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RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) es una de las especies causantes de diarreas que
requiere especial atencion ya que frecuentemente es aislada de organismos
enfermos. Las caracteristicas patogénicas y de resistencia a antibioticos generan
un problema en el control sanitario, ademas el uso indiscriminado de antibioticos
en el ganado como factores de crecimiento o de prevencién genera una presion
selectiva entre las bacterias presentes en el organismo, provocando la aparicion y
mantenimiento de bacterias multi-resistentes. Esta resistencia generalmente se
encuentra en plasmidos que pueden ser transmitidos de bacteria a bacteria. El
andlisis de estos elementos moviles, pueden ser utilizados como herramientas
moleculares para generar relaciones entre organismos detectando y evaluando el
modo de diseminacion de estos patdégenos multi-resistentes. La escases de este
tipo de informacibn no nos permite tener un mejor conocimiento del
comportamiento de estos organismos y por lo tanto es facil que un brote
infeccioso pueda sorprendernos en humanos y animales. Debido a esto el objetivo
de este trabajo fue obtener informacion genética y bioguimica de una coleccion de
cepas de E. coli aisladas de ganado enfermo. Para lograrlo se llevaron a cabo
patrones plasmidicos en geles de agarosa, pruebas de resistencia a antibiéticos
de uso comun, identificacién a nivel de especie de las cepas por los métodos del
Kit de Biolog, MALDI-TOF y 16S rDNA, y la secuenciacion del plasmido obtenido
de la cepa CM6. Los resultados mostraron que las diez cepas corresponden a
especies de E. coli. Las cepas muestran resistencia a los antibioticos de uso
comun, sin embargo se observd sensibilidad a algunos de ellos y las pruebas
bioquimicas muestran diferencia entre las cepas, dejandonos observar que dos de
ellas, la cepa CM5 y CM6 tienen perfiles muy similares. Esta informacién nos ha
dejado conocer la “Huella digital” de estas cepas y asi la posibilidad de reconocer

su comportamiento en futuros casos infecciosos.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, secuencias, resistencia antibiotica.
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SUMMARY

Escherichia coli (E. coli) is one of the species of causing diarrhea that requires
special attention because it is frequently isolated from diseased organisms. The
pathogenic and antibiotic resistance characteristics create a problem in the
sanitary control, also the indiscriminate use of antibiotics in livestock as growth
factors or prevention generates a selective pressure among bacteria present in the
body, causing the onset and maintenance of multi-resistant bacteria. This
resistance is usually found on plasmids that can be transferred from bacteria to
bacteria, analysis of these mobile elements can be used as molecular tools to build
relationships among organisms by detecting and evaluating the mode of spread of
these multi-resistant pathogens. The scarcity of this type of information does not
allow us to have a better understanding of the behavior of these organisms and
therefore it is easy for an outbreak may surprise in humans and animals. Because
of this, the aim of this study was to obtain genetics and biochemistry characteristics
of a collection of strains of E. coli isolated from sick cattle information. To achieve
were conducted plasmid profiles on agarose gels were obtained, antibiotics
resistance tests, identification of the strains by the methods Biolog Kit, MALDI-TOF
and 16S rDNA, and sequencing of the plasmid CM6 obtained from the strain. The
results showed that correspond to the ten strains of E. coli species. Strains
showing resistance to commonly used antibiotics, however sensitivity was
observed at some of them and biochemical tests show differences between strains,
leaving us note that two of them, the CM5 and CM6 strain have very similar
profiles. This information has made us to know the "fingerprint" of these strains and
thus the ability to recognize their behavior in future infectious cases.

Key words: Escherichia coli, plasmids, antibiotics resistance.
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INTRODUCCION

El tema del surgimiento de micro-organismos multi-resistentes es cada vez mas
extenso debido al impacto a la salud y a la economia que puede generar en
cualquier parte del mundo. Los géneros mas sobresalientes de la familia
Enterobacteriaceae mas comunes causantes de enfermedades infecciosas son
Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter y Escherichia coli (E. coli). Estos
géneros son de importancia clinica debido a que son los causantes de brotes
infecciosos de manera frecuente, estas infecciones pueden ser entéricas o
extraintestinales (Llop et al, 2001). La clasificacion de esta familia se ha logrado
mediante caracterizaciones metabdlicas propias de cada género, esto ayuda a
distinguir su comportamiento y por lo tanto orientar un tratamiento médico (Llop et
al, 2001, Hale y Keusch, 1996). No todos los géneros de esta familia provocan un
efecto negativo en los organismos, sin embargo aquellas que comprometen la
integridad de un individuo o hasta una poblacibn como E. coli (patdgeno mas

aislado, del 50-90%) pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.

Particularmente E. coli es el organismo mas aislado en infecciones intestinales, y
se ha clasificado en E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli enterotoxicogénica
(ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli
enteroagregativa (ECEA), E. coli difusamente adherente (ECDA) (Llop et al, 2001).
Esta clasificacion se ha llevado a cabo ya que sus variantes necesitan ser
diferenciadas de aquellas que no son patdgenas y habitan en la flora normal, es
por esto que la identificacion de los miembros no patégenos deben ser detectados
determinando la virulencia de las cepas patégenas mediante el conocimiento de
los genes que les dan estas caracteristicas como la de resistencia a antibioticos,

conjugacion de sus plasmidos o toxicidad (Toma et al., 2003).

Independientemente del efecto toxico o invasivo que las cepas de E. coli pueden
generar en el organismo, otro factor como el de resistencia a antibioticos puede
darle a los microorganismos una ventaja ecolégica, La resistencia a

antimicrobianos se ha vuelto un problema mundial que pone en riesgo el
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tratamiento efectivo de las infecciones bacterianas y aunque en algun momento el
tratamiento con antibidticos era muy prometedor actualmente se habla de la “era
post-antibiotica” (Jones y Pfaller, 1983, Falagas y Bliziotis, 2007). Con frecuencia
los estudiosos estan en busca de nuevos antibidticos, pero esto no es mas que
una lucha por sobrevivir, Io que genera una fuerza selectiva que lleva al camino de
la adaptacion al medio. Estos microorganismos tienen una gran variedad de
patrones de sensibilidad a los antibioticos, por lo tanto los tratamientos que seran
aplicados deben estar orientados por investigaciones provenientes de laboratorios
(Gross, 1998).

Esta resistencia bacteriana cuenta con 5 mecanismos para eliminar el antibiotico,
1) resistencia natural; 2) reduciendo la concentracion intracelular del antibiotico
(bombas de eflujo, 3) inactivando el farmaco (alteracion de la enzima, 4)
mutaciones en los puntos de unién de los antibidticos correspondientes, 5)
formacién de vias metabdlicas adicionales (Kaye, et al 2000). Estos procesos no
son nuevos en las bacterias, ya que por mucho tiempo han tenido que enfrentar la
presencia de sustancias que inhiben la formacién de sus componentes celulares,
procesos que se llevan a cabo de manera equilibrada entre bacterias y hongos por
ejemplo, sin embargo el hombre ha generado un desequilibrio en este sentido,
Desde el comienzo del uso de los antibidticos en la década de los 40 los
estudiosos de la microbiologia comenzaron a detectar resistencia a las que en ese
tiempo llamaban “drogas milagrosas”, la penicilina fue por muchos afios el unico
farmaco utilizado para atacar infecciones, el resultado del uso de antibiéticos se
veia bien ya que tratamientos interrumpidos o subinhibitorios resultaban en
beneficio para seleccionar bacterias resistentes y promover su crecimiento (Llop et
al, 2001). En algunos de los casos donde estas practicas son muy comunes €s en
el mantenimiento del ganado, los antibiéticos son utilizados para mejorar el
crecimiento y reducir el riesgo de infecciones, también mejoran la digestion y la
cantidad de alimento necesario para que los animales lleguen a un peso adecuado
(Crawford y Teske, 1983; Droumev, 1983; Frost, 1991). El hecho en estos
procesos es que los antibidticos estan presentes en el ambiente, generando

incontables modificaciones en las interacciones bacterianas.
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Pero el esta caracteristica de resistencia no se limita a un grupo de bacterias, la
resistencia puede diseminarse facilmente mediante material extracromosémico
movil llamado plasmido. Los plasmidos son considerados vectores de la
movilizacion genética mediante la transformacion, transduccion y conjugacion
(siendo esta ultima la mas usual) en poblaciones incluso de diferentes especies,
siendo capaces de trasmitirlo de bacteria a levadura (Summers 1996; Couturier et
al. 1998). Esto nos hace pensar que la velocidad de propagacion de la resistencia
a antibiéticos puede estar mas alla de nuestra capacidad para detectar y contener

micro-organismos patégenos.

Es aqui cuando podemos aprovechar estos elementos maoviles para usarlos para
detectar los perfiles de resistencia, seleccionar los farmacos adecuados y trazar la
dispersion de cepas individuales, mas especificamente utilizarlos como un
marcador molecular para cepas bacterianas (Sader et al.,, 1995). La
caracterizacion molecular de microorganismos es frecuentemente usada por
médicos, microbiélogos y epidemidlogos para proveer evidencia de la relacion
genética como ayuda en la investigacion epidemiolégica de las enfermedades

infecciosas (Sader et al., 1995).

Debido a las razones expuestas aqui, se determinado caracterizar genética y
bioguimicamente una coleccién de cepas de E. coli responsable de infecciones en
ganado, conocer esta informacion contribuira al conocimiento del comportamiento

de estas cepas en su medio ambiente.
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ANTECEDENTES

Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae esta formada por bacilos gram-negativos con un
tamafo entre 0.5-2 um y 4-5 um de longitud, no esporulados, fermentan y oxidan
la glucosa, anaerobios facultativos, reducen los nitratos a nitritos y no tienen
indolfenol oxidasa. Muchas de las especies de las Enterobacterias se encuentran
distribuidas en el hombre y los animales, aunque también pueden parasitar plantas
o tener vida saprofita. Pueden o0 no tener movilidad, los flagelos peritricos les
confieren el movimiento, con excepcion de los géneros de Shigella y Klebsiel.
(Madigan et al, 2003, Hale y Keusch, 1996).

Los géneros que forman la familia Enterobacteriaceae se engloba en 47 géneros y
un conjunto de Enterobacterias aun no identificadas con una homologia estructural
y fisiol6gica elevada (Madigan et al, 2003). Los géneros mas comunes que causan
enfermedades infecciosas segun Farmer y laboratorios de bacteriologia entérica
son Budvica, Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia-Shigella, Ewingella, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Koserella, Leclercia,
Leminorella, Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pragia, Proteus,
Providencia, Rhanella, Salmonella, Serratia, Tatumella, Xenorhabdus, Yersinia
(Llop et al, 2001).

