa el reactivo se queda en un tono café
(MacWilliams, 2009b).

En las pruebasde rojo de metilo y Voges-Proskauerse sembré en medio MR-
VP DIBICO® (No. catdlogo 1053-E), cada tubo contenia2 mL de caldo, se tomé la
colonia bacteriana con el asa bacterioldgica, el periodo de incubacion fue de 24
horas a 37 °C; posterior a ello, se agregaron 10 gotas del indicador de pH rojo de
metilo para la prueba con ese nombre y para la prueba de Voges-Proskauer se
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adicion¢ sulfato de cobre de amonio. La prueba rojo de metilo es positiva cuando
después de agregar el rojo de metilo, el cultivo vira a un color rojizo; si es negativa
el cultivo presenta color amarillo. Para la prueba de Voges-Proskauer, el cultivo se
vira a un tono rosa-rojizo cuando es positiva; si la prueba es negativa el cultivo

presenta un tono café (Mcdevitt, 2009).

En el caso de la prueba de citrato, se coloc6é 3.5 mL del medio citrato de
Simmons DIBICO® (No. catalogo 1006-E) en cada tubo y se inclind ligeramente a
22°, unavez sembrado, se incubod por 48 horas a 37 °C. Cuando las bacterias
pueden crecer en este medio, se vira a color azul; si no hay crecimiento el medio se

mantiene en su tono original verde (MacWilliams, 2009a).

Finalmente, parala prueba de TSI se sembrd en medio tres azlcaresy hierro
DIBICO® (No. catalogo 1016-A), para ello se agregaron 3.5 mL de medio en cada
tubo, se inclinaron ligeramente, con un angulo de 22°y se realizé una siembra por
puncién combinada con estria, se incubaron por un lapso de 24 horas a 37 °C. En
esta prueba cuando el medio es acido se presenta una coloracion amarilla, cuando
el medio es alcalino la coloracién es rojiza; la produccién de gas se observa

mediante la fragmentacién y/o elevacion del medio de cultivo (Lehman, 2005).

Las cepas de E. coli, de acuerdo con la literatura, presentan estas pruebas
bioquimicas de la siguiente manera: indol +, rojo de metilo +, Voges Proskauer -,
citrato -, en TSI presentan medio acido (A) o alcalino (ALK), con produccién de gas
(AG) o sin la produccion de gas. Con este criterio se eligieron alas cepas de E. coli
(De la Maza et al., 2004).

Extracciéon de DNA

La extraccion de DNA bacteriano se realizo siguiendo el método descrito por
Ribeiro et al (2016). En tubos para centrifuga de 15 mL se adicionaron 3 mL de

caldo tioglicolato BD Bioxon® (No. catalogo 211721) y se inoculé con un asa
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bacteriolégica, se incubd por un periodo de 24 horas a 37 °C. Posterior a ello, se
tom6 1 mL de cultivo y se colocd en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL, se
centrifugd 5 minutos a 14500 rpm y se retird6 el sobrenadante. Se realizé un
enjuague, al pellet con las bacterias se le adiciondé 1 mL de agua destilada estéril,
se agité entre 2 y 5 minutosy se centrifugd por 5 minutos a 14500 rpm, se retird el
sobrenadante y al pellet resultante se le agregé 200 pl de buffer TE ((Tris-HCI
[10mM]: EDTA [1 mM]), se agité hasta mezclar el pellet. Las muestras se sometieron
a calor a 100 °C durante 15 minutosy a frio a -20 °C durante 15 minutos. Después
del choque térmico se centrifugo por 10 minutos a 14500 rpm, se recupero el
sobrenadante y se colocé en tubos para microcentrifuga estériles de 1.5 mL. Los

tubos con el DNA se almacenaron en congelacion a -20°C para usos posteriores.

Se midid la concentracion y pureza del DNA en el espectrofotometro Thermo
Scientific NanoDrop® ND-1000, como blanco se utiliz6 buffer TE. Se consideré la
concentracion de DNA con valor >50 ng/ul; la pureza se consideré como Optima con
valor>1.8 en la absorbancia260/280 y para la absorbancia260/230 se consideraron

valores 6ptimos >2.0 (Banco Nacional de ADN, 2020).

Amplificacion gen 16S

Se amplificé el gen 16S rRNA, para ello se utilizé el kit para PCR GoTaq®
Flexi DNA Polymerase (No. catdlogo M8291) y se usaron los primers 27F (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 37) y 1492R (5" GGTTACCTTGTTACGACTT 3)
(Henriques et al.,, 2006). ElI volumen final de la reaccién fue de 50ul, con
concentracion de: 1X de buffer,2.0mM de MgClz, 0.2mM de dNTPs, 1uM de primer
27F, 1uM de primer 1492R, 1.25u de Taq polimerasa, 1ul de DNA, y 31.75ul agua
(H20) libre de nucleasas. Se utiliz6 el termociclador para PCR Eppendorf®, con una
desnaturalizacion inicial (93°C por 3 minutos), seguido de 35 ciclos de:
desnaturalizacion (94°C por 1 minuto), asociacion (56°C por 1 minuto)y extension
(72°C por 2 minutos), seguido de unaextension final (72°C por 10 minutos) (Zepeda-

Velazquez et al., 2023).
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Para visualizar las amplificaciones, se utilizo la técnica de electroforesis, con
gel de agarosa al 1.5% y se corrié durante 1 hora a 80V. El gel se tifid con bromuro
de etidio y se colocé en el transluminador de luz ultravioleta (UV) (Reyes-Rodriguez
et al., 2013). Se visualizaron bandas con peso molecularde 1500 pb (Henriques et
al., 2006).

Sensibilidad antimicrobiana

La evaluacion de la sensibilidad bacteriana a los antibioticos se realizd
mediante la prueba de susceptibilidad por difusion en disco de Kirby-Bauer
(Hudzicki, 2009). Se utilizaron los sensidiscos Gram negativos MULTIBAC I.D.
(idlab, México, CDMX) con 12 antibiéticos: amikacina (AK 30 pg), ampicilina (AM
10 ug), carbenicilina (CB 100 ug), cefalotina (CF 30 ug), cefotaxima (CFX 30 ug),
ciprofloxacino (CPF 5 pg), cloranfenicol (CL 30 pg), gentamicina (GE 10 pg),
netilmicina (NET 30 ug), nitrofurantoina (NF 300 ug), norfloxacino (NOF 10 ug) y
sulfametoxazol/trimetoprim (STX 25 ug).

La evaluacion de la sensibilidad antibiotica se realiz6 en los aislados
presuntivos para E. coli. Se tomaron de 1 a 3 coloniasy se inocularon en tubos de
ensayo con 5 mL de caldo tioglicolato, hasta conseguirunaturbidez similara 0.5 de
la escala de MacFarland. En cajas Petri con agar Mueller-Hinton MCD LAB® (No.
catalogo 7131) se inoculo el caldo con un hisopo estéril y cubriendo por completo la
superficie del agar. Se esper6 a que la superficie estuviera completamente secay
se colocaron los sensidiscos, se incubaron por 18 horas a 35 °C.(Hudzicki, 2009).
Se realiz6 lamedicion de los halos de inhibicidn siguiendo las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017); el diametro obtenido de
cada antibiotico se compar6 con unatabla provista por el proveedor MULTIBAC I.D,
la cual estd basada en los parametros que establece el CLSI; se catalogaron como

sensible (S), intermedio (I) y resistente (R).
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Factores de virulencia

En este estudio se usaron cuatro genes de virulencia stx 1, stx 2, eaeAy hlyA.
Se realizé la técnica de PCR mudltiple, con el kit para PCR GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (No. catalogo M8291) y los siguientes primers: stx1F (5
ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 3'), stx1R (5" AGAACGCCCACTGAGATCATC
3’), stx2F (5 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 3, stx2R 5
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 37), eaeAF (5 GACCCGGCACAAGCATAAGC
3), eaeAR 5 CCACCTGCAGCAACAAGAGG  3), hlyAF 5
GCATCATCAAGCGTACGTTCC 37), hlyAR (5 AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
3’) (Paton & Paton, 1998). El volumen final de la reaccion fue de 25pul, con
concentracion de: 1X de buffer, 1.0mM de MgClz, 0.08mM de dNTPs, stx1F 1.0uM,
Stx1R 1.0uM, stx2F 1.0pM, stx2R 1.0uM, hlyAF 1.0uM, hlyAR 1.0uM, eaeAF 1.0uM,
eaeAR 1.0uM, 1.0u de Taq polimerasa, 5.0yl de DNA, y 12.2ul H20 libre de
nucleasas. Se utiliz6 el termociclador para PCR Eppendorf® con 9 ciclos de:
desnaturalizacion (95°C por 1 minuto), asociacion (66°C por 2 minutos) y extension
(72°C por 1:30 minutos); 5 ciclos de: desnaturalizacion (95°C por 1 minuto),
asociacion (65.5°C por 2 minutos)y extension (72°C por 1:30 minutos); 9 ciclos de:
desnaturalizacién (95°C por 1 minuto), asociacién (61.5°C por 2 minutos) y
extension (72°C por 1:30 minutos); finalmente 10 ciclos de: desnaturalizacion (95°C
por 1 minuto), asociacion (61°C por 2 minutos) y extensién (72°C por 2:30 minutos)
(Paton & Paton, 1998).

