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RESUMEN 

   El aumento de bacterias resistentes a los antibióticos (BRA) es un problema 
prioritario reconocido por la Organización Mundial de la Salud (OMS). Desde el 
contexto de Una Salud representa una de las principales amenazas para la salud 
humana, animal y ambiental. Desde hace más de 5 años se ha señalado que las 
BRA podrían ser las causantes de la siguiente gran pandemia. Hasta la actualidad 

solo  1% de las bacterias han podido ser cultivadas usando métodos cultivo-
dependiente. Esta desventaja dificulta considerablemente la detección y 
cuantificación de BRA prevalente en muestras clínicas y ambientales; principalmente 
en estudios enfocados a la reducción de BRA. Apoyado en esta premisa, el presente 
trabajo tiene como objetivo desarrollar una herramienta molecular cultivo-
independiente basada en la PCR cuantitativa (qPCR) para determinar la prevalencia 
y diversidad de genes de resistencia a antibióticos en poblaciones bacterianas en 
muestras clínicas (excretas) y ambientales (suelo) asociadas a producción animal. 
Para este fin se identificaron las determinantes genéticas de resistencia a antibióticos 
(DGRA) de mayor importancia en salud pública y veterinaria (tetM, tetO, tet(W), tetA, 
tet(Q), blaCTX-M, blaCTX-M15, blaCMY-2, blaTEM, blaSHV, ermB, ermC, sul1, sul2, 
qnrB, qnrS, aadA), se analizaron 1953 alelos con el objetivo de conocer la 
variabilidad genética de cada familia identificada y se evaluaron en cuanto a 
cobertura y especificidad 95 iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de estas 
DGRA. Se estandarizaron los iniciadores de qPCR previamente evaluados, 
permitiendo la utilización de esta metodología para el análisis de prevalencia, 
distribución y abundancia de las DGRA identificadas en este estudio en un total de 
80 muestras provenientes de sistemas de producción animal. Se observó una 
elevada prevalencia de elementos genéticos móviles (intl1) asociados a resistencia 
a antibióticos (RAM) y genes que confieren resistencia a quinolonas (qnrB: 100%), 
sulfamida (sul1 y sul2: 99%) y betalactámicos (blaTEM, blaSHV y blaCMY: 92%). El 
gen intl1 tuvo la mayor abundancia relativa, seguido de sul1, qnrB, sul2, blaSHV, 
blaCMY y blaTEM. En general en las muestras de suelo se observó una mayor 
abundancia de genes de resistencia a antibióticos (DGRA) comparado con excretas 
de sistemas de producción bovino, porcino. En conjunto estos resultados sugieren 
que las BRA son altamente prevalentes y abundantes en sistemas de producción 
animal intensiva. Finalmente, el desarrollo e implementación de esta metodología 
será fundamental para cuantificar, de manera objetiva y precisa DGRA presentes en 
entornos de producción animal, permitiendo evaluar y comparar prevalencia y 
diversidad de genes de resistencia a antibióticos de importancia clínica y veterinaria.  

 

 

Palabras claves: Bacterias resistentes a antibióticos (BRA), PCR cuantitativa 

(qPCR), Determinantes genéticas de resistencia a antibióticos (DGRA) 
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SUMMARY 

The increase in antibiotic-resistant bacteria (ARB) is a priority problem recognized by 
the World Health Organization (WHO). From the context of One Health, it represents 
one of the main threats to human, animal and environmental health. For more than 5 
years, it has been pointed out that ARBs could be the cause of the next major 
pandemic. To date, only ~ 1% of bacteria have been cultivated using culture-
dependent methods. This disadvantage considerably hinders the detection and 
quantification of prevalent ARB in clinical and environmental samples; mainly in 
studies focused on ARB reduction. Based on this premise, the present work aims to 
develop a culture-independent molecular tool based on quantitative PCR (qPCR) to 
determine the prevalence and diversity of antibiotic resistance genes in bacterial 
populations in clinical samples (excreta) and environmental (soil) associated with 
animal production. For this purpose, the genetic determinants of antibiotic resistance 
(DGRA) of greatest importance in public and veterinary health were identified (tetM, 
tetO, tet(W), tetA, tet(Q), blaCTX-M, blaCTX-M15, blaCMY-2, blaTEM, blaSHV, 
ermB, ermC, sul1, sul2, qnrB, qnrS, aadA), 1953 alleles were analyzed with the aim 
of knowing the genetic variability of each identified family and 95 PCR primers aimed 
at the amplification of these were evaluated for coverage and specificity DGRA. The 
previously evaluated qPCR primers were standardized, allowing the use of this 
methodology for the analysis of prevalence, distribution and abundance of the 
DGRAs identified in this study in a total of 80 samples from animal production 
systems. A high prevalence of mobile genetic elements (intl1) associated with 
antibiotic resistance (RAM) and genes that confer resistance to quinolones (qnrB: 
100%), sulfonamide (sul1 and sul2: 99%) and beta-lactams (blaTEM, blaSHV and 
blaCMY: 92%). The intl1 gene had the highest relative abundance, followed by sul1, 
qnrB, sul2, blaSHV, blaCMY, and blaTEM. In general, a greater abundance of 
antibiotic resistance genes (DGRA) was observed in soil samples compared to 
excreta from bovine and pig production systems. Together these results suggest that 
ARB are highly prevalent and abundant in intensive animal production systems. 
Finally, the development and implementation of this methodology will be essential to 
objectively and accurately quantify DGRAs present in animal production 
environments, allowing the evaluation and comparison of prevalence and diversity of 
antibiotic resistance genes of clinical and veterinary importance. 

 

Keywords: Antibiotic resistant bacteria (ARB), quantitative PCR (qPCR), Genetic 

determinants of antibiotic resistance (GDAR) 

 

 

 

 



xiv 
 

DECLARACIÓN DE RESPONSABILDIAD DE ESTUDIANTE  

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigación fueron generados 

durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles 

necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales 

investigaciones futuras.  

Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual se declaró y dio 

reconocimiento a cualquier colaboración o cita textual presentadas en el documento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

    La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido el aumento de 

bacterias resistentes a los antibióticos (BRA) como una de las principales diez 

amenazas a la salud en la actualidad, convirtiéndose este fenómeno en un problema 

global que afecta a seres humanos, animales y ambiente (Boin et al., 2021). Las 

infecciones por BRA aumentan la morbilidad y mortalidad de humanos y animales 

(Sharif et al., 2023), se prevé que para 2050 las muertes causadas por BRA superen 

el número de muertes causado por cáncer, alcanzando cifras de ~ 10 millones de 

defunciones anuales (Samreen et al., 2021). La principal causa de aumento de BRA 

es el uso inadecuado de antibióticos tanto en seres humanos, animales y plantas 

(Liang et al., 2021; Schar et al., 2020); tal como los sectores de producción animal, 

donde se utiliza más de la mitad de los antibióticos producidos a nivel mundial 

(Mulchandani et al., 2023). Teniendo en cuenta el aumento de la población mundial 

y por consecuente la demanda de proteína animal hasta ~ 70% para 2050, se estima 

que la producción animal a nivel mundial utilizará más de 200 mil toneladas de 

antibióticos al año (He et al., 2020). 

    La economía de los países también se ve afecta por las infecciones por BRA, por 

ejemplo, solamente en EE.UU. se invierten ~ 3 billones de dólares al año en 

tratamientos clínicos y hospitalarios para combatir infecciones por BRA (Samreen 

et al., 2021). A nivel mundial, se estima que este problema causará una disminución 

del producto interno bruto (PIB) entre el 2 % - 3.5 %, lo que causaría pérdidas de ~ 

100 billones de dólares a nivel mundial (Ruckert et al., 2024). 

    En los últimos años ha aumentado la incidencia de BRA en la producción animal 

debido al uso intensivo de antibióticos en los sistemas de producción de carne, huevo 

y leche (Mulchandani et al., 2023). Por ejemplo, estudios en unidades de producción 

animal han revelado una alta prevalencia de E. coli (~ 90 %), Salmonella spp. (~ 85 

%), Shigella (~ 65 %), Campylobacter spp. (~ 50 %) resistentes a antibióticos (Mak 

et al., 2022; C. Xu et al., 2022). Una gran proporción de las bacterias recuperadas 

en las unidades de producción son resistentes a más de una familia de  antibióticos,  

lo que aumenta el riesgo para la salud humana y animal, además de reducir las 
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alternativas de tratamientos para el control de infecciones bacterianas (Gebeyehu, 

2021). 

    I.1 Planteamiento del problema 

     El análisis de la prevalencia, distribución y abundancia de BRA en diferentes 

entornos es fundamental para mantener la salud pública; sin embargo, estos 

estudios no se pueden realizar mediante métodos cultivo-dependientes 

(convencionales), ya que ~ 1 % de las bacterias se han logrado cultivar (Brinkac 

et al., 2017); por lo tanto, la prevalencia de BRA en muestras clínicas o ambientales 

continúa siendo desconocida hasta la fecha. Para realizar un estudio epidemiológico 

de BRA es necesario implementar métodos cultivo-independiente lo que permitiría 

estimar mediante datos más confiables prevalencia, distribución y abundancia de 

BRA mediante la detección de determinantes genéticas que confieren resistencia a 

antibióticos (DGRA). 

 

I.2 Justificación 

    El aumento de BRA y su propagación en diferentes entornos constituye un 

problema prioritario de salud pública que involucra humanos, animales y ambiente. 

En la actualidad la alta prevalencia de BRA está provocando la escasez de efectivos 

tratamientos para el control de infecciones bacterianas (Kim & Cha, 2021).   

    El desarrollo e implementación de una herramienta epidemiológica que facilite la 

detección de BRA, en diferentes tipos de muestras basado en una técnica cultivo-

independiente como sería la PCR cuantitativa (qPCR), permitirá la estimación de 

prevalencia y abundancia de BRA, disminuyendo las limitaciones que presentan los 

métodos cultivo-dependiente (Karkman et al., 2018). El método molecular propuesto 

podría utilizarse para identificar los ambientes con mayor prevalencia y diversidad 

de BRA mediante la detección de DGRA, lo que permitirá contar con un marco de 

referencia para elaborar estrategias que disminuyan la presencia y distribución de 

estas bacterias en los entornos analizados. 
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II. ANTECEDENTES 

II.1 Resistencia a antibióticos desde el enfoque de una salud. 

    Una Salud es un enfoque unificado e integrado diseñado para equilibrar y mejorar 

la salud de seres humanos, animales y ecosistemas (Sinclair, 2019), teniendo como  

principal objetivo reducir la transmisión de enfermedades zoonóticas y 

antropogénicas que pongan en peligro la salud de humanos y animales (McEwen & 

Collignon, 2018). Uno de los temas de enfoque de Una Salud es la propagación de 

BRA entre humanos-animales-ambiente (Barton Behravesh, 2019), puesto que 

alrededor del 60% de los patógenos que causan enfermedades humanas son de 

origen animal (Allel et al., 2023). Las BRA y determinantes genéticas que confieren 

resistencia a antibióticos  (DGRA) se transfieren con relativa facilidad entre humanos, 

animales y ambiente (Laiglesia et al., 2022). 

 

II.2 Patógenos prioritarios resistentes a antibióticos. 

     En la actualidad, se ha evidenciado un aumento de enfermedades infecciosas por 

causas de BRA a nivel mundial, siendo en muchos casos estas bacterias resistentes 

a más de una familia de antibióticos. Debido a esto, en el 2021, la OMS publicó una 

lista de patógenos prioritarios multirresistentes que servirá de base para estudios 

epidemiológicos y el desarrollo de nuevos tratamientos efectivos contra infecciones 

bacterianas (Cuadro 1) (OMS, 2021). Los criterios para la inclusión de patógenos en 

la lista utilizados por la OMS fueron los siguientes: i) la tasa de mortalidad de las 

infecciones que causan; ii) si el tratamiento requiere o no de un largo periodo de 

hospitalización; iii) con qué frecuencia muestran resistencia a los antibióticos 

existentes; iv) la facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a 

humanos y entre humanos; (v) si las infecciones que causan se pueden prevenir o 

no, (por ejemplo con una mejor higiene o un periodo de vacunación); vi) y si se han 

investigado y desarrollado nuevos antibióticos para tratar las infecciones que causan. 

