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RESUMEN 

La migración a una dieta más saludable ha incrementado el consumo de productos 

frescos; sin embargo, en muchas ocasiones, no tienen un proceso de lavado y 

desinfección adecuado pudiendo albergar bacterias portadoras de genes de virulencia y 

resistencia a antibióticos. Escherichia coli es una de las bacterias mayormente asociadas 

a brotes de origen alimentario; además de ser un organismo de importancia clínica 

debido a sus altas tasas de multidrogoresistencia (MDR), donde su diseminación está 

atribuida principalmente a su plasticidad genética a través de elementos móviles como 

los plásmidos. Este estudio se centra en primera instancia en un análisis bioinformático 

de más de 1700 genomas de E. coli disponibles en las bases de datos, de los cuales 649 

genomas fueron de origen clínico y 77 de origen alimentario; en los cuales se identificaron 

1624 y 161 plásmidos provenientes de muestras clínicas y alimentarias, 

respectivamente. Mostrando una clara divergencia entre las cepas provenientes de 

alimentos y clínicos; no así en el caso de los plásmidos de ambos grupos, los que 

mostraron un tamaño promedio de 90-120 Kb, compartían características como el tipo 

de relaxasa, replicón y PTU. Además, el análisis del contenido de genes de virulencia y 

resistencia permitió corroborar una frecuencia de genes compartido mayor a los 

esperado si esto ocurriera al azar. Además, el índice de Jaccard permitió identificar 

plásmidos especializados en el movimiento de genes de resistencia y virulencia, en 

algunos casos, mostrando una preferencia por uno u otro grupo. Posteriormente, a partir 

de la recolección de 140 muestras de vegetales, se aislaron doce cepas de E. coli 

provenientes de distintos vegetales. Mediante PFGE se determinó que todas mostraron 

la presencia de al menos un plásmido, lo que se confirmó utilizando la secuenciación del 

genoma completo. Particularmente, la cepa A23EC fue caracterizada como miembro del 

linaje pandémico ST131 subclado C2b caracterizado por la presencia de un transposón 

compuesto TnMB1860 que portaba los genes de resistencia aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-lb-

cr , blaOXA-1,  ΔcatB3, blaCXT-M-15. Además, mostró la presencia de tres islas de 

patogenicidad que la pudieron caracterizar como ExPEC y potencialmente UPEC. 

Adicionalmente, se demostró la capacidad de conjugación del plásmido pA23EC portador 

del gen tetA y los genes nemRA relacionados a la resistencia al efecto del cloro. Por otra 

parte, se analizaron la cepa A65EC y A134_1EC que portaron el gen blaCMY-2 mostrando 

su sintenía en ambos casos como ISEcp1-tnpA-blaCMY-2-blc-sugE y se confirmó la 

producción de betalactamasas tipo AmpC mediante pruebas fenotípicas. Así mismo, la 

cepa A134_1EC junto con las cepas A38EC, A101EC y A6EC mostraron la presencia 

plasmídica del gen fosA vinculado a la resistencia a fosfomicina. Finalmente, las cepas 

se sometieron al análisis de la producción de biopelícula, mostrando una variabilidad 

entre las cepas; sin embargo, las cepas positivas no solo presentaron esta capacidad a 

37°C, sino también a 20°C una temperatura de almacenamiento convencional en 

comercios al por menor. En conclusión, este estudio muestra la presencia de E. coli 

potencialmente patógenas con una carga importante de genes de virulencia y resistencia 
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a antibióticos y la capacidad potencial de transferirla, en productos frescos; lo que 

representa un riesgo importante para la salud humana, lo que resalta la necesidad de un 

sistema de vigilancia más completo para las cepas extraintestinales de entornos no 

clínicos. 

 

ABREVIATURAS 

%GC Porcentaje de guanina-citosina 

ARG Genes de resistencia a antimicrobianos 

BLEE Betalactamasas de espectro extendido 

CMI Concentración minima inhibitoria 

CO2 Dióxido de carbono 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Medio Eagle modificado por Dulbecco) 

DO Densidad óptica 

ETA Enfermedad transmitida por alimentos 

ExPEC Escherichia coli extrainstestinal 

EGM Elemento genético móvil 

g gramos 

Kb Kilobases 

MDR Multidrogo resistente 

mg miligramos 

g microgramos 

NMP Número más probable 

ORF Open reading frame 

pb Pares de bases 

PBS Buffer de sales de fosfato 

PCR Reacción de la polimerasa en cadena 

PFGE Electroforesis en gel de campo pulsado 

PTU Unidades Taxonómicas Plasmídicas 

rpm Revoluciones por minuto 

ST Secuenciotipo 

TAE Tris-Acetato-EDTA 

UFC Unidad formadora de colonias 

UPEC Escherichia coli utopatógena 

UPGMA Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages 
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1. INTRODUCCIÓN 

1. 1 Alimentos frescos como reservorios de microorganismos. 

El consumo de alimentos frescos se ha incrementado en los últimos 20 años ya que los 

consumidores han migrado a un estilo de vida saludable y equilibrada. Además, su 

consumo se encuentra asociado con la prevención contra enfermedades no 

transmisibles como diabetes, hipertensión, enfermedades cardiovasculares, obesidad y 

varios tipos de cáncer; de hecho, la FAO recomienda una ingesta diaria de 400 g de 

frutas y verduras (FAO, 2021). En este sentido México reporta un consumo per cápita 

diario de 200-350 g de frutas y verduras, así mismo, se encuentra en el octavo lugar de 

países con mayor producción de hortalizas y el sexto en producción de frutas (FAO, 

2021). 

Principalmente este tipo de productos se consumen crudos o mínimamente procesados, 

considerando únicamente actividades como la cosecha, el transporte, lavado, pelado, 

corte, desinfección y enjuague (Mendoza et al., 2022) lo que los vuelve vulnerables a 

contaminación por microorganismos patógenos provenientes del estiércol, suelo, aguas 

residuales y fauna silvestre durante el crecimiento en los campos. Aunque, la 

contaminación también puede ocurrir durante la comercialización, el almacenamiento o 

en la manipulación y preparación de alimentos (Balali et al., 2020; Hussain, 2016), lo que 

algunas veces hace que frecuentemente los productos frescos se vinculen con 

enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) ocasionando brotes alimentarios, 

definidos como la aparición de casos de una enfermedad relacionados con el consumo 

de un mismo alimentos contaminado. 

Esto ha llevado a la aparición de brotes relacionados a productos frescos 

mayoritariamente documentados en América del Norte y Europa; tan sólo en el 2019, se 

reportó que las verduras fueron los productos agrícolas frescos con mayor implicación 

en brotes de enfermedades infecciosas con el 34.1% en Europa y del 47.4% en América 

del Norte (Aiyedun et al., 2020); en los cuales los agentes etiológicos más comunes 

fueron norovirus con 120 millones de casos (Callejón et al., 2015) siendo las bacterias 

Salmonella enterica, Escherichia coli y Listeria monocytogenes, las responsables del 
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82% de las hospitalizaciones asociadas a ETAS (Balali et al., 2020; CDC, 2018). En EE. 

UU. entre 2006 y 2023, S. enterica provocó 7,256 casos principalmente debido al 

consumo de pepinos, ensaladas y germinados; E. coli  se posicionó en el segundo lugar 

con 998 casos debido al consumo de lechuga, espinaca y ensaladas y L. monocytogenes 

con 330 casos asociados al consumo de melón y ensaladas ocupo el tercer lugar (CDC, 

2023; Thomas et al., 2024); sin embargo, a diferencia de S. enterica y L. monocytogenes, 

E. coli no es considera un patógeno en primera instancia; lo que en ocasiones conlleva 

una subestimación del riesgo que representa su presencia en alimentos. 

 

1.2 La dualidad de Escherichia coli, importancia de las cepas patógenas en la 

salud humana. 

E. coli es uno de los microorganismos modelo más estudiados en la investigación de 

microbiología y biología molecular (Blount, 2015). Esta bacteria está definida como 

Gramnegativa con forma bacilar y también es conocida por ser miembro de la microbiota 

de los mamíferos contribuyendo a la digestión, a la protección de la mucosa y a la 

producción de vitamina K, la cual es importante para la coagulación sanguínea (Yan et 

al., 2022); sin embargo, a través de la adquisición de genes de virulencia, un grupo de 

cepas evolucionó para causar enfermedades diarreicas, del tracto urinario, del torrente 

sanguíneo e inclusive causar sepsis o meningitis (Pakbin et al., 2021). Las E. coli 

patógenas se dividen ampliamente en dos grupos, E. coli patógena intestinal (InPEC) y 

E. coli patógena extraintestinal (ExPEC). En el primer grupo se encuentran siete 

patotipos: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), 

enteroagregativa (EAEC), productora de toxina Shiga (STEC/EHEC), de adherencia 

difusa (DAEC) y entero-invasiva (AIEC). Por otra parte, en el segundo grupo destacan la 

uropatogénica (UPEC) causante de enfermedades infecciosas del tracto urinario, E. coli 

relacionada a sepsis (SEPEC), E. coli patogénica aviar (APEC) y E. coli causante de 

meningitis (MNEC) (Pokharel et al., 2023). 

Algunos de estos patotipos constituyen preocupaciones de salud pública como 

patógenos transmitidos por alimentos, ya que han causado varios brotes fatales en todo 

el mundo. Aunque de manera interesante la incidencia de ETAS causadas por 



 

18 
 

microorganismos en productos frescos, particularmente ocasionadas por E. coli es 

superior en EE. UU. con el 12.2%, en contraste con  Europa el cual solo es del del 3.8% 

(Callejón et al., 2015); en 2011 se reportó uno de los mayores brotes alimentarios a nivel 

mundial que inició en Alemania y que afectó a 15 países europeos adicionalmente, con 

más de 3,816 personas afectadas de las cuales 54 fallecieron debido al consumo de 

germinado de alfalfa contaminados con la cepa EAEC ST678 serotipo O104  (Mora et 

al., 2011). Otro brote significativo sucedió en Japón en 1996, este implicó 9,441 casos y 

12 muertes asociadas al consumo de brotes de rábano blanco contaminados con E. coli 

O157:H7 (Michino et al., 2019). Por su parte, en EE. UU., en 2018, se documentó un 

brote por el consumo de lechuga romana por E. coli O157:H7, en el cual 210 personas 

fueron afectadas y 5 fallecieron (Luna-Guevara et al., 2019). Como se observa en estos 

casos  las ETAS se limitaban a enfermedades del tracto gastrointestinal; sin embargo, 

ha habido un incremento de reportes que asocian las infecciones extraintestinales 

(mayoritariamente infecciones de vías urinarias) con el consumo de alimentos 

contaminados con cepas de E. coli (Meena et al., 2021), aunque ciertamente los 

aislamientos han estado restringidos a los de origen animal, podría deberse a que la 

participación de alimentos de origen agrícola (frutas y/o vegetales) se encuentra 

débilmente abordado. 

La plasticidad genética de E. coli la provee de una alta capacidad para evolucionar al 

ganar, perder, intercambiar y expresar genes, permitiendo la adquisición de 

determinantes de virulencia que per se implican un riesgo al consumidor. Esta plasticidad 

también ha involucrado la adquisición de genes que le han permitido aumentar su tasa 

de resistencia frente a los antimicrobianos en los últimos 20 años. El aumento de la 

capacidad de resistir un mayor número de antibióticos o mayores concentraciones de 

estos se considera multifactorial, pero se propone que en gran medida es debido a la 

actividad humana y al uso terapéutico con antimicrobianos en la práctica médica 

inadecuada humana y animal, así como en la producción de alimentos (Smit et al., 2023). 

En general, las cepas de E. coli han evolucionado para resistir la acción de las principales 

clases de antibióticos, como β-lactámicos, carbapenémicos, quinolonas, 

aminoglucósidos, sulfonamidas, polimixina y fosfomicina mediante distintos mecanismos 

(Nasrollahian et al., 2024). 
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1.3 Resistencia a los antibióticos. 

En 2022, uno de los mayores estudios sobre la resistencia a antibióticos estimó que en 

año 2019, 1.27 millones de muertes fueron atribuidas a infecciones por bacterias 

resistentes a antibióticos, dentro de las cuales resaltaron seis patógenos: E. coli E. coli, 

seguida de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Wagenlehner & Dittmar, 2022). 

Particulamente, E. coli resistente a los antimicrobianos se ha propuesto como indicador 

para monitorear la aparición y los niveles de resistencia a antibióticos clínicamente 

importantes como betalactámicos de espectro extendido, carbapenémicos y colistina 

debido a que intrínsecamente es una bacteria sensible a ellos y a su vez posee una gran 

capacidad para acumular genes de resistencia, principalmente a través de la 

transferencia horizontal (Anjum et al., 2021; Poirel et al., 2018).  

Ahora bien, los mecanismos mediante los cuales E. coli puede manifestar resistencia 

frente a los antibióticos caen en una o más de estas cuatro categorias:: (1) inactivación 

y alteración del antimicrobiano, (2) limitación en la absorción del antimicrobiano, (3) eflujo 

activo del fármaco y (4) modificación del sitio blanco (Reygaert, 2018) (Figure 1.1).  

La inactivación del antibiótico es la modificación química por ruptura de la estructura 

química o por modificación de la estructura original por adiciones de grupos R en grupos 

funcionales amino o hidroxilo de las β-lactamasas en el anillo β-lactámico de dichos 

antibióticos; así como la alteración del fármaco puede observarse también en el cambio 

de los grupos hidroxilo/amino en los antibióticos por enzimas modificadoras de 

aminoglucósidos (AME) (De Oliveira et al., 2020).  

El mecanismo que limita la entrada de antibióticos puede afectar a varios fármacos, ya 

que al regular la permeabilidad de la membrana externa (ME) y por otra parte aumentar 

la tasa de eflujo disminuye la concentración en el interior de la célula y por lo tanto su 

actividad, algunos ejemplos de antibióticos susceptibles a este mecanismo son las 

moléculas hidrófilas como los β-lactámicos, las fluoroquinolonas y las tetraciclinas 

(Munita & Arias, 2016) y los aminoglucosidos (Jo, Brinkman & Hancock,2003). 
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Finalmente, un ejemplo de la modificación de sitio objetivo son los cambios que pueden 

ocurrir causados por las enzimas modificadoras del lípido A (N-Ara4N y fosfoetanolamina 

(pETtN)), estas agregan grupos glucosa positivamente lo que disminuye su capacidad 

para unirse a los péptidos antimicrobianos catiónicos (CAMP) reduciendo las 

interacciones electrostáticas, como en el caso de la resistencia a la colistina, ya que al 

depender de sus interacciones electrostáticas con la ME estas se reduce su efecto al 

cambiar la carga externa (Anandan & Vrielink, 2020).  

 

 
Figura 1.1 Esquemas principales mecanismos de resistencia a los antibióticos en E. coli  (Modificada 

de Gauba & Rahman, 2023) 

 

1.3.1 Antibióticos -lactámicos.  

Los antibióticos β-lactámicos son los agentes antibacterianos más relevantes en todo el 

mundo y específicamente son los que con mayor frecuencia se emplean para tratar 

infecciones causadas por E. coli patógena (Bajaj et al., 2016). Su mecanismo de acción 

se centra en la inhibición de la pared celular compuesta por ácido diaminopimélico, ácido 

murámico, aminoácidos, carbohidratos y lípidos que dan origen a la macromolécula 

compleja denominada peptidoglicano (PGN), esta estructura celular es esencial para el 

crecimiento y desarrollo adecuado de las bacterias (Lima-Moreira et al., 2020).  
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Concretamente, los antibióticos β-lactámicos inhiben eficazmente la actividad catalítica 

de las transpeptidasas bacterianas, por lo que estas enzimas también se denominan 

proteínas de unión a penicilina (PBP), las cuales al unirse al anillo β-lactámico de los 

antibióticos forman un complejo peniciloil-enzima(3) que mediante impedimento estérico 

evita que se adicione el grupo amino-terminal en la unidad de pentaglicina lo que lleva a 

que la desacetilación catalizada por la transpeptidasa no se lleve a cabo, los que 

consecuentemente debilita los enlaces de Peptidoglicano provocando que la bacteria sea 

susceptible a la lisis y muerte celular (Bertonha et al., 2023; Wilke et al., 2005). 

Ahora bien, los β-lactámicos se clasifican dependiendo de la estructura química unida al 

anillo β-lactámico en penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, tiopenémicos y 

monobactámicos (Figura 1.2) y cada estructura condiciona su actividad a través de 

factores fisicoquímicos (Lima-Moreira et al., 2020). 

 

Figura 1.2 Estructuras generales de los andamiajes de los 5 tipos de β-lactámicos 

(Modificada de Lima-Moreira et al., 2020). 

 

Dentro de las penicilinas las más frecuentemente usadas son ampicilina, amoxicilina, 

penicilina G, meticilina (usualmente empleados en Grampositivos) y dicloxacilina. Por su 

parte, las cefalosporinas más habituales son la cefalexina, cefalotina, cefuroxima, 

cefotaxima y ceftriaxona. Mientras que el monobactámico más sobresaliente ha sido el 

aztreonam y en el caso de los carbapenémicos son imipenem, meropenem, doripenem 

y ertapenem. Finalmente, dentro de los tiopenémicos se encuentran el feropenem y 

sulopenem, que se consideran relativamente nuevos (Bush & Bradford, 2016). 
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1.3.1 -lactamasas. 

Existen varios genes en E. coli de origen humano y animal que codifican enzimas que 

hidrolizan el anillo β-lactámico para formar un metabolito incapaz de unirse a las PBP 

dando resistencia frente a los β-lactámicos, siendo el mecanismo más común de 

resistencia en el grupo de las enterobacterias (Kaderabkova et al., 2022). Algunas β-

lactamasas tienen un espectro reducido y únicamente inactivan penicilinas y 

aminopenicilinas; en contraste, algunas denominadas de espectro extendido (BLEE) y 

tipo AmpC son capaces de hidrolizar cefalosporinas de 3ª generación e inclusive 

carbapenémicos, lo que representa un riesgo importante para la salud pública (De 

Angelis et al., 2020). 

 

En la actualidad, dos esquemas son los utilizados para clasificar a las β-lactamasas. La 

clasificación más simple se basa en la secuencia de aminoácidos y divide a estas 

enzimas en clase A, C y D que utilizan la serina para llevar a cabo la hidrólisis y en la 

clase B donde se ubican las metaloenzimas que requieren iones de zinc divalente para 

realizar el mismo proceso; las BLEE pertenecen principalmente a la clase A (Ambler, 

1980). La segunda clasificación se basa en su funcionalidad propuesta inicialmente por 

Bush y ampliada por Jacoby posteriormente; esta clasificación divide a las enzimas en 

tres grupos (1-3) de acuerdo con los efectos de los inhibidores y la degradación de los 

sustratos (Bush & Jacoby, 2010). El primer grupo está asociado al grupo C y se define 

como cefaminasas y cefalosporinasas (ampC) resistentes al ácido clavulánico y activas 

contra la cefoxitina (Jacoby, 2009). El grupo 2 está integrado por las serin β-lactamasas 

y se agrupan dentro de la clase A y D de Ambler; también se les conoce como 

penicilinasas y/o cefalosporinasas ya que actúan sobre la cefotaxima, ceftazidima, 

aztreonam, penicilinas y cefalosporinas, aunque son inhibidas fuertemente por el ácido 

clavulánico y tazobactam (Philippon et al., 2019; Yoon & Jeong, 2021). Finalmente, el 

grupo 3 está integrado por las metalo-betalactamasas (MBL) correspondientes a la clase 

B, estas enzimas requieren un catión metálico divalente de Zinc para catalizar la hidrólisis 

de penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos y además no son inhibidas por el ácido 

clavulánico, pero si por EDTA (Tooke et al., 2019) (Figura 1.3). 
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Figura 1.3 Relaciones moleculares y funcionales entre las β-lactamasas que confieren resistencia 

a -lactámicos. Betalactamasas se agrupan de acuerdo con su sitio activo (serin o Zn+2 ), también pueden 
agruparse de acuerdo con el antibiótico que pueden hidrolizar y el inhibidor que afecta su función. CEE, 
cefalosporinas de espectro extendido; CBP, carbapenémicos; AC, ácido clavulánico; EDTA, ácido 
etilendiaminotetraacético (Modificado de De Angelis et al., 2020). 

 

1.3.2 Resistencia a fosfomicina. 

La fosfomicina es un antibiótico derivado del ácido fosfónico adicionado con un grupo 

epóxico activo, descubierto en 1969 como producto de varias especies de Streptomyces. 

A pesar de haberse reducido su uso en la década de 1990, la fosfomicina sigue siendo 

un fármaco de primera línea y se emplea como tratamiento de infecciones agudas del 

tracto urinario (ITU) causadas principalmente por E. coli multidrogoresistente (MDR) 

productora de BLEE (Pontikis et al., 2014). Hacia 2015 retorna su popularidad y para 

2016 la OMS la clasifica como un antibiótico de importancia crítica en la medicina 

humana por lo que se incrementó su investigación como tratamiento para otras 

infecciones extraintestinales causadas por diversas bacterias MDR (Michalopoulos et al., 

2010; Vardakas et al., 2016). Esto generó un gran interés en mejorar el entendimiento de 

los mecanismos de resistencia, la frecuencia de aislamientos resistentes y la 

transferencia de las determinantes genéticas frente a fosfomicina. 
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La fosfomicina ingresa a la bacteria a través del sistema GlpT (tranportador de L-alfa 

glicerol-3-fosfato) y del sistema UhpT (antitransportador de glucosa-6-fosfato, G6P), ya 

que su estructura química imita al Glicerol-3-fosfato y G6P e inhibe la enzima UDP-N-

acetilglucosamina enolpiruvil transferasa (MurA) al actuar como un análogo del 

fosfoenolpiruvato (PEP) en las primeras etapas de la producción del peptidoglicano, lo 

que da como resultado una actividad bactericida (Aghamali et al., 2019; Candel et al., 

2019). Así mismo, el adenilato ciclasa CyaA es responsable de la transcripción de los 

genes glpT y uhpT, de la misma forma que cataliza la formacion de cAMP (adenosina 

monofosfato cíclico) a partir de ATP (Castañeda-García et al., 2013). CyaA es a su vez 

regulada por el sistema de fosforilación PTS, integrado por tres elementos: la enzima I 

(PtsI), la proteína termoestable y fosforilable con histidina HPr (PtsH) y la enzima II 

(compuesta por los dominios EIIA Glc) (Mazé et al., 2014) (Figura 1.4).  