Se visualizaron las bandas correspondientes a las amplificaciones de estos
genesde virulencia, el gen stx1 presenta un tamafo de 180 pb, el gen stx2 de 255
pb, el gen eaeA de 384 pby el gen hlyA de 534 pb (Paton & Paton, 1998). Se realiz6
una electroforesis, con gel de agarosa al 1.5%, se corrié durante 1 hora a 80V. El
gel se tifid con bromuro de etidio y se colocé en el transluminador de luz ultravioleta
(UV) (Reyes-Rodriguez et al., 2013).
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Integrasa

Para determinar la presencia de integrones clase I (Intl-1), primero se realizo
una PCR para la integrasa clase |, cuyos primers son IntllF (5
CCTCCCGCACGATGATC 3) e IntllR (5° TCCACGCATCGTCAGGC 39
(Henriques et al., 2006). Se utilizé el kit para PCR GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(No. catdlogo M8291), la composicion final de la reaccién fue: buffer 1X, MgCl
1.0mM, dNTPs 0.4mM, Intl1F 1.0uM, IntIR 1.0uM, Taq polimerasa 1.25u DNA 5.0pl
y H20 27.75ul. Con unadesnaturalizaciéninicial (94°C por 5 minutos), seguido de
30 ciclos de: desnaturalizacion (94°C por 1 minuto), asociacion (57°C por 1:30
minutos) y extension (72°C por 4 minutos) y una extension final (72°C por 10

minutos) (Henriques et al., 2006).

El amplicén de la integrasa clase | cuenta con un tamafio de 280 pb, el cual
se visualizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, corrido por 1 hora a 80V.
El gel se tiié con bromuro de etidio y se coloc6é en el transluminador de luz

ultravioleta (UV) (Reyes-Rodriguez et al., 2013).

Las cepas positivas para la Intl-1 se sometieron a otra PCR para la
amplificacién de la region variable del integrén, utilizando los primers 5° CS (57
GGCATCCAAGCAGCAAG 3) y 3_CS (5 AAGCAGACTTIGACCTGA 3)
(Henriques et al., 2006) y el kit para PCR GoTaq® Flexi DNA Polymerase (No.
catalogo M8291). La mezcla de reaccion para la PCR presento volumen final de 50
ul con composicion de: buffer1X, MgCl2.0mM, dNTPs 0.2mM, 5° CS1.0uM, 3°_CS
1.0uM, DNA 1.0pl, H20 31.75pl y Taq polimerasa 1.25u. Con una desnaturalizacion
inicial (94°C por 1 minuto), seguido de 35 ciclos de: desnaturalizacién (94°C por 1
minuto), asociacion (58.5°C por 1 minuto) y extension (72°C por 5 minutos)y una

extension final (72°C por 1 minuto) (Henriques et al., 2006).
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La amplificacion se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
tefiido con bromuro de etidio, con corrida de 1 hora a 80V. En el transluminador de
luz ultravioleta (UV) se colocé el gel para observar las bandas de la amplificacién,

éstas presentan tamafio variable (Reyes-Rodriguez et al., 2013).

Secuenciacion

Los productos de los que se obtuvieron su secuencia fueron los amplicones
resultantes de la amplificacion del gen 16S y la region variable del integron. Para
ello, primero se realizé la purificacion de las copias obtenidas (16S y regién variable
Intl-1) con el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
siguiendo la metodologia del proveedor. Se realiz6 la lectura de la concentracion y
pureza en el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000. El amplicén resultante se
mandd secuenciar al Laboratorio de Servicios Genodmicos (LANGEBIO)-
CINVESTAV. El analisis de las secuencias se realiz6 utilizando el programa MEGA
11, cada secuencia se introdujo al programa y se procedio a quitar los extremos del
histograma para disminuir el ruido de fondo (aproximadamente 50 bases) y se
convirtieron en formato FASTA, posteriormente cada secuencia se compard en
BLAST®, eligiendo el apartado de nucledtidosy la busqueda se realiz6 usando la
base de datos coleccién de nucleétidos (nr/nt) usando Megablast (optimizar para
secuencias muy similares). La secuencia de cada regién variable del integron se

comparé con secuencias de la base de datos de GenBank.

ERIC

Se determiné la presencia de las secuencias consenso intergénicas
repetitivas de enterobacterias mediante la técnica ERIC-PCR, usando los primers
ERICF (5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3) y ERICR (5
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3°) (Versalovic et al., 1991) y el kit para PCR
GoTag® Flexi DNA Polymerase (No. catdlogo M8291), la composicién final de la
reaccion fue: buffer 1X, MgCl 3.0mM, dNTPs 0.2mM, ERICF 1.0uM, ERICR 1.0uM,
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DNA 4.0ul, H20 26.5pl, Tag polimerasa 3.0u. Con 30 ciclos de: desnaturalizacion
(94°C por 1 minuto), asociacion (52°C por 1 minuto) y extension (65°C por 8

minutos) y una extension final (65°C por 16 minutos) (Versalovic et al., 1991).

En este caso, la amplificacion presenta diferente nimero de bandas con
tamafos variables. El amplicon se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, corrido por 1:30 horas a 80V. El gel se tifid con bromuro de etidio y se coloco

en el transluminador de luz ultravioleta (UV) (Reyes-Rodriguez et al., 2013).

Para realizar el analisis clonal, se emple6 el coeficiente de similitud Dice y el
algoritmo UPGMA mediante el software GelJ para generarun dendrograma a partir
del perfil electroforético obtenido del ERIC-PCR. El gel obtenido por electroforesis
se capturd en unaimagen, la cual se convirtio en tono blancoy negro, se subio al
software GelJ, en el cual se elige el carril que tiene el marcador de peso molecular
y los carriles que corresponden a los aislados; se selecciona las bandas obtenidas
de cada aislado y se somete al analisis para la obtencién del dendograma, el cual
se obtiene mediante el calculo de la similitud entre carriles, basado en el nimero de
bandas coincidentes y no coincidentes, es decir, se genera una matriz con la
presenciay ausencia de bandasy se va comparando carril con carril. Se considero
como genotipo aquellos perfiles agrupados en cluster que presentaron un

coeficiente de similitud mayor a 0.64 (L6opez-Ramirez et al., 2018).

Andlisis de componentes principales (ACP)

Se realiz6 un analisis de componentes principales para analizar la
distribucion y asociacion de la resistencia antimicrobianay los genes de virulencia

de los aislados de E. coli.

Para cada antibiético se asignaron valores 1: sensible, 2: intermedio, 3:
resistente y para los genes de virulencia 1: presenciay 0: ausencia (Kappell et al.,
2015). Se utilizé el programa estadistico PAST version 4.03, primero se realizo la
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prueba de normalidad multivariada, posteriormente se realiz6 agrupamiento por
clustering clasico, utilizando el método de grupos pareados (UPGMA) y distancias
de Gower (Darkwa et al., 2020); también se realiz6 un agrupamiento de grupos
(UPGMA) con prueba de dos vias y distancias de Gower.

Se realizo el agrupamiento utilizando el método de k-medoids (Irwansyah et
al., 2020) la asignacion del namero de clusters (3) se eligio siguiendo el método de
codo, para la matriz de distancias se utilizo distancias de Gower. La significacion
estadistica se evalué mediante la prueba PERMANOVA de unavia con valores de
P <0.05.
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VIl. Resultados

Aislamiento e identificacion bioquimica

En total se aislaron 20 cepas presuntivas de E. coli, dos por cada punto de
muestreo. Con base en la morfologia de bacilo Gram negativo (ver anexo 2) y con
las pruebas bioguimicas de indol (+), rojo de metilo (+), Voges-Proskauer (-), citrato

(-) y en TSI con o sin la produccién de gas, con medio acido u alcalino (Tabla 4).

Del total de cepas, 10 fueron lactosa positiva, aisladas del agar Mc y 10
fueron sorbitol negativo, aisladas del agar McS. Las cuales se sembraron en medio
EMB para confirmar el brillo verde metélico, las colonias de los 20 aislados

presentaron esta morfologia (Figura 2).

Figura 2. Aislado de E. coli en agar EMB, se aprecia el caracteristico brillo verde
metalico.
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Tabla 4. Pruebas bioquimicas de los 20 aislados presuntivos de E. coli.