Es importante resaltar que varios microorganismos citados en esta lista son 

prevalentes en las unidades de producción animal y todos ellos son patógenos con 

potencial zoonótico.  
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Cuadro 1. Lista de patógenos prioritarios establecidos por la OMS (OMS, 2021).  

Clasificación Patógeno Resistencia 

Prioridad 

crítica 

-Acinetobacter baumannii 

-Pseudomona aeruginosa 

-Familia Enterobateriaceae 

-Carbapenémicos 

-Productores de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEEs) 

Prioridad 

elevada 

- Enterococcus faecium 

-Staphylococcus aureus 

- Helicobacter pylori 

- Campylobacter spp 

- Salmonella spp. 

-Neisseria gonorrhoeae 

-Vancomicina 

-Meticilina 

-Claritromicina 

 

-Fluoroquinolonas 

-Cefalosporinas 

Prioridad 

media 

- Streptococcus pneumoniae 

- Haemophilus influenzae 

- Shigella spp. 

-Penicilina 

-Fluoroquinolonas 

 

    Por décadas, la producción masiva de alimentos, incluyendo carne, huevo, leche 

y pescado ha dependido del uso de antibióticos como promotores del crecimiento. 

Esta práctica ha logrado mantener la seguridad alimentaria en la mayoría de los 

países del mundo. Sin embargo, un efecto colateral de esta estrategia es el 

surgimiento y dispersión de BRA (Rahman et al., 2022). En los últimos años se ha 

reportado una elevada prevalencia de miembros de la familia Enterobacteriaceae 

resistentes a carbapenémicos, fluoroquinolonas y β-lactámicos (Huber et al., 2021; 

Jibril et al., 2021; Pornsukarom et al., 2018; Teng et al., 2022). Por lo tanto, es 

fundamental establecer estrategias de vigilancia epidemiológica para identificar y 

cuantificar la colonización y dispersión de BRA en muestras clínicas y ambientales. 

Para lograr este fin se debe identificar y cuantificar la abundancia relativa y 

diversidad de los genes que codifican para los diferentes mecanismos de resistencia 

a antibióticos (Cacace et al., 2019). 
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II.3 Mecanismos de resistencia bacteriana. 

II.3.1 Cambios mutacionales.  

      Las bacterias pueden sufrir cambios en su secuencia genética (mutaciones 

puntuales cromosómicas) que pueden conferirles la capacidad de evadir los efectos 

de los antibióticos; si estas mutaciones tienen éxito, estos alelos pueden transmitirse 

a nuevas generaciones (Hernández-Mendoza et al., 2022). Nuevas variantes del gen 

pueden alterar el transporte y metabolismo de xenobióticos o alterar la estructura de 

la pared celular (Adi Wicaksono et al., 2022). La aparición de nuevos alelos también 

puede reducir los mecanismos activos de absorción de antibióticos, alterar sus 

objetivos moleculares y activar los mecanismos de excreción de moléculas 

antimicrobianas (Figura 1) (Gracia, 2021). Un ejemplo clásico de la importancia de 

estos alelos es la topoisomerasa II bacteriana, la ADN girasa o la ADN 

topoisomerasa IV, donde los cambios en un solo aminoácido, tirosina, en el sitio 

activo de la proteína confieren resistencia a las quinolonas (Zahari et al., 2023). 

 

 

Figura 1. Mecanismos de resistencia bacteriana. Tomado de Gracia, 2021. 
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II.3.2 Producción de enzimas para alteración e inactivación del antibiótico. 

     Mediante reacciones bioquímicas como la acetilación y la fosforilación de 

antibióticos aminoglucósidos y anfenicoles (cloranfenicol) y la  adenilación en  

lincosamidas, las bacterias pueden provocar la destrucción o neutralización 

irreversible del fármaco; este proceso es resultado de producción de enzimas 

bacterianas que generan cambios químicos en el antibiótico (Atassi et al., 2023). 

    Un ejemplo de proteínas que alteran o inactivan antibióticos son las enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos (EMA), que modifican de forma covalente los 

grupos hidroxilo o amino de la molécula (Lund et al., 2023); estas enzimas son 

codificadas en su mayoría por los genes aadA, aac(3)-IIa, aadB , aac (6`)-Ib y aph 

(3`)-Ia (Atassi et al., 2023). Otro ejemplo son las β-lactamasas, que confieren 

resistencia a los antibióticos β-lactámicos mediante la destrucción del enlace amida 

del anillo β-lactámico; ejemplo de estas enzimas son TEM, SHV y CTX-M (Zahari 

et al., 2023). De manera similar, el cloranfenicol es modificado mediante la 

acetilación dependiente de acetil-CoA de su grupo 3-hidroxilo por las enzimas 

cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) (Lund et al., 2023). 

 

II.3.3 Modificación del sitio de unión al antibiótico. 

    La resistencia a tetraciclinas y quinolonas son dos ejemplos característicos de este 

mecanismo de resistencia. En el caso de las tetraciclinas la resistencia es conferida 

por los genes tetM y tetO, que codifican para las proteínas de protección ribosomal 

(RPP). Estas proteínas actúan como homólogos de los factores de elongación que 

se utilizan en la síntesis de proteínas, interactuando con el ribosoma y desalojando 

al antibiótico de su sitio de unión de manera dependiente de GTP (Zahari et al., 

2023). En el caso de la resistencia a quinolonas, la proteína QNR actúa como un 

homólogo de ADN y compite por el sitio de unión de la ADN girasa y la topoisomerasa 

IV, disminuyendo las oportunidades de la molécula antibiótica para estabilizar y 

formar el complejo ADN-quinolona (Zahari et al., 2023). 
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II.3.4 Reducción de la acumulación intracelular del antibiótico. 

   La alteración de canales proteicos en la membrana externa bacteriana para 

disminuir la entrada de antibiótico mediante alteraciones de porinas se evidencia por 

3 mecanismos: i) cambio en el tipo de porinas expresadas en la superficie de la pared 

celular, ii) cambios en los niveles de expresión de las porinas y iii) deterioro de la 

función de la porina (Figura 2). Todos estos mecanismos disminuyen las 

concentraciones de antibióticos que ingresan en las células bacterianas (Zhou et al., 

2023). Por otra parte, la presencia de bombas de eflujo tanto específicos de sustrato 

o con un amplio espectro, también contribuyen a la disminución de la cantidad de 

antibiótico acumulada en el interior de la célula bacteriana; este mecanismo afecta 

principalmente a las fluoroquinolonas, betalactámicos, carbapenémicos y polimixinas 

(Zahari et al., 2023). 

 

 

  Figura 2. Alteraciones de porinas. Tomado de Fernández, 2012. 

 

II.3.5 Formación de biopelículas 

    Las biopelículas son estructuras microbianas protegidas, rodeadas de una matriz 

extracelular autosecretada. Son constituidas por sustancias poliméricas 

extracelulares (SPE) que proporciona protección mecánica dificultando el acceso del 

antibiótico a las células y a la vez modifica las condiciones bioquímicas, necesarias 

para atenuar la actividad de los antibióticos (Mishra et al., 2024). El SPE se compone 
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principalmente de polisacáridos, proteínas, lípidos y ADN extracelular (Li et al., 

2023), brinda protección a las células bacterianas de las agresiones ambientales, 

principalmente físicas y químicas (Maillard & Centeleghe, 2023). 

 

II.3.6 Transferencia horizontal de genes. 

    La transferencia horizontal de genes (THG) permite la diversificación de los 

genomas y genera un potencial para aumentar el repertorio de mecanismos que 

confieren resistencia a los antibióticos (Pilla et al., 2017). La THG puede ocurrir por 

3 mecanismos: i) a través de la conjugación de plásmidos entre bacterias resistentes 

y susceptibles; ii) la transformación, lo cual sería el resultado de la adquisición y 

expresión del ADN exógeno; y  iii) la transducción donde se involucran bacteriófagos 

que transfieren ADN de una bacteria resistente a una sensible (Munita y Arias, 2016; 

Rodrigues et al., 2018). 

    En la THG es necesaria la presencia de elementos genéticos móviles (EGM) 

como: i) plásmidos conjugativos, conocidos como estructuras extracromosómicas de 

replicación independiente, que pueden insertarse en las bacterias conteniendo 

genes de resistencia (Partridge et al., 2018); ii) integrones portadores de casetes de 

genes de resistencia (en muchos casos más de un casete) (Gillings, 2014; Gillings 

et al., 2015) y iii) transposones (Tn) quienes llevan información genética para poder 

moverse dentro del genoma y están asociados con secuencias de inserción (SI) que 

realizan dicha transferencia genética mediante mecanismos replicativos, donde el 

transposón mediante la combinación de replicación y recombinación se incorpora en 

la célula aceptora (Chandler et al., 2015; Roberts et al., 2008). 

 

II.4 Determinantes genéticas que confieren resistencia a antibióticos. 

     Las determinantes genéticas que codifican para resistencia a antibióticos son 

validadas mediante pruebas fenotípicas que confirman su capacidad de conferir 

resistencia bacteriana. Estudios recientes han evidenciado la presencia de 

determinantes genéticas de resistencia a antibióticos (DGRA) en muestras clínicas 

de animales en producción (Cuadro 2). Las exposiciones a macrólidos, lincomicina 

y tetraciclina se correlacionan positivamente con un aumento en la prevalencia de 
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bacterias que poseen los genes ermB, ermF y tet(W); respectivamente (Birkegård et 

al., 2017). 

 

Cuadro 2. Relación antibiótico/determinante genética (DGRA) encontrada en 

estudios de muestras clínicas de animales de producción. 

Antibiótico Determinante genética Referencia 

Tetraciclinas tetO, tetQ, tetW, tetL, 

tetX,tetA, tetB, tetM 

(Birkegård et al., 2017; Gu et al., 

2020; He et al., 2020; Horie et al., 

2021; Petrin et al., 2019; Turcotte 

et al., 2020) 

Sulfamidas sul1, sul2 (Gu et al., 2020, Horie et al., 2021) 

Macrólidos armB, ermC, ermB, 

ermF 

(Gu et al., 2020,; Horie et al., 2021; 

Petrin et al., 2019; Turcotte et al., 

2020)  

Quinolonas qnrS, qnrB (Petrin et al., 2019) 

β-lactámicos blaOXA-1, blaTEM-1, 

blaampC 

(Gu et al., 2020) 

 

    Por otra parte, estudios con muestras ambientales demostraron que las bacterias 

recuperadas poseen resistencia a antibióticos de importancia crítica en humanos y 

animales (Cuadro 3). Estos estudios revelan correlaciones positivas entre los genes 

ermB y tetM, sugiriendo la coexistencia de estos genes en uno o varios 

microorganismos (Zhu et al., 2021) (Shen et al., 2008). También se ha demostrado 

correlación positiva entre los genes tetA, tetQ, tetM, ermB, oqxB y el int1 (Qian et al., 

2018). 
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Cuadro 3. Relación antibiótico/determinante genética (DGRA) encontrada en 

estudios de muestras ambientales en entornos de producción animal. 