 

Figura 1.4 Diagrama del transporte en la célula bacteriana a través del GlpT y UhpT. Se muestran el 
transportado de G6P, GlpT (amarillo) y el trasportador de G3P, UhpT (azul), la fosfomicina actua como un 
inhibidor competitivo de MurA, que participa en la síntesis del peptidoglicano (Modificado de Mattioni 
Marchetti et al., 2023). 

 

Históricamente, las mutaciones en los genes glpT, uhpT, cyaA y ptsI de los 

transportadores de nutrientes fueron los mecanismos de resistencia observados con 
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mayor frecuencia in vitro (Falagas et al., 2019); sin embargo, se ha reportado un 

incremento de la presencia de las metaloenzimas fosA, dependientes de manganeso (II) 

capaces de alterar el anillo epoxico de la fosfomicina. Actualmente se han descrito 11 

variantes diferentes y genéticamente relacionadas (Zurfluh et al., 2020). En el caso de 

FosA y FosA2 han sido identificadas únicamente en el cromosoma de Enterobacter 

cloacae y E. coli (Xu et al., 2011). FosA3 por su parte se considera el subtipo adquirido 

por plásmido (Vázquez et al., 2022; Xiang et al., 2016; Zhang et al., 2020), más difundido 

que ha sido reportado en entornos clínicos y veterinarios incluidos perros, gatos, cerdos 

y bovinos, y animales silvestres, como palomas (Ho et al., 2013; Lei et al., 2020; Wachino 

et al., 2010).  

Así mismo, las variantes FosA4, FosA5 (Guo et al., 2016; Ma et al., 2015), FosA6, FosA8, 

FosA9 (Ten Doesschate et al., 2019), FosA10 (Huang et al., 2021; Mattioni Marchetti et 

al., 2023), FosL (Kieffer et al., 2020) y FosC2 (De la Rosa et al., 2022), se han identificado 

en plásmidos de E. coli aisladas tanto de muestras clínicas como de muestras 

ambientales. En el caso de FosA8 se ha identificado además en Leclercia adecarboxylata 

(Poirel et al., 2019). Cabe resaltar que la variante FosA4 se ha asociado frecuentemente 

con la presencia de plásmidos que portan el gen mcr relacionado con la resistencia a 

colistina (Güneri et al., 2022; Loras et al., 2021; Ramadan et al., 2021). 

Finalmente, la variante FosA7 al igual que FosA2 sólo se ha reportado únicamente en el 

cromosoma y para los subtipos FosA7.5 y FosA7.9 están estrictamente ligados al 

cromosoma de E. coli y C. freundii, respectivamente. (Mattioni-Marchetti et al., 2023). 

Particularmente, en regiones de Canadá y EE. UU. se ha informado la mayor difusión de 

fosA7, seguidas de China (Pan et al., 2021). 

 

1.4 Plásmidos. 

Otro factor agravante de la presencia de estas bacterias en la cadena alimentaria es la 

transmisibilidad de genes de resistencia en humanos a través de elementos genéticos 

móviles como los plásmidos. En 1952 Joshua Lederberg propuso el término “plásmido” 

para definir estructuras extracromosomales capaces de autoreplicarse de manera 

independiente. En la misma década se plantea que los agentes genéticos que le permiten 
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a las bacterias resistir los efectos de los antibióticos pueden encontrarse fuera de 

cromosoma y transferirse a múltiples bacterias (Watanabe, 1963), esta información 

permitía sugerir que ambos elementos estaban vinculados al promover el flujo genético 

entre especies bacterianas y que su estudio, así como su caracterización eran 

necesarios. Una década después se describen cuatro módulos principales en la 

estructura de los plásmidos: módulo de replicación, módulo de propagación, módulo de 

mantenimiento o permanencia y módulo de adquisición o accesorio; los tres primeros se 

consideran parte de la estructura intrínseca del plásmido con poca variación en sus 

elementos (Brovedan et al., 2020) (Figura 1.5). 

 

Figura 1.5 Representación esquemática de la organización de los plásmidos en módulos. Los genes 
de virulencia y resistencia a antimicrobianos y componentes tóxicos se encuentran en el módulo accesorio 
y estos pueden variar de una cepa a otra (Modificada de Brovedan et al., 2020). 

 

1.4.1 Módulo de replicación.  

La replicación de los plásmidos puede llevarse a cabo por uno de tres mecanismos 

generales: círculo rodante (RC), desplazamiento de la hebra y mecanismos de tipo theta. 

Este último es por mucho el tipo predominante en Enterobacteriaceae (Kim et al., 2020). 

El primer mecanismo es frecuente en bacterias grampositivas y comúnmente tienen un 

tamaño por debajo de 10kb (Khan, 2005), en este proceso participan las proteínas 

iniciadoras Rep que se unen y escinden al origen de la replicación de doble cadena (dso) 

(que incluye las regiones nic y bind) en la hebra principal, permitiendo la generación de 
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un extremo 3’OH donde se une la ADN polimerasa III e inicia la replicación; 

posteriormente se recirculariza con ayuda de la ADN ligasa formando el primer ADN 

circular siendo liberada por la misma proteína Rep. La síntesis de la cadena 

complementaria se inicia a partir de una región denominada origen monocatenario (sso) 

y se repite el proceso. Finalmente, la ADN ligasa y girasa de la célula huésped convierte 

las moléculas de ADN hijas en formas superenrolladas indistinguibles (Ruiz-Masó et al., 

2024). 

En el caso del mecanismo theta se caracteriza por una replicación coordinada de la hebra 

líder y la hebra rezagada, donde la hebra rezagada se sintetiza de forma discontinua, 

conduciendo a la generación de burbujas en las primeras etapas de la replicación que 

se asemejan a la letra griega θ (theta) y de ahí el nombre de este tipo de replicación. 

También este proceso puede similar a oriC (clase A) o dependiente de PriA (Clase B, C 

y D) (Lilly & Camps, 2015). En los plásmidos tipo A se forma una unión no dependiente 

de ATP entre la proteína Rep codificada por el plásmido con los iterones. Los plásmidos 

tipo B se caracterizan por carecer de un gen rep, en su lugar, la separación de las hebras 

de ADN y la síntesis del pre-cebador de ARN son realizadas por la ARN polimerasa 

bacteriana, dentro de este grupo encontramos a los plásmidos ColE1 y similares a ColE1. 

Mientras tanto los plásmidos de clase C tienen pequeños orígenes de replicación, 

además de que codifican una proteína Rep (RepA) que funciona como factor de iniciación 

y también participa como una primasa en el desenrollamiento de ADN. Finalmente, en 

los plásmidos D la replicación se inicia mediante el procesamiento de una transcripción 

larga, que al mismo tiempo codifica RepE que tiene un papel activo tanto en la separación 

del ADN como en la generación de cebadores (Kim et al., 2020; Lilly & Camps, 2015). 

Por último, la replicación por desplazamiento de cadena se caracteriza por la síntesis 

simultánea de ambas hebras del ADN en direcciones opuestas y a diferencia del 

mecanismo theta, el plásmido debe codificar tres proteínas clave: la primasa RepB, la 

proteína RepC que inicia la replicación y la helicasa RepA (Chen et al., 2015). RepC se 

une a los iterones mientras que RepA desenrrolla el ADN en ambas direcciones, de esta 

forma RepB reconoce a los sitios ssi que quedaron expuestos en las hebras de ADN y 

sintetiza los cebadores necesarios. El resultado es la producción de círculos de ADN de 
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hebra simple desplazada y círculos superenrollados de doble hebra (Giannattasio & 

Branzei, 2019). 

 

1.4.2 Módulo de propagación. 

Una de las principales virtudes que tienen los plásmidos y es la razón por la que su 

estudio es tan amplio, es la naturaleza de ser transferibles de manera horizontal lo que 

tiene importantes implicaciones evolutivas, ya que permite la recombinación homóloga 

entre dos cepas, así como la adecuación de la cepa a entornos distintos a través de la 

adquisición de información genética en corto tiempo (Lawrence, 1999; Smillie et al., 

2010a). En bacterias existen tres mecanismos clásicos de transferencia: transformación 

(captación de ADN libre del medio ambiente), transducción (transferencia por partículas 

fágicas de bacteria a bacteria), vesiculización (nanopartículas redondeadas que 

funcionan como transportadores moleculares de moléculas de ADN) y conjugación, este 

último se considera el más común e involucra un rango más amplio de hospederos 

(Getino & De La Cruz, 2019; Grüll et al., 2018), por lo que en general su capacidad de 

movilización está determinada por su habilidad para conjugarse. 

Un plásmido puede ser clasificado en tres categorías de acuerdo con su capacidad de 

movilización: conjugativo, movilizable y no movilizable. Esta capacidad está directamente 

relacionada con la presencia de los componentes de la maquinaria de conjugación 

presentes en el plásmido (Virolle et al., 2020). Los plásmidos conjugativos contienen los 

cuatro elementos: 1) la relaxasa, una proteína que reconoce y escinde la región 

denominada origen de transferencia (oriT), 2) el oriT, es una región con una secuencia 

corta de ADN en cis en una de las hebras a la cual la relaxasa permanece unida 

covalentemente, formando el relaxosoma 3) la proteína de acoplamiento tipo IV (T4CP) 

involucrada en la conexión entre el relaxosoma (MOB) y el canal de transporte y 4) los 

componentes del canal de apareamiento (MPF) que ensamblan un sistema de secreción 

tipo IV (SST4) (Smillie et al., 2010a). Los plásmidos movilizables únicamente contienen 

a la relaxasa y al oriT, esto les permite transferirse utilizando los componentes faltantes 

que provengan de otro plásmido. Finalmente, los plásmidos no movilizables carecen de 
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alguno de los elementos restantes, aunque pueden transferirse por otro mecanismo 

diferente a la conjugación (Coluzzi et al., 2022) (Figura 1.6). 

 

 

Figura 1.6 Vista esquemática de la constitución genética de los plásmidos transmisibles. Se muestra 
la bacteria donadora con los cuatro elementos de la maquinaria de conjugación (oriT, relaxasa, sistema de 
secreción tipo IV (SST4), proteína de acoplamiento IV (T4CP)) (circunferencia negra), la bacteria receptora 
se ubica a la derecha sin elementos de conjugación) (circunferencia verde) (Modificada de (Smillie et al., 
2010a) 

 

1.4.3 Módulo de mantenimiento o permanencia. 

La permanencia de los plásmidos en las bacterias en gran medida es dependiente del 

beneficio que aporte a la sobrevivencia y/o desarrollo de la célula y por lo tanto está 

vinculada a las condiciones ambientales donde antibióticos o metales pesados estén 

presentes (Galetti et al., 2019); no obstante los plásmidos pueden codificar elementos 

que les permiten permanecer en la bacteria a pesar de no ser necesarios, incluyendo el 

mecanismo de partición activa y los mecanismos de supervivencia denominados 

sistemas de adición que promueven la muerte de células hijas libres de plásmidos (Wein 

& Dagan, 2020). 

Los sistemas de partición activos garantizan una segregación precisa de cromosomas y 

de plásmidos con bajo número de copias, es decir, se aseguran de que cada célula hija 

posea una copia de estas moléculas (Baxter & Funnell, 2015). Estos sistemas 

usualmente están integrados por ParA (ATPasa de partición), ParB (la proteína de sitio 

especifico hélice-giro-hélice (HTH) que se une al centrómero) que forman un complejo 
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alrededor de parS (el centrómero o sitio de partición) durante la replicación, las dos 

copias son separadas,  los posiciona en lugares específicos  dentro de la célula  e 

impulsa cada uno hacia cada célula, esto permite que cada célula hija reciba al menos 

una copia después de la división celular (Funnell, 2016; Patricia Siguier et al., 2023).  

 

Figura 1.7 Mecanismo de mantenimiento de plásmidos de sistemas Toxina-Antitoxina a través de la 
muerte post-segregacional o el arresto del crecimiento bacteriano. La toxina se muestra en rojo y la 
antitoxina se muestra en azul, mientras, que la célula que conserva el plásmido se mantiene viable; la 
célula carente del plásmido comienza el proceso de muerte celular (Modificado de Kamruzzaman et al., 
2021). 

 

Mientras, los sistemas de adición (SAP) se les conoce de esta forma porque su único 

propósito en el plásmido es replicarlo sin importar el costo para el hospedero, provocando 

la muerte post-segregacional (Fedorec et al., 2019); este tipo de sistema es 

especialmente útil cuando se trata de plásmidos grandes con un número bajo de copias 

y se caracteriza por codificar una toxina estable que se mantiene durante y después de 

la división celular y una antitoxina inestable que requiere se sintetice continuamente, en 

ausencia del plásmido hay un exceso de toxina que no es neutralizada por la antitoxina 

y la bacteria muere (Kamruzzaman et al., 2021). En la actualidad, se han reportado siete 

tipos de sistemas toxina-antitoxina (TA) en plásmidos y cromosomas; sin embargo, los 

más estudiados son los sistemas de tipo II, los cuales principalmente se dividen en tres 

categorías de acuerdo con la naturaleza de la antitoxina: (1) sistemas regulados por 

proteínas (ccdAB, pemKI, relEB, parDE, vagCD), (2) sistemas regulados por ARN 
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antisentido (hok-sok, pndAC y srnBC) y (3) sistemas de modificación por restricción 

(EcoK McrBC) (Kamruzzaman et al., 2021; Tsang, 2017). 

 

1.4.4 Módulo de adquisición o adaptabilidad. 

Esta sección también se conoce como “módulo accesorio” y está caracterizado por 

albergar genes de virulencia, de resistencia a antibióticos y/o genes que participan en las 

vías para el metabolismo o degradación de compuestos xenobióticos (Brovedan et al., 

2020). Usualmente los genes del módulo de adaptabilidad se encuentran flaqueados por 

otros EGM, como secuencias de inserción (IS), tranposones (Tn), integrones (In) e 

inclusive islas genómicas (IG) que promueven el intercambio genético extracelular e 

intracelular, facilitando el reordenamiento y contribuyendo a la propia evolución y 

sobrevivencia de la célula bacteriana que lo hospeda (Partridge et al., 2018). 

 

1.4.5 Sistemas de clasificación de plásmidos. 

La clasificación es una tarea inherente al análisis de la biología; en este caso la 

identificación y caracterización de los plásmidos en detalle proporciona información 

relevante sobre la influencia que tienen en el funcionamiento de la célula hospedera y 

las estrategias que usa para llevar a cabo su transmisión (Garcillán-Barcia et al., 2011). 

Por otro lado, la clasificación resulta benéfica porque facilita el seguimiento de la 

evolución del plásmido en la comunidad (Garcillán-Barcia et al., 2023). En conjunto, 

todas las clasificaciones son efectivas para comprender y predecir las características de 

plásmidos establecidos o desconocidos. A lo largo de la historia diversas formas de 

categorizarlos han surgido, de manera inicial se propuso la clasificación en tres grupos: 

(1) factor F (plásmidos de fertilidad F y sus derivados), (2) factores Col (plásmidos que 

codifican toxinas de colicina) y (3) factores R (determinantes de resistencia); sin 

embargo, de manera gradual comenzaron a ser abandonados (Chen et al., 2024).  

El sistema de grupos de incompatibilidad (Inc) se estableció mediante pruebas de 

incompatibilidad en las cuales se introdujeron dos plásmidos por conjugación en un 

plásmido y se midió la estabilidad y permanencia de cada uno dentro de la célula 
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hospedera (Data & Hedges, 1971); con base a los resultados se observó que 

determinado grupo de plásmidos que compartieron uno o más elementos del sistema de 

replicación, no podrían permanecer de forma estable en la misma célula (Novick, 1987). 

En general en la familia de Enterobacterales se han determinado más de 30 Inc, aunque 

hay varios plásmidos que no ha sido relacionados con alguno (Chen et al., 2024); no 

obstante, un número importante de los elementos identificados en E. coli pertenecen al 

grupo IncF que puede subclasificarse con base en su variación alélica como FII, FIA y 

FIB (FAB), este grupo es heterogéneo en cuanto a tamaño y características, además, se 

encuentran vinculados frecuentemente con el acarreo de genes de virulencia y 

resistencia a antibióticos (Yang et al., 2015). 

Si embargo, establecer los ensayos de incompatibilidad representó una limitante ya que 

existían una gran cantidad de factores que pudiera condicionar la transferencia de estos 

elementos y no necesariamente porque fueran incompatibles, por lo que este esquema 

fenotípico no parecía funcionar de manera ideal para el análisis de su epidemiología. 

Esta limitante, generó el desarrollo de la tipificación de replicones mediante PCR (PBRT) 

basado en que se considera que todos los plásmidos tienen al menos un origen de 

replicación. Actualmente se conocen 142 secuencias de replicones asociadas a la familia 

Enterobacteriaceae de los cuales 32 (HI1, HI2, HIB-M, I1-α, I2, X1, X2, X3, X4, M, N, FIA, 

FIB, FIC, FIIS, FII, FIIk, FIIY, FIBS, FIBK, FIB-M, W, Y, P1-α, A/C, T, L, K1, K2, B/O, R, U 

y Z) frecuentemente se encuentran E. coli. Por otra parte, aunque este sistema es 

funcional, la asignación se vuelve compleja ante la presencia de plásmidos con varios 

replicones (Carattoli et al., 2005). 

Más adelante, los plásmidos transferibles se clasificaron de acuerdo con la relaxasa, la 

proteína que participa en la escisión del oriT durante el proceso de conjugación (Garcilan-

Barcia et al.,2009). Esta proteína se encuentra en todos los plásmidos movilizables y rara 

vez se encuentran dos relaxasas en un mismo plásmido (Garcillán-Barcia et al., 2019). 

Actualmente se han reportado nueve clases de MOB ((MOBF, MOBP, MOBH, MOBQ, 

MOBC, MOBV, MOBT, MOBB y MOBM), pero sólo seis se han sido halladas en la clase 

Proteobacteria (Villa et al., 2010). Se ha diseñado tres sistemas de clasificación basados 

en relaxasas: (1) “Degenerate Primer MOB Typing” (DPMT), (2) MOBSCAN: basado en 
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la homología de las relaxasas, generando una base de datos HMM de perfiles de 

relaxasas seleccionadas utilizando únicamente el domino de relaxasas (300 

aminoánidos N-terminales) y (3) MOBSuite: basado en secuencias completas de relaxas, 

reconstrucción y tipificación a partir de ensamblaje preliminares (Garcillán-Barcia et al., 

2009; Garcillán-Barcia et al., 2020; Robertson & Nash, 2018). Este sistema proporciona 

un marcador evolutivo para plásmidos conjugativos y movilizables; sin embargo. los 

plásmidos no movilizables son excluidos por carecer relaxasa. 

Recientemente, se ha propuesto un sistema mediante las unidades taxonómicas de 

plásmidos (PTU) el cuál utiliza las métricas de identidad de nucleótidos promedio (ANI); 

esto quiere decir que las PTU son grupos que comparten estructuras genéticas y por lo 

tanto representan una relación filogenética cercana (Redondo-Salvo et al., 2021b); sin 

embargo, al igual que esquemas anteriores presentan un porcentaje entre el 10-15% de 

plásmidos no asignados a ninguna categoría (Lipworth et al., 2024). Así mismo, es 

interesante observar algunas discrepancias de la clasificación previa, por ejemplo, 

pWW0 y NAH7, plásmidos representativos de IncP-9 que contienen genes degradativos 

de tolueno (pWW0) o genes degradativos de naftaleno (NAH7), no han sido clasificados 

en la misma PTU (Tokuda & Shintani, 2024). 

Finalmente, los plásmidos también pueden clasificarse con base a su rango de 

hospedero; los plásmidos de rango de hospedero estrecho (RHE) son aquéllos que 

pueden replicarse y mantenerse en un hospedero único o bien en un grupo 

estrechamente relacionado a su hospedero inicial. Mientras que un plásmido de amplio 

rango de hospedero (RHA) puede mantenerse y replicarse en una vasta variedad de 

hospederos bacterianos (Klümper et al., 2015). Particularmente la importancia de los 

plásmidos RHA radica en que juegan un papel importante en la transferencia horizontal 

de genes, esto los convierte en candidatos excelentes como vectores en la ingeniería 

biotecnológica (Yang et al., 2023); por ejemplo, los plásmidos pCU1 (IncN) y pRK2 (IncP) 

son capaces de replicarse entre casi todas las especies de proteobacterias Alfa, Beta y 

Gamma (Pohlman & Figurski, 1983). Algunos factores que determinan el rango de 

hospedero de un plásmido son: (1) La presencia de múltiples orígenes de replicación, (2) 

inicio de la replicación independiente de los factores de inicio del huésped y (3) escasa 
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presencia de enzimas de restricción, esto permite que los plásmidos eviten las barreras 

de restricción de la célula hospedera (Jain & Srivastava, 2013). 

 

1.5 Otros elementos genéticos móviles 

1.5.1 Secuencias de inserción y transposones. 

Los elementos transponibles (ET) se definen como secuencias de ADN que pueden 

moverse de una ubicación a otra en el genoma. Particularmente los transposones son 

elementos genéticos móviles que pueden moverse de un plásmido a otros plásmidos o 

de un cromosoma a plásmido y viceversa, por lo que han desempeñado un papel 

importante en la evolución de muchos genomas (Blot, 1994). Los transposones se 

dividen en dos grupos principales: retrotransposones (clase І) que se encuentran 

particularmente en células eucariotas y los transposones de ADN (clase ІІ) estos son los 

que se encuentran en células bacterianas y pertenecen a la familia Tn, vinculados 

frecuentemente con el acarreo de genes adicionales para la resistencia a los antibióticos. 

(Babakhani & Oloomi, 2018). Dentro de este último grupo se definen cuatro categorías 

(1) Secuencias de inserción (SI), este grupo está compuesto por cinco familias (IS1, IS3, 

IS4, IS5 y IS6) y se conoce que E. coli alberga múltiples copias de SI (Ooka et al., 2009), 

(2) transposón compuesto, que a diferencia de la SI, adicionalmente portan al menos un 

gen asociado a la resistencia a antibióticos, (3) familia TnA, este grupo no termina con 

una SI y lleva un TIR (repetición terminal invertida) de 38pb y (4) Muphage, este es único 

ya que es capaz de insertarse en el genoma de E. coli al azar en la etapa lisogénica (Wu 

et al., 2022)(Figura 1.8). 