Estructura antigénica

Una caracteristica de importancia en la familia Enterobacteriaceae son los
antigenos somaticos (O), estos determinan los grupos seroldgicos, gracias a esto
se han identificado cerca de 150 de antigenos formados por lipopolisacaridos que
tienen como caracteristica ser termo estables que pueden ser detectados, todos
los géneros de las Enterobacterias contienen antigenos O que son especificos, sin
embargo pueden estar presentes mas de un antigeno O en un solo

microorganismo. Existen otros tipos de antigenos como el K, estos actian como
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adhesinas y tienen un papel importante en la virulencia de la cepa, por ejemplo el
antigeno K1 esta presente en E. coli que produce meningitis en los neonatos. Este
tipo de antigenos pueden ser detectados por reacciones de aglutinacion o
reaccion de hinchazén de la capsula mediante anticuerpos especificos, los
antigenos M se encuentran en Enterobacterias como Salmonellla presentes en
antigenos de cubierta, el antigeno Vi es somatico externo y se encuentra en
bacterias como Salmonella typhi, E. coli y Citrobacter. Los antigenos H estan
relacionados con los flagelos en las cepas moéviles y se ha logrado identificar mas
de 50 antigenos (Llop et al, 2001).

Importancia clinica

Las especies que se encuentran en esta familia son las que se identifican més
frecuentemente en laboratorios de microbiologia clinica, reportando causas de
infecciones entéricas o bien fuera del tracto intestinal (intestinal y extraintestinal).
No todas las especies de la familia Enterobacteriaceae se encuentran como
frecuentes causas de infecciones solo aproximadamente 25 especies han sido
confirmadas como patégenas para el hombre (Llop et al, 2001).

Para identificar y clasificar a esta familia se lleva a cabo en funcion de sus
diferencias metabodlicas que cada género presenta, como ejemplo, fermentar
lactosa es una caracteristica comun en bacterias comensales del intestino de
humanos y animales a diferencia de bacterias patdégenas como Shigella spp.,
Salmonella spp. Yersinia spp, las cuales no son capaces de fermentar lactosa, su
identificacion se ha basado también en caracteristicas propias como el fenotipo y
estudios serolégicos, aunque actualmente existen otros métodos para su
clasificacion, como su carga antigénica, hibridacion de DNA y andlisis
computarizados, analisis de resistencia a antibioticos, presencia de toxinas,

reacciones bioquimicas (Llop et al, 2001, Hale y Keusch, 1996).

Si bien las Enterobacterias se han considerado en la mayoria de sus géneros

como bacterias comensales del tracto intestinal de humanos y animales, hay
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algunos géneros que se portan como patdégenos oportunistas, comprometiendo
seriamente la salud al organismo, causando infecciones en tracto respiratorio y
urinario ademas del sistema nervioso e intestinos, algunos géneros que destacan
por ser serios patdégenos son Salmonella ssp., Yersinia ssp. y algunas cepas de
Escherichia coli la cual ha sido clasificada en funcion de su toxicidad.

Desde el descubrimiento de los antibidticos, han sido ampliamente utilizados como
un tratamiento eficaz para tratar infecciones causadas por géneros de la familia
Enterobacteriaceae, sin embargo el amplio uso de estos medicamentos ha
generado una presion selectiva que ha dado como resultado desde los afios 40
una seleccion de bacterias resistentes a todo tipo de antimicrobiano natural o
hasta sintético. Este problema no lo solo abarca a los humanos, sino existe de
manera alarmante también en los animales de granja, el problema es creciente
debido a la administracién de antibacterianos a concentraciones subterapéuticas,
o bien utilizados a modo de profilaxis 0 como promotores de crecimiento en los

alimentos sin ninguna prescripcion veterinaria (Guardabassi y Courvalin, 2006).

Efecto negativo de las Enterobacterias

Las infecciones nosocomiales son cada vez mas relevantes debido a las
consecuencias economicas, sociales y de salud que afectan a individuos o
poblaciones que las padecen (Ramos y Pelez, 1991), las infecciones
intrahospitalarias causadas por Enterobacterias representan un indicador en la
calidad de atencion debido a su frecuencia y gravedad, por lo tanto reflejan el
resultado de las acciones del equipo de las areas de la salud (Guinan et al. 2005).
Las Enterobacterias en particular representan la principal causa de infecciones,
entre las mas comunes se encuentran Klebsiella pneumonae, Escherichia coli y

Enterobacter spp (Navarrete y Pérez, 1998, Diaz et al. 2001).

Las infecciones que provocan los miembros de esta familia se pueden clasificar
como intestinales o extraintestinales de acuerdo a la localizacién. Se ha descrito

que las infecciones intestinales son producidas por seis clases de E. coli
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clasificadas como patdgenas entéricas, las cuales son: E. coli enteropatogénica
(ECEP), E. coli enterotoxicogénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli
enterohemorragica (ECEH), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli difusamente
adherente (ECDA) y las infecciones producidas por Salmonella, Shigella y Yersinia
enterocolitica. Otros géneros que se han vinculado en menor medida con la
produccion de diarreas son Citrobacter, Proteus, Morganella, Enterobacter, Hafnia
y Serratia (Llop et al, 2001).

Escherichia coli

E. coli fue nombrada asi (Bacterium coli comune anteriormente) después de que el
Aleméan Theodor Escherich la describiera por primera vez en el afio de 1885 como
un microorganismo que habita de manera esencial en la microbiota del intestino de
organismos sanos de sangre caliente, manteniendo asi la salud del hospedero
(Kaper. 2005).

E. coli de manera usual permanece en el lumen intestinal si causar dafio, sin
embargo si el organismo se encuentra comprometido inmunolégicamente,
debilitado o se rompe la barrera gastrointestinal, E. coli ain sin ser patdégena
puede causar dafos. Las Infecciones debido a patégenos de E. coli pueden
limitarse a la mucosa intestinal o bien causar infecciones extraintestinales, debido
a esto se han clasificado tres sindromes como resultado de la invasion por cepas
de E. coli: 1) infecciones del tracto urinario (95% de estas infecciones son
causadas por E. coli), 2) septicemia/meningitis y 3) enfermedades entéricas
(Nataro y Kaper, 1998, Llop et al, 2001).

E. coli es la especie tipo del genero Escherichia la cual cuenta con bacilos gram-
negativos ubicados dentro de la familia Enterobacteriaceae, (55, 185). E. coli
puede aislarse en medio general o medio selectivo a 37°C bajo condiciones
aerobicas, pero es mas frecuente recuperarla en medio MacConkey o Eosina (32),
géneros de Enterobacteriaceae pueden ser identificados mediante pruebas

bioquimicas comerciales obteniendo resultados confiables (Nataro y Kaper, 1998).
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Las cepas de E. coli causantes de diarreas requieren ser diferenciadas de
aquellas que no son patégenas y habitan en la flora normal, es por esto que la
identificacion de los miembros no patdgenos sean detectados determinando la
virulencia de las cepas patégenas (Toma et al., 2003).

El problema de la resistencia a antibioticos

De manera constante emergen cepas resistentes causantes de infecciones
nosocomiales que causan graves problemas, por lo tanto los estudiosos como los
microbidlogos, médicos y epidemidlogos deben estar alertas con el
comportamiento de esta familia y el uso de los antibiéticos (Llop et al, 2001).
Factores como el amplio uso de los antibiéticos, el aumento de la expectativa de
vida y el medio ambiente en unidades hospitalarias incrementan la resistencia
bacteriana a los distintos antimicrobianos y por lo tanto las enfermedades

nosocomiales (Owens y Rice, 2006).

La resistencia a antimicrobianos se ha vuelto un problema mundial que pone en
riesgo el tratamiento efectivo de las infecciones bacterianas y aunque en algun
momento el tratamiento con antibiéticos era muy prometedor actualmente se habla
de la “era post-antibidtica” (Jones y Pfaller, 1983, Falagas y Bliziotis, 2007). Estos
microorganismos tienen una gran variedad de patrones de sensibilidad a los
antibioticos, por lo tanto los tratamientos que seran aplicados deben estar

orientados por investigaciones provenientes de laboratorios (Gross, 1998).

Algunos factores que influyen en el desarrollo de la resistencia microbiana es el
uso excesivo e incorrecto de los antibidticos durante la profilaxis y tratamientos de
infecciones virales, asi como la venta de los farmacos sin restricciones y en el uso
agropecuario (World Healt Organization, 2002), las consecuencias de un mal uso
de los antibidticos puede verse reflejada en una mayor morbilidad, prolongacion en
la estancia hospitalaria, mayores costos para el sistema de salud y la contribucion
a generar resistencia bacteriana. Se conoce que al usar concentraciones

subinhibitorias de antibidticos crea una presion de seleccion de aquellas cepas
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gue son resistentes sobre las que no cuentan con esta ventaja (Gilber et al.,
2001).

El desarrollo de resistencia a antibioticos basicos como lo son la ampicilina y la
trimetoprima-sulfametoxasol, es un problema emergente de resistencia a las
fluoroquinolonas y de manera importante limita las decisiones de que antibiotico

utilizar (Karlowsky et al., 2002).

Resistencia bacteriana

Las bacterias cuentan con distintos mecanismos para resistir la presencia de
antibioticos, actualmente se han descrito al menos 5 diferentes, 1) resistencia
natural; 2) reduciendo la concentracion intracelular del antibidtico (bombas de
eflujo, 3) inactivando el farmaco (alteracion de la enzima, 4) mutaciones en los
puntos de union de los antibidticos correspondientes, 5) formacién de vias

metabdlicas adicionales (Kaye, et al 2000).

Las células bacterianas con resistencia natural a un antibidtico en particular
carecen de la molécula o via blanco de la droga, también las bacterias pueden
llegar a ser resistentes a los antibioticos reduciendo la concentracién intracelular
del farmaco lo cual puede llevarse a cabo mediante la reduccién de la
permeabilidad de la membrana plasmatica, disminuyendo el importe vy
aumentando el exporte, se sabe que los solutos hidrofilacios se difunden dentro de
las bacterias principalmente mediante las porinas, en las bacterias mutantes que
les faltan las porinas pueden presentar un amplio espectro de resistencia, por
ejemplo, la disminucion de la permeabilidad es causa de resistencia en
Haemophilus influenzae y Pseudomonas cepacia (Burns, et al 1989, Burns, et al
1985). Las bombas de eflujo dependientes de energia son otro mecanismo para
reducir la concentracion de antibidtico dentro de la célula, estas bombas pueden
ser especificas o puede exportar diferentes tipos de antibiéticos. La combinacién
de la reduccion de la permeabilidad de la membrana y la funcién de las bombas da

lugar a organismos altamente resistentes, por ejemplo, se ha descubierto que
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activar bombas y la disminucién del niumero de porinas en las membrana a
contribuido a la resistencia a Cloramfenicol (Cm) en algunas cepas de
Enterobacter (Gayet, et al, 2003).