Antibiótico Determinante genética Referencia 

Tetraciclinas tetW, tetM, tetL, tetM, 

tetX, tetA, tetQ, tetO 

(Böckelmann et al., 2009; Cauwerts 

et al., 2007; Chen et al., 2007; 

Laconi et al., 2021; Liu et al., 2020; 

Macedo et al., 2020, 2021; Mazhar 

et al., 2021; Qian et al., 2018; Zhu 

et al., 2021) 

Sulfamidas sul1, sul2 (Liu et al., 2020; Macedo et al., 

2020; Zhu et al., 2021) 

Marcadores de 

integrón de 

clase 1 

intl1 (Liu et al., 2020) 

β-lactámicos blaTEM (Laconi et al., 2021; Mazhar et al., 

2021; Zhu et al., 2021) 

Macrólidos ermB (Cauwerts et al., 2007; Chen et al., 

2007; Macedo et al., 2021; Zhu 

et al., 2021) 

 

    Actualmente, se ha propuesto la detección de DGRA como un indicador de la 

prevalencia y abundancia de BRA; sin embargo, estos estudios se ven afectados por 

las limitantes de los métodos cultivo-dependientes. Contar con una herramienta 

molecular para la detección y cuantificación de DGRA facilitaría los estudios 

epidemiológicos de BRA en muestras ambientales y clínicas.  
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II.5 Técnicas para detección de BRA. 

II.5.1 Técnicas cultivo-dependiente. 

    Las técnicas convencionales para diagnóstico microbiológico se basan en el 

aislamiento, purificación y análisis de cultivos bacterianos utilizando medios 

bacteriológicos de pre-enriquecimiento, enriquecimiento, selectivos y propagación 

(Rohde et al., 2017). La selección de bacterias para estudios de resistencia a 

antibióticos se basa en análisis fenotípicos, morfológicos y pruebas bioquímicas (Lee 

et al., 2017). Una vez seleccionados los aislamientos se realizan las pruebas de 

sensibilidad al antibiótico, ya sea mediante el uso de la técnica de difusión en agar o 

con el método de microdilución (en caldo o agar) (Tang et al., 2017). Estos métodos 

cultivo-dependiente poseen varias desventajas entre las que destacan: i) el tiempo 

requerido para el aislamiento y cultivo, el cual varía entre los diferentes géneros 

bacterianos dependiendo de los requerimientos nutricionales y las estrategias de 

aislamiento (ej. la detección de perfiles de resistencia de bacterias de genero 

Salmonella spp. tarda entre 48h y 5 días) (Gheyas y Burt, 2013); ii) la existencia de 

microorganismos que adquieren la propiedad fisiológica de viables no cultivables 

(Braga et al., 2013; Chahorm y Prakitchaiwattana, 2018; Lee et al., 2017) de los 

cuales se pudiera citar Staphylococcus aureus, Vibrion cholerae, Salmonella spp., 

Campylobacter y spp., Escherichia coli (Pokhrel et al., 2022; Z. Xu et al., 2021); iii) la 

dificultad de aislar patógenos intracelulares que requieren medios de cultivos 

especiales y medios de incubación prolongados (Böckelmann et al., 2009) como es 

el caso de Legionella pneumophila, Coxiella burnetii , Listeria 

monocytogenes y Chlamydia trachomatis (Best & Abu Kwaik, 2019) y iv) falta de 

información de los requerimientos nutricionales de diferentes grupos bacterianos, 

que solo se han identificado a través de métodos moleculares (bacterias del género 

Chordicoccus recientemente descubiertas)(Gutiérrez, 2011).  

    Basado en lo anterior, los métodos cultivo-dependiente no son idóneos para 

estudios epidemiológicos de prevalencia y diversidad de BRA en muestras clínicas 

y ambientales.  
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 II.5.2 Técnicas cultivo-independiente. 

    Las técnicas cultivo-independiente se basan en la amplificación y caracterización 

del material genético de los microorganismos, estas técnicas son más sensibles, 

específicas y rápidas para la detección y cuantificación de microorganismos a partir 

de muestras clínicas y ambientales (Frasao et al., 2017; Nakajima et al., 2009; 

Rodrigues et al., 2020). Además, a diferencia de las técnicas cultivo-dependiente, 

las técnicas cultivo-independiente nos permiten identificar una gran variedad de 

genes de resistencia provenientes no solo de un microorganismo, sino del 

microbioma completo del ecosistema que se analizó. Para la detección de BRA se 

emplean técnicas moleculares basada en la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR). La PCR es un método in vitro que permite la amplificación de forma 

exponencial de secuencias específicas de ADN con una alta especificidad (Rohde et 

al., 2017); permitiendo la detección de microorganismos sin la necesidad de 

cultivarlos (Adzitey et al., 2013). Esta técnica molecular cuenta con tres pasos 

fundamentales para su realización i) extracción del ADN; ii) amplificación in vitro por 

PCR y iii) análisis de los productos amplificados. Para cuantificar la cantidad de 

material genético presente en una muestra se desarrolló PCR en tiempo real (qPCR), 

la cual se basa en el principio de la PCR convencional y la cuantificación en tiempo 

real del material amplificado (Bell et al., 2015). La qPCR al igual que la PCR punto 

final, se realiza en un termociclador capaz de cambiar rápidamente la temperatura 

de la muestra para explotar las propiedades fisicoquímicas de los ácidos nucleicos y 

las propiedades enzimáticas de la ADN polimerasa. Sin embargo, la qPCR utiliza 

tintes intercalantes como SYBR Green o sondas fluorescentes en la mezcla; la 

capacidad del termociclador de proyectar un haz de luz de una longitud de onda 

específica sobre cada muestra permite detectar en cada ciclo la fluorescencia 

emitida por el fluorocromo excitado (Bell et al., 2015). 

    La qPCR posee innumerables ventajas como: i) la capacidad de monitorear el 

progreso de las reacciones en tiempo real; ii) permite una cuantificación muy precisa 

de la cantidad de material genético de partida en las muestras, midiendo con 

precisión la cantidad de amplicón en cada ciclo,; iii) posee mayor rango dinámico de 

detección; y iv) elimina los riesgos de contaminación por manipulación ya que la 
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amplificación y cuantificación ocurren en un solo tubo, aunque al ser tan sensible hay 

riesgos de contaminación con otros ADN bacterianos (Bell et al., 2015; Chen et al., 

2007). Dentro de las aplicaciones de la qPCR se encuentra el diagnóstico de 

enfermedades infecciosas mediante la detección y cuantificación de DGRA en 

muestras clínicas y ambientales (Birkegård et al., 2017; Petrin et al., 2019; Qian 

et al., 2018; Shen et al., 2008); además, en la industria se utiliza principalmente para 

la cuantificación microbios en alimentos o en material vegetal (Frasao et al., 2017). 

Debido a las ventajas y utilidades que posee la qPCR sería una herramienta ideal 

para la realización de estudios epidemiológicos de detección de prevalencia y 

diversidad de BRA en muestras clínicas y ambientales obtenidas de entornos de 

producción animal.  
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III. OBJETIVOS 

III.1 General 

    Desarrollar una herramienta molecular cultivo-independiente, para determinar 

prevalencia y diversidad de genes de resistencia a antibióticos en poblaciones 

bacterianas en muestras clínicas y ambientales. 

 

III.2  Particulares 

1. Realizar análisis genómicos comparativos para identificar las determinantes 

genéticas que confieren resistencia a antibióticos (DGRA) más prevalentes en 

poblaciones bacterianas. 

2. Identificar la diversidad de alelos de las DGRA y establecer una estrategia 

molecular para su efectiva detección a través de ensayos basados en la PCR. 

3. Diseñar, validar e implementar un ensayo de qPCR para cuantificar de manera 

efectiva y reproducible, la diversidad y abundancia relativa de DGRA en 

muestras clínicas y ambientales. 

 

     III.3     Profesionalizantes 

1. Lograr la especialización en el empleo de herramientas bioinformáticas 

para el análisis de iniciadores de PCR, diseño y validación de protocolos 

de qPCR.  

2. Alcanzar la especialización en la identificación, detección, cuantificación y 

análisis de genes de resistencia a antibióticos. 

3. Adquirir el conocimiento óptimo en el tema de resistencia antimicrobiana 

desde la perspectiva Una Salud con énfasis en el desarrollo e 

implementación de técnicas moleculares para estudios epidemiológicos. 
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IV. METODOLOGÍA  

IV.1 Materiales 

IV.1.1 Equipo 

• Fotodocumentador (MiniBis Pro) 

• Mini-sistema de electroforesis horizontal (Bio-rad) 

• Espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) 

• PowerLyzer® 24 Bench Top Bead-Based Homogenizer (MoBio) 

• Termociclador tiempo real, modelo CFX96 TouchTM (Bio-rad) 

• Termociclador, modelo c1000 de 96 pozos (Bio-rad) 

• Centrífuga Velocity 14 (Dynamica) 

IV.1.2 Reactivos 

• Caldo LB (Lysogeny Broth) 

• Kit de Extracción de ADN: Quick-DNA™ Miniprep Zymo Research 

(Catálogo 3024) 

• Kit de Extracción de ADN: ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Catálogo 

4300) 

• Reactivos para PCR: Buffer de reacción 5X, Mix dNTPs, BSA (1:100) 

IV.1.3 Enzimas comerciales para realizar la PCR: 

• PowerUp™ SYBR® Green Master Mix for qPCR (Thermo Scientific) 

• Phire Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific) 

IV.1.4 Suministros 

• Tubos de microcentrífuga estériles estilo Eppendorf de 0,5–1,5–2,0 ml 

• Micropipetas ajustables (0,1–1000 ml) 

• Puntas de micropipeta resistentes a aerosoles (0,1–1000 ml) 

• Placas y láminas ópticamente transparentes para qPCR 96 pocillos. 
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   IV.2 MÉTODOS 

IV.2.1 Selección de determinantes genéticas mediante análisis genómicos 

comparativos.  

    Se realizó una revisión bibliográfica exhaustiva a través de servicios de búsqueda 

especializados como Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scirus 

(http://www.scirus.com/srsapp/) y Scopus (https://www.scopus.com/home.uri), 

relacionada con estudios previos de detección de genes de resistencia 

antimicrobiana en muestras clínicas y ambientales en entornos de producción 

animal. El análisis genómico comparativo se realizó empleando 8 criterios:  

▪ Criterio 1: Análisis de la prevalencia de DGRA en muestras clínicas y 

ambientales.  

▪ Criterio 2: Análisis de la prevalencia de DGRA en muestras asociados a la 

producción animal.  

▪ Criterio 3: DGRA prevalentes en patógenos multirresistentes a antibióticos de 

importancia prioritaria declarados por la OMS y asociados a la producción 

animal (OMS, 2021).  

▪ Criterio 4: Clasificación de antibióticos por la OMS (críticamente importante, 

importancia elevada, importante) (World Health Organization, 2019). 

▪ Criterio 5: Clasificación de antibióticos por la Organización Mundial de 

Sanidad Animal (OIE, 2018). 

▪ Criterio 6: Inclusión en la lista del Sistema Nacional de Monitoreo de 

Resistencia Antimicrobiana (NARMS) de genes relevantes que confieren 

resistencia a antibióticos (NARMS, 2023). 

▪ Criterio 7: Inclusión en la lista de la base de datos integral de resistencia a los 

antibióticos (CARD) de genes relevantes que confieren resistencia a 

antibióticos (CARD, 2023). 

▪ Criterio 8: Análisis de cocurrencia de DGRA en muestras asociados a la 

producción animal.   

 

 

 

http://www.scirus.com/srsapp/
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IV.2.2 Análisis de alelos de DGRA   

   Mediante la utilización de la base de datos de CARD se extrajeron todas las 

secuencias de los alelos pertenecientes a cada una de las familias de las DGRA 

seleccionadas en el análisis comparativo. Posteriormente, empleando la herramienta 

bioinformática MUSCLE se alinearon todas las secuencias alélicas por familia de 

DGRA y se obtuvo una matriz de identidad para cada familia. 