Aislado Indol Rojo de Voges- Citrato TSI
metilo Proskauer
Mc1 + + - - A/AG
Mc2 + + - - A/AG
Mc3 + + - - A/AG
Mc4 + + - - A/A
Mc5 + + - - A/AG
Mc6 + + - - A/AG
Mc7 + + - - A/A
Mc8 + + - - A/AG
Mc9 + + - - A/AG
Mc10 + + - - A/AG
McS1 + + - - A/AG
McS2 + + - - ALK/AG
McS3 + + - - A/AG
McS4 + + - - A/A
McS5 + + - - A/AG
McS6 + + - - A/AG
McS7 + + - - ALK/AG
McS8 + + - - A/AG
McS9 + + - - A/AG
McS10 + + - - A/A
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Sensibilidad antimicrobiana

Se encontrdé que las 20 cepas presentaron multirresistencia, al presentar

resistencia a mas de 3 antibiéticos (ver anexo 3).

En antibiéticos como ampicilina (AM), carbenicilina (CB), cefalotina (CF) y
cefotaxima (CFX) los aislados presentaron 100% (20/20) de resistencia. Para el
farmaco de nitrofurantoina (NF) las cepas presentaron 90% (18/20) de resistencia,
el resto (2/20) fueron intermedias. El 75% (15/20) de los aislados presentaron
resistencia para Netilmicina (NET), Unicamente el 10% (2/20) de aislados
presentaron sensibilidad a este farmaco y el 15% (3/20) fueron intermedios. Las
cepas fueron resistentes en un 40% (8/20), intermedias en el 25% (5/20) y sensibles
en el 35% (7/20) para el antibiético de amikacina (AK). ElI 70% (14/20) de aislados
presentaron resistencia frente al antibiotico cloranfenicol (CL) el 25% (5/20) de
aislados fueron sensibles y Unicamente el 5% (1/20) fue intermedio a dicho
antibiotico. En el caso del farmaco sulfametoxazol con trimetoprim (STX) el 40%
(8/20) de cepas presentaron resistencia, el 35% (7/20) de cepas fueron intermedias
y el 25% (5/20) de cepas presentaron sensibilidad a este antibidtico. Finalmente, las
cepas aisladas presentaron mayor sensibilidad a los antibidticos de gentamicina
(GE), ciprofloxacino (CPF)y norfloxacino (NOF) con 45% (9/20), 50% (10/20) y 85%
(17/20) de cepas sensibles respectivamente. El resto de los aislados (3/20) para
NOF fueron intermedios, para GE el 40% (8/20) de aislados fue resistente y
Unicamente el 5% (1/20) intermedio, en cuanto a CPF el comportamiento de
aislados restantes fue de 45% (9/20) intermedio y 5% (1/20) resistentes (Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia de resistenciay sensibilidad a los antibioticos. S: sensible, I: intermedio,
R: resistente; AK: amikacina, AM: ampicilina, CB: carbenicilina, CF: cefalotina, CFX:
cefotaxima, CPF: ciprofloxacino, CL: cloranfenicol, GE: gentamicina, NET: netilmicina, NF:
nitrofurantoina, NOF: norfloxacino y STX: sulfametoxazol/trimetoprim.

Los antibidticos usados en este estudio pertenecen a 6 familias diferentes: 3-
lactamicos, aminoglucésidos, fluorquinolonas, fenicoles, nitrofuranos vy
sulfonamidas potencializadas. Las 20 cepas aisladas resultaron resistentes a 3 0
mas familias de antibioticos, el 100% de aislados fueron resistentes a los f-
lactamicos (AM, CF y CFX), contraste a las fluorquinolonas (CPF y NOF) que
presentaron el mayor porcentaje de cepas sensibles, pues 18 aislados presentaron
sensibilidad al menos a un compuesto de esta familia y Unicamente 1 aislado
presentd resistencia a algun compuesto de la familia. En el caso de los
aminoglucésidos (AK, CB, GE y NET) los aislados de E. coli presentaron mayor
actividad de resistencia (64%) que de sensibilidad (22.5%). Para la familia de los
nitrofuranos, se utilizé un antibiotico (NF) y ninguna cepa present6 sensibilidad a

este farmaco. En las familias de los fenicoles (CL) y sulfonamidas potencializadas
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(STX) los aislados presentan unaactividad de sensibilidad similar (25%), aunque es

baja comparada con la resistencia que presentan los aislados (Figura 4).
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B-lactdmicos Aminoglucésidos Fluorquinolonas Fenicoles Nitrofuranos Sulfonamidas
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Figura 4. Porcentaje de resistenciay sensibilidad de los aislados a las familias de
antibidticos. R: resistente, I: intermedio, S: sensible.

Secuenciacion del gen 16S rRNA

La prevalencia para E. coli en este estudio fue del 65%, con la comparacion
de la secuencia obtenida de la amplificacion del gen 16S rRNA de los 20 aislados,
se encontré que 13 aislados pertenecen a E. coli, 8 corresponden a aislados de
MacConkey (Mc2, Mc3, Mc5, Mc6, Mc7, Mc8, Mc9 y Mc10) y 5 pertenecen a los
aislados de MacConkey con sorbitol (McS2, McS5, McS6, McS7 y McS9). Los 13
aislados presentan porcentaje de similitud >98% (Stackebrandt & Jonas, 2006), los

datos de la busqueda en Blast se reportan en la Tabla 5.
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Los 7 aislados restantes, no pertenecen a E. coli, sin embargo, éstas se
encuentran dentro de especies de interés en salud publica al ser bacterias que
provocan enfermedades en humanos. Tales como Hafnia alvei, Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri, Aeromonas hydrophila y Proteus vulgaris (Awan et al., 2018;
Drzewiecka, 2016; Liu et al., 2018; Ramos-Vivas, 2020)

Tabla 5. Identificacion molecularmediante Blastde la secuenciadel gen 16S rRNA de

los aislados de E. coli.

Aislado Especie % de identidad Accession RID*
Mc2 Escherichia coli 98.34 0QO073501 ZWTKD2AY01R
Me3 Escherichia coli 99.46 OP740807 ZWU39W5Z013
Mc5 Escherichia coli 99.67 OP986071 ZWU7HBPYO1R
Mc6 Escherichia coli 99.06 MN208223 ZWUHSWANO016
Mc7 Escherichia coli 99.93 OP986844 ZWUNVNZ4013
Mc8 Escherichia coli 98.77 MW026012 ZWV4HPXJ013
Mc9 Escherichia coli 99.48 OP363870 ZWV9YJ2T016
Mc10  Escherichia coli 99.41 OP740807 ZWVDGP52013
McS2  Escherichia coli 99.81 0Q344332 ZWVHS0B2013
McS5  Escherichia coli 99.57 MT427668 ZWVPK827016
McS6  Escherichia coli 98.75 KY856932 ZWWG6FSTJ013
McS7  Escherichia coli 100 0Q344332 ZWWC29NDO013
McS9  Escherichia coli 99.25 MK784807 ZWWHNVTV016
*RID: Request ID
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ERIC

Las bandas obtenidas del perfil electroforético resultado de la ERIC-PCR
presentaron diferente tamafo, con un rango de peso molecular que va de las 150pb
a2000pb. Las cepas se agruparon con un indice de similitud del 50%, y se revelaron
8 genotipos o cluster, discriminados entre los 13 aislados de E. coli (Figura 5), el
genotipo P5, P6, P7 y P8 incluyen solo a una cepa, McS9, McS7, Mc9 y McS2
respectivamente; el genotipo P1y P2 se conformaron por 2 aislados (Mc10 y Mc2,
Mc6 y Mc3 respectivamente) con un indice de similitud de 0.75; el cluster P3 se
agrupo con un indice de 0.68 e incluye 3 cepas (Mc8, Mc5 y Mc7), de las cuales las
cepsa Mc8 y Mc5 son la que tienen mayor similitud dentro de todos los aislados
(0.79); por ultimo el cluster P4 también esta conformado por 2 aislados (McS6 y
McS5) y presenta una similitud de 0.7. En este analisis no se encontraron patrones
genéticamente idénticos dentro de las cepas aisladas, con lo que se descarta la

presencia de clonas.
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Figura 5. Dendrograma resultado del analisis del patrén de bandas de ERIC-PCR que evidencia la diversidad
genética de las 13 cepas de E coli aisladas.
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Factores de virulencia

De las 13 cepas de E. coli aisladas, ninguna amplifico para el gen hlyA, sin
embargo, 11 dieron positivos para los genes stxl y stx2, las correspondientes a
Mc3, Mc5, Mc6, Mc7, Mc8, Mc9, Mc10, McS2, McS5, McS7 y McS9, de los cuales
6 también amplificaron para el gen eaeA (Figura 6). Las cepas que amplificaron los
genes de virulencia stxl, stx2 y eaeA, pertenecen al patotipo de las E. coli
enterohemorragicas (EHEC) (Tabla 6), lo que indica que en este estudio la

prevalencia para las EHEC fue del 55%.
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Figura 6. Revelado de la electroforesis en gel de agarosa (1.5%). A) Genes de
virulencia hlyA, stx1 y stx2, donde: M marcador de peso molecular, pozos 1-11
muestras de E. coli positivas a los genes stx1 y stx2, pozos 12-15 controles -y +. B)
Gen de virulencia eaeA, donde: M marcador de peso molecular, pozos 1-6 muestras
de E. coli, pozos 8-11 controles —y +.
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Tabla 6. Presencia de genes de virulencia e integrén clase 1 en los aislados de E. coli.