Como ya se comentO la inactivacion de los antibidticos se puede dar por la
degradacion o la modificacion, un ejemplo de la inactivacion son las B-
lactamasas, las cuales estan presente en muchas especies, las B-lactamasas son
capaces de hidrolizar los anillos B-lactamicos, inactivando su actividad
antimicrobiana. Se han descrito cuatro clases (A, B, C, D) de B-lactamasa, cada
una con su propia secuencia de nucleotidos y ciertos tipos de lactamasas
confieren resistencia a varios tipos de antibiodticos p-lactamicos mientras que otros
solo confieren resistencia a uno solo, por otro lado los antibiéticos son
modificados, como ejemplo se encuentran los aminoglucésidos que pueden
modificar la fosfotransferasa y acetiltransferasa perdiendo su capacidad de union a
la subunidad ribosomal (Shaw, et al 1993). También los patégenos resistentes
modifican aminoglucosidos usando metilasas, acetiltransferasa,
nucleotidiltransferasa y fosfotransferasas, por ejemplo, el cloramfenicol es
inactivado por la acetilacion catalizada por la cloramfenicol acetiltransferasa de

organismos resistentes (Ruiz, 2003).

Otra de las estrategias para la resistencia es modificar los sitios de reconocimiento
del antibiético en la estructura intracelular de las bacterias por lo que el antibiotico
ya no puede ser identificado, este mecanismo esta relacionado con el desarrollo
de resistencia a varios tipos de antibiéticos como las quinolonas (mutaciones en
sitios de la DNA girasa), tetraciclinas y macrolidas (mutaciones en las subunidades
de los ribosomas) (Ruiz, 2003). Se ha encontrado que la formacion de vias
alternativas de metabolismo es responsable de la resistencia a antibioticos que
atacan rutas metabdlicas basicas para el mantenimiento de la célula bacteriana,
como ejemplo tenemos las sulfamidas, ya que compiten con el acido para-
aminobenzoico (PABA), este sustrato se encuentra dentro de la sintesis de
nucleotidos, se ha observado que esta accion puede ser contra restada mediante
la sobreproduccion de PABA (Ruiz, 2003).
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Existen varios factores que pueden llevar a que el uso de los antibiéticos den lugar
a la resistencia bacteriana (Figura 1), por ejemplo se ha demostrado que existe
una asociacion entre el uso a largo plazo de farmacos beta-lactamicos orales con
la presencia de resistencia a penicilina de Streptococcus pneumoniae comparado
con tratamientos cortos y con dosis adecuadas (Barbosa y Levy, 2000).

Movimiento de pacientes dentro y
entre instituciones médicas

Viajes de personas y Usoadeciado
productos alimenticios

Medidas de control de
infecciones

i

Uso de Antibiéticos |:> Resistencia a Antibiéticos
/' P

Residuos de Dosis y duracién
antibibticos del tratamiento.

Factores
Socioecondmicos

Seleccion Falta de seleccion

cruzada : antibibticos
Transferencia de antibiotic

genética

Figura 1. Factores que pueden causar resistencia microbiana. Muestra la relacion entre el uso
de los antibiéticos y el desarrollo de la resistencia. La principal causa es el uso de los antibidticos
sumado a factores externos. La flecha horizontal representa la resistencia directa, las demas

flechas los factores externos.

Efectos del mal uso de los antibiéticos

Desde el comienzo del uso de los antibidticos en la década de los 40 los
estudiosos de la microbiologia comenzaron a detectar resistencia a las que en ese
tiempo llamaban “drogas milagrosas”, la penicilina fue por muchos afios el Unico
farmaco utilizado para atacar infecciones, por lo tanto Alexander Fleming en 1945
ya advertia que el mal uso de la penicilina (en condiciones de laboratorio)
ocasionaba seleccion y propagacion de organismos mutantes, es por esto que

promovié tratamientos completos , ya que tratamientos interrumpidos o
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subinhibitorios resultaban en beneficio para seleccionar bacterias resistentes y
promover su crecimiento (Llop et al, 2001). A través de los afos el temor de
Fleming se ha hecho mas que realidad, se han generado resistencias a un sin

namero de antibioticos (Tabla 1, modificada de Pfaller, 1998).

Tabla 1. Especies mas comunes que presentan resistencia. Muestra los diferentes tipos de

organismos bacterianos y a qué tipo de antibiético son resistentes (modificada de Jones y Pfaller,

1998).

Organismos

Resistencias

Gram-positivas
Estafilococos

Penicilina, Oxacilina,
Macrolidos

Enterococo Glycopeptidos, Penicilinas,
Aminoglucésidos
Estreptococo Penicilina, Macrolidos, algunas

Cefalosporinas

Corynebacterium spp.

Bacillus spp.

Drogas multiples
B-Lactamasas

Gram-negative
Haemophilus spp.
M. catarrhalis
Klebsiella spp.

Penicilinas (B-Lactamasas)
B-Lactamasas (B-Lactamasas)
Nuevas Cefalosporinas
(B-Lactamasas de amplio espectro)

Enterobacter spp

Nuevas Cefalosporinas
B-Lactamasas de amplio espectro

S. maltophilia
Neisseria spp.

Drogas multiples
B-Lactamasas,
Fluoroquinolonas

Acinetobacter spp.

Drogas multiples

Pseudomonas spp.

Drogas multiples

Bacteroides fragilis group

Clindamicinas, Cefamicinas

En la actualidad el surgimiento de la resistencia a los antibiéticos es un hecho que
no se ha podido controlar y afecta a todos los individuos y poblaciones alrededor
del mundo, la mala aplicacion y el abuso de los antibidticos en hogares,

hospitales, comunidades, en la agricultura y en los animales ayudan de manera

-20-



consistente a seleccionar y mantener cepas de bacterias resistentes, esta
resistencia puede extenderse grandes distancias, rapidamente pueden dar la
vuelta por el mundo, por lo tanto los antibioticos seran los agentes mas
importantes para seleccionar y propagar bacterias resistentes, por lo tanto es de
primordial importancia el uso cuidadoso de los farmacos (Llop et al, 2001). El
efecto nocivo del mal uso de los antibidticos va mas alld de un individuo, la
seleccion es sobre el medio ambiente y la aparicion de bacterias resistentes ejerce
serios efectos sobre la poblacién, sin embargo la seleccion de la resistencia se da
en cada usuario y esas bacterias no son capaces, directamente de causar
enfermedad a su portador, pero su resistencia es con frecuencia transferida a

bacterias patégenas para el hombre.

Uso del antibi6tico en el ganado

Los antibiéticos son ampliamente usados en la ganaderia como tratamientos
terapéuticos, promotores de crecimiento y profilaxis. Antibiéticos usados como
promotores de crecimiento son administrados a bajas dosis por largos espacios de
tiempo, en la profilaxis, los antibidticos son usados de igual manera a bajas
concentraciones para tratar enfermedades, la diferencia de uso como promotor o
profilaxis es la duracion con la que se le aplica, sin embargo en ambos casos las

dosis son consideradas como subterapéuticas (IOM, 1989).

El extenso uso de antibidticos en la ganaderia se ha vuelto un problema debido a
la transmisién de la resistencia, se ha llegado a observar que 24 tipos de agentes
microbianos han sido usados de manera extensa en granjas y ganados como
promotores de crecimientos y profilaxis, estos farmacos fueron frecuentemente
usados para tratar enfermedades como neumonia, enteritis e infecciones de

extremidades (Sawant, et al 2005).

Los antibidticos a niveles subterapéuticos ademas de ayudar para mejorar el
crecimiento y reducir el riesgo de infecciones, también mejoran la digestion y la

cantidad de alimento necesario para que los animales lleguen a un peso adecuado
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(Crawford y Teske, 1983; Droumev, 1983; Frost, 1991). Casi el 90% de todos los
antibiéticos utilizados en granjas o ganado son administrados a concentraciones
subterapéuticas. EI 70% de los antibidticos administrados a concentraciones
subterapéuticas son dirigidos para prevenir enfermedades, mientras que el 30%
es usado como promotor de crecimiento (CAST, 1981; Hays, 1986; US
International Trade Commission, 1987). Se ha observado en estudios que nuevos
antibioticos son utilizados de manera comun en el ganado (Zwald et al., 2004),
ademas se reporta el uso de antibioticos que son prohibidos para el uso en
animales. Por otro lado se han encontrado residuos beta-lactamicos que exceden
los niveles permitidos en ganado (Shitandi and Sternesjo, 2004), debido a que el
uso de antibidticos deja residuos en los productos de las granjas (Levy et al.,
1987; Corpet, 1996; Tenover y McGowan, 1996), los antibiéticos pueden entrar a
los ecosistemas terrestres y acuaticos atreves de los desechos de las granjas
(Bates et al., 1994), cuando se aplica a la tierra residuos de medicamentos
bioactivos asi como bacterias resistentes a antimicrobianos pueden crear

reservorios en el medio ambiente, ver Figura 2 (Austin, 1985).

Otros agentes microbianos

Metales pesados Hierro

\ Transformacién ’
Conjugaciéon S-

LI
/ Transduccion

Desinfectantes Otros estimulos

caseros . — externos
Residuos de antibidticos en el

ambientes

Figura 2. Mecanismos de adquisicion de resistencia microbiana. Representa la adquisicion,
transferencia y estabilidad de la resistencia a los antibioticos.
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Otro factor que influye en la resistencia a antibiéticos en el ganado en que muchos
de los antibioticos aplicados estan disponibles sin una prescripcion meédica (US
Food and Drug Administration, 2012), y usualmente la cantidad de antimicrobianos
vendidos para animales son 4 veces mayor que la cantidad vendida para humanos
(US Food and Drug Administration, 2010, US Food and Drug Administration,
2011), y si bien es poco comun que la resistencia aparezca en humanos, el uso
indiscriminado de antibidticos en la produccion animal si se ha relacionado con el
desarrollo de resistencia microbiana, y en esta area el problema ha emergido
como una crisis de salud (World Health Organization, 2012). Este punto clave no
ha sido tomado en cuenta con la gravedad que merece, no se ha relacionado del
todo el uso de antibioticos en animales con el desarrollo de resistencia de
microorganismos patdégenos en el hombre, sin embargo si existe evidencia de que
la resistencia en algunos microorganismos patdgenos entéricos para humanos
han prevalecido gracias a la transferencia de genes provenientes de

microorganismos de animales, contaminando la cadena alimenticia (Barton, 2000).

Es de importancia mencionar que las enzimas con mayor incidencia clinica y de
creciente dispersion geografica y en particular de géneros de la familia
Enterobacteriaceae son las beta-lactamasas, y cabe destacar que existen
estudios en donde se describe una alta incidencia de beta-lactamasas en cepas
de origen animal (Carattoli et al., 2005, Hopkins et al., 2006, Liebana et al., 2006).

En un estudio reciente de uso de agentes antimicrobianos en ganado lechero se
encontré que 24 tipos de antibidticos fueron usados prolongablemente en granjas
y ganado como promotores de crecimiento, profilaxis y para tratar enfermedades
como neumonia, enteritis e infecciones generales, debido a esto se logro aislar
organismos de Escherichia coli resistentes a tetraciclina, asi mismo se determiné

gue los genes que le confirieron la resistencia se localizaba en el cromosoma
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bacteriano, este estudio indica que el ganado puede ser un importante reservorio
para organismos patdégenos resistentes y potencialmente pueden contaminar la

cadena alimenticia (Sawant et al., 2005).

