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RESUMEN 

 

E. coli representan actualmente un serio problema de salud pública respecto a la 
resistencia a los antimicrobianos ya que se han reportado en todo el mundo un gran 
número de cepas multidrogorresistentes, productoras de BLEE y portadoras de 
cefotaximasa CTX-M. Los determinantes de resistencia y virulencia se encuentran 
albergados frecuentemente en elementos genéticos movilizables como los plásmidos, 
transposones e integrones que se diseminan principalmente entre las cepas de E. coli e 
incluso entre diferentes especies o géneros bacterianos mediante la transferencia 
horizontal de genes. El objetivo de este estudio fue caracterizar molecularmente la 
resistencia y virulencia de cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de vegetales 
crudos. A partir de 143 muestras de diferentes vegetales obtenidos de establecimientos 
fijos y ambulantes de la ciudad de Puebla, se aislaron 12 cepas de E. coli 

multidrogorresistentes (MDR) de las cuales 10 fueron productoras de BLEE y portaban 
CTX-M-55 (n=6), CTX-M-15 (n=4), TEM (n=4) y OXA1 (n=1) y 2 con fenotipo BLEE 
negativo que portaban CMY (n=2) y TEM (n=1). El gen plasmídico involucrado en la 
resistencia a quinolonas fue qnrB encontrado en un 41.7% de las cepas; los genes de 
resistencia involucrados en la resistencia hacia otros grupos de antibióticos identificados 
fueron, tetA en un 75 % de las cepas, aac(3’)-II, sul3 y aadA en un 58.3%, dfrA1/5/14 en 
un 25%, sul1, dfrA12 y dfrA7/17 en un 16.7% y catA en un 8.3%. Las cepas no 
presentaron factores de virulencia de los patotipos diarreogénicos, pero todas 
presentaron la PAI-IICFT073, 2 cepas además presentaron la PAI-IV536 y una cepa presentó 
PAI-ICFT073, PAI-IICFT073, PAI-II536 y PAI-IV536, que se clasificó como UPEC. Con respecto 
al virotipo, de acuerdo a la clasificación de Barrios-Villa y cols. 2018, la mayoría se 
clasifico como virotipo 0 seguido del A y se identificó un nuevo virotipo denominado H. La 
mayoría de las cepas pertenecieron al filogrupo A (n=6), seguido de B1 (n=4), una 
perteneció al B2 (cepa UPEC) y otra al Clado 1 o 2. Todas las cepas presentaron 
replicones IncF, siendo el más común el IncFII; presentaron también con mayor 
frecuencia las relaxasas de la familia MOB-F y una gran cantidad de sistemas de adicción 
de los plásmidos (3-4 en promedio por cepa) siendo los más comunes relBE, srnBC y 
pemKI. El 67% de las cepas transfirieron plásmidos, que portaban genes de resistencia 
a los β-lactámicos, mediante conjugación. También se encontró que algunos plásmidos 
portan otros genes de resistencia al conferirle a las cepas receptoras resistencia a 
quinolonas, aminoglucósidos y tetraciclina. Esto demuestra que los alimentos, como los 
vegetales que se consumen crudos, pueden ser reservorios de cepas de E. coli MDR, 
que portan plásmidos con diferentes genes de resistencia, siendo estos plásmidos un 
vehículo para la diseminación de estos determinantes. La diseminación de la resistencia 
es un serio problema de salud pública ya que se transfieren estas propiedades de 
virulencia a otras cepas o especies bacterianas con un potencial patógeno mayor que 
podrían provocar grandes brotes de ETAs de difícil tratamiento. 
Este estudio es el primero en reportar características moleculares de virulencia y 
resistencia en cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos en México, aportando una 
importante información epidemiológica, para la mejora de la inocuidad alimenticia en 
nuestro país, así como para el combate a la resistencia a los antimicrobianos. 
Palabras Clave: Resistencia antibiótica, BLEE, E. coli 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Escherichia coli 

En 1885 Theodor Escherich describió por primera vez la bacteria Bacterium coli 

commune, que después fue nombrada Escherichia coli (E. coli) en su honor. E. coli es 

una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, en forma de bacilo que mide de 0.5 a 

3 m, es móvil por flagelos perítricos, es oxidasa negativa y de acuerdo a su taxonomía 

esta bacteria pertenece al Dominio: Bacteria, Filo: Proteobacteria, Clase: 

Gammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales, Familia: Enterobacteriaceae, Género: 

Escherichia y Especie: coli (Dworkin et al., 2006). 

E. coli es habitante común del tracto gastrointestinal de humanos y forma parte de su 

microbiota normal intestinal. Hay cepas que son comensales y que raramente causan 

enfermedad con excepción de hospederos inmunocomprometidos o con daño en sus 

barreras gastrointestinales. Estas cepas de E. coli son benéficas cuando se encuentra en 

el intestino como comensal ya que protegen el epitelio gastrointestinal de otras bacterias 

que causan daño, además proveen al hospedero de vitaminas B12 y K, y activan 

constantemente el sistema inmune (Torres, 2016). Sin embargo, existen otras cepas que, 

a través de un proceso evolutivo, han adquirido genes que codifican para factores de 

virulencia que le confieren una mejor adaptación en otros nichos lo que les permite causar 

una variedad de enfermedades (Kaper et al., 2004).  

Las cepas capaces de causar enfermedad están divididas en dos: las que causan 

enfermedades intestinales o diarreogénicas (DEC por sus siglas en inglés) y las que 

causan enfermedades extraintestinales (ExPEC por sus siglas en inglés). Las cepas DEC 

se separan en seis diferentes categorías de acuerdo a la presencia de factores de 

virulencia específicos, su epidemiologia y las manifestaciones clínicas que provocan:  

E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatógena 

(EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC) o Shiga-toxigénica (STEC), E. coli difusa-

adherente (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC); además, recientemente se han 

reconocido patotipos híbridos que presentan hipervirulencia como: STEC/EAEC y 

STEC/ETEC (Torres, 2016) y el patotipo E. coli adherente invasiva (AIEC) 

frecuentemente aislado de pacientes con enfermedad de Crohn (Sepehri et al., 2011). 

Dentro de las cepas ExPEC las más comunes son: E. coli Uropatógena (UPEC) que 
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causa enfermedades infecciosas del tracto urinario y E. coli relacionada a sepsis y 

meningitis (MNEC) (Kaper et al., 2004). 

 

1.2 Virotipo y serotipo 

Las diferentes cepas de E. coli catalogadas como patógenos presentan varios factores 

de virulencia que en algunas de ellas son muy característicos y específicos, como en el 

caso de las cepas diarreogénicas, por lo que la presencia de los genes de virulencia, le 

confieren a estas cepas la capacidad de causar una enfermedad diarreica específica 

pudiéndose clasificar en los diferentes patotipos mencionados anteriormente; pero en el 

caso de las cepas ExPEC la presencia de estos factores de virulencia son muy variables 

y no siempre se encuentran los mismos genes en bacterias que causan una misma 

enfermedad extra-intestinal. Por este motivo se ha investigado la presencia y ausencia 

de diversos genes para poder clasificarlas en diferentes virotipos (Blanco et al., 2013; 

Mora et al., 2014). Esta clasificación de acuerdo al virotipo, se ha realizado en cepas 

provenientes de alimentos de origen animal y está basada en el esquema de 

virotipificación de UPEC O25:H4 ST131, estableciendo 7 diferentes virotipos (A al G) de 

acuerdo a la presencia de 11 genes de virulencia: afa/drBC (adhesinas Afa/DR), operón 

afa (operón de la adhesina Afa), iroN (receptor del sideróforo catecolato), sat (toxina 

autotransportada secretada), ibeA (invasina del endotelio cerebral), papGII (alelo 2 de la 

adhesina de la fimbria P), papGIII (alelo 3 de la adhesina de la fimbria P), cnfI (factor 

necrotizante citotóxico), hlyA (α-hemolisina), cdtB (toxina de distención citoletal) y neuC-

K1 (síntesis de la capsula tipo 1 del grupo 2) (Barrios-Villa et al., 2018). 

Los genes de virulencia pueden ser responsables de la variación del tamaño del genoma 

de E. coli, ya que esta bacteria posee un fondo genético flexible que se diferencian por 

millones de pares de bases; estos genes se localizan generalmente en elementos 

genéticos móviles dando como resultado una transmisión genética horizontal y una mayor 

variabilidad genética dentro de la especie. Por todo esto se considera que las cepas de 

E. coli en general son más virulentas cuantos más factores de virulencia distintos posea 

(Johnson y Nolan, 2009). E. coli posee factores de virulencia como son la endotoxina, 

cápsula, variación antigénica, sistemas de secreción tipo III, secuestro de factores de 

crecimiento como hierro, resistencia al efecto bactericida del suero y además pueden 
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adquirir resistencia antimicrobiana. También poseen factores de virulencia 

especializados como las adhesinas y exotoxinas los cuales son característicos de ciertos 

patotipos de E. coli (Murray et al., 2013). 

La serotipificación es otra clasificación que podemos encontrar en bacterias Gram 

negativas; fue desarrollada por Kauffman, realizó un esquema de serotipificación basado 

en la identificación de los antígenos O (de las cadenas de polisacáridos del 

lipopolisacárido), de los antígenos H (pertenecientes a la proteína flagelina encontrada 

en los flagelos) y del antígeno K (que pertenece a los componentes de la capsula 

bacteriana); la serotipificación del antígeno O proporciona el serogrupo y en conjunto con 

el antígeno H proporcionan el serotipo (O:H); la serotipificación es importante porque 

ayuda a distinguir el número de serogrupos de E. coli que pueden causar enfermedad 

(Wiles et al., 2008). Hasta la fecha se han reportado 187 diferentes antígenos O y 56 

diferentes antígenos H para E. coli (Stenutz., 2006; Joensen et al., 2015). 

 

1.3 E. coli en alimentos 

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son el resultado del consumo de 

alimentos contaminados y son frecuentemente de carácter infeccioso, donde E. coli es 

uno de los microorganismos más prevalentes a nivel mundial (OMS, 2019). Ciertos 

patotipos son transmitidos por alimentos y agua, los microorganismos se ven afectados 

por múltiples factores limitantes presentes en los alimentos; las cepas DEC son una 

importante causa de enfermedades intestinales y son reconocidas como 

enteropatógenos emergentes en todo el mundo (Galli et al., 2016). La determinación de 

E. coli en alimentos y agua es un indicador de contaminación fecal que permite estimar 

la calidad de los alimentos y agua de acuerdo a su estado de contaminación microbiana 

(Jay et al., 2005). 

Los productos frescos son considerados como buena fuente de nutrientes, por lo que los 

vegetales crudos son frecuentemente consumidos como parte de una dieta saludable, 

pero resulta en un riesgo de infecciones gastrointestinales al ingerir, con los vegetales, 

microorganismos patógenos. Brotes de ETAs han sido asociados al consumo de este tipo 

de alimentos y además los vegetales representan una vía de exposición a infecciones 

por bacterias resistentes a los antibióticos (van Hoke et al., 2015). 
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1.4 Resistencia a los antibióticos   

La plasticidad del genoma de E. coli y su capacidad para movilizar y adquirir elementos 

genéticos le permite emerger como una bacteria que provoca nuevas epidemias debido 

a la adquisición de factores de virulencia y resistencia a los antibióticos (Torres, 2016). 

Las diferentes cepas de E. coli pueden desarrollar resistencia a los antibióticos mediante 

varios mecanismos los cuales se pueden agrupar en estas categorías:  

1) Inactivación enzimática: se producen enzimas que inactivan al antibiótico mediante 

hidrolisis, acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones. 

2) Modificaciones en el sitio blanco: dentro de este mecanismo existen diferentes 

estrategias para lograr su objetivo como son: modificaciones genéticas que provocan 

un cambio estructural en las proteínas blanco del antibiótico, adquisición de genes 

que codifican para sustitutos del blanco original de los antibióticos o formar una vía 

metabólica alterna desviando la reacción que es inhibida por el antibiótico.   

3) Alteraciones de la permeabilidad: la membrana externa de los Gram negativos es 

impermeable a sustancias hidrofílicas y este tipo de antibióticos queda confinado a 

pasar a través de porinas por lo que la disminución de la expresión, la alteración 

estructural y la disminución del tamaño de dichas porinas disminuye el influjo del 

antibiótico. Además, también se puede alterar la entrada de aminoglucósidos 

dependientes de energía mediante modificaciones del gradiente electroquímico 

dificultando la entrada a la célula. 

4) Bombas de eflujo: este mecanismo afecta a diferentes grupos de antibióticos, 

mediante diferentes proteínas que funcionan como bombas de eflujo exportando las 

moléculas de los antibióticos desde el citoplasma hacia el exterior de la célula (Allen 

et al., 2010). 

 

1.4.1 Resistencia a antibióticos -lactámicos  

El mecanismo más común de resistencia contra antibióticos -lactámicos entre 

enterobacterias es la producción de -lactamasas, que son enzimas que inactivan los 

antibióticos -lactámicos y que pertenecen a la misma familia de las serina proteasas de 

las PBP (Proteínas de unión a penicilina por sus siglas en inglésghy) (Murray et al., 2013). 

Las -lactamasas se clasifican molecularmente de acuerdo a la secuencia de 
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aminoácidos y motivos conservados en las clases de la A a la D, y de acuerdo a su 

clasificación funcional se dividen en cuatro grupos basados en sus sustratos e inhibidores 

(Bush y Jacoby 2010).  

 

1.4.1.1 β-lactamasas de espectro extendido 

La resistencia a cefalosporinas de última generación es principalmente conferida por 

enzimas conocidas como -lactamasas de espectro extendido (BLEE), que hidrolizan 

penicilinas, cefalosporinas de 3era y 4ta generación y monobactámicos; estas enzimas 

son capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo -lactámico, y pueden ser inhibidas 

por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam. La mayoría de las BLEE han 

evolucionado como resultado de mutaciones en el centro activo de las -lactamasas; 

estas mutaciones de la secuencia de aminoácidos les permiten mejorar su capacidad de 

hidrólisis frente a-lactámicos y esto ocurre por la presión ejercida del amplio e 

indiscriminado uso de antibióticos -lactámicos como las cefalosporinas de tercera y 

cuarta generación, estas enzimas pertenecen al grupo 2be, 2ber y 2de y a las clases A y 

D (Paterson y Bonomo, 2005). Las familias más comunes de BLEEs encontradas en E. 

coli son: TEM, SHV, CTX-M y OXA (Bajaj et al., 2016). 

Los genes de las BLEE pueden ser transmitidos por bacterias de la misma especie o 

entre diferentes especies a través de plásmidos. Por lo anterior las -lactamasas 

plasmídicas ofrecen al menos dos motivos de alerta: su fácil diseminación inter e 

intraespecie, y su alta variabilidad con el consiguiente aumento del espectro de acción. 

La mayoría de las diseminaciones de estos genes se dan a nivel intrahospitalario, donde 

las cepas se transfieren de paciente en paciente y los genes de microorganismo a 

microorganismo (Alekshun y Levy, 2007). 

 

β-lactamasa TEM 

Las BLEE TEM son derivadas de las variantes TEM-1 y TEM-2, que estas dos variantes 

solo presentan hidrólisis a penicilinas y cefalosporinas de primera generación; la primera 

BLEE TEM fue la variante TEM-3 reportada en 1988 que presentaba el espectro de 

hidrolisis característico de las BLEE. Las sustituciones en la secuencia de aminoácidos 

de TEM han originado una gran cantidad de variantes de las cuales hasta la actualidad 
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237 diferentes variantes (NCBI BARRGD, 2019) han sido reportadas e incluso algunas 

de estas son resistentes a los inhibidores de -lactamasas y se les denominan TEM 

resistentes al inhibidor (TRI) (Bradford, 2001). 

En E. coli blaTEM es uno de los genes con mayor prevalencia en aislados clínicos, pero 

también es común encontrarlo en cepas comensales del intestino, además de que es 

frecuentemente encontrado en cepas portadoras de blaCTX-M lo que sugiere la gran 

persistencia de este gen, ya que blaCTX-M es el determinante de resistencia actualmente 

más frecuente en aislados clínicos. Debido al potencial evolutivo de estas enzimas y a la 

emergencia de nuevos alelos resistentes a los inhibidores se anticipa que las TEM en un 

futuro continuaran contribuyendo de manera importante a la falla en el tratamiento con 

antibióticos-lactámicos (Salverda, 2010). 

 

β-lactamasa SHV 

A diferencia de TEM, SHV se encuentra con menor frecuencia en E. coli y es comúnmente 

encontrada en K. pneumoniae en donde el gen se puede encontrar insertado en su 

cromosoma. Las BLEE SHV son derivadas de la variante SHV-1, actualmente 228 

variantes (NCBI BARRGD, 2019) han sido reportadas y al igual que TEM algunas 

variantes presentan resistencia a los inhibidores de las enzimas (Bradford, 2001). Estas 

enzimas se encuentran distribuidas en todo el mundo ampliamente distribuidas en las 

enterobacterias y se han encontrado en brotes causados por P. aeruginosa y 

Acinetobacter spp. (Paterson y Bonomo, 2005). 

 

β-lactamasa CTX-M 

Las CTX-M presentan una potente actividad hidrolítica contra cefotaxima y presentan una 

actividad disminuida contra ceftazidima, aunque algunas variantes confieren resistencia 

a ambas cefalosporinas, además producen una mayor resistencia hacia cefepime. 

Actualmente han sido reportado 224 variantes de esta enzima (NCBI BARRGD, 2019). 

Es común encontrar este gen junto con blaSHV o con blaAmpC lo cual cambia el fenotipo de 

resistencia de las cepas (Paterson y Bonomo, 2005). 

Las BLEE CTX-M son las más prevalentes en las enterobacterias y es muy común 

encontrarlas en cepas de E. coli aisladas tanto de infecciones nosocomiales como de 
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infecciones de la comunidad y también han sido encontradas en cepas aisladas de 

personas sanas, animales, alimentos y aguas residuales (Bajaj, 2016). Se encuentran 

distribuidas a nivel mundial lo cual es atribuido a plataformas genéticas altamente 

movilizables que contienen estos genes y que además son co-seleccionados otros genes 

que confieren resistencia hacia las demás clases de antibióticos. A nivel mundial se han 

reconocido dos grupos de cepas de E. coli que presentan blaCTX-M-14 o blaCTX-M-15 

distribuidas mundialmente en mayor prevalencia y que presentan una asociación 

demográfica de estas dos variantes a lo largo de los diferentes países. La variante CTX-

M-15 es altamente relacionada a E. coli ST131; además, ambas variantes 

frecuentemente se encuentran en cepas que también presentan resistencia hacia 

fluoroquinolonas y amoxicilina/ácido clavulánico lo que presenta un gran reto para el 

tratamiento de las infecciones causadas por estas cepas de E. coli ya que estos 

antibióticos son la alternativa de tratamiento hacia cepas que presentan BLEE (Bajaj, 

2016; Bevan et al., 2017; Johnson et al., 2010). 

 

β-lactamasa OXA 

OXA pertenece a la clase D y es del grupo funcional 2de; estas enzimas confieren 

resistencia a ampicilina, cefalotina y característicamente tienen una gran actividad 

hidrolítica hacia oxacilina y cloxacilina y son débilmente inhibidas por ácido clavulánico. 

Las diferentes variantes presentan poca homología entre ellas demostrando la gran 

variabilidad en esta familia de enzimas. La mayoría de las BLEE OXA son principalmente 

encontradas en P. aeruginosa, pero también han sido encontradas en E. coli, K. 

pneumoniae y otras enterobacterias; varias BLEE OXAs son derivadas de OXA-10 por 

una o dos sustituciones de aminoácidos que le confieren altos niveles de resistencia a 

ceftazidima, pero la variante OXA-17 confiere resistencia a cefotaxima y ceftriaxona y 

poca resistencia a ceftazidima, además confieren resistencia a aztreonam (Bradford, 

2001). La mayoría de las variantes no presentan el fenotipo característico de resistencia 

de las BLEE por lo cual no son consideradas como tal; a pesar de esto se les siguen 

denominando BLEEs. Hay algunas otras que presentan altas resistencias a los 

inhibidores de las -lactamasas y de manera muy importante hay algunas variantes que 

adquieren actividad de carbapenemasa; la evolución de estas enzimas se ha observado 
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en paralelo junto con TEM y SHV (Bajaj, 2016), y actualmente se han reportado más de 

700 variantes diferentes de OXA (NCBI BARRGD, 2019). 



-lactamasa AmpC 

Las -lactamasas tipo AmpC pertenecen a la clase C de Ambler y al grupo funcional 1, 

en muchos géneros bacterianos el gen se encuentra en el cromosoma de la bacteria 

como es el caso de E. coli y es inducible mediante un sistema de regulación donde se 

encuentran los genes ampD, ampG, ampR e intermediarios del reciclaje de 

peptidoglicanos. En E. coli el gen ampC es expresado constitutivamente a bajos niveles 

y es regulado por el crecimiento bacteriano y no por el sistema de regulación ya que el 

gen ampR se ha perdido en el proceso evolutivo de esta bacteria (Philippon, 2002), 

aunque esta enzima se puede sobreexpresar en cepas que presentan mutaciones en el 

promotor del gen generando una mayor producción provocando que se presenten 

fenotipos de resistencia similares a las BLEE además de cefamicinas y a los -lactámicos 

combinados con ácido clavulánico (Jacoby, 2009). 

También se han descrito algunas AmpC que se encuentran en plásmidos y por lo tanto 

presentan la capacidad de transferirse horizontalmente entre bacterias, la mayoría de 

estas enzimas codificadas en plásmidos se encuentran entre las enterobacterias 

mayormente en Klebsiella pneumoniae y E. coli causantes de infecciones nosocomiales 

(Pérez-Pérez, 2002). Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas, 

cefalosporinas (oximinocefalosporinas) y monobactámicos, además de tener la 

capacidad de hidrolizar las cefamicinas y no son inhibidas por los inhibidores de -

lactamasas como el ácido clavulánico (Black et al., 2005); tienen baja actividad frente 

cefepime, cefpirome y carbapenémicos (Jacoby, 2009). 

Estas enzimas codificadas en plásmidos se encuentran distribuidas en todo el mundo 

siendo aisladas con mayor frecuencia en cepas clínicas, pero en menor medida que las 

BLEE; existen diferentes familias de este tipo de enzimas siendo CMY, FOX, ACT, DHA, 

LAT y MIR las más comúnmente encontradas en E. coli y la que se encuentra 

mayormente diseminada es CMY; estas enzimas son en su mayoría expresadas de 

manera constitutivas y no inducibles como es el caso de las que se encuentran 

codificadas en cromosoma. Frecuentemente los plásmidos que portan AmpC también 
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presentan múltiples genes de resistencia hacia otros grupos de antibióticos lo que deja 

pocas alternativas de tratamiento en infecciones causadas por cepas portadoras de estos 

plásmidos (Jacoby, 2009; Philippon, 2002). 

 

1.4.2 Resistencia a Quinolonas 

La resistencia a quinolonas puede darse mediante dos mecanismos: por mutaciones en 

los genes cromosomales o por la presencia de plásmidos que acarrean genes de 

resistencia a quinolonas. El principal mecanismo cromosomal incluye mutaciones en los 

genes gyrA que codifica para la ADN girasa y en parC que codifica para la topoisomerasa 

IV. Los plásmidos que median la resistencia a quinolonas (PMQR) presentan genes que 

incluyen: a) cinco familias de genes qnr (qnrA1–7, qnrB1–47, qnrC, qnrD y qnrS1–58) 

que codifican pequeñas proteínas que protegen las topoisomerasas del ADN de las 

quinolonas; b) el gen aac(6´)-Ib-cr, que codifica una acetiltransferasa que modifica a 

aminoglucósidos y que también tiene actividad en las fluoroquinolonas, esta enzima 

transfiere un grupo acetilo al antibiótico inactivándolo; y c) los genes qepA y oqxA/oqxB 

que codifican sistemas de eflujo específicos para quinolonas y para multidrogas 

respectivamente (Álvarez et al., 2015; Chávez et al., 2015) 

 

1.4.3 Resistencia a los otros grupos de antibióticos  

Con frecuencia se presentan cepas de E. coli MDR, en donde además de presentarse 

resistencia hacia los principales antibióticos usados para su tratamiento, también se 

presenta resistencia hacia los demás grupos de antibióticos mediante diferentes 

mecanismos que son codificados en elementos genéticos movilizables y que en 

numerosas ocasiones son co-seleccionados con otros genes de resistencia generándose 

plataformas genéticas multirresistentes. Los mecanismos de resistencia adquiridos 

mediante elementos genéticos movilizables más comunes presentes en cepas de E. coli 

se presentan en la tabla 1. 
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Tabla 1. Principales mecanismos de resistencia a antibióticos en E. coli 

Grupo de 

antibióticos 

Mecanismo de acción Genes de resistencia 

Aminoglucósidos 

Inactivación enzimática mediante: 
fosfotranserasas (APH), 
acetiltransferasas (AAC) y 
nucleotidiltransferasas (ANT) 

Diferentes variantes de 
aph(3’), aph(6’), aac(3’), 
aac(6’), ant(2’) y ant(3’) 

Trimetoprim Formas alternativas de la enzima 
blanco 

Diferentes variantes de drfA y 
drfB 

Sulfonamidas Formas alternativas de la enzima 
blanco 

sul1, sul2 y sul3 

Tetraciclinas Bombas de eflujo tetA y tetB 

Cloranfenicol 
Inactivación enzimática mediante 
acetiltransferasas y bombas de 
eflujo 

catA y catB; floR y cmlA 

Fuente: Mosquito et al., 2011; Xiao y Hu, 2012 

 

1.5 Plásmidos de resistencia 

Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosomal capaces de autoreplicarse, estos 

elementos aumentan la diversidad genética de las bacterias mediante la adquisición y/o 

perdida de genes a través del proceso de conjugación (Carattoli et al, 2005). 