Aislados | stx1 stx2 eaeA hlyA Intl-1
Mc 2
Mc 3
Mc 5
Mc 6
Mc 7
Mc 8
Mc 9
Mc 10
McS 2
McS 5
McS 6
McS 7
McS 9

1
+ + + + +

+ 4+ + + + + + + +
+ 4+ + + + + + + +

+
+
+
1
1

+
+
1
1
+

Integrén

De las 13 cepas aisladas de E. coli, 6 cepas (46%) amplificaron ante la
presencia de la enzima integrasa clase 1, la banda obtenida presenta un peso
molecular de 280pb (Figura 7). Las cepas corresponden a los aislados Mc3, Mc5,
Mc6, Mc7, Mc8 y McS9 (Tabla 6). Estas cepas amplificaron también para la region
variable del integron clase 1 (Figura 8). De éstas, las cepas Mc3, Mc7 y McS9
obtuvieron un amplicén con peso molecular de 1500pb, mientras que los aislados
Mc5, Mc6 y Mc8 tuvieron una banda de 300 pb.

Resultado de la secuenciacion de la regidon variable, Unicamente se
identificaron 3 de los 6 aislados (Tabla 7), quienes presentaron la banda con peso
molecular de 1500pb, para los otros 3, no se logré identificar el plasmido al que
pertenecia la region variable.
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El aislado Mc3 presento el pldsmido psh13D178-2, con el esqueleto INCFIl 'y
que alberga los genes mphA, blatew-1, aac(3)-1ld, dfrAl, aadA5 y sull (Qiu et al.,
2022). La cepa Mc7 present6 el plasmido pLSB54-mcr-1, que presenta los genes
blactx-m-14,00XA, 0gxB, fosA3, floR,cmlAl,sull, sul2, sul3 y dfr12 (Mao etal., 2018).
Y en el aislado McS9 se encontr6 el plasmido pKL00221 2, que codifica para los
genes: aac(6)-lb, aada2, aph(3)-1a, blakrc-2, blaoxa-9, blatem-1a, catAl, dfrAl12,
mph(A), sull (Evans et al., 2020).
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Figura 7. Revelado de la electroforesis en gel de agarosa (1.5%). M marcador de
peso molecular, pozos 1-6 aislados de E. coli positivos para el gen de la integrasa.
Pozos 7 control —y pozo 8 control +.
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Figura 8. Revelado de la electroforesis en gel de agarosa (1.5%). M marcador de
peso molecular, pozos 1-6 amplicon de la regién variable del integrén clase 1.

Tabla 7. Identificacion molecular de plasmidos mediante Blast de la region variable del

integron clase 1 en los aislados de E. coli.

Aislado Plasmido % de identidad Accession RID*
Mc3 psh13D178-2 98.05 ON461900 ZZ1DZYU2013
Mc7 pLSB54-mcr-1 97.84 MG773376 ZZ2MFJ3U013
McS9 pKLP00221_2 97.70 OP378664 Z748Y99M013

*RID: Request ID
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Andlisis de componentes principales

En la Figura 9 se muestra el dendrograma resultado del agrupamiento
jerarquico por clustering clasico de los aislados de E. coli, considerando la
sensibilidad o resistencia antimicrobianay la presencia o ausencia de genes de
virulencia. En la Figura 10 se muestra el mismo agrupamiento de los aislados,
agregando el agrupamiento de las variables descriptivas (antibiéticos y genes de
virulencia), se visualiza la frecuencia de ocurrencia. Para los antibioticos el color
rojo indicalaresistencia que presentaron los aislados al antibiético, el tono amarillo
los que fueron intermedios, y el azul claro indica la sensibilidad; en cuanto a los
genes de virulencia el color azul claro indica presencia del gen en el aislado,
mientras que el azul rey hace referencia a laausencia del gen. Los antibidticos AM,
CB, CF, CFXy NF tienen la misma similitud pues presentaron resistencia en todos
los aislados de E. coli, los genes stx1 y stx2 también presentan la misma similitud,
al tener la misma frecuencia, en esta imagen se logra observar el comportamiento
de los aislados frente a las variables y el agrupamiento derivado de la similitud de
este comportamiento, por ejemplo, los aislados McS6 y Mc2 que estan agrupados
juntos, son los unicos dos aislados que no fueron positivos ante la presencia de

ningun gen de virulencia.

En el APC se formaron 12 componentes principales (CP) y 3 grupos, en la
Tabla 8 se muestra el eigenvaluey el porcentaje de la varianza que presenta cada
componente. EI CP1 presenta eigenvalue de 1.78 (41.63% de la varianza) y el CP2
tiene un eigenvalue de 0.93 (21.73% de la varianza), juntos representan el 63.36%
de lavarianzaacumulada;con el CP3se alcanzael 77.89% de la varianza. El scatter
plot (Figura 11) muestra el ordenamiento de los aislados de E. coli y las variables
(antibidticosy genesde virulencia),las elipses representan un intervalo de confianza
del 95%. Los vectores mas largos como NET, STX, GE, AK y CL explican mas
variabilidad, y los aislados mas cercanos a cada variable indican mas relacién con
ella. Los grupos o cluster asignados fueron 3 (Figura 11), de ellos los grupos 2y 3

presentan diferencia estadistica significativa con valor de p <0.05. El grupo 1 esta
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conformado por un solo aislado (McS6) ubicado en el tercer cuadrante y fuera de
las elipses, este aislado es el mas distante del resto de aislados debido a que
presenta mayor sensibilidad antimicrobiana, pues es sensible a 6 antibidticos y no
posee ninguno de los 4 genes de virulencia evaluados en este estudio. En el
segundocuadrante se ubica el grupo 2, formado por los aislados Mc5, McS2 y McS7
gue presentaron sensibilidad a 4 antibiéticos y la presencia de 2 y 3 genes de
virulencia. El grupo 3, formado por el resto de aislados, se concentran en el primer
cuadrantey algunos aislados se ubican en el cuarto cuadrante, se caracterizan por
presentar sensibilidad GUnicamente a 2 antibidticos (a excepcion del aislado Mc8,
gue presenta sensibilidad solo a 1 antibiético) y por presentar 2 o 3 genes de

virulencia, ademas de ser el grupo con mayor resistencia a antibioticos.
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Figura 9. Agrupamiento jerarquico por clustering clasico de los aislados de E. coli
basado en la resistencia o sensibilidad frente a los antibi6ticos y la presencia o

ausencia de los factores de virulencia.
Numero enlos nodos: porcentaje de réplicas donde cada nodo resulta compatible en un bootstrapping de
1000 réplicas.
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Tabla 8. Componentes del ACP con su eigenvalue y el % de la varianza.

CP

- O 0 ~N O O A O NN =

b | wh
N - O

Eigenvalue

1.78262
0.930493
0.622172
0.337151
0.282386
0.174398
0.079935
0.0511704
0.0217257
2.25249E-32
7.84468E-33
4.78471E-34

Ana Paola Cordero Lopez

% varianza
41.63

21.73
14.33
7.8736
6.5947
40728
1.8667
1.195
0.5737
5.2603E-31
1.832E-31
1.1174E-32
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Figura 10. Agrupamiento bidireccional por emparejamiento de grupos. Se muestra el agrupamiento de los

aislados de E. coli y el agrupamiento de las variables descriptivas (antibioticos y genes de virulencia).
R: resistente, |: intermedio, S: sensible, P: presencia, A: ausencia.

4.5

Componente 2 (21.73%)

Componente 1 (41.63%)

Figura 11. ACP, scatter plot del ordenamiento de los aislados de E. coli respecto a las variables descriptivas

(antibidticos y genes de virulencia).
Las elipses representan un intervalo de confianza del 95%.
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VIIl. Discusion

La carne de res por si misma es un alimento altamente perecedero, derivado
del elevado contenidode aguay nutrientes que favorecen el crecimiento de diversos
microorganismos. Sumando el proceso de molido que permite la penetracién al
tejido muscular de patégenos de la superficie de la carne, incrementando asi el
riesgo de contaminacion de la carne molida y de brotes de ETAs (Galvan et al.,
2011).