 

Figura 1.8 Clasificación y mecanismos de transposición de transposones. Clasificación y estructuras 
de transposones bacterianos (Modificado de Wu et al., 2022). 
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1.5.2 Integrones 

Los íntegrones contienen un sistema de recombinación de sitio específico capaz de 

integrar e intercambiar fragmentos específicos de ADN, llamados casetes genéticos que 

codifican múltiples genes, incluidos los genes de resistencia a los antibióticos (Sabbagh 

et al., 2021). Propiamente estos elementos no son móviles de manera autónoma, lo que 

lleva a necesitar de elementos como transposones, secuencias de inserción o plásmidos 

para llevar a cabo esta función (Hall & Collis, 1995). Los integrones estás compuestos 

por cuatro elementos: (1) el gen que codifica una tirosin recombinasa (integrasa, 

codificada por el gen intI), (2) el sitio recombinante adyacente (attI) que es reconocido 

por la integrasa y se encuentra corriente arriba de intI, (3) el promotor (Pc) sirve para la 

transcripción y expresión eficiente de todo el integrón y  (4) el casete genético que se 

encuentran entre la zona 3' y 5' entre dos sitios de recombinación (attI y attC) ((Hall, 

2012; Xu et al., 2011).  

La clasificación de los integrones está basada en la relación filogenética de su integrasa, 

los miembros que poseen la misma pertenecen a la misma clase, pero pueden llevar 

casetes diferentes. Hasta ahora se han identificado nueve clases de integrones en 

bacterias gramnegativas pero sólo 4 se han asociado con aislados clínicos, aunque el 

cuarto sólo se ha reportado en Vibrio cholerae (Bhat et al., 2023; Sabbagh et al., 2021). 

Los integrones de clase I y clase II son las clases más comunes entre los aislados clínicos 

(Sabbagh et al., 2021), principalmente los integrones clase I se asocian frecuentemente 

con plásmidos movilizables y su prevalencia en Gramnegativas es del 22 al 55% (Deng 

et al., 2015). En la estructura del IntI1 el segmento 3′-conservado está constituido por los 

siguientes componentes: el gen qacEΔ1 relacionado con la resistencia a sales de amonio 

cuaternario, el gen sul1 que codifica a la resistencia a las sulfonamidas y el orf5 asociado 

con una función de acetiltransferasa (Bissonnette & Roy, 1992). Por otra parte, la 

estructura del integrón clase II incluye los genes dfrA1 (dihidrofolato reductasa), sat1 

(estreptotricina-acetil transferasa) y aadA1 (aminoglucósido adeniltransferasa) que 

codifican la resistencia a trimetoprima, estreptomicina y estreptomicina/espectinomicina, 

respectivamente (Bhat et al., 2023) (Figura 1.9). 
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Figura 1.9 Estructura general de los elementos de los integrones clase I y clase II. Las integrasas se 
muestras en color morado, la región 3’conservada se caracteriza por poseer diferentes genes de 
resistencia a antimicrobianos y desinfectantes (qacEΔ) (Modificada de Sabbagh et al., 2021y Lu et al., 

2022). 

 

1.6 Formación de biopelícula. 

La biopelícula es una estructura de colonias microbianas embebidas en una matriz 

polimérica extracelular (EPS) autosecretada que se encuentra altamente hidratada, lo 

que propicia un entorno idóneo para que las células se adhieran entre sí y sobre 

superficies bióticas y abióticas de manera irreversible (Zhou et al., 2022). Además, 

provee a las colonias bacterianas de resistencia frente los antibióticos, la luz UV, los 

biocidas químicos, la respuesta inmune del huésped y otras tensiones adversas, como 

temperatura y pH extremos, alta salinidad, presión y nutrientes pobres, actuando como 

una barrera (Yin et al., 2019). Así mismo, la formación de biopelículas se ha asociado 

con distintas superficies en ambientes alimentarios, sanitarios y hospitalarios 

relacionándose frecuentemente con microorganismos patógenos y bacterias MDR 

(Assefa, 2022). 

En la producción alimentaria las prácticas de limpieza insuficientes o ineficientes 

permiten que residuos orgánicos permanezcan en los equipos e instrumentos facilitando 

la adhesión bacteriana y por consiguiente la formación de biopelículas y su persistencia 

los que puede provocar ETAs o promover la descomposición de los alimentos al reducir 

su vida de anaquel (Flemming et al., 2016). Mientras que en los entornos clínicos las 

bacterias pueden desarrollar biopelículas en superficies del material o equipo médico, de 
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hecho, muchas de las infecciones intrahospitalarias del tracto urinario y del torrente 

sanguíneo se asocian con este tipo de material (Bhatta et al., 2018).  Así mismo, se ha 

reportado que las biopelículas les permiten a las bacterias evadir las defensas inmunes 

innatas y adaptativas provocando infecciones crónicas causantes de inflamación 

permanente y daño en el tejido (González et al., 2018). Además, las enfermedades 

asociadas con cepas formadoras de biopelículas presentan un aumento en sus tasas de 

morbilidad y mortalidad de los pacientes y un aumento en las estadías hospitalarias (Del 

Pozo, 2018; Donlan, 2001). Tan sólo en 2019 se estimó que los microorganismos 

formadores de biopelículas fueron responsables de más de 65% de las infecciones 

intrahospitalarias y 80% de las infecciones crónicas (Preda & Sandulescu, 2019). 

De igual forma, diversos estudios han señalado que las biopelículas desempeñan un 

papel importante al facilitar la aparición de resistencia a los antimicrobianos hasta 10-

1000 veces en comparación con sus contrapartes planctónicas (Høiby et al., 2010). Su 

constante aparición en conjunto ha sugerido una posible correlación entre la resistencia 

antimicrobiana y la capacidad de formación de biopelículas (Ćwiek et al., 2020). Además, 

se consideran actualmente como puntos calientes para la transferencia de genes (THG) 

y por lo tanto un nicho ideal para la diseminación de genes de virulencia y resistencia a 

antibióticos (Michaelis & Grohmann, 2023; Vyas et al., 2022). 

 

1.6.1 Formación de biopelícula en E. coli. 

La formación de biopelículas es un proceso que ocurre en cuatro diferentes etapas: (1) 

unión reversible, (2) adhesión irreversible, (3) maduración y (4) dispersión. Este proceso 

es dependiente de cambios en los nutrientes, la temperatura, la presión osmótica, el pH 

y otros factores del medio ambiente (Watnick, 2000)(Figura 1.10) 
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Figura 1.10 Etapas de la adhesión de la biopelícula microbiana. Las células plantónicas se muestras 
dispersas antes de comenzar la formación de la matriz polimerica extracelular. El último estadio es la 
dispersión, puede suceder de manera pasiva o activa mediante abrasión en la superficie (Modificada de 
de Brito et al., 2022). 

 

En la unión reversible, E. coli recibe señales ambientales y utiliza a los flagelos para 

acercarse a la superficie superando las fuerzas repulsivas entre la bacteria y la superficie 

lo que le permite fijarse (Belas, 2014). Además, otros orgánulos clave involucrados en la 

adhesión inicial son las fimbrias y los curli (Zhou et al., 2022). 

En la segunda fase, E. coli cuenta con la capacidad de analizar su entorno adyacente y 

realizar la transición de la adhesión reversible a la irreversible. Esta etapa se caracteriza 

por la secreción de la matriz polimérica extracelular (EPS) compuesta por proteínas, 

lípidos, lipopolisacáridos y ácidos nucleicos que le permite funcionar como una barrera 

protectora (Shrestha et al., 2016). Para llevar a cabo esta unión irreversible, E. coli utiliza 

elementos como las fimbrias tipo curli, definidas como estructuras amiloides que facilitan 

la adhesión celular y que son codificadas por los operones csgABC y csgDEFG (Böhning 

et al., 2024). También encontramos a los pili conjugativos y a las fimbrias tipo 1, estas 

últimas codificadas por el operón fimAICDFGH. Particularmente la proteína FimH puede 

unirse a la manosa debido a su dominio de lectina, lo que le permite a E. coli unirse a la 

manosa de células eucariotas, EPS y superficies abióticas (Capitani et al., 2006). 

La tercera etapa inicia cuando aumenta la densidad de la biopelícula ya que E. coli crece 

y se multiplica para formar colonias, aumenta significativamente el EPS formando un gel 

en la superficie y se habilita la activación de la señalización para detectar el quorúm 
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(Qorum-sensing, un mecanismo de comunicación celular en las bacterias) (Laganenka 

et al., 2016). Este crecimiento celular permite que la biopelícula crezca de manera 

tridimensional ya que los polisacáridos (poli-β-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA) y la 

celulosa está constituida por un homopolisacárido lineal de β-1→4 unido a D-glucosa) 

proporcionan estabilidad a través de enlaces covalentes (Itoh et al., 2008). 

Finalmente, la fase de dispersión promueve el desprendimiento de bacterias lo que 

permite su esparcimiento en el medio ambiente y su consecuente colonización de nuevas 

superficies. En la dispersión activa las bacterias escapan a través de la degradación 

enzimática, dejando biopelículas erosionadas. Por su parte el desprendimiento pasivo se 

debe a fuerzas externa como perturbación humana o abrasión (Kaplan, 2010).



 

40 
 

2. ANTECEDENTES INTERNACIONALES 

A nivel global, los productos frescos como vegetales y frutas han ganado popularidad 

debido al incremento de su consumo en dietas más saludables que combinan una baja 

densidad energética; no obstante, estos productos al consumirse crudos también 

representan un reservorio para microorganismos principalmente bacterias 

gramnegativas asociadas a ETAs. En los últimos años han aparecido cada vez con mayor 

frecuencia reportes en todo el mundo de bacterias resistentes a varios antibióticos 

incluidos los de última elección que se han vinculado al consumo de productos frescos; 

por ejemplo, en 2018, Freitag y colaboradores en Alemania tomaron 245 muestras de 

vegetales en un periodo entre 2011-2013, de las cuales se aislaron siete cepas de E. coli 

productoras de BLEE. Los aislamientos pertenecen al ST973 y ST527, poseen plásmidos 

conjugativos IncK e IncHI portadores de genes blaCTX-M-14, IncFIB acarreaba blaCTX-M-15, 

IncN con blaCTX-M-65 e IncIH2 con blaCTX-M-125. Varios de estos plásmidos portaban otros 

genes asociados a la resistencia a sulfonamidas (sul2), aminoglucósidos (strA y strB), 

quinolonas (qnrS1) y fosfomicina (fosA3)  (Freitag et al., 2018). 

Posteriormente, en 2019 en Nepal, Sapkota y su equipo analizaron 216 muestras de 

ensaladas comercializadas en hoteles y restaurantes. Se detectaron 4 aislamientos de 

E. coli MDR y productoras de BLEE, de las cuales tres fueron identificados como E. coli 

O157:H7. (Sapkota et al., 2019). Por su parte, Lui y colaboradores en este mismo año 

en China, reportaron dos aislamientos de E. coli MDR procedentes de colza (una planta 

parecida a la canola) y espinaca que albergaron simultáneamente los genes mcr-1 y 

blaNDM-5/9, respectivamente. El gen de resistencia a la colistina se encontró en los 

plásmidos IncX4 y IncI2, mientras que el gen blaNDM-5 lo reportaron en el plásmido IncX3 

y el gen blaNDM-9 en un plásmido no tipificable (Liu & Song, 2019). 

En 2020, Oh y colaboradores en Corea del Sur detectaron un aislamiento de E. coli ST10 

MDR portadora de los genes mcr-1 y blaCTX-M-15 proveniente de lechuga. Ellos sugieren 

que este hallazgo es debido al contacto con animales destinados a la alimentación lo que 

podrían representar un peligro importante en la transmisión directa a los humanos a 

través de la cadena alimentaria (Oh et al., 2020). Más adelante, en ese mismo año Song 

y su equipo recolectaron 1324 muestras de vegetales en mercados minoristas. 
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Identificaron 11 cepas de E. coli que eran resistentes a ampicilina, piperacilina, 

cefazolina, cefotaxima, ácido nalidíxico y se reportaron como productoras de BLEE. 

Además, mediante PCR se identificaron las variantes CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-55, 

CTX-M-27 y CTX-M-65 (Song, Oh, Kim, & Shin, 2020). De igual forma, este mismo año, 

se reportó un aislamiento de E. coli ST1716 proveniente de lechuga producida y 

comercializada en Portugal, que albergó un plásmido IncHI2 que acarreó el gen mcr-1 

relacionado a la resistencia a la colistina flaqueado por IS26; adicionalmente la cepa 

portó genes asociados a la resistencia de aminoglucósidos (aadA1, aph(4)-Ia, aph(6)-Id, 

aac(3)-IV ), macrólidos (mdfA), fenicoles (floR), tetraciclinas (tetA) y sulfonamidas (sul2) 

(Manageiro et al., 2020).  

En 2021, Priyanka y colaboradores, recolectaron 830 muestras de verduras de hoja 

verde, de las cuales se recuperaron 117 cepas MDR de E. coli, 40 identificadas como 

diarrogénicas y 77 como no diarrogenicas. Así mismo, reportaron una resistencia de 

moderada a alta (30-90%) para amoxicilina/ácido clavulánico, ampicilina, gentamicina y 

colistina y una resistencia relativamente baja (>30%) para ciprofloxacino, 

trimetoprima/sulfametoxazol y fosfomicina (Priyanka et al., 2021). En ese mismo año, 

Kurritu y su equipo en Finlandia, analizaron 60 muestras de verduras provenientes de 16 

países diferentes de Europa y Asia, en estas se identificaron dos cepas de E. coli (ST155 

y ST479) MDR productoras de BLEE aisladas de cilantro producido en Malasia. Mediante 

secuenciación del genoma completo se identificaron los genes aph(3’)-la, aph(3’)-lb, 

aph(4)-la, aph(6)-lb, aac(3)-IV y aadA5, asociados a la resistencia contra los 

aminoglucósidos, blaCTX-M-55, blaTEM-1B y blaCTX-M-65, relacionados con la resistencia a 

betalactámicos, oqxA y oqxB asociados a las quinolonas, sul1, sul2 y sul3 relacionados 

con las sulfonaminas, dfrA14 y dfrA17 asociado a la resistencia a trimetroprim y tetA con 

las tetraciclinas. Aunado a esto se identificaron los replicones IncFIB, IncFII y p0111 que 

habían sido descritos en otros trabajos como conjugativos (Kurittu et al., 2021). Un año 

después, Chelaghma y colaboradores en Argelia identificaron cepas 16 cepas de E. coli 

blaTEM positivas y 11 cepas blaCTX-M-15 positivas, pertenecientes a ST101, ST216 y 

ST2298. Además, cinco aislamientos portaron genes de carbapenemasas (blaOXA-48 y/o 

blaVIM-4) y dos más poseían mcr-1. Posteriormente, mediante ensayos de conjugación se 

confirmó la capacidad de transferencia de los genes blaOXA-48 y mcr-1. (Chelaghma et al., 
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2022). Mientras tanto en Estados Unidos, Moon y colaboradores recolectaron 88 

muestras de verduras que incluyeron brotes de verduras, lechuga, hierbas, espinaca, 

hongo, col, col rizada, perejil y ensalada mixtas. Dos de las muestras fueron positivas 

para la presencia de Enterobacterales productores de AmpC y ocho cepas 

pertenecientes a los géneros Escherichia (3), Enterobacter (2), Serratia (2) y 

Pseudomonas (1) fueron productoras de BLEE y mediante secuenciación del genoma 

completo se identificaron los  genes blaSHV-66 y blaFONA-5 en Escherichia y Enterobacter, 

(Moon et al., 2022). 

Por otra parte, el grupo de Habib, en el 2023 reportó un estudio en el cual tomaron 400 

muestras de productos frescos (rúcula, repollo, cilantro, eneldo, nueve variedades de 

lechuga, hojas de cebolla, perejil, espinaca y paquetes mixtos) utilizados en ensaladas 

comercializadas por minoristas en los Emiratos Árabes. Se aislaron 145 cepas de E.coli 

que exhibieron resistencia fenotípica a la ampicilina (20,68%), tetraciclina (20%) y 

trimetoprima-sulfametoxazol (10,35%). En total 20 cepas fueron MDR, de las cuales se 

seleccionaron 18 cepas y se sometieron al análisis del genoma completo, mediante el 

cual se observó que el 50% (9/18) de las cepas albergaron al gen blaCTX-M-15 y además 

en general albergaron de 8 a 25 genes de virulencia por genoma, siendo los genes más 

prevalentes csgA, hlyE, fimH, iss, afa, iuc y esp vinculados tanto a patotipos intestinales 

como a extraintestinales (Habib et al., 2023). Por su parte en China, en ese mismo año 

se reportó por el equipo de Cao, que al muestrear 575 vegetales (tomates, espinacas, 

lechugas y coles) se identificaron cinco cepas de E. coli MDR (O101:H4, O8:H18 y 

O11:H25). Un aislamiento que fue recolectado de espinacas presentaba resistencia a 

cefalosporinas de tercera generación, así como la producción de BLEE (Cao et al., 2023). 

De manera similar, en India se recuperaron 77 ExPEC, después de analizar 1780 

muestras de vegetales (pepino, zanahoria, tomate, rábano, chile, cilantro, menta, cebolla, 

repollo y espinaca), el 23.3% de las cepas se identificaron como UPEC y el 24.6% como 

SEPEC, de manera interesante el 29.8% fue clasificado como híbrido UPEC-SEPEC y 

finalmente el 22% se mostró indefinido debido a fallas en los criterios utilizados para 

definir un patotipo ExPEC determinado;  la mayoría se clasificó dentro los linajes 

filogenéticos A, D/E, B1 y clado 1. Así mismo, el 100% de las cepas fueron resistentes a 

múltiples antibióticos enlistando a los de primera línea como nitrofurantoína, 
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sulfametoxazol, ampicilina y gentamicina seguidos de la colistina utilizada en infecciones 

ocasionadas por bacterias Gramnegativas resistentes a múltiples antibióticos (Priyanka 

et al., 2023). 

En 2024, en China, Sun y su equipo, identifican 48 aislamientos de E. coli resistentes a 

fluoroquinolonas (levofloxacino y ácido nalidíxico) provenientes 157 muestras de 

vegetales (repollo, tomate, tomate cherry, pepino, espinaca, lechuga, lechuga romana, 

apio y cilantro). Veintiocho aislamientos fueron productores de BLEE en los cuales se 

identificaron los genes blaCTX-M-55, blaCTX-M-15, blaCTX-M-27, blaCTX-M-14, blaCTX-M-123, blaCTX-M-

24, blaCMY-2, blaLAP-2 y blaOXA-1 y blaTEM-1b. Resaltando que 17 de estos aislamientos 

contenían simultáneamente blaTEM-1b y blaCTX-M frecuentemente acarreados en plásmidos 

IncF (IncFIA, IncFIB e IncFII), IncI-1 y p0111 de manera decreciente. Además, se 

identificó que el 75% de los aislamientos contenían >10 secuencias de inserción por 

genoma. Así mismo reportan que el 2.6% de los aislamientos provenientes de vegetales 

fueron resistentes a fosfomicina, mientras que frutas fue del 16.5% (Sun et al., 2024). 

También, en China Lu-Chao y colaboradores recuperaron siete aislamientos de E. coli 

(ST10, ST93, ST206, ST746, ST6736, ST7058 y ST7458) provenientes de col, 

zanahoria, pepino, espinaca y brócoli. Todas las cepas fueron descritas como MDR y 

portaban el gen blaNDM-5. De los siete aislamientos de E. coli, sólo uno no mostró la 

capacidad de transferir el plásmido en el que se albergaba el gen blaNDM-5, entre los seis 

restantes, cuatro portaron plásmidos tipo IncX3 y dos portaban plásmidos tipo IncHI2 (Lv 

et al., 2024). Finalmente, Rueda-Furlan y colaboradores en 2024 en Brasil reporta un 

aislado de espinaca de E. coli ST155 MDR portadora de blaNDM-1 además de blaPER-2, 

blaOXA-1, blaTEM-1B, qnrVC1, aac(6′)-Ib-cr, aac(3)-IIa, aac(6′)-Ian, aph(3″)-Ib, aph(6)-Id, 

aadA1, aadA2b , tetA, sul1, sul2, sul3, dfrA6, cmlA1, catA2, catB3 y arr-3. También 

identificaron los replicones IncC, IncFIB, ColpVC, ColRNAI, Col440I, Col440II, Col 

(MG828) y Col(pHAD28) en las cepas aisladas (Furlan et al., 2024).  
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3. ANTECEDENTES NACIONALES. 

En México, los análisis de cepas de E. coli MDR en alimentos son escasos, ya que la 

bacteria es considerada en primera instancia únicamente como indicador de la calidad 

sanitaria y solamente toma relevancia cuando se relaciona a un patotipo diarreagénico 

específico asociado a ETAs. 

En 2010, se realizó un estudio en Hidalgo donde se determinaron 33 muestras positivas 

para E. coli en vegetales (11 muestras de lechuga, 11 de espinacas y 11 de acelgas) en 

tiendas de conveniencia y supermercados, de las cuales el 78% mostró resistencia al 

menos a cuatro antibióticos de los 10 analizados, principalmente a ciprofloxacino un 

antibiótico de amplio espectro; los autores consideran que E. coli resistente podría llegar 

a los alimentos vegetales a través de aguas residuales o cloacales de origen humano o 

avícola (Miranda et al., 2010). 

Más adelante en 2012, igualmente en el estado de Hidalgo, Cerna-Cortés y 

colaboradores recolectaron 100 muestras de brotes de alfalfa en mercados minoristas. 

En el 84% se identificó E. coli y el análisis molecular permitió determinarlas como ETEC 

(2%), EPEC (3%) y STEC (5%), mientras que el resto de las cepas (74%) no mostró la 

presencia de genes asociados a algún patotipo intestinal. Adicionalmente para las 

muestras positivas se cuantifico la carga bacteriana, encontrando concentraciones que 

oscilaron entre 210-240 NMP/g para ETEC, 28-1100 NMP/g para EPEC y 3.6-460 NMP/g 

para STEC (Cerna-Cortes et al., 2013). En ese mismo año Castro-Rosas y colaboradores 

analizaron 130 muestras de ensaladas listas para el consumo y detectaron que el 6.2% 

de las muestras estaban contaminadas con cepas diarrogénicas (DEC), con mayor 

frecuencia EIEC, ETEC y STEC no O157 (Castro-Rosas et al., 2012). 