Los plásmidos de resistencia son los principales elementos responsables en la 

diseminación de los determinantes de resistencia entre las bacterias ya que estos pueden 

ser transferidos entre diferentes cepas, especies e incluso géneros bacterianos. Estos 

plásmidos pueden conferir resistencia hacia la mayoría de los grupos de antibióticos 

como los -lactámicos, quinolonas, aminoglucósidos, sulfonamidas, trimetoprim, 

cloranfenicol, tetraciclinas y macrólidos (Carattoli, 2009).  

Los plásmidos tienen la capacidad de adquirir otros elementos genéticos movilizables 

como transposones, secuencias de inserción, ISCR (secuencias de inserción de región 

común por sus siglas en inglés) e integrones presentes en algunos de los elementos 

anteriormente mencionados; estos elementos movilizan genes de resistencia hacia los 

plásmidos generando plásmidos de multirresistencia. 
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1.5.1 Clasificación plasmídica 

Actualmente la necesidad de clasificar los plásmidos es de gran importancia para los 

estudios epidemiológicos donde se ven involucrados plásmidos que portan genes de 

resistencia. La clasificación también permite rastrear y vigilar la diseminación de estos 

plásmidos en infecciones causadas por bacterias portadoras de estas plataformas 

plasmídicas en hospitales, en la comunidad o brotes por ETAs. 

 

1.5.1.1 Grupo de incompatibilidad 

Los plásmidos que confieren una multidrogorresistencia son en general plásmidos 

grandes de >50 kb, son autoconjugativos y poseen mecanismos que controlan el número 

de copias, esto último mediante una pequeña región del mismo que se denomina replicón. 

EL replicón contiene el origen de replicación (ori), las proteínas iniciadoras de la 

replicación (Rep) y factores reguladores; el estricto control de la replicación genera que 

dos plásmidos con el mismo replicón, no puedan estar en la misma célula ya que 

competirían por los mismos mecanismos de control, a esto se le conoce como 

incompatibilidad plasmídica. Esto ha permitido clasificar a los plásmidos de acuerdo a su 

grupo de incompatibilidad (Inc/rep) que presenta, siendo esta la clasificación plasmídica 

más usada (Carattoli, 2013). En 2005 Carattoli y cols. propusieron un esquema formal 

para la clasificación de los plásmidos, mediante reacciones de PCR, basado en los 

principales grupos de incompatibilidad de plásmidos que confieren resistencia a los 

antibióticos entre las enterobacterias; para poder rastrear la dispersión de estos 

plásmidos en diferentes ambientes (Carattoli et al., 2005). Dentro de las enterobacterias 

los plásmidos con mayor frecuencia encontrados son IncF, IncA/C, IncL/M, IncN e IncI1 

que presentan genes de resistencia para aminoglucósidos, quinolonas, BLEE y/o -

lactamasas AmpC (Carattoli, 2011). 

 

1.5.1.2 Clasificación por relaxasas 

Ya que la clasificación basada en inc/rep presenta algunos inconvenientes como: 1) los 

plásmidos contienen frecuentemente más de un inc/rep, 2) hay otros mecanismos 

diferentes para iniciar la replicación, por lo que los genes implicados pueden pertenecer 

a una gran familia de proteínas haciendo difícil su clasificación y 3) aunque en la mayoría 
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de los casos la clasificación es consistente con la capacidad de movilización de los 

plásmidos, existen algunos que no tienen esta capacidad y se pueden clasificar como 

plásmidos que no pueden ser movilizables; se desarrolló otra alternativa basada en la 

relaxasa conjugativa (MOB), que es la proteína requerida para iniciar la movilización del 

plásmido mediante el proceso de conjugación bacteriana, siendo este el único 

componente en común entre los plásmidos movilizables y conjugativos. Esta metodología 

deja de lado los plásmidos que no tienen la capacidad de movilizarse, pero provee un 

sistema más robusto y universal para la clasificación de los plásmidos conjugativos y 

movilizables (Alvarado et al, 2012). 

La relación evolutiva de las secuencias de las relaxasas ha permitido clasificar los 

plásmidos en 5 familias diferentes de MOB y diferentes subfamilias (Figura 1) (Alvarado 

et al, 2012; Garcillán-Barcia et al., 2009; Francia et al., 2004). 

 

Figura 1. Correlación entre MOB e Inc/rep.  
A) Representación filogenética simplificada de 5 familias MOB, los triángulos de colores representan las 
subfamilias reconocidas mediante DPMT. B) Grupos de incompatibilidad presentes en cada subfamilia MOB 
se indican en los recuadros de colores. Tomada de Alvarado et al., 2012. 
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En 2012 Alvarado y cols. desarrollaron una metodología para poder clasificar a los 

plásmidos de acuerdo a la relaxasa MOB que presentan mediante reacciones de PCR 

utilizando iniciadores degenerados, que se denomina por sus siglas en ingles DPMT 

(Degenerate Primer MOB Typing) (Alvarado et al., 2012). 

 

1.5.1.3 Sistemas de adicción de los plásmidos 

Muchos plásmidos de resistencia también presentan otros elementos genéticos que 

contribuyen a su diseminación y prevalencia en las comunidades, como los sistemas de 

adicción de los plásmidos (SAP) que de manera general son sistemas basados en 

componentes toxina-antitoxina que tienen la capacidad de matar a las células hijas 

cuando estas no heredan el plásmido que contiene el SAP durante la división celular 

(Carattoli, 2013). Estos mecanismos les confieren a los plásmidos la ventaja de 

permanecer en la célula hospedera, lo que asegura la prevalencia de los plásmidos en la 

población aun y cuando estos no aportan un beneficio directo a la bacteria (Hayes, 2003). 

De acuerdo al estudio realizado por Mnif y cols. en 2010, donde evaluaron la presencia 

de los SAP más prevalentes en cepas de E. coli determinaron que los sistemas pemKI, 

ccdAB, vagCD, hok-sok y srnBC se presentan en un promedio de 2 a 3 sistemas por 

cepa; además de que observaron que se presentaba cierta relación con los genes de la 

BLEE CTX-M y los plásmidos IncF (Mnif et al., 2010), lo que sugiere la importante 

contribución de estos sistemas en la permanencia y diseminación de los plásmidos de 

resistencia en las cepas de E. coli, como es el caso de las BLEE CTX-M-14 y 15 que se 

encuentran distribuidas a nivel mundial y en alta prevalencia en cepas de E. coli que 

contienen plásmidos IncF y MOB-F (Carattoli, 2013).
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2. ANTECEDENTES  

En la actualidad la resistencia a los antimicrobianos representa un serio problema de 

salud pública a nivel mundial, ya que deja pocas alternativas de tratamiento debido a la 

aparición de infecciones causadas por cepas multirresistentes y que han generado 

importantes brotes de ETAs causadas por cepas de E. coli. Algunos investigadores han 

dirigido su atención a esta bacteria realizando diversos estudios sobre sus mecanismos 

de resistencia y virulencia de E. coli involucrada en ETAs. 

El tratamiento de infecciones por E. coli se ha complicado debido a la emergencia de 

cepas resistentes a la mayoría de los antibióticos de primera línea, ya que esta bacteria 

ha adquirido mecanismos de resistencia a estos antibióticos por su capacidad de 

transferencia de genes que le confieren esta ventaja (Sabaté et al., 2008). 

 

Las ETAs son el resultado del consumo de alimento contaminado, lo cual es una de las 

mayores preocupaciones de salud, sobre todo en países en desarrollo en los que es difícil 

evaluar la incidencia de estas enfermedades. Diferentes estimaciones consideran que, 

en países desarrollados, una tercera parte de la población se ve afectada anualmente 

por ETAs, lo que sugiere que en países en desarrollo la incidencia de estas enfermedades 

es más alta debido a la poca información que se tiene a cerca de este problema (Cherry 

et al., 2014). 

 

Se ha demostrado que DEC es uno de los patógenos más comunes de ETAs y esto ha 

sido reconocido como uno de los problemas de salud más prevalentes a nivel mundial 

(Torres, 2016). 

 

Las comidas rápidas compuestas por carne, pollo y ensalada que se venden en las calles, 

en negocios donde producen los alimentos en pequeñas unidades movibles, que no 

cuentan con el equipo y material adecuado y suficiente para cumplir con las normas de 

higiene, se asocian con una deficiente sanitización de su ambiente y de acuerdo a esto 

son un potencial vehículo para bacterias que causan ETAs (OMS, 2019). 
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De acuerdo a la OMS en su lista de patógenos prioritarios resistentes a antibióticos, 

publicada en febrero del 2017, E. coli se encuentra dentro de los patógenos de prioridad 

critica o de primera atención, ya que ha adquirido resistencia a un elevado número de 

antibióticos y se le considera especialmente peligrosa ya que puede provocar infecciones 

graves y a menudo letales.    

 

Painter y cols. en 2013 en Estados Unidos determinaron que durante los años del 1998 

al 2008 los vegetales de hojas encabezaban la lista de productos que provocaban ETAs 

y se convirtieron después en alimentos de riesgo regulados por la FDA (Painter et al., 

2013).   

 

En España, Sáenz y cols. realizaron un estudio reportado en 2004, en el que se demostró 

una amplia variedad de genes de resistencia antibiótica en cepas de E. coli aisladas de 

humanos, animales y alimentos, demostrando que este tipo de biota normal puede jugar 

un papel importante en la transmisión de genes de resistencia a antibióticos (Sáenz et 

al., 2004). 

 

Recientemente en una revisión literaria realizado por Alonso y cols. en 2017 de los datos 

de investigaciones realizadas en países de África, con cepas de E. coli de animales de 

ganadería y humanos, que portaban genes de resistencia antibiótica, mostraron altas 

tasas de resistencia hacia las tetraciclinas, penicilinas y sulfonamidas; presentaron un 

incremento en la prevalencia de genes de BLEE y de resistencia a quinolonas que se 

encontraban codificados en plásmidos. Entre los genes de las BLEE más comunes se 

encontraron blaCTX-M del grupo 1, siendo la variante CTX-M-15 la más común en animales 

y humanos. También se identificaron principalmente 2 clonas, la ST131/B2 y ST405/D 

que portaban blaCTX-M-15. Además, se observó la circulación de plásmidos IncI1 que 

portaban blaCTX-M-1, Inc Y y plásmidos no tipificables que portaban blaCTX-M-15 y qnrS1 y 

plásmidos IncF que portaban blaCTX-M-15. Preocupantemente también se observó el 

reporte de cepas de E. coli portadoras de blaOXA-48 y blaOXA-181 en el ganado, en 

Egipto y la presencia de plásmidos emergentes que portan el gen mcr-1, que confiere 

resistencia a colistina, en Argelia, Túnez y Sudáfrica. Esta revisión muestra una urgente 
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necesidad en la regulación del uso de antibióticos en animales, además de la 

implementación de programas de vigilancia para la resistencia a los antibióticos (Alonso 

et al., 2017). 

 

Algunas investigaciones como el estudio realizado por Ben Said y cols. en 2015, han 

identificado cepas de E. coli productoras de BLEE como contaminantes de vegetales, 

agua y suelo obtenidos de diferentes granjas de cultivo. Las cepas de E. coli presentaron 

blaCTX-M-14, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-1, así como integrones de clase 1 con estructura aadA5 

+ dfrA17 y también portaban otros genes de resistencia como sul2, tetA, tetB, strA/strB, 

blaOXA1, aac(6’)-Ib-cr y aac(3’). Estas cepas tienen de 1 a 2 plásmidos del grupo IncF, 

IncI1, IncK, IncY e IncB/O en orden de prevalencia. Los genes de las BLEE, 

específicamente blaCTX-M-14, fue transferido por conjugación a partir de 4 cepas 

donadoras. Las transconjugantes adquirieron un plásmido IncI1 de un peso de 97 kb. 

Este estudio demuestra que la diseminación de cepas de E. coli en los vegetales de 

granjas es frecuente y que podrían ser transmitidas a los humanos a través de las 

cadenas alimenticias (Ben Said et al., 2015). 

 

En un estudio realizado en Seúl Corea, se aislaron 19 cepas bacterianas productoras de 

BLEE a partir de 189 muestras de vegetales (coles y ensaladas mixtas) listos para su 

consumo, los cuales fueron comprados en un mercado; 3 de las cepas fueron E. coli, 

todas provenientes de germinados. En la caracterización de estas 3 cepas, los genes 

BLEE encontrados fueron blaTEM-1, blaCTX-M14 y blaCTX-M55. Se demostró que los genes que 

codifican para las BLEE CTX-M se encontraban en plataformas genéticas ISEcp1. Con 

un entorno genético rio arriba ISEcp1 en ambas variantes (CTX-M-14 y -55) y rio abajo 

del gen blaCTX-M-14 se encontraba IS903 y rio abajo del gen blaCTX-M-55 se encontraba 

orf477. Esto demuestra la capacidad de movilización de estos genes mediante 

transferencia horizontal, así como la emergencia de la diseminación de E. coli productora 

de BLEE en vegetales listos para su consumo (Kim et al., 2015). 
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Un gran brote de diarrea y síndrome urémico hemolítico (SUH) que cobró gran 

importancia en Europa fue el de Alemania en 2011. Se reportaron más de 3000 casos de 

los cuales cerca de 800 fueron de SUH. El brote causó la muerte de cerca de 80 personas 

y fue causado por el consumo de germinados de soya que estaban contaminados con E. 

coli de patotipo hibrido EAEC/EHEC al que denominaron EAHEC. EAHEC de serotipo 

O104:H4 y un ST678, expresaba fenotipos que incluían la toxina Shiga, adherencia 

agregativa y la producción de BLEE, causando serios problemas en el tratamiento de los 

pacientes. Este brote demuestra la gran capacidad de patogenicidad que presentan 

algunas cepas de E. coli, al poder adquirir genes de virulencia y resistencia a los 

antibióticos (Bielaszewska et al., 2011; Rasko et al., 2011). 

 

En un estudio realizado en una granja de Portugal por Araujo y cols. en 2017, se encontró 

38% y 50% de cepas de E. coli en muestras de vegetales (n=239) y agua (n=210) 

respectivamente. El filogrupo más abundante fue B1 (56%) seguido del A (22%); también 

se encontraron los genes de resistencia blaTEM, tetA, tetB e integrones de clase 1 y 2; 

además los plásmidos detectados fueron del grupo IncF e IncI1, todo esto en las cepas 

aisladas de ambas fuentes. Los ST predominantes fueron ST10, ST297 y ST2522 y en 

algunos casos se presentó el mismo ST en ambas muestras. Adicionalmente se 

realizaron ensayos de conjugación demostrando la transmisión de plásmidos de 

resistencia. Con este estudio se pudo identificar que existe un factor de riesgo de 

contaminación cruzada de E. coli entre el agua de riego y las verduras de los cultivos y 

que además estas cepas tienen la capacidad de transmitir genes de resistencia, pudiendo 

de esta manera ser transferidas cepas de E. coli MDR en la cadena alimenticia (Araujo 

et al., 2017). 

 

Un estudio realizado en Alemania de 2011 a 2013, se realizó la búsqueda de cepas de 

E. coli productoras de BLEE en productos alimenticios de origen animal. El estudio se 

enfocó en la búsqueda del gen blaCTX-M-15 y se encontró que el 5.2% (n=21) de las cepas 

aisladas presentaban este gen. Los estudios moleculares revelaron la presencia de dos 

linajes clonales predominantes que corresponden a A-ST167 aislado con mayor 

frecuencia en muestras de leche y carne, y que presenta blaCTX-M-15 que estaba asociado 
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a un plásmido multireplicón IncF (FII, FIA, FIB) y también presentaba otros genes de 

resistencia como aac(6)-Ib-cr, blaOXA1, catB3, diferentes variantes de tet, así como un 

integrón de clase 1 con los casetes de genes aadA5/dfrA17. Y el otro linaje A-ST140 del 

cual se identificaron 4 cepas en las que en 3 de ellas se encontró el gen blaCTX-M-15 

insertado en el cromosoma y la otra cepa con un plásmido de 90 kb con un grupo de 

incompatibilidad IncF. Además, observaron que el gen blaCTX-M-15 siempre estaba 

asociado al elemento ISEcp1. Estos linajes clonales presentes en los alimentos son una 

importante vía de diseminación del gen blaCTX-M-15 en cepas de E. coli ya que estas clonas 

han sido reportadas a nivel mundial, en cepas aisladas de humanos y de ganado (Irrgang 

et al., 2017).  

 

En Colombia se analizó la calidad microbiológica de las muestras de productos 

alimenticios (N=380) en leche pasteurizada, jugo de fruta no pasteurizada, carne molida, 

queso y hortalizas obtenidas en cuatro tiendas minoristas. La prevalencia de 

contaminación por coliformes, E. coli y patotipos de E. coli fue de 88.4% (n=334), 53% 

(n=201) y 2.1% (n=8) respectivamente; las muestras de carne molida y de queso fueron 

los únicos alimentos contaminados con DEC, siendo EPEC, ETEC y STEC los patotipos 

detectados; además los estudios de MLST de estas cepas demostraron una relación 

clonal con las cepas de E. coli aisladas de niños con diarrea, sugiriendo que los productos 

alimenticios disponibles en mercados en Cartagena, Colombia pudieran estar 

involucrados en la transmisión de cepas DEC (Amézquita-Montes et al., 2015). 

 

El consumo de vegetales crudos, como parte de una dieta saludable ha aumentado en 

México, con lo que han aumentado los casos de infecciones gastrointestinales causadas 

por patógenos transmitidos por los alimentos, incluidas cepas DEC. En un estudio 

realizado en México por Castro-Rosas y cols. en 2012, en 130 muestras de ensalada 

analizadas, el 6.2% estaban contaminadas con cepas DEC, principalmente EIEC, ETEC, 

y STEC no O157 (Castro-Rosas et al., 2012).  
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Igualmente, en México en 2016 en un estudio realizado por Gómez-Aldapa y cols. se 

identificaron cepas DEC en el 8% (n=8) de ensaladas de nopales y en 10% (n=10) de 

nopales enteros y cortados, lográndose identificar los patotipos STEC, EPEC y ETEC; 

todas las cepas aisladas mostraron un fenotipo de multidrogorresistencia (Gómez-Aldapa 

et al., 2016a) 

 

En un estudio realizado en Pachuca, México por Gómez-Aldapa y cols. en 2014, se 

analizaron muestras de jugo de betabel (N=100) de 4 diferentes mercados observándose 

en estas muestras la presencia de coliformes (100%), coliformes fecales (75%), E. coli 

(9%) y DEC (4%) de las cuales se determinaron los patotipos EPEC, ETEC y STEC no 

O157, demostrando que este tipo de alimentos que provienen de vegetales crudos 

representan un factor importante en la diseminación de cepas DEC en la comunidad 

(Gómez-Aldapa et al., 2014). 

 

 En otro estudio realizado en Hidalgo, México se estudiaron muestras de cilantro (N=100) 

de diferentes mercados en las que encontraron un 47% (n=47) de presencia de E. coli y 

un 9% (n=9) de cepas DEC; de estas últimas todas presentaron resistencia a múltiples 

fármacos demostrando una alta incidencia de E. coli en este tipo de alimentos y sugieren, 

de esta manera, un mecanismo de transmisión de genes de resistencia antibiótica en la 

comunidad que consume este tipo de alimentos (Gómez-Aldapa et al., 2016b). 

 

En Puebla, México Barrios-Villa y cols. en el año 2018 reportaron un estudio realizado 

con cepas de E. coli aisladas de alimentos cárnicos (pollo y puerco), donde se aislaron 

16 cepas BLEE positivas (35%) de las cuales 12 pertenecen al filogrupo B1 y 8 cepas 

fueron portadoras de blaCMY-2 (17%). Los genes BLEE detectados fueron: blaCTX-M-2, 

blaCTX-M-1, blaCTX-M-15, blaSHV-2a, y blaTEM-52c. Además, se identificaron otros genes de 

resistencia como tetA, tetB, sul1, sul3, cmlA, aadA, dfrA, qnrA y mutaciones 

cromosómicas que confieren resistencia a quinolonas. Se encontraron 4 nuevos STs. 

También se determinó el virotipo de las cepas, siendo el más prevalente el virotipo 0, 

seguido del A, B y E (Barrios-Villa et al., 2018). 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

En la actualidad se ha incrementado en la población el consumo de alimentos nutritivos 

con la finalidad de llevar una dieta saludable, en la que se incluyen frutas y vegetales 

crudos. En México, es muy frecuente el consumo de vegetales crudos para acompañar 

los alimentos preparados y vendidos en establecimientos formales e informales y que 

forman parte de aspectos culturales de la sociedad mexicana.  

El consumo de estos alimentos crudos, puede generar un mecanismo de transmisión de 

virulencia y resistencia a antibióticos, entre cepas, que conlleva a un aumento de 

infecciones de difícil tratamiento causadas por enterobacterias como E. coli. 

La virulencia y la resistencia a antibióticos en cepas de E. coli se encuentra mediada 

principalmente por la transferencia de material genético móvil como los plásmidos, 

proveniente de otras cepas o especies bacterianas, los cuales pueden contener islas de 

patogenicidad y genes de virulencia y resistencia a diversos fármacos. El tratamiento de 

elección que se usa para combatir las infecciones por E. coli, incluye los antibióticos -

lactámicos y las quinolonas, pero la resistencia a estos antibióticos está en aumento a 

nivel mundial. 

En México existen pocos reportes que indiquen los patotipos, bagaje de virulencia y 

mecanismos moleculares involucrados en la resistencia en cepas de E. coli aisladas de 

vegetales crudos; por esta razón, en este estudio se pretende realizar la caracterización 

molecular de la resistencia y virulencia en cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas 

de vegetales crudos y listos para su consumo. El análisis de los resultados nos permitirá 

establecer si este tipo de alimentos son un reservorio de E. coli que poseen genes 

asociados a virulencia y resistencia y su potencial para diseminarse a otras bacterias de 

la población en contacto. Al mismo tiempo, nos permitirá entender mejor los mecanismos 

que E. coli usa para la transmisión de los genes de resistencia y virulencia. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 Identificar y caracterizar molecularmente la resistencia y virulencia en cepas de E. coli 

productoras de BLEE, aisladas de vegetales crudos 

 

4.2 Objetivos específicos  

1. Aislar e identificar cepas de E. coli, a partir de muestras de vegetales crudos. 

2. Determinar el perfil de susceptibilidad a los antibióticos y caracterizar fenotípicamente 

la producción de BLEE. 

3. Identificar genes que codifican para las BLEE y β-lactamasas tipo AmpC. 

4. Identificar genes plasmídicos involucrados en la resistencia a quinolonas. 

5. Identificar genes asociados a la resistencia a aminoglucósidos, tetraciclinas, 

cloranfenicol, sulfonamidas y trimetoprim. 

6. Determinar el serotipo, patotipo, virotipo y filogrupo de las cepas de E. coli.  

7. Determinar el perfil plasmídico de las cepas multirresistentes de E. coli y caracterizar 

parcialmente los plásmidos involucrados en la resistencia. 

8. Evaluar la transferencia de determinantes de resistencia. 
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5. ESTRATEGIA METODOLÓGICA 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Recolección de muestras 

Las muestras de vegetales crudos listos para su consumo se recolectaron en el periodo 

de noviembre del 2017 a abril del 2018 a partir de establecimientos fijos y ambulantes de 

la ciudad de Puebla, Pue. México (anexo 1). Las muestras recolectadas fueron obtenidas 

comprando los productos en los establecimientos; estas fueron resguardadas en una 

hielera con refrigerantes a una temperatura de 4 a 8°C y trasladadas de manera inmediata 

(tiempo de traslado <2 hrs.) al laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la 

Comunidad (LMHyC) del ICUAP, para su procesamiento.  

 

6.2 Procesamiento de muestras, aislamiento e identificación de cepas de E. coli 

Para asegurar la mayor recuperación de las cepas, se realizó un pre-enriquecimiento de 

las muestras pesando 10 gr en condiciones de esterilidad y colocando la muestra en 

bolsas Ziploc, previamente estériles mediante radiación UV, que contenían 20 mL del 

caldo Lauril Sulfato de Sodio (BD Bioxon ®); posteriormente las muestras se maceraron 

manualmente y se incubaron a 35°C durante 24 hrs. en agitación a una velocidad de 30 

rpm. 

Después del enriquecimiento previo de las muestras, se tomaron 100 L del caldo con 

crecimiento y se inocularon en placas de agar Mac Conkey (BD Bioxon ®) adicionado 

con 2 g/mL de cefotaxima (CTX), para obtener cepas presuntivamente resistentes a -

lactámicos. Se estriaron las placas por el método de estría cruzada y se incubaron a 37°C 

por 24 hrs. 

A continuación, se seleccionaron las cepas con morfología característica de E. coli y se 

reaislaron en Mac Conkey con CTX hasta obtener cepas puras. Estas cepas se 

sembraron en agar Levine (BD BBL ®) + CTX, a la misma concentración usada 

previamente, para corroborar la morfología colonial característica de E. coli en este 

medio. Las cepas con morfología colonial presuntiva de E. coli se sembraron en agar 

TSA (BD Bioxon ®) y se incubaron a 37°C durante 24 hrs. para su posterior conservación 

en viales con caldo BHI + glicerol al 10%, a una temperatura de -70°C.  

Las cepas se identificaron de acuerdo a los esquemas del manual de Pruebas 

Bioquímicas para la Identificación de Bacterias de Importancia Clínica de MacFaddin 
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(MacFaddin, 2003) y a la clasificación taxonómica del Bergey’s Manual of systematics of 

Archaea and Bacteria, Enterobacteriaceae (Brenner & Farmer, 2015), mediante pruebas 

bioquímicas: TSI (Agar Hierro Triple Azúcar), LIA (Agar Hierro y Lisina), CIT (Agar Citrato 

de Simmons), FEA (Agar Fenilalanina), Urea, MIO (Medio Movilidad, Indol Ornitina), SIM 

(Medio H2S, Indol, Movilidad), VP (Voges Proskauer) y RM (Rojo de Metilo). 