Como se menciong, de los 20 aislados 13 resultaron E. coliy 7 pertenecen a
especies como: Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Aeromonas
hydrophyla'y Proteus vulgaris. La identificacion de la especie se realizé mediante la
comparacién de lasecuenciadelgen 16S rRNA con la base de datos en GeneBank.
Estas especies también son de interés en salud publica por causar enfermedades
en humanos, aunado a la multirresistencia que presentaron. La confusion en el
aislamiento de las cepas se pudo dar por diferentes circunstancias ya que
comparten ciertas caracteristicas con E. coli, a pesar de que no todas pertenecen a
la misma familia, todas son bacilos Gram negativos, por lo que, con la tincion no se
pudieron descartar estas cepas. Las especies de H. alvei, C. freundii y C. koseri
pertenecen a la familia Enterobateriacea, al igual que E. coli. La especie H. alvei
suele crecer en medios de cultivo para aislamiento de enterobacterias, en algunos
casos, la bacteria supera ampliamente el namero de unidades formadoras de
colonias respecto a otros patdogenos buscados habitualmente en estos medios,
como Enterobacter spp., Klebsiellaspp. o E. coli(Ramos-Vivas, 2020). Las colonias
de C. freundii y C. koseri presentan morfologia similar a las de E. coli (Frederiksen,
2015). Sibien es cierto que el resultado de las pruebas bioquimicas son diferentes,
Frederiksen (2015) publicé una tabla con las diferentes pruebas bioquimicas
aplicadas a enterobacterias, reportando el porcentaje de reacciones positivas, no
en todos los casos se reportd el 100% o 0%, por ejemplo, para C. freundii y C. koseri
se reporto: produccién deindol 33y 99%, rojo de metilo 100% para ambas especies,

Voges-Proskauer 0% para ambas especies, citrato 78 y 99%, capacidad para
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fermentar lactosa 78 y 50%, y sorbitol 100 y 99%, estos datos arrojan informacion
de que no todas las cepas de la misma especie se comportan igualy llegan a dar
resultados diferentes a los esperados en las pruebas bioquimicas, como ocurrié en
este estudio que se aislaron especies diferentes a las de interés, a pesar de realizar
las pruebas bioquimicas reportadas en la literatura, en la Tabla 9 se muestra el
resultado de las pruebas bioquimicas en las diferentes especies aisladas en el

presente estudio.

Las otras dos especies aisladas A. hydrophila y P. vulgaris no pertenecen a
las enterobacterias, P. vulgaris pertenecia a las enterobacterias hasta 2016, afio en
el que Adeolu et al propusieron una nueva familia Morganellaceae, basada en
andlisis genomicos, sin embargo, P. vulgaris se ajusta a la definicion de las
enterobacterias y comparte caracteristicas con E. coli (Penner, 2015). En cuanto a
la especie A. hydrophila pertenece a la familia Aeromonadaceae y uno de sus
hébitats son los animales de sangra caliente, se encuentra relacionada con
enfermedades extraintestinales y diarreicas en humanos (Martin-Carnahan &
Joseph, 2015). Crece perfectamente en agar sangre y MacConkey, también son
capaces de fermentar carbohidratos (Aguilar-Garcia, 2015). A pesar de que en la
literatura se reportan las pruebas bioquimicas como positivas o negativas, no todas
las cepas reaccionan igual, Martin-Carnahan & Joseph (2015) reportan las pruebas
bioquimicas para el género de Aeromonas como positivas aquellas que presentan
>90%, negativas aquellas con <10% (Tabla 8), en todas las pruebas bioquimicas
existe la posibilidadde que un aislado no se comporte como la mayoria de laespecie
que se busca, lo que causa el aislamiento de cepas diferentes. El uso de métodos
convencionales para la identificacion de bacterias sirven como guiay son muy utiles
en el diagnastico clinico, sin embargo, es de suma importancia el uso de pruebas
moleculares para tipificar e identificar correctamente a las cepas de interés, y asi

disminuir el error que se da solo utilizando los métodos convencionales.
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Tabla 9. Pruebas bioquimicas de las especies aisladas en el presente estudio.

Escherichia Hafnia alvei Citrobacter Citrobacter Proteus Aeromonas

coli freundii koseri vulgaris hydrophyla
Produccién indol + - d + + +
Rojo de metilo + d + + + +
Voges-Proskauer - d - - - +
Citrato - - d + d d
Acido Sulfhidrico - - d - + .

Simbolos: +>90%; - <10%; d 11 - 89% positivo con incubacién a 35°C.
Adaptado de Frederiksen (2015); Martin-Carnahan & Joseph (2015).

E. coli es un microorganismo de relevancia en salud publica, por tener
diversos patotipos causales de diversas enfermedades diarreicas principalmente
(Blount, 2015). La via de exposicion mas comun a este patdgeno es el consumo de
alimentos contaminados con este agente etiolégico, tal como lo es la carne molida
cruda o insuficientemente cocida (Chien et al., 2016; FAO, 2011).

De las 10 muestras analizadas en el presente estudio, 8 resultaron
contaminadas con E. coli, y la prevalencia de E. coli patdgena fue del 55% que
pertenecen al patotipo de las E. coli enterohemorragicas, también conocidas como
E. coli productoras de la toxina shiga (Di Pillo & Sotomayor, 2018; Farfan-Garcia et
al., 2016; Nobili et al., 2017). Este patotipo, se caracteriza por causar infecciones
clinicas cuyos sintomas van de diarreas leves y sanguinolentas, a manifestaciones
graves como colitis hemorragica, purpura trombocitopénica trombética (PTT) y el
sindrome urémico hemolitico (SUH), éste puede llegar a ser mortal, provoca
insuficiencia renal y es considerado la causa principal de insuficiencia renal en
infantes (FAO/WHO, 2011; Gomes et al., 2016; Piguave et al., 2019).
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El reservorio principal de EHEC son los rumiantes, en especial el ganado
bovino, considerados como super-propagadores, pues son responsables de la
liberacién de mas del 95% de estos microorganismos al ambiente, lo que propicia
la contaminacion de la carne y brotes de enfermedades diarreicas (Blount, 2015;
FAO/WHO, 2011; Nobili et al., 2017), de ahi la importancia de analizar la carne
molida comercializada en el municipio de Huasca de Ocampo, Hidalgo ya que no
existen reportes previos al presente estudio. Segun datos de la Encuesta Nacional
de Salud (ENSANUT) en 2021 se reportd una prevalencia para la enfermedad
diarreica aguda (EDA) en nifios menores de 5 afios en México del 11.8% y para el
estado de Hidalgo del 7%. Y por sexo, se estimd unaprevalenciade EDA a nivel
nacional del 12.4% para hombres y 11.2% para mujeres, para el estado de Hidalgo
fue de 14.3% en hombres y 12.9% en mujeres (Menchaca-Armenta & Gutiérrez-
Jaimes, 2022). Ahora bien, segun datos reportados en el informe semanal de
vigilancia epidemiologica para de EDA’s en menores de 5 afos, en la semana 34
del 2023, se reporté unaincidenciade 0.7 para el estado de Hidalgo (DGE, 2023),
sin embargo, no se especifican los municipios que presentan mayor incidencia,
ademas de que, tampoco se puede determinar la etiologia de la EDA, pues el 94%
se reportan como ocasionadas por otros organismos y como mal definidas (Olaiz-
Fernandez et al., 2020).

El grupo de E. coli enterohemorragicas son productoras de toxinas shiga
(stx1 y stx2), que ataca los vasos sanguineos pequefios y mata a las células
intestinales (Blount, 2015). Incluye mas de 100 serotipos, el mas importante es el
0157:H7, y los otros serotipos son denominadosno-O157 queincluyen a 023, 026,
045, 091, 0103, 0104, 0111, 0113,0117,0118,0121, 0128 y 0145 (FAO/WHO,
2011; Ripodas-Navarro et al.,, 2017). En el presente estudio no se realiz6 el
serotipado de los aislados, pero por definicion las STEC deben producir al menos
unade las dos toxinas shiga, por eso los aislados obtenidos de E. coli se pueden

clasificar dentro de este grupo, al dar positivo a ambas toxinas.
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La prevalencia de E. coli en carne molida es variable alrededor del mundo,
Cardona-L6pez et al (2020) realizaron un estudio de los patotipos de E. coli
presentes en carne molida en Guadalajara, de las 100 muestras colectadas, solo 15
presentaron contaminacion por algun serotipo de E. coli diarreogénicas, sin
embargo, no encontraron EHEC, contraste al presente estudio que, de las 10
muestras analizadas, 8 resultaron contaminadas con EHEC. En otro estudio,
realizado por Nobili et al (2017) de 250 muestras de carne cruda de res proveniente
de Apulia en ltalia, Gnicamente 5 presentaron contaminacién por EHEC, de éstas, 2
fueron positivas para stx1 y 3 para stx2, ninguna fue positiva para el gen eaeA, y
tampoco hubo cepas que presentaran ambas toxinas shiga. Ripodas-Navarro et al
(2017) reportaron prevalencia del 25.45% de STEC en preparados carnicos,
porcentaje mucho menor al encontrado en este estudio (55%). Otro caso
contrastante a los datos del presente estudio son los datos reportados por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2014), donde se analizaron
2522 muestras de carne y derivados carnicos vacunos por 13 estados miembros y
Suiza, resultado, sélo el 3% fueron positivas para EHEC. Los resultados en todos
los estudios, reporta una prevalenciainferiora la encontrada en el presente, estos
resultados evidencian problemética en la gestion del proceso a lo largo de la
produccion y distribucién de la carne analizada. En un reporte de la FAO y la OMS
(2011) mencionan que no cuentan con la informacién necesaria para saber hasta
qué punto EHEC puede considerarse omnipresente en el ganado, y cuales son las
razones de la naturaleza esporadica de EHEC y la variacion en prevalencia en
bovinosen diferentesregionesdel mundo. Sin embargo, es importante recordar que
la contaminacion de la carne se puede dar en cualquier etapa de la cadena de
produccion de ésta; desde el matadero hasta el consumode la carne, se encuentran
diferentes medios de contacto que propician la contaminacion de E. coli y demas
agentes etioldgicos. La variaciéon en la prevalencia de E. coli patbgena en muestras
de carne molida puede ser atribuida a las diferencias en normas sanitarias de la
carne y en el manejo higiénico de la carne desde el matadero hasta los
establecimientos minoristas, bajos estandares y malas practicas higiénicas