Adquisicién de la resistencia a antibioticos

Los genes de resistencia a microbianos pueden ser diseminados por contacto
directo, heces de animales o tierra contaminada, asi mismo el suelo puede ser
también un reservorio para la diseminacion, ya que a pesar de la eficacia de los
antibioticos son pobremente absorbidos y aproximadamente del 25 al 75% pueden
ser excretados mediante las heces y persistir en el suelo (D"Costa et al., 2006,
Chee-Sanford et al., 2001, Hanzawa et al., 1984). La adquisicion de la resistencia
a antimicrobianos puede ser causada por cambios estructurales en el material
genético o ajustes en la maquinaria metabdlica, existen dos tipos de transferencia,

1) la transferencia vertical de genes y 2) la transmision horizontal de genes.

Transferencia vertical

Los genes mutados (producto de mutaciones en genes que codifican para los
sitios de reconocimiento de antibidticos, vias metabdlicas alternas, bombas de
flujo/eflujo o sistemas de degradacién) asi como la transferencia de genes durante
la proliferacidon se lleva a cabo mediante la transferencia vertical. Las mutaciones
pueden ser causadas por errores en la sintesis del DNA, cambios quimicos
inducidos por mutagenes o una errénea reparacion de la cadena de nucledtidos.
La frecuencia de las mutaciones son variadas independientes de la presencia de
los antibioticos (Davies, 1994), sin embargo investigaciones confirman que una
constante exposicién a antibidticos puede incrementar significativamente la tasa
de mutacion y por lo tanto heredar la resistencia a multidrogas (Kohanski et al.
2010). Ademas se ha encontrado que el uso de concentraciones subterapéuticas
de antibi6ticos incrementa la concentracidbn minima inhibitoria (Kohanski et al.
2010).
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Transferencia horizontal

La transferencia horizontal media la transmisién de genes para la resistencia hacia
bacterias susceptibles, los elementos méas usados probablemente son los
elementos genéticos moéviles como los plasmidos, transposones e integrones, esta
transferencia puede ser conducida por la conjugacion, transformacion (captacion
de DNA libre) y transduccion (Syvanen, 1985). Los pldsmidos pueden contener
rasgos genéticos benéficos para la célula, como utilidades metabdlicas adicionales
gue pueden ser facilmente transmitidas a otras bacterias mediante la conjugacion
(Lipps, 2008) por lo tanto los plasmidos son un importante medio de diseminacién

de los genes responsables de la resistencia a antibioticos.

Un transposones es un tipo de DNA movil que puede cortarse, copiarse y pegarse
utilizando una enzima transposasa, una vez separados de su origen pueden
integrarse a un sitio al azar en sitios en el DNA plasmidico (McClintok, 1950), un
integron es también un elemento movil de DNA con un sistema de recombinacion
especifico que es capaz de reconocer y capturar casettes méviles de genes (Hall
y Collis, 1995). Los integrones de resistencia son un importante elemento para la
diseminacién de genes para la resistencia a través de la cadena alimenticia. A
parte de la conjugacion las bacterias pueden agregar fragmentos de DNA libres
adquiriendo la resistencia, la célula bacteriana puede estos fragmentos e
integrarlos dentro de su genoma, esta célula se llama “competente” y al proceso
se le llama “transformacion”, aunque la transformacién es comunmente baja las
altas concentraciones de DNA hacen que la transformacion bacteriana sea un
método importante para la integracion de elementos para la resistencia. (Hall,
1995).
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Plasmidos: Reservorios de la resistencia microbiana.

¢,Qué son los plasmidos?

Los plasmidos son moléculas de material genético (DNA) extracromosémico que
se encuentra circular o lineal y con replicacion independiente al DNA
cromosOmico, presentes en organismos procariotas y en unos cuantos eucariotas,
el tamafo de estas moléculas puede variar desde 1 Kilobase (Kb) hasta algunos
cientos, entretanto el nimero de plasmidos presentes en una célula puede variar
desde una sola copia hasta decenas por célula. Los plasmidos tienen capacidad
de autorreplicarse y mantenerse dentro de la célula, y es gracias a sus elementos
genéticos que estan involucrados en la replicacion plasmidica, estos elementos se
agrupan en una unidad genética llamada replicon, el replicén contiene una regién
de entre 2 a 3 Kb que contiene los genes que codifican para las proteinas de
control de inicio de la replicacion (proteinas cop e inc), asi como las proteinas
responsables del inicio de la replicacion (rep) y otros elementos de control como el
RNA antisentido y secuencias especificas de union de las proteinas que
intervienen en el inicio de la replicacion (Couturier et al., 1998). Los plasmidos
pueden contener otros genes, como por ejemplo los de resistencia a antibiéticos y
a los metales pesados, los de degradacion de compuestos recalcitrantes o los de
utilizacién de otras fuentes de carbono y energia, estos genes le dan a la célula
ventajas selectiva y les permiten colonizar nuevos nichos ecolégicos (Gstalder et
al., 2003). Por lo tanto los plasmidos protegen a la bacteria de efectos téxicos
como son los metales pesados, radicales libres y antibiéticos, asi mismo los
plasmidos pueden contener secuencias que codifican para la sintesis de
moléculas enzimaticas como las colicinas, una bacteriocina producida por algunas

cepas de E. coli (Summers 1996).

Los plasmidos son considerados vectores de la movilizacion genética mediante la
transformacion, transduccion y conjugacion (siendo esta ultima la mas usual) en
poblaciones incluso de diferentes especies, siendo capaces de trasmitirlo de

bacteria a levadura (Summers 1996; Couturier et al. 1998).
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Esta movilizacion de la informacion genética tiene efectos importantes en la
evolucion bacteriana. Es crucial que un plasmido persista dentro de su huésped,
donde el mecanismo de replicacion, la herencia y la difusidon son esenciales para
mantenimiento. La replicacion autbnoma es una caracteristica importante para el
mantenimiento del plasmido dentro de su hospedero podria ser potencialmente
regulad a nivel de iniciacion, elongacion o terminacion (Couturier et al., 1998).
Para que un plasmido pueda replicarse requiere de una secuencia dentro del
mismo llamada “replicon”, ésta es una regiéon de 1-3 kbs, algunos plasmidos
pequefios contienen solo un replicon sin embargo plasmidos que son grandes
pueden contener varias secuencias que por las cuales se puede iniciar su
replicacion (Couturier et al. 1998). Plasmidos con multiples replicones incrementa
su diseminacién y su persistencia en los hospederos, incluyendo la interaccion y el

control de la incompatibilidad con algun plasmido residente (Couturier et al. 1998).

Incompatibilidad plasmidica

La incompatibilidad plasmidica se define como el proceso por el cual un plasmidos
inhibe el mantenimiento estable de un segundo pladsmido en una célula, a esto se
le considera que ambos plasmidos son incompatibles (Couturier et al., 1998), la
incompatibilidad de plasmidos fue descrita a principios de la década de los 60 en
el plasmido F (Maas y Maas, 1962, Scaife y Gross, 1962) al observarse que en
bacterias transcojugantes portadoras del plasmido F integrado en su cromosoma
no se replicaba con otro plasmido F autébnomo (Dubnau y Maas, 1968), basandose
en esta caracteristica los plasmidos se agruparon en diferentes grupos de acuerdo
a su incompatibilidad, Datta y Hedges generaron un esquema basado es este
criterio a principios de la década de los 70 (Datta y Hedges, 1972), en la
actualidad existen mas de 30 grupos de incompatibilidad en la familia
Enterobacteriaceae y mas de 14 en el género de Pseudomonas (Couturier et al.,
1998).
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Plasmidos como marcadores

Métodos moleculares como herramienta

Los organismos resistentes a antibiéticos tienen una amplia variedad de patrones
de sensibilidad y la aplicacion de estos mismos debe estar guiada (Gross, 1998).
El desarrollo de la resistencia a antibiotico en E. coli tiene implicaciones clinicas
importantes, por ejemplo, el desarrollo de resistencia a viejos antibidticos como la
penicilina y la trimetoprima-sulfatetoxasol asi como el problema emergente de la
resistencia a fluoroquinolonas, puede limitar seriamente las opciones de que
antibiotico usar (Karlowsky et al., 2002). Desde los reportes de transferencia de la
resistencia a antimicrobianos la importancia de los plasmidos ha aumentado
progresivamente, el entendimiento de como participan los plasmidos en las
infecciones se expande mas alla que el de la resistencia a las drogas, gracias a
caracterizaciones clinicas de como los plasmidos intervienen en las infecciones,
esto incluye los mecanismos de virulencia y la habilidad de colonizar, resistencia a
las defensas del hospedero y produccion de toxinas (Platt et al., 1984). Sin
embargo, la modificacion de caracteristicas bioquimicas de los plasmidos usadas
en la identificacién de patégenos puede resultar en un errbneo reconocimiento y

tratamiento de infecciones (Smith y Parsell, 1975).

En la actualidad para determinar perfiles fenotipicos y susceptibilidad microbiana
se utilizan métodos convencionales, y aunque estos métodos son Uutiles para
detectar los perfiles de resistencia, seleccionar los farmacos adecuados y trazar la
dispersion de cepas individuales dentro de hospitales o regiones no es suficiente
para los nuevos retos que conllevan la aparicion de la resistencia a antibiéticos, es
por esto que los métodos moleculares proveen herramientas eficaces para dar un
seguimiento adecuado a la dispersion de cepas bacterianas patégenas y contribuir
a la evaluacion de de brotes infecciosos, infecciones recurrentes y diseminacion
de clones especificos patégenos (Sader et al.,, 1995), los métodos moleculares
también son usados para generar informacién adicional como la deteccion y
evaluacion de de la diseminacion de patdogenos multi-resistentes (Pfaller et al.,
2001).
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La caracterizacion molecular de microorganismos es frecuentemente usada por
médicos, microbidlogos y epidemidlogos para proveer evidencia de la relacion
genética como ayuda en la investigacion epidemiolégica de las enfermedades
infecciosas (Sader et al., 1995). La necesidad de determinar la relacion entre
organismos puede surgir durante una investigacion de brote en el que un grupo de
infecciones causadas por organismos de la misma especie muestran perfiles
similares de resistencia antimicrobiana, esto con el fin de determinar la
propagacion clonal dentro de un microambiente, asi como la fuente de infeccion
(Sader et al., 1995). La aplicacion de andlisis moleculares, tal como un analisis de
proteinas de células enteras o un andlisis de plasmidos, ayuda a las
investigaciones de los brotes de enfermedades infecciosas y el resultado ha sido
proporcionar muchos marcadores utiles que distinguen el clon epidémico de un
patdgeno particular y a ayudado a la identificacion de vehiculos especificos de

infeccion (Waschmut et al., 1991).