Nuevamente en Hidalgo, Gomez-Aldapa y colaboradores analizaron 100 muestras de 

jugo de betabel comercializado en cuatro diferentes mercados. En este caso, el 9% de 

las muestras albergaron E. coli y de estas 4% fue identificado como EPEC, ETEC y STEC 

no O157  (Castro-Rosas et al., 2012). Un año después en Guadalajara, Torres-Vitela y 

colaboradores analizaron 280 muestras de jugo de zanahoria. El 100% mostró una 

calidad sanitaria deficiente al detectar en todas coliformes totales y fecales además de 

la presencia de E. coli identificadas en el 5% de los casos como DEC (Torres-Vitela et 
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al., 2013). Estos resultaron sugieren que el lavado, desinfección y/o la manipulación de 

estos productos vegetales antes de procesarse, son ineficientes o nulos. 

Posteriormente, en 2016 también en Hidalgo, Gomez-Aldapa y colaboradores 

recolectaron 300 muestras de nopales en mercados públicos, 100 fueron nopales crudos 

enteros y sin espinas, 100 crudos y procesados en cuadrados pequeños y 100 ensaladas 

de nopales cocidos. En todas las muestras se determinó la presencia de E. coli y 

mediante PCR se identificaron tres patotipos principalmente: STEC, EPEC y ETEC. 

Además, todas las cepas de E. coli fueron resistentes al menos a 6 antibióticos 

(amoxicilina con ácido clavulánico, eritromocina, gentamicina, kanamicina, colistina y 

amikacina) de los 16 que se emplearon para el ensayo (Gómez-Aldapa et al., 2016a).  El 

mismo grupo de trabajo analizó posteriormente 100 muestras de cilantro comercializado 

en mercados públicos y se identificaron nueve cepas de E. coli MDR, de las cuales 3 

fueron identificadas como STEC, dos cepas como ETEC y una correspondió al patotipo 

EPEC. El 100% de las cepas fueron resistentes a amoxicilina con ácido clavulánico, 

amikacina, colistina, gentamicina y estreptomicina; en el caso del ciprofloxacino fue el 

50% y para la tetraciclina el 33% de las cepas (Gómez-Aldapa et al., 2016b). 

Finalmente, en la ciudad de Puebla Carreón-León en el 2019, recuperó 12 cepas de E. 

coli a partir de 143 muestras de diferentes vegetales obtenidos de establecimientos fijos 

y ambulantes de la ciudad de Puebla, siendo lechuga (21%), tomate (17%), cebolla con 

cilantro (13%), pepino (12%), cebolla (9%), zanahoria (6%), rábano (6%), cilantro (5%), 

coles de Bruselas (3%), cebolla roja (3%), apio (1%), espinaca (1%), una mezcla de 

tomate, cebolla y cilantro (1%), calabaza (1%) y pimiento verde (1%). Todas se 

clasificaron como MDR, diez fueron productoras de BLEE, las dos restantes portaron el 

gen blaCMY-2. También se identificaron genes relacionados con la resistencia a 

aminoglucósidos (aac(3’)-II y aadA), trimetroprima (dfrA1/5/14, dfrA12 y dfrA7/17), 

sulfonamidas (sul1 y sul3), tetraciclinas (tetA) y fenicoles (catA). Todas las cepas portaron 

al menos un plásmido, el replicón más frecuente fue IncF; así como la relaxasa más 

identificada fue MOBF y se identificaron una gran cantidad de sistemas de adicción de 

los plásmidos (3-4 en promedio por cepa) siendo los más comunes relBE, srnBC y pemKI 

(Carreón-León, 2019). 
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4. JUSTIFICACIÓN. 

En México el consumo de productos frescos ha ido en incremento, esto debido a que se 

encuentra asociado con la prevención de enfermedades no trasmisibles. En ese sentido 

la OMS recomienda que el consumo diario de productos frescos sea al menos 400 g; de 

hecho, en México de acuerdo con datos de la FAO el consumo per cápita de estos 

productos es de 220 a 350 gramos diarios. Esto aunado a que nuestro país se encuentra 

entre los diez mayores productores de frutas y vegetales con 38 millones de toneladas 

anuales y se considera que estas cifras se incrementaran conforme se migre a un estilo 

de consumo de alimentos más nutritivos. 

Sin embargo, los productos frescos, a pesar de sus beneficios, son susceptibles a la 

contaminación por bacterias patógenas como E. coli, especialmente cuando los procesos 

de cultivo, manipulación, lavado y desinfección son deficientes o nulos, lo que ha 

generado que se asocien cada vez con mayor frecuencia a ETAs que pueden derivar en 

brotes alimentarios. Así mismo, la presencia de E. coli en la cadena alimentaria no sólo 

se limita a la mera presencia de cepas patógenas sino también implica un riesgo de 

transmisión de genes de resistencia a antimicrobianos, lo que agrava aún más el 

problema. Se ha documentado que este intercambio genético puede ocurrir en el 

intestino después del consumo de alimentos contaminados; no obstante, también se 

discute la probabilidad de que esto suceda en la superficie de los alimentos y/o en las 

superficies inertes durante el procesamiento de los alimentos bajo condiciones 

favorables para el intercambio de material genético como la formación de biopelícula, 

aunque este proceso aún se encuentra poco claro. 

La importancia de este estudio radica en esclarecer el papel de los alimentos frescos 

como reservorios de E. coli con genes de virulencia y resistencia, y su capacidad para 

transferir estos determinantes a otras bacterias mediante elementos genéticos móviles 

(EGM). A través de un análisis bioinformático de genomas de E. coli disponibles en bases 

de datos y un estudio de cepas de E. coli recuperadas de vegetales en comercios locales 

en Puebla, este trabajo contribuye al conocimiento epidemiológico sobre cepas 

resistentes a antibióticos en ambientes no hospitalarios. Además, ayuda a determinar 
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cómo estas cepas pueden influir en la propagación de genes de resistencia y virulencia, 

adoptando un enfoque One Health, que integra la salud humana, animal y ambiental. 
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5. OBJETIVOS. 

5.1 OBJETIVO GENERAL. 

Identificar los elementos genéticos responsables de la movilización de genes de 

virulencia y resistencia a antibióticos en cepas de Escherichia coli aisladas de productos 

frescos, y evaluar su capacidad para formar biopelículas, adherirse e invadir células 

humanas. Comparar estos elementos genéticos con los presentes en genomas de 

Escherichia coli de origen alimentario y clínico depositados en bases de datos públicas. 

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1. Elaborar una base de datos de todos los genomas de Escherichia coli 

provenientes de muestras clínicas humanas o alimentarias depositados en bases 

de datos públicas hasta el 31 de diciembre de 2020. 

2. Realizar la caracterización de los plásmidos identificados en los genomas de 

Escherichia coli provenientes de muestras clínicas humanas o alimentarias 

depositados en bases de datos públicas.  

2.1 Establecer el tamaño y número de plásmidos en cada genoma. 

2.2 Identificar el grupo de incompatibilidad de los plásmidos. 

2.3 Clasificar los plásmidos de acuerdo con las unidades taxonómicas 

plasmídicas (PTU). 

2.4 Evaluar el potencial de movilización de los plásmidos de acuerdo con la 

presencia de los elementos de la maquinaria de conjugación: origen de 

transferencia (oriT), relaxasa, sistema de secreción tipo IV y proteína de 

acoplamiento IV. 

2.5 Investigar los genes de virulencia y resistencia a antibióticos en plásmidos 

conjugativos y no conjugativos. 

3. Determinar el número y tamaño de plásmidos de las cepas de E. coli aisladas de 

productos frescos. 

4. Realizar la secuenciación y el análisis bioinformático del genoma completo de las 

12 cepas de E. coli aisladas de productos frescos. 

4.1  Identificar el grupo de incompatibilidad de los plásmidos en cada genoma. 
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4.2 Clasificar los plásmidos de acuerdo con las unidades taxonómicas 

plasmídicas (PTU). 

4.3 Evaluar el potencial de movilización de los plásmidos de acuerdo con la 

presencia de los elementos de la maquinaria de conjugación: origen de 

transferencia (oriT), relaxasa, sistema de secreción tipo IV y proteína de 

acoplamiento IV. 

4.4 Investigar los genes de virulencia y resistencia a antibióticos en los plásmidos 

encontrados. 

5. Evaluar el fenotipo de susceptibilidad a fosfomicina de las cepas de E. coli 

aisladas de productos frescos. 

6. Determinar la capacidad de transferencia del plásmido de la cepa A23EC, aislada 

de espinacas. 

7. Determinar la producción de betalactamasas tipo AmpC de las cepas A65EC y 

A134_1EC, aisladas de cilantro listo para el consumo.  

8. Evaluar la producción de biopelícula de las 12 cepas de E. coli provenientes de 

productos frescos. 

9. Realizar ensayos de adherencia e invasión en células HeLa de las 12 cepas de E. 

coli provenientes de productos frescos. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

Esquema general de trabajo 
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6.1 Selección de genomas de E. coli de bases de datos públicas. 

Se seleccionaron genomas de E. coli completamente ensamblados depositados hasta el 

31 de diciembre de 2020 en la base de datos GenBank y se verificó la presencia de 

secuencias quiméricas, contaminadas, duplicadas o mal ensambladas, para eliminarlas 

del estudio. La base de datos final contiene genomas que pasaron estos controles de 

calidad. Se excluyeron 93 secuencias porque se definieron como anómalas, que 

correspondían a secuencias parciales de ADN cromosómico o plasmídico, no disponibles 

o duplicadas por actualización de su número de ensamblaje o eran secuencias de control 

interno de plataformas de secuenciación. Se realizó el curado manual  con la base de 

datos del Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) (Snyder et al., 2007). 

Además, se colectó la información depositada en cada Bioproject, Biosample o artículos 

asociados para confirmar el tipo de muestra y la fuente de aislamiento y se seleccionaron 

aquellas provenientes de alimentos y muestras clínicas humanas. Cada una de las cepas 

asociadas a los genomas se consideró únicamente de la fuente reportada por los 

autores. Los archivos descargados de cada genoma fueron fna (ácidos nucleicos fasta), 

faa (secuencia de proteínas fasta) y gbk (formato GenBank); estos archivos se utilizaron 

dependiendo de lo solicitado en cada herramienta bioinformática. Además, todos los 

plásmidos se obtuvieron de la base de datos de nucleótidos NCBI, International 

Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), que incluye DDBJ, EMBL-EBI y 

GenBank) y RefSeq; prefiriendo los registros RefSeq a los registros INSDC. Se requería 

que el registro tuviera la etiqueta de ensamblaje “genoma completo”. Cuando el registro 

de plásmido se vinculó a múltiples ID de ensamblaje, solo se asignó a este registro el 

ensamblaje con la etiqueta "más reciente".  La descripción de cada genoma clínico y 

alimentario se pueden descargar en 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/instance/10896638/bin/NIHMS1964253-

supplement-Table_S1A.docx  

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/instance/10896638/bin/NIHMS1964253-

supplement-Table_S1B.docx 
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6.2 Cepas de E. coli aisladas de vegetales recolectados en la ciudad de Puebla. 

Se seleccionaron 12 cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de diferentes 

vegetales crudos listos para el consumo, recolectados en la ciudad de Puebla por 

Carreón-Leon,2019 en el periodo de noviembre de 2017 a abril de 2018 a partir de 

establecimientos fijos y ambulantes. Carreón-León,2019 identificó a estas cepas 

mediante pruebas bioquímicas (bioMérieux, Francia) siguiendo los esquemas del manual 

de pruebas bioquímicas para la identificación de bacterias clínicamente importantes de 

MacFaddin (MacFaddinJ.F., 2003). Además, se utilizaron los genes ybbW y uidA 

específicos de E. coli para confirmar su identidad mediante PCR (Silkie et al., 2008; 

Walker et al., 2017) y caracterizó parcialmente estas cepas (Tabla 6.1). Las cepas se 

encontraron almacenadas en crioviales con 1 ml de caldo infusión cerebro corazón (BHI) 

y glicerol al 15% a -70°C e identificadas mediante un número designado por el 

Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC).  

 
Tabla 6.1 Características de 12 cepas de E. coli aisladas de vegetales (Carreón-León,2019). 

 

ID Cepa Vegetal 
Tipo de 

establecimiento  
Filogrupo BLEE  blaCTX-M blaTEM blaOXA blaSHV blaCMY 

A6EC Tomate Fijo B1 + + - - - - 

A7EC Pepino Fijo B1 + + - - - - 

A23EC Espinaca Fijo B2 + + - + - - 

A38EC Tomate Fijo A + + + - - - 

A44EC Lechuga Ambulante A + + + - - - 

A65EC Cilantro Ambulante A - - + - - + 

A68EC 
Cebolla con 

cilantro 
Ambulante Clado 1/2 + + - - - - 

A101EC 
Cebolla con 

cilantro 
Ambulante B1 + + - - - - 

A122EC Rábanos Ambulante A + + + - - - 

A134_1EC Cilantro Fijo A - - - - - + 

A134_2EC Cilantro Fijo B1 + + - - - - 

A143EC 
Cebolla con 

cilantro 
Ambulante A + + + - - - 
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6.3 Extracción de ADN y secuenciación masiva de las 12 cepas de E. coli. 

El ADN total se extrajo con el Kit de purificación Wizard Genomic ADN Purification, 

Promega Corporation. Ma, USA siguiendo las indicaciones del proveedor. La 

concentración del ADN se midió en el NanoDrop 2000® (Thermo Scientific) y la calidad 

se evaluó realizando un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 0.5% con 0.5-

1μl de ADN. El ADN de las cepas fue secuenciado mediante Illumina Nextseq, 2x75 pb, 

con 5 millones de lecturas “paired-end” y con Oxford Nanopore con 100x de profundidad 

en el Instituto de Biotecnología de la UNAM (IBT). 

                                                                                                                                                                                  

6.4 Análisis bioinformático de genomas de E. coli de la base de datos y las 12 cepas 

secuenciadas. 

Los genomas provenientes de la base de datos y de las 12 cepas se asignaron a un 

filogrupo de E. coli utilizando ClermonTyping 1.4 (Beghain et al., 2018) 

(http://clermontyping.iame-research.center). Además, los perfiles MLST se predijeron 

utilizando el esquema MLST de siete genes de Achtman en PubMLST para E. coli 

(https://pubmlst.org/organisms/escherichia-spp (consultado el 26 de febrero de 2021), los 

serotipos (O:H) se determinaron mediante la herramienta con Serotype Finder 2.0 

(Joensen et al., 2015) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/), y los patotipos 

diarragénicos  EPEC, ETEC, STEC, EIEC, DAEC, EAEC se asignaron según la 

presencia de genes marcadores de virulencia específicos para cada patotipo descritos 

por Robins-Browne et al., 2016 utilizando la herramienta BLASTn (85% de identidad y 

60% de longitud mínima, y valor E ≤0.000001) aquellos que contenían marcadores 

pertenecientes a diversos patotipos se describieron como híbridos y se nombraron de 

acuerdo con la literatura. Para los genomas contenidos en las bases de datos se incluyó 

la fuente de aislamiento para la designación del patotipo UPEC, cuando estuvo 

disponible la descripción del patotipo se describió como la publicación original.  

 

6.4.1 Análisis bioinformático de plásmidos de genomas E. coli de la base de datos 

y 12 genomas de cepas secuenciadas aisladas de productos frescos. 

Para identificar los plásmidos en cada secuencia se realizó una revisión manual y 

mediante la herramienta PlasmidFinder 2.1 
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(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) (Carattoli et al., 2014) (85 % de identidad 

y 60 % de longitud mínima) se identificó el replicón para cada plásmido (Carloni et al., 

2017). Además, para los plásmidos asignados al grupo IncF se usó pMLST 

(http://pubmlst.org/plasmid/) para determinar los subtipos (Villa et al., 2010). Las 

Unidades Taxonómicas Plasmídicas (PTU) fueron identificadas por COPLA utilizando los 

parámetros predeterminados (Redondo-Salvo et al., 2021) 

(https://castillo.dicom.unican.es/copla/). 

La presencia de elementos de conjugación en plásmidos se determinó utilizando la 

herramienta OriTfinder 1.1 (Li et al., 2018) (https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/) 

con el parámetro de E-value 0.000001 y 90% de identidad. La identidad de las relaxasas 

se confirmó con MOBScan (Garcillán-Barcia et al., 2020) 

(https://castillo.dicom.unican.es/mobscan) con la configuración predeterminada. 

Mientras que la clasificación de los plásmidos se estableció según su contenido de MOB 

y MPF: Conjugativos (presencia de oriT, relaxasa, TC4P y TSS4); no movilizables 

(ausencia de oriT o relaxasa) y movilizables (presencia de oriT y relaxasa, con TC4P 

variable) (Smillie et al., 2010) y la búsqueda de sistemas de adicción de tipo I (pndAD, 

srnBC y hok-sok) y tipo II (ccdAB, relEB, parDE, pemKI y vagCD) se realizó mediante 

alineamiento BLASTn con los parámetros 90% de cobertura, 80% de identidad y valor E 

≤ 0,000001; el sistema se consideró presente si las secuencias Antitoxina-Toxina (AT) se 

encontraban adyacentes. 

 

6.4.2 Análisis bioinformático de genes de virulencia y resistencia a antibióticos 

de los genomas de las bases de datos y los 12 genomas de las cepas 

secuenciadas. 

Todos los genomas se anotaron inicialmente con Prokka 1.14.6 (Seemann, 2014). 

Posteriormente, los genes de resistencia a los antimicrobianos se detectaron utilizando 

ResFinder v4.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) (Bortolaia et al., 2020) (con 

parámetros 80% de cobertura, 90% de identidad e E-value de 0.0001) y Comprehensive 

Antibiotic Resistance Database (CARD) v3.2.5 (https://card.mcmaster.ca/analyze) 

(McArthur et al., 2013) por el Identificador de Genes de Resistencia (RGI) con el algoritmo 

“estricto”.  El perfil genético de virulencia se estableció en función de la detección de 
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genes en VirulenceFinder v2.0 (con identidad del 90% y la cobertura del 70%) 

(https://cge.cbs.dtu .dk/services/VirulenceFinder/) (Tetzschner et al., 2020), 

VirulenceFinder database (VFDB) y VFanalyzer con parámetros predeterminados 

(http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/main.cgi, consultado el 20 de octubre de 2021) (Liu 

et al., 2019). Por su parte, el virotipo se asignó según la presencia de genes de virulencia 

siguiendo los esquemas descritos anteriormente (Barrios-Villa et al., 2018a; Nicolas-

Chanoine et al., 2014). Las islas de patogenicidad se predijeron utilizando IslandViewer 

4, que utiliza tres métodos independientes para la predicción de islas: IslandPick, 

IslandPath-DIMOB y SIGI-HMM (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer) 

(Bertelli et al., 2017), la comparación de las islas de patogenicidad se realizó utilizando 

Blastn v2.13 e Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al., 2011) utilizando las secuencias de las cepas 

prototipo reportadas por Desvaux et al., 2020. También, se realizó un análisis de 

enriquecimiento con 10,000 bootstrap aleatorios para evaluar la prevalencia relativa de 

los genes (virulencia o resistencia) compartidos en ambas poblaciones. Finalmente, el 

índice de Jaccard (IJ) se empleó para medir la coocurrencia de dos características 

binarias (presencia de genes de virulencia y/o resistencia y la asignación del plásmido a 

Inc/PTU específica), este valor varía de 0 (exclusión mutua) a 1 (coocurrencia total) de 

acuerdo con la siguiente fórmula: 

 

J (𝑚𝑖𝑚𝑗 ) =  
1

|𝑀|
 = ∑

#plásmidos con ma y mb

#plásmidos con con ma o mb
mϵM

 

 

Donde M es el conjunto de plásmidos que pertenecen a un Inc o PTU determinado, ma 

es el número de plásmidos que tienen resistencia (JI para resistencia) o virulencia (JI 

para virulencia) en plásmidos alimentarios y mb el número que tiene resistencia (JI para 

resistencia) o virulencia (JI para virulencia) en plásmidos clínicos. 
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6.4.3 Análisis bioinformático de elementos genéticos móviles de genomas E. coli 

de la base de datos y 12 genomas de las cepas secuenciadas aisladas de 

productos frescos. 

Las secuencias de inserción y los transposones se identificaron con Mobile Element 

Finder v1.0.3 (https://cge.food.dtu.dk/services/MobileElementFinder/) (Johansson et al., 

2021) y la identidad de las secuencias de inserción se confirmó utilizando ISfinder. 

(Siguier et al., 2006); mientras que VRprofile2 (https://tool2-mml.sjtu.edu.cn/VRprofile/) 

(Wang et al., 2022a) se utilizó para identificar el entorno genético de los genes de 

resistencia. Así mismo, se utilizó CD-HIT-EST (Li & Godzik, 2006) para agrupar 

estructuras similares con más del 99% de cobertura y similitud, y se representó una 

comparación estructural genética múltiple utilizando Easyfig v2.2.5 (Sullivan et al., 2011). 

 

6.4.4 Relación filogenética. 

6.4.4.1 Relación filogenética del análisis de los genomas de E. coli recolectados 

de las bases de datos públicas. 

Para analizar la relación filogenética, se utilizó CSI Phylogeny 1.4 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny) empleando los genomas de E. coli 

alimentaria y clínica utilizando los parámetros predeterminados con la cepa E. coli K-12 

(NC_000913.3) como referencia (Kaas et al., 2014). Posteriormente, el dendrograma se 

construyó utilizando el método de máxima verosimilitud con 1000 réplicas de arranque 

utilizando Fastree 2.1 (Price et al., 2013). Finalmente, se visualizó utilizando iTOL 6.0 

(https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2021). 

 

6.4.4.2 Relación filogenética de la cepa A23EC  

La cepa A23EC aislada de espinaca fue seleccionada ya que sobresalió por ser una cepa 

perteneciente al linaje pandémico ST131-B2-O25:H4-H30-Rx. El análisis inicial fue la 

comparación de A23EC con otros 86 genomas ST131 de E. coli completamente 

ensamblados depositados en GenBank, pertenecientes a los clados A, B y C. Los 

metadatos recopilados fueron la fuente de aislamiento, el año de muestreo y el país de 

origen (Anexo S1). Todos los genomas de E. coli denominados “clínicos” (66 genomas) 
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se asociaron con infecciones humanas de cepas recuperadas de orina (27.2%), sangre 

(19.6%), esputo (3.0%) y heces (3.0%). La categoría “animal” (4 genomas) representó 

muestras de perro, gato y cerdo. La categoría “ambiental” (3 genomas) incluye cepas 

aisladas de aguas residuales. Trece genomas no fueron clasificadas según su tipo de 

muestra y fueron etiquetados como “sin datos disponibles”. Se uso el Método de grupos 

de pares no ponderados usando promedios aritméticos (UPGMA) y se realizó con base 

en SNP, utilizando el gráfico de Newick obtenido con CSI Phylogeny 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny-1.2, consultado el 27 de junio, 2022) 

(Kaas et al., 2014) con la cepa EC598 O25b:H4-ST131 de E. coli MDR como genoma de 

referencia (NZ_HG941718.1), caracterizada como productora de la β-lactamasa de 

espectro extendido CTX-M-15,  resistente a fluoroquinolonas y porta la adhesina fimbrial 

tipo 1 fimH30.  (Forde et al., 2014). El árbol filogenético también se visualizó utilizando el 

software iTOL (https://itol.embl.de) (Letunic & Bork, 2021). 