 

Adicionalmente se realizó la identificación por PCR del gen ybbW (tabla 2), que codifica 

para un transportador de alantoína y que es altamente especifico de E. coli (Walker et al., 

2017), para asegurarse mediante este método molecular de que las cepas identificadas 

bioquímicamente fueran realmente E. coli. 

 

Tabla 2. PCR del gen ybbW para la confirmación de E. coli 

Secuencia de iniciadores y condiciones de PCR 

Iniciadores (5’→3’) 
Condiciones de 

reacción 
Tamaño de 
amplificado 

Referencia 

ybbW-F: TGATTGGCAAAATCTGGCCG 
94ºC 4 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
63ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 45 seg.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  
10°C pausa 

667 pb 

Walker et al., 2017 

ybbW-R: ATACTGGCAATCAGTACGCC Este estudioa 

Componentes y su concentración en la PCR 

Componentes 
Concentración 

stock 

Volumen de 
stock por 
reacción 

Concentración 
final de la reacción 

Agua - 6.4l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5 mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4 mM 

Iniciador delantero (Sigma) 25M 0.3l 0.75 M 

Iniciador reverso (Sigma) 25M 0.3l 0.75 M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific®) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNb 100 ng/l 0.5l 5 ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  

a: El iniciador reverso fue diseñado en el presente estudio para obtener un fragmento más grande del gen. 
b: ADN templado obtenido mediante el método de hervido y ajustado a la concentración especificada. 
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6.3 Determinación del perfil de susceptibilidad 

Se realizó la determinación del perfil de susceptibilidad a antibióticos (tabla 3) a las cepas 

de E. coli aisladas que fueron resistentes a CTX, esto mediante el método de difusión en 

disco de Kirby-Bauer de acuerdo a los estándares del CLSI descritos en sus documentos 

M02-A12 (CLSI, 2015) y M100-S28 (CLSI, 2018).  

 

A partir de un cultivo puro de 24 horas, sembrado en agar TSA (BD Bioxon®), se 

resuspendieron de 2 a 4 colonias en un tubo con 2 ml de solución salina isotónica (SSI) 

al 0.85% de NaCl, hasta alcanzar una turbidez igual a 0.5 de la escala de McFarland (1.5 

x 108 UFC/ml). De esta suspensión se impregnó un hisopo de algodón estéril y se 

inocularon placas de agar Müeller-Hinton (BD Bioxon®), estriando con el hisopo toda la 

placa de manera masiva en tres diferentes direcciones rotando la placa unos 60º cada 

vez y pasando por último el hisopo sobre la periferia de la placa para conseguir un 

crecimiento uniforme. Posteriormente, se colocaron los sensidiscos de antimicrobianos 

con la ayuda de pinzas esterilizadas por alcohol y calor, no se colocaron más de 6 

sensidiscos por placa y se respetó una distancia entre centro y centro de los sensidiscos 

de 2.5 cm. Las placas se incubaron posteriormente a 37 ºC durante 16-18 horas. 

Finalmente, se midieron los halos de inhibición y los resultados se interpretaron de 

acuerdo a los puntos de corte de la tabla 2A del documento M100-S28 (CLSI, 2018) 

(Tabla 3). La cepa E. coli ATCC 25922 fue usada como cepa control. 

Las cepas se clasificaron como MDR de acuerdo a los criterios de Magiorakos y cols. 

(2011) que establecen que una enterobacteria MDR es resistente por lo menos a 1 

antibiótico, de 3 o más diferentes grupos de antibióticos.  
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Tabla 3. Antibióticos y valores de corte del halo de inhibición 

Grupo o familia 
Antibiótico 

(BBL®) 

Contenido 

(g) 
Abreviación 

Criterios de interpretación 
de acuerdo al halo de 

inhibición (mm)a 

S SSD I R 

Penicilinas Ampicilina 10 AM ≥17 - 14-16 ≤13 

Penicilinas con 
inhibidor 

Amoxicilina/       
A. clavulánico 

20/10. AMC ≥18 - 14-17 ≤13 

Cefalosporinas 

Cefuroxima 30 CXM ≥23 - 15-22 ≤14 

Cefotaxima 30 CTX ≥23 - 20-22 ≤19 

Ceftazidima 30 CAZ ≥21 - 18-20 ≤17 

Cefepime 30 FEP ≥25 19-24 - ≤18 

Cefamicinas Cefoxitina 30 FOX ≥18 - 15-17 ≤14 

Monobactámicos Aztreonam 30 ATM ≥21 - 18-20 ≤17 

Carbapenémicos 
Meropenem 10 MEM ≥23 - 20-22 ≤19 

Imipenem  10 IMP ≥23 - 20-22 ≤19 

Aminoglucósidos 

Amikacina 30 AN ≥17 - 15-16 ≤14 

Gentamicina 10 GM ≥15 - 13-14 ≤12 

Estreptomicina 10 S ≥15 - 12-14 ≤11 

Tobramicina 10 NN ≥15 - 13-14 ≤12 

Quinolonas 
Ácido nalidíxico 30 NA ≥19 - 14-18 ≤13 

Ciprofloxacina 5 CIP ≥21 - 16-20 ≤15 

Inhibidores de 
folatos 

Trimetoprim  5 TMP ≥16 - 11-15 ≤10 

Trimetoprim/ 
Sulfametoxazol 

1.25/ 23.75 SXT ≥16 - 11-15 ≤10 

Fenicoles Cloranfenicol 30 C ≥18 - 13-17 ≤12 

Tetraciclinas Tetraciclina 30 TET ≥15 - 12-14 ≤11 

a: los puntos de corte fueron obtenidos de la tabla 2A del documento M100-S28 del CLSI del año 2018. S: 
sensible; SSD: sensible dependiente de dosis; I: intermedio; R: Resistente 

 

6.4 Determinación fenotípica de BLEE 

A todas las cepas a las que se les realizó el perfil de susceptibilidad también se les 

determinó la producción fenotípica de BLEE mediante 2 metodologías diferentes: por el 

método de Jarlier propuesto por el EUCAST (difusión de doble disco) y por el método 

propuesto por el CLSI 2018 (difusión de disco combinado). 
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Para ambas metodologías se realizó el mismo procedimiento utilizado para el perfil de 

susceptibilidad, descrito en el punto anterior, ya que es una metodología muy semejante 

pero la única diferencia es la distribución de los sensidiscos en la placa inoculada. 

Para el método de difusión de doble disco se utilizaron los sensidiscos AMC, CTX, CAZ, 

FEP y ATM, colocando el sensidisco de AMC en el centro de la placa y el resto alrededor 

respetando una distancia de 25 mm de centro a centro como se indica en la figura 2. Para 

este método si se presenta un sinergismo entre CTX, CAZ, FEP y ATM con AMC se 

observó una ampliación del halo de inhibición en la zona de contacto de los 2 antibióticos, 

observándose una forma de cola de pescado o de ojo de cerradura, interpretándose como 

una prueba positiva para la producción de BLEE.  

Para el método de difusión de disco combinado se utilizaron los sensidiscos CTX, CAZ, 

CCT (CTX + Ac. clavulánico, Bio-Rad ®), CCA (CAZ + Ac. clavulánico, Bio-Rad ®), 

colocándose en la placa como se indica en la figura 2. Para este método si en el 

sensidisco que contiene el Ac. clavulánico (CCT o CCA) se presenta un halo de inhibición 

≥5 mm con respecto al sensidisco que contiene el antibiótico sin el inhibidor (CTX o CAZ) 

se considera como una prueba positiva para la producción de BLEE. 

 

Figura 2. Metodologías para la detección fenotípica de BLEE. 
En la figura se muestra representación gráfica de la distribución de los sensidisco para la determinación de 
la producción fenotípica de BLEE. 1) Representación del método de difusión de doble disco. 2) 
representación del método de difusión de disco combinado. 

AMC CTX FEP 

CAZ 

ATM 

25 mm 

CTX CC
A 

CAZ 

CCT 

1. Método de difusión de doble disco 2. Método de difusión de disco combinado 
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6.5 Extracción de ADN bacteriano 

La extracción del material genético de las cepas de E. coli, se realizó mediante diferentes 

metodologías de acuerdo al uso posterior que se le iba a dar al ADN para la 

caracterización molecular de los genes por las metodologías descritas posteriormente. 

 

6.5.1 Extracción por método de hervido 

Para la extracción del templado de ADN total se utilizó el método de extracto hervido. A 

partir de un cultivo puro incubado por 24 hrs. en caldo LB, se empaquetaron 3 ml del 

cultivo en un tubo Eppendorf estéril centrifugándolo a 13,000 rpm durante 5 min. Después 

se decantó el sobrenadante cuidando de no perder la pastilla; en el mismo tubo con la 

pastilla se agregaron 500 l de agua inyectable estéril y se resuspendió la pastilla con la 

ayuda de la micropipeta. Posteriormente se colocó el tubo en baño maría a una 

temperatura de ebullición durante 15 min. para lisar las células; después del proceso de 

calentamiento, los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 

13,000 rpm durante 15 min. para separar los restos celulares del material genético; 

posteriormente se recuperó el sobrenadante (que contiene el ADN total) en nuevos tubos 

Eppendorf estériles con cuidado de no llevarse restos de la pastilla del fondo; el material 

genético fue conservado en congelación a -20°C. 

 

6.5.2 Extracción de ADN genómico  

La extracción del ADN genómico se realizó mediante el kit de extracción Wizard Genomic 

DNA Purification, siguiendo las instrucciones del procedimiento proporcionado por el 

fabricante (Anexo 3) 

 

6.5.3 Extracción de ADN plasmídico 

La extracción del ADN plasmídico se realizó mediante el método de Kieser modificado 

por Barrios-Villa, a la cual se le realizaron ligeras modificaciones que se detallan en el 

anexo 3. 

 



Estudio molecular de la resistencia   MATERIALES Y MÉTODOS 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 30  
 

6.6 Cuantificación y pureza del ADN 

La concentración y pureza del ADN fue medida y ajustada a 100 ng/l con la ayuda del 

equipo NanoDrop 2000c mediante la lectura de la muestra a 260 nm para determinar la 

concentración de ADN de doble cadena; la pureza del ADN fue evaluada mediante la 

determinación del cociente de las absorbancias 260/280 nm considerando como una 

buena pureza un valor de 1.7 a 2.0 y la integridad del ADN fue evaluada por electroforesis 

corriendo una muestra de 10 µl del extracto en un gel de agarosa al 0.7% y tiñendo el gel 

con Bromuro de Etidio (BET) (Sigma®) a una concentración de 4 g/ml,  para después 

tomar la fotografía en el fotodocumentador MiniBIS Pro y poder determinar la integridad 

del ADN. 

 

6.7 Búsqueda de genes resistencia 

Se realizó la búsqueda de los genes involucrados en la resistencia a los antibióticos, de 

las cepas de E. coli mediante la técnica de PCR. Los genes que se buscaron para las 

BLEE fueron blaTEM, blaSHV, blaOXA y blaCTX-M, así como los diferentes grupos de esta 

última: blaCTX-M G1, blaCTX-M G2, blaCTX-M G8, blaCTX-M G9; además, se buscó blaCTX-M-15. 

En el caso de la resistencia a quinolonas se buscaron los genes que codifican para 

pequeños péptidos protectores: qnrA, qnrB y qnrS; el gen para la enzima aac(6’)-Ib y 

genes que codifican para bombas de eflujo: qepA, oqxA y oqxB. 

Para los demás grupos de antibióticos se buscaron los siguientes genes: para 

aminoglucósidos: aac(3’)-II y aadA; sulfonamidas: sul1 y sul3; trimetoprim: dfrA y drfB; 

cloranfenicol: cmlA y catA y para tetraciclinas: tetA y tetB. 

En el anexo 2 se encuentran los iniciadores utilizados y las condiciones de la reacción 

para cada par de ellos. En la tabla 4 se encuentran los componentes, así como sus 

concentraciones utilizadas para realizar las PCR. 
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Tabla 4. Componentes de PCR y su concentración, utilizados para la determinación 

de genes de resistencia. 

Componentes 
Concentración 

stock 

Volumen de 
stock por 
reacción 

Concentración 
final de la reacción 

Agua - 6.4l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5 mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4 mM 

Iniciador delantero (Sigma) 25M 0.3l 0.75 M 

Iniciador reverso (Sigma) 25M 0.3l 0.75 M 

Taq Hot Start DNA polimerasa 
(Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 0.5l 5 ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  

a: ADN templado obtenido mediante el método de hervido y ajustado a la concentración especificada. 

 

6.8 Visualización de los productos de PCR 

Para la visualización de los productos de las PCR se realizó una electroforesis de ADN, 

corriendo los productos en un gel de agarosa al 1%, utilizando el buffer TAE 1X a 100 

Voltios durante 45-60 min. Se utilizó el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp 

Plus DNA Ladder (Thermo Scientific®) para poder identificar el tamaño del fragmento 

amplificado y se usó un buffer de carga para colocar las muestras en el gel. 

Posteriormente se tiñeron los geles con BET (4 g/ml) durante 10-30 seg y se lavaron 

con agua destilada para retirar el exceso de BET durante 20-30 min. A continuación, se 

procedió a la visualización y digitalización del gel con ayuda del fotodocumentador 

MiniBIS Pro para poder analizar los resultados de la PCR.   

 

6.9 Purificación de los productos de PCR 

Para la purificación de los productos de PCR se utilizó el kit de purificación Zymoclean 

Gel DNA Recovery Kit, para lo cual se siguió el procedimiento del fabricante que se 

describe en el anexo 3. 



Estudio molecular de la resistencia   MATERIALES Y MÉTODOS 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 32  
 

Una vez purificados los productos se procedió a cuantificar el ADN en el equipo NanoDrop 

2000c y se verifico la integridad del producto corriendo 1 l en un gel de agarosa al 1%. 

Los productos purificados y verificados se almacenaron a -20°C hasta posterior uso. 

 

6.10 Secuenciación y análisis de las secuencias de los genes 

Los productos que se purificaron fueron utilizados para determinar la secuencia de estos 

enviando la muestra al Laboratorio de Servicios Genómicos LANGEBIO del Cinvestav y 

a la Unidad de Síntesis y secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología, UNAM. 

Los productos se enviaron de acuerdo a los requerimientos de cada uno de los 

laboratorios que prestaron el servicio de secuenciación. 

El análisis de las secuencias se realizó con la ayuda de los programas Finch TV versión 

1.4.0, Bioedit Sequence Aligment Editor versión 7.0.5.3 y MEGA X versión 10.0.5.  

 

Además de la ayuda de las siguientes herramientas bioinformáticas: 

 BLAST, NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 Sequence Massager (http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm) 

 Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

 Translate tool ExPASy (https://web.expasy.org/translate/) 

 Para determinar las variantes de los genes de resistencia se usó como referencia los 

genes de la base de datos Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database, 

del NCBI (BARRGD). 

 

6.11 Determinación del serotipo 

Para la determinación del serotipo de las cepas se contó con la colaboración del D.C. 

Armando Navarro Ocaña del Departamento de Salud Pública de la UNAM. 

Se mandaron las cepas en tubos Eppendorf con agar TSA en pico de flauta, 

transportándolas en temperatura de refrigeración. Se realizó la identificación del serotipo 

mediante el método de aglutinación en placa (Qrskov and Orskov, 1984) utilizando suero 

de conejo obtenido de 187 antígenos somáticos y 53 flagelares específicos de E. coli. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://web.expasy.org/translate/
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6.12 Determinación del patotipo diarreogénico 

Para poder determinar el patotipo diarreogénico de las cepas aisladas de E. coli se 

buscaron los marcadores genéticos de los factores de virulencia para cada uno de estos 

mediante la técnica de PCR amplificando los siguientes genes de cada patotipo. EPEC: 

eae, bfpA y pEAF; ETEC: ST-Ia, ST-Ib y LT; EHEC: STx-1 y STx-2; EIEC: ial; DAEC: 

daaE; EAEC: pAA (Vargas et al., 1998; Rodríguez, 2002; Gunzburg et al., 1995; 

Fratamico et al., 1995; Rodríguez, 2002; Franke et al., 1994: Gunzburg et al., 1995; 

Gannon et al., 1993; Bassa et al., 2010; Mansan-Almeida et al., 2013; Schmidt et al., 

1995). Las secuencias de los iniciadores usados para las PCR, así como las condiciones 

de las reacciones se encuentran en el anexo 2. Los componentes de las reacciones y sus 

concentraciones usadas fueron las mismas de la tabla 4. 

 

6.12 Búsqueda de Islas de patogenicidad 

Para las búsquedas de las islas de patogenicidad (PAI) de cepas prototipo de UPEC, se 

contó con la colaboración de la D.C Margarita María De La Paz Arenas Hernández del 

Laboratorio de Biología Molecular de Enteropatógenos, que nos proporcionó los 

iniciadores para la búsqueda de las PAIs mediante PCR de las diferentes cepas de UPEC 

que a continuación se mencionan. Para la cepa CFT073 la PAI-I y PAI-II, para la cepa 

536 las PAI-I a PAI-IV y para la cepa J96 las PAI-I y PAI-II. 

Las secuencias de los iniciadores usados para las PCR, así como las condiciones de las 

reacciones se encuentran en el anexo 2. Para las PAIs de las cepas CFT073 y J96 se 

realizaron PCR simples y para las PAIs de la cepa 536 se realizaron PCR dúplex. Los 

componentes de las reacciones y sus concentraciones se detallan en la tabla 5. 
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Tabla 5. Componentes de PCR y su concentración, utilizados para la determinación 

de PAIs de UPEC. 

Componentes y su concentración en las PCR simples 

Componentes 
Concentración 

stock 

Volumen de stock por reacción 

PAI-I 

CFT073 
PAI-II 

CFT073 
PAI-I  J96 PAI-II J96 

Agua - 6.56l 3.2l 3.7l 3.32l 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 0.8l 0.25l 0.25l 0.4l 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 0.4l 0.25l 0.25l 0.12l 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.16l 0.08l 0.1l 0.12l 

Iniciador delantero (Sigma) 25M 0.6l 0.35l 0.2l 0.6l 

Iniciador reverso (Sigma) 25M 0.6l 0.35l 0.2l 0.6l 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.04l 0.06l 0.04l 

ADNa 100 ng/l 1l 1l 1l 1l 

Volumen final de la reacción  10.22l 5.52l 5.76l 6.2l 

Componentes y su concentración en las PCR dúplex 

Componentes 
Concentración 

stock 

Volumen de stock por reacción 

PAI-I / II 536 PAI-III / IV 536 

Agua - 4.4l 4.4l 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1l 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 1l 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.5l 0.5l 

Iniciador delantero (1.9/orf1up) 25M 0.8l 0.5l 

Iniciador reverso (1.10/orf1down) 25M 0.8l 0.5l 

Iniciador delantero (sfaI.1/IRP2FP) 25M 0.2l 0.5l 

Iniciador reverso (sfaI.2/IRP2RP) 25M 0.2l 0.5l 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.1l 

ADNa 100 ng/l 1l 1l 

Volumen final de la reacción  10l 10l 
a: ADN templado obtenido mediante el método de hervido y ajustado a la concentración especificada. 
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6.13 Determinación del virotipo 

Para determinar el virotipo de las cepas de E. coli se buscaron los siguientes genes que 

codifican para factores de virulencia: afa/dra BC, operón afa, iroN, sat, ibeA, papGII, 

papGIII, cnf, hlyA, cdtB, neu(K) y de acuerdo a la presencia o ausencia de estos factores 

de virulencia se clasificaron las cepas en los diferentes virotipos como se indica en la 

tabla 6. La determinación de los virotipos se realizó mediante PCR simples y múltiples 

como se indica a continuación; se realizó una PCR triplex para la detección de iroN, cnf 

y afa/draBC, una PCR triplex para vatA, vatP y papGII, una PCR dúplex para neu-K1 y 

neu-K2, una PCR duplex para hlyA y satP y PCR simples para operón afa, cdtB, ibeA, 

satA y papGIII. La secuencia de los iniciadores y las condiciones de las PCR se 

encuentran en el anexo 2. Los componentes y sus concentraciones de las PCR triplex y 

dúplex se detallan en la tabla 7. Para las PCR simple se usaron los mismos componentes 

y sus concentraciones reportados en la tabla 4. 

 

Tabla 6. Clasificación de E. coli de acuerdo al virotipo 

Virotipo 
Genes de virulencia  

afa/dra BC Operón afa iroN sat ibeA papGII cnf hlyA papGIII cdtB neu-K1 

A - - + - - - - - - - - 

B - - + - - - + - - - - 

C + - - - - - - - - - - 

D - - + - + - + - - - - 

E - - + - - - - - - - - 

F - - - - + - - - - - - 

G - - - - - - - - - + - 

0 - - - - - - - - - - - 
Fuente: Barrios-Villa et al., 2018; Nicolas-Chanoine et al., 2014 
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Tabla 7. Componentes de PCRm y sus concentraciones, utilizados para la 

determinación del virotipo. 

Componentes y su concentración en la PCR triplex 1 (iroN, cnf y afa/dra BC) 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock por 

reacción 

Concentración 
final de la 
reacción 

Agua - 5.2l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4mM 

Iniciador delantero (iroN-F) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso (iroN-R) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador delantero (cnf-f) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso (cnf-r) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador delantero (afa-dra-F) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso (afa-dra-R) 25M 0.3l 0.75M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 0.5l 5ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  

Componentes y su concentración en la PCR triplex 2 (vatA, vatP y papGII) 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock por reacción 

Agua - 2.8l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5 Mm 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4 mM 

Iniciador delantero (vatA1076F) 25M 0.45l 1.125M 

Iniciador reverso (vatA1406R) 25M 0.45l 1.125M 

Iniciador delantero (vatP-86F) 25M 0.35l 0.875M 

Iniciador reverso (vatP226R) 25M 0.35l 0.875M 

Iniciador delantero (papGII-F) 25M 0.85l 2.125M 

Iniciador reverso (papGII-R) 25M 0.85l 2.125M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 1.4l 14 ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  
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Componentes y su concentración en la PCR dúplex 1 (neu-K1 y neu-K2) 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock por 

reacción 

Concentración 
final de la 
reacción 

Agua - 5.8l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4mM 

Iniciador delantero (kpsII-f) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso (kpsII-r) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador delantero (KI-f) 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso (kpsII-r) 25M 0.3l 0.75M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 0.5l 5ng/l 

Volumen final de la reacción  10l 

 

 

Componentes y su concentración en la PCR dúplex 2 (hlyA y satP) 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock por 

reacción 

Concentración 
final de la 
reacción 

Agua - 5l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4mM 

Iniciador delantero (hlyA-F) 25M 0.6l 1.5M 

Iniciador reverso (hlyA-R) 25M 0.6l 1.5M 

Iniciador delantero (satP-F) 25M 0.4l 1M 

Iniciador reverso (satP-R) 25M 0.4l 1M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 0.5l 5ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  

a: ADN templado obtenido mediante el método de hervido y ajustado a la concentración especificada. 
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6.14 Determinación del grupo filogenético 

Se determinó el grupo filogenético al cual pertenecen las cepas de E. coli aisladas, 

mediante la metodología descrita por Clermont y cols. (Clermont et al., 2013) que se basa 

en la detección de los genes arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2 mediante una PCR cuádruplex; 

en caso de no poder determinar el filogrupo con esta PCR se realiza la búsqueda de los 

genes trpA específico para el filogrupo C y otro fragmento especifico del filogrupo E en el 

gen arpA, mediante PCR simples. 

Por lo tanto, se inició la búsqueda de los genes mediante la PCR cuádruplex (figura 3) y 

en caso de ser necesario se realizaron las PCR simples para poder determinar el filogrupo 

(tabla 8). Las secuencias de los oligonucleótidos y las condiciones de la reacción se 

encuentran en el anexo 2. Los componentes y sus concentraciones en las reacciones de 

PCR se encuentran en la tabla 9. 

 

 

Figura 3. Perfil de corrimiento de la PCR cuádruplex para la determinación del grupo filogenético 
por el método de Clermont. 

Carril 1, grupo A (REL606, + - - -); 2, grupo A (K-12 MG1655, + - + -); 3, grupo B1 (IAI1, + - - +); 4, grupo C 
(ECOR70, + - + -); 5, grupo E (EDL933, + + - -); 6, grupo E (ECOR31, + + - +); 7, grupo E (E101, + + + -); 8, 
grupo D (UMN026, + + - -); 9, grupo D (Py199, + + - +); 10, grupo F (IAI39, - + - -); 11, grupo B2 (ECOR60, - 
+ + -); 12, grupo B2 (IAI53, - + - +); 13, grupo B2 (ED1a, - + + +); grupo 14, Escherichia clado I (M863, - - + -
); 15, Escherichia clade I (IAI32, + + + -); 16, Escherichia clade V [E1118, (476)- - - -], la banda adicional de 
(476 pb) corresponde a la amplificación de chuA con los oligonucleótidos chuA2 y AceK.f; 17, Escherichia 
fergusonii (ATCC35469, - - - -); 18, Escherichia albertii (TW07627, - - - +). M, marcador de peso molecular. 
Tomada de Clermont et al., 2013. 
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Tabla 8. Genotipo de la PCR cuádruplex y asignación de los filogrupos para E. coli 

(Tomado de Clermont et al., 2013). 