El andlisis de plasmidos proveen un método muy Util para diferenciar aislados
bacterianos, por ejemplo, 96 aislados entéricos fueron aislados de rebafios y
fueron examinados mediante la extraccion de DNA, digestion mediante enzimas
de restriccién y geles de electroforesis, este ultimo para analizar los perfiles de
tamafos de los plasmidos, de esta manera pudieron concluir la movilizacién de los
plasmidos y de polimorfismos de longitud de fragmentos a través de los rebafios y
del tiempo (Dorn et al., 1992). Por lo tanto el nUmero y tamafio de los plasmidos
presentes es usado como base para la identificacion de las cepas, la
caracterizacion por estos medios han sido usados de manera exitosa para el
andlisis de brotes de infecciones nosocomiales e infecciones comunitarias
adquiridas causadas por una amplia variedad de especies gran-negativas
(Schaberg et al., 1981, Fornasini et al., 1992)

Los métodos convencionales que incluyen morfologia y pruebas fisicas son
usados para la identificacion y caracterizacion de cepas bacterianas (Fantasia,
1990), sin embargo estos métodos pueden ser in por factores fisiologicos, sin

embargo las técnicas moleculares son mas sensibles, rapidas y faciles de aplicar
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gue los métodos convencionales de diagnostico (Relman et al., 1992; Relman,
1999). Celebi y colaboradores, muestran que analizar la susceptibilidad de
antibiéticos, extraccion de DNA y un andlisis de proteinas (SDS-PAGE) yudan
eficazmente a distinguir cepas de E. coli, también encontraron que no hay una
estrecha relacion entre la ocurrencia de los plasmidos y la multiple resistencia a
antibioticos, ya que en ocasiones la resistencia no se encontraba en el plasmido
(Celebi et al., 2007).

JUSTIFICACION
El surgimiento de la resistencia a antibiéticos por parte de las bacterias es un
problema a nivel mundial, se ha observado que en diferentes continentes la
resistencia puede comprometer a pacientes hospitalizados asi como procesos
terapéuticos delicados como lo es una quimioterapia. Los organismos mas
comunes que se han identificado con esta habilidad de resistir a los antibioticos de
amplio espectro y ademas de importancia clinica son Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp. entre otros. Estos
organismos han mostrado un aumento en su capacidad de resistencia en los
altimos afios (Ronald y Michael, 1998), es por esto que es de gran importancia
aplicar nuevos métodos para identificar estas especies al momento que surgen en
las poblaiones. Si bien podemos encontrar estudios de estos organismos muchos
de ellos no corresponden especificamente a México, por lo tanto el estudio del
surgimiento de microorganismos multi-resistentes es escaso, y si nos referimos al
lugar donde se llevo a cabo este trabajo, Querétaro, reducimos aun mas la
cantidad de trabajos referentes a este tema, es por estos motivos que la
caracterizacion de cepas obtenidas de ganado enfermo con signos de diarrea es
de vital importancia para prevenir el descontrol de microorganismos resistentes,
ademas es un punto clave para comenzar a evitar la diseminacion de estas

bacterias multi-resistentes hacia el hombre.
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HIPOTESIS
Dado que los plasmidos contienen informacion genética de importancia ecolégica
para las bacterias, su caracterizacion y secuenciacion nos ayudara a identificar en
donde se encuentran y cuales son algunas de esas ventajas que el material

genético les confiere a las bacterias de E. coli aisladas de ganado enfermo.

OBJETIVOS

General.
» Caracterizar genética y bioquimicamente los aislados de la familia

Enterobacteriaceae.

Particulares.

1. Determinar el perfil de resistencia a antibidticos de los aislados

involucrados.

2. ldentificar los aislados por tres métodos, Biolog, MALDI-TOF

(espectrometria de masas) y 16S rRNA.

3. Determinar el perfil de plasmidos de los aislados y obtener la secuencia de

al menos uno de los plasmidos.

METODOLOGIA

Aislamiento de las cepas y extraccion de plasmidos.

Se obtuvieron diez aislados de muestras fecales de vacas con signos de diarrea,
estos aislados se crecieron en agar MacConkey, se rotularon con las siglas CM1 a
CM10 para identificarlas en el laboratorio, obtenidas en agar se sembraron e en
medio LB con 10% de glicerol para almacenarlos posteriormente a -70°C. El
meétodo utilizado para la obtencion del material genético plasmidico fue el de
Birnboim modificado (Birnboim and Doly, 1979), se inoculé la cepa en 10 ml de
medio Luria Bertani (LB) con Carbenicilina (100 pl/ml) y se incubdé a 37°C en
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agitacion constante durante 18 horas, se agregaron 2 ml del cultivo a un tubo
eppendorf (2 ml) y se centrifugd 1 minuto a 12,000 rpm, se elimind el
sobrenadante decantando y dejando la pastilla lo mé&s seca posible, se
resuspendio con 150 ul de Solucién | (ANEXO 1) y se agitd en vortex para disolver
la pastilla, en seguida se adicionaron 300 ul de Solucion 1l 'y se mezclé gentilmente
inclinando el tubo cinco veces dejandolo 5 minutos a temperatura ambiente,
pasado el tiempo se agregaron 200 ul de Cloroformo y se mezclé gentiimente
dejandolo actuar por 1 minuto, posteriormente se afiadieron 200 pl de Solucién 1l
y se mezcld por inversion dejandolo en hielo por 30 minutos. Completado el
tiempo se centrifugd por 21 minutos a 14,000 rpm a temperatura ambiente, la fase
acuosa (la fase de arriba en el tubo) se recuperé y se transfiri6 a un tubo nuevo
eppendorf de 1.5 ml, a este nuevo tubo se le adiciond 1 Volumen de Isopropanol y
se mezclo gentilmente para después centrifugarlo por 21 minutos a 14,000 rpm a
temperatura ambiente, posteriormente se elimind el sobrenadante y se quedd solo
con la pastilla, se le afadi6 1 ml de etanol al 70% para lavar la pastilla y se
centrifugd por 10 minutos a 14,000 rpm, hecho esto se elimind el Etanol y se seco
la pastilla en el thermoblock a 65°C por 10 minutos, se resuspendié en 35 pul de
agua destilada estéril con RNAasa (20 mg/ml), se tomaron 2 pl para correrlos en
un gel de agarosa (ANEXO 2) al 0.8% y se observaron los resultados.

Preparacion para la secuenciacion.

Limpieza por Fenol-Cloroformo

Siguiendo el procedimiento de la extraccion de plasmidos y después de que se
agrego la RNAasa (20mg/ml) se incubd a 37°C por 30 min y se afiadié 1 volumen
de Fenol-Cloroformo (en proporcién 200 ul/200 ul) y se agité en vortex por 10
segundos y se agregaron 200 pl de Solucién lll, se centrifugd por 5 minutos a
12,000 rpm y se recupero el sobrenadante, se agregaron 2 voliumenes de etanol
absoluto y se centrifugd por 10 minutos a 14,000 rpm, hecho esto se eliminé el

Etanol y se seco la pastilla en Thermoblock a 65°C por 10 minutos, se empaqueto,
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se etiqueto y se manddé a MACROGEN en Corea para su secuenciacion mediante
la plataforma de secuenciacion IlluminaHiSeq 2000 (MACROGEN, Seoul, Korea).
Las secuencias obtenidas en Fastq se ensamblaron con SPAdes v3.1.1.

Construccién de la Genoteca

Extraccion y purificacion del plasmido

Se extrajo el DNA por el método de BirnBoim (ANEXO 1) y se corrieron 25 pul de la
extraccion y 5 pl de colorante GelRed en un gel de agarosa al 0.5 % a 60 V
durante 60 minutos. Obtenido el gel, se observdé en el transluminador (Luz
Ultravioleta) y se comprobd la presencia del material genético plasmidico, una vez
obtenidas las bandas se cortaron directamente del gel con ayuda de un bisturi
esterilizado y se colocaron en un tubo de 1.5 ml procurando que el bloque de

agarosa no fuera en exceso grande.

Se utilizo el kit de QIAGEN DNA Cleaner (QIAGEN, Hilden, Alemania) para
recuperar el DNA plasmidico. En tubo de 1.5 ml con el bloque de agarosa se le
agregaron 2 volumenes del Buffer de unién (Binding buffer) y se agité en vortex
hasta que desaparecié por completo el bloque de agarosa, se pasé la mezcla a
una columna (tubo Zympo tip, 5 pl) y la columna se colocé arriba de un tubo
recuperador, se centrifugd a 10,000 rpm por 30 segundos, se desecho el
sobrenadante y se agregd nuevamente a la columna 200 ul de agua de lavado
(Washing buffer) y se centrifugo a 10,000 rpm por 30 segundos, éste Ultimo paso
se repitié una vez mas y se afiadio 30 pl de agua DEPC y se centrifugé colocando
esta vez la columna en un tubo de 1.5 ml nuevo y estéril a 10,000 rpm durante 30

segundos.

Se tomaron 2 pl del resultado de la limpieza y se corrieron en un gel de Agarosa al
0,8 % a 75 V durante 45 minutos para comprobar que el DNA plasmidico estaba

presente después de la limpieza.
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Digestion del material plasmidico

El plasmido se digirié con la enzima Hincll (Hindll) de la marca Thermo Scientific,
se agreg6 16 ul de agua libre de nucleasas, 2 ul del Buffer Tango 10X, 1 ul del
DNA plasmidico y 1 pl de la enzima Hincll, se mezclé gentiimente con la
micropipeta y se incubd a 37°C por 30 minutos. Terminada la digestion se corrio
un gel de agarosa al 0.8 % para corroborar que el plasmido se haya cortado y se

guardo la imagen para su posterior analisis.

Clonacioén

Una vez que se obtuvieron los fragmentos del pladsmido se clonaron en el vector
pJET con ayuda del kit CloneJET PCR Cloning (ThermoFisher, Massachusetts,
USA), en un tubo eppendorf de 1.5 ml se colocaron 10 pl de Buffer de reaccion 2X,
1 ul de la digestion que se hizo con Hincll, 1 pl de agua libre de nucleasas y 6 pl
de enzima DNA embotadora, se vortexed gentiimente y se incubd la mezcla a
70°C por 5 minutos, a continuacion se agregd 1 ul del vector para clonacién
pJET1.2/blunty 1 ul de T4 DNA Ligasa, se mezclo gentiimente y se incub6 a 22°C
por 5 minutos, finalmente el tubo se colocé en hielo para seguir con la

transformacion.

Transformacion

Previamente se prepararon las células competentes (XL1-Blue) (ver ANEXO 2)
para llevar a cabo la transformacién con la clonacion de los fragmentos del
plasmido, el proceso se hizo por triplicado, a cada tubo con las células
competentes se les agrego 5 ul de la clonacion y se mantuvieron en hielo durante
30 minutos para después someterlas a un choque térmico a 37°C por tres minutos,
se dejaron enfriar a temperatura ambiente para posteriormente afadir 100 ul a una
placa de cultivo con medio LB y con carbenicilina (100 pg/ml), las cajas se

incubaron por 24 horas a 37°C y se observo el crecimiento bacteriano.
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Obtenidas las colonias, se aislaron en medio liquido LB, se pico la colonia y se
sembrd en 2.5 ml, una vez aisladas todas las colonias se incubaron a 37°C por 24
horas, al siguiente dia se realiz6 la extraccion de cada aislado y el resultado se
observd en un gel de agarosa al 0.8%. La extraccion de las colonias que se
observaron de buena calidad se almacenaron con glicerol 10% en el

ultracongelador a -70°C.