   

IV.2.3 Análisis de especificidad y cobertura de iniciadores de qPCR.  

   A través de una búsqueda exhaustiva en la literatura se logró identificar 84 pares 

de iniciadores de PCR previamente reportados y validados para la amplificación de 

las familias de DGRA seleccionadas. Se realizó un análisis bioinformático con el 

objetivo de determinar la cobertura y la especificidad de los diferentes cebadores de 

PCR utilizando la herramienta bioinformática MEGAX (Kumar et al., 2018) con el fin 

de alinear las secuencias de los alelos y reconocer la secuencia de los cebadores 

sentido y anti-sentido y las condiciones apropiadas para realizar el ensayo.  

 

IV.2.4 Diseño de iniciadores de qPCR 

    Con la utilización de la herramienta PrimerQuestTool disponible en Integrated 

DNA Technologies (IDT) (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) se diseñaron 

iniciadores de PCR con el objetivo de lograr una mayor cobertura para la 

amplificación de cada familia de DGRA. Las bases no coincidentes en cada iniciador 

fueron alteradas por ambigüedades mediante el uso de código de nucleótidos 

estandarizado por la IUPAC (PAC, 1995).  

     

IV.2.5 Estandarización y validación de ensayos de qPCR para detección y 

cuantificación de DGRA. 

IV.2.5.1 Material biológico. 

1. ADN extraído de aislamientos del cepario del Laboratorio de Microbiología 

Molecular, FQ/UAQ, de bacterias con el genoma completo secuenciado 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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que albergaban los genes de resistencia a antibióticos de interés, 

conservados en glicerol y caldo LB (Cuadro 4).  

2. ADN conservado a – 20oC perteneciente al banco de muestras del 

Laboratorio de Microbiología Molecular, FQ/UAQ. 

 

Cuadro 4. Colección de DGRA en el cepario del Laboratorio de Microbiología 

Molecular  

Colección de DGRA en el cepario del Laboratorio de Microbiología Molecular 

Genes que confieren resistencia a 

antibiótico 

aadA2, aph(3')-Ia-like, blaSHV-12, 

blaTEM-1B, dfrA18-like, QnrB2, strA, 

strB, sul1, sul1-like, tet(D), aadA2-like, 

dfrA12, floR-like, sul2, dfrA14-like, 

QnrB19, strA-like, tet(A)-like, tet(A), 

blaCMY-2, blaCARB-2, dfrA16, oqxA, 

oqxB-like, aac(3)-IVa-like, aadA1, 

aph(3')-Ic, aph(4)-Ia, blaCTX-M-65, 

fosA, strB-like, blaCMY-65-like, tet(C)-

like, blaCMY-70-like, QnrB71-like, 

tet(C), cat-like, dfrA1, floR, tet(G), tet(J)-

like, blaCMY-74-like, blaCARB-1-like, 

mph(A), QnrA1 

Plásmidos asociados a resistencia a 

antibióticos 

IncHI2A, IncHI2, IncI1, IncN, IncFIB(S), 

,IncFII(S), IncN, IncFIB(S), IncFII(S), 

IncFIB(pENTAS01), IncFII(pCoo),  

IncN, IncFIB(K), IncN, IncFIB(pHCM2) 

IncFIB(pHCM2), IncFII(pMET) 
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IV.2.5.2 Extracción ADN 

    Para la extracción de ADN de aislamientos bacterianos, las cepas fueron activadas 

en caldo de enriquecimiento LB (Luria Broth por sus siglas en inglés), con volúmenes 

de 5 ml de Caldo LB + 100 µl de aislamiento y se incubaron a 37oC por 24 horas. 

Posteriormente, se tomó 1 ml del crecimiento obtenido y se realizó el proceso de 

extracción de ADN utilizando el kit comercial Quick -DNA Miniprep Zymo Research® 

(Catálogo D3024) con un volumen de elución final de 50 µl. Las extracciones de ADN 

se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Borowiak et al., 2020). 

Se evaluó la pureza y concentración del ADN extraído mediante Espectrofotómetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) constatando que sea ADN puro, ideal para el 

estudio con parámetros A260/A280 > 1,8. 

 

IV.2.5.3 Selección de las temperaturas óptimas de alineación de los iniciadores 

de qPCR. 

    Se realizaron gradientes de temperatura de extensión para identificar los 

parámetros que generaran los mejores productos de la PCR, analizando la 

intensidad de las bandas que se visualizaron y el tamaño del amplicón que se 

esperaba. Se realizaron 3 gradientes de temperaturas en dependencia del diseño de 

los iniciadores de PCR (Cuadro 5) por 30 segundos. Los ensayos de PCR se 

realizaron utilizando la Taq Polimerasa comercial Phire Hot Start II, bajo las 

siguientes condiciones: 2 µl de ADN con concentración 5ng/ µl, 3.4 µl buffer de 

reacción 5X, 0.85 µl BSA con concentración 1:100, 0.34 µl Mix dNTPs concentración 

10mM, iniciadores de PCR (foward y reverse) 0.68 µl cada uno con una 

concentración de 1 µM y 0.34 µl de Taq Polimerasa para un volúmen final de 17 µL 

por reacción. Se empleó el protocolo de PCR previamente estandarizado por el 

laboratorio: desnaturalización inicial a 95 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 

desnaturalización a 95 °C por 30 seg, alineación por 30 seg (gradientes de 

temperatura), extensión a 72 °C por 30 seg y extensión final 72 °C por 2 min. Los 

productos de la PCR se evaluaron en un gel de agarosa 1.5 %. Cada pozo fue 

cargado con 5 µl de producto de PCR. Las condiciones de corrida de los geles fueron: 
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100 V por 25 min, fueron teñidos con bromuro de etidio (10mg/mL) y posteriormente 

analizados con un fotodocumentador (MiniBis Pro). 

 

Cuadro 5. Gradientes de temperaturas de alineación de iniciadores de PCR 

utilizados. 

Gradiente 1 60oC – 59.3oC – 58.1oC – 56.3oC - 54oC – 52.3oC – 50.9oC - 50oC 

Gradiente 2 57.2oC – 56.5oC – 55.4oC – 53.8oC – 51.7oC – 50.2oC – 49oC – 48.2oC 

Gradiente 3 63oC – 62.5oC – 61.5oC – 60oC – 58.2oC – 56.9oC – 55.8oC - 55oC 

 

 

IV.2.5.4 Sensibilidad, Eficiencia y Reproducibilidad.  

    Se realizaron análisis de las curvas de amplificación de cada DGRA en conjunto 

con el análisis de las curvas estándar, para esto último se llevaron a cabo diluciones 

quíntuples seriadas (1:5) de ADN de controles positivos con concentraciones 

conocidas. Mediante la utilización del software del equipo CFX Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad) se obtuvieron los resultados de eficiencia del ensayo y 

valor de r con el objetivo de conocer la linealidad de los resultados.  

    La reproducibilidad del ensayo se evaluó también con el análisis de las curvas 

estándar, verificando el valor del ciclo de umbral de amplificación (Ct value). 

Muestras con la misma concentración de ADN deben de generar un Ct equivalente. 

Los valores de Ct serán calculados con el software del equipo CFX Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad). 

 

IV.2.5.5 Especificidad 

    Para determinar la especificidad del ensayo, se analizaron las curvas de 

disociación generadas en la amplificación. Se utilizó ADN del cepario del Laboratorio 

de Microbiología Molecular que se conocía que portaban el gen de interés como 

controles positivos. La amplificación del gen de interés solo debe de ocurrir en una 

Tm específica. De esta manera se establece de manera segura que la única 
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amplificación que se analiza corresponde a la DGRA de interés (Tolosi et al., 2021). 

La especificidad también se corroborará a través de la secuenciación Sanger de los 

amplicones obtenidos en la qPCR. 

   

 IV.2.6 Implementación de ensayos de qPCR para detección y cuantificación de 

DGRA 

IV.2.6.1 Material biológico 

   Para la implementación del ensayo se empleó como material biológico muestras 

clínicas (excretas n = 60) y ambientales (suelos n = 20) pertenecientes al banco de 

muestras del Laboratorio de Microbiología Molecular, FQ/UAQ, almacenadas a – 

20oC provenientes de sistemas de producción avícola, bovino y porcino. 

 

IV.2.6.2 Extracción ADN 

      Para la extracción de ADN de muestras clínicas y ambientales se utilizaron 

cantidades y volúmenes de muestra previamente estandarizados en el laboratorio, 

(Cuadro 6). Las muestras se sometieron a un proceso de lisis física utilizando un 

proceso de pulverización catódica de perlas de sílice (4,000 rpm/45 s) con un 

homogeneizador comercial (PowerLyzer 24 Bench Top Bead-Based Homogeneizer, 

MoBio) y posteriormente se realizó la extracción de ADN de utilizando el kit comercial 

ZymoBIOMICS DNA Miniprep (Catálogo D4300) con un volúmen final de 100 µl. Las 

extracciones de ADN se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Borowiak et al., 2020). Posteriormente se evaluó la pureza y concentración del ADN 

extraído mediante Espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) 

constatando que sea ADN puro, ideal para el estudio con parámetros A260/A280 > 

1,8. 
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Cuadro 6. Cantidades y volúmenes empleados para la extracción de ADN ambiental. 

Heces 0.2 g 

Tejidos 0.2 g 

Suelo 0.25 g 

Líquidas (superficies) 250 ul 

 

 

IV.2.6.3 Ensayos de qPCR para la identificación y cuantificación de DGRA en 

muestras ambientales y clínicas en entornos de producción animal. 

 Los ensayos de qPCR se llevaron a cabo en un termociclador tiempo real, modelo 

CFX96 TouchTM (Bio-rad), utilizando la Taq Polimerasa comercial PowerUp™ 

SYBR® Green Master Mix for qPCR (Thermo Scientific), bajo las siguientes 

condiciones: 3 µl de ADN con concentración 5 ng/ µl, 6 µl PowerUp™ SYBR® Green 

Master Mix, 0.48 µl de iniciadores de PCR con concentración de 1 µM y 0.60 µl de 

BSA diluido 1:100 para un volúmen final de 12 µl por reacción. La amplificación se 

realizó con el siguiente protocolo: UDG activación 50oC por 2 min, desnaturalización 

inicial y activación de la Taq 95oC por 2 min, seguido de 35 ciclos de 

desnaturalización 95 oC por 30 seg, alineación en correspondencia a la 

estandarización de cada iniciador de qPCR (Cuadro 7) por 30 seg, extensión 72 oC 

por 30 seg y extensión final 72 oC por 3 min. 

     

   IV.2.7 Análisis estadístico 

  El análisis de las abundancias relativas de los resultados obtenidos en la 

implementación del ensayo se realizaró mediante la prueba estadística ANOVA y 

Tukey para el análisis de comparaciones múltiples entre los grupos de estudio. El 

nivel significancia se establecerá con un valor de α = 0.05 (Martín, 2012). 
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  V.   RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

V.1 Identificación de DGRA de importancia en sistemas de producción animal. 

     Para la identificación de DGRA, se realizó una búsqueda bibliográfica exhaustiva 

y se identificaron 70 artículos publicados en revistas indexadas, 50% (35/70) de ellas 

enfocadas a estudios en sistemas de producción animal y el 50% (35/70) restante 

enfocadas a estudios en hospitales, aguas residuales, plantas de tratamiento de 

aguas residuales y aire en el periodo comprendido entre 2017 - 2023. El análisis de 

estos artículos identificó 200 DGRA. El mayor porcentaje de DGRA reportadas 

confiere resistencia a la familia de antibióticos betalactámicos (19%), seguido de 

tetraciclinas (14.50%), aminoglucósidos (13.50%) y macrólidos (12%), todos 

considerados de importancia crítica para humanos y animales (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Principales familias de antibióticos analizadas a través de DGRA y 

descritas en artículos científicos indexados (periodo: 2017 - 2023).  
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También se observó que la mayoría de las DGRA estudiadas se enfocan a la 

resistencia de antibióticos de importancia crítica para humanos y animales (Figura 

4). El 74% de estas DGRA se encuentran reportadas en la base de datos de CARD, 

mientras que el 36% en la lista de NARMS; lo que sugiere que estos genes son del 

interés de autoridades sanitarias enfocadas a la salud humana y animal 

respectivamente. 