Genotipo (PCR cuádruplex)   

arpA 
(400 pb) 

chuA 
(288 pb) 

yjaA 
(211 pb) 

TspE4.C2 
(152 pb) 

Filogrupo  Procedimiento  

+ - - - A  

+ - - + B1  

- + - - F  

- + + - B2  

- + + + B2  

- + - + B2  Debe ser confirmado con la 
búsqueda del gen ibeAa  

+ - + - A o C  Usar primers específicos para C, 
si es C+ es C, sino A  

+ + - - D o E  Usar primers específicos para E, 
si es E+ es E, sino D  

+ + - + D o E  Usar primers específicos para E, 
si es E+ es E, sino D  

+ + + - E o clado I  Usar primers específicos para E, 
si es E-, es clado I, confirmar 
usando primers de clado crípticob  

- - + - Clado I o II  Confirmar usando primers de 
clado crípticob  

- (476)c - - Clado III, IV o V  Confirmar usando primers de 
clado crípticob  

- - - + Desconocido  Realizar MLST  

- - + + Desconocido  Realizar MLST  

+ - + + Desconocido  Realizar MLST  

+ + + + Desconocido  Realizar MLST  

- - - - Desconocido  Confirmar identificación de E. coli 
con primers uidA, si es positivo 
confirmar usando primers de 
clado críptico y/o MLST  

a: Gordon y colaboradores (2008).  
b: Clermont y colaboradores (2011b).  
c: La PCR cuádruplex resultará con un producto de 476 pb en aquellas cepas que pertenezcan a los clados 
crípticos III, IV o V. Si esto ocurre, se deberá hacer la detección del clado críptico usando los primers 
correspondientes (Clermont et al., 2011b) 
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Tabla 9. Componentes de las PCRs y sus concentraciones, utilizados para la 

determinación del grupo filogenético. 

Componentes y su concentración en la PCR cuádruplex (arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2) 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock 

por reacción 
Concentración final 

Agua - 23.45l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 5l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 3l 1.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.25l 0.05mM 

Iniciador delantero (chuA.1b) 25M 1l 0.5M 

Iniciador reverso (chuA.2) 25M 1l 0.5M 

Iniciador delantero (yjaA.1b) 25M 1l 0.5M 

Iniciador reverso (yjaA.2b) 25M 1l 0.5M 

Iniciador delantero (TspE4C2.1b) 25M 1l 0.5M 

Iniciador reverso (TspE4C2.2b) 25M 1l 0.5M 

Iniciador delantero (AceK.f) 25M 1l 0.5M 

Iniciador reverso (ArpA1.r) 25M 1l 0.5M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.3l 1.5 U 

ADNa 100 ng/l 10l 20ng/l 

Volumen final de la reacción  50l  

Componentes y su concentración en las PCR simples (trpA y arpA filogrupo E ) 

Componentes 
Concentración 

stock 

Volumen de stock por 
reacción 

Concentración 
final 

Filogrupo C Filogrupo E 

Agua  27.45l 27.45l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 5l 5l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 3l 3l 1.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.25l 0.25l 0.05mM 

Iniciador delantero (ArpAgpE.f) 25M - 1l 0.5M 

Iniciador reverso (ArpAgpE.r) 25M - 1l 0.5M 

Iniciador delantero (trpAgpC.1) 25M 1l - 0.5M 

Iniciador reverso (trpAgpC.2) 25M 1l - 0.5M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.3l 0.3l 1.5 U 

ADNa 100 ng/l 10l 10l 20ng/l 

Volumen final de la reacción  50l 50l  

a: ADN templado obtenido mediante el método de hervido y ajustado a la concentración especificada 
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6.15 Determinación del perfil plasmídico y caracterización parcial de los plásmidos 

6.15.1 Determinación del perfil plasmídico mediante PFGE-S1 

Para poder determinar la cantidad y tamaño de los plásmidos que contenían las cepas 

de E. coli se obtuvo el perfil plasmídico de las cepas mediante Electroforesis en Gel de 

Campos Pulsados (PFGE) utilizando la metodología descrita por Cortés-Cortés (Cortés-

Cortés, 2016). Ver anexo 3. 

Se realizó una digestión enzimática del ADN total de las cepas con la enzima nucleasa 

S1, para generar una conformación lineal de los plásmidos y poder separarlos mediante 

PFGE. Una vez realizado el corrimiento se determinó el número de los plásmidos 

contando el número de bandas observadas en el gel y para determinar el tamaño de los 

plásmidos se utilizó una regresión estadística con la movilidad relativa de los plásmidos 

y los tamaños de los plásmidos de la cepa de referencia NCTC 50192 que contiene 4 

plásmidos de tamaño conocido (155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 Kb), utilizando el programa 

Statgraphics Centurion XVI versión 16.1.03. 

 

6.15.2 Caracterización parcial de los plásmidos 

Para la caracterización parcial de los plásmidos se realizó la búsqueda de los grupos de 

incompatibilidad mediante la técnica de tipificación de replicón basada en PCR o PBRT 

(Carattoli et al., 2005; García-Fernández et al., 2009; Villa et al., 2010), la búsqueda de 

las relaxasas MOB mediante el método de DPMT (Alvarado et al., 2012) y la búsqueda 

de los SAP mediante PCR (Mnif et al., 2010). 

Para determinar el replicón que presentaban las cepas de E. coli se siguió el 

procedimiento de PBRT descrito por Carattoli y cols. (2005), donde se realizaron 5 PCR 

triplex y 3 PCR simples con los iniciadores y condiciones descritas en el anexo 2.  Para 

este esquema se utilizaron los iniciadores actualizados por Villa y colaboradores (2010) 

en donde se cambia el iniciador delantero para IncFIB y los 2 iniciadores para IncFII, y 

que además se agregan otros iniciadores para la búsqueda de los IncFIIy, FIIs y FIIk 

(presentes en Yersinia spp, Salmonella spp y Klebsiella spp respectivamente) que se 

buscaron en las cepas que no presentaban IncFII. 
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También se realizó la búsqueda de otros replicones no considerados por el esquema de 

PBRT mediante PCR simples, buscando IncR, IncU, IncColE e IncColETp utilizando los 

iniciadores usados por García-Fernández y cols. (2009), que también se describen en el 

anexo 2. 

Los componentes y concentraciones de las PCR triplex se muestran en la tabla 10 y los 

de las PCR simples fueron los mismos utilizados en la tabla 2, pero el ADN templado 

usado se obtuvo a través de la extracción de ADN plasmídico. 

 

Tabla 10. Componentes de PCR triplex y sus concentraciones, utilizados para la 

determinación de PBRT. 

Componentes 
Concentración 

stock 
Volumen de stock por 

reacción 

Concentración 
final de la 
reacción 

Agua - 5.2l - 

Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1l 1X 

MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 1l 2.5mM 

dNTPs mix (Sigma) 10mM 0.4l 0.4mM 

Iniciador delantero 1 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso 1 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador delantero 2 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso 2 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador delantero 3 25M 0.3l 0.75M 

Iniciador reverso 3 25M 0.3l 0.75M 

Maxima Hot Start Taq DNA 
polimerasa (Thermo Scientific) 

5 U/l 0.1l 0.5 U 

ADNa 100 ng/l 0.5l 5ng/l 

Volumen final de la reacción  10l  

a: ADN templado obtenido mediante el método de extracción plasmídica y ajustado a la concentración 
especificada. Los pares de iniciadores usados en cada una de las PCR triplex se describen en el anexo 2  

 

Para determinar las relaxasas presentes en las cepas se siguió el procedimiento de 

DPMT descrito por Alvarado y cols. (2012), en el que se realizaron PCR simples utilizando 

los iniciadores y condiciones descritas en el anexo 2. 
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Para determinar los SAP presentes en los plásmidos de las cepas se utilizaron los 

iniciadores usados por Mnif y cols. (2010), se realizaron PCR simples utilizando los 

oligonucleótidos y condiciones descritas en el anexo 2.  

Para estas dos metodologías al igual que para PBRT, los componentes y sus 

concentraciones de las PCR fueron los mismos utilizados en la tabla 2, pero usando ADN 

plasmídico como templado. 

 

6.15.3 Relación de las características plasmídicas 

Para evaluar y poder visualizar mejor la relación que existe entre los replicones, las 

relaxasas y los SAP se realizó una gráfica de circos con la ayuda de la herramienta 

informática Circos (Krzywinski et al., 2009): http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/  

 

6.16 Evaluación de la transferencia de determinantes de resistencia 

Para evaluar la transferencia de genes de resistencia mediante la transferencia horizontal 

de los plásmidos involucrados se realizaron ensayos de conjugación aplicando el método 

estandarizado en el LMHyC del ICUAP que se describe detalladamente en el anexo 3.  

Las cepas de E. coli aisladas de los vegetales fueron las cepas donadoras en estos 

ensayos y la cepa E. coli K12 J53 resistente a rifampicina (J53RifR) fue usada como cepa 

receptora.  Para la selección de las posibles cepas transconjugantes se utilizó el agar 

Mac Conkey + Rif (100 mg/L) + CTX (2.5 mg/L) del cual se seleccionaron 2 cepas de 

cada uno de los ensayos para confirmar la conjugación mediante la comparación de los 

perfiles plasmídicos obtenidos por PFGE-S1 (como se indica en el punto 6.15.1) y del 

fenotipo de resistencia (como se indica en el punto 6.3) de las cepas donadoras, la cepa 

receptora y de las posibles transconjugantes. 

Además, se determinó cuáles fueron las relaxasas involucradas en la conjugación, así 

como los SAP que presentaban los plásmidos transferidos, mediante la extracción de 

ADN plasmídico y las metodologías descritas en el punto 6.15.2.

http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/
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7. RESULTADOS 

7.1 Resultados del muestreo  

Un total de 143 muestras de vegetales crudos, fueron obtenidas de 82 diferentes 

establecimientos de alimentos de la ciudad de Puebla, Puebla (localización geográfica en 

anexo 1), durante el periodo del 27/11/2017 al 01/04/2018. De estas muestras el 73% 

(n=105) se recolectó de establecimientos fijos y el 27% (n=38) restante, de 

establecimientos ambulantes. Los diferentes tipos de vegetales crudos analizados se 

muestran en la figura 4, siendo el más común la lechuga (21%); seguido del tomate 

(17%), cebolla con cilantro (13%) y pepino (12%), las demás muestras que se obtuvieron 

en menor proporción (9-1%) fueron cebolla, zanahoria, rábanos, cilantro, germinados, 

cebolla morada, apio, pico de gallo, espinacas, calabaza y pimiento verde, todas con un 

porcentaje menor al 10%. La mayoría de las muestras recolectadas fueron provenientes 

de establecimientos fijos (n=97) (figura 6). 

 
Figura 4. Tipos y proporciones de los vegetales muestreados en establecimientos de comida, fijos 
y ambulantes, de la Ciudad de Puebla (nov 2017-abril 2018). 
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7.2 Aislamiento e identificación de cepas de E. coli  

De las 143 muestras obtenidas, 130 (91%) presentaron un crecimiento positivo en el agar 

Mac Conkey + CTX, observándose diferentes morfologías coloniales, de las cuales se 

obtuvieron 37 aislados con características macroscópicas específicas de E. coli, tanto en 

agar Mac Conkey como en Levine; las muestras 104, 122 y 134 presentaron 2 

morfologías coloniales diferentes (la otra morfología colonial, presentó bordes irregulares 

pero con las mismas características antes descritas) pero características de E. coli por lo 

que estos aislados se tomaron en cuenta asignándole los numero 104-1, 104-2 122-1, 

122-2, 134-1 y 134-2 respectivamente.  

 

De los 37 aislados se confirmaron por pruebas bioquímicas (reportadas en el punto 6.2) 

12 cepas como E. coli, el resto de las cepas pertenecen a los géneros Enterobacter, 

Citrobacter y Klebsiella (n= 5, 3, y 17 respectivamente). A través de la amplificación del 

gen ybbW, se volvió a confirmar que los 12 aislados son E. coli (figura 5 y tabla 11); se 

decidio utilizar este gen para confirmar molecularmente las cepas como E. coli ya que es 

altamente incluyente para E. coli y altamente excluyente para otras bacterias cercanas a 

E. coli como otras especies de Escherichia y Shigella (Walker et al., 2017).  

 

De las cepas aisladas de la misma muestra que presentaron dos morfologías diferentes 

solo la segunda de la 122 (A122-2EC) y las dos de la 134 (A134-1EC y A134-2EC) 

amplificaron el gen, las que no lo amplificaron fueron descartadas del estudio.  
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Figura 5. Identificación de E. coli a través de la determinación del gen ybbW. 
En la figura se muestran los resultados de la electroforesis en gel de agarosa de las PCR para la identificación 
del gen ybbW de las 37 cepas sospechosas de E. coli. Como control positivo se utilizó la cepa de E. coli 
ATCC25922. En rojo se muestran los aislados que presentaron un resultado positivo para la amplificación 
del gen ybbW (667 pb). M: Marcador de 100 pb (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder); B: Blanco (contiene 
todos los reactivos utilizados excepto ADN templado). 

 

Tabla 11. Nomenclatura, origen y pruebas usadas en la identificación de cepas de 

E. coli aisladas de vegetales crudos de la Cd. de Puebla. 

Nombre de 
la cepa 

Origen de muestra Identificación 

Vegetal 
Tipo de 

establecimiento 
Pruebas 

bioquímicas 
ybbW 

A6EC Tomate Fijo E. coli + 

A7EC Pepino Fijo E. coli + 

A23EC Espinacas Fijo E. coli + 

A38EC Tomate Fijo E. coli (Inactiva) + 

A44EC Lechuga Ambulante E. coli + 

A65EC Cilantro Ambulante E. coli (Inactiva) + 

A68EC Cebolla con cilantro Ambulante E. coli + 

A101EC Cebolla con cilantro Ambulante E. coli + 

A122EC* Rábanos Ambulante E. coli + 

A134-1EC** Cilantro Fijo E. coli (Inactiva) + 

A134-2EC** Cilantro Fijo E. coli + 

A143EC Cebolla con cilantro Ambulante E. coli (Inactiva) + 
*: Debido al hecho de que solo el aislado A122-2EC, de la muestra 122, se confirmó como E. coli se dejó el 
nombre de la cepa solo como A122EC. **: De la muestra 134 se logró identificar los 2 aislados como E. coli, 
incluyendo ambos para estudios posteriores. 
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En la figura 6 se observa el origen de donde fueron aisladas las 12 cepas de E. coli, 

mostrando un mayor aislamiento de E. coli a partir del cilantro y de la cebolla con cilantro, 

la obtención de E. coli de este último tipo de muestra se le atribuye al cilantro ya que de 

las muestras de cebolla sola no se logró aislar ninguna E. coli.  

 

Figura 6. Distribución de las muestras de alimentos vegetales y origen de las cepas de E. coli. 

 

7.3 Perfil de susceptibilidad y fenotipo BLEE de las cepas de E. coli  

Las 12 (100%) cepas presentaron multidrogorresistencia (resistente por lo menos a 1 

antibiótico de 3 o más diferentes grupos de antibióticos) (Magiorakos et al., 2011). Todas 

las cepas presentaron una elevada resistencia a los β-lactámicos, a excepción de los 

carbapenémicos, a los cuales todas las cepas fueron sensibles (MEM e IMP); se observó 

un 100% de resistencia a AM, CXM, CTX y ATM, un 91.7% a CAZ y un 83% a FEP, solo 

2 cepas (A65EC y A134-1EC) presentaron resistencia a AMC y FOX que representan el 

16.7% del total (fenotipo característico de AmpC). Para el resto de los antibióticos también 

se presentó una elevada resistencia; para las quinolonas se observó una resistencia 

mayor del 67%, de igual manera para los aminoglucósidos con excepción de la AN a la 

cual se observó resistencia solo en 3 cepas. Para los inhibidores de las vías de síntesis 

de ácidos nucleicos (TMP y SXT) se observó un 41.7% de resistencia y observamos 

también una alta resistencia a C y TET con un 58.3% y 91.7%, respectivamente (figura 

7). 
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Figura 7. Perfil de resistencia de las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. 
Porcentajes de resistencia de las cepas de E. coli hacia 20 antibióticos ensayados mediante el método de 
Kirby-Bauer (CLSI, 2018). AM: Ampicilina; AMC: Amoxicilina + Clavulonato; CXM: Cefuroxima; CTX: 
Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; FOX: cefoxitina; ATM: Aztreonam; MEM: Meropenem; IMP: 
Imipenem; AN: Amikacina; GM: Gentamicina; S: Estreptomicina; NN: Tobramicina; NA: Ácido Nalidíxico; 
CIP: Ciprofloxacino; TMP: Trimetoprim; SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol; C: Cloranfenicol; TET: 
Tetraciclina.  
 

Los resultados de la producción fenotípica de BLEE mostraron que 10 de las 12 cepas 

presentan un fenotipo BLEE por ambas metodologías probadas (figura 8); las 2 cepas 

que no presentaron un fenotipo BLEE fueron A65EC y A134-1EC las cuales presentaban 

un perfil de resistencia característico de la presencia de AmpC.  

La tabla 12 muestra el resumen de los resultados obtenidos del perfil de resistencia y el 

fenotipo BLEE de las 12 cepas del estudio. 

 

 
Figura 8. Imagen del resultado de la determinación del fenotipo BLEE usando las metodologías CLSI 
y EUCAST. Se observa que la cepa A68EC presenta un fenotipo BLEE positivo para ambas metodologías. A: método 
de disco combinado propuesto por el CLSI. B: método de doble disco propuesto por el EUCAST. 
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Tabla 12. Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos y fenotipo BLEE de las 

cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. 

 

R: Resistente; S: Sensible; I: Intermedio; SSD: Sensible Dependiente de Dosis. Las abreviaciones de los 
antibióticos se pueden revisar en la tabla 3. 

 

7.4 Identificación de genes que codifican para BLEE y β-lactamasas AmpC 

Se buscaron los genes que codifican para las BLEE más comunes en E. coli: blaCTX-M 

(876 pb), blaTEM (861 pb), blaSHV (861 pb), blaOXA (831 pb) y la β-lactamasa tipo AmpC 

blaCMY (1146 pb) en las 12 cepas ya que todas presentaron una resistencia muy alta a 

los β-lactámicos, aunque 2 cepas no presentaron un fenotipo BLEE. De las 12 cepas, las 

10 cepas con un fenotipo BLEE positivo, presentaron el gen blaCTX-M y las 2 cepas con 

fenotipo BLEE negativo, presentaron blaCMY; el gen blaTEM estuvo presente en 5 cepas, 4 

de ellas con fenotipo BLEE positivo y la otra con fenotipo BLEE negativo (A65EC) que 

portaba blaCMY; el gen blaOXA se encontró en solo una cepa (A23EC) y el gen blaSHV no 

se encontró en ninguna de las cepas.  

A6EC A7EC A23EC A38EC A44EC A65EC A68EC A101EC A122-2EC A134-1EC A134-2EC A143EC
TOTAL 

Resistentes

% 

Resistentes

AM R R R R R R R R R R R R 12 100.0

AMC S S I S S R S S I R I I 2 16.7

CXM R R R R R R R R R R R R 12 100.0
CTX R R R R R R R R R R R R 12 100.0
CAZ R R R R R R R R R R R I 11 91.7
FEP R R R R R SDD R R R SDD R R 10 83.3
FOX I S S S S R S S S R S S 2 16.7
ATM R R R R R R R R R R R R 12 100.0
MEM S S S S S S S S S S S S 0 0.0
IMP S S S S S S S S S S S S 0 0.0
AN S S I S S I I R R I R I 3 25.0
GM I R R R S I R R S R R R 8 66.7

S R R R R R R R R R R R R 12 100.0
NN I R R R S I R R I R R R 8 66.7
NA R R R R R S R R R R R R 11 91.7
CIP R R R R S I R R S R R R 9 75.0

TMP R S S R S R S S S R S R 5 41.7

SXT R I S R S R S I I R I R 5 41.7
C R R S R S I R S S R R R 7 58.3

TET R R R R I R R R R R R R 11 91.7
CTX 0 0 0 0 10 14 0 0 0 17 0 10

CCT 20 23 24 23 27 15 23 25 24 20 25 27

CAZ 13 14 15 15 16 13 14 15 14 15 14 19

CCA 25 24 23 20 23 14 22 23 21 19 23 26

BLEE + + + + + - + + + - + + 10 83.3
CTX + + + + + - + + + - + +

CAZ + + + + + - + + + - + +

FEP + + + + + - + + + - + +

ATM + + + + + - + + + - + +

BLEE + + + + + - + + + - + + 10 83.3
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En la figura 9 se muestra el porcentaje en el que se encontraron los genes de las enzimas 

identificadas y en la tabla 13 se muestran cuáles fueron los genes identificados en cada 

cepa. 

 

Figura 9. Porcentaje de los genes de las β-lactamasas presentes en las cepas de E. coli aisladas de 
vegetales crudos. 

 

Tabla 13. Resultado de la determinación de los genes BLEE y CMY en las cepas de 

E. coli aisladas de vegetales crudos. 

Cepa blaTEM blaOXA blaSHV blaCMY blaCTX-M 
Total de 
genes 

A6EC - - - - + 1 

A7EC - - - - + 1 

A23EC - - - - + 1 

A38EC + + - - + 3 

A44EC + - - - + 2 

A65EC + - - + - 2 

A68EC - - - - + 1 

A101EC - - - - + 1 

A122EC + - - - + 2 

A134-1EC - - - + - 1 

A134-2EC - - - - + 1 

A143EC + - - - + 2 

En letras rojas se muestran las cepas con fenotipo BLEE negativo (A65EC y A134-1EC). 
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De las 10 cepas que presentaron blaCTX-M, se procedió a la determinación del grupo y de 

la variante blaCTX-M-15 por PCR (figura 10); además, se secuenciaron estos genes para 

poder determinar la variante correcta de cada una de estos genes, mediante la 

comparación de las secuencias con los genes de referencia de la base de datos del NCBI 

(BARRGD). Los resultados se muestran en la tabla 14, observándose que las variantes 

presentes en estas cepas son blaCTX-M-55 (n=6) y blaCTX-M-15 (n=4). 

 

Figura 10. Determinación de los genes que codifican para los genes blaCTX-M (grupo 1) y blaCTX-M-15 
en cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos.  
Electroforesis en geles de agarosa al 1% de los corrimientos electroforéticos de las PCR de blaCTX-M G1 y 
blaCTX-M-15. A. Imagen del corrimiento de la PCR de blaCTX-M G1. B. Imagen del corrimiento de la PCR de 
blaCTX-M-15 para determinar presuntivamente la presencia de esta variante. 

 

Tabla 14. Identificación del grupo y variante del gen blaCTX-M en las cepas de E. coli 

aisladas de vegetales crudos. 

Cepa blaCTX-M G1 blaCTX-M G2 blaCTX-M G8 blaCTX-M G9 blaCTX-M 15 
Variante de 

blaCTX-M 

A6EC + - - - + blaCTX-M-55 

A7EC + - - - + blaCTX-M-55 

A23EC + - - - + blaCTX-M-15 

A38EC + - - - + blaCTX-M-55 

A44EC + - - - + blaCTX-M-15 

A65EC ND ND ND ND ND ND 

A68EC + - - - + blaCTX-M-55 

A101EC + - - - + blaCTX-M-15 

A122EC + - - - + blaCTX-M-15 

A134-1EC ND ND ND ND ND ND 

A134-2EC + - - - + blaCTX-M-55 

A143EC + - - - + blaCTX-M-55 

ND: No Determinado. Las cepas A65EC y A134-1EC como no fueron portadoras de CTX-M no se incluyeron 
en esta parte del estudio.  
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7.5 Identificación de genes plasmídicos involucrados en la resistencia a quinolonas 

Se buscaron los genes plasmídicos involucrados en la resistencia a quinolonas en las 12 

cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. De todos los genes buscados mediante 

PCR se logró encontrar los genes qnrB y aac(6’)-Ib en 5 y 1 cepas respectivamente. Los 

resultados se muestran en la figura 11. 

 

 

Figura 11. Gráfica de los genes plasmídicos involucrados en la resistencia a quinolonas presentes 
en las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. 

 

7.6 Identificación de genes asociados a la resistencia a tetraciclinas, 

aminoglucósidos, cloranfenicol, sulfonamidas y trimetoprim 

Se identificaron los genes asociados a la resistencia hacia los demás grupos de 

antibióticos mediante PCR de las 12 cepas de E. coli aisladas de los vegetales crudos. 

El gen más común presente en las cepas fue tetA (75%), seguido de aac(3')-II, sul3 y 

addA presentes en un 58.3% de las cepas cada uno; en menor proporción se encontró 

dfrA1/5/14 con un 25%, sul1, dfrA12 y drfA7/17 con un 16.7% cada uno, catA en una sola 

cepa (8.3%) y los genes tetB, cmlA y dfrB no se encontraron en ninguna cepa. Los genes 

presentes en cada cepa se muestran en la figura 12.     
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Gen tetA tetB aac(3')-II cmlA catA sul1 sul3 aadA dfrA1 dfrA12 dfrA17 dfrB 

# cepas 9 0 7 0 1 2 7 7 3 2 2 0 

Porcentaje 75.0% 0.0% 58.3% 0.0% 8.3% 16.7% 58.3% 58.3% 25.0% 16.7% 16.7% 0.0% 

Figura 12. Gráfica de los genes asociados a la resistencia a los demás grupos de antibióticos 
presentes en las cepas de E. coli. 
La tabla de la figura muestra el total y porcentaje de los genes encontrados en las cepas de E. coli.  

 

7.7 Determinación del serotipo, patotipo, virotipo y filogrupo de las cepas de E. coli  

7.7.1 Serotipo de las cepas de E. coli 

Se determinó el serotipo de las 12 cepas de E. coli con la colaboración del D.C. Armando 

Navarro Ocaña de la UNAM. Se logró asociar a 2 serotipos a cepas patógenas, el serotipo 

O25:H4 de la cepa A23EC que se asocia a UPEC y el serotipo O157:H- de la cepa A134-

2EC que se asocia a EHEC, el resto de las cepas presentó un serotipo asociado con 

cepas comensales (Rodríguez, 2002; Wiles et al., 2008; Sainz et al., 2008) (tabla 15). 

Tabla 15. Serotipos de las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. 