BIOLOG: Gen Il MicroPlate

La identificacion por medio de fuentes de carbono se llevo a cabo con ayuda del
Kit de BIOLOG Gen Il Microplate (BIOLOG, Hayward, USA) (Tang, et al. 1998).

Las diez cepas se sembraron por estriado y por separado cada una en una caga
con el medio agar de BIOLOG BUG+B (ANEXO 3), y se incubaron a 37°C por 24
horas, posteriormente se recuperé un paquete celular con un asa estéril tratando
de no arrastrar nutrientes del agar y se inoculé en el Fluido de Inoculacién GN/PG
de BIOLOG hasta llegar a una densidad entre 0.5 y 0.52 a 590 nm (Holmes., et al,
1994; Tang., et al, 1998), como blanco se us6 el mismo Fluido de Inoculacion.

Se agregaron 150 pl del inoculo a cada pozo de las placas GEN Il Microplate
procurando hacerlo antes de diez minutos después de su preparacién, con
excepcion del pozo Al, en donde se colocé Fluido de Inoculacién, a continuacién
se incubaron a 37°C con agitacion por 4 horas, a este tiempo se hizo la primera
lectura con el lector de MicroPlacas de BIOLOG (Hayward, USA) (Tang, et al.
1998)., terminada la lectura se regresaron a 37°C nuevamente y se realizd otra
lectura a las 24 horas después de haber sido inoculadas. Al momento que se
hicieron las lecturas el software MicroLog hizo la comparacion automaticamente
contra su base de datos MicroLog GN (3.01A) (Hayward, USA) (Tang, et al.
1998)., los resultados se almacenaron en una memoria USB para su posterior

analisis.
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MALDI-TOF Espectrometria de masas

Este método utiliza la bacteria extraida directamente de colonia, MALDI-TOF se
llevo a cabo con ayuda del espectrometro de masas MicroFlex LT de acuerdo con
el protocolo establecido por el fabricante. La medicion del espectro fue analizado
utilizando el SoftWare Bruker Biotyper 2.0 y la biblioteca (version 2.0, 3740
entradas, BrukerDaltonics) (Etienne, et al. 2010) (ACCUGENIX, Newark, USA).
Los criterios de identificacion utilizados fueron los recomendados por el fabricante,
una puntuacién de =2.000 identificacion a nivel de especie, una puntuacion de
1.700 a 1.999 identificacion indicado a nivel de género, y una puntuacion de <

1.700 fue interpretado como ninguna coincidencia.

Prueba de resistencia a antibiéticos.

Las 10 cepas se sembraron en tubos falcon con 10 ml de medio liquido LBy se
incubaron a 37°C con agitacion por 24 horas, posteriormente los tubos se
colocaron en hielo.

Los antibibticos y sus concentraciones utilizadas para las pruebas de resistencia
se muestran en la Tabla 2, las concentraciones se obtuvieron de acuerdo al
criterio de la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

Tabla 2. Farmacos y concentracion. Antibiéticos aplicados en la prueba de resistencia. Muestra

el nombre del antibiético, abreviaturas de referencia y la concentracion que se aplic6 durante la

prueba.
Antibiotico Abreviacién Concentracion
Carbenicilina CB 100ug/ml
Kanamicina KAN 30ug/ml
Cloramfenicol CL 30pg/ml
Estreptomicina SPT 50pg/ml
Polimixina PB 2ug/ml
Espectinomicina RIF 100pg/ml
Rifampicina STR 10pg/ml
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A partir de la concentracion que reporta la literatura como inhibitoria se escalaron
5 concentraciones, 0, 1, 2, 3, 4y 5 (ejemplo, CB, 0 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pug/ml, 60
pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml), el cero indica que no esté presente el antibidtico). Los
antibioticos se prepararon de la siguiente manera: a partir de una solucion con
antibiotico y concentracion inicial conocida, se hicieron los célculos para preparar
2 ml de solucion final (C1V1= C2V2) en medio liquido LB al 50% para cubrir las
10 cepas.

Se utilizaron microplacas de 96 pozos estériles, se llevd a cabo por triplicado, en
cada pozo se colocé 250 pug de medio liquido LB con el antibidtico y 10 ug del
preinoculo, la organizacion de las cepas y los antibiéticos se muestra en la Figura
3.

Una vez inoculadas las cajas se incubaron a 37°C por 24 horas y con agitacion
constante. Posteriormente se midié la absorbancia de las placas en el lector de
MicroPlacas ELISA, los datos obtenidos se guardaron de forma permanente en un

dispositivo USB para su posterior analisis.
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Figura 3. Acomodo de las cepas y antibidticos en la microplaca. Muestra el acomodo de las
cepas y sus controles en la MicroPlaca de 96 pozos. El 0 indica que no hay concentracién de

antibiotico, del 1 al 5 son las concentraciones del antibiético, CB = 0 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 60
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pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml. Muestra el control XL1-Blue al cual se le aplicaron las mismas

concentraciones que a la cepa experimental. El Control no contiene antibiético ni inoculo.

RESULTADOS
Identificacion

El resultado de la identificacion para cada cepa por medio del kit de biolog, Biotype
y 16S se muestra en la Tabla 3. De acuerdo a la informacién obtenida de la
identificacion por medio del Kit de Biolog, MALDI-TOF vy el andlisis por 16S las
diez cepas fueron identificadas como Escherichia coli.

Tabla 3. Identificacidn de los aislados. Muestra el resultado de la Identificacion de las cepas
utilizando el sistema de identificacién Biolog, MALDIT-TOF espectrofotografia de masas vy el

Identificacion de las cepas CM1 - CM10.

Cepa Biolog Biotype 16S

cM1 Salmonella typhimurium 0,49 | Escherichia coli 2.267 | Escherichia coli 946
Ccm2 Escherichia coli (USP5-7085) 0,3 | Escherichia coli 2.531 | Escherichia coli 946
CM3 Salmonella typhimurium 0,6 | Escherichia coli 2.481 | Escherichia coli 939
cM4 Citrobacter Freundii 0,5 | Escherichia coli 2.458 | Escherichia coli 939
CM5 Citrobacter Freundii 0,5 | Escherichia coli 2.422 | Escherichia coli 939
CM6 Citrobacter Freundii 0,41 | Escherichia coli 2.438 | Escherichia coli 939
CcMm7 Escherichia coli (USP5-7085) 0,4 | Escherichia coli 2.576 | Escherichia coli 946
CMS8 Salmonella typhimurium 0,7 | Escherichia coli 2.487 | Escherichia coli 939
CcM9 Escherichia coli (USP5-7085) 0,4 | Escherichia coli 2.479 | Escherichia coli 946
CM10 Escherichia coli (USP5-7085) 0,3 | Escherichia coli 2.403 | Escherichia coli 946

analisis de 16S rDNA.

Perfiles plasmidicos.

Los resultados obtenidos de la extraccion del material genético plasmidico de las
diez cepas con las que se trabajé se muestran en la Figura 4, se observa que la

cepa CM1 cuenta con bandas de 10 Kpb, 5 k Kpb y otras que van de 2 a 3 Kpb
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mas el material cromosémico que se encuentra en la parte superior. La cepa CM2
a parte del material cromosémico muestra una sola banda de aproximadamente 4
Kpb. Las cepas CM3, CM5 y CM6 muestran un patron de bandeo similar por lo
gue podriamos decir que es la misma cepa, de igual manera muestran el material
cromosomico situado hasta arriba, también muestran bandas de entre 6 y 8 Kpb,
una banda mas intensa de aproximadamente 5 Kpb seguida de una mas pequefia
de 2 a 3 Kpb, hasta abajo se puede observar otra de menos de 2 Kpb, todas se
muestran de igual manera en las tres cepas antes mencionadas. La cepa CM4,
tres bandas que estan en un peso entre 5y 8 Kpb, y comparte la mas pequefia de
menos de 2 Kpb igual que con las cepas CM3, CM5 y CM6. CM7 muestra bandas
de entre 5y 6 Kpb y una mas pequefia de poco menos de 2 Kpb. Para CM8 se
reporta una banda de mas de 10 Kpb, la cual no se observé en ninguna otra cepa,
pero ademas se observo una banda de 2 Kpb. En CM9 se observé una banda de
poco menos de 5 Kpb y una mas pequefa de 2 Kpb, similar con las que cuentan
de la CM3 a la CM6. Y en CM10 solo se observo una banda de poco menos de 5
Kpb.
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Figura 4. Patrones plasmidicos. Perfiles plasmidicos corridos en un gel de agarosa al 0.8% por
electroforesis. En el primer carril se observa la escalera Supercoiled DNA ladder que representa
un tamafio maximo de 10 Kpb y un minimo de 2 Kpb. Del carril 2 al 11 se observan las diez cepas
que van de CM1 a CM10.

Ensambles y andlisis de secuencias.

Genoteca.

Una vez que se purificaron los plasmidos de las cepas experimentales, se
digirieron con la enzima Hincll, los fragmentos resultantes se insertaron en el
plasmido pJet, a continuacion se hizo la transformacion de este plasmido mas el
fragmento en la cepa de laboratorio E. coli XL1-Blue, las células transformantes se
incubaron a 37°C para consecutivamente realizar la extraccién plasmidica. Los

resultados de las colonias con los insertos se muestran en las Figuras 5,6y 7.
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Figura 5. Genoteca. En el carril nimero uno se muestra la escalera de 1kb, en los carriles

siguientes las clonas obtenidas, de la cepa CM1 (1-1, 1-11).

, 2.,.6-1,6-2 6-3 6-4 10-110-210-320-410-5 8-1 8-2: 8-3 8-4
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Figura 6. Genoteca. En el carril nimero uno se muestra la escalera de 1kb, en los carriles
siguientes las clonas obtenidas, de la cepa CM2 (2), CM6 (6-1, 6-4), CM10 (10-1, 10-5), CM8 (8-1,
8-4).
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Figura 7. Genoteca. En el carril nUmero uno se muestra la escalera de 1kb, en los carriles
siguientes las clonas obtenidas, de la cepa CM8 (8-5, 8-6), CM6 (6.2-1, 6.2-5).