 

 
 

 

Figura 4. Distribución de las DGRA que confieren resistencia a antibióticos de 

importancia crítica (IC), importancia elevada (IE) e importantes (I) para 

humanos y animales.  

 

V.1.2 Evaluación de DGRA por criterios 

V.1.2.1 Criterios 1 y 2 

  Del total de las DGRA identificadas el 82% (164/200) se han reportado en entornos 

ambientales, mientras que el 49.5% (99/200) se han reportado en entornos de 

producción animal (Figura 5). Se identificaron 62 DGRA analizados en al menos 3 

artículos publicados de un total de 200 DGRA analizadasel mayor porcentaje de las 

DGRA identificadas se encontraban reportadas de 6 a 5 veces en estudios asociados 

a ambientes relacionados con plantas de tratamientos de aguas residuales, 

ambientes asociados a hospitales y aire; mientras que en estudios asociados a 
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sistemas de producción el mayor porcentaje de DGRA se encontraban reportadas 

entre 8 y 2 veces (Figura 6). Mediante la realización y análisis de un Diagrama de 

Venn se obtuvo como resultado que 11 de estas DGRA solo se encontraban 

asociados a entornos ambientales y 9 se encontraban asociados a entornos de 

producción animal, mientras que 21 de estas DGRA se encuentran relacionadas a 

ambos (Figura 7). Todas las DGRA identificadas confieren resistencia a antibióticos 

de importancia crítica para humanos y animales; estas 21 DGRA se sometieron al 

resto de los criterios establecidos. 
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Figura 5. DGRA identificadas en estudios ambientales y de producción animal. 
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Continuación Figura 5. DGRA identificadas en estudios ambientales y de producción animal. 
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Figura 6.  Número de reportes de las diferentes DGRA identificadas. A) estudios 

ambientales. B) entornos de producción animal. 

A B 
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Figura 7. DGRA más comunes en entorno ambiental, sistemas de 

producción animal y ambos. 

 

V.1.2.2 Criterio 3 

    De las 21 DGRA cocurrentes en estudios ambientales y sistemas de 

producción animal, el 86% (18/21) se encuentran relacionadas con al menos 3 

patógenos de importancia clínica: Enterococcus faecium, Salmonella enterica., 

Escherichia coli, Campylobacter spp. y Shigella spp., el 10% se encuentran 

asociadas a 2 patógenos y del 14% de estas DGRA no se encontró asociación 

con ninguno de estos patógenos de importancia; estos resultados los podemos 

observar en la figura 8 donde la relación de estas DGRA con cada uno de los 

patógenos de importancia se evidencia mediante un sombreado en verde 

(Figura 8). Estos patógenos han sido identificados como las principales causas 

de mortalidad por bacterias resistentes a antibióticos (Lancet, 2019). Luego de 

la evaluación mediante este criterio se seleccionaron 18 DGRA, las cuales se 

sometieron al resto de los criterios. 

Ambiental Producción animal 
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Figura 8. DGRA relacionadas con patógenos multirresistentes de 

importancia. 

 

V.1.2.3 Criterios 4 y 5 

     Las 18 DGRA evaluadas confieren resistencia a antibióticos de importancia 

crítica en animales, mientras que en humanos 7/18 confieren resistencia 

antibióticos de importancia elevada y 11/18 a antibióticos de importancia crítica 

(Figura 9). Debido a que para las instituciones de salud internacionales es 

prioritario vigilar la resistencia a antibióticos de importancia crítica y elevada, 

las 18 DGRA serán seleccionados para evaluaciones posteriores. 
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Figura 9. Clasificación de antibióticos a los cuales las DGRA identificadas 

confieren resistencia. 

 

V.1.2.4 Criterios 6 y 7 

    Las 18 DGRA se encuentran incluidas en las bases de datos de resistencia 

a antibióticos CARD (Figura 10). La presencia de estos genes en la base de 

datos CARD indica que son mecanismos de resistencia validados, clasificados 

correctamente y de importancia en salud pública (Alcock et al., 2023). También 

las 18 DGRA seleccionadas se encuentran en la base de datos de NARMS 

(Figura 10); un mecanismo de vigilancia epidemiológica en sistemas 

comerciales de producción animal, la NARMS registra bacterias y genes de 

resistencia de mayor prevalencia e importancia para la salud pública (Tate 

et al., 2021). La presencia de las DGRA en las 2 bases de datos reafirma la 

necesidad de vigilar la prevalencia y diversidad de estos genes en ambientes 

y sistemas de producción animal.  
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Figura 10. Presencia de DGRA en sistemas y bases de datos de monitoreo 

de resistencia. 

 

V.1.2.5 Criterio 8 

   El análisis de cocurrencia realizado mediante un HeapMap entre las 18 DGRA 

evidenció que existe una falta de consenso en estudios detección y cuantificación 

de genes de resistencia; sin embargo, se revelaron 2 perfiles de resistencia 

principales: i) tetraciclinas, macrólidos y sulfamidas, ii) betalactámicos y quinolonas. 

En el 15% de las publicaciones analizadas se encontró cocurrencia entre tetA y 

ermB al igual que ermB y sul2; seguido de tetQ y tetW con un 13%; tetA, sul1y tetM 

con un 12%; sul1, ermB y tetW con 10% y con un 7% blaSHV, qnrB y qnrS así como 

blaCMY-2 y blaSHV respectivamente (Figura 11). 
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               Figura 11. Análisis de cocurrencia de las DGRA seleccionadas.
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    Se seleccionaron 18 DGRA de mayor importancia en los sistemas de 

producción animal (Cuadro 7); de estos 5/18 pertenecen a la familia tet, 5/18 

pertenecen a la familia bla y 2/18 pertenecen a las familias erm, sul, qnr y aadA 

respectivamente. Los 5 alelos de la familia bla, pertenecen a las subfamilias 

blaCTX-M, blaSHV, blaTEM y blaCMY. Los 2 alelos de la familia qnr 

pertenecen a las subfamilias qnrB y qnrS.  

 

   Cuadro 7.  DGRA identificadas de mayor importancia en sistemas de producción 

animal. 

Familia DGRA Alelos 

tet tetM, tetO, tet(W), tetA, tet(Q) 

bla  blaCTX-M, blaCTX-M15, blaCMY-2, blaTEM, blaSHV 

erm ermB, ermC 

sul sul1, sul2 

qnr qnrB, qnrS 

aadA aadA, aadA1 

     

   También se seleccionó por su importancia en salud pública la subfamilia blaOXA 

perteneciente a la familia bla (OIE, 2018; (World Health Organization, 2019). 

 

V.2 Diversidad de alelos por familia de DGRA 

  Con el objetivo de desarrollar iniciadores de PCR que identifiquen todos los alelos 

pertenecientes a las familias seleccionadas, se identificó la diversidad de 

secuencias entre los miembros de cada familia. El análisis bioinformático en la base 

de datos CARD identificó un total de 1,943 alelos pertenecientes a las 6 familias 

seleccionadas; entre cada familia de DGRA, la secuencia de nucleótidos tuvo un 

porcentaje de identidad que varió desde 23% hasta 100% (Cuadro 8).  
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Cuadro 8. Base de datos de DGRA y porcentaje de identidad entre familias de 

DGRA. 

Familia DGRA No. Alelos identificados CARD % ID 

aadA 25 44.0 - 100 

bla 1,712 23.0 - 100 

qnr 97 46.5 - 100 

tet 60 23.3 - 100 

erm 45 23.4 - 100 

sul 4 48.2 - 100 

 

  

V.3 Análisis familia aadA 

   La familia de genes aadA codifican para enzimas modificadoras de 

aminoglucósidos O-nucleotidiltransferasas (ANT), específicamente ANT(3’’)-Ia 

(Ramirez & Tolmasky, 2010). Las identidades entre las 25 secuencias con actividad 

ANT(3’’) de la familia aadA es mayor al 43% (Stern et al., 2018).  La nomeclatura de 

estos alelos es con el símbolo aadA y números consecutivos del 1 al 25 (ej. aadA1, 

aadA5, aadA10, aadA25). 

 

V.3.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

    En el caso de la familia aadA se identificaron en la literatura iniciadores de PCR 

dirigidos a la amplificación de la mayoría de los miembros de la familia. Se 

analizaron un total de 3 iniciadores los cuales cuentan con una cobertura de 78.5%, 

77.8% y 32%; respectivamente. Estos resultados indican la necesidad de diseñar 

nuevos iniciadores de PCR para aumentar la cobertura de los miembros de la 

familia. En el presente estudio se diseñó un par de iniciadores de PCR con una 

cobertura de 85.2% y 24.4% de degeneración (Cuadro 9). 
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Cuadro 9. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la familia aadA.  

Familia Objetivo de 

amplificación 

Miembros No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

aadA Familia aadA 25 1 85.2 Presente estudio 

aadA Familia aadA 25 2 78.5 (Akhtardanesh et al., 2016) 
 

aadA Familia aadA 25 3 77.8 (Kozak et al., 2009) 
 

aadA Familia aadA 25 4 32 (Inuwa et al., 2022) 

 

 

V.4 Análisis familia bla 

   La familia bla comprende alrededor de 8 subfamilias, de las cuales, CTX-M, OXA, 

SHV, TEM y CMY se seleccionaron mediante los 8 criterios establecidos. A nivel de 

secuencias de aminoácidos TEM y SHV, comparten 67% de identidad, sin embargo, 

CTX-M solo comparte un 40% de identidad con ambas subfamilias. CTX-M se 

subdivide en 5 clúster, CTX-M-1/3, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25, el 

porcentaje de similitud entre las secuencias de nucleótidos de este clúster varía 

entre el 79% y 90%. La subfamilia OXA es la más diversa con más de 900 alelos y 

solamente un 20% de homología entre los mismos. Esta familia está dividida en  40 

grupos, donde él % de identidad entre los miembros de cada grupo varía entre el 

40% y 100% (Bush et al., 1995; Gutkind et al., 2013). Lo grupos de la familia blaOXA 

de mayor prevalencia en entornos de producción animal son blaOXA-2_like y 

blaOXA-10_like (Asgin et al., 2019) y uno de los grupos de mayor prevalencia y 

preocupación para la salud pública es blaOXA-48_like. Debido a la variabilidad 

genética de los miembros de la familia bla, se propone el estudio de estos genes a 

nivel de subfamilias (Cuadro 10). 
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Cuadro 10. Base de datos de DGRA y porcentaje de identidad de subfamilias bla. 

Subfamilias DGRA No. Alelos identificados CARD % ID 

blaSHV 199 98.2 - 100 

blaTEM 202 96.2 - 100 

blaCTX-M 231 61.7 - 100 

blaCMY 165 55.8 - 100 

blaOXA 915 23.0 – 100 

 

 

V.4.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

   Para la familia bla, se identificaron en la literatura iniciadores de PCR dirigidos a 

la amplificación de la mayoría de los alelos pertenecientes a las subfamilias blaTEM 

(Cuadro 11), blaSHV (Cuadro 12) y blaCMY (Cuadro 13), con un rango de cobertura 

que varió entre un 0.50% y 98.51%. En el caso de las subfamilias blaOXA y blaCTX-

M, los iniciadores reportados van dirigidos a los grupos determinados en cada 

subfamilia (Cuadro 14 y 15) con coberturas entre 2.95% y 87.50%. Debidos a los 

bajos porcentajes de cobertura observados para algunas familias, se desarrollaron 

nuevos iniciadores de PCR. 