 

O?: No se pudo determinar el serogrupo con los anticuerpos con los que contaba el laboratorio; H-: cepas 
inmóviles 

A6EC
A7EC
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tetA tetB aac(3')-II cmlA catA sul1 sul3 aadA dfrA1/5/14 dfrA12 dfrA7/17 dfrB

Cepa Antígeno O Antígeno H 

A6EC O100 H34 

A7EC O120 H10 

A23EC O25 H4 

A38EC O34 H- 

A44EC O78 H9 

A65EC O? H- 

A68EC O20 H9 

A101EC O162 H10 

A122-2EC O78 H9 

A134-1EC O21 H10 

A134-2EC O157 H- 

A143EC O86 H47 
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7.7.2 Patotipo de las cepas de E. coli 

El patotipo de las 12 cepas de E. coli se determinó mediante PCR y ninguna cepa posee 

alguno de los genes específicos de alguna categoría de los patotipos DEC (descritos en 

el punto 6.12), por lo que ninguna de las cepas fue clasificada como diarreogénica. 

Debido a estos resultados, se procedió a la búsqueda de PAIs características de cepas 

prototipo de UPEC (Sabaté et al., 2006), estos resultados mostraron que las 12 cepas 

portan la PAI-IICFT073, además las cepas A68EC y A134-2EC presentaron la PAI-IV536 y 

la cepa A23EC presentó 2 PAIs de la cepa CFT073 (PAI-ICFT073 y PAI-IICFT073) y 2 PAIs 

de la cepa 536 (PAI-II536 y PAI-IV536), siendo esta cepa la que portaba más PAIs. Los 

resultados de cada cepa se muestran en la tabla 16. 

 

Tabla 16. Determinación de las PAIs de cepas prototipo de UPEC, de las cepas de 

E. coli aisladas de vegetales crudos (Sabaté et al., 2006). 

CEPA 
CFT073 J96 536 

PAI-I PAI-II PAI-I PAI-II PAI-I PAI-II PAI-III PAI-IV 

A6EC - + - - - - - - 

A7EC - + - - - - - - 

A23EC + + - - - + - + 

A38EC - + - - - - - - 

A44EC - + - - - - - - 

A65EC - + - - - - - - 

A68EC - + - - - - - + 

A101EC - + - - - - - - 

A122EC - + - - - - - - 

A134-1EC - + - - - - - - 

A134-2EC - + - - - - - + 

A143EC - + - - - - - - 
     En los recuadros rojos se indican las PAI positivas 

 

7.7.3 Determinación del virotipo de las cepas de E. coli aisladas de vegetales 

crudos 

Se determinó el virotipo de las 12 cepas de E. coli, basado en el esquema de 

virotipificación propuesto por Barrios-Villa y cols. (2018) que está dirigido a la 

caracterización de las cepas UPEC O25:H4 ST131, observándose que la mitad de las 

cepas no presentó algún factor de virulencia incluido en el esquema por lo que fueron 
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designados como virotipo 0. El virotipo más común fue el A (5 cepas) que presenta 

solamente el factor de virulencia iroN; la cepa A23EC fue la que presentó más factores 

de virulencia (iroN, sat, papGII y cnf1) y de acuerdo al esquema de virotipificación no se 

pudo clasificar por este método, por lo que se le asignó un nuevo virotipo denominado H. 

Los virotipos de las cepas se pueden observar en la tabla 17. 

 

 Tabla 17. Determinación del Virotipo de las cepas de E. coli aisladas de vegetales 

crudos siguiendo el esquema propuesto por Barrios-Villa para UPEC O25:H4 

ST131. 

Cepas 
Factores de virulencia 

afa/draBC 
Operón 

afa 
iroN sat ibeA papGII cnf1 hlyA papGIII cdtB neuC Virotipo 

A6EC - - + - - - - - - - - A 

A7EC - - + - - - - - - - - A 

A23EC - - + + - + + - - - - H* 

A38EC - - + - - - - - - - - A 

A44EC - - + - - - - - - - - A 

A65EC - - - - - - - - - - - 0 

A68EC - - - - - - - - - - - 0 

A101EC - - - - - - - - - - - 0 

A122-2EC - - + - - - - - - - - A 

A134-1EC - - - - - - - - - - - 0 

A134-2EC - - - - - - - - - - - 0 

A143EC - - - - - - - - - - - 0 
afa/draBC: adhesina Afa/Dr; operón afa: FM955459; iroN: receptor sideróforo catecolato; sat: toxina autotransportadora 
secretada; ibeA: proteína de invasión a epitelio cerebral; papGII: alelo II del gen papG; cnf1: factor citotóxico necrotizante 
tipo 1; hlyA: alfa-hemolisina; papGIII: alelo III del gen papG; cdtB: toxina de distención citoletal; neuC-K1: variante K1 de 
la cápsula del grupo II. 

 

7.7.4 Determinación de filogrupo de las cepas de E. coli 

El filogrupo de las 12 cepas de E. coli se determinó por el método de Clermont, los 

resultados mostraron que el 50% (n=6) pertenecen al filogrupo A, el 33% (n=4) al B1, el 

8% (n=1) al B2 y 8% (n=1) al clado 1 o 2 (figura 13). La tabla 18 muestra el filogrupo de 

cada una de las cepas. 
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Con estos resultados se pudo determinar que la cepa A23EC es una cepa que pertenece 

al patotipo UPEC debido a que fue la única que presentó las 2 PAIs de la cepa CFT073 

y 2 de la 536, un serotipo O25:H4 y filogrupo B2, además de presentar un nuevo virotipo 

H que presenta 4 factores de virulencia. El resto de las cepas se consideraron como 

cepas comensales, pero MDR. 

 

 

Figura 13. Imagen del corrimiento electroforético de la PCR cuádruplex para determinar el filogrupo. 
Tamaño de los amplificados: arpA = 400pb; chuA = 288pb; yjaA = 211pb; TspE4.C2 = 152 pb 

 

Tabla 18. Determinación del filogrupo de las cepas de E. coli aisladas de vegetales 

crudos. 

CEPA arpA chuA yjaA TspE4.C2 trpA Filogrupo 

A6EC + - - + ND B1 

A7EC + - - + ND B1 

A23EC - + + - ND B2 

A38EC + - - - ND A 

A44EC + - + - - A 

A65EC + - - - ND A 

A68EC - - + - ND Clado 1 o 2 

A101EC + - - + ND B1 

A122-2EC + - + - - A 

A134-1EC + - + - - A 

A134-2EC + - - + ND B1 

A143EC + - - - ND A 

ND: No Determinado. arpA: regulador de acetil-CoA sintasa; chuA: receptor de hemina; yjaA: proteína de 
respuesta al estrés; TspE4.C2: lipasa esterasa; trpA: subunidad a de triptófano sintasa  
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En la tabla 19 se muestra el resumen de las características filogenéticas, fenotípicas y 

genotípicas de resistencia y virulencia de las 12 cepas de E. coli. 

 

Tabla 19. Características filogenéticas, fenotípicas y genotípicas (de resistencia y 

virulencia) de las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos. 

Cepa/Origen Filogrupo Serotipo  Virotipo  
No. 
PAIs 

Resistencia a no β-
lactámicos 

Resistencia 
AMC/FOX 

Fenotipo 
BLEE 

Genes de resistencia 

A6EC/T* B1 O100:H34 A 1 
S, NA, CIP, TMP, SXT, 

C, TET  
-/- + 

bla
CTX-M55/79

, qnrB, tetA, sul3, 

aadA, dfrA1/5/14 

A7EC/P* B1 O120:H10 A 1 
GM, S, NN, NA, CIP, 

C, TET 
-/- + 

bla
CTX-M55/79

, tetA, aac(3')-II, 

sul3, aadA 

A23EC/E* B2 O25:H4 H 4 
GM, S, NN, NA, CIP, 

TET 
-/- + 

bla
CTX-M15

, bla
OXA

, aac(6')-Ib-C, 

tetA, aac(3')-II 

A38EC/T* A O34:H- A 1 
GM, S, NN, NA, CIP, 

TMP, SXT, C, TET 
-/- + 

bla
CTX-M55/79

, bla
TEM

, tetA, 

aac(3')-II, sul3, aadA, dfrA12 

A44EC/L** A O78:H9 A 1 S, NA  -/- + bla
CTX-M15

, bla
TEM

, qnrB 

A65EC/C** A O?:H- 0 1 S, TMP, SXT, TET +/+ - 
bla

TEM
, bla

CMY
, sul1, aadA, 

dfrA1/5/14, dfrA12 

A68EC/CC** 
Clado 1 o 

2 
O20:H9 0 2 

GM, S, NN, NA, CIP, 
C, TET 

-/- + 
bla

CTX-M55
, tetA, aac(3')-II, sul3, 

aadA 

A101EC/CC** B1 O162:H10 0 1 
AN, GM, S, NN, NA, 

CIP, TET 
-/- + bla

CTX-M15
, qnrB, tetA 

A122EC/R** A O78:H9 A 1 AN, S, NA, TET -/- + bla
CTX-M15

,
 
bla

TEM
, qnrB, tetA 

A134-1EC/C* A O21:H10 0 1 
GM, S, NN, NA, CIP, 

TMP, SXT, C, TET 
+/+ - 

bla
CMY

, tetA, aac(3')-II, sul3, 

dfrA7/17 

A134-2EC/C* B1 O157:H- 0 2 
AN, GM, S, NN, NA, 

CIP, C, TET 
-/- + 

bla
CTX-M55

, tetA, aac(3')-II, sul3, 

aadA, dfrA7/17 

A143EC/CC* A O86:H47 0 1 
GM, S, NN, NA, CIP, 

TMP, SXT, C, TET 
-/- + 

bla
CTX-M55

, bla
TEM, qnrB, tetA, 

aac(3')-II, sul1, sul3, catA, 
aadA, dfrA1/5/14 

T: Tomate; P: Pepino; E: Espinacas; L: Lechuga; C: Cilantro; CC: Cebolla con cilantro; R: Rábanos; *: 
Establecimiento fijo; **: Establecimiento ambulante; 1: PAI-IICFT073; 2: PAI-IICFT073 y PAI-IV536; 4: PAI-ICFT073, 
PAI-IICFT073, PAI-II536, PAI-IV536; 
AN: Amikacina; GM: Gentamicina; S: Estreptomicina; NN: Tobramicina; NA: Ácido Nalidíxico; CIP: 
Ciprofloxacino; TMP: Trimetoprim; SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol; C: Cloranfenicol; TET: Tetraciclina; 
AMC: Amoxicilina + Clavulonato; FOX: cefoxitina. Todas las cepas presentaron elevada resistencia a β-
lactámicos.  
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7.8 Determinación del perfil plasmídico de las cepas de E. coli y caracterización 

parcial de los plásmidos involucrados en la resistencia. 

7.8.1 Perfil plasmídico de las cepas de E. coli 

La determinación del perfil plasmídico se realizó mediante el método de lisis alcalina y 

mediante PFGE+S1, los perfiles plasmídicos de las cepas se muestran en las figuras 14 

y 15 respectivamente. Se observó una gran cantidad de plásmidos en las cepas con un 

promedio de 3 bandas plasmídicas por cepa (rango de 1 – 6), en general se presentaron 

en mayor número bandas plasmídicas de 100 kb aprox. Los tamaños de las bandas 

plasmídicas se estimaron únicamente del perfil plasmídico obtenido de PFGE+S1, 

mediante regresión lineal de acuerdo a su movilidad relativa comparada con aquella de 

la cepa de referencia NCTC 50192, la metodología y resultados estadísticos se pueden 

ver en el anexo 4, el número de plásmidos y sus tamaños se muestran en la tabla 20. El 

número de bandas observados con las dos técnicas no concuerdan debido a que por la 

metodología de lisis alcalina obtenemos diferentes isoformas de los plásmidos por lo que 

observamos una mayor cantidad de bandas. 

 

 

Figura 14. Perfil plasmídico de las cepas de E. coli obtenido mediante extracción plasmídica por 
lisis alcalina. 
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Figura 15. Perfil plasmídico de las cepas de E. coli obtenido mediante Electroforesis de Campos 
Pulsados con la enzima S1. Cepa control: NCTC 50192 

 

7.8.2 Caracterización de los plásmidos de las cepas de E. coli 

De los resultados de la caracterización de los plásmidos de las cepas de E. coli se 

encontró en mayor proporción replicones IncFII (n=11), seguido de IncFIB (n=10), los 

replicones IncColE e IncColETp se encontraron en 8 y 6 cepas respectivamente, los 

demás replicones se encontraron en menor proporción, identificándose IncI1 e IncY en 2 

cepas cada 1 e IncFIA, IncFIC e IncA/C en 1 cepa cada uno (figura 16 y 19); en promedio 

se identificaron 4 grupos de incompatibilidad plasmídica por cepa, aun y cuando se 

encontraban pocos plásmidos como en la cepa A23EC que presenta 4 replicones y solo 

es portadora de 1 plásmido. 
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Figura 16. Grupos de Incompatibilidad plasmídica presentes en las cepas de E. coli 

 

La relaxasa MOB más común fue F12 (n=10), seguida de P51 (n=5) y en menor 

proporción se presentaron P12 y Qu presentes en 2 cepas cada una, P3 y Q11 presentes 

en 1 cepa cada una (figura 17 y 19). En general las cepas presentaban de 1 a 2 relaxasas 

distintas, en el caso de la cepa A6EC se identificaron 4 relaxasas, siendo esta cepa la 

que portó la mayor cantidad de plásmidos (n=6); y en el caso de la cepa A44EC que 

posee 3 plásmidos, pero en la cual no se pudo identificar ninguna relaxasa por esta 

metodología debido a que este esquema no incluye todas las relaxasas que se pueden 

encontrar en los plásmidos y que posiblemente no se han descrito previamente.  

 

 

Figura 17. Relaxasas presentes en las cepas de E. coli 
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En la búsqueda de los SAP se logró identificar una gran cantidad de estos en las cepas, 

en promedio presentaron de 3 a 4 sistemas por cepa, a excepción de las cepas A44EC 

y A122EC que solo presentaron el sistema relBE; los SAP más comunes fueron relBE 

(n=11) seguido de srnBC (n=9), pemKI (n=8) y hok-sok (n=7), y en menor medida se 

presentaron ccdAB, vagCD y pndAC (n=3 cepas por cada uno), y parDE que solo se 

encontró en una cepa (figura 18 y 19). 

 

 

Figura 18. Sistemas de adicción de los plásmidos presentes en cepas de E. coli  
hok-sok: host killing system; pndAC: promotion of nucleic acid degradation; srnBC: stable RNA; pemKI: 
plasmid emergency maintenance; parDE: partitioning system; relBE: relaxed control of stable RNA 
synthesis; ccdAB: coupled cell división locus; vagCD virulence-asociated protein. 

 

En la tabla 20 se muestra el resumen de las características plasmídicas de las cepas 

respecto a la determinación de los replicones, relaxasas y SAP presentes en cada cepa 

y en la figura 19 se puede observar las proporciones y distribución de los grupos de 

incompatibilidad, de las relaxasas y de los SAP en las 12 cepas de E. coli; donde se 

observa una gran distribución de IncF y relaxasas MOB-F en las cepas, así como una 

gran cantidad de SAP, siendo el más frecuente el sistema relBE. 
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Tabla 20. Características plasmídicas presentes en las cepas de E. coli. 

Cepa 
# Plásmidos:Tamaño 

(kb) 
Replicón Relaxasa SAP 

A6EC 
6: 126.2, 87.2, 65.4, 

44.1, <40.1, <40.1 
FIB, FII, ColE, ColETp F12, P3, P51 

pemKI, relBE, parDE, hok-sok, 
srnBC 

A7EC 
4: 120.1, 104.3, 

<40.1, <40.1 
FIB, FII, ColE F12,P51, Qu pemKI, relBE, hok-sok, srnBC 

A23EC 1: 154 FIA, FIB, FII, A/C F12, Q11 
pemKI, ccdAB, relBE, vagCD, 
pndAC, srnBC 

A38EC 2: 235.8, 126.8 FIB, FII F12 pemKI, relBE, hok-sok, srnBC 

A44EC 3: 103.2, 95.8, 52 FIB, FII, Y, ColETp - relBE 

A65EC 3: 115.2, 85.8, 65.4 I1, FII, ColE F12, P12, relBE, vagCD, pndAC 

A68EC 2: 106.8, <40.1 FIB, FII, ColE F12 pemKI, relBE, hok-sok, srnBC 

A101EC 2: 70.8, 64.2 FIB, FIC, FII, ColETp F12 ccdAB, relBE, hok-sok, srnBC 

A122EC 2: 99.7, <40.1 FIB, Y, ColE, ColETp P51 relBE 

A134-1EC 
5: 106.8, 94.3, 83, 63, 

<40.1 
I1, FII, ColE, ColETp F12, P12 

pemKI, ccdAB, relBE, vagCD, 
pndAC, srnBC 

A134-2EC 2: 133.6, <40.1 FIB, FII, ColE F12, P51, Qu pemKI, relBE, hok-sok, srnBC 

A143EC 3: 144.2, 93.3, <40.1 FIB, FII, ColE, ColETp F12, P51 pemKI, hok-sok, srnBC 

El número y tamaño de los plásmidos se determinó mediante regresión simple usando el gel de PFGE+S1 (figura 15) 
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Figura 19. Representación gráfica de Circos de la relación entre las características plasmídicas y 
las cepas de E. coli. 
En el lado izquierdo del circulo en el grafico se encuentran las 12 cepas de estudio representadas por un 
color distinto cada una, en el lado derecho del circulo en el grafico se encuentran las características 
plasmídicas: Replicones (listones en color azul), Relaxasas (listones en color rojo) y SAP (listones en color 
negro). Para cada una de las cepas se puede observar por el color de los listones (azul, rojo y negro) la 
característica y la clasificación que le confiere cada listón. 
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7.9 Evaluación de la transferencia de determinantes de resistencia. 

De los ensayos de conjugación para evaluar la transferencia de determinantes de 

resistencia se logró obtener clonas transconjugantes en Agar Mac Conkey + CTX + Rif 

para las 12 cepas. Se recuperaron 2 posibles cepas transconjugantes de cada una de las 

cepas donadoras y se evaluó su perfil plasmídico mediante PFGE+S1, comparándolo 

con, tanto con el de las cepas donadora, como el de la cepa receptora (figura 21). Se 

observó que solo 8 cepas donadoras fueron capaces de transferir plásmidos (indicados 

en la figura 21) mediante conjugación; estas cepas transconjugantes presentaron un perfil 

plasmídico distinto al de las cepas donadoras y receptora, además de un fenotipo de 

resistencia distinto al de las cepas donadoras y receptora, adquiriendo resistencia 

principalmente a β-lactámicos y un fenotipo BLEE.  

Las otras 4 cepas donadoras no lograron transferir plásmidos mediante conjugación ya 

que las posibles cepas transconjugantes obtenidas, presentaban el mismo perfil 

plasmídico, así como el fenotipo de resistencia, que el de las cepas donadoras, sugiriendo 

que posiblemente estas cepas eran las mismas cepas donadoras que lograron adaptarse 

a la rifampicina usada para seleccionar las cepas transconjugantes (figura 20).   

 

 

Figura 20. Resultados de los ensayos de 
conjugación. 
En rojo se representan las cepas que no conjugaron y 
en azul las cepas que sí lograron conjugar, también se 
indica cuales fueran las cepas que conjugaron y las que 
no.  

 

A las cepas transconjugantes confirmadas se les determinó el tipo de relaxasa y SAP que 

lograron transferirse en la conjugación, observándose que las relaxasas posiblemente 

involucradas en el proceso de conjugación de estas cepas transconjugantes (N=8) fueron 

las F12 (n=6), P12 (n=2) y P51 (n=3); y los SAP que presentaban estas cepas fueron 

relBE (n=7), hok-sok (n=4), srnBC (n=4), pemKI (n=3), vagCD (n=1) y pndAC (n=1). En 

la tabla 21 se muestran las cepas transconjugantes comparadas con las donadoras, 
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pudiéndose observar cuantos plásmidos se transfirieron, así como su tamaño, las 

relaxasas que posiblemente estaban implicadas en esta transferencia y los SAP que 

estaban presentes en los plásmidos transferidos. 

 

 

 

 

GEL 1 

GEL 2 
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Figura 21. Perfiles plasmídicos de las cepas transconjugantes, de las cepas donadoras y de la cepa 
receptora como control. 
En las imágenes de los corrimientos de PFGE+S1 se comparan los perfiles plasmídicos de las posibles 
cepas transconjugantes con sus cepas donadoras. Con letras verdes se muestra la cepa receptora, en letras 
rojas se muestran las cepas donadoras, en letras azules se muestran las 2 posibles cepas transconjugantes 
denominadas T1 y T2 y en letras negras se muestra la cepa NCTC 50192 usada como control de corrimiento. 
Los recuadros amarillos indican las cepas que presentaron el mismo perfil plasmídico que la donadora y en 
los recuadros rojos se indican los plásmidos de las cepas transconjugantes que presentaron un perfil 
plasmídico diferente al de la donadora. En el gel 1 en el carril 2 que se muestra sin identificar, se corrió una 
cepa proveniente de otro estudio, de igual manera en el gel 3 en el carril identificado como EC20N se corrió 
una cepa proveniente de otro estudio, por lo que no se deben de tomar en consideración para este estudio. 
De la cepa A134-1EC solo se recuperó una cepa transconjugante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GEL 3 
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Tabla 21. Características de las cepas donadoras y transconjugantes de E. coli. 

Cepa Fenotipo de resistencia 
Fenotipo 

BLEE 
# Plásmidos:Tamaño 

(Kb) 
Relaxasa SAP 

A7EC 
CXM, CAZ, FEP, ATM, S, 
GM, NN, NA, CIP, TE, C 

+ 
4: 120.1, 104.3, <40.1, 

<40.1 
F12,P51 

pemKI, relBE, hok-sok, 
srnBC 

Tc1 
A7EC 

CXM, CAZ, FEP, ATM, 
GM, C 

+ 1: 120.1 F12, P51 
pemKI, relBE, hok-sok, 

srnBC 

A38EC 
CXM, CAZ, FEP, ATM, S, 
GM, NN, NA, CIP, TE, C, 

SXT 
+ 2: 235.8, 126.8 F12 

pemKI, relBE, hok-sok, 
srnBC 

Tc1 
A38EC 

CXM, CAZ, ATM, S, GM, 
NN, NA, CIP, TE, C, SXT 

+ 2: 235.8, 126.8 F12 
pemKI, relBE, hok-sok, 

srnBC 

A44EC 
CXM, CAZ, FEP, ATM, S, 

NA 
+ 3: 103.2, 95.8, 52 - relBE 

Tc1 
A44EC 

CXM, CAZ, FEP, ATM + 2: 95.8, 52 - relBE 

Tc2 
A44EC 

CXM, CAZ, FEP, ATM + 1: 95.8 - relBE 

A65EC 
AMC, CXM, CAZ, FOX, 
ATM, S, TE, TMP, SXT 

- 3: 115.2, 85.8, 65.4 F12, P12 relBE, vagCD, pndAC 

Tc1 
A65EC 

AMC, CXM, CAZ, FOX, S, 
TMP, SXT 

- 2: 85.8, 65.4 F12, P12 relBE, vagCD, pndAC 

Tc2 
A65EC 

AMC, CXM, CAZ, FOX - 1: 65.4 P12 relBE, vagCD, pndAC 

A101EC 
CXM, CAZ, FEP, ATM, S, 
GM, AN, NN, NA, CIP, TE 

+ 2: 70.8, 64.2 F12 
ccdAB, relBE, hok-sok, 

srnBC 

Tc1 
A101EC 

CXM, CAZ, FEP, ATM + 1: 64.2 F12 relBE, hok-sok, srnBC 

Tc2 
A101EC 

CXM, CAZ, ATM + 1: 70.8 F12 relBE, hok-sok 

A122-2EC 
CXM, CAZ, FEP, ATM, AN, 

S, NA, TE 
+ 2: 99.7, <40.1 P51 relBE 

Tc2 
A122EC 

CXM, CAZ, FEP, ATM, S, 
NA, TE 

+ 1: 99.7 P51 - 

A134-1EC 
AMC, CXM, CAZ, FEP, 
FOX, ATM, S, GM, NN, 

NA, CIP, TE, C, SXT 
- 

5: 106.8, 94.3, 83, 63, 

<40.1 
F12, P12 

pemKI, ccdAB, relBE, 
vagCD, pndAC, srnBC 

Tc1 
A134-1EC 

AMC, CAZ, FEP, FOX, 
ATM 

- 2: 94.3, 63 - relBE 

A143EC 
CXM, FEP, ATM, S, GM, 

NN, NA, CIP, TET, C, TMP 
SXT 

+ 3: 144.2, 93.3, <40.1 F12, P51 pemKI, hok-sok, srnBC 

Tc1 
A143EC 

CXM, S, GM, NA, TET, C, 
TMP, SXT 

+ 1: 144.2 F12, P51 pemKI, hok-sok, srnBC 

Las cepas con letras rojas representan a las transconjugantes, los antimicrobianos con letras rojas representan las 
diferencias en el fenotipo de resistencia respecto a las transconjugantes. Todas las cepas en la tabla fueron resistentes 
a CTX. AN: Amikacina; GM: Gentamicina; S: Estreptomicina; NN: Tobramicina; NA: Ácido Nalidíxico; CIP: 
Ciprofloxacino; TMP: Trimetoprim; SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol; C: Cloranfenicol; TET: Tetraciclina; AMC: 
Amoxicilina + Clavulonato; CXM: Cefuroxima; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; ATM: Aztreonam; 
FOX: cefoxitina. 
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8. DISCUSIÓN 

Los cambios actuales en la economía, el clima, la producción de alimentos y los sistemas 

de suministros a nivel mundial se han visto afectados, teniendo efectos sobre los sistemas 

de inocuidad alimentaria, la nutrición y la seguridad alimentaria, que se encuentran 

inextricablemente relacionadas, teniendo repercusiones en los consumidores e incluso 

en la salud mundial, lo que genera desafíos para la sustentabilidad y el desarrollo de las 

naciones. Esta situación genera serios problemas en la inocuidad alimentaria a nivel 

mundial ya que, en la actualidad, debido a la globalización, las cadenas alimentarias 

atraviesan fácilmente las fronteras entre las naciones (OMS, 2019).   