fomentan la contaminacién cruzada de la carne por E. coli (Abayneh et al., 2019).
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Ademas, en México no existe un modelo de diagnéstico para enfermedades
diarreicas provocadas por EHEC o cualquier otro patotipo de E. coli, mucho menos
un seguimiento, el manual de procedimientos estandarizados para la vigilancia
epidemiolégica de la enfermedad diarreica aguda se centra en los agentes
etiolégicos Vibrio cholerae, Shigella spp, Salmonella spp y rotavirus (DGE, 2022)
por lo que existe una alta probabilidad de que haya un mal diagndstico y no se

busque a otros agentes causales de diarreas como EHEC.

El gen stx2 es el mas relevante clinicamente, pues esta asociado a mayor
probabilidad de desarrollar el SUH en infecciones porcepas que solo presentan este
gen a las que presentan el gen stx1 o ambos (Nobili et al., 2017). También, se ha
reportado que la combinacion de los genes stx2/eaeA se relaciona a la
manifestacion de signologia mas grave en pacientes que cursan las infecciones
gastrointestinales (Boerlin et al., 1999; Di Pillo & Sotomayor, 2018; Sanchez et al.,
2006; Sharafa & Shabanaa, 2016), lo que cobra relevancia ya que 6 de los aislados
de E. coli presentan esta combinacion de genes y que suponen unriesgo para la

salud.

La identificacion de las cepas aisladas a partir del andlisis de la secuencia
del 16S rRNA permitié separar los aislados que pertenecen a E. coli de los que no
pertenecen a esta especie, obteniendo de los 20 aislados 13 de la especie E. coli.
La secuenciadel gen 16S rRNA es uno de los estandares de oro en la taxonomia
bacterianay como método de identificacion, pues logra desentrafiar relaciones mas
distantes entre cepas (Stackebrandt & Jonas, 2006) y cuenta con otras
caracteristicas, tales como su tamafio (1500pb) que es lo suficientemente grande
para brindar informacion, ademas la funcién de este gen no ha cambiado, lo que
sugiere que los cambios de secuencia aleatorios son una medida mas precisa del
tiempo (Suardana, 2014). El uso de la secuenciacién del gen 16S rRNA ha ido
tomando relevancia como método de identificacién rapiday precisa de agentes
infecciosos, lo que ayuda en la practica clinica y vigilancia de la salud publica,

existen bases de datos que incluyen secuencias casi completas del 16S rRNA de
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numerosas cepas y sus ubicaciones taxonémicas, que permiten la comparacion de
secuencias desconocidas (Srinivasan et al.,, 2015). Algunos estudios se han
enfocado en el uso del gen 16S rRNA para la identificacion de patdgenos
bacterianos como E. coli, por ejemplo, Garbaj et al (2016) analizaron 108 muestras
de leche cruda logrando identificar 11 cepas pertenecientes a E. coli O157:H7 por
secuenciacion parcial de 16S rRNA. En otro estudio, realizado por Tan & Soon
(2016), se analizaron muestras de agua de 17 maquinas expendedoras de agua,
confirmando la presenciade E. coliy E. coli O157:H7 por la secuenciacion del 16S
rRNA; en dicho estudio se obtuvieron bandas de peso molecular de 1500pb para
cada cepa, que corresponde al peso reportado para este gen, en el presente
estudio, los aislados también presentaron bandas de 1500pb, lo que indica que el
fragmento de DNA se amplifico correctamente. Srinivasan etal (2015) hicieron uso
del gen 16S rRNA para la identificacién de 617 aislamientos, que incluyen a una
elevada gama de patdgenos bacterianos clinicamente relevantes y que abarcan 30
identidades clinicas a nivel de especie, con multiples cocos Gram positivos y Gram
negativos, bacilos Gram negativosy el bacilo Gram positivo M. tuberculosis, lo que
indica la funcionalidad de la secuenciadel gen 16S como método de identificacion

para cualquier tipo de bacteria.

La técnica ERIC-PCR permitié determinar la diversidad genética entre estas
cepas analizadasy los patrones de bandeo obtenidos, que revelaron alta variedad
genética entre los aislados de E. coli, pues no se encontraron clonasy se revelaron
8 cluster. Datos similares a los obtenidos por Lépez-Ramirez et al (2018) donde
encontraron 12 patrones clonales en 20 aislados de E. coli de pacientes con
infeccidn urinaria, en ese estudié si hubo presenciade clonas. Ranjbar et al (2017)
analizaron el perfil de ERIC-PCR de 120 cepas de E. coli provenientes de heces de
animales, el estudiorevel6 10 genotipos ERIC-PCRde E. coli sin el avistamiento de
clonas. En otro estudio, realizado por Sekhar et al (2017), encontraron 11 genotipos
discriminadosde 12 aisladosde E. coli provenientes de muestras de heces de aves,
y tampoco avistaron clonas en las cepas. Resulta evidente la variabilidad genética

que existe dentro de las E. coli, esta variabilidad se asocia a diferentes procesos,
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tales como, la dispersion de la cepa, la recombinacion genética y la transferencia

horizontal de los genes (Chattopadhyay & Sokurenko, 2013).

La obtencion de las secuencias ERIC es util para investigaciones
epidemiologicas, permite tipificar bacterias entéricas, para la deteccidén de brotes
(Bakhshiet al., 2018) y es eficaz en la genotipificacion de diferentes cepas de E.
coli, al ser una herramienta de huellas dactilares gendémicas sensible y altamente
discriminatoriaentre las cepas de estudio, aunado a su buenareproducibilidad, bajo
costo y rapidez (Sekhar et al., 2017). Soltani et al (2012), lograron identificar 65
cepas diferentes de 95 muestras, con bandas de 232 pb a 2690 pb; en el presente
estudio se aislaron 13 cepas diferentes con bandas que presentan un tamafio de
entre 150pb y 2000pb. Los genotipos que arroja la técnica ERIC-PCR presentan
poder discriminatorio mayor en la caracterizacion de la diversidad genética dentro
de las cepas al que se obtiene del analisis del gen 16S rRNA (Sekhar et al., 2017).

Los 20 aislados que se obtuvieron en este estudio presentaron
multirresistencia, tema que es de relevanciaen salud publica porlas complicaciones
en el tratamiento clinico que se presenta en humanos con enfermedades causadas
por estos microorganismos. Las consecuencias de infecciones por bacterias
multirresistentes van de enfermedades mas largas, alza en la mortalidad, estancias
prolongadas en los hospitales, incremento en costos en el tratamiento hasta una
baja en el derrame econdmico derivado de la disminucién en la productividad de
animales y humanos enfermos (OMS, 2016). En este estudio se determiné la
sensibilidad a 12 antibidticos dentro de 6 familias, ningun antibiético presentd 100%
de sensibilidad en los aislados, la familia en la que se observé mayor sensibilidad
fue en las quinolonas (67.5%), en especial el farmaco NOF; contraste a los B-
lactdmicos que presentaron 100% de cepas resistentes y los nitrofuranos en los que
se observo resistencia en el 90% de los aislados y 10% intermedios; el resto de
familias, que incluye a los aminoglucodsidos, fenicoles y sulfonamidas
potencializadas presentan actividad de sensibilidad similar, 22.5, 25 y 25%