 

6.5 Análisis del tamaño y número de plásmidos de las 12 cepas aisladas de 

vegetales. 

Se realizó la determinación del número y peso molecular de los plásmidos con 

electroforesis en gel de campos pulsados con nucleasa S1 (PFGE-S1). Esta técnica 

permite la visualización y determinación de peso molecular de los plásmidos, ya que se 

utiliza la enzima S1 para linealizar plásmidos. La cepa E. coli NCTC 50192 que posee 

cuatro plásmidos de tamaños conocidos (155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 Kb) se empleó como 

cepa control y se utilizó el programa Gel Quant Express ® para calcular el peso molecular 

de los plásmidos. 

 

6.5.1 Preparación de insertos 

A partir de un cultivo puro crecido durante 18 horas en agar infusión cerebro corazón 

(BHI), se realizó una suspensión en 3 ml de Buffer TE 1X (10mM Tris y 1mM EDTA, con 

pH 8) hasta conseguir una turbidez de 3 de McFarland en el densitómetro. Se preparó 

agarosa de bajo punto de fusión (Pulsed Field Certified Agarose, Biorad) al 1.5% en TE 

(10 mM Tris-HCl pH=8, 0.1 mM EDTA pH=8,0) y se mezcló con 0.5 ml de la suspensión 
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bacteriana, para finalmente distribuirse en moldes y generar los insertos que se dejaron 

resguardados en refrigeración (7°C) hasta su uso. 

 

6.5.2 Lisis bacteriana 

En un microtubo se añadió 1 ml de buffer de lisis (Tris 50mM pH=8, EDTA 50mM pH=8, 

Sarcosil 1%, 0.1 mg/L proteinasa K) y se colocó un inserto para llevarlo a baño maría a 

54°C durante 24 horas. 

 

6.5.3. Lavado de insertos 

Una vez concluido el tiempo de incubación se retiró del baño maría, se eliminó el buffer 

de lisis, se recuperó el inserto y se colocó en un tubo Falcon de 15 ml y se realizaron 

lavados de la siguiente forma: 

a) Se añadieron 7 ml de agua destilada estéril y se incubó durante 10 min en 

baño maría a 54°C. Se repitió 3 veces. 

b) Se eliminó el agua destilada, se añadieron 7 ml de buffer TE y se incubó 

durante 10 min en baño maría a 54°C. Se repitió 2 veces. 

c) Por último, se añadieron 7 ml de buffer TE y se incubó durante 10 min a 

temperatura ambiente. 

Finalmente, los insertos se colocaron en microtubos y se añadieron 500 l de TE y se 

guardaron a 4°C. 

 

6.5.4 Digestión enzimática con nucleasa S1. 

Medio (1/2) inserto de cada cepa se digirió con la enzima S1. El volumen final del tampón 

de digestión fue de 100 μl por tubo, a los que se añadieron 160 U/l de enzima S1 

(Fermentans Thermo Scientific®), 20 μl de Buffer 5X de la enzima y agua estéril. Se 

incubó por 40 min a 36°C. 
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Reacción Volumen 
Concentración 

final 

Enzima S1 1.6 l 0.08 U/mL 

Buffer 5X 20 l Buffer 1X 

Agua 78.4 l - 

Vol. Final 100 l - 

 

Posteriormente la digestión se detuvo colocando 150 l de EDTA 0.5 M y sarcosil (N-

Lauroylsarcosine sodium salt, Merck®) al 1% y se colocó en hielo durante 10 min.  

 

6.5.5 Preparación del gel de agarosa. 

Posteriormente los insertos se cargaron en el gel de agarosa (BIORAD®) al 1.2% con 

130 ml de TBE 0.5X, el exceso de líquido en el inserto se elimina con papel absorbente. 

Se colocó la cepa E. coli NCTC 50192 en el primer y último pozo. Finalmente, los pozos 

se sellaron con agarosa a 35-37ºC. 

 

6.5.6 Electroforesis.  

El corrimiento electroforético se realizó en gel de campos pulsados CHEF-DR II (Bio-Rad 

Laboratories Inc, Hercules, CA, EE. UU.) que se llenó con 2,850 mL de TBE 0.5X 

suplementado con tiourea 75 μM (0.0162 g). Las condiciones de corrimiento se describen 

en la Tabla 6.2. 

 

Tabla 6.2. Condiciones del corrimiento electroforético de la PFGE-S1 

Gradiente  6 V/cm 

Rampa lineal pulsada  1-30 s 

Tiempo de corrimiento  22 h 

Temperatura  14 °C 

 

6.5.7 Visualización. 

Al finalizar la electroforesis, el gel se tiñó en una solución acuosa de bromuro de etidio 

(20 μl/ 400 ml) durante 5 minutos, posteriormente se destiñó en agua destilada durante 

una hora y se visualizó en el transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging 

Systems cada hora durante 4 horas. 
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6.6 Evaluación fenotípica de la susceptibilidad a fosfomicina. 

6.6.1 Técnica de difusión en disco. 

La sensibilidad de fosfomicina se evaluó mediante la técnica de Kirby-Bauer, en la cual 

se realizó la estandarización del inóculo bacteriano de E. coli, en solución salina estéril 

(0.85% de NaCl); ajustándose a una turbidez del tubo 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/ml). 

Posteriormente se inocularon las placas de Müeller-Hinton y se emplearon discos que 

contenian 200 μg de fosfomicina y 50 μg de glucosa-6-fosfato (G6P) recomendado en 

las guías del Clinical and Laboratory Standards Institute. Se utilizó la cepa ATCC 25922 

como cepa control (CLSI, 2022). 

 

6.6.2 Técnica de dilución en agar.  

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó en agar Müller-Hinton 

suplementado con glucosa-6-fosfato (Sigma-Aldrich®) y fosfomicina disódica (Sigma- 

Aldrich®), en seis concentraciones: 32 µg/ml, 64 µg/ml, 128 µg/ml, 256 µg/ml, 512 µg/ml 

y 1024 µg/ml. Como cepa control se utilizó la cepa ATCC 25922 (CLSI, 2022). 

 

6.7 Evaluación de la producción de betalactamasas tipo AmpC mediante la 

prueba tridimensional. 

En una placa de Müeller-Hinton se inoculó un césped de E. coli ATCC 25922, una vez 

seca la superficie se colocó un disco de cefoxitina de 30 μg en el centro y se dispensaron 

20 μl de una suspensión bacteriana al 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/ml) de las cepas 

A65EC y A134_1EC en una hendidura radial realizada en la placa y se incubaron a 37°C 

por 18 horas. La prueba se interpretó como evidencia de la presencia de β-lactamasa 

AmpC cuando se observó un crecimiento de las cepas probadas (A65EC y A134_1EC) 

en la zona de inhibición. 
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6.8 Ensayos de conjugación 

La cepa A23EC perteneciente al linaje pandémico ST131-B2-O25:H4-H30-Rx que 

además fue portadora de un plásmido pA23ECtetA+, fue seleccionada. Se emplearon la 

cepa donadora A23EC y la cepa receptora C600 resistente a rifampicina (Rif+) se 

cultivaron por separado en 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37 °C 

durante la noche. Posteriormente, se mezcló 1 mL del cultivo de la cepa receptora y 250 

μL de la donante y se inocularon en 20 mL de LB. Se incubaron durante 24 horas a 37°C 

y 20°C con agitación de 130 rpm. Posteriormente, se realizaron diluciones en serie de 10 

a 106 y se sembraron en placas agar MacConkey (BD Bioxon) suplementado con 

rifampicina (100 μg/ml) y tetraciclina (10 μg/ml) para seleccionar las transconjugantes 

(Cortés-Cortés et al., 2016). Para confirmar la identidad de los transconjugantes, se 

realizaron amplificaciones por PCR de los genes tetA (ubicación del plásmido) y blaCTX-

M-15 (ubicación cromosómica) (Tabla 6.3). Cada experimento se realizó por triplicado. 

Mediante el análisis de t-student se comparó la frecuencia de conjugación del plásmido 

en el software estadístico Rstudio 1.4.1103.  

La frecuencia de conjugación (FC) se describe en este estudio como la relación entre el 

número de transconjugantes dividido por el número de receptores (Huisman et al., 2022; 

Mota-Bravo et al., 2023), expresada por la siguiente ecuación: 

𝐹𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 (

𝑈𝐹𝐶
𝑚𝐿 )

𝑅𝑒𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟𝑎𝑠 (
𝑈𝐹𝐶
𝑚𝑙

)
 

 

Tabla 6.3. Secuencias de los iniciadores y condiciones de las PCR, usados para la 
búsqueda de genes de resistencia 

Gen Iniciadores (5’→3’)  Condiciones de 
reacción 

Tamaño del 
amplificado 

(pb) 

Referencia 

blaCTX-
M 
3/15/22 

CTXM3G-F: 
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 

94°C 7 min. 1 ciclo 
94°C 50 seg. 
57°C 40 seg.  
72°C 1 min. 
35 ciclos 
72°C 5 min. 1 ciclo 

1018 
Pagani et 
al., 2003 CTXM3G-R: 

CCGTTTCCGCTATTACAAAC 

tetA TETA-1:GTAATTCTGAGCACTGTCGC 
95°C 5 min. 1 ciclo 
95°C 30 seg. 937 

Sáenz et 
al., 2004 
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TETA-2:CTGCCTGGACAACATTGCTT 

62°C 30 seg.  
72°C 45 seg. 
23 ciclos 
72°C 7 min. 1 ciclo 

IncFIA 
F:CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

94°C 5 min. 1 ciclo 
94°C 60 seg. 
60°C 30 seg. 72°C 
45 seg. 
30 ciclos 
72°C 5 min. 1 ciclo 

462 

Carattolli et 
al.,2005 

 

R:GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 

IncFIB F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 702 
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

IncFIC 
F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 

270 
R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC 

 

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1.5%, durante 35-45 min a 

100 V. Se utilizó el marcador de peso molecular Gene Ruler 100 bp Plus ADN ladder 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los geles se tiñeron en una disolución 

de bromuro de etidio (Ethidium Bromide 10 mg/ml, Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA,), 

0.5 g/L durante 10 segundos y se dejaron desteñir en agua destilada por 40 minutos. Se 

utilizó un digitalizador de imágenes MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems para la 

visualización de las bandas. 

 

6.9 Ensayos de formación de biopelícula. 

6.9.1 Formación de biopelícula en placa de 96 pozos. 

Las cepas se cultivaron en agar BHI a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se 

tomaron de 2 a 4 colonias y se colocaron en tubos con solución salina hasta ajustar 0.5 

McFarland (equivalente a 1.5x108 UFC/ml) con ayuda del densitómetro (Grantbio®), a 

continuación, se realizaron diluciones décuples (diluciones seriadas con factor 10) de la 

suspensión bacteriana hasta obtener 1x104 UFC/ml. Inmediatamente se colocaron por 

triplicado 20 L de suspensión bacteriana en una placa de 96 pozos de poliestireno sin 

carga y sin tratar. Se le adicionó 180 l de caldo BHI a cada uno. La cepa CFT073 se 

utilizó como control positivo. Se colocó BHI sin inóculo como control negativo y la placa 

se incubó a 37°C por 24 horas. Posteriormente, se determinó la DO de cada pozo a 530 

nm con un lector de microplacas BioTek ® y el software KC Junior ® de Biotek Systems.  

A continuación, se retiró el cultivo de cada pozo, y se lavó con 200 l PBS 1x (1.37M, 27 

mM, 100 mM y 18 mM) estéril. Después se agregaron 200 l de metanol y se incubo a 
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temperatura ambiente por 10 minutos para posteriormente descartarlo. Se agregaron 150 

l de cristal violeta al 0.1% y se incubó por 20 minutos nuevamente a temperatura 

ambiente. El cristal violeta se eliminó y se lavó dos veces con 250 l de agua tridestilada 

estéril. Finalmente se agregaron 200 l de ácido acético al 30% por 30 minutos y se leyó 

a 620nm. 

Adicionalmente para cuantificar la concentración de proteínas, se incubó una placa de 

96 pozos bajo las mismas condiciones, se recuperó el contenido de cada pocillo en un 

microtubo, se agregaron 200 l de MgSO4 y se colocaron en el mismo tubo. Se 

centrifugaron por 5 minutos a 13,000 rpm, se repitió el proceso una vez más. Finalmente, 

se retiró el sobrenadante y se le adicionaron 100 de PBS 1x para resuspender el 

contenido de proteínas. Se cuantificó la concentración de proteínas usando el equipo 

Qubit (Invitrogen) con el kit Qubit Protein BR Assay kit (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Ambas determinaciones se realizaron por triplicado con tres 

repeticiones. 

 

6.9.2 Formación de biopelícula en superficie de espinaca. 

Se cortaron hojas de espinaca sin defectos visuales (rotura, coloración oscura, superficie 

convexa o concava) en forma circular (d=15mm) y se pesaron, cada disco constituyó una 

unidad experimental. Los discos se sumergieron en una solución de hipoclorito de sodio 

(200 ppm) con relación peso volumen (p:v) de solución 1:40 y se agitaron suavemente 

por 2.5 minutos. Posteriormente se secaron al aire y se colocaron sobre una caja Petri. 

Se procedió a la inoculación de 20 l de una concentración de 1x107 UFC/ml de la 

suspensión bacteriana más 180 l de BHI. La totalidad del volumen (200 l) se distribuyó 

en la superficie axial de la hoja, finalmente se incubaron a 20°C por 24 horas. 

Transcurrido el tiempo de incubación las hojas se lavaron con 200 l PBS 1x estéril. 

Después se agregaron 100 l de cristal violeta al 0.1% y se incubó por 15 minutos a 

temperatura ambiente. El colorante se eliminó con lavados de 250 l de agua tridestilada, 

finalmente se agregaron 100 l de ácido acético de manera inclinada, se recolectó el 

lavado y se colocó en un microtubo. Se agregaron nuevamente 100 l de ácido acético 
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sobre la hoja y se dejó incubar por 15 minutos, luego se recolectó el líquido al término de 

la incubación y se agregó en el microtubo anterior. Finalmente se tomaron 200 l de lo 

recolectado y se colocaron en una placa de 96 pozos para leerse a 620nm. 

En ambas determinaciones la significancia estadística se determinó mediante la prueba 

de Tukey para la comparación de las medias entre todas las cepas de cada condición y 

la prueba t-student para comparar por pares cuando se presentaron dos condiciones 

(tiempo y temperatura) en el software R studio (v4.3.2.1). 

 

6.10 Ensayos de adherencia bacteriana a células HeLa. 

Las células HeLa se sembraron en botellas de cultivo celular con Medio Mínimo Esencial 

(DMEM) (Anexo S2) suplementado con el 5% de suero fetal bovino (SFB) (Thermo 

Fisher Scientific ®) y se incubaron a 37°C con una tensión de CO2 del 5%. Una vez 

alcanzada la confluencia del 80-90% el medio se retiró y se agregaron 4 ml de PBS y se 

descartó nuevamente. Se agregaron 2 ml de tripsina (0.25%) y se incubó por 2 minutos 

a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, se agregaron 5 ml de DMEM. Una vez que se 

realizó esto se tomó todo el contenido, se colocó en un tubo Falcon de 50ml y se 

centrifugó a 500 g a 4°C por 7 minutos, para decantar el sobrenadante. Finalmente se 

agregaron 4 ml de DMEM y se resuspendieron cuidadosamente las células.  

Para determinar la cantidad de células se utilizó la cámara de Neubauer, mezclando 12 

l de la suspensión celular (1:1) con la solución de azul de tripano, la concentración final 

se ajustó hasta obtener 5x104 células/ml. Se colocaron 425 l de esta suspensión por 

triplicado en una placa Millicel ® EZ slide (Merck Millipore ®) y se incubó a 37°C con una 

tensión del 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. El medio se retiró y 

se lavó la monocapa celular con PBS estéril. Posteriormente, se agregaron 250 ml de 

una suspensión bacteriana a una concentración de 1x106 UFC (1:20) en medio DMEM y 

las placas se incubaron por dos horas a 37°C con CO2 al 5%.  

Finalmente se retiró el medio, se lavaron los pozos dos veces con PBS, las células se 

fijaron agregando 200 ml metanol por 10 minutos y posteriormente se tiñeron con Giemsa 

(HYCEL®). El número de bacterias adheridas se contó directamente al microscopio en 
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14 campos por cada replica; los resultados se expresaron como el promedio de bacterias 

por célula. 

 

6.11 Ensayos de invasión bacteriana a células HeLa. 

Se realizó el mismo protocolo de mantenimiento de las células HeLa utilizado en el 

ensayo de adherencia hasta alcanzar el 80-90% de confluencia en los pozos de las 

placas Millicel ® EZ slide (Merck Millipore ®). De igual forma se agregaron 250 ml de una 

suspensión bacteriana a una concentración de 1x106 UFC (1:20) en medio DMEM y las 

placas se incubaron por tres horas a 37°C con CO2 al 5%. 

Transcurrido el tiempo de incubación el medio se decantó y se lavaron los pozos en dos 

ocasiones con PBS 1x. Posteriormente, se agregaron 250 l de Tritón X-100 1% durante 

10 minutos para liberar las bacterias intracelulares. 

A partir del lisado se realizaron diluciones de 101 a 104 en solución salina isotónica y se 

sembraron en placas de agar LB que se incubaron a 37°C toda la noche. Posteriormente 

se realizó el conteo de cada placa considerando la dilución correspondiente. Conteos 

superiores a 100 UFC indicaron replicación. Los ensayos se realizaron por triplicado de 

manera independiente.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION  

Debido a que los resultados muestras inicialmente un análisis bioinformático de genomas 

de bases de datos públicos; seguido de la segunda etapa del análisis experimental y 

genómico individual de cepas recolectadas de vegetales comercializados en la ciudad 

de Puebla; se presentarán los resultados obtenidos, así como su respectiva discusión de 

forma individual para cada apartado descrito previamente en el diagrama de trabajo. 

PRIMERA ETAPA 

7.1 Análisis bioinformático de genomas de E. coli depositados en las Bases de 

datos públicos. 

7.1.1 Filogenia de genomas de E. coli. 

Se determinó el origen de cada genoma para seleccionar aquellas provenientes de 

muestras clínicas y alimentarias. La identificación de los 1794 genomas de E. coli, 

permitió establecer que procedían de seis diferentes fuentes (clínica, veterinaria, 

ambiental, alimentos, otros, no determinado) (Figura 7.1). Las más abundantes fueron 

las procedentes de muestras clínicas (649) de las cuales el 45% (292/649) se reportaron 

de heces, orina y sangre; el resto provino de otros fluidos corporales, secreciones 

respiratorias y provenientes de heridas, expectoraciones, hisopados vaginales, anales y 

rectales, finalmente las muestras descritas genéricamente como especímenes clínicos 

humanos. Las cepas obtenidas de fuentes alimentarias, por el contrario, representaron 

el 4% (77) de los genomas. La mayoría de estas muestras asociadas a alimentos, fueron 

identificadas como provenientes de carne (ganado, aves y cerdos) o productos lácteos 

(queso y leche) y estuvieron vinculadas a animales productores de alimentos; en menor 

proporción algunas muestras provenían de productos frescos (germinados de alfalfa, 

lechuga, pepino, ensalada mixta y espinaca), cereales (harina) y bebidas fermentadas. 
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Figura 7.1 A. Fuentes de las secuencias genómicas de E. coli recolectadas hasta el 31 de diciembre del 

2020 de las bases de datos GenBank, ENA y DDBJ center.  Las muestras procedentes de ganado vivo se 

catalogaron como muestras veterinarias. B. Tipos de alimentos de los cuales se recolectaron los genomas 

de E. coli de origen alimentario. * indica el número de genomas (1%) provenientes de muestras de comidas 

preparadas y bebidas fermentadas,  ** muestra el porcentaje de genomas de cepas de E. coli aisladas de 

cereales (2%). 

 

Siete filogrupos (A, B1, B2, C, D, E y F) exceptuando G fueron descritos en ambas 

poblaciones de genomas (clínicos y alimentarios); la abundancia relativa de estos 

filogrupos fue similar en ambos orígenes (Figura 7.2) excepto el filogrupo B2 que fue 

mucho más abundante en los aislados clínicos (21%), en comparación con los 

alimentarios (1%).  
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Figura 7.2 Clasificación de filogrupos, serotipos y patotipos. A. Cepas alimentarias. B Cepas clínicas. 

En B solo se muestran ST que cuentan con más de tres genomas (649*). Los asteriscos indican los ST en 

los que se encuentran más de tres serotipos diferentes.  El porcentaje de genomas (% Genomas) muestras 

el número de genomas correspondiente al filogrupo y ST indicados en la parte inferior; mientras que en la 

parte superior se indican los serotipos asociados a ese grupo. . a* O10:H32, O159:H4, O26:H2, O81:H27, 

O113:H4, O16:H48; b* O16:H48, O45:H6, O73:H31, O1:H42, O128O:H12, O101:H10, O101:H4, 

O101:H17, O45:H45, O8:H17, O10:H32, O89:H10, O29:H4, O157:H16, O49:H12 y O12:H4; c* O88:H6, 

?:H37, ?:H20, O6:H16, O113:H16, O78:H11, O145:H11, O24:H4; d* ?:H5, ?:H6 y O141O:H5; e* O180:H2, 

O80:H2 y O70:H2; f* O188:H31, O131:H31, ?:H31, O86:H21, O39: H21, O154:H21, O131:H31 y O55:H12; 

g* O35:H28, ?:H25, ?:H28, ?:H9 y O54:H28; h* ?:H37, ?:H8, ?:H32 y O29:H8; i* O1:H7, O18:H7, O45:H7, 

O2:H7, O25:H4, O1:H7, O50:H4, O50:H4, O18:H7 y O45:H7; j* O17/O44:H18, O15:H18, O25:H18, 

O15:H18, O17:H18, O153:H2 y O17:H18; k* O153:H9, O102:H6, O51:H30, O153:H18 y ?:H9; l* O86:H51, 
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O124:H45, O124:H46 y O130:H10; m* O51:H4, O1:H6, O154:H51, O1:H6, O102:H6, O1:H42, O45:H6 y 

O1:H6; n* O8:H9, ?:H9, O8:H21, ?:H21 y O179:H9. Los diferentes patotipos se destacan utilizando el 

siguiente código de colores: amarillo (EAEC), naranja (EAED/EHEC), azul (UPEC), rosa (DAEC), violeta 

(EPEC), cian (STEC), rojo (EHEC) y gris (NPA, no asociado a patotipo). 