   En el presente estudios se diseñaron iniciadores de PCR enfocados a la 

amplificación de las subfamilias blaCTX-M, blaTEM, blaSHV y blaCMY. Para 

blaTEM y blaSHV los iniciadores de PCR tuvieron un 100% de cobertura; los 

iniciadores diseñados para la amplificación de los miembros de la subfamilia blaTEM 

fueron modificados del estudio de Deccache y col. en el 2015  (Deccache et al., 

2015). En el caso de blaCTX-M la cobertura de los iniciadores diseñados fue de 

95.7%. El diseño de los iniciadores de blaOXA se orientó a la amplificación de los 

grupos blaOXA-2_like, blaOXA-10_like y blaOXA-48_like, los iniciadores cuentan 

con una cobertura de 92.9% (Cuadro 15).  
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Cuadro 11. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la subfamilia blaTEM. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

bla Subfamilia blaTEM 202 1 100 Presente estudio 

bla Subfamilia blaTEM 202 2 98.51 (Deccache et al., 2015) 

bla Subfamilia blaTEM 202 3 98.51 (Chen et al., 2020a) 
  

bla Subfamilia blaTEM 202 4 98.51 (Jarma et al., 2021) 

bla Subfamilia blaTEM 202 5 98.02 (Macedo et al., 2020) 

bla Subfamilia blaTEM 202 6 98.02 (Zhu et al., 2021a) 

bla Subfamilia blaTEM 202 7 97.03 (Werner et al., 2023) 

bla Subfamilia blaTEM 202 8 89.60 (Aleem et al., 2021) 

bla Subfamilia blaTEM 202 9 59.41 (Salah et al., 2019) 

bla Subfamilia blaTEM 202 10 58.31 (Effendi et al., 2022) 

bla Subfamilia blaTEM 202 11 40.36 (Ejaz et al., 2021) 

 

Cuadro 12. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la subfamilia blaSHV. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

bla Subfamilia blaSHV 199 1 100 Presente estudio 

bla Subfamilia blaSHV 199 2 94.97 (Ye et al., 2023) 

bla Subfamilia blaSHV 199 3 94.97 (Deccache et al., 

2015) 
  

bla Subfamilia blaSHV 199 4 94.47 (Salah et al., 2019) 

bla Subfamilia blaSHV 199 5 93.67 (Aleem et al., 2021) 

bla Subfamilia blaSHV 199 6 86.43 (Schmidt et al., 2015) 

bla Subfamilia blaSHV 199 7 79.40 (Hæggman et al., 
2004) 

bla Subfamilia blaSHV 199 8 78.84 (Ly et al., 2019) 

Bla Subfamilia blaSHV 199 9 31.66 (Hanson et al., 1999) 
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Continuación Cuadro 12. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la 

subfamilia blaSHV. 

bla Subfamilia blaSHV 199 10 5.53 (Werner et al., 2023) 

bla Subfamilia blaSHV 199 11 0.50 (Wang et al., 2022) 

 

Cuadro 13. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la subfamilia blaCMY. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

bla Subfamilia blaCMY 165 1 94.60 Presente estudio 

bla Subfamilia blaCMY 165 2 68.48 (Moffat et al., 2020) 

bla Subfamilia blaCMY 165 3 63.64 (Iweriebor et al., 

2015) 
  

bla Subfamilia blaCMY 165 4 62.30 (Mohamed et al., 2022) 

bla Subfamilia blaCMY 165 5 50.46 (Kozak et al., 2009) 

bla Subfamilia blaCMY 165 6 48.48 (Alexander et al., 2020 

bla Subfamilia blaCMY 165 7 1.82 (Folster et al., 2014) 

 

Cuadro 14. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la familia subfamilia 

blaCTX-M. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 1 95.70 Presente estudio 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 2 46.32 (Pallares-Vega et al., 2019) 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 3 28.57 (Henriques et al., 2006) 
  

bla Subfamilia blaCTX-M 231 4 28.57 (Aleem et al., 2021) 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 5 25.40 (Liu et al., 2021) 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 6 20.30 (Vinueza-Burgos et al., 
2019) 

bla Subfamilia blaCTX-M 231 7 20 (Taitt et al., 2017) 
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Continuación Cuadro 14. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la 

familia subfamilia blaCTX-M. 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-1/3 

106 1 100 (Keenum et al., 2022) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-1/3 

106 2 99.06 (Pitout et al., 2004) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-1/3 

106 3 97.17 (Carattoli et al., 2008) 
 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-2 

27 1 88.89 (Vinueza-Burgos et al., 
2019) 

 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-2 

27 2 81.48 (Vounba et al., 2019) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-2 

27 3 77.78 (Pitout et al., 2004) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-8/25 

30 1 43.33 (Vounba et al., 2019) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-8/25 

30 2 10 (Pitout et al., 2004) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-9 

64 1 100 (Vinueza-Burgos et al., 
2019) 

 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-9 

64 2 100 (Vounba et al., 2019) 
 

bla Subfamilia blaCTX-M 

Clúster CTX-M-9 

64 3 98.76 (Pitout et al., 2004) 
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Cuadro 15. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la subfamilia blaOXA. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupos OXA-2_like, 

OXA-10_like, OXA-

48_like 

92 1 92.90 Presente estudio 

bla Subfamilia blaOXA 915 1 2.95 (Aleem et al., 2021) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-2_like 

30 1 66.66 (Henriques et al., 2006) 
  

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-2_like 

30 2 56.67 (Khan et al., 2019) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-2_like 

30 3 53.33 (Asgin et al., 2019) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-2_like 

30 4 53.33 (Abd El-Baky et al., 2020) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-10_like 

57 1 70.18 (Henriques et al., 2006) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-10_like 

57 2 66.66 (Pakbaten Toupkanlou 
et al., 2015) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-10_like 

57 3 38.60 (Asgin et al., 2019) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-10_like 

57 4 38.60 (Abd El-Baky et al., 2020) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-1_like 

12 1 75 (Speldooren et al., 1998) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-1_like 

12 2 58.33 (Henriques et al., 2006) 
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Continuación Cuadro 15. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de la 

subfamilia blaOXA. 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-1_like 

12 3 56.44 (Colom et al., 2003) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-23_like 

46 1 84.78 (Woodford et al., 2006) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-23_like 

46 2 82.61 (Yang & Rui, 2016) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-23_like 

46 3 84.78 (Asgin et al., 2019) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-24_like 

12 1 83.33 (Yang & Rui, 2016) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-24_like 

12 2 75.00 (Vounba et al., 2019) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-24_like 

12 3 72.64 (Woodford et al., 2006) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-51_like 

374 1 77.54 (Yang & Rui, 2016) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-51_like 

374 2 77.00 (Woodford et al., 2006) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-51_like 

374 3 10.70 (Asgin et al., 2019) 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-58_like 

8 1 87.50 (Woodford et al., 2006) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-58_like 

8 2 50.06 (Yang & Rui, 2016) 
 

bla Subfamilia blaOXA 

Grupo OXA-58_like 

8 3 37.50 (Asgin et al., 2019) 
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V.5 Análisis familia qnr 

  Dentro de la familia qnr se encuentran 5 subfamilias qnrA, qnrB, qnrS, qnrD y qnrC. 

El porcentaje de similitud entre los miembros de cada subfamilia varía entre un 80% 

y 99% (Cuadro 16). En el presente trabajo se seleccionaron las subfamilias qnrS y 

qnrB para el desarrollo del estudio. 

 

Cuadro 16. Base de datos de DGRA y porcentaje de identidad por subfamilias qnr. 

Subfamilias DGRA No. Alelos identificados CARD % ID 

qnrB 74 80.3 - 100 

qnrS 13 89.5 - 100 

qnrA 7 93.6 - 100 

qnrD 2 99.1 - 100 

qnrC 1 100 

 

 

V.5.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

    Se identificaron en la literatura iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de 

las subfamilias qnrS y qnrB. Los iniciadores identificados tuvieron una cobertura 

entre el 33.78% - 92.30%. En el presente trabajo se desarrolló un par de iniciadores 

de PCR capaces de amplificar las 2 subfamilias en una sola reacción con un 

porcentaje de cobertura de 79.31% (Cuadro). 
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Cuadro 17. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de las subfamilias qnrS 

y qnrB. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

qnr Subfamilias qnrS, qnrB 87 1 79.3 Presente estudio 

qnr Subfamilia qnrS 13 1 92.30 (Salah et al., 2019) 
  

qnr Subfamilia qnrS 13 2 92.30 (Tolosi et al., 2021) 

qnr Subfamilia qnrS 13 3 86.31 (Zhu et al., 2021b) 

qnr Subfamilia qnrB 74 1 62.16 (Cheng et al., 2013) 

qnr Subfamilia qnrB 74 2 33.78 (Salah et al., 2019) 

qnr Subfamilia qnrB 74 3 33.78 (Cheng et al., 2021) 

 

 

V.6 Análisis familia tet 

    La familia de genes tet confieren resistencia a tetraciclinas mediante 3 diferentes 

mecanismos: bombas eflujo, protección ribosomal e inactivación enzimática (Levy 

et al., 1999). Debido a la variabilidad que presentan las secuencias de nucleótidos 

de los miembros de esta familia, es necesario el estudiar cada alelo de esta familia 

empleando como enfoque principal el mecanismo de resistencia al cual se 

encuentra relacionado. El porcentaje de identidad por mecanismo de acción varía 

entre 28.1% y 100% (Cuadro 18). En el presente trabajo se seleccionaron los alelos 

tetA, tetO, tetM, tetW y tetQ que son los de mayor importancia en sistemas de 

producción animal. 
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Cuadro 18. Porcentaje de identidad de genes que confieren resistencia a 

tetraciclinas por mecanismo de acción. 

Mecanismo de 

resistencia 

Alelos No. 

Alelos 
% ID 

Protección ribosomal 
tet(O), tet(M), tet(S), tet(Q), tet(T), 

tet(W), tetB(P), otr(A), tet, tet(32) tet(36). 
11 46.9 - 100 

Bombas eflujo 

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), 

tet(H), tet(I), tet(J), tet(K), tet(L), tet(Y), 

tet(30), tet(31), tet(34), tet(35), tet(39), 

tetA(P), tet(V), tet(Z), tet(33), tcr3, otr(B), 

otr(C) 

24 54.6 - 100 

Inactivación enzimática tet(X) tet (34), tet(37) 3 28.1 - 100 

 

 

V.6.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

   Se identificaron en la literatura iniciadores de PCR para la amplificación de los 

alelos seleccionados. Los iniciadores identificados presentaron una cobertura del 

100%. En el presente trabajo se diseñaron iniciadores de PCR para la amplificación 

de los alelos seleccionados por mecanismo de acción, ambos iniciadores contaron 

con un 100% de cobertura (Cuadro 19). 
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Cuadro 19. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de alelos tetA, tetO, tetM, 

tetW y tetQ 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

tet Mecanismo protección 

ribosomal 

4 1 100 Presente estudio 

tet Mecanismo bombas 

eflujo 

1 1 100 Presente estudio 

tet Variante tetA 1 1 100 (Keenum et al., 2022) 

tet Variante tetA 1 2 100 (Zhu et al., 2021b) 

tet Variante tetA 1 3 100 (Iweriebor et al., 2015) 

tet Variante tetA 1 4 100 (Keenum et al., 2022) 

tet Variante tetO 1 1 100 (Böckelmann et al., 
2009) 

tet Variante tetO 1 2 100 (Inuwa et al., 2022) 

tet Variante tetO 1 3 100 (Woźniak-Biel et al., 
2019) 

tet Variante tetO 1 4 100 (Benites et al., 2022) 

tet Variante tetM 1 1 100 (Alexander et al., 2020) 

tet Variante tetM 1 2 100 (Crossette et al., 2021) 

tet Variante tetM 1 3 100 (Kampouris et al., 2021) 

tet Variante tetM 1 4 100 (P. Chen et al., 2020b) 

tet Variante tetW 1 1 100 (Inuwa et al., 2022) 

tet Variante tetW 1 2 100 (Schmidt et al., 2015) 

tet Variante tetW 1 3 100 (Macedo et al., 2020) 

tet Variante tetQ 1 1 100 (Di Francesco et al., 
2021) 

tet Variante tetQ 1 2 100 (Cadena et al., 2018) 

tet Variante tetQ 1 3 100 (Beheshti et al., 2020) 

tet Variante tetQ 1 4 100 (Abdi Hachesoo et al., 
2014) 
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V.7 Análisis familia erm 

   La familia erm se encuentra clasificada en 21 clases: A, B, C, D, E, F, G, H, I, N, 

O, Q, R, S, T, U, V, W, X, Y y Z, que codifican a metilasas específicas. La clase más 

distante es la clase A y clase O con un 83% y 84% de homología de nucleótidos 

respectivamente. El resto de las clases poseen más de 97% de homología de 

secuencias de nucleótidos (M. C. Roberts et al., 1999). Para el presente estudio se 

seleccionaron las variantes ermC y ermB, de mayor importancia en sistemas de 

producción animal. 