respectivamente, aunque sigue siendo un porcentaje muy bajo, comparado con la
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resistencia observada. El estudio de bacterias multirresistentes ha tomado fuerza
en diferentes regiones del mundo (Tabla 10) por ejemplo, Abayneh et al (2019)
realizaron un estudio en la ciudad de Jimma, Etiopia, aislaron 35 cepas de E. coli
de carne molida proveniente de establecimientos minoristas, obteniendo 26 cepas
(71.3%) que presentaron multirresistencia, con resistencia a las clases de
antibidticos como los B-lactamicos, tetraciclina, sulfonamidas potencializadas y
eritromicina. Los medicamentos con menor resistencia fueron gentamicina,
neomicinay ciprofloxacino; en el farmaco de amikacina se observé sensibilidad en
todas las cepas. En otro estudio realizado en la ciudad de Huancavelica, Peru, se
aislaron 320 cepas de E. coli, las cuales presentaron resistencia a gentamicina,
novomicina, tetraciclina, ampicilina y penicilina, y tuvieron sensibilidad a los
antibidticos de enrofloxacina, amikacinay ceftriaxona (Carhuapoma et al., 2020).
Ruiz-Roldan etal (2018) evaluaron la sensibilidad antimicrobiana de 25 aislados de
carne de origen vacuno, de los cuales 52% presento resistencia a tetraciclina, 48%
a ciprofloxacino y 44% a ampicilina, de las 25 Unicamente el 27% presentd
multirresistencia, contraste a este estudio que el 100% de los aislados fueron
multirresistentes. En otro estudio, realizado por Carvajal et al (2019) en la ciudadde
Lebrija, Colombia, aislaron 46 cepas de E. coli, las cepas fueron resistentes a mas
de tres antibioticos, en el 91% se observo resistencia a antibioticos betalactamicos,
70% de los aislados presentaron resistencia sulfonamidas, el 54% a las
fluorquinolonasy 43% a los aminoglucdésidos. En México y Estados Unidos también
han reportado aislamientos de E. coli con multirresistencia, en unaevaluacién de
muestras de leche con mastitis realizado por Jiménezet al (2017) en Michoacan, se
aislaron 34 cepas de E. coli multirresistentes, donde los compuestos a los cuales
mostraron mayores indices de resistenciafueron a tetraciclina (88.2%), ampicilina
(76.5%) y cefalotina (73.5%); ademas, se observé resistencia intermedia
principalmente para cefotaxima (64.7%), nitrofurantoina (52.9%) y ceftriaxona
(47%). En otro estudio realizado en la ciudad de Chihuahuase aislaron 29 cepas de
E. coli, aisladas de muestras clinicas de la cuales 23 presentaron multirresistencia
y 6 no fueron clasificadas en este grupo (Camacho-Silvas et al., 2021). Liu et al

(2016) analizaron 68 aislados de E. coli multirresistentes, provenientes de perrosy
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gatos en Estados Unidos, de los cuales 97,1% de los aislamientos fueron resistentes
a farmacos B-lactdmicos, fluorquinolonas y tetraciclinas. En otro estudio se
obtuvieron muestras de moluscos bivalvos recolectados de la Bahia de
Chesapeake, Maryland en Estados Unidos, se obtuvieron aislados de E. coli, en los
cuales la resistencia se observd con mayor frecuencia en cefalotina (90.2%),
nitrofurantoina (43,9%) y ampicilina (22%) (Miotto et al., 2019). En la mayoria de
estudios se revelala elevada tasa de resistencia que presenta E. coli a compuestos
B-lactamicos, aminoglucdésidos y tetraciclinas, pues son las familias que mayor
porcentaje de resistencia se reporta. La resistencia a los antibidticos indica que
éstos tuvieron alguna modificacion en su mecanismo de accion, a través de la
impermeabilidad de la pared celular, lainactivacion enzimatica, modificacion del sitio
diana, o la expulsion del farmaco por mecanismos que tiene la bacteria
(Carhuapoma et al., 2020; Chéavez-Jacobo, 2020; Kojima & Nikaido, 2013; Pérez-
Cano & Robles-Contreras, 2013; Reygaert, 2018).

Tabla 10. Comparacion de las familias de antibioticos evaluados en diferentes estudios.

Este Abayneh et Carhuapoma Ruiz-Roldan Carvajal et Jiménez et Liuetal, Miotto et al.,
estudio al., 2019 et al., 2020 et al., 2018 al., 2019 al., 2017 2016 2019
B-lactamicos 100 50 44 30 91 352 75.3 276
Fluorquinolonas 24 11.4 48 8 54 5.9 86.7 1.6
Nitrofuranos 90 4 35.3 439
Aminoglucé- 64 3.8 66 43 15.8 30.8 1.2
sidos
Fenicoles 70 4 11.8 441 0
Sulfonamidas 40 54.3 12 70 2.9 50 0
potencializadas
Tetraciclinas 54.3 52 52 88.2 88.2 0
Macrdélidos 100 8

% de resistencia.

--- antibiéticos no evaluados.
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Una mayor exposicion a los antibidticos incrementa la posibilidad de que
pierda eficaciay el microrganismo se haga resistente a dicho farmaco, por eso el
uso indiscriminado de antibi6ticos es la causa principal del surgimiento de bacterias
resistente (Aslam et al., 2023). El uso no solo se restringe en humanos (profilaxis y
tratamiento), pues el 73% de antibioticos producidos a nivel mundial se utilizan en
la produccion animal (Boeckel et al., 2019), éstos se implementan como promotores
de crecimiento, o de manera preventiva para evitar que los animales enfermen
(Carvajal etal., 2019; Jiménez et al., 2017). De éstos, hasta el 90% se excretan en
la orina y heces del ganado, que después son dispersados en los fertilizantes
usados en la agricultura, y a través de aguas subterraneasy escorrentia superficial
(Ventola, 2015). Las mismas actividades antropogénicas (clinica, agricultura,
ganaderia) proveen nichosricos en antibiéticos para las bacterias que promueven

el surgimiento de bacterias multirresistentes (Martinez-Martinez & Calvo, 2010).

Las bacterias multirresistentes se pueden transferir al ser humano con el
consumo de carne contaminada, provocando intercambio de bacterias entre
individuos y también intercambio de genes de resistencia entre bacterias. La OMS
advierte sobre el problema que hay entorno a la elevada tasa de resistencia a los
antibiodticos utilizados con mas frecuencia en tratamientos clinicos, por ejemplo, el
ciprofloxacino es utilizado en el tratamiento contra infecciones urinarias y el 92.9%
de E. coli reportadas resultaron resistentes a este farmaco, otro ejemplo son las
septicemias provocadas por E. coli, donde la tasa media observada para E. coli
resistente a cefalosporinas de tercera generacion fue del 36.0%, esto provoca
ineficaciaen lostratamientos con antibidticos y es necesario el desarrollo de nuevos
compuestos antimicrobianos, la OMS determin6 que habia 32 antibioticos en fase
de desarrollo clinico capaces de combatir los patdégenos de la lista de patégenos

prioritarios, de éstos solo 6 se clasificaron como innovadores (OMS, 2021).

Laresistenciaa losantibioticos se debe a la presenciade genesque permiten
el desarrollo de mecanismos que impiden efectuar el mecanismode accion de estos

compuestos, frecuentemente estos genes se encuentran en pldsmidos conjugativos
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e integrones (Jiménez et al., 2017). Los integrones clase 1 son los que estan
asociados a la resistencia de antibioticos, ademas de ser los mas estudiados, en el
presente estudio, 6 de los 13 aislados fueron positivos ante la presencia de la
integrasa clase 1, sin embargo, Unicamente en 3 aislados se logré obtener la
secuencia de la region variable, que al analizarla sugiere la presencia de 3
plasmidos diferentes en cada aislado, el psh13D-178-2 que presenta los genes
mph(A), blatem-1, aac(3)-lld, dfrA17, aadA5 y sull (Qiu et al., 2022), el plasmido
pLSB54-mcr-1, que presenta los genes blactx-m-14, 0gxA, 0gxB, fosA3, floR, cmlAL,
sull, sul2, sul3y dfrA12 (Mao et al., 2018), y el plasmido pKLP00221_2,que codifica
para los genes aac(6')-lb, aadA2, aph(3')-1a, blaxrc-2, blaoxa-9, blatem-1a, catAl,
dfrA12, mph(A), sull (Evansetal., 2020). Los genesbla codifican parala produccion
de enzimas B-lactamasas, las KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), son
carbapenemasas de clase A y las OXA son carbapenemasas de clase D, capaces
de hidrolizar carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas y aztreonam, se han
identificado en enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores
(Kafshnouchi et al., 2021; Vera-Leiva et al., 2017), y las BLEE (B-lactamasas de
espectro extendido) son las de mayor relevancia al ser capaces de inactivar a las
cefalosporinas de espectro extendido y han contribuido significativamente al
aumentode laresistenciahacialos antibacterianos -lactdmicos, éstas se clasifican
en tres grupos principales las TEM (temoniera), SHV (variable de sulfhidrilo) y CTX-
M (cefotaximasas) (Galvis & Moreno, 2019). Los genesaac(3)-lld, aac(6')-Ib, aadA5,
aadA2 y aph(3')-1a confieren resistencia frente a los aminoglucésidos; los genes
dfrAl7 y dfrAl2 son los responsables de la resistencia frente a trimetoprim; la
resistencia a sulfonamidas esta mediada por los genes sul (sull, sul2 y sul3) que
codifican para varias enzimas; los genes ogxA y ogxB causan resistencia a las
fluoroquinolonas; el gen fosA3 a la fosfomicina; la resistencia a fenicoles esta
regulada por los genes floR, cmlAy catAl; y el gen mph(A) brinda resistencia frente
a macrolidos (Evans et al., 2020; Faccone et al., 2018; Mao et al., 2018; Qiu et al.,
2022). La presencia de estos genes explica la elevada tasa de resistencia que
tuvieron los aislados frente a las familias de antibioticos evaluadas, recordando