 

Además, al analizar los secuenciotipos (ST) sólo 16 de los 218 ST presentes en el 

conjunto de datos combinados, se superpusieron; siendo particularmente el ST11, el más 

prevalente (23% en alimentos y 11% en la clínica), lo que sugiere que las cepas ST11 

pueden exhibir un alto nivel de adaptación en ambos nichos ecológicos y, por lo tanto, 

cuenta con un elevado potencial de transmisibilidad a través de los alimentos.  

Por otra parte, se identificaron cuatro patotipos en genomas alimentarios (EHEC, EPEC, 

STEC, DAEC) y los mismos más tres adicionales en genomas clínicos (UPEC, EIEC y 

EAEC). EHEC fue el patotipo más frecuente en ambas poblaciones representado en su 

mayoría por genomas pertenecientes al ST11 (Figura 7.2). Sorpresivamente no se 

identificaron cepas EAEC o patotipos híbridos EAEC/EHEC en cepas alimentarias. 

Así mismo, al establecer la representación de los ST, los genes de virulencia y genes de 

resistencia mediante un análisis de enriquecimiento por medio de Monte Carlo, se 

observó que todos ellos superaban el valor de lo que sucedería si esto fuera al azar, es 

decir, el número de ST, ARG y GV compartidos superaban los esperado ocasionado por 

el azar (Anexo S3). 

 

7.1.2. Caracterización de plásmidos de genomas de E. coli alimentarios y clínicos. 

Se identificaron 161 plásmidos en genomas de cepas alimentarias (n=77) y 1624 

plásmidos en los genomas de cepas clínicas (n=649). Los genomas alimentarios y 

clínicos tuvieron como un número promedio de plásmidos por cepa 2,0 y 2,5 plásmidos 

por genoma, respectivamente (Figura 7.3).  
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Figura 7.3. Distribución del número de plásmidos. Gráfico lineal que muestra el número de plásmidos 

por genoma, indicado como % del número total de genomas de cada población. 

El rango de tamaños de los plásmidos que presentan ambas poblaciones fue de 1.1 kb 

– 404 kb. Además, se clasificaron en tres categorías correspondientes a su capacidad 

de transferencia prevista: conjugativos, movilizables y no movilizables. Para la población 

de plásmidos alimentarios (161), el 27,3% de los plásmidos se clasificaron como 

conjugativos y el 9,3% como movilizables, en comparación con el 30,3% y el 6,3%, 

respectivamente, para los plásmidos clínicos (1624) (Figura 7.4); indicando un 

porcentaje del 63.4% plásmidos no móviles en ambos grupos. Casi todos los plásmidos 

conjugativos tenían un tamaño superior a 25 kb, mientras que los plásmidos movilizables 

eran en su mayoría pequeños (<25 kb), lo que sugiere que los plásmidos pequeños se 

movilizan con la ayuda de plásmidos conjugativos grandes o bien podría ser inherente 

su diseminación debido al número de plásmidos en cada genoma. En general, en ambos 

casos el 36.6% que equivale a más de un tercio de los plásmidos tienen el potencial para 

transferirse horizontalmente.  
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Figura 7.4 Distribución del tamaño del plásmido y perfil de movilización. A. Plásmidos alimentarios 

(verde). El tamaño del plásmido muestra una distribución trimodal en la gráfica de barras en color verde 

con los siguientes tamaños de pico medianos: 3.2, 7.3 y 93.2 kb. B. Plásmidos clínicos (morado). El tamaño 

del plásmido muestra una distribución trimodal en la gráfica de barras en color morada con los siguientes 

tamaños de pico medianos: 1.5, 6.6 y 109.5 kb. 

 

Con PlasmidFinder se identificaron en los plásmidos los grupos de incompatibilidad (Inc) 

presentes. En plásmidos de E. coli aislados de alimentos (161) se identificaron 26 Inc, 

en comparación con 40 Inc para cepas clínicas (1624). La distribución de frecuencia de 

23 Inc de los plásmidos de los dos grupos fueron iguales (Figura 7.5). El 31.4% y el 

24.8%, respectivamente pertenecieron al IncFIB en ambos orígenes. De manera 
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interesante, un número importante en plásmidos alimentarios y clínicos no pudo ser 

asociado a ningún Inc y por lo tanto fueron clasificados como No Tipificables. 

 

 

Figura 7.5. Representación de grupos de incompatibilidad en función de la fuente de aislamiento 
de los plásmidos. Los replicones se enumeran como en PlasmidFinder; cuando el programa no asignó 
ningún replicón conocido, se definió el plásmido como no tipificable (NT). 

 

Mediante el clasificador taxonómico de plásmidos, COPLA se asignaron las Unidades 

Taxonómicas Plasmídicas (PTU) basadas en fracciones de alineamiento de identidad de 

nucleótidos a cada grupo de plásmidos; el análisis asignó 124 de los 161 plásmidos 

alimentarios a 39 PTU diferentes; en el caso de los plásmidos clínicos, de un total de 

1624 plásmidos 1236 fueron asignados a 60 PTU diferentes. Únicamente, tres de las 39 

PTU alimentarias (PTU-E46, PTU-E54 y PTU-E79) estaban ausentes en los plásmidos 
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clínicos; esto es notable dada la diferencia de casi 10 veces en el tamaño de los 

plásmidos clínicos con respecto a los plásmidos alimentarios. Las 24 PTU presentes en 

plásmidos clínicos y ausentes en plásmidos alimentarios fueron: PTU-58, PTU-9, PTU-

E12, PTU-E16, PTU-E19, PTU-E20, PTU-E29, PTU-E38, PTU-E4, PTU-E45, PTU-E47, 

PTU-E48, PTU-E51, PTU-E65, PTU-E68, PTU-E71, PTU-E73, PTU-E78, PTU-E8, PTU-

FK, PTU-FSh, PTU-HI1B, PTU-L/M y PTU-N. 

De los 124 plásmidos en genomas alimentarios, mediante COPLA el 63% se predijo su 

promiscuidad hasta el nivel de familia, el 3.2% hasta el nivel de orden y < 1% hasta el 

nivel de clase. Por otro lado, se indagó si estas PTU se encontraban en  otras especies 

bacterianas encontrando que las PTU identificadas habían sido reportadas previamente 

en otros géneros bacterianos, siendo Salmonella y Klebsiella los mayormente 

representados, 13 y 10 PTU, respectivamente (Redondo-Salvo et al., 2020) (Figura 7.6, 

panel B). 
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Figura 7.6 Clasificación PTU de plásmidos alimentarios. A. Clasificación de PTU y su 

correspondencia con las familias de relaxasas (MOB). El número de plásmidos atribuidos a cada una 

de las PTU se enumera a la derecha, dentro del cuadrado naranja. Inmediatamente se indica el Inc y el 

rango de hospedero con números romanos. B. Diagrama de cuerdas que muestran la presencia de 

estas PTU en distintos géneros bacterianos. Los géneros que comparten una PTU determinada se 

muestran unidos por un borde curvo, cuyo grosor es proporcional al número de plásmidos compartidos. 

Los géneros bacterianos fueron Salmonella (13), Klebsiella (10), Shigella (9), Enterobacter (6), Citrobacter 

(6), Serratia (2), Yersinia (1) y Proteus (1). 

 

7.1.3 Contenido de genes de resistencia a antimicrobianos (ARG) en plásmidos 

Se encontraron 175 genes asociados a la resistencia de al menos 14 familias diferentes 

de antibióticos (Tabla 7.1). Las familias estuvieron representadas de manera similar en 

ambas poblaciones de plásmidos, con genes que codifican para β-lactamasas, y 

resistencia hacia aminoglucósidos, fluoroquinolonas y trimetoprim con mayor frecuencia. 
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Los genes asociados a la resistencia a fosfomicina únicamente se encontraron en 

plásmidos de origen clínico.  

 

Tabla 7.1 Contenido de ARG, agrupados por familias y superposición entre conjuntos de 

datos de plásmidos alimentarios y clínicos. 

Familia de 
antibióticos 

Genes de resistencia asociados 

Alimentos Clinica 

Aminoglucósidos 
(17,33,12*) 

acc(3)- IIa, aph(3'')-lb, aadA1, 
aadA2,  aph(6)-Id,  aac(3)-IId, 

aph(3')-Ia, aadA22, aadA5, aph(3')-
IIa, aac(3)-IIg, aac(3)-IV, aac(6')-IIc, 
aadA17, aadA24, aph(4)-Ia, aph(6)-

Ic 

aph(6)-Id, aph(3'')-Ib,aadA5, aadA1, aadA2, 
aac(3)-IId, aph(3')-Ia, aac(3)-IIe, rmtB, aac(6')-
Ib10, aac(3)-IV, aadA16, aph(3')-IIa, ant(3'')-IIa, 

aph(4)-Ia, rmtC, aadA22, aac(6')-Ib9, aadA3, 
aac(3)-IIc, aac(3)-VIa, ant(2'')-Ia,aph(6)-Ic, 

aac(6')-Il, aph(3')-VI, aph(3')-VIa, aph15, armA, 
aac(6')-33, aac(6')-Ian, aac(6')-Ib aadA6, aph(3')-

IIIa, aph(3')-VIb 

betalactamasas 
(14,58,11**) 

blaTEM-1b, blaCTX-M-15, blaCTX-M-55, 
blaTEM-1a, blaCMY-2, blaSHV-12, blaCTX-M-

65, blaHERA-3, blaLAP-2, blaNDM-5, 
blaOXA-10, blaTEM-135, blaTEM-214, 

blaTEM-215 

blaTEM-1b, blaCTX-M-15, blaTEM-1a, blaCTX-M-
55, blaNDM-5,blaCTX-M-14,blaCTX-M-1,blaOXA-
1, blaKPC-2, blaCMY-2,blaCMY-42,blaCTX-M-27, 

blaKPC-3, blaCMY-6,blaOXA-181, blaOXA-
9,SHV-134, blaTEM-135, blaCARB-3, blaCTX-M-
3, blaOXA-48, blaCMY-4, blaCTX-M-65, blaNDM-
4, blaTEM-57, blaVIM-1, blaCMY-136, blaCTX-M-

64, blaNDM-7, blaOXA-10, blaSHV-1, blaTEM-
214, blaTEM-30, blaCMY-111, blaCTX-M-2, 

blaCTX-M-125, blaCTX-M-44, blaIMP-14, blaIMP-
4, blaKPC-4, blaNDM-6, blaNDM-9, blaOXA-163, 
blaOXA-204, blaOXA-4, blaOXA-484, blaPBP3, 

blaSCO-1, blaTEM-10, blaTEM-156, blaTEM-169, 
blaTEM-190, blaTEM-20, blaTEM-201, blaTEM-

215, blaTEM-26, blaVEB-5 

fluoroquinolas 
(6,6,4) 

qnrS1, qnrB19, qnrA1, qnrB1, 
aac(6')-lb-cr, qnrS11 

aac(6')-Ib-cr, qnrS1, oqxA, oqxB, aac(6')-Ib-cr6, 
qepA4, qnrA1, qepA2, qnrB1, qnrB10, qnrB2, 

qnrB4, qnrB6, qnrE2, qnrS2 

trimethoprim 
(5,14,5) 

dfrA12, dfrA14, dfrA1, dfrA17, dfrA5 
dfrA17, dfrA12, dfrA14, dfrA27, dfrA1, dfrA5, 

dfrA16, dfrA7, dfrA7, dfrA8, dfrA21, dfrA25, dfrB4 

fenicoles (3,9,3) floR, cmlA1, cmlA5 
cmlA1, catl, floR, catB3, catII, cmlA5, catB2, 

cmlA6,catIII 

tetraciclinas (4,8,4) tet(A), tet(M), tet(B), tet(X4) 
tet(A), tet(B), tetR, tet(X4), tet(D), tet(C), 

tet(W/N/W), tet(M) 

macrolidos (1,5,1) mphA mphA, mef(B), mphB, mphE, EreA2 

colistina (2,3,1) mcr-1.1, mcr-9.1 mcr-1.1, ICR-Mo, mcr-1.2 

sulfonamidas 
(3,3,3) 

sul1, sul2, sul3 sul1, sul2, sul3 

lincosamida (3,3,3) linG, lnu(F), lnu(G) linG, lnu(F), lnu(G) 
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rifamicyna (1,2,1) arr-2 arr-2, arr-3 

glycopeptidos 
(1,1,1) 

blmA blmA 

nucleosidos (1,1,1) sat-2 sat-2 

fosfomicina (0,3,0) -  fosA2, fosA3, fosA4 

rRNA methylasas 
(1,2,1) 

ermB ermB, msrE 

 
Genes contenidos en plásmidos alimentarios, en plásmidos clínicos, genes compartidos entre plásmidos 

alimentarios y clínicos. Los genes están coloreados según su presencia sólo en alimentos o clínica o 

compartida: negro para genes no compartidos y negrita para genes exclusivos de plásmidos alimentarios 

y rojo para genes compartidos en ambos nichos. Los números colocados entre paréntesis en la columna 

de “familia de antibióticos” indica (Número de genes en plásmidos alimentarios, número de genes en 

plásmidos clínicos y número de genes compartidos). Los asteriscos indican para los aminoglucósidos y los 

betalactámicos que el solapamiento supera el número esperado de solapamientos al azar, *5 y **6 genes, 

respectivamente.  

 

El número promedio de ARG por plásmido fue mayor en los plásmidos clínicos que en 

los alimentarios, esto se debió en gran medida porque existió un número mayor de 

plásmidos con presencia de ARG en genomas de origen clínico (53.8%) en comparación 

con los genomas provenientes de alimentos (34.1%) (Figura 7.7). De los 175 ARG 

identificados, solo 51 genes se superpusieron entre las dos poblaciones de plásmidos. 

Once genes ARG fueron exclusivos de los plásmidos alimentarios (Tabla 7.1) y 113 eran 

exclusivos de plásmidos clínicos.  
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Figura 7.7. Distribución de genes ARG en plásmidos, desglosada por clase de antibiótico, considerando 
el grupo de incompatibilidad (Inc). La intensidad del color es proporcional a la prevalencia de la asociación 
tipo gen-Inc. Plásmidos alimentarios (n=55) y plásmidos clínicos (n=558) que albergaron al menos un gen 
de resistencia. FQ, fluoroquinolonas; TMP, trimetroprim; FEN, fenicoles; TET, tetraciclina; MAC, 
macrólidos; COL, colistina; BE, bombas de eflujo; FS, fosfomicina, SL, sulfonamidas, LS, lincosamidas, 
RF, rifampicina. 
 

Uno de los hallazgos más sobresalientes fue el reporte del gen blaNDM-5 en un plásmido 

IncFII (subtipo F1:A − :B − ) (pF070, AP023237.1) aislado de una muestra de carne de 
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cerdo. La Figura 7.8 compara el entorno genético de los 26 plásmidos (alimenticios y 

clínicos) que transportan blaNDM-5. Esto incluye seis plásmidos IncX3 de origen clínico y 

una variedad de subtipos IncF asociados con el mismo PTU (PTU-FE). En términos de 

su entorno genético, todos los plásmidos portadores de blaNDM-5 los podemos clasificar 

en cuatro grupos diferentes (a, b, c y d) según el análisis de las estructuras genéticas; 

en la figura resalta la presencia de IS específicas en la vecindad, pero también la 

presencia o ausencia de los siguientes genes: bleMBL (gen de resistencia a la bleomicina), 

trpF (fosforibosilantranilato isomerasa), dsbD (proteína de intercambio de disulfuro) y de 

proteínas hipotéticas de diferentes longitudes. 

 

Figura 7.8. Contexto genético del gen blaNDM-5 plásmidico.  Se muestran los genes, transposasas y 

secuencias de inserción que rodean al gen blaNDM-5. El tamaño de la flecha es proporcional a la longitud 

prevista de los genes identificados. El color significa: amarillo, genes transposasa y secuencias de 

inserción; rojo, genes de resistencia a antibióticos; blanco, otros; gris, proteínas hipotéticas. Los plásmidos 

se clasificaron en cuatro grupos (a-d) con base en el contexto genético del gen blaNDM-5.  Las etiquetas 

para PTU: “?”, “PTU putativa” o “No PTU” se mantuvieron de acuerdo con COPLA ya que representan una 

asignación verdadera, esto indica que la base de datos de COPLA no contaba en el momento del análisis 

con al menos 3 plásmidos pertenecientes al mismo grupo del plásmido analizado. El único plásmido de 

origen alimentario se resalta en negrita. 
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Así mismo, en este estudio se reporta en plásmidos alimentarios portadores de genes de 

resistencia a la colistina: mcr-1.1 y mcr-9.1 transportados mayormente en plásmidos 

IncHIA (79%) e IncI (solo mcr-1.1) comparándolos con plásmidos clínicos (Figura 7.9). 

Se establecieron 6 entornos genéticos de acuerdo con la presencia secuencias de 

inserción: a) ISApI1-mcr, b) ISKpn26-mcr, c) IS903-mcr, d) mcr flanqueado por proteínas 

hipotéticas, e) ISApI1-mcr-DUF156-ISApI1, f) ISApI1-DUF186-ISKpn26-ISApI1 

 

 

Figura 7.9 Contexto genético del gen mcr, comparando plásmidos alimentarios y clínicos. Se 

muestra un esquema de los plásmidos que contienen el gen mcr (5 alimentarios y 29 clínicos), ordenados 
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por tamaño descendente. La localización del gen mcr se muestra con un rombo rojo. En la parte inferior 

se muestra la sinténia del gen mcr pueden clasificarse en seis perfiles definidos (azul, amarillo, verde, rosa, 

morado y rojo), en la figura se muestra un representante de cada una de estas categorías establecidas de 

acuerdo con la presencia e identidad de secuencias de inserción que flanquean al gen mcr.  Las flechas 

blancas, amarillas y rosa claro denotan las secuencias de inserción ISApl1, ISKpn26 e IS903. Las flechas 

rojas denotan el gen de resistencia a la colistina mcr. Las flechas sin etiqueta y de color gris representan 

proteínas hipotéticas (de tamaño variable). 

 

7.1.4 Contenido de genes de virulencia en plásmidos 

Se identificaron 72 genes de virulencia conocidos en el conjunto completo de datos de 

plásmidos. El número promedio de genes de virulencia por plásmido fue mayor en 

plásmidos clínicos (4 factores de virulencia en promedio, en comparación con 3 para 

plásmidos alimentarios), pero la distribución general del número de genes de 

virulencia/plásmido fue similar (sin diferencia estadística, p>0.5). Únicamente 33 genes 

se compartieron entre los dos grupos de plásmidos (Anexo S4) y solo cinco de ellos 

fueron exclusivos de los plásmidos alimentarios: afaA, afaB, afaC, afaE8 y fim41a, los 

primeros cuatro codifican para adhesinas afimbriables, mientras que el quinto codifica la 

subunidad de la fimbria F41 asociada a patotipo ETEC (Duan et al., 2020b). 

Por otra parte, los genes de virulencia más frecuentes compartidos entre las dos 

poblaciones son traT, sitA, iucC, ompT y hlyF. Se ha informado que sitA y iucC 

desempeñan un papel en el secuestro del hierro y la regulación del metabolismo en 

cepas ExPEC (Sarowska et al., 2019). El gen ompT codifica una endopeptidasa de 

membrana integral bien caracterizada que se describe como participante en la adhesión 

a las células epiteliales del hospedero en las cepas ExPEC, APEC y DAEC (Kukkonen & 

Korhonen, 2004; Torres et al., 2020; Wolfgang et al., 2017); hlyF es una hemolisina que 

contribuye a la virulencia de ExPEC al regular la liberación de toxinas durante el 

establecimiento de la infección (Gigliucci et al, 2019; Murase et al., 2016). Finalmente, 

traT es un gen que codifica una lipoproteína de membrana externa cuya expresión se ha 

relacionado con una mayor resistencia sérica, aunque el mecanismo no se ha descrito 

claramente y también se ha demostrado su participación en la modulación del proceso 

de conjugación (Sukupolvi & O’Connor, 1990; Li et al., 2022) (Figura 7.10).  
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Figura 7.10 Presencia de genes de virulencia en plásmidos pertenecientes a cada tipo de 

incompatibilidad (Inc). A. Plásmidos alimentarios. B. Plásmidos clínicos. La intensidad del color rosa 

es proporcional a la prevalencia de la asociación gen-tipo Inc. A. Plásmidos alimentarios (n=76). B. 

Plásmidos clínicos (n=724). 
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7.1.5 Coocurrencia de ARG y genes de virulencia con plásmidos (Inc/PTU). 

El índice de Jaccard (JI) mide la coocurrencia de dos características binarias y varía de 

0 (exclusión mutua) a 1 (coocurrencia total), valores de Jaccard de 0.3-0.5 generalmente 

nos indica que las características suceden ambas de manera frecuente, mientras que 

valores superiores a 0.5 indicarían que hay una coocurrencia alta, es decir, más de la 

mitad de los elementos (genes de virulencia o resistencia) se encuentran en el otro 

conjunto de datos (Inc y PTU). En este caso, se empleó con la finalidad de cuantificar la 

ocurrencia de que un plásmido perteneciente a un grupo de incompatibilidad o PTU 

definido, y la presencia de genes de virulencia o resistencia a antimicrobianos.  

Los resultados de los valores de Índice de Jaccard (JI) mostrados en la Tabla 7.2 varían 

entre 0 y 0.29, con un promedio de 0.11. Los valores más altos correspondieron para 

genes de resistencia a los antimicrobianos a IncR, IncF (F−:A −:B1) y p0111 (IJ=0.18), 

IncX1 (IJ=0.18) e IncI1–1 (IJ=0.14). Por otra parte cuando analizamos para los genes de 

virulencia se observa que los más representativos fueron IncF(F23:A-:B3) (IJ = 0.45), 

IncB/O/K/Z (IJ=0.33) y IncHIB (IJ=0.25) (Tabla 7.2 primeras 4 columnas). Estos valores 

sugieren moderadamente que hay una predilección de grupos específicos de Inc para 

albergan genes de resistencia, de virulencia o de ambos, como en el caso de IncF. 