 

V.7.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

     Para la familia erm se identificaron iniciadores de PCR para la amplificación de 

los alelos seleccionados. Los iniciadores identificados tienen una cobertura de 

100%. Se diseñaron iniciadores de PCR con el objetivo de amplificar las variantes 

seleccionadas. El par de iniciadores de PCR contó con 100% de cobertura (Cuadro 

20). 

 

Cuadro 20. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de alelos ermC y ermB. 

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total 

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

erm ermB, ermC 2 1 100 Presente estudio 

erm Variante ermB 1 1 100 (Liu et al., 2020) 

erm Variante ermB 1 2 100 (Tolosi et al., 2021) 

erm Variante ermB 1 3 100 (Schmidt et al., 2015) 

erm Variante ermB 1 4 100 (Inuwa et al., 2022) 

erm Variante ermC 1 1 100 (Souza-Silva et al., 
2022) 

erm Variante ermC 1 2 100 (Rasha et al., 2018) 

erm Variante ermC 1 3 100 (Mišić et al., 2017) 

erm Variante ermC 1 4 100 (Kishk et al., 2020) 
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V.8 Análisis familia sul 

   La familia de genes sul se compone de 4 variantes, de los cuales sul1, sul2 y sul3 

son los más cercanos con un 66% de identidad, mientras que sul4 es más distante 

con un 51% de identidad con respecto a los demás alelos (Venkatesan et al., 2023). 

Para el presente estudio se seleccionaron los alelos sul1 y sul2, de mayor 

importancia en sistemas de producción animal. 

 

V.8.1 Identificación, análisis y diseño de iniciadores de PCR 

   Los iniciadores de PCR identificados en la literatura para los alelos seleccionados 

tuvieron una cobertura del 100%. En el presente trabajo se se desarrollaron 

iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de los alelos sul1, sul2 y sul3. Los 

iniciadores diseñados tienen una cobertura del 75% (Cuadro 21). 

 

Cuadro 21. Iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de alelos de la familia 

sul.  

Familia Objetivo de 

amplificación 

Total

alelos 

No. 

iniciador 

Cobertura 

(%) 

Referencia 

sul Familia sul 4 1 75 Presente estudio  

sul Variante sul1 1 1 100 (Cacace et al., 2019) 

sul Variante sul1 1 2 100 (Liu et al., 2020) 

sul Variante sul1 1 3 100 (Turcotte et al., 2020) 

sul Variante sul1 1 4 100 (Inuwa et al., 2022) 

sul Variante sul2 1 1 100 (Zhu et al., 2021b) 

sul Variante sul2 1 2 100 (Liu et al., 2020) 

Sul Variante sul2 1 3 100 (Inuwa et al., 2022) 

sul Variante sul2 1 4 100 (Schmidt et al., 2015) 
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V.9 Estandarización de ensayos de qPCR para detección de DGRA. 

V.9.1 Estandarización de temperaturas de alineación de iniciadores de qPCR 

diseñados en el presente estudio empleando ADN de aislamientos. 

   Con el objetivo de identificar las mejores condiciones de amplificación se 

diseñaron gradientes de temperaturas de alineación en correspondencia de las 

características de cada par de iniciador de qPCR (Cuadro 5 Apartado Metodología). 

Se empleó ADN del cepario del Laboratorio de Microbiología Molecular previamente 

secuenciadas por lo que se conocía que contenían los genes de interés. Se 

seleccionaron las temperaturas donde se obtuvo mejor visualización del producto 

amplificado (Cuadro 22). 

 

Cuadro 22. Temperaturas de alineación seleccionadas los iniciadores de qPCR qnr, 

blaTEM, blaCTX-M y blaCMY. 

Iniciador de PCR 
Objetivo de 

amplificación 
Temp.  de alineación 

qnr Subfamilias qnrB, qnrS 60 oC 

blaTEM Subfamilia blaTEM 60 oC 

blaCTX-M Subfamilia blaCTX-M 60 oC 

blaCMY Subfamilia blaCMY 60 oC 

 

     Los iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de las familias de DGRA sul, 

blaSHV y aadA arrojaron inespecificidades en todas las temperaturas probadas en 

el ensayo; de igual forma sucedió con el iniciador de PCR dirigido a la amplificación 

de genes de resistencia a tetraciclinas asociados con el mecanismo de bombas 

eflujo (tetA), estas inespecificidades se deben a uniones de los iniciadores de PCR 

con fragmentos de ADN que no son nuestro objetivo de amplificación (uniones no 

específicas) pero comparten la secuencia del cebador o formación de dímeros de 

los iniciadores de PCR (Figura 12). Por esta razón, se procedió a estandarizar y 
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validar iniciadores de PCR de la literatura dirigidos a la amplificación de sul1, sul2, 

blaSHV, aadA, tetQ, tetM, tetW, tetO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gradientes de temperatura para estandarización de iniciadores de 

qPCR diseñados en el presente estudio con ADN de aislamientos. M: marcador 

de peso molecular 50pb. 
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Continuación Figura 12. Gradientes de temperatura para estandarización de 

iniciadores de qPCR diseñados en el presente estudio con ADN de 

aislamientos. M: marcador de peso molecular 50pb. 

 

V.9.2. Estandarización de temperaturas de alineación de iniciadores de qPCR 

diseñados en el presente estudio empleando ADN ambiental. 

  Para la estandarización de las temperaturas de alineación de los iniciadores de 

PCR erm y tetPR dirigidos a la amplificación de los genes ermB-ermC y tetO-tetM-

tetW-tetQ respectivamente, se realizaron 3 pools de ADN ambiental (cada pool 

compuesto por 5 ADN) de excretas de pollo perteneciente al banco de muestras del 

Laboratorio de Microbiología Molecular (Figura 13). Se seleccionaron las 

temperaturas donde se obtuvo mejor visualización del producto amplificado (Cuadro 

23). 
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Cuadro 23. Temperaturas de alineación seleccionadas para los iniciadores de qPCR 

tetPR y erm. 

Iniciador de PCR Objetivo de amplificación Temp.  de alineación 

tetPR Alelos tetQ, tetM, tetW, tetO 60 oC 

erm Alelos ermB, ermC 54 oC 

 

Figura 13. Gradientes de temperatura para estandarización de iniciadores de 

qPCR diseñados en el presente estudio con ADN ambiental. M: marcador de 

peso molecular 50pb. 

 

V.9.3. Estandarización de temperaturas de alineación de iniciadores de qPCR 

reportados en la literatura. 

Debido a la inespecificidad observada en los iniciadores de PCR dirigidos a la 

amplificación de los genes blaSHV, aadA, sul y tetA (tetEF) se seleccionaron de la 

base de datos de iniciadores de PCR previamente elaborada los de mayor cobertura 

y se les realizó gradientes de temperaturas con la finalidad de obtener las mejores 

condiciones de amplificación (Figura 14). En el caso de la familia de DGRA sul, se 

realizaron los gradientes para iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de los 

alelos sul1 y sul2, genes anteriormente seleccionados en el estudio (Objetivo 1). Se 
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seleccionaron las temperaturas donde se obtuvo mejor visualización del producto 

amplificado (Cuadro 24). 

 

Cuadro 24. Temperaturas de alineación seleccionadas para los iniciadores de qPCR 

aadA-L, blaSHV-L, sul1 y sul2. 

Iniciador de PCR 
Objetivo de 

amplificación 
Temp.  de alineación 

aadA-L Familia aadA 60 oC 

blaSHV Subfamilia blaSHV 60 oC 

sul1 Alelo sul1 60 oC 

sul2 Alelo sul2 55oC 

 

Con el objetivo de implementar en la herramienta epidemiológica la detección de 

elementos genéticos móviles indicativos de contaminación antropogénica, se 

añadió la detección del gen codificante para integrón de clase 1 o intl1. Se realizaron 

gradientes de temperaturas de iniciadores de PCR reportados en la literatura que 

tuviera como objetivo de amplificación intl1. Los ensayos se realizaron con ADN de 

aislamientos bacterianos previamente secuenciados que se conocía albergaban 

plásmidos (cada pool estaba compuesto de 5 ADN). Se seleccionó como 

temperatura de alineación 60oC (Figura 15). 
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Figura 14. Gradientes de temperatura para estandarización de iniciadores 

de qPCR reportados en la literatura. M: marcador de peso molecular 1kb aadA-

L y y blaSHV-L. M: marcador de peso molecular 50pb sul1 y sul2  
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Figura 15. Gradientes de temperatura para estandarización de iniciadores de 

qPCR para amplificación de gen intl1. M: marcador de peso molecular 50pb 

 

V.9.4. Estandarización de iniciadores de qPCR para amplificación de gen 

16SrRNA. 

Para determinar abundancia relativa se utilizará el gen 16SrRNA como gen 

constitutivo; por esta razón, con la utilización de la base de datos SILVA, se 

analizaron 5 iniciadores de qPCR previamente reportados en la literatura. Se 

analizaron los datos de cobertura de los iniciadores de PCR en cuanto a dominio 

Bacteria, filo Bacillota y división Proteobacteria (Figura 16). Se analizaron 

específicamente este dominio, filo y división ya que las bacterias patógenas 

prevalentes en sistemas de producción animal pertenecen a los mismos las 

bacterias más prevalentes en entornos de producción animal (Abd El-Baky et al., 

2020; Liu et al., 2020; Mustedanagic et al., 2023; Teng et al., 2022). Fueron 



56 
 

seleccionados para el estudio los iniciadores 1 y 3 ya que presentaban los valores 

más altos de cobertura. 

 

Figura 16. Cobertura iniciadores de qPCR dirigidos a la amplificación del gen 

16SrRNA reportados en la literatura. 

 

 Posteriormente realizaron gradientes de temperatura para obtener la temperatura 

óptima de alineación de los iniciadores (Figura 17). Se seleccionó para el estudio el 

iniciador de qPCR número 1, puesto que el número 3 es inespecífico. 
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Figura 17. Gradientes de temperatura de alineación de iniciadores de qPCR 

dirigidos a la amplificación del gen 16SrRNA reportados en la literatura. M: 

marcador de peso molecular 50pb. 

 

V.10 Estandarización y validación de ensayos de qPCR para detección de 

DGRA. 