también que ningn antibiotico presenté 100% de sensibilidad.
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Existen diversos trabajos que buscan la presencia de integrones clase 1, en
aislados de E. coli multirresistentes, Sunde etal (2015) encontraron la presencia de
integrones clase 1 en 29 de 241 aislados de E. coli de carne, donde la combinacion
de casetes mas abundantefue el drfAl-aadAl, pero también se encontraron aadAl,
dfrAl2-orfF-aadA2, oxa-30-aadAl. Chen et al (2017) analizaron carne de canales
bovinos, logrando aislar 45 cepas de E. coli con multirresistencia, de los cuales 28
dieron positivos ante la presencia de la integrasa clase |, encontraron en el 92.6%
de los aislados resistencia a estreptomicina (aadAl, aadA2, aadA5, and aadB) y
77.8% resistentes a trimetoprim (dfrAl, dfrAl17, and dfrAl12), la combinacion de
casetes con mayor frecuenciafue dfrl2-orfF-aadA2/dfrl2, presente en 7 aisladosy
en uno solo se encontro dfrl2-orfF-aadA2/aadAl-blaoxa-10/dfrl2 con resistencia a
aminoglucoésidos, trimetoprim y ampicilina. Rebbah et al (2017) analizaron 102
aislados de E. coli de carne molida, 69 presentaron integron clase 1, que
presentaban genes blactx-vmy blatem, gnrB y gnrS1 y también se encontraron genes
tet (A y B), sul y dfrA. En otro estudio realizado por Jiménez et al (2017) de 34
aislados de E. coli de carne molida con multirresistencia, Unicamente 2 presentaron
el gen de la integrasa clase 1, de éstos uno presenté el gen tetB y el otro el arreglo
de genes blactx-v-tetA-strA-strB. Con estos resultados y los obtenidos en el
presente estudio se aprecia la abundancia de integrones clase 1y de la diversidad
de genes y combinaciones de genes que se encuentran en ellos, derivado de la
captura y expresion de genes exdgenos que confieren resistencia no solo a
antibidticos, también a desinfectantesy metales pesados, ademas de ubicarse en
elementos genéticos méviles que permiten transferirse facilmente entre bacterias
por trasferencia horizontal a una gama muy amplia de bacterias comensales y
patdgenas, asociadas con humanosy animales domésticos (Gillings et al., 2015).
En los integrones calse 1 se ubican mas de 70 casetes de genes diferentes que
confieren resistencia a la mayoria de los B-lactdmicos, aminoglucésidos,
trimetoprima, rifampicina, cloranfenicol, quinolonas, erittomicinay compuestos de
amonio cuaternario (Kaushik et al., 2018). En la familia de las Enterobacteriaceae
es mas comun encontrar integrones clase 1 que las otras clases, Goldstein et al
(2001) encontraron integrones clase 1 en 271 (48.8%) de 555 aislados de
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enterobacterias, y Unicamente en 23 (4.1%) aislados encontraron integrones clase
2. Otros autores han reportado prevalenciapor arriba del 50% para integronesclase
1 en aislados de enterobacterias, por ejemplo, Malek et al (2015) reportaron
prevalencia del 53,9% y Najar et al (2010) encontraron esta clase de integrones en
79.1% de los aislados analizados. En cuanto a la prevalencia de integrones clase 1
en E. coli, Karimi et al (2020) realizaron un metaanalisis para investigar dicha
prevalenciaen aisladosde fuentesanimalesen Iran, reportando unaprevalenciade
integron clase 1 en E. coli del 33%; en cambio Racewicz et al (2022) encontraron
integrones clase 1 en el 60% de aislados de E. coli; Halaji et al (2020) reportaron
prevalenciade 47% de integronesclase 1 en E. coli uropatdégena, porcentaje similar
al encontrado en el presente estudio, pues la prevalencia de integrones clase 1 fue
del 46%, por eso es oportuno determinar la presencia de integrones clase 1 en
aislados de E. coli multirresistente, ya que es frecuente encontrarlos y asociarlos
con la resistencia a antibioticos, ademas de que el estudiar a los integrones clase 1
no solo ayudan a determinar los genes de resistencia, también fungen como un
indicador de contaminacion antropogénica, pues éstos prevalecen en ecosistemas
dominados por humanos con exposicion prolongada a agentes selectivos
(antibidticos, detergentes y metales pesados) (An et al., 2018). Los antibiéticos
usados en animalesy humanos se excretan sin cambios entre el 30 y 90%, y que
solo se eliminan parcialmente con el tratamiento de aguas residuales. Los
antibiéticos ingresan al suelo a través del mismo estiércol del animal el cual se usa
como fertilizante o con el uso de aguas residuales en la agricultura; otro ejemplo es
el uso de antibidticos en la acuacultura, donde el 80% de los antibidticos utilizados
fluyen al medio ambiente. Es decir, derivado de las actividades humanas, existe una
zonarica en antibioticos en los ecosistemas donde las bacterias habitan yadquieren
la resistencia a los farmacos (Gillings et al., 2015).

El analisis de componentes principales o APC, es una herramienta de la
estadistica multivariada que permite reducir la dimensionalidad de los datos en un
conjunto menor de componentes que expliquen el total de la varianza observada

(Mavrou, 2015). En nuestro estudio, la aplicacion del ACP permiti6 ordenar y
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agrupar los aislados de E. coli basandose en su resistencia o sensibilidad frente a
antibidticos y la presencia o ausencia de genes de virulencia, con el objetivo de
visualizarlarelacion entre ellos. Con este método se observé la cepa Mc6 como la
mas alejada del resto de aislados al no presentar ninguno de los 4 genes de
virulencia evaluados y ser sensible a mas antibiéticos que el resto de cepas, podria
considerarse como la cepa menos peligrosa, sin embargo, se tendria que evaluar la
presencia de otros genes de virulencia. En el grupo 2, se incluyen tres aislados
(McS2, McS7 y Mcbh) que si bien, presentan algan gen de virulencia, también son
los aislados que presentan sensibilidad a 4 antibidticos, contraste a los aislados del
grupo 3, que podrian ser considerados los mas peligrosos o con mayor potencial de
riesgo, por presentar 2 o 3 genes de virulenciay presentar resistenciaa 10 o mas

antibiéticos.

Diversos autores han implementado este método en la microbiologia, como
Sonola et al (2022) realizaron un APC de cepas de E. coli aisladas de humanos,
ratones, pollos y del suelo, para investigar la distribucion y las relaciones de
resistencia antimicrobianay genes de virulencia de los aislados con respecto a sus
diferentes fuentes de muestra. Kappell et al (2015) realizaron un estudio donde
aplicaron un ACP en aislados de E. coli en términos de sus perfiles fenotipicos de
resistencia a los antibiéticos y su genotipo basado en la presencia de genes de
resistenciaa los antibiéticos. Otro ejemplo es el estudio realizado por Mandal et al
(2020) en el que estudiaron varias cepas de bacterias de relevancia clinica, incluida
E. coli, en este estudio se realiz6 el ACP para evaluarla asociacién entre resistencia
a antibidticos y tolerancia a metales pesados. Los ACP son una herramienta util
para categorizar y ordenar las cepas obtenidas tomando en cuenta diferentes

variables.
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IX. Conclusiones

La carne molida de res presenta contaminacion por cepas patogenas de E.
coli y otras especies de interés en salud publica por causar enfermedades en
humanos como Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Aeromonas

hydrophila y Proteus vulgaris.

Los métodos convencionales de identificacién bacteriana son utiles como un
método preliminar, es importante el uso de métodos moleculares para cerciorarse

de que la identificacidén sea correcta.

La prevalenciaidentificada en este estudio para E. coli en la carne molida,
gue fue del 65% sugiere deficiencias sanitarias en la cadena de procesamiento
primario y comercializacion de carne en el municipio de Huasca de Ocampo,

Hidalgo.

La presencia de los factores de virulencia stx1, stx2 y eaeA indican que el
55% de los aislamientos son potencialmente patdgenas para el humano al

pertenecer al patotipo de las E. coli enterohemorragicas.

Existe una elevada diversidad genética dentro de las cepas de E. coli
aisladas, lo que sugiere que no tienen la misma ascendencia y por tanto la

contaminacion de la carne con estas cepas tuvo diferente origen.

Las cepas presentaron multirresistencia, evidenciando relevancia del
tratamiento de las infeccionesporE. coli. Aunadoa la presenciade integrones clase
1 que denotan la contaminacidén antropogénica como la posible responsable de la

resistencia antimicrobiana.
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Anexos

X.

Primers utilizados en este estudio
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Tinciones de Gram de los 20 aislados
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3. Antibiogramas de los 20 aislados
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