Una gran problemática que se ha visto relacionada con las complicaciones en la 

inocuidad de los alimentos, es la diseminación de bacterias resistentes a los antibióticos 

como E. coli (Alonso et al., 2017; Ben Said et al., 2015; Kim et al., 2015; Araujo et al., 

2017; Irrgang et al., 2017; Amézquita-Montes et al., 2015; Gómez-Aldapa et al., 2016; 

Barrios-Villa et al., 2018). La resistencia a los antimicrobianos plantea una crisis mundial 

que pone en riesgo la salud humana, animal e incluso de las plantas, ya que actualmente 

se han reportado niveles alarmantes de resistencia antibiótica en países de todos los 

niveles socioeconómicos, amenazando la salud y la seguridad alimentaria de las 

naciones, lo que plantea un gran desafío para lograr una cobertura sanitaria mundial 

(IACG, 2019). 

Debido a que la problemática de la resistencia antimicrobiana involucra varios factores 

que incluyen a los humanos, los animales, las plantas, el agua, los alimentos y el medio 

ambiente, este estudio se enfocó en el aspecto de los alimentos, con el objetivo de 

evaluar la virulencia y resistencia de cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos y así 

poder tener un panorama de cómo se encuentra la situación actual en la comunidad de 

Puebla, respecto a la distribución de cepas de E. coli con características de virulencia y 

resistencia. 

En este estudio se identificaron cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos listos para 

su consumo provenientes de la ciudad de Puebla y se caracterizó molecularmente la 

virulencia y resistencia de estas cepas, siendo este uno de los primeros estudios 

realizados en México de este tipo.  
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En este estudio el porcentaje de aislamiento de cepas de E. coli respecto al número de 

muestras obtenidas fue bajo debido a que se usó CTX para seleccionar las cepas con 

potencial de resistencia hacia antibióticos β–lactámicos; debido a esto, se originó un 

sesgo de los resultados con respecto a la obtención de cepas de E. coli que pudo ser 

mucho más alta si no se hubiera utilizado el antibiótico para el tamizaje de las cepas. 

Probablemente se perdieron cepas de E. coli patógenas que no presentaban genes de 

resistencia o bien que poseían genes de resistencia a antibióticos diferentes a los β-

lactámicos (incluyendo los de las β-lactamasas). Sin embargo, estos resultados 

concuerdan con el porcentaje de cepas DEC aisladas de vegetales, reportados 

previamente en México (Gómez-Aldapa et al., 2016a; Gómez-Aldapa et al., 2016b). 

Además, se encontró una baja proporción de cepas de E. coli productoras de BLEE (7%) 

o AmpC plasmídicas (1.4%) aisladas de vegetales crudos que estaban listos para su 

consumo. A nivel mundial la prevalencia de cepas de E. coli portadoras de BLEE aisladas 

de vegetales ha sido relativamente baja siendo menor del 10%. En el presente estudio 

se presentó una prevalencia de cepas de E. coli BLEE positivas del 7% que concuerda 

con estudios anteriores de otros países (Kim et al., 2015; Ben Said et al., 2015; Randall 

et al., 2017). Todas las cepas de este estudio presentaron multidrogorresistencia, 

observándose una alta resistencia hacia los aminoglucósidos, quinolonas, cloranfenicol 

y sobre todo a tetraciclinas. La resistencia a tetraciclina encontrada en estas cepas, es 

importante ya que es un antimicrobiano que no es usado para el tratamiento de 

infecciones causadas por E. coli, pero es ampliamente usado en veterinaria y como 

promotor de crecimiento animal (Jara, 2007); esto nos podría indicar que puede estar 

influyendo en la selección y diseminación de cepas resistentes a las tetraciclinas, al estar 

contaminando los campos de cultivo de los vegetales a través del agua y heces de 

animales. Esto junto con la ineficiente inocuidad en el manejo de los alimentos estas 

cepas de E. coli TETR se encuentran en los vegetales crudos listos para su consumo. 

El gen de la BLEE más frecuente en estas cepas fue blaCTX-M, que es actualmente el más 

abundante en cepas de E. coli y el más distribuida a nivel mundial. (Cantón et al., 2012; 

Bevan et al., 2017). En este estudio se encontraron las variantes blaCTX-M-15 y blaCTX-M-55, 

este última fue el más prevalente. La variante CTX-M-55 muestra una alta prevalencia en 

países de Asia como China, Tailandia y Vietnam y de Europa como Francia y Suiza en 
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cepas de E. coli de origen humano, de alimentos, de animales y del ambiente, aunque se 

ve una mayor prevalencia en las cepas aisladas de muestras de zonas rurales 

provenientes de animales, de alimentos y del ambiente (Yves et al., 2018; Bevan et al., 

2017; Runcharoen et al., 2017; Hoang, et al., 2016; Zurfluh et al., 2015). Existen reportes 

en donde se demuestra que las variantes CTX-M-14 y -15 han desplazado a otras 

variantes, siendo las de mayor prevalencia a nivel mundial (Bevan et al., 2017; Zurfluh et 

al., 2015). Nosotros observamos que la variante CTX-M-55 es las más prevalente en 

vegetales crudos, seguida de la CTX-M-15 que es la más prevalente en México y Norte 

América, tanto en cepas clínicas como en cepas de origen animal (Bevan et al., 2017). 

Otras BLEE identificadas fueron la TEM y OXA en menor proporción (n=5 y n=1, 

respectivamente) y que no son tan prevalentes (Ojer-Usoz et al., 2017; Yamasaki et al., 

2018), pero se demuestra que siguen estando presentes en las cepas de E. coli, 

aportando a la resistencia antibiótica, aunque han sido desplazadas por CTX-M. Cabe 

destacar que en la cepa A65EC, que no presento un fenotipo BLEE, se encontró una 

TEM que de acuerdo a su fenotipo de resistencia pude tratarse de una variante resistente 

al inhibidor de β-lactamasas. 

Las β-lactamasas de tipo AmpC plasmídicas son enzimas que también se encuentran 

ampliamente distribuidas a nivel mundial, la más prevalente la CMY y que son de gran 

preocupación por que confieren un fenotipo de resistencia similar al de las BLEE. Las 

CMY también tienen la capacidad de degradar cefamicinas y no son inhibidas por ácido 

clavulánico, tazobactam o sulbactam, que son antibióticos usados como alternativa de 

tratamiento en infecciones causadas por bacterias productoras de BLEE (Jacoby, 2009). 

En este estudio se aislaron 2 cepas portadoras de blaCMY que presentaron un fenotipo de 

resistencia amplio hacia los β-lactámicos y que pueden crecer aún en presencia de 

inhibidores de β-lactamasas, observando el potencial de acción que tienen estas enzimas 

con los β-lactámicos. La prevalencia de CMY es menor en estas cepas, pero podemos 

encontrarlas en este tipo de muestras indicando que este gen se encuentra distribuido en 

la comunidad y podría aumentar su prevalencia debido al uso indiscriminado de β-

lactámicos con inhibidores, ocasionando serios problemas para el manejo de las 

infecciones bacterianas humanas.  
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La presencia de genes de resistencia hacia los demás grupos de antibióticos, mostró una 

prevalencia baja. De los genes involucrados en la resistencia a quinolonas se encontró 

en mayor proporción qnrB (del cual no se identificó su variante) y el gen aac(6’)-Ib. Sin 

embargo, las cepas presentan una alta resistencia hacia las quinolonas lo cual sugiere 

que la resistencia podría estar conferida por mutaciones en los genes gyrA y parC 

principalmente, lo que en caso de ser confirmado nos indicaría que la resistencia a este 

grupo de antimicrobianos se disemina principalmente de manera vertical entre las cepas 

de E. coli. (Aldred et al., 2014; Naeem et al., 2015) 

Los genes involucrados en la resistencia a aminoglucósidos fueron principalmente 

aac(3’)-II (que confiere resistencia hacia gentamicina y tobramicina principalmente) y 

aadA (que confiere resistencia a estreptomicina) que concuerda con el fenotipo de 

resistencia de las cepas y que se encuentran con una prevalencia del 58% en las cepas 

de E. coli concordando con estudios previos (Xiao & Hu, 2012). Con estos datos, no 

podemos asegurar que estos genes de resistencia a aminoglucósidos son los más 

prevalentes ya que no se buscaron otros genes involucrados.  

Otro gen que se encontró en gran prevalencia fue tetA que confiere resistencia a 

tetraciclinas y que concuerda con el fenotipo de resistencia presentado por las cepas, 

observando que este gen se encuentra ampliamente distribuido en cepas de E. coli; 

reportándose con una alta resistencia a este antibiótico en cepas Gram negativas 

aisladas de animales (90 al 100%), donde principalmente portan los genes tetA, tetB y 

tetO (Jara, 2007), en comparación con las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos 

podemos observar que se presenta un porcentaje de resistencia (91.7%) similar a lo 

reportado en veterinaria y que estas cepas portan principalmente el gen tetA y ninguna 

es portadora de tetB (Jara, 2007; Alekshun & Levy, 2007).  

La resistencia a cloranfenicol no se pudo demostrar molecularmente ya que, aunque las 

cepas presentan un alto porcentaje de resistencia hacia este antimicrobiano, solo una 

cepa presenta el gen catA, y ninguna cepa el gen cmlA, sugiriendo que esta resistencia 

podría deberse a otros genes de resistencia involucrados, que no se buscaron como catB 

reportado por Barrios-Villa y cols. en cepas de E. coli aisladas de productos cárnicos 

(Barrios-Villa et al., 2018). 
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Por otro lado, respecto a la virulencia de las cepas de E. coli podemos observar que las 

cepas no presentaron genes que son usados para identificar a los patotipos DEC y 

usando un esquema asignado a la caracterización de cepas UPEC O25:H4 ST131, las 

cepas presentan en su mayoría un virotipo A o no poseen ninguno de los genes de 

virulencia de este esquema. Adicionalmente se encontró una alta presencia de PAI-

IICFT073 siendo esta PAI la más distribuida en cepas de E. coli, tanto en cepas patógenas 

como comensales (Sabaté et al., 2006). Además, se determinó que la cepa A23EC (porta 

blaCTX-M15, blaOXA, aac(6´)-Ib y aac(3’)-II) es una cepa UPEC ya que pertenece al serotipo 

O25:H4, presento las dos PAI de CFT073 y 2 de 536, pertenece al filogrupo B2 y presenta 

el virotipo con más genes de virulencia en comparación con las otras cepas. Este es un 

nuevo hallazgo, ya que este virotipo no había sido reportado anteriormente por el 

esquema utilizado para la virotipificación de las cepas (Barrios-Villa et al., 2018). Para el 

resto de las cepas no fue clara su clasificación respecto a su virulencia, pues es difícil 

clasificarlas como comensales o ExPEC ya que se ha reportado que cepas comensales 

también poseen PAIs y pueden presentar factores de virulencia que determinamos en 

este estudio (Sabaté et al., 2006); por lo que sería necesario usar otros esquemas de 

clasificación propuesto para la determinación de ExPEC y UPEC (Johnson et al., 2003; 

Spurbeck et al., 2012). 

 

Los plásmidos juegan un papel muy importante en la variabilidad genética y evolución de 

las bacterias al conferirles características especiales para adaptarse mejor a un nicho 

ecológico, como la resistencia a los antimicrobianos que le confieren la capacidad de 

sobrevivir en un medio donde esté presente un antibiótico. Los plásmidos de resistencia 

representan un gran desafío en la problemática de la resistencia mundial a los 

antimicrobianos ya que tienen la capacidad de diseminar determinantes de resistencia 

mediante la transferencia horizontal de genes (Carattoli, 2013). En este estudio se 

encontró una gran variabilidad plasmídica en las cepas de E. coli, lo cual se atribuye a 

que las cepas se encontraban en nichos con una gran diversidad bacteriana y que 

potencialmente recibieron los plásmidos mediante transferencia horizontal genética. 

Podemos observar que en estas cepas se encontró con gran prevalencia plásmidos con 

grupos de incompatibilidad IncF, que son plásmidos de bajo número de copias, se 



Estudio molecular de la resistencia   DISCUSIÓN 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 73  
 

caracterizan por ser plásmidos conjugativos y son plásmidos que se encuentran 

distribuidos en las enterobacterias; típicamente estos plásmidos suelen presentar 

múltiples replicones conteniendo comúnmente FII, FIA y FIB (Rozwandowicz et al., 2018); 

como lo probablemente encontrado en la cepa A23EC en donde se identificó solo un 

plásmido mediante PFGE-S1 y que por PBRT se determinó que esta cepa posee estos 3 

grupos de incompatibilidad, por lo que muy probablemente este plásmido sea un 

multireplicón. Además, estos plásmidos suelen distribuir genes BLEE de manera 

frecuente, como blaCTX-M, genes de carbapenemasas, de resistencia a aminoglucósidos 

y de resistencia a quinolonas. Comúnmente el gen blaCTX-M-15 se asocia con plásmidos 

IncFII, siendo este grupo de incompatibilidad el más prevalente en las cepas de este 

estudio y aunque no se determinó la localización de los genes blaCTX-M podríamos sugerir 

que se encuentran en este tipo de plásmidos. Otros grupos de incompatibilidad que 

también se presentaron en alta frecuencia fueron los pertenecientes a los plásmidos 

colicinogénicos o IncColE que son plásmidos que codifican colicina E1 y también portan 

diferentes genes de resistencia aunque comúnmente se asocian con la diseminación de 

genes qnrB, además se ha observado que frecuentemente portan genes blaCTX-M, blaCMY, 

sul2, tetA y strA/B (Rozwandowicz et al., 2018), lo que concuerda con los genes 

encontrados en este estudio, pero como no se determinó la localización de estos no 

podemos asegurar que se encuentren en este tipo de plásmidos. De igual manera la 

relaxasa con mayor presencia en las cepas fueron de la familia MOB-F y MOB-P que 

corresponden a plásmidos IncF e IncColE respectivamente, las cuales se encuentran en 

plásmidos conjugativos que presentan genes de resistencia (Alvarado et al., 2012). 

 

Otro resultado interesante fue la gran cantidad de SAP presentes en las cepas del 

estudio, presentándose en mayor proporción el sistema relBE que concuerda con los 

resultados de Barrios que los reporta en las cepas de E. coli provenientes de alimentos 

(Barrios, 2019). Esta gran cantidad de SAP les confiere a los plásmidos, el poder de 

asegurar su permanencia en las cepas de E. coli contribuyendo con su prevalencia y la 

diseminación de los genes de resistencia y virulencia que se encuentran en estos 

plásmidos (Mnif et al., 2010). 

 



Estudio molecular de la resistencia   DISCUSIÓN 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 74  
 

La diseminación de los plásmidos, así como de los determinantes de resistencia y 

virulencia presentes en ellos, se lleva a cabo mediante el proceso de conjugación para 

transferirse horizontalmente a otras cepas (Carattoli, 2013). Los resultados de 

conjugación nos muestran que estas cepas de E. coli (8/12) tienen la capacidad de 

diseminar determinantes de resistencia, los plásmidos involucrados portan relaxasas 

MOB-F y MOB-P lo que coincide con la prevalencia de estos plásmidos portadores de 

genes de resistencia y su papel en la diseminación de estos determinantes (Carattoli, 

2013; Rozwandowicz et al., 2018). 

De manera general podemos observar en este muestreo de vegetales crudos que 

estaban listos para su consumo, la diseminación de cepas de E. coli portadoras de genes 

de resistencia y virulencia en la ciudad de Puebla, al aislar cepas de E. coli MDR 

portadoras de BLEE, con bajo número de genes de virulencia y con un gran número de 

genes de resistencia a antimicrobianos; encontrándose solo una cepa caracterizada 

molecularmente como UPEC. Sin embargo, no se descarta que pudieran tratarse de 

cepas ExPEC. Llama la atención que la cepa A23EC denominada como UPEC presenta 

un plásmido y se identificaron los replicones Inc FII, FIA, FIB y A/C; por lo que inferimos 

que esta cepa presenta un plásmido multireplicón del grupo IncF, que se recomienda 

identificar mediante pMLST para poder conocer el subtipo de plásmido ya que los 

plásmidos multireplicón que portan genes de resistencia, como el F31:A4:B1 que se 

encuentra ampliamente distribuido en cepas de E. coli a nivel mundial, portan 

frecuentemente blaCTX-M-15 (Irrgang et al., 2017; Madec y Haenni, 2018). 

Estos resultados muestran una prevalencia alta de blaCTX-M-55 en aislados de E. coli 

provenientes de vegetales crudos y que además, podemos inferir se encuentra en 

plásmidos MOB-F y que probablemente portan otros genes de resistencia; en México se 

ha reportado la presencia de esta variante en un aislado clínico de E. coli proveniente de 

un paciente pediátrico, el cual portaba también el gen mcr-1 que codifica para una 

fosfoetanolamina transferasa que modifica el sitio blanco del antibiótico (Merida-Vieyra et 

al., 2019). Además, se ha reportado blaCTX-M-55 en otros países, como en Francia donde 

se observa asociada y/o se co-localiza frecuentemente con los genes mcr-1, fosA y rmtB 

en plásmidos epidémicos IncF e IncI1, en cepas tanto clínicas como de origen animal de 

E. coli (Birgy et al., 2018; Lupo et al., 2018). En Asia el gen blaCTX-M-55 es el segundo gen 
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de BLEE más común presente en cepas de E. coli de origen humano y animal, y se 

localiza mayormente en plásmidos IncF, IncI1 e IncHI2 y frecuentemente se asocia con 

los genes fosA, rmtB y genes de resistencia a quinolonas (Zhang et al., 2014; Runcharoen 

et al., 2017; Hoang, et al., 2016; Zurfluh et al., 2015; Lupo et al., 2018).  La CTX-M-55 es 

una variante que deriva de la CTX-M-15 que difieren únicamente por la sustitución A80V 

y presenta actividad hidrolítica para ceftazidima y cefotaxima gracias a la mutación 

D240G en el sitio activo que además confiere resistencia a los demás β–lactámicos con 

excepción de las cefamicinas y los carbapenémicos. En este estudio podemos observar 

que el gen blaCTX-M-55 se encuentra en mayor proporción (6/10) en cepas de E. coli 

portadoras de BLEE que se encuentran distribuidas en los alimentos de origen vegetal, 

por lo que se presenta un alto riesgo de transmisión a los humanos por el consumo de 

estos alimentos; siendo este el primer reporte del gen blaCTX-M-55 en cepas de E coli 

aisladas de vegetales, realizado en México.  

La presencia de estas cepas portadoras de genes de resistencia, que tienen la capacidad 

de diseminar estos genes por conjugación, generan un problema de salud en la 

comunidad poblana ya que estas cepas provenientes de alimentos pueden diseminarse 

en la población que consume este tipo de vegetales, lo cual es muy común, y aunque 

teniendo una baja virulencia tienen la capacidad de transferir genes de resistencia. Todo 

esto puede estar generando enfermedades de transmisión alimentaria infecciosas de 

difícil tratamiento y contribuyendo en la diseminación de los genes de resistencia en gran 

parte de la población.   
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9. CONCLUSIONES 

 

9.1 Los vegetales crudos listos para su consumo que se venden en los establecimientos 

de comida en la ciudad de Puebla podrían ser potenciales reservorios de cepas de 

E. coli multidrogorresistentes, productoras de BLEE y AmpC plasmídicas. 

9.2 El consumo de vegetales crudos puede formar parte de una vía de transmisión de 

cepas de E. coli multidrogorresistentes hacia los humanos. 

9.3 Las cepas de E. coli multidrogorresistentes productoras de BLEE y AmpC 

plasmídicas se aislaron principalmente de muestras de cilantro. 

9.4 La BLEE CTX-M-55 fue la cefotaximasa más abundante en las cepas de E. coli 

aisladas de vegetales crudos. 

9.5 El gen de la cefamicinasa CMY se encontró en 2 cepas de E. coli aisladas de 

vegetales crudos, lo que demuestra su presencia en este tipo de alimentos. 

9.6 El gen plasmídico, más frecuente, involucrado en la resistencia a quinolonas en 

cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos fue qnrB. 

9.7 Los genes asociados con la resistencia a aminoglucósidos más abundantes en 

cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos fueron aac(3’)-II y aadA. 

9.8 Los genes involucrados con la resistencia a trimetoprim y sulfonamidas presentes 

en las cepas de E. coli fueron principalmente dfrA1/5/14, seguido de dfrA7/17 y 

dfrA12; y sul1 y sul3 respectivamente. 

9.9 Las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos presentaron una alta resistencia 

a tetraciclina mediada por el gen tetA, de igual manera se presentó una alta 

resistencia a cloranfenicol del cual no se pudo identificar concretamente el 

mecanismo molecular de resistencia.  

9.10 No se identificó ningún patotipo diarreogénico en las cepas de E. coli aisladas de 

vegetales crudos; pero se aisló una cepa de UPEC O25:H4-B2 proveniente de 

muestras de espinacas crudas 

9.11 El virotipo más común en las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos fue el 

virotipo A; además, se identificó un nuevo virotipo al que se denominó virotipo H 

9.12 Los grupos de incompatibilidad más comunes en las cepas de E. coli aisladas de 

vegetales crudos fueron IncF seguido de IncColE. 
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9.13 Las relaxasas más comunes en los plásmidos que portan las cepas de E. coli 

aisladas de vegetales crudos fueron las de la familia MOB-F seguida de MOB-P. 

9.14 Los sistemas de adicción de los plásmidos, más comunes, que portaban las cepas 

de E. coli aisladas de vegetales crudos fueron relBE, srnBC y pemKI. 

9.15 El 67% de las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos presentó la capacidad 

de conjugación, transfiriendo plásmidos MOB-F y MOB-P portadores de genes de 

resistencia a β-lactámicos.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

10.1 El incremento de la resistencia a colistina y fosfomicina en cepas de E. coli se ha 

reportado actualmente, por lo que se recomienda determinar la resistencia a estos 

antimicrobianos en estas cepas de E coli. 

10.2 Determinar el serotipo mediante metodologías moleculares de las cepas de E. coli 

que no pudieron serotipificarse mediante el método de aglutinación en placa. 

10.3 Estudiar la localización de CTX-M y CMY de las cepas de E. coli mediante Southern 

blot. 

10.4 Evaluar la presencia de integrones en las cepas de E. coli, así como su estructura 

genética. 

10.5 Determinar la presencia de secuencias de inserción que se han visto relacionadas 

con los genes de resistencia como IS26 e ISEcp1. 

10.6 Determinar la ST de las cepas de E. coli aisladas de vegetales crudos 

10.7 Secuenciar algunas cepas de interés de E. coli aisladas de vegetales crudos y 

realizar estudios de genómica comparativa, para poder obtener todas las variantes 

de los genes de resistencia, así como los diferentes genes de virulencia que no se 

buscaron. 

10.8 Repetir los ensayos de conjugación en las cepas de E. coli que no pudieron conjugar 

y cambiar las condiciones de la metodología para poder obtener cepas 

transconjugantes, así como implementar ensayos de transformación en estas 

mismas cepas para poder evaluar de una mejor manera la capacidad de 

transferencia de los genes de resistencia. 

10.9 Buscar genes de virulencia en las cepas transconjugantes para evaluar la 

transferencia de determinantes de virulencia entre las cepas de E. coli. 