Fuentes de Carbono: Kit Biolog

El Kit de Biolog est4d disefiado para la identificacibn asi como para la
caracterizacion de una gran gama de microorganismos Gram-negativos, la
microplaca contiene 95 diferentes fuentes de carbono que al reaccionar con la
cepa se forma un patron de reaccién al que llaman, huella digital metabdlica, este
patron es analizado por la base de datos de MicroLog para referirnos a una
especie bacteriana. Para analizar la huella digital metabdlica en este trabajo se
han clasificado las 95 fuentes de carbono de acuerdo a su naturaleza quimica
como se puede ver en la tabla 4, asi mismo en la tabla 5 se observan las diez
cepas analizadas con su distribucion en la microplaca, ademas nos muestra si la

cepa utiliza o no la fuente de carbono.
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Tabla 4. Fuentes de carbono que componen el Kit Biolog. Muestra la clasificacion de las 95
fuentes de carbono que componen el kit de Biolog GEN Il para gram-negativas y su clasificacion de

acuerdo a su naturaleza quimica.

oo

D-galactosa

Clasificacion Fuente de Carbono (Biolog)

B -metil - D -

glucdsido D- rafinosa

D-Manosa D-Melibiosa D- Psicose

D-Acido Glucosa-6-
sacarico fosfato

D-Arabitol i_Erytrhitol D - Manitol

A Mono -metil- . . - Cis- acido . . o
metil piruvato acido Acético acido Citrico

Succinato aconitico
acido férmico

D-Acido D-acido D- Acido
Glucénico glucosaminico glucurdnico
a-Acido a-Acido D, L-4cido - - Acido
. . e Acido maldnico .
cetoglutarico cetovalerico lactico propanoico
L-Alaninamida L-Alaninamida L- Alanilglicina L- Asparagina

Hidroxiprolina L-Fenilalanina

Acido y-
aminobutirico
Feniletilamina | Putrecina | Etanolamina | |

Glucosa-1-fosfato

D- lactona de
acido galactonico

-43-



Tabla 5. Fuentes de carbono utilizadas por los aislados.

Muestra en la primera columna las

coordenadas de los pozos en las microplacas (96 pozos), en la segunda columna se encuentran en

primer lugar el control (agua), posteriormente las 95 fuentes de carbono, en las siguientes

columnas se encuentran las cepas de la CM1 a CM10. El signo “+” indica que la cepa crece en

presencia de la fuente de carbono.

CM1 | CM2 | CM3 | CM4 | CM5 [ CM6 | CM7 | CM8 | CM9 | CM10
Fuente de Carbono
Al AGUA
A2 a-Cyclodextrin -+ + +
A3 Dextrin + + + + + + + + + +
A4 Glycogen + + + + + + + + + +
A5 Tween 40 + + + + + +
A6 Tween 80 + + + +
A7 N-Acetyl-D- + + + + + + + + + +
galactosamine
A8 N-Aceuhp- + + + + + + + + + +
glucosamina
A9 Adonitol + + + +
A10 L-Arabinosa + + + + + + + + i+ +
All D-Arabitol + + + + +
Al2 D-Cellobiose + + + + + + + i 4 +
Bl i_ Erytrhitol + + + +
B2 D-Fructose + + + + + + + + + 4
B3 L-Fucose + + + + + + + + + +
B4 D-Galactose + + + + + 4 + + + +
B5 Gentiobiose + + + + +
B6 a-D-Glucose + + + + + 4 + + + +
B7 m-Inositol + + + + +
B8 a-D-Lactose + + + + + + 4 a + +
B9 Lactulose + + + + + + + + + +
B10 Maltose + + + + + + + + + +
B11 D-Mannitol + + + + + + + + + +
B12 D-Mannose + + + + + + + + + +
C1 D-Melibiose + + + + + + + + + +
c2 Ay o= + + + + + + + o + +
Glucoside
C3 D-Psicose + + + + + + + + + +
c4 D-Raffinose + + + + s + n ¥ -
C5 L-Rhamnose + + + + + + + + + +
C6 D-Sorbitol + + + + + + + + + +
c7 Sucrose + + + * + * + +
C8 D-Trehalose + + + + + + + + + +
C9 Turanose + + + + + + + + + +
C10 Xylitol + + + + o
Cl1 Methyl Pyruvate + + + + + + + + + +
c12 Mono-Methyl- + + + . . N N . . .
Succinate
D1 Acetic Acid + + + + + + + + + +
D2 Cis-Aconitic Acid 4 + + + + 4+
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D3 Citric Acid + + + + * +
D4 Formic Acid + + + + + + + + * +
D5 D-Galactonic Acid + + + . N R R R . .\
Lactone
D6 | D-Galacturonic Acid + + + + + + + + + 2
D7 D-Gluconic Acid + + + + + + + + + +
D8 | D-Glucosaminic Acid A @ @ + + 4+
D9 D-Glucuronic Acid + + + + + + + + + +
D10 a—Hydroxy Butyric + + . . . . . . . .
Acid
D11 B—Hydroxy Butyric + . .
Acid
D12 y—Hydroxy Butyric +
Acid
-Hydrox
EL Pheﬂylgcetic),lb\cid * * * + + + + + + +
E2 Itaconic Acid + + + * +
E3 | a-Keto Butyric Acid + + + + + + + + + +
E4 | a-Keto Glutaric Acid + + + * + 4k +
E5 a-Keto Valeric Acid + + + * +
E6 D,L-Lactic Acid + + + + + + + + + +
E7 Malonic Acid + * * * +
ES8 Propionic Acid 3 + + + + + i i 4+ +
E9 Quinic Acid
E10 D-Saccharic Acid + + + + + + + + + 4
E1l1 Sebacic Acid
E12 Succinic Acid + + + + + + + + + 4
F1 | Bromo Succinic Acid + + + + + + + + + +
F2 Succinamic Acid + + * +
F3 Glucuronamide + + + + + + + + + +
F4 L-Alaninamide + + + + + + " N +
F5 D-Alanine + + + + + + + + + +
F6 L-Alanine + + + + + + + " N +
F7 L-Alanyl glycine + + + + + + + + + +
F8 L-Asparagine + + + + + + + 4t i+ +
F9 L-Aspartic Acid + + + + + + + + + +
F10 L-Glutamic Acid 3 + + + + + i+ +
F11 Glycyl-L-Aspartic + + + + + + + + + +
F12 GchyI-L-(_BIutamic + + + . . . N . . .
Acid
Gl L-Histidine
G2 Hydroxy-L-Proline +
G3 L-Leucine
G4 L-Ornithine + + * * * +
G5 L-Phenylalanine
G6 L-Proline + + + + + + + + + +
G7 | L-Pyroglutamic Acid
G8 D-Serine + + * +
G9 L-Serine + + + + + + + + + +
G10 L-Threonine + + + + + + . + +
G11 D,L-Carnitine * +
G12 | y-Amino Butyric Acid *
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H1 Urocanic Acid

H2 Inosine I + + + + + + + + +

H3 Uridine + + + + + + + + + +

H4 Thymidine + + + + + + + + + +

H5 Phenyethylamine

H6 Putrescine i

H7 2-Aminoethanol + +

H8 2,3-Butanediol * * +

H9 Glycerol + + + + + + + + + +
D,L-a-Glycerol

H10 e + + + + + + + + + +

Glucose-1-
H11 Phosphate + + + + + + + + + +
Hiz gLuoCsops r?e;?e_ i " - * * * * * * v

Pruebas de resistencia a antibidticos

La resistencia a antibioticos entre cepas de Escherichia coli se muestran en la
imagen 5. De las diez cepas analizadas nueve fueron resistentes a Carbenicilina,
con excepcion de la cepa ocho (CM8) que mostrd sensibilidad al antibiético, por
otro lado todas las cepas fueron resistentes a Kanamicina y solo la cepa ocho
mostré resistencia a Polimixina. En cuanto a la Espectinomicina solo siete cepas
mostraron resistencia con excepcion de CM3, CM4 y CM9. Para Rifampicina solo
la cepa CM8 mostré resistencia, mientras que para Estreptomicina y Cloranfenicol

todas las cepas fueron resistentes.
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Crecimiento bacteriano en porcentaje.
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Figura 8. Susceptibilidad a los antibi6ticos. La grafica muestra en el eje de las Y el crecimiento bacteriano en porcentaje, las barras en color

azul representan una concentracion cero (sin antibiético), en color rojo concentracion 1, en verde concentracion 2, en morado la concentracion 3,
en azul claro concentracion 4, en naranja la concentracion 5. En el eje X se ubican los 7 antibiéticos utilizados (CB, KAN, CL, PB, SPT, RIF, STR),

ademas las 10 cepas experimentales, de CM1 a CM10.
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Secuenciacion del material plasmidico de la cepa CM6.

Se identificaron los genes tra y trb que participan en el ensemble del pili
bacteriano, ademas del gen putativo mobs responsable de la movilizacion asi
como genes de conjugacion como el gen trwB. En el andlisis de la secuenciacion
tambien se encontro el gen traT, el cual parece ser estar jugando un papel
importante para la eficiencia de la transferencia. EI gen finO también fue
identificado, éste esta relacionado con la inhibicion de de la expresion del gen traj,
proceso conocido como la inhibicion de la proliferacion. El plasmido cuenta
también con una proteina iniciadora de la replicacion, encontada en el gen repE,
asi como genes relE/parE para el mantenimiento del plasmido toxina-antitoxina.
Tambien se econtr6 el gen CTX-M-14 responsable de la resistencia a
Carbenicilina en la cepa CM6, este gen ademas se relaciona con resistencia a p-

lactamasas en bacterias gram negativas.
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Tabla 6. Genes en la cepa CM6. Lista de genes identificados en la secuenciacion del plasmido
de la cepa de E. coli CM6.

producto
Metabolismo del DNA AMEIEEE e Firth y Skurray 1995
Ensamble del Pili IS S e Fowler, et al. 1983
traG Ensa'lr.nblef,del Piliy la membrana interna  Firth y Skurray 1992
estabilizacién agregada
Metabolismo del DNA Citoplasma FEE >1/§')I'8h60mpson
Regulacién Citoplasma Thompslgré%/ ERIE
Ensamble del Pili membrana interna
Metabolismo del DNA Citoplasma Thomp:sL%ré%/ ey
Establllza_cmn Membrana externa
agregativa
Exclusm (.je 2 Membrana externa Huiguang et al.
superficie 2010
Ensamble del Pili Periplasma
Ensamble del Pili Periplasma
Ensamble del Pili Periplasma
Proteina iniciadora de la .
replicacion Citoplasma Sharma et al. 2004
MObI|I?aCI_0n 2l Francia et al. 2004
plasmido
Proceso de conjugacion  Membrana integral Gomls;:\)’;tlh etal
Regulacion Citoplasma Yoshioka et al. 1987
Sistema bacteriano : Goeders y Melderen
TS ISpEE toxina-antitoxina Gl 2014
B-lactamasa Citoplasma Bonnet 2004
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DISCUSION