Además, Es de notar que, en comparación con los ARG, los factores de virulencia 

producen valores de JI mucho más altos; esto se debe, al menos en parte, al número 

menor de genes de virulencia involucrados (72 genes de virulencia, en comparación con 

175 genes de resistencia). 

Tabla 7.2 Representación del Índice de Jaccard (IJ) para cada categoría (resistencia y 
virulencia) en plásmidos representados por al menos tres unidades en genomas 
alimentarios y clínicos. 

Inc Group 
IJ 

resistencia 
IJ 

virulencia 
IJ 

total 
Grupo 
PTU 

IJ 
resistencia 

IJ 
virulencia 

IJ 
total 

Col 0 0 0 Non-PTU 0.07 0 0.05 

Col156 0 0.2 0.2 Non-PTU 0 0.03 0.02 

ColRNAI 0 0 0 Non-PTU 0 0.33 0.25 

IncB/O/K/Z 0.09 0.33 0.21 PTU-?  0 0 0 

IncC 0.1 0.11 0.1 
PTU-

B/O/K/Z 
0.09 0.36 0.22 

IncF (F-:A-:B-) 0.02 0.11 0.06 PTU-E22 0 0 0 
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IncF (F-:A-:B1) 0.18 0.4 0.25 PTU-E5 0 0.45 0.31 

IncF (F2:A-:B-) 0.02 0.06 0.02 PTU-E50 0.38 0 0.38 

IncF (F23:A-:B3) 0 0.45 0.29 PTU-E69 0 0.44 0.44 

IncHI1B 0.03 0.25 0.05 PTU-E7 0 0.2 0.2 

IncI1-I 0.14 0.11 0.13 PTU-E9 0 0 0 

IncR 0.18 0.08 0.15 PTU-FE 0.23 0.41 0.28 

IncX1 0.17 0 0.15 PTU-HI1A 0.12 0.25 0.14 

IncY 0.03 0 0.03 PTU-HI2 0.24 0.5 0.25 

NT 0.03 0 0.02 PTU-I1 0.11 0.13 0.11 

p0111 0.18 0 0.18 PTU-Y 0 0 0 

Promedio 0.07 0.13 0.12 Promedio 0.07 0.17 0.15 

Grupo Inc (primera columna) y Grupo PTU (quinta columna) enumera las réplicas con al menos tres 

plásmidos representados en los conjuntos de datos de plásmidos clínicos y alimentarios. JI resistencia 

indica el valor del Índice de Jaccard para la presencia de genes de resistencia, JI virulencia indica el valor 

del Índice de Jaccard para la presencia de genes de virulencia, y JI total indica el valor del Índice de Jaccard 

para la presencia de la suma de genes de virulencia y resistencia. 

 

Las PTU representan una clasificación filogenética a diferencia de la clasificación por 

grupo de incompatibilidad, con este argumento se realizado nuevamente la cuantificación 

de coocurrencia mediante el índice de Jaccard para cada PTU, estos resultados se 

muestran en la Tabla 7.2. En este caso, mientras que el índice promedio se mantuvo 

igual, los valores más altos aumentaron considerablemente (hasta 0.38). Los tres PTU 

con los valores más altos fueron PTU-E50 (IJ=0.38), PTU-HI2 (IJ=0.24) y PTU-FE 

(IJ=0.23). El aumento en los valores máximos de JI para la resistencia en los PTU, una 

clasificación que indica plásmidos relacionados filogenéticamente; este hallazgo aunado 

a que los 1/3 partes de los plásmidos que contenía genes de virulencia o resistencia a 

los antibióticos se encontraban vinculados con la capacidad potencial de transferencia 

ya que fueron descritos como móviles (68.3%, 62.2%, respectivamente), refuerza la 

teoría de que el intercambio de ARG entre los alimentos y las cepas clínicas podría estar 

dominado por un grupo específico de plásmidos filogenéticamente relacionados. 

Ya que algunas PTU involucran múltiples grupos Inc, el siguiente paso fue observar todas 

las combinaciones de PTU-grupo Inc para plásmidos que están representados en ambos 

grupos, los resultados se muestran en la Figura 7.11. Debido a la gran cantidad de 

combinaciones de PTU y replicón, el tamaño promedio de la muestra se redujo 

sustancialmente; por lo que se realizó una representación de los plásmidos de cada 
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origen (Figura 7.11 en el panel C). Debe tomarse en consideración que si se tiene un 

tamaño de muestra muy bajo en los orígenes se reduce la significancia del IJ, lo que 

implicaría una sobreestimación del valor, por lo que las conclusiones deben considerar 

esta información. 
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Figura 7.11 Superposición de factores de resistencia y virulencia, desglosados por combinaciones 

específicas de grupos PTU-Inc. La primera sección presenta las combinaciones PTU-Inc, y la segunda 

sección muestra las combinaciones PTU-subtipo IncF. Cada una de las figuras se divide en Panel A. Índice 

de Jaccard (JI) de resistencia y de virulencia como indicador de superposición genética entre plásmidos 

alimentarios y clínicos. Los valores varían entre 0 (sin superposición) y 1 (superposición completa). Panel 

B. Muestra el tamaño promedio (pb) de los plásmidos asignados a cada una de las combinaciones de 

grupos PTU-Inc. Panel C. El número de plásmidos identificados para cada combinación de grupos PTU-

Inc desglosado por fuente, alimento (circulo verde) y clínica (circulo morado). Los recuadros rojos indica el 

grupo que tienen 3 plásmidos o más de cada origen (clínico y alimentario) que cuentan con una 

coocurrencia con el contenido de ARG y genes de virulencia. Los recuadros verdes indica el grupo que 

tienen 3 plásmidos o más de cada origen (clínico y alimentario) que cuentan con una coocurrencia 

únicamente con el contenido de genes de virulencia. Los recuadros rosas indica el grupo que tienen 3 

plásmidos o más de cada origen (clínico y alimentario) que cuentan con una coocurrencia únicamente con 

el contenido de genes de resistencia a antibióticos. 

 

 

Con la consideración anterior, Figura 7.11, de describe en la primera sección todas las 

combinaciones PTU-Inc, teniendo tres paneles, en el panel A se muestran los valores del 

IJ que siguen las mismas pautas anteriores para interpretar de manera correcta su 

importancia, la siguiente sección muestra el tamaño promedio de los plasmidos 

correspondientes a esa combinación PTU-Inc y en el ultimo panel la representación de 

los plásmidos clínicos y alimentarios, es decir, el número de plásmidos con la 

combinación PTU-Inc para evitar una sobreestimación inadecuada y concluir de manera 

correcta en aquellos que tuvieran un IJ superior >0.18. Con lo anterior, podemos 

constatar que las combinaciones de PTU-replicón que parecen tener genuina presencia 

simultánea en el contenido de ARG y genes de virulencia son PTU-B/O/K/Z-IncB/O/K/Z 

(JI=0.09, con 43 plásmidos clínicos y 4 plásmidos de alimentos), PTU-HIA/IncHI1B 

(JI=0.12, con tres plásmidos en cada grupo) y PTU-HI2/IncHIA (JI=0.2, con 21 plásmidos 

clínicos y 4 plásmidos alimentarios) (Figura 7.11 y Tabla 2). También se mostró la 

combinación PTU-E7/Col156 (JI=0.2, con 28 plásmidos clínicos y 4 plásmidos 

alimentarios) y Non-PTU/ColRNAI (IJ=0.32, con 12 plásmidos clínicos y 6 plásmidos 

alimentarios) específicamente para genes de virulencia. 

Así mismo, dentro de los plásmidos IncF para mostrar la presencia preferente de genes 

de virulencia y resistencia se destaca la combinación PTU-FE/IncF(F−: A−:B1) (IJ=0.21, 

con 11 plásmidos clínicos y 7 plásmidos de alimentos). De igual forma nuevamente se 
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muestran combinación especificas para genes de virulencia PTU-E41/IncF(F-:A-:B15) 

(IJ=0.5, con 9 plásmidos clínicos y 2 plásmidos de origen alimentario), PTU-E5/ 

IncF(F23:A-:B3)  (IJ=0.42, 56 plásmidos de origen clínico y 15 de origen alimentario) y 

PTU-FE/IncF(F-:A-:B-) (IJ=0.69, con 32 plásmidos de origen clínico y 6 de origen 

alimentario) (Figura 7.11 en la segunda sección).  

Los genes aph(6)-Id, aac(3)-IId, aadA2, blaCTX-M-55, blaTEM-1, sul1, sul2, sul3 y tet(A) 

fueron albergados en los plásmidos localizados en los grupos señalados con los puntajes 

más altos de IJ (Tabla 7.3). De igual formar en el caso de los genes que codifican factores 

de virulencia, resalta el gen de enterohemolisina, ehxA, que se encuentra en cinco de las 

ocho categorías y es uno de los genes que está sobrerrepresentado en los plásmidos 

alimentarios, es decir, se encontraron con mayor frecuencia de lo que se esperaba 

encontrar si este evento sucediera al azar. Esta observación sugiere que la presencia 

elevada de este factor de virulencia en los alimentos probablemente se ve facilitado por 

la transferencia horizontal a través de plásmidos. 

Tabla 7.3.  Contenido génico de las combinaciones PTU-Inc con alto Índice de Jaccard. 

Combinaciones PTU-Inc Resistencia Virulencia 

PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z aph(6)-Id, aph(3'')-Ib 
cia, cib, ehxA, epeA, espP, 

iha, subA, traT 

 PTU-HI2 IncHIA 
aac(3)-IId, aadA2, aadA22, mcr-1.1,  
blaTEM-1, arr-2, blaCTX-M-55, dfr14,linG, 

qnrs1, mphA, sul1, sul2, sul3 
terC 

Non-PTU ColRNAI   cea 

PTU-E69 IncB/O/K/Z   ehxA, espP, toxB, katP 

PTU-HI2 IncHI2A 
 aadA1, aadA2, aph(3')-Ia, mcr-1.1, 

sul3, tet(A) 
- 

PTU-FE F:-:A-:B1 
aac(3)-IId,  aph(3')-IIa, aph(6)-Id, 
blaCTX-M-55, sul1, sul2, blaTEM-1, 

tet(A) 

cvaC, ehxA, etsC, hlyF, iroN, 
iss, iucC, iutA, mchF, ompT, 

sitA, traT, tsh 

PTU-E41 F-:A-:B15 - 
ehxA, etpD, traT, etpP, nleA, 

cia 

PTU-E5 F23:A-:B3 - ehxA, espP, etpD, toxB, katP 

En negrita, se muestran los genes que se encuentran en más de una categoría de las ocho 
enlistadas con el IJ más alto. 
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7.1.8 Discusión 

A pesar de la limitante del análisis respecto a la fecha de colección de las cepas de E. 

coli a las cuales pertenecían los genomas, el número de la muestra (aproximadamente 

10 veces menos genomas de origen alimentario que clínico) y del sesgo inherente de la 

distribución geográfica de países sobrerepresentados debido a programas de vigilancia 

epidemiológica, los resultados obtenidos mediante este análisis cuantitativo y de estricto 

enfoque genómico, muestran superposiciones de importancia, al igual que la relación 

entre los genes y los grupos Inc y/o PTU, debido a que estos representan propiedades 

filogenéticas entre ambos grupos  y además la mayoría de nuestras observaciones 

concuerdan con reportes previos en la literatura y también los amplían con el aporte de 

nuevos datos . 

El análisis filogenético (Anexo S5), así como la comparación de los filogrupos, y 

secuenciotipos de ambos conjuntos de genomas, muestra un número menor de cepas 

en ambos orígenes, lo que sugiere que las cepas se intercambian entre ambos 

ambientes como poca frecuencia, excepto por aquéllas cepas de E. coli que pertenecen 

al ST11, ya que su alta transmisibilidad a través de los alimentos es congruente con los 

estudios que informan que el clon EHEC O157:H7 que pertenece al ST11 está vinculado 

con brotes de infección humana causada por el consumo de carne contaminada (Omer 

et al., 2018). Así mismos estudios respaldan que EHEC O157:H7 (así como STEC) es 

un patotipo adaptado al ganado bovino y diseminado a los humanos a través del contacto 

directo con animales, sus heces o a través del ambiente o los alimentos contaminados 

(dos Santos et al., 2023; Grispoldi et al., 2020; Pianciola & Rivas, 2018). 

Al observar el plasmidoma en ambas poblaciones, se presenta un número de plásmidos 

superior en los genomas clínicos respecto a los alimentarios; sin embargo, el estudio 

mostró características de tamaño y movilización similares en los dos conjuntos, por 

ejemplo; la mayoría de los plásmidos conjugativos eran grandes (25–200 kb), el límite de 

tamaño superior podría estar relacionado con los costos de adaptación de la 

transferencia de megaplásmidos (Romanchuk et al., 2014; San Millan & Maclean, 2019). 

En contraste, el 26.6% de los plásmidos movilizables eran muy pequeños (<20 kb), y que 
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plásmidos pequeños tienden a tener un alto número de copias (Millan et al., 2016); esto 

implicaría una posible compensación entre los diferentes tamaños de plásmidos para el 

acceso a la diversidad genética: la mutagénesis en plásmidos multicopia, que permiten 

la deriva genética al retener copias (Rodriguez-beltran et al., 2018) o bien el acceso un 

acervo genético mayor proporcionado por cepas bacterianas donadoras durante el 

proceso de conjugación, lo que produce en la cepa receptora depósitos de genes 

capturados de diversas fuentes clínicas y ambientales. 

Uno de los principales hallazgos de este estudio es el gran número de genes de 

resistencia en plásmidos alimentarios, esto podría estar vinculado con el uso de 

antibióticos como profilácticos, metafilácticos, promotores de crecimiento en animales 

dedicados a la alimentación y el posterior uso del estiércol para cultivos (Lima & 

Domingues, 2020; Zalewska et al., 2021) o inclusive como contaminación durante el 

sacrificio y procesamiento de la carne (Lavilla Lerma et al., 2013; Oniciuc et al., 2019). 

Particularmente, se reporta una alta prevalencia de BLEE en cepas de E. coli en 

alimentos de origen animal, asociado al uso de antibióticos betalactactámicos en la 

producción de animales de consumo descritos alrededor del mundo (Khalifa et al., 2024), 

vinculados a un número amplio de grupos de incompatibilidad en plásmidos (Madec & 

Haenni, 2018). Respecto a la comparación entre plásmidos alimentarios y clínicos, se 

observó que en aislamientos clínicos los genes que codifican para las BLEE se 

encuentran asociados con casi todos los tipos de plásmidos, aunque de manera más 

frecuente con ColRNA, IncF, IncI, IncN, IncX, IncH, NT y p0111; mientras que para los 

plásmidos alimentarios el  Inc asignado resultó ser más restringido.  

Particularmente, los carbapenémicos son antibióticos que se administran de manera 

exclusiva en humanos; sin embargo, se ha reportado un número cada vez mayor de 

cepas de E. coli resistentes a dicha familia de antibióticos aisladas fuera de los entornos 

hospitalarios de atención a humanos (Anjum et al., 2021; Nji et al., 2021). En este estudio 

se identificó el gen blaNDM-5 en un plásmido IncF (F1:A−:B−) (pF070, AP023237. 1) 

aislado de carne de cerdo; este plásmido había sido reportado anteriormente en un 

aislado de heces de un residente japonés (Sugawara et al., 2021). En alimentos blaNDM-

5 ha sido reportado en E. coli proveniente de animales destinados al consumo humano 



RESULTADOS: Análisis bioinformático de bases de datos públicas. 
 

89 
 

(vacas, aves de corral y cerdos) y albergados únicamente en plásmidos IncX3; (Tang et 

al., 2019; Wang et al., 2022),  contrastando con nuestro hallazgo, alertando el hecho de 

encontrarlo en un plásmido IncF por su alta distribución. 

También, se identificaron genes de resistencia a colistina (de la familia de las polimixinas) 

que sólo se usa como un tratamiento de último recurso en la clínica humana (Ahmed et 

al., 2020), aunque en contraste, es ampliamente utilizado en medicina veterinaria y esto 

podría explicar porque en la última década han surgido con mayor frecuencia reportes 

de cepas resistentes en todo el mundo aisladas en diferentes ambientes (Kim et al., 2022; 

Zhang et al., 2021), mediada por plásmidos (Anyanwu et al., 2020). También, se observó 

que una de las combinaciones del grupo PTU-Inc (PTU-HI2/IncHIA) se asoció con mcr-

1.1 en plásmidos alimentarios y clínicos, lo que sugiere que ese grupo específico de 

plásmidos puede actuar como facilitador de la transferencia horizontal de genes de 

resistencia a la colistina entre ambos orígenes, esto concuerda con lo reportado 

anteriormente en lo cual se describía junto con IncI2 y InX4 como los plásmidos más 

frecuentes asociados al transporte de mcr (Matamoros et al., 2017). 

Así mismo, en plásmidos alimentarios se encontró un alto número de genes de virulencia, 

particularmente factores que participan en adhesión. Ahora bien, las presiones para 

retener genes de virulencia probablemente estén relacionadas con la supervivencia en 

el animal que hospeda a la bacteria (en el caso de la carne y los productos lácteos) 

(Arimizu et al., 2019) o con permanecer adheridos a las superficies de los alimentos como 

el caso de vegetales, frutas u otros alimentos (Vassallo et al., 2023), viéndose involucrada 

la adaptación al entorno alimentario. De manera interesante, uno de los genes más 

frecuentes en plásmidos alimentarios fue el que codifica la enterohemolisina ehxA que 

ha sido catalogada como de importancia en cepas STEC vinculadas con ganado bovino 

y asociadas con derivados de productos cárnicos y que principalmente participa en la 

adherencia a las células del huésped, induce inflamación y ayuda a evadir las defensas 

inmunológicas (Hua et al., 2021) y espP que al igual que otros genes de virulencia (etpD 

y katP) se ha descrito previamente en el plásmido pO157 asociado principalmente con 

aislados de EHEC y ETEC. Aunque la función de espP es actuar como una proteasa que 

degrada proteínas del huésped, lo que ayuda a las bacterias a modular la respuesta 
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inmune y a favorecer la colonización y el daño tisular; mientras que la etpD es esencial 

para la formación del sistema de secreción tipo VI (SST6) y katP permite la evasión del 

sistema inmune (Schwidder et al., 2019). Probablemente, la alta frecuencia de aparición 

en los genes de virulencia en los plásmidos de origen alimentario se deba alta frecuencia 

de la presencia de ST11-EHEC en alimentos. 

Por otro lado, considerando la superposición, es decir, la presencia de genes en 

plásmidos de ambos orígenes, los resultados de este análisis sugieren que algunas de 

las presiones selectivas operan en ambos ambientes. Este fenómeno es mayor respecto 

a los genes de virulencia, ya que en contraste hay una mayor presencia y diversidad de 

genes de resistencia en la clínica mediada por plásmidos, esto podría ser debido al uso 

de antibióticos de manera rutinaria como profilaxis y terapia. Además, se observó que la 

superposición en los genes de resistencia y virulencia se presentó en grupos Inc 

específicos, y aún más cuando se analizaron las PTU, que se consideran unidades 

genuinas relacionadas filogenéticamente, y todavía se enriquece cuando se observan 

combinaciones específicas de grupos PTU-Inc, lo que respalda nuestra propuesta de que 

la movilización de genes de virulencia, de resistencia o de ambos está dirigida por un 

grupo de plásmidos especializados entre E. coli de origen alimentario y clínico. 

En conjunto, los resultados sugieren que los plásmidos encontrados en cepas de E. coli 

que contaminan los alimentos representan reservorios de genes de resistencia y 

virulencia y facilitan su intercambio genético con cepas clínicas a través de THG. El 

análisis de las características genómicas no sólo de la filogenia de las cepas sino de sus 

elementos genéticos móviles aislados en la clínica frente a cepas de alimentos, sostiene 

la premisa de la especificidad del nicho y el papel crítico de la transferencia horizontal 

para la propagación y el mantenimiento de la resistencia a los antibióticos y la virulencia 

(Day et al., 2019; Dorado-García et al., 2018,a Silva & Mendonça, 2012). En general, los 

resultados resaltan la importancia de aislar cepas de E. coli provenientes de alimentos, 

realizar su secuenciación del genoma completo y analizar su contenido de genes de 

virulencia, resistencia a antibióticos y plásmidos de todo el mundo para realizar la 

vigilancia epidemiológica y desde el punto de vista de la implementación de la 

información generada es que la identificación de combinaciones específicas de grupos 
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PTU-Inc que concentran la mayoría de la superposición de carga entre los plásmidos 

alimentarios y clínicos podría ayudar a diseñar estrategias para la vigilancia 

epidemiológica de los alimentos contaminados con E. coli y sumar esfuerzos para 

contener la resistencia antibiótica estudiando cepas no clínicas.
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SEGUNDA ETAPA 

7.2 Análisis de 12 cepas de E. coli aisladas de vegetables en la ciudad de Puebla. 

7.2.1 Determinación del número y tamaño de plásmidos por PFGE+S1 

Se utilizaron 12 cepas de E. coli provenientes de vegetales de establecimientos fijos y 

ambulantes previamente caracterizadas como bacterias multidrogorresistentes, diez 

cepas fueron productoras de BLEE y 2 de CMY mediante PCR (Carreón-León,2019). En 

el presente estudio se realizó el análisis de PFGE+S1 para conocer cantidad y el peso 

molecular aproximado de los plásmidos, mostrando que las 12 cepas portaban al menos 

un plásmido (Anexo S6). En total se identificaron 28 plásmidos con un tamaño entre 40 

Kb y 250 Kb. El 46.4% (13/28) superaban los 100 Kb (Tabla 7.4). Se debe considerar la 

limitante de la identificación de plásmidos más pequeños en esta técnica (<6.8 Kb). 

Tabla 7.4 Caracterización parcial del contenido de plásmidos de cepas de E. coli. 