10.10 En futuros estudios se recomienda no sesgar la selección de cepas de E. coli con 

medios adicionados con antimicrobianos. 
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ANEXO 1 

Mapa de la localización de los establecimientos muestreados 

 

Los globos azules indican la localización de los establecimientos muestreados en el 

estudio. Las estrellas rojas indican los establecimientos de los cuales se obtuvieron las 

cepas de E. coli del estudio. 
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ANEXO 2  

Secuencias de iniciadores y condiciones de PCR 

Tabla 1. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

búsqueda de genes de resistencia 

Reacción 
de PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Condiciones de 
amplificación 

Amplicón 
(pb) 

Referencia 

blaCTX-M CTXM-UNI-F: 
CGATGTGCAGTACCAGTAA  
 
CTXM-UNI-R: 
TTAGTGACCAGAATCAGCGG  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
52ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

566 
Batchelor et 
al., 2005  

blaCTX-M 
Grupo 1 

CTX-M13U: 
GGTTAAAAAATCACTGCGYC  
 
CTX-M13D: 
TTGGTGACGATTTTAGCCGC  

94ºC 7 min. 1 ciclo  
94ºC 50 seg.  
53ºC 40 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

843 
Briñas et al., 
2005  

blaCTX-M 
grupo 2  
 

CTX-M-2-F: 
ATGATGACTCAGAGCATTCG  
 
CTX-M-2-R: 
TCAGAAACCGTGGGTTAC  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
52ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

876 
Bertrand et 
al., 2006  
 

blaCTX-M 
grupo 8  
 

CTX-M-8-F: 
TGATGAGACATCGCGTTAAG  
 
CTX-M-8-R: 
TAACCGTCGGTGACGATTTT  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
52ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

875 
Jouini et al., 
2007  
 

blaCTX-M 
grupo 9  
 

CTX-M-9-F: 
GTGACAAAGAGAGTGCAACGG  
 
CTX-M-9-R: 
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC  

94ºC 3 min. 1 ciclo  
94ºC 45 seg. 
62ºC 45 seg. 35 ciclos  
72ºC 45 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo   

857 
Coque et al., 
2002  
 

blaCTX-M 

3/15/22 
 

CTXM3G-F: 
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG  
 
CTXM3G-R: 
CCGTTTCCGCTATTACAAAC 

94ºC 7 min. 1 ciclo  
94ºC 50 seg. 
57ºC 40 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo   

1018 Pagani, 2003 

blaCTX-M  
par de 
iniciadores 
usados para 
secuenciación  

CTX-M13U: 
GGTTAAAAAATCACTGCGYC  
 
CTXM3GR: 
CCGTTTCCGCTATTACAAAC  

94ºC 7 min. 1 ciclo  
94ºC 50 seg.  
53ºC 40 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

885 
Briñas et al., 
2005; 
Pagani, 2003 

blaTEM  
 

TEM1-F: 
AGAGTATGAGTATTCAACATT  
 
TEM2-R: 
ATCTCAGCGATCTGTCTAT  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
50ºC 1 min. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

837 
Lee et al., 
2001  
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blaSHV  
 

SHV-F: 
CACTCAAGGATGTATTGTG  
 
SHV-R: 
TTAGCGTTGCCAGTGCTCG  

96ºC 15 seg. 1 ciclo  
96ºC 15 seg.  
52ºC 15 seg. 24 ciclos  
72ºC 2 min.  
72ºC 3 min. 1 ciclo  

883 
Pitout et al., 
1998  
 

blaOXA  
 

OXA-1: CCAAAGACGTGGATG  
 
OXA-2: 
GTTAAATTCGACCCCAAGTT  

96ºC 5 min. 1 ciclo  
96ºC 1 min.  
61ºC 1 min. 35 ciclos  
72ºC 2 min.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

442 
Briñas et al., 
2003  
 

blaCMY-2 

Externos 

CMY-2F: 
GATTCCTTGGACTCTTCAG 
 
CMY-2R: 
TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 45 seg. 
53ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 105 seg.  
72ºC 5 min. 1 ciclo 

1855 
Stapleton, et 
al., 1999 

blaCMY-2 

Internos   

CMY-2F: 
GCCGTTATCTACCAGGGAAAA 
 
CMY-2R: 
TTTTCAAGAATGCGCCAG 

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 1 min. 
63ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo 

986 
Ayala-Nuñez 
2017 

qnrA QnrAm-F: 
AGAGGATTTCTCACGCCAGG  
 
QnrAm-R: 
TGCCAGGCACAGATCTTGAC  

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 1 min.  
55ºC 1 min. 40 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

580 
Cattoir et al., 
2008  
 

qnrB QnrB-F: 
GGMATHGAAATTCGCCACTG  
 
QnrB-R: 
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA  

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 1 min.  
56ºC 1 min. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

264 
Cattoir et al., 
2008  
 

qnrS QnrSm-F: 
GCAAGTTCATTGAACAGGGT  
 
QnrSm-R: 
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG  

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 1 min.  
56ºC 1 min. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

550 
Cattoir et al., 
2008 

aac(6')-Ib  
 

aac(6')-Ib-F: 
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA  
 
aac(6')-Ib-R: 
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 45 seg.  
60ºC 45 seg. 20 ciclos  
72ºC 45 seg.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

482 
Park et al., 
2006  
 

qepA  
 

QepA-F: 
GGACATCTACGGCTTCTTCG  
 
QepA-R: 
CTGCAGGTACTGCGTCATG 

96ºC 1 min. 1 ciclo  
96ºC 1 min.  
60ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo  

718 

Yamane et 
al., 2007; 
Rocha-
Gracia et al., 
2010  

oqxA  
 

OqxA-F: 
CTCGGCGCGATGATGCT  
 
OqxA-R: 
CCACTCTTCACGGGAGACGA  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 15 seg.  
63ºC 30 seg. 35 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

392 
Kim et al., 
2009  
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oqxB  
 

OqxB-F: 
TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC  
 
OqxB-R: 
CTCGGCCATTTTGGCGCGTA  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 45 seg.  
64ºC 45 seg. 32 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

512 
Kim et al., 
2009  
 

gyrA  
 

GyrA-F: 
TACACCGGTCAACATTGAGG  
 
GyrA-R: 
TTAATGATTGCCGCCGTCGG  

92ºC 3 min. 1 ciclo  
92ºC 25 seg. 
64ºC 1 min. 32 ciclos  
74ºC 2.5 min.  
72ºC 3 min. 1 ciclo   

648 
Oram y 
Fisher, 1991 
 

parC  
 

ParC-F: 
AAACCTGTTCAGCGCCGCATT  
 
ParC-R: 
GTGGTGCCGTTAAGCAAA  

94ºC 3 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
55ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 3 min. 1 ciclo  

395 
Vila et al., 
1996 
 

aac(3')-II  
 

aac(3')-II-F: 
ACTGTGATGGGATACGCGTC  
 
aac(3')-II-R: 
CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
60ºC 45 seg. 32 ciclos  
72ºC 2 min.  
72ºC 8 min. 1 ciclo  

237 
Sáenz et al., 
2004 
 

sul1  
 

sul-1-F: 
TGGTGACGGTGTTCGGCATTC  
 
sul-1-R: 
GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 30 seg.  
62ºC 30 seg. 30 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 8 min. 1 ciclo  

790 
Mazel et al., 
2000  
 

sul3  
 

sul-3-F: 
GAGCAAGATTTTTGGAATCG  
 
sul-3-R: 
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCT
TTGGA  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
51ºC 1 min. 30 ciclos 
72ºC 1 min.  
72ºC 5 min. 1 ciclo   

788 
Sáenz et al., 
2004 
 

tetA  
 

TETA-1: 
GTAATTCTGAGCACTGTCGC  
 
TETA-2: 
CTGCCTGGACAACATTGCTT  

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 30 seg.  
62ºC 30 seg. 23 ciclos  
72ºC 45 seg.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

937 
Guardabassi 
et al., 2000  
 

tetB  
 

TETB-1: 
CTCAGTATTCCAAGCCTTTG  
 
TETB-2: 
CTAAGCACTTGTCTCCTGTT  

95ºC 5 min. 1 ciclo  
95ºC 30 seg.  
57ºC 30 seg. 25 ciclos  
72ºC 20 seg.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

416 
Guardabassi 
et al., 2000  
 

cmlA  
 

CmlA-F: 
TGTCATTTACGGCATACTCG  
 
CmlA-R: 
ATCAGGCATCCCATTCCCAT  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
55ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 1 min.  
72ºC 7 min. 1 ciclo  

455 
Sáenz et al., 
2004  
 

catA1 catA1-F: 
CACTGGATATACCACCGTTG  
 
catA1-R: 
CACTCATCGCAGTACTGTTG 

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
64ºC 30 seg. 30 ciclos  
72ºC 45 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

630 
Zanotto et 
al., 2016 
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aadA aadA-F: 
GTRCATTTGTACGGCTCYGC  
 
aadA-R: 
ACTACATTYCGCTCRTCGCC  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
58ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 30 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

470 Este estudio 

dfrA1/5/14 dfrA1/5/14-F: 
GARCAGCTMCTBTTTAAAGC 
 
dfrA1/5/14-R: 
TTAACCCTTTTKCCARATTTG  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
52ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 30 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

393 Este estudio 

dfrA8/12 dfrA8/12-F: 
ATGGGGCGMAAGACCTWTG 
 
dfrA8/12-R: 
TGWATATCTCAGCKCCRCC  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
64ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 30 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

205/184* Este estudio 

dfrA7/17 dfrA7/17-F: 
TCAGAAAATGGCGTAATCGG 
 
dfrA7/17-R: 
TCAACGTGAACAGTAGACAA  

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
57ºC 30 seg. 30 ciclos  
72ºC 30 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

335 Este estudio 

dfrB dfrB-F: 
GATCGCGTRCGCAAGAARTC  
 
dfrB-R: 
GGATAAATYTGBACYGARCC 

94ºC 5 min. 1 ciclo  
94ºC 1 min.  
56ºC 1 min. 30 ciclos  
72ºC 30 seg.  
72ºC 10 min. 1 ciclo  

128 Este estudio 

*Para esta reacción se pueden obtener 2 amplicones de diferente tamaño que corresponden a la variante 
8 y 12 del gen dfrA respectivamente. 

 

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación del patotipo diarreogénico y búsqueda de PAIs de UPEC. 

Patotipo Iniciadores (5' → 3') 
Tm 
(°C) 

Amplicón 
(pb) 

Referencia 

ETEC 

ST-I 
STI-F: TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 
STI-R: CTTGACTTCTTCAAAAGAGAAAATTAC  

64 147 
Vargas et al., 
1998 

ST-aII 
STaII-F: TTGTCTTTTTCACCTTTCCC  
STaII-R: ACAAGCAGGATTACAACACA  

60 93 
Rodríguez-
Ángeles, 
2002 

LT 
LT-F: GGCGACAGATTATACCGTGC 
LT-R: CCGAATTCTGTTATAATATGTC 

60 750 
Gunzburg  et 
al., 1995 

STEC 

STx1 
STX1-F: TTTACGATAGACTTCTCGAC 
STX1-R: CACATATAAATTATTTCGCTC   

55 227 
Fratamico et 
al., 1995 

STx2 
STx2-F: CCCAGTCACGACGTTGTA  
STx2-R: TATACTATCGTGCCTTTCCA 

60 460 
Rodríguez-
Ángeles, 
2002 
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EPEC 
 

EAF 
EAF-F: CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 
EAF-R: TATGGGGACCATGTATTATCA 

58 1087 
Franke et al., 
1994 

bfpA 
bfpA-F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC  
bfpA-R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA  

67 326 
Gunzburg et 
al., 1995 

eae 
eae-F: CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA 
eae-R: TCAGCGTGGTTGGATCAACCT 

67 1087 
Gannon et 
al., 1993 

EIEC 

iaI 
iaI-F: CTGGATGGTATGGTGAGG  
iaI-R: GGAGGCCAACAATTATTTCC  

60 320 
Bassa  et al., 
2010  

DAEC 

daaE 
daaE-F: TGACTGTGACCGAAGAGTGC 
daaE-R: TTAGTTCGTCCAGTAACCCCC 

48 380 
Mansan-
Almeida et 
al., 2013 

EAEC 

EAEC plásmido 

EAEC-F: CTGGCGAAAGACTGTATCAT 

EAEC-R: CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 

60 630 
Schmidt et 
al., 1995 

PAI-I 
CFT073 

RPAi: GGACATCCTGTTACAGCGCGCA  

RPAf: TCGCCACCAATCACAGCGAAC  
65 925 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-II 
CFT073 

Cft073.2Ent1: ATGGATGTTGTATCGCGC  

Cft073.2Ent2: ACGAGCATGTGGATCTGC 
55 400 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-I 
J96 

PapGIf: TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT  

PapGIr: TGGCATCCCACATTATCG 
57.7 400 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-II 
J96 

Hlyd: GGATCCATGAAAACATGGTTAATGGG  

Cnf: GATATTTTTGTTGCCATTGGTTACC  
59.3 2300 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-I 
536a 

I.9: TAATGCCGGAGATTCATTGTC  

I.10: AGGATTTGTCTCAGGGCTTT 
55 1800 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-II 
536a 

orf1up: CATGTCCAAAGCTCGAGCC  

orf1down: CTAGCTCAGGCTGGCTTTG  
55 1000 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-III 
536b 

sfaAI.1: CGGGCATGCATCAATTATCTTTG  

sfaAI.2: TGTGTAGATGCAGTCACTCCG 
55 200 

Sabaté et al., 
2006 

PAI-IV 
536b 

IRP2FP: AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 

IRP2RP: TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 
55 300 

Sabaté et al., 
2006 

Todas las reacciones se realizaron bajo las siguientes condiciones: 94ºC 5 min. 1 ciclo, (94ºC 1 min. Tm 1 
min. 72ºC 1 min.) 30 ciclos, 72ºC 10 min. 1 ciclo. La temperatura de alineamiento usada para cada reacción 
fue la indicada en la tabla. a: PCR dúplex. b: PCR dúplex. 
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Tabla 3. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación del virotipo. 

Reacción 
de PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Temp. 

alineamiento 
Amplicón 

(pb) 
Referencia 

iroNa 
IRON-F: AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 

IRON-R: GACGCCGACATTAAGACGCAG 
60°C 667 

Johnson et al., 
2000 

cnfIa 
 cnf-f: 
ATCTTATACTGGATGGGATCATCTTGG 

cnf-r: GCAGAACGACGTTCTTCATAAGTAT 

60°C 974 
Yamamoto et 
al., 1995 

afa/dra 
BCa 

Afa-DraF: GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 

Afa-DraR: CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 
60°C 559 

Johnson y Stell, 
2000 

vatAb 
 vatA1076F: CCTGGGACATAATGGTCAGAT 

vatA1406R: CTGGCAATATTCACGCTACTG 
61°C 330 

Arenas-
Hernández 

vatPb 
vatP-86F: TAGCGCGCAATTCAACAATA 

vatP226R:GCAGATAGTGCCAGAGAGGTAAG 
61°C 226 

Arenas-
Hernández 

papGIIb 
 

61°C 562 
Arenas-
Hernández 

kps-IIc 
kpsII-f: GATACGCCAACAGGGAAATG 

kpsII-r: CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 
63°C 272 

Johnson y Stell, 
2000 

kps-Ic 
KI-f: TAGCAAACGTTCTATTGGTGC 

kpsII-r: CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 
63°C 153 

Johnson y Stell, 
2000 

hlyAd 
 

61°C 1280 
Arenas-
Hernández 

satPd 
 

61°C 880 
Arenas-
Hernández 

satA 
 

57°C 384 
Arenas-
Hernández 

Operon 
afa 

AFA025-F: GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG 

AFA025-R: 
TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC 

55°C 207 
Blanco et al., 
2009 

cdtB 
cdtB-f: AACTGATTTTCGCGTTGCGA 

cdtB-r: GATACGCCAACAGGGAAATG 
60°C 741 

Barrios-Villa et 
al., 2018 

ibeA 
IBEA10 F: AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 

IBEA10 R: TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 
60°C 170 

Johnson y Stell, 
2000 

papGIII 
 

61°C 421 
Arenas-
Hernández 

a: PCR triplex 1, b: PCR triplex 2, c: PCR dúplex 1, d: PCR duplex 2. Todas las reacciones se realizaron bajo 
las siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalización a 94°C por 5 min. 30 ciclos (desnaturalización a 
94°C por 1 min. alineamiento por 30 seg. y elongación a 72°C por 1 min.) la temperatura de alineamiento 
se indica en la tabla y 1 ciclo de extensión final a 72°C por 5 min. 
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Tabla 4. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación del filogrupo (Clermont et al., 2013). 

Reacción de 
PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Condiciones de la 

reacción 
Amplicón 

(pb) 

Cuádruplex 

arpA  
AceK.f: AACGCTATTCGCCAGCTTGC  

ArpA1.r: TCTCCCCATACCGTACGCTA 

94ºC 4 min. 1 ciclo 
94ºC 5 seg. 
59ºC 20 seg. 30 ciclos 
72ºC 30 seg. 
72ºC 5 min. 1 ciclo 

400 

chuA 

chuA.1b: ATGGTACCGGACGAACCAAC 

chuA.2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

288 

yjaA 

yjaA.1b: CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 

yjaA.2b: AATGCGTTCCTCAACCTGTG  

211 

TspE4.C2  
TspE4C2.1b: CACTATTCGTAAGGTCATCC  

TspE4C2.2b: AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 
152 

Grupo C 

trpA 

trpAgpC.1: AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 

trpAgpC.2: TCTGCGCCGGTCACGCCC 

94ºC 4 min. 1 ciclo 
94ºC 5 seg. 
59ºC 20 seg. 30 ciclos 
72ºC 30 seg. 
72ºC 5 min. 1 ciclo 

219 

Grupo E 

arpA  
ArpAgpE.f: 
GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC  

ArpAgpE.r: 
GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG  

94ºC 4 min. 1 ciclo 
94ºC 5 seg. 
57ºC 20 seg. 30 ciclos 
72ºC 30 seg. 
72ºC 5 min. 1 ciclo 

301 

Control 
interno 

trpA  
trpBA.f: CGGCGATAAAGACATCTTCAC  

trpBA.r: GCAACGCGGCCTGGCGGAAG  

Las mismas usadas 
para grupo C o E 

489 

 

  



Estudio molecular de la resistencia   ANEXOS 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 102  
 

Tabla 5. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación del replicón de los plásmidos. 

Reacción 
de PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Amplicón 

(pb) 
Referencia 

IncHI11 
IncHI1-F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 

IncHI1-R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA 
471 

Carattoli et al., 2005 

IncHI21 
IncHI2-F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 

IncHI2-R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 
644 

IncI11 
Incl1-F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 

Incl1-R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 
139 

IncX2 
IncX-F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 

IncX-R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 
376 

IncL/M2 
IncL/M-F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 

IncL/M-R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 
785 

IncN2 
IncN-F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 

IncN-R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 
559 

IncFIA3 
IncFlA-F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

IncFlA-R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 
462 

IncFIB3 
IncFIB-F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 

IncFIB-R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 
683 

Villa et al., 2010, 
Carattoli et al., 2005 

IncW3 
IncW-F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 
IncW-R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT 242 

Carattoli et al., 2005 

IncY4 
IncY-F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 
IncY-R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 765 

IncP4 
Incp-F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 
Incp-R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 534 

IncFIC4
 

IncFIC-F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 

IncFIC-R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 
262 

IncA/C5 
IncA/C-F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 

IncA/C-R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 
465 

IncT5 
IncT-F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 

IncT-R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 
750 

IncFII5 
IncFII-F: CTGATCGTTTAAGGAATTTT 

IncFII-R: CACACCATCCTGCACTTA 
258-262 Villa et al., 2010 

IncF* 
IncF-F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 

IncF-R: GAAGATCAGTCACACCATCC 
270 

Carattoli et al., 2005 IncK 
IncK/B-F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

IncK-R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 
160 

IncB/O 
IncK/B-F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

IncB/O-R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 
159 
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IncR 
IncR-F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 

IncR-R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 
251 

García-Fernández et 
al., 2009 

IncU 
Incu-F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 

Incu-R: TCATGGTACATCTGGGCGC 
843 

IncColE 
oricolE-F: GTTCGTGCATACAGTCCA 

oricolE-R: GGCGAAACCCGACAGGACT 
187 

IncColETp 
oricolE-F: GTTCGTGCATACAGTCCA 

oricolETP-R: GGTTTACCGGTGTCATTCC 
106 

IncFIIy 
IncFIIY-F: TGGYAGGGAACTGGTTCTG 

IncFIIY-R: GTRAGTCACACCTTCCCGC 
227 

Villa et al., 2010 IncFIIs 
IncFIIs-F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 

IncFIIs-R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC 
259-260 

IncFIIk 
IncFIIK-F: TCTTCTTCAATCTTGGCGGA 

IncFIIK-R: GCTTATGTTGCACRGAAGGA 
142-148 

IncFIBs 
IncFIBSF: TGCTTTTATTCTTAAACTATCCAC 

IncFIB-R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 
683 

Villa et al., 2010, 
Carattoli et al., 2005 

1: PCR triplex M1, 2: PCR triplex M2, 3: PCR triplex M3, 4: PCR triplex M4, 5: PCR triplex M5. Todas las 
reacciones excepto la PCR IncF simple, fueron realizadas bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 
desnaturalización a 94°C por 5 min. 30 ciclos (desnaturalización a 94°C por 1 min. alineamiento a 60°C por 
30 seg. y elongación a 72°C por 1 min.), 1 ciclo de extensión final a 72°C por 5 min. *La PCR IncF simple 
se llevó acabo con el mismo programa, pero con una temperatura de alineamiento de 52°C.  
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Tabla 6. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación de las relaxasas MOB (Alvarado et al., 2012). 

Reacción 
de PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Condiciones 

de PCR* 
Amplicón 

(pb) 

MOB-F11 
F11-f: 
GCAGCGTATTACTTCTCTGCTGCCGAYGAYTAYTA 

F1-r: ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC 

25 ciclos, 
53°C 

234 

MOB-F12 
F12-f: 
AGCGACGGCAATTATTACACCGACAAGGAYAAYTAYTA 

F1-r: ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC 

25 ciclos, 
55°C 

234 

MOB-P11 
P11-f: CGTGCGAAGGGCGACAARACBTAYCA 

P1-r: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 

25 ciclos, 
60°C 

180 

MOB-P12 
P12-f: 
GCACACTATGCAAAAGATGATACTGAYCCYGTTTT 

P1-r: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 

30 ciclos, 
53.8°C 

189 

MOB-P13 
P13-f: AACCCACGCTGCAARGAYCCVGT 

P1-r: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 

30 ciclos, 
59°C 

180 

MOB-P14 
P14-f: CGCAGCAAGGACACCATCAAYCAYTAYRT 

P1-r: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 

25 ciclos, 
50°C 

174 

MOB-P3 
P3-f: CCGTGAGCCAAATCACACAGAATATKRTBTT 

P3-r: CGAAAGCCAACATGAACATGHGGATKHTC 

25 ciclos, 
50°C 

177 

MOB-P4 
P4-f: GCGTTCAGGATGGTCYTBTCSATGCC 

P4-r: CGGTTTTGACCGTCAGATGSVMATGCGG 

25 ciclos, 
64°C 

163 

MOB-P51 
P51-f: TACCACGCCCTATGCGAARAARTAYAC 

P5-r: CCCTTGTCCTGGTGYTSNACCCA 

30 ciclos, 
58°C 

167 

MOB-P52 
P52-f: 
GATAGCCTTGATTTTAATAACACCAAYACYTAYAC  

P5-r: CCCTTGTCCTGGTGYTSNACCCA 

30 ciclos, 
58°C 

175 

MOB-P53 
P53-f: GGGCTCGCACGAYCAYACNGG 

P53-r: GCCCAGCCCTTTTCRTGRTTRTG 

30 ciclos, 
65°C 

345 

MOB-Q11 
Q11-f: CAATCGTCCAAGGCGAARGCNGAYTA 

Q11-r: CGCTCGGAGATCATCAYYTGYCAYTG 

30 ciclos, 
50°C 

331 

MOB-Q12 
Q12-f: CTGGAATATACTGAACACGGNAAYATGCC 

Q12-r: ATCCTTGGTGTTAGCACGTTTRAARWAYTG 

30 ciclos, 
52°C 

341 

MOB-Qu 
Qu-f: AGCGCCGTGCTGTCCGCBGCNTAYCG  

Qu-r: CTCCGCAGCCTCGRCSGCRTTCCA 

30 ciclos, 
64°C 

179 

MOB-H11 

H11-f: CCGGCGTCGGAGAAYCAYCAYCA 

H11-r: AAGGTCGTATACCTTYCCKGCRTCRTG 

**Touchdown 
PCR: comienza 

a 65°C 

∆Ta= -1°C por 
ciclo, 15 ciclos a 

55°C 

207 

MOB-
H121 

H121-f: GCCAGCTTCCGAATCACAYCAYCAYCG 

H121-r: GTCGCTTGTCGCGCCACCGDATRAARTA 

25 ciclos, 
59°C 

313 
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MOB-H2 
H2-f: AGTTCCCAGCCTCAGAAATCCAYCAYCAYKC 

H2-r: GCGGACCGTGCCANGGRTGCCA 

25 ciclos, 
68°C 

264 

MOB-C11 

C11-f: GTCAGGTCAGCGTGTGGGGNCTNAC 

C11-r: CTCTTCACGGTGCCCTCNACYTCRAA 

**Touchdown 
PCR: start at 

65°C 

∆Ta= -1°C por 
ciclo, 20 ciclos a 

55°C 

283 

MOB-C12 
C12-f: 
GCACGACTGGAAAAATATCGCTATGGGGNATHAC 

C12-r: CAACGTGATAATCCCGTCRGGVCGRTG 

30 ciclos, 
59°C 

257 

*Todas las reacciones de PCR, fueron realizadas bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 
desnaturalización a 94°C por 4 min, 25-30 ciclos (desnaturalización a 94°C por 30 seg. alineamiento por 
30 seg. y elongación a 72°C por 30 seg.) la temperatura de alineamiento y los ciclos de cada PCR se 
indican en la tabla y 1 ciclo de extensión final a 72°C por 10 min. **Las PCR MOBH11 y MOBC11 fueron 
realizadas usando un protocolo de touchdown para evitar la aparición de productos inespecíficos.  
 

Tabla 7. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 

determinación de SAP (Mnif et al., 2010). 

Reacción 
de PCR 

Iniciadores (5' → 3') 
Temp. de 

alineamiento* 
Amplicón 

(pb) 

pemKI 
PemK-up: AACGAGAATGGCTGGATGC 

PemK-low: CCAACGACACCGCAAAGC 
54°C 232 

ccdAB 
CcdA-up: AGGAAGGGATGGCTGAGGT 

CcdB-low: GGTAAAGTTCACGGGAGAC 
54°C 230 

relBE 
RelE-up: AAAAACCCGATGGCGACAG 

RelE-low: TGATAGACCAGGCGAAAAC 
57°C 370 

parDE 
ParD-up: ACGGACCAGCAGCACCAG  

ParE-low: AGCCCTTGAGCCTGTCGG  
58°C 534 

vagCD 
VagC-up: GGGACCTGGATTTTGATGG 

VagD-low: GAGCAGATGTTGGTGTCG 
53°C 210 

hok-sok 
Hok-up: AGATAGCCCCGTAGTAAGTT 

Sok-low: GATTTTCGTGTCAGATAAGTG 
54°C 203 

pndAC 
PndC-up: TCAATCAACCAGGGCTCT 

PndA-low: CCTCACCATCCAGACAAAA 
52°C 140 

srnBC 
SrnB-up: ACTGATTGTAGCCTCTTCTTT 

SrnC-low: CACCACTGTATTTCCCCTGT 
54°C 171 

*Todas las reacciones de PCR, fueron realizadas bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 
desnaturalización a 94°C por 5 min, 30 ciclos (desnaturalización a 94°C por 45 seg. alineamiento por 45 
seg. y elongación a 72°C por 45 seg.) la temperatura de alineamiento se indica en la tabla y 1 ciclo de 
extensión final a 72°C por 10 min. 
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ANEXO 3 

Metodologías  

 

Protocolo de extracción de ADN genómico por el kit de extracción 

Wizard Genomic DNA Purification 

1. Agregue 1 ml de un cultivo de toda la noche de incubación a un tubo de microcentrífuga 

de 1.5 ml. 