     Se realizaron curvas estándar empleando diluciones quintuples seriadas (1:5) 

para la validación de cada iniciador de qPCR. La reacción se llevó a cabo utilizando 

el protocolo de qPCR previamente descrito en al apartado de Metodología y 

posteriormente con el empleo del software CFX Real-Time PCR Detection System 

(Bio-Rad) se analizaron las curvas estándar de amplificación y las curvas de 

disociación generadas en cada reacción. Se obtuvieron datos de Eficiencia del 

ensayo mayores al 95% en cada uno de los casos (Cuadro 25). En el caso del 

iniciador de PCR qnr dirigido a la amplificación de las subfamilias qnrB y qnrS, e 

iniciadores de PCR erm dirigidos a la amplificación de los alelos ermB y ermC no se 

obtuvieron amplificaciones en la qPCR, por lo que se pasó a estandarizar iniciadores 

de qPCR previamente repostados y validados en la literatura. 
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Cuadro 25. Parámetros obtenidos en las curvas de iniciadores de qPCR. 

Iniciador de 

qPCR 

Objetivo de 

amplificación 

Eficiencia 

(%) 
R2 Slope 

Temp. 

melting 

blaSHV 
Subfamilia 

blaSHV 
99.8% 0.996 -3.326 91oC 

blaTEM 
Subfamilia 

blaTEM 
98.7% 0.990 -3.353 85 oC 

blaCMY 
Subfamilia 

blaCMY 
99.3% 0.993 -3.338 87.50 oC 

qnrB 
Subfamilia 

qnrB 
98.2% 0.988 -3.365 81.50 oC 

Intl1 Gen intl1 102.3% 0.990 -3.268 91 oC 

16SrRNA-1 Gen 16SrRNA 104.3% 0.982 -3.222 84.50 oC 

sul1 Gen sul1 96% 0.990 -3.422 86 oC 

sul2 Gen sul2 101.9% 0.993 -3.276 88.50 oC 

 

V.11 Detección de DGRA de importancia en salud pública y veterinaria en 

muestras clínicas y ambientales. 

     Para la implementación de los ensayos previamente estandarizados de 

emplearon un total de 80 muestras: 20 muestras de heces de sistema de producción 

bovino, 20 muestras de heces de sistema de producción porcino de granja 

experimental, 20 muestras de heces de sistema de producción porcino de granja 

comercial y 20 muestras de suelo de sistema de producción avícola. 

     Con la utilización de los ensayos de qPCR en las muestras de suelo se observó 

una prevalencia de 100% de genes que confieren resistencia a fluoroquinolonas 

(qnrB), seguido de sulfamidas 97.5% (representada por los genes sul1 y sul2) y 

betalactámicos (blaSHV, blaCMY, blaTEM) 96.7%. Estos resultados evidencian una 

vez más que el uso inadecuado de antibióticos en sistemas de producción animal 

favorecen la presencia de genes de DGRA en dichos entornos; antibióticos como 
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fluoroquinolonas, sulfamidas y betalactámicos son de los más empleados en 

producción animal (Magnusson, 2022). El análisis de abundancias relativas reveló 

que en intl1 en estas muestras tuvo una mayor abundancia, seguido de sul1, qnrB, 

blaCMY, sul2, blaSHV y el menos abundante fue blaTEM (Figura 18A). 

   En muestras provenientes de sistemas de producción bovino comercial se 

observó una prevalencia de 100% en genes que confieren resistencia a 

fluoroquinolonas y sulfamidas (qnrB y sul1, sul2 respectivamente), seguido de 

betalactámicos 90% (representado por genes blaSHV, blaCMY, blaTEM). Las 

abundancias relativas en estas muestras fueron mayores para el gen intl1 seguido 

de genes que confieren resistencia a sulfamidas sul1 y sul2, y menos abundantes 

qnrB, blaSHV, blaTEM y blaCMY en el orden mencionado (Figura 18B). 

   En muestras de sistemas de producción porcino comercial y experimental se 

obtuvo una prevalencia de 100% de genes que confieren resistencia a 

fluoroquinolonas (qnrB) y sulfamidas (sul1 y sul2), seguidas de betalactámicos 

93.3% y 86.7% (representado por genes blaSHV, blaCMY, blaTEM) 

respectivamente. Las abundancias relativas del gen intl1 fueron más elevadas en 

ambos entornos; en sistema de producción porcino comercial genes de resistencia 

a fluoroquinolonas (qnrB) y sulfamidas (sul1 y sul2) tuvieron abundancias relativas 

elevadas, seguido de genes de resistencia a betalactámicos blaSHV, blaCMY, 

blaTEM (Figura 18C), mientras que, en entorno experimental se observó mayor 

abundancia de blaSHV, seguida de qnrB, sul1, blaCMY sul2 y blaTEM (Figura 18D).   

   Estos resultados confirman la capacidad de los ensayos estandarizados 

previamente para la detección de las DGRA de interés, además,  igual que en 

estudios anteriores nos indican la alta prevalencia de estos genes en sistemas de 

producción animal (Lührmann et al., 2023; Peng et al., 2022; Zheng et al., 2024). 

     Los análisis de abundancia relativa del intl1 revelaron que este EMG fue más 

abundante en todos los entornos analizados (Figura 18). Resultados comparables 

fueron encontrados en estudios anteriores relacionados a sistemas de producción 

animal, donde el intl1 fue principalmente detectado en muestras ambientales (Zhu 
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et al., 2021), indicando el papel fundamental que tiene este EMG en la propagación 

de resistencia a antibióticos (Baker et al., 2023).    

            Se detectó mayor abundancia relativa de blaCMY y qnrB que confieren 

resistencia a antibióticos betalactámicos y fluoroquinolonas en muestras de suelo, 

seguida de las muestras provenientes de sistema de producción porcino comercial 

(Figura 19A, B). La subfamilia blaSHV tuvo mayor abundancia relativa en muestras 

de suelo, seguido de las muestras de sistemas de producción porcino experimenta 

(Figura 19C)l. En el caso de la familia blaTEM la mayor abundancia relativa fue 

encontrada en muestras provenientes de sistemas de producción porcino comercial 

seguido de sistema de producción bovino (Figura 19D). La familia sul fue analizada 

mediante la detección y cuantificación de 2 alelos sul1 y sul2, en ambos casos las 

muestras de suelo tuvieron una mayor abundancia relativa seguido por las muestras 

de sistemas de producción porcino comercial y sistemas de producción bovino 

respectivamente (Figura 19E, F). Cabe destacar que al identificar y cuantificar 

solamente DGRA sin identificar la bacteria portadora se desconoce si estos genes 

de resistencia forman parte de bacterias patógenas o comensales, sin embargo, 

aunque estos genes de resistencia no se encuentren albergados en bacterias 

patógenas su presencia en el entorno aumenta el riesgode que mediante la THG 

específicamente procesos de transducción, transformación o conjugación puedan 

ser adquiridos por bacterias patógenas del ambiente o oportunistas (Guernier-

Cambert et al., 2021). De esta manera la metodología planteada también pudiera 

emplearse como método preventivo y de caracterización. Los datos revelados en el 

presente trabajo fueron similares a los encontrados en estudios anteriores en 

sistemas de producción animal y muestras de suelo (Cao et al., 2020; Casaux et al., 

2023; Kwon et al., 2021; Luo et al., 2023), estos resultados sugieren que se debe  

mantener una vigilancia constante con respecto a estas familias de DGRA que 

confieren resistencia a antibióticos de importancia crítica y elevada en humanos y 

animales como se ha mencionado a lo largo del trabajo.  

 

 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Abundancia relativa de DGRA de interés por tipo de muestra en 

número de copias expresados en log10.  A) Muestras de Suelo. B) Muestras 

sistema de producción bovino. C) Muestras sistema de producción porcino 

granja experimental. D) Sistema de producción porcino granja comercial. 
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Figura 19. Abundancia relativa de DGRA de interés en número de copias 

expresados en log10.  A) blaCMY B) qnrB C) blaSHV D) blaTEM C) sul1 F) sul2 

G) 16SrRNA H) intl1  
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Continuación Figura 19. Abundancia relativa de DGRA de interés en número 

de copias expresados en log10.  A) blaCMY B) qnrB C) blaSHV D) blaTEM E) 

sul1 F) sul2 G) 16SrRNA H) intl1 
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VI LIMITANTES DEL ESTUDIO 

      La herramienta estandarizada en el presente estudio permitirá la identificación 

y cuantificación de genes de resistencia a antibióticos presentes en sistemas de 

producción animal en un periodo de 24 horas con un alto nivel de especificidad; sin 

embargo, a pesar de todas las virtudes de la PCR Tiempo Real, cabe destacar que 

la técnica posee algunas limitaciones como: i) necesidad de personal capacitado 

debido a que esto disminuiría los riesgos de contaminación en el proceso de 

extracción de ADN o preparación de la Mix para la reacción de PCR así como 

también se reducirían los inhibidores en la reacción y los falsos negativos; ii) 

mutaciones de genes conocidos, la qPCR solo podrá identificar y cuantificar los 

genes que ya se conocen y para los cuales previamente ya se hayan diseñado 

iniciadores de PCR, no permite identificar nuevos genes ni mutaciones; iii) costo de 

reactivos e insumos; iv) diseño de iniciadores de qPCR, es necesario el diseño de 

cebadores específicos que permitan solamente la amplificación del gen de interés y 

no formen dímeros entre sí, ya que esto pudiera generar falsos positivos; v) 

necesidad de contar con cepas que contengas los genes de interés para la 

realización de curvas estándar que permitirán la cuantificación; vi) no se podrá 

determinar si los genes de resistencia identificados y cuantificados provienen de una 

bacteria comensal, patógena o son extracelulares (eGRA) y iv) noi se podrá 

determinar el grado de multirresistencia de las cepas que se analizarán. 

    Para fines del proyecto de investigación se continua con la estandarización y 

validación de iniciadores de PCR dirigidos a la amplificación de las demás DGRA 

identificadas en el estudio de importancia en salud pública y veterinaria. 
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VII CONCLUSIONES  

    En el presente trabajo se desarrolló una metodología para la detección de DGRA 

de importancia clínica. Esto permitió la validación y estandarización de ensayos de 

qPCR para la cuantificación de genes que confieren resistencia a antibióticos 

betalactámicos (blaCTX-M, blaCMY, blaTEM, blaSHV), sulfamidas (sul1, sul2) y 

quinolonas (qnrB). Esta metodología permitirá la generación de datos de 

prevalencia, diversidad y distribución de estos genes en diferentes entornos.  

    El presente estudio, además, permitió el establecimiento de un marco de 

referencia de DGRA más prevalentes en ambientes de producción animal; se pudo 

llegar a la conclusión de que más del 60% de las mismas confieren resistencia a 

antibióticos de importancia crítica para humanos y animales, registrándose una 

mayor resistencia a fluoroquinolonas (100%), seguida de sulfamidas (99%) y 

betalactámicos (92%). Estos marcadores se utilizan a nivel global para análisis 

epidemiológicos de resistencia a antibióticos por ejemplo Asia, Europa y América 

(Foudraine et al., 2021; Salerno et al., 2022; Sharif et al., 2023; Zalewska et al., 

2021). 

    Los resultados del presente trabajo serán fundamentales para establecer una 

vigilancia epidemiológica que permita monitorear la prevalencia, abundancia y 

distribución de genes de resistencia en entornos de producción animal que pudieran 

afectar posteriormente a la salud humana. Esto permitirá establecer estrategias para 

reducir la presencia de DGRA en entornos de producción y a su vez disminuir la 

propagación de BRA entre humanos-animales y ambiente; teniendo como resultado 

mayor control de BRA lo cual va llevar a la recuperación de la eficacia de los 

tratamientos antimicrobianos en salud pública y veterinaria. 
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