El propdsito de este estudio fue caracterizar una coleccion de diez cepas aisladas
de materia fecal de ganado con sintomas de diarrea, mediante su perfil
plasmidico, pruebas a antibioticos de uso comun, ademas de su identificacion con
ayuda del kit Biolog, 16S y el MALDI-TOF (Espectrometria de masas). Las
diferencias en la identificacion bacteriana observadas con el kit Biolog pueden ser
debido a la presencia o ausencia de vias metabdlicas especificas de cada cepa.
Por otro lado si observamos especificamente si las cepas utilizan o no la fuente de
carbono se obtienen datos interesantes, en cuanto a el uso de fuentes de carbono
con naturaleza de carbohidratos no se nota una diferencia marcada entre el
sustrato utilizado y las diez cepas experimentales, ya que en su mayoria son
moléculas que intervienen en rutas metabodlicas basicas para la obtencion de
energia, a excepciéon de algunos como el Tween 40, Tween 80, en estos se
encuentra una diferencia en el uso por parte de las cepas. Por otro lado aquellas
fuentes que son de origen acido, se puede observar pocas diferencias entre las
cepas, debido a que algunos elementos de igual manera entran a rutas
metabdlicas para obtener energia, sin embargo hay algunas fuentes que no son
utilizadas por la mayoria de las cepas, como el acido butirico y &cido aconitico. De
igual manera es importante resaltar que el Sorbitol, un poli-alcohol es utilizado por
las diez cepas, y es de esperar ya que bacterias patégenas de E. coli como
serotipos 0157:H7 no fermentan sorbitol (Doyle y Schoeni, 1984, Feng, 1995,
Feng, et al. 1991), y es precisamente la ausencia de la capacidad para fermentar
el sorbitol lo que nos ayuda a distinguir aislados de serotipos como el O157:H7 de
otros no patdégenos (Farmer y Davis, 1985, March y Ratham, 1986), con esta
informacion podriamos delimitar que las cepas de la coleccion no pertenecen a un
serotipo como el antes sefialado, sin embargo se ha observado el surgimiento
esporadico de variantes, se ha reportado que el serotipo O157:H7 puede mutar y
convertirse en positivo para el sorbitol (Fratamico, et al. 1993), pasando el D-

Sorbitol a D-Sorbitol-6-fosfatomediante dos enzimas, y posteriormente es pasado
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a D-Fructosa-6-fosfato para posteriormente entrar a rutas metabdlicas para

generar energia (Grenier, et al. 1985, Lengeler, 1975) (Tabla 4 y Tabla 5).

Las diez cepas de la coleccion han exhibido una multi-resistencia a antibiéticos de
uso comun como lo son Carbenicilina, Kanamicina, Polimixina, Espectinomicina,
Rifampicina y Estreptomicina, a partir de este hecho hemos planteado la hipétesis
de que esta resistencia pudo haber emergido a partir de cepas pre-existentes
dotadas con esta capacidad, y dicha informacion genética fue transferida a las
cepas que usamos en este trabajo (Bonnet 2004; Schoreder, et al. 2002). Tanto el
perfil plasmidico como el perfil obtenido mediante pruebas a antibidticos sugieren
una similitud entre las cepas CM3, CM5 y CM6, sugerimos que estas tres cepas
pueden ser las mismas, sin embargo en las pruebas de Biolog se nota que hay
mayor parecido entre las cepas CM5 y CM6, teniendo la cepa CM3 algunas
diferencias en el uso de las fuentes de carbono (Figura 4, Figura 8, Tabla 5). Por
otro lado la cepa CM8 mostro una diferencia contraria a las demas cepas, siendo
resistente y sensible a antibiéticos que las demas cepas no, sugerimos entonces
que la cepa CM8 puede tener un origen distinto a las demas.

Con el fin de correlacionar los rasgos fenotipicos con la presencia de plasmidos, la
Figura 4 muestra los perfiles de plasmido en electroforesis en gel de agarosa. De
acuerdo con el sistema de replicacion, dos plasmidos que no pueden coexistir en
la misma célula se utilizan para la clasificacion de incompatibilidad o grupos Inc
(Couturier et al. 1988). Hemos sequenciado la incompatibilidad del grupo IncFll del
plasmido de la cepa CM6 de E. coli. En los plasmidos F, el grupo de
incompatibilidad IncFii esta generalmente limitado a la familia Enterobacteriaceae,
que incluye a E. coli, Shigella, Salmonela, Klebsiella entre otros, esto puede
explicar en menor medida el hecho de que en la prueba del kit Biolog obtengamos
identificaciones de miembros de la familia Enterobacteriaceae (Couturier, et al.
1988; Mulec, et al. 2002; Yi, et al. 2010). Los plasmidos F se han caracterizado en
mas detalle y en gran variedad de plasmidos que codifican para la resistencia a

antibioticos, asi como los factores determinantes de virulencia y factores de
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importancia ecoldgica, como las bacteriocitas que pertenecen a esta familia
(Couturier et al. 1988; Mulec et al. 2002; Francia, et al. 2004; Yi et al. 2010).

En bacterias gram-negativas, la produccion de B-lactamasas es la principal causa
de resistencia a los antibiéticos mediante distintos mecanismos (Shaw, et al 1993,
Mulec, et al. 2002; Bonnet 2004), el gen encontrado en la secuenciacion de la
cepa CM6, el CTX-M le da la propiedad de resistencia a B-lactamasas, y se ha
demostrado que es un gen que codifica para una enzima que esta ampliamente
distribuida entre un amplio rango de bacterias, especialmente en las que forman la
familia Enterobacteriaceae (Canton y Coque 2006). La familia del gen CTX-M esta
integrada por cuarenta enzimas las cuales pueden ser sub-clasificadas dentro del
grupo CTX-M (Bonnet, 2004), muchos estudios han reportado cepas bacterianas
productoras de CTX-M-14en China, Honk Kong y Korea del Sur. Las cepas con
mas frecuencia portadoras de este gen son E. coli, Klebsiella pneumoniae y E.
cloacae, y es de especial interés el reportar este tipo de genes presentes en el
estado de Querétaro, ya que son genes que proveen una ventaja ecoldgica a las
cepas de esta familia, esto nos indica que su dispersién es bastante amplia
(Mulec et al. 2002; Xiong et al 2002; Huiguang et al 2010). La informacién
bacteriana puede ser transferida de bacteria a bacteria cambiando su repertorio
genético, este mecanismo es llamado transferencia horizontal y afecta la
adaptacion, especializacién y evolucién, como evidencia tenemos las diez cepas

caracterizadas en este trabajo (Syvanen, 1985; Lipps, 2008).

Hemos secuenciado e identificado el plasmido de la cepa de E. coli CM6 como un
homologo cercano al plasmido pHK17a (Ho, et al. 2012). Un gran numero de
genes del plasmido F son responsables de la transferencia por conjugacion y
estan involucrados en la sintesis del Pilus F, regulacion, estabilizacion de
agregacion, exclusién de la superficie, metabolismo del DNA y el sistema toxina-

antitoxina (Tabla 6).

En cuanto a la resistencia a antibiéticos Mirzaagha y col. en el afio 2011
elaboraron un analisis en Canada sobre la prevalencia de resistencia en cepas de

E. coli en becerros en engorda, los alimentos eran suplementados con antibioticos
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a concentraciones sub-terapéuticas, encontraron entonces que resistencia por
parte de los aislados a los antibioticos como Ampicilina, Cloranfenicol,
Sulfametoxazol y Tetraciclina y no encontraron diferencia en los patrones de
resistencia de las cepas aisladas, en este estudio encontramos si varian los
patrones de resistencia entre las cepas y que no todas son susceptibles al mismo
antibiético, como la cepa CM8 que mostro resistencia a la Rifampicina cuando las
demas se ven claramente inhibidas por este antibiotico, este proceso se observa
también con la Carbenicilina pero de manera inversa entre la cepa CM8 vy las

demas.

En México Camacho y col. llevaron a cabo la deteccion de Salmonella spp. en
viseras de pollo, hicieron una caracterizacion bioquimica y de resistencia a 18
antibiéticos diferentes, ellos encontraron resistencia a antibidéticos como
Estreptomicina y Tetraciclina, mientras que Ibar y col. probaron la resistencia a 15
diferentes antibiéticos, amikacina, gentamicina, ciprofloxacina, cefalotina,
cefotaxima, enrofloxacina, fosfomicina, polimixinaB, tetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina, trimetoprima-sulfametoxazol, ampicilina, nitrofurantoina y &cido
nalidixico, encontrando que un 73% de las cepas aisladas de Salmonella spp.
fueron resistentes a todos los antibiéticos utilizados, en los resultados obtenidos
en este estudio podemos resaltar que a diferencia de los estudios anteriores la
Polimixina afecta el crecimiento del 50% de los aislados de E. coli, el Cloranfenicol

no produce efecto al igual que la Estreptomicina.

En China Yang y col. una vez mas caracterizaron cepas de E. coli
multirresistentes, estas fueron aisladas de cerdos y pollos, caracterizaron genes
de virulencia y mecanismos de resistencia, en las pruebas de susceptibilidad
encontraron el 79% de las cepas fueron resistentes a Ampicilina, y 77% a
Estreptomicina, estos estudios dan evidencia de que cepas como E. coli vy
especies cercanas patdégenas estdn presentes en carne destinada para el

consumo humano.
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En este estudio solo una cepa mostré no verse afectada por la presencia de los
siete antibidticos aplicados, este es un dato parecido al de Ibar y col. donde una
sola cepa fue resistente a mas de diez antibidticos al igual que en el estudio de
Yang y col. donde se encontré multirresistencia a nueve antibidticos en cepas de
E. coli. En el analisis de este trabajo encontramos que cada cepa muestra
resistencia a al menos cinco de los antibiéticos probados, hallazgos similiares se
encuentran también en el estudio d Castafio y col, donde encontraron que el 78%
de las cepas aisladas de E. coli analizadas mostraron multirresistencia a mas de

un antibioético.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados son de ayuda para mejorar metodologias existentes para la
caracterizacion de cepas con importancia infecciosa. Actualmente el surgimiento
de microorganismos resistentes a antibioticos son de gran importancia biolégica y
de salud, tener herramientas para analizar su comportamiento es una fuerza que
nos puede ayudar a controlar enfermedades infecciosas. En las diez cepas que se
han estudiado en este trabajo, podemos decir que a pesar de que todas han sido
identificadas como E.coli, cada una tienen su “Huella digital” propia, a excepciéon
de la cepa CM5 y CM6, donde los datos siguieren que son la misma cepa, sin
embargo todas ellas muestran tener una importancia clinica, ya que todas revelan
ser resistentes a antibiéticos de uso comun. Solo fue posible secuenciar el
plasmido CM6, y el andlisis nos revela que contiene genes de importancia para su
mantenimiento, resistencia a B-lactamasas, herramientas que le dan una ventaja
ecologica. Finalmente, la caracterizacién de estas diez cepas ha proporcionado

valiosa informacién para rastrear cepas patdégenas en el estado de Querétaro.
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PERSPECTIVAS

Se propone la caracterizaciéon molecular detallada del plasmido encontrado
en la cepa CM6 de E.coli.

Analizar minuciosamente el uso de las distintas fuentes de carbono para
clasificar de una manera més eficiente las cepas tratadas.

Secuenciar, analizar, y comparar los plasmidos entre las diez cepas.

Determinar el numero de plasmidos en las cepas.
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