2. Centrifugar a 13,000–16,000 × g durante 2 minutos para sedimentar las células. Retire 

el sobrenadante.  

3. Agregue 600 µl de solución de lisis de núcleos. Pipetear suavemente hasta que las 

células se vuelvan a suspender. 

4. Incubar a 80 °C durante 5 minutos para lisar las células; Luego enfriar a temperatura 

ambiente. 

5. Agregue 3 µl de solución de ARNasa al lisado celular. Invierta el tubo de 2 a 5 veces 

para mezclar. 

6. Incubar a 37 °C durante 15–60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente. 

7. Agregue 200 µl de Solución de Precipitación de Proteínas al lisado celular tratado con 

RNasa. Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos para mezclar la 

Solución de Precipitación de Proteína con el lisado celular. 

8. Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos. 

9. Centrifugar a 13,000–16,000 × g durante 3 minutos. 

10. Transfiera el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo limpio de microcentrífuga 

de 1,5 ml que contiene 600 µl de isopropanol a temperatura ambiente. Nota: Puede 

quedar algo de sobrenadante en el tubo original que contiene el sedimento de proteínas. 

Deje este líquido residual en el tubo para evitar contaminar la solución de ADN con la 

proteína precipitada. 

11. Mezclar suavemente por inversión hasta que las hebras de ADN formen una masa 

visible. 

12. Centrifugar a 13,000–16,000 × g durante 2 minutos. 
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13. Vierta cuidadosamente el sobrenadante y drene el tubo en papel absorbente limpio. 

Agregue 600 µl de etanol al 70% a temperatura ambiente e invierta suavemente el tubo 

varias veces para lavar el sedimento de ADN. 

14. Centrifugar a 13,000–16,000 × g durante 2 minutos. Aspirar cuidadosamente el 

etanol. 

15. Vacíe el tubo en un papel absorbente limpio y deje que la pastilla se seque al aire 

durante 10–15 minutos. 

16. Agregue 100µl de solución de rehidratación de ADN al tubo y rehidrate el ADN 

incubando a 65 °C durante 1 hora. Mezcle periódicamente la solución golpeando 

suavemente el tubo. Alternativamente, rehidrate el ADN incubando la solución durante la 

noche a temperatura ambiente o a 4 °C. 

17. Almacenar el ADN a 2–8 °C. 

 

Metodología de extracción de ADN plasmídico por el método de 

Kieser modificado (lisis alcalina). 

A partir de un cultivo puro de las cepas, se inocularon 3 ml de calo LB y se incubaron en 

agitación a 150-200 rpm durante 18-24 horas a una temperatura de 37 °C. Posteriormente 

los tubos se colocaron en hielo durante 15 min. 

Después se procedió a empastillar las células bacterianas por centrifugación a 13,000 

rpm durante 5 min a temperatura de refrigeración de 4 °C (por falta de una centrifuga con 

refrigeración, se metió la centrifuga al refrigerador para generar esta condición) en tubos 

Eppendorf de 1.5 ml repitiendo este paso para poder obtener todas las células de los 3 

ml de cultivo. 

Después de obtener la pastilla bacteriana se le agregaron 400 l de la solución 1 de lisis 

y se resuspendió la pastilla suavemente con ayuda de la micropipeta, después se le 

agregaron 100 l de lisozima (10mg/ml) mezclando suavemente por inversión y se dejó 

incubar a temperatura ambiente durante 30 min. 

Posterior a la incubación se le adicionaron 250 l de la solución 2 de lisis y se mezcló en 

el vortex para después proceder a incubar a 55 °C durante 30 min. Después de la 

incubación se dejó enfriar en un baño de agua a temperatura ambiente durante 5 min. Ya 

atemperada la solución, se le adicionaron 80 l de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
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(25:24:1) y se mezcló con el vortex hasta obtener una solución blanquecina homogénea 

(2 min aprox.). Después se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm en 4 °C durante 20 min. 

y posteriormente se tomaron 600 l del sobrenadante, cuidando de no tomar el sedimento 

que contiene las proteínas, y se colocaron en un tubo Eppendorf nuevo.  

A continuación, se le agregó, a los 600 l de sobrenadante, 300 l de Acetato de Sodio 

(3M) y se mezcló el tubo por inversión suavemente hasta obtener una solución 

blanquecina homogénea y se incubó 10 min en hielo. Posteriormente se centrifugó a 

13,000 rpm durante 10 min a 4 °C. 

Después se transfirió el sobrenadante (500 l aprox.) a un tubo Eppendorf nuevo, 

cuidando de no tomar el sedimento con la ayuda de una micropipeta. En los casos en los 

que se observó este sobrenadante con restos del sedimento se realizó de nuevo este 

mismo procedimiento para limpiar mejor la muestra. 

Este sobrenadante donde se encuentra el ADN plasmídico se precipito con cantidad 

suficiente para completar un volumen de 1.5 ml con Etanol absoluto frio y se mezcló por 

inversión y se dejó precipitar a -20 °C por no menos de 20 min. Posteriormente se 

centrifugaron los tubos a 13,000 rpm a 4 °C durante 30 min. Después por decantación se 

elimina todo el alcohol cuidando de no perder la pequeña pastilla que se forma ya que 

contiene el ADN plasmídico. Esta pastilla se lava con Etanol al 70 % frio, agregando 500 

l y centrifugando a 13,000 rpm a 4 °C durante 20 min; por decantación se elimina todo 

el alcohol y se dejó secar el alcohol por completo dejando el tubo destapado en la 

campana de flujo (10-15 min.) 

Después de que se aseguró que no quedaron restos de Etanol se agregaron directo a la 

pastilla 80 l de agua estéril y se dejó rehidratar el ADN durante 1 hora a 37 °C o 

durante toda la noche a 4 °C. 

Finalmente se procedió a cuantificar el ADN en el equipo NanoDrop 2000c y se corrieron 

10 l del ADN plasmídico ajustado a 100 ng/l en un gel de agarosa al 0.7 % que después 

se tiñó con Bromuro de Etidio para visualizar las isoformas de los plásmidos presentes. 
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Protocolo para la purificación de los productos de PCR por el kit 

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit D4001. 

Todos los pasos de centrifugación deben realizarse entre 10,000 - 16,000 x g. 

1. Extraiga el fragmento de ADN del gel de agarosa con una cuchilla de afeitar, un bisturí 

u otro dispositivo, tratando de cortar la menor cantidad de gel posible, y transfiéralo a un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 

2. Agregue 3 volúmenes de ADB a cada volumen de agarosa cortada del gel (por ejemplo, 

para 100 µl (mg) de gel de agarosa agregue 300 µl de ADB). 

3. Incubar a 37 – 55 °C durante 5-10 minutos hasta que el gel se disuelva completamente, 

cuidar que la temperatura no exceda de los 60°C. Para los fragmentos de ADN> 8 kb, 

luego de la etapa de incubación, agregue un volumen adicional (igual al de la porción de 

gel) de agua a la mezcla para una mejor recuperación del ADN (por ejemplo, 100 µl de 

agarosa, 300 µl de ADB y 100 µl de agua). 

4. Transfiera la solución de agarosa derretida a una columna Zymo-Spin ™ en un tubo 

de recolección.  

5. Centrifugar durante 30-60 segundos. Deseche los residuos colectados en el tubo 

mediante aspiración con micropipeta para evitar contaminar la muestra. 

6. Agregue 200 µl de tampón de lavado de ADN a la columna y centrifugue durante 30 

segundos. Deseche el residuo del lavado. Repita el paso de lavado. 

7. Agregue ≥ 6 µl de DNA Elution Buffer o agua libre de ADNasa directamente a la matriz 

de la columna. Coloque la columna en un tubo nuevo de 1,5 ml y centrifugue durante 30-

60 segundos para eluir el ADN. Para mejorar la elución se pude aplicar el Buffer o agua 

a una temperatura de 60 – 70 °C y esperar 1 minuto antes de centrifugar. 

El ADN ultrapuro ya está listo para su uso. 
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Metodología para la Electroforesis en Gel de Campos Pulsados 

(Cortés-Cortés, 2016) 

 

Preparación de los insertos:  

A partir de un cultivo puro crecido durante 24 horas en agar BHI, se realizó una 

suspensión en 1 ml de Buffer SE (75mM NaCl y 25mM EDTA, pH 8) hasta conseguir una 

absorbancia de 1.35-1.5 a 610 nm. Se preparó agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, 

BioRad®) al 1.5% en tampón TE (10mM Tris y 1mM EDTA) y se mantuvo a 54ºC. Se 

mezclaron 0.5 ml de la suspensión bacteriana con 0.5 ml de agarosa y se distribuyó en 

moldes (insertos). Se dejó solidificar unos minutos en refrigeración. 

Lisis bacteriana:  

Se emplearon 4 insertos por cepa, a los que se añadieron 4 ml de Buffer de lisis [50 mM 

Tris; 50 mM EDTA pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K (Thermo Fisher Scientific®)] 

y se dejó incubar durante 24 h en baño María a 54ºC.  

Lavado de los insertos:  

Tras eliminar el Buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados en baño María a 54ºC, 

agregando:  

- 3 ml de agua destilada estéril cada 10 min, tres veces.  

- 3 ml de Buffer TE cada 10 min, dos veces.  

- 3 ml de Buffer TE a temperatura ambiente, una vez.  

Los insertos se conservaron en 3 ml de Buffer TE a 4ºC hasta su utilización. 

Digestión enzimática:  

Se digirió medio inserto de cada cepa con la enzima S1. El volumen final del tampón de 

digestión fue de 100 μl por tubo, a los que se añadieron 160 U/μl de enzima S1 

(Fermentans Thermo Scientific®), 20 μl de Buffer 5X de la enzima y agua inyectable 

estéril. Se incubó por 40 min a temperatura ambiente.  

Reacción:  Enzima S1:  1.6 μl  

Buffer 5X:  20 μl  

Agua:   78.4 μl  

Vol. Final:  100 μl  
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Transcurridos los 40 min de incubación, la digestión se detuvo colocando el inserto en un 

tubo con 150 μl de EDTA 0.5M y sarcosil ((N-Lauroylsarcosine sodium salt, Merck®) al 

1% e incubando en hielo durante 10 min. Posteriormente los insertos se cargaron en el 

gel de agarosa al 1.2%, previamente secando con papel absorbente el exceso de sarcosil. 

La cepa de E. coli NCTC 50192 (39R861) se usó como cepa control, puesto que contiene 

4 plásmidos de tamaño conocido: 155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 kb (Moran et al., 2019).  

Preparación del gel de agarosa:  

Se preparó un gel de agarosa certificada para campos pulsados (Bio-Rad®) al 1.2% 

disuelta en TBE 0.5X. Los pozos se rellenaron con los insertos, cargando en el primer y 

último pozo la cepa NCTC 50192; finalmente, los pozos se sellaron con agarosa a 50ºC.  

Electroforesis:  

La electroforesis se realizó en una cámara de campos pulsados CHEF-DR II (BioRad®) 

con 2 L de TBE 0.5X suplementado con tiourea 75μM (Merck®). El gradiente de voltaje 

fue 6 V/cm y se empleó una rampa lineal pulsada de 1 a 30 seg durante 22 h a 14 ºC.  

Tinción del gel y visualización:  

El gel se tiñó durante 10 min en una solución acuosa de 200 ml de BET (4 g/ml) y se 

visualizó y digitalizó en el fotodocumentador MiniBIS Pro. El gel se destiñó en agua 

destilada, fotografiándose periódicamente hasta una correcta visualización.
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Ensayos de conjugación 

 

Para evaluar la transferencia horizontal de determinantes de resistencia de E. coli se 

llevaron a cabo ensayos de conjugación, siguiendo el procedimiento estandarizado en el 

LMHyC que se describe a continuación:  

1. A partir de un cultivo puro de las cepas donadoras (cepas del estudio) y de la receptora 

(J53RifR) crecidas durante 24 h en placas de agar TSA, se inocularon en 5 ml de caldo 

BHI  

2. se incubaron los tubos durante 24 h a 37°C en agitación.  

3. En un matraz Erlenmeyer que contenía 20 ml de caldo LB, se mezclaron 250 μl de la 

cepa donadora y 1 ml de la receptora. Se incubó durante 24 h a 37 °C en agitación.  

4. Se realizaron diluciones seriadas 10-1-10-6
 en 1 ml de caldo LB y se plaquearon 100 μl 

de cada una en placas con agar Mac Conkey para control de crecimiento, en Mac Conkey 

adicionado con Rif (100 μg/ml) para control de la cepa receptora, en Mac Conkey 

adicionado con CTX (2.5 μg/ml) para control de las cepas donadoras y en Mac Conkey 

adicionado con Rif (100 μg/ml) + CTX (2.5 μg/ml) para la selección de las cepas 

transconjugantes.  

5. Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C.  

6. Se seleccionaron 2 colonias de posibles transconjugantes por cepa, (o en algunos 

casos 1 si crecía una sola colonia) y se sembraron en placas con agar Mac Conkey 

adicionado con Rif (100 μg/ml) + CTX (2μg/ml) para aislarlas y posteriormente 

conservarlas. 

7. Las posibles cepas transconjugantes se guardaron a -70°C en viales con caldo BHI y 

glicerol al 10% para los estudios posteriores.  
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Preparación de soluciones 

 

 Stock de EDTA 0.5M pH= 8, para 100 ml 

Pesar 18.612 g de EDTA, disolver en 80 ml de agua destilada, en agitación con un pH 

alcalino entre 8 y 10 (el EDTA solo se disuelve a un pH alcalino), una vez disuelto el 

EDTA se ajusta a pH 8 con de NaOH 50% y HCL concentrado y se aforar a 100 ml con 

agua destilada, esterilizar a 15 libras por 15 minutos y conservar en refrigeración. 

 Stock de Tris 1M, para 100 ml 

Pesar 3.028 g de Tris, disolver en 90 ml de agua destilada en agitación y aforar a 100 ml 

con agua destilada, esterilizar a 15 libras por 15 minutos y conservar en refrigeración.  

 Stock de NaCl 5M, para 100 ml  

Pesar 58.44 g de NaCl, disolver en 400 ml de agua destilada, esterilizar a 15 libras por 

15 minutos y conservar en refrigeración. 

 Stock de Sarcosil 20% (N-Lauroylsarcosine sodium salt), para 100 ml  

Pesar 20 g de sarcosil y disolver suavemente por inversión en 100 ml de agua destilada, 

conservar a temperatura ambiente. 

 Stock de Sacarosa 3M, para 100 ml 

Pesar 102.69 gr de sacarosa y disolver en 100 ml de agua destilada, esterilizar por 

filtración y conservar en refrigeración. 

 Stock de NaOH 5M, para 100 ml 

Pesar 20 gr de NaOH y disolver en 80 ml de agua destilada agregándola con cuidado 

(reacción exotérmica) y aforar a 100 ml con agua destilada, conservar a temperatura 

ambiente. 

 Buffer TAE 50X (Electroforesis de ADN) 
2M Tris, 1M ácido acético, 50mM EDTA pH 8 

 Preparación de Buffer TAE 50X, para 1L:  

Pesar 242.28 gr de Tris y disolverlos en 800 ml de agua destilada en agitación, usando 

el agitador magnético (la disolución de este componente es muy tardada incluso en 

agitación constante), después de disolver el Tris, agregar 57.1 ml de ácido acético glaciar 

(100%) y agregar 100 ml de EDTA 0.5M pH=8, mezclar con cuidado y aforar con agua 

destilada a 1L, esterilizar a 15 libras por 15 min y conservar en refrigeración.  
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 Buffer TAE 1X (Electroforesis de AND) 
40mM Tris, 20mM ácido acético, 1mM EDTA pH= 8 

 Preparación de Buffer TAE 1X, para 1L:  

Tomar 20 ml de Buffer TAE 10X y aforarlos con agua destilada a 1L, conservar en 

refrigeración. 

 Buffer TBE 10X (PFGE) 
890mM Tris, 890mM ácido bórico, 20mM EDTA pH= 8 

 Preparación de Buffer TBE 10X, para 1L:  

Pesar 108 gr de Tris y 55 gr de ácido bórico y disolverlos en 900 ml de agua destilada 

estéril, en agitación usando el agitador magnético (la disolución de estos componentes 

es muy tardada incluso en agitación constante), agregar 40 ml de EDTA 0.5M pH=8 y 

aforar con agua destilada a 1L, conservar a temperatura ambiente.  

 Buffer TBE 0.5X (PFGE) 
44.5mM Tris, 44.5mM ácido bórico, 1mM EDTA pH= 8 

 Preparación de Buffer TBE 0.5X, para 1L:  

Tomar 50 ml de Buffer TBE 10X y aforarlos con agua destilada a 1L, conservar a 

temperatura ambiente. 

 Buffer TE (PFGE) 
10mM Tris y 1mM EDTA pH= 8 

 Preparación de Buffer TE, para 1L:  

Mezclar 10 ml de Tris 1M + 2 ml de EDTA 0.5M pH= 8, aforar a 1L y esterilizar a 15 libras 

por 15 min. 

 Buffer SE (PFGE) 
75mM NaCl, 25mM EDTA, pH 8 

 Preparación de Buffer SE, para 100 ml:  

Mezclar 1.5 ml de NaCl 5M y 5 ml de EDTA 0.5M pH= 8, aforar a 100 ml y esterilizar a 15 

libras por 15 min. 

 Buffer de lisis (PFGE) 
50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH= 8, 1% sarcosil, 0.3 mg/ml proteinasa K.  

 Preparación de Buffer de lisis, para 100 ml 

Mezclar 5 ml de Tris 1M + 10 ml de EDTA 0.5M pH= 8 + 80 ml de H2O y esterilizar a 15 

libras por 15 min. Dejar enfriar y agregar 5 ml de sarcosil al 20%. Al momento de utilizar, 
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agregar 1.5 ml de proteinasa K 20 mg/ml (Thermo Fisher Scientific®) y mezclar por 

inversión. 

 Solución 1 de lisis (Extracción plasmídica) 
0.3 M sacarosa, 25 mM Tris, 25 mM EDTA pH= 8 

 Preparación de solución 1 de lisis, para 100 ml 

Mezclar 10 ml de sacarosa 3M con 2.5 ml de Tris 1M y 5 ml de EDTA 0.5M pH 8 y aforar 

a 100 ml con agua destilada, realizar la solución en condiciones de esterilidad y conservar 

en refrigeración. 

 Solución 2 de lisis (Extracción plasmídica) 
0.3M NaOH, 2% SDS (Sodium dodecyl sulfate) 

Esta solución se prepara al momento ya que se precipita, por lo que se deben hacer los 

cálculos para la cantidad necesaria. 

 Preparación de solución de 2 lisis, para 10 ml 

Pesar 0.2 gr de SDS y se disuelve en 9.4 ml de agua destilada estéril, después se agregan 

600 µl de NaOH 5M, realizar la solución en condiciones de esterilidad y conservar a 

temperatura ambiente para que no se precipite. 

  



Estudio molecular de la resistencia   ANEXOS 
y virulencia de E. coli en vegetales  

QBP Eder Carreón León   Página | 116  
 

ANEXO 4 

Modelo estadístico para la determinación de los tamaños de los 

plásmidos 

 

Modelo creado con el software Statgraphics Centurion XVI versión 16.1.03 

 

Imagen del corrimiento de los plásmidos mediante PFGE+S1 de la cual se obtuvieron las 

movilidades relativas para el cálculo del tamaño. 
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Regresión Simple - Tamaño de plásmido (Kb) vs. Movilidad relativa 

Variable dependiente: Tamaño de plásmido (Kb) 

Variable independiente: Movilidad relativa 

Raíz Cuadrada de Y: Y = (a + b*X)^2 

Coeficientes 

 Mínimos Cuadrados Estándar Estadístico  M.A.D. 

Parámetro Estimado Error T Valor-P Estimación 

Intercepto 23.4219 0.0562689 416.249 0.0015 23.3981 

Pendiente -24.9695 0.0950971 -262.569 0.0024 -24.9227 

 

Análisis de Varianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 20.5677 1 20.5677 68942.27 0.0024 

Residuo 0.000298332 1 0.000298332   

Total (Corr.) 20.568 2    

 

Coeficiente de Correlación = -0.999993 

R-cuadrada = 99.9985 porciento 

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99.9971 porciento 

Error estándar del est. = 0.0172723 

Error absoluto medio = 0.00900432 

Estadístico Durbin-Watson = 2.83445 (P=) 

Autocorrelación de residuos en retraso 1 = -0.611483 

Desviación Media Absoluta = 0.00884573 

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo raíz cuadrada-Y para describir la relación entre Tamaño de 

plásmido (Kb) y Movilidad relativa.  La ecuación del modelo ajustado es  

   Tamaño de plásmido (Kb) = (23.4219 - 24.9695*Movilidad relativa)^2 

 

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relación estadísticamente significativa entre 

Tamaño de plásmido (Kb) y Movilidad relativa con un nivel de confianza del 95.0%. 

El estadístico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 99.9985% de la variabilidad en Tamaño de plásmido 

(Kb) después de transformar a una escala logarítmica para linearizar el modelo.  El coeficiente de correlación es igual 

a -0.999993, indicando una relación relativamente fuerte entre las variables.  El error estándar del estimado indica que 

la desviación estándar de los residuos es 0.0172723.  Este valor puede usarse para construir límites de predicción para 

nuevas observaciones, seleccionando la opción de Pronósticos del menú de texto. 

El error absoluto medio (MAE) de 0.00900432 es el valor promedio de los residuos.  El estadístico de Durbin-Watson 

(DW) examina los residuos para determinar si hay alguna correlación significativa basada en el orden en el que se 

presentan en el archivo de datos.   

El modelo también se ha ajustado usando un método más resistente a las observaciones aberrantes que el de mínimos 

cuadrados.  Usando este método, la ecuación del modelo ajustado es: 

   Tamaño de plásmido (Kb) = (23.3981 - 24.9227*Movilidad relativa)^2 
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Valores Predichos 

Cepa 
No. de 

Plásmidos 

 

Rf 

Tamaño de 
plásmido 

(Kb) 
Límite de predicción 

95.00% 
Límite de confianza 

95.00% 
Migración 

(cm) 
Predicciones 

 X Y Inferior Superior Inferior Superior 

NCTC 
50192 

1 5.06 0.438 155.881 148.294 163.657 150.544 161.31 

2 7.21 0.625 61.0887 57.113 65.1981 58.969 63.2458 

3 7.89 0.684 40.2301 36.7369 43.882 38.0225 42.5 

A6EC 

1 5.63 0.488 126.265 120.097 132.587 122.463 130.124 

2 6.51 0.564 87.2182 82.5315 92.0343 84.8321 89.6373 

3 7.09 0.614 65.4576 61.3763 69.6704 63.3334 67.6169 

4 7.75 0.672 44.1209 40.5355 47.8582 41.9339 46.3635 

5 8.11 0.703 <40.1 31.091 37.9539 32.2071 36.7414 

6 10.89 0.944 <40.1     

A7EC 

1 5.76 0.499 120.167 114.263 126.22 116.645 123.742 

2 6.11 0.529 104.305 99.0327 109.715 101.422 107.229 

3 10.96 0.95 <40.1     

4 11.31 0.98 <40.1     

A23EC 1 5.09 0.441 154.016 146.524 161.694 148.783 159.339 

A38EC 
1 3.73 0.323 235.829 223.614 248.369 225.562 246.325 

2 5.62 0.487 126.826 120.634 133.174 122.999 130.713 

A44EC 

1 6.13 0.531 103.288 98.0528 108.659 100.44 106.175 

2 6.3 0.546 95.8151 90.8462 100.916 93.2078 98.4583 

3 7.49 0.649 52.0801 48.3129 55.9888 49.9356 54.2698 

A65EC 

1 5.86 0.508 115.291 109.589 121.137 111.98 118.65 

2 6.54 0.567 85.8246 81.1813 90.5971 83.4684 88.2137 

3 7.09 0.614 65.4576 61.3763 69.6704 63.3334 67.6169 

A68EC 
1 6.05 0.524 106.871 101.502 112.379 103.894 109.89 

2 11.4 0.988 <40.1     

A101EC 
1 6.94 0.601 70.8155 66.5983 75.1622 68.666 72.9981 

2 7.12 0.617 64.2511 60.1994 68.4349 62.1295 66.4084 

A122EC 
1 6.21 0.538 99.7656 94.6584 105.007 97.0364 102.533 

2 10.97 0.951 <40.1     

A134-1EC 

1 6.05 0.524 106.871 101.502 112.379 103.894 109.89 

2 6.34 0.549 94.3542 89.4351 99.405 91.7889 96.9548 

3 6.6 0.572 83.527 78.9536 88.2291 81.2159 85.8705 

4 7.15 0.62 63.0559 59.0331 67.2112 60.9358 65.2122 

5 10.02 0.868 <40.1 1.74271 4.73735 1.90614 4.47758 

A134-2EC 
1 5.48 0.475 133.665 127.163 140.328 129.505 137.89 

2 10.75 0.932 <40.1     

A143EC 

1 5.27 0.457 144.259 137.255 151.438 139.555 149.042 

2 6.36 0.551 93.3865 88.4999 98.4044 90.8481 95.9599 

3 10.88 0.943 <40.1     

Esta tabla muestra los valores predichos para Tamaño de plásmido (Kb) usando el modelo ajustado.  
Además de las mejores predicciones, la tabla muestra: 
   (1) intervalos de previsión del 95.0% para las nuevas observaciones  
   (2) intervalos de confianza del 95.0% para la media de varias observaciones  
Los intervalos de predicción y de confianza corresponden a las cotas internas y externas en la gráfica del 
modelo ajustado. 

 