ID Cepa Alimento Establecimiento 1BLEE 
Número de 
plásmidos 

(PFGE) 
Tamaño (Kb) 

A6EC Tomate Fijo + 5 127.7 85.1 65.9 44.1 40.3 

A7EC Pepino Fijo + 2 124.4 108.2       

A23EC Espinaca Fijo + 1 157.8         

A38EC Tomate Fijo + 2 241.2 125.8       

A44EC Lechuga Ambulante + 3 102.9 96.8       

A65EC* Cilantro Ambulante - 3 120.7 89.2 68.9    

A68EC Cebolla/Cilantro Ambulante + 1 107.5         

A101EC Cebolla/Cilantro Ambulante + 2 71.1 67.3       

A122EC Rábano Ambulante + 2 101.2 97.9       

A134_1EC* Cilantro Fijo - 4 107.2 95.8 83.1 65.0 62.4  

A134_2EC Cilantro Fijo + 2 135.8         

A143 Cebolla/Cilantro Fijo + 2 143.4 95.1       

 * cepas con CMY-2  
1Carreón-León, 2019 
 

7.2.2 Caracterización genómica de cepas de E. coli secuenciadas por Illumina. 

Se procedió a secuenciar las 12 cepas de E. coli recuperadas del muestreo realizado por 

Carreón- León, 2019, diez de las cuales fueron productoras de BLEE y las dos restantes 

portaron CMY-2; así como al menos un plásmido por cepa. El resultado de la 

secuenciación mostró un promedio del tamaño del genoma después del ensamble de 
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4.99 Mb, mientras que el porcentaje de GC (%GC) fue 50.5%. Además, se confirmó la 

identidad de E. coli para las 12 cepas con un valor de ANI en promedio de 99.98%. Cinco 

cepas pertenecieron al filogrupo A, mientras que 3 cepas fueron identificadas como B1, 

tres cepas más como C y únicamente la cepa A23EC perteneció al filogrupo B2. Los ST 

más prevalentes fueron ST155, ST746 y ST5019 correspondientes a dos aislamientos 

cada uno. Por su parte todos los serotipos fueron únicos a excepción de O86:H10 

presente en los genomas A134_2EC y A143EC. En el caso de la variante de FimH todas 

fueron diferentes a excepción FimH149 presente en A134_2EC y  A143EC; así como la 

variante FimH35 en las cepas A44EC y A122EC (Tabla 7.5).  

Tabla 7.5 Caracterización de 12 genomas de cepas E. coli aisladas de vegetales. 

ID Contigs Filogrupo Serotipo ST FimH %GC Tamaño 
(MB) 

A6EC 327 B1 O100:H34 155 121 50.3 5.2 

A7EC 138 B1 O-:H10 155 32 50.5 4.9 

A23EC 274 B2 O25:H4 131 30 50.7 5.3 

A38EC 302 A O4:H4 746 1429 50.5 5.0 

A44EC 146 C O78:H9 23 35 50.5 4.9 

A65EC 246 A O-:H37 746 31 50.7 4.9 

A68EC 157 C O-:H9 410 24 50.6 4.8 

A101EC 171 B1 O162:H10 101 111 50.4 4.9 

A122EC 150 C O78:H9 23 35 50.6 4.9 

A134_1EC 262 A O21:H48 10 54 50.5 5.1 

A134_2EC 263 A O86:H10 5019 149 50.6 5.0 

A143EC 289 A O86:H10 5019 149 50.7 5.0 

Promedio 227 - - - - 50.5 4.9 

El ensamble se realizó con lecturas cortas provenientes de secuenciación de Illumina. 
En negritas las cepas productoras de CMY-2 

 

7.2.3 Identificación de genes de virulencia, resistencia a antibióticos y replicones. 

Se identificaron 33 genes de resistencia diferentes, todas las cepas mostraron al menos 

6 genes con un valor máximo de 14 en la cepa A134_2EC. Los genes estuvieron 

asociados a la resistencia contra aminoglucósidos (11), betalactámicos (6), trimetroprim 

(4), fosfomicina (3), sulfonamidas (3), fluoroquinolonas (3) y tetraciclinas (2) (Tabla 7.6). 

Además de acuerdo con el análisis de MGE, 30 genes se albergaron en plásmidos. 
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Por otra parte, se identificaron 34 genes de virulencia, los aislamientos mostraron al 

menos 6 genes, resaltando que la cepa A23EC mostró un número máximo de 22 genes 

de virulencia. Los genes estuvieron asociados principalmente con colicinas (5), toxinas 

(5), adhesión (6), metabolismo de hierro (9), transporte (2), resistencia y sobrevivencia 

(4), hemolisina (1), hemaglutinina (2) (Tabla 7.6). En este caso únicamente el 32% 

(11/34) se encontró asociado a plásmidos.  

Ahora bien, ya que todos los aislamientos mostraron la presencia de plásmidos de 

acuerdo a PFGE-S1 y que más del 90% de los genes de resistencia y un número 

importante de genes de virulencia se reportaron asociados a estos elementos móviles, 

se identificaron los replicones encontrando 14 diferentes, los cuales pertenecieron a 

IncFIA (1), IncFIB (10), IncFIC (7), IncFII(7), Col (pHAD289)(2), Col156 (2), Col(MG828) 

(5),  p0111 (4), IncI1-I (2), IncI2(1), IncHI2 (1), IncQ1 (1), IncX1 (1) e IncY (1) (Tabla 7.6). 
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Tabla 7.6 Genes de virulencia y resistencia a antibióticos identificados en el genoma de E. 
coli aisladas de alimentos frescos.  

ID de 
Cepa 

Genes de resistencia Genes de virulencia Replicones  

aNúmero: 
tamaño de 

plásmidos (Kb) 

A6EC 
blaCTX-M-55, dfrA1, 
fosA7.5, gyrA_S83L, 

qnrB19, sat-2, sul3, tet(A) 

cea, cma, cvaC, gad, hlyF, 
hra, iucC, iutA, lpfA, 

ompT, sitA, terC, traT 

Col (pHAD28), 
IncFIB, IncFIC, 

IncX1 

*5:130,92,72,41,
32 

A7EC 
aac(3)-IIe, aadA1, aph(3')-

Ia, blaCTX-M-55, 
gyrA_D87N, sul3, tet(A) 

celb, cma, cvaC, gad, 
hlyF, iucC, iutA, lpfA, 
ompT, sitA, terC, traT 

Col156, IncFIB, 
IncFIC, IncFII 

2:124,108 

A23EC 

aac(3)-IIe, aac(6')-Ib-cr, 
blaCTX-M-15, 

gyrA_S83L,gyrA_S80I,mdfA, 
blaOXA-1, tet(A) 

chuA, cnf1, fyuA, gad, hra, 
iha, irp2, iss, iucC, iucD, 
iutA, kpsE, kpsMII_K5, 
papA, papC, sat, senB, 

sitA, terC, traT, usp, yfcV 

Col156, IncFIA, 
IncFIB, IncFII 

*1:157 

A38EC 

aac(3)-IIe, aadA3, blaCTX-
M-55, blaTEM-1B, dfrA12, 
fosA7.5, gyrA_S83L, sul3, 

tet(A), tet(C) 

astA, cma, cvaC, gad, 
hlyF, iucC, iutA, ompT, 

sitA, terC, traT 

IncFIB, IncFIC, 
IncHI2 

*3:237,134,17 

A44EC 
aph(6)-Id, aph(3")-lb, 

blaCTX-M-15, blaTEM-1B, 
qnrB19, sul2 

cia, cvaC, etsC, gad, 
mchF, hlyF, iroN, iss, 
iucC, iutA, lpfA, ompT, 

sitA, terC 

Col (MG828), 
IncFIB, IncFII, 
IncI2, IncQ1, 

IncY 

2:103,97 

A65EC 
aadA2, blaTEM-210, 

blaCMY-2, dfrA12, dfrA14, 
sul1, tet(A) 

cia, gad, iss, sitA, terC, 
traT 

IncFII, IncI1-I, 
p0111 

*4:123, 93,63,5 

A68EC 
aac(3)-IIe, blaCTX-M-55, 

gyrA_D87N, parC_S80I, 
sul3, tet(A) 

cea, cma, cvaC, fyuA, 
gad, hlyF, irp2, iucC, iutA, 

lpfA, ompT, sitA, terC 

Col(MG828), 
IncFIB, IncFIC 

1:176kb 

A101EC 
aph(3'')-Ib, blaCTX-M-15, 
fosA3, qnrB19, sul2, tet(A) 

gad, hra, lpfA,  papA, 
ompT, traT, terC 

Col(MG828), 
IncFIB, IncFIC, 

IncFII 
*4:98,95,79,37 

A122EC 
aph(6)-Id, aph(3")-lb, 

blaCTX-M-15, blaTEM-1B, 
qnrB19, sul2, tet(A) 

gad, cia, cvaC, etsC, hlyF, 
iroN, iss, iucC, gad, iutA, 
lpfA, mchF, ompT, sitA, 

terC 

Col(MG828), 
IncFIB 

2:101,98 

A134_1EC 

aac(3)-IId,  aadA5, blaCMY-
2, dfrA17, fosA2,  

gyrA_S83L, parC_S80I, 
sul3, tet(A) 

cia, astA, gad, hra, iss, 
terC 

IncFII, IncI1-I, 
p0111 

*5:112,96,88,70,
62 

A134_2EC 

aac(3)-IIe, aadA1, aph(3')-
Ia, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, 

blaCTX-M-55, blaTEM-1B, 
dfrA14, gyrA_S83L, 

parC_S80I, qnrB19, sul2, 
sul3,  tet(A) 

cea, cma, cvaC, gad, hlyF, 
hra, iss, iucC, iutA, kpsE, 
kpsMII_K5, ompT, sitA, 

terC, traT 

Col(pHAD28), 
IncFIB, IncFIC, 
IncFII, p0111 

2:136,127 

A143EC 

aac(3)-IIe, aadA1, aph(3')-
Ia,  aph(6)-Id,  blaCTX-M-55, 

blaTEM-1B, dfrA14, 
gyrA_S83L, parC_S80I, 
qnrB19, sul2, sul3, tet(A) 

cea, cma, cvaC, gad, hlyF, 
hra, iss, iucC, iutA, kpsE, 
kpsMII_K5, ompT, sitA, 

terC, traT 

Col(pHAD28), 
IncFIB, IncFIC, 

p0111 
2:143,95 

aNúmero y tamaño de los plásmidos determinado por PFGE+S1. * Cepas secuenciadas por Illumina y 

Nanopore y ensambladas con Unicycler.
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7.3 Análisis individual de la cepa A23EC aislada de espinaca 

Después de analizar las características generales de las 12 cepas, se seleccionaron 6 

para realizar un análisis más profundo. De acuerdo con el análisis bioinformático anterior 

la primera cepa seleccionada fue la A23EC aislada de espinaca (Tabla 7.4), se identificó 

dentro del filogrupo B2, ST131 y serotipo O25:H4 (Tabla 7.5), reportada como parte de 

un linaje altamente virulento. Además, mostró la presencia de seis genes de resistencia 

a antibióticos, incluyendo blaCTX-M-15 y fue confirmada como MDR. También, se determinó 

la presencia de 22 genes de virulencia, así como de un plásmido relacionado con cuatro 

replicones (Tabla 7.4 y Tabla 7.6).  

Para obtener una mejor resolución del genoma se utilizó ensamble hibrido con lecturas 

largas por Nanopore MinION con la cual se obtuvieron dos contigs de 5.2 Mb y 157 Kb, 

identificados como cromosoma y plásmido, respectivamente. Así mismo, el nuevo 

ensamble permitió identificar 14 genes de virulencia adicionales (csgAB, malX, yehABCD 

y fimABCDEFG), el gen asociado a la resistencia de cloranfenicol, catB3 incompleto, 

cuatro genes asociados a la resistencia a metales (baeRS, cpxA y pmrF), 25 genes que 

codifican para biocidas (acrABDFS, evgAS, mdtBCEFGHMNOP, marA, emrABEKRY y 

tolC) y el operón KpnEF asociado a la tolerancia al estrés térmico. 

 

7.3.1 Análisis filogenético de A23EC 

Para ubicar a la cepa A23EC en el contexto global de genomas ST131 se realizó un 

análisis filogenético comparándola con 86 genomas ST131 reportados en las bases de 

datos libres. Este análisis permitió agrupar los genomas en los tres clados ST131 

conocidos, a saber, A, B y C. Dentro del clado C, se agruparon en dos subclados 

principales (C1 y C2). Dentro del subclado C2, vemos dos grupos monofiléticos distintos 

(sublinajes), que denominamos C2a (13 cepas) y C2b (18 cepas); de acuerdo con la 

agrupación, A23EC pertenece al sublinaje C2b, caracterizado este grupo por que 1) 

Llevan una estructura de transposón TnMB1860 flanqueada por elementos IS26. Este 

transposón está integrado cromosómicamente en todos los casos y su sitio de 

integración cromosómica en estos genomas es consistente con un único evento de 

captura. 2) Llevan una isla de patogenicidad similar a PAI II536 con un gen cnf1 adicional. 
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3) Pertenecen consistentemente al virotipo E, siguiendo el esquema de genes de 

virulencia descrito por Nicholas-Chanoine en 2014 y los genes adicionales sugeridos por 

Barrios-Villa en 2018 (Nicholas-Chanoine et al., 2014; Barrios-Villa et al.,2018a) 4) 

frecuentemente albergan un plásmido F(31,36):A(4,20):B1. En la Figura 7.12, se 

muestra que los genomas contenidos en el sublinaje C2b corresponden en gran medida 

a cepas clínicas humanas, a excepción de tres cepas ambientales aisladas de aguas 

residuales. El origen geográfico de las muestras del sublinaje C2b incluye a Asía, Europa, 

Australia y América del Norte y del Sur (Anexo S1). 

 



RESULTADOS: Análisis de la cepa E. coli A23EC 
 

98 
 

Figura 7.12. Filogenia de la cepa A23EC (en negritas) en el contexto de genomas ST131 de la base 

de datos GenBank. El asterisco indica todas las cepas utilizadas también en el estudio de Biggel et al., 

2022, el triángulo pequeño junto al número de acceso al GenBank indica las cepas pertenecientes al 

sublinaje C2b incluidas en el estudio de Biggel et al., 2022 (CP049077.2, CP018991.1 y CP049085.2) y el 

círculo indica las cepas incluidas en el estudio de Shropshire et al., 2021 (CP049077.2, CP018991.1, 

CP049085.2 y LS992192.1). Las casillas rellenas indican la presencia de un gen determinado. La 

presencia de los genes chua, fyuA y yfcv fue determinada como potencialmente UPEC (Spurbeck et al., 

2012). La identificación de los genes sat, papGII, cnf1 y hlyA, de acuerdo con los criterios de Nicolas-

Chanoine et al., 2014 y Barrios-Villa et al., 2018a catalogaron a la A23EC dentro de las cepas ST131 como 

parte del virotipo E 

 

7.3.2 Viruloma de A23EC, ubicación y entorno genómico. 

De los 28 genes de virulencia identificados, 24 se ubicaron en el cromosoma y 

específicamente 14 estuvieron contenidos en tres islas de patogenicidad, mientras cuatro 

genes fue ubicado en el plásmido (Anexo S7). La primera isla fue nombrada en este 

estudio como PAI IA23EC y fue similar a PAI II536 con una cobertura del 84% compartiendo 

trece genes de virulencia incluidos el operón hlyABCD (operón codificador de hemolisina) 

y el grupo de genes papABCDEHKX y papGII (adhesina de la punta de la fimbria P) 

(Figura 7.13). A diferencia de PAI II536, PAI IA23EC también contiene cnf1 y fimC.  

La segunda isla de patogenicidad denominada en este estudio como PAI IIA23EC, la cual 

mostró gran similitud con la PAI ICFT073 con una cobertura del 89%, que albergó a sat 

(toxina autotransportadora secretada), kpsMII-K5 (variante de proteína capsular K5), al 

operón iucABCD, miembros de una familia de sideróforos independientes de la sintetasa 

de péptidos no ribosómicos (NIS), iutA (receptor férrico de aerobactina) e iha (adhesina 

homóloga del gen regulado por hierro).  

Finalmente, la tercera isla de patogenicidad es PAI IIIA23EC. Esta PAI es similar a PAI 

IICFT073 correspondiente a la isla de alta patogenicidad (HPI) con una cobertura del 98% 

que incluye los genes de biosíntesis del receptor de yersinobactina y facilita la captación 

de hierro irp2, fyuA y ybtAEPQSTX. La principal diferencia es que la A23EC muestra un 

irp1 intacto (Figura 7.13).  

La cepa A23EC de acuerdo con su contenido genético y su comparación con esquemas 

previamente establecimos en otros estudios, fue determinada como ExPEC,  (Dale & 

Woodford, 2015), además, fue clasificada como potencialmente UPEC (Spurbeck et al., 
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2012) y establecida dentro del grupo de E. coli ST131 como virotipo E (Nicolas-Chanoine 

et al., 2014; Barrios-Villa et al., 2018a) (Figura 7.12). 

 

Figura 7.13 Comparación de la estructura genética de las tres islas de patogenicidad encontradas 

en A23EC con las PAI de UPEC. A. Comparación PAI-I CFT073-I/A23EC. B. Comparación PAI-II CFT073-

II/A23EC. C. Comparación C. 536-II/A23EC. Las líneas grises indican las regiones con 69-100% de 

identidad por Blastn. La imagen se generó con EasyFig y los números de acceso de las secuencias de la 

cepa prototipo utilizada se colocaron entre paréntesis. 

 

7.3.3 Perfil fenotípico y genotípico de resistencia a los antibióticos. 

Los datos anteriores clasificaron a la cepa A23EC como MDR productora de BLEE y 

susceptible únicamente a carbapenémicos, fosfomicina, cloranfenicol y trimetoprima con 

sulfametoxazol. 

La circularización del ensamble utilizando lectura largas permitió identificar al gen mdfA 

que codifica para una bomba de eflujo y está asociado a la resistencia a macrólidos; 

además se identificó un determinante de resistencia a la tunicamicina (tmrB) y el gen 

truncado ΔcatB3, este albergó dos deleciones en marco que involucran un total de 28 

aminoácidos, reduciendo el tamaño de esta proteína de 210 a 182 aminoácidos, lo que 

da como resultado una pérdida de homología con respecto a la referencia que comienza 
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en la posición de aminoácido 147, eliminando así todo el dominio α-helicoidal C-terminal 

(Anexo S8). 

Así mismo, la subunidad gyrA de la girasa y la subunidad parC de la topoisomerasa IV 

tenían tres mutaciones puntuales que conferían resistencia a las fluoroquinolonas: S83I, 

D87N en la girasa y S80L en la topoisomerasa IV. 

Por su parte, en el cromosoma se identificaron los genes aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-lb-cr , 

blaOXA-1,  ΔcatB3, blaCXT-M-15 y el gen wbuC (también conocido como orf477) contenidos 

en un fragmento modular de un tamaño de 12,837 pb flanqueado por IS26, denominado 

previamente como TnMB1860 por Shropshire et al., 2021. La unidad MB1860_A contenía 

los primeros 5 genes y se encontraba delimitado en el extremo 3' por un grupo ΔIS3, 

ISKpn11, IS26 y ΔTn2. Mientras que el fragmento MB1860TU_B está delimitado por dos 

elementos IS26 en la orientación del sentido opuesto y contenía una secuencia ISEcp1 

parcial (Figura 7.14). 

 

Figura 7.14 Estructura genómica y contexto genético de la secuencia TnMB1860 en la cepa de           

E. coli A23EC. 

 

Se realizó una búsqueda del arreglo de TnMB1860 en 2387 genomas completos de E. 

coli. Se seleccionaron aquellas con una identidad de secuencia del 98% con una 

cobertura >70%, que tuvieran una disposición similar de los seis genes de resistencia 

dentro de una ventana de 20,000 pb; encontrando de esta manera 18 coincidencias 

altamente significativas (17 cromosómicas y 1 plasmídica). De manera interesante las 17 

secuencias genómicas pertenecieron al sublinaje C2b del subclado C2 mostrado en la 

Figura 7.12. Al realizar el análisis de comparativo del tranposón compuesto, se 

obtuvieron cinco agrupaciones. El grupo 1 estuvo integrado por la secuencia plasmídica 

p11A_p2 (180.962 pb), descrito anteriormente por Shropshire et al., 2021. A diferencia 
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de las secuencias cromosómicas, en p11A_p2 las unidades de TnMB1860 se encuentran 

separadas por un fragmento de 18,314 pb que contiene 13 ORF incluyendo varios 

factores de virulencia (Figura 15). Además, de forma interesante la cepa portadora del 

plásmido también albergaba a TnM1860 en el cromosoma perteneciente al grupo 3 junto 

a la A23EC. La presencia simultánea en un gen de resistencia en el cromosoma y en un 

plásmido dentro del mismo aislado no es infrecuente y se interpreta como una etapa 

intermedia en la incorporación de contenido genético de un plásmido al cromosoma 

(Wang et al., 2022).  

 

Figura 7.15. Disposición genética comparativa de TnMB1860 en genomas pertenecientes al 

sublinaje C2b. *Indica la secuencia plasmídica (p11A_p2). 

 

Por su parte la cepa A23EC se localizó en el grupo 3 con otras 11 secuencias 

cromosómicas (Figura 7.15); en 10 genomas se identificó que el sitio de inserción de 

TnMB1860 se encuentra a ~4.400 pb del gen que codifica la metionil-ARNt sintetasa, 

metG, en un operón de biosíntesis del cofactor de molibdopterina (Figura 7.16). En la 

cepa restante (p4A; secuencia CP049085.1) el sitio de inserción se localizó adyacente al 

gen que codifica el receptor de colicina I, interrumpiéndolo (ΔcirA) (Figura 7.16). 

Todos los demás grupos están integrados por dos secuencias que se comparan en la 

Figura 7.16; en el grupo 2, se muestra MB1860TU_B translocada rio arriba de 
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MB1860TU_A en dirección inversa, con >99% de identidad entre ellas. Por su parte, en 

el grupo 4, se exhibe una pérdida de Tn. Por último, en el grupo 5, se presenta una 

pérdida de IS26 en el extremo derecho de la región TnMB1860TU_A, además, hay una 

inserción de 3,509 pb a diferencia de CP088879.1 

 

 

Figura 7.16 Alineación de los genomas contenidos en los grupos 3=A, 2=B, 4=C y 5=D. Panel A. 

Disposición genética comparativa de las secuencias en el grupo 3. En once de las secuencias, 

incluida la cepa A23EC, el sitio de inserción de TnMB1860 estaba cerca del gen que codifica la metionil-

ARNt sintetasa, metG. En cambio, se insertó una única secuencia (CP049085.1) en el gen que codifica el 

receptor de colicina I truncado (cirA). Panel B. El grupo 2 contiene 2 secuencias, con MB1860TU_B 

translocada justo rio arriba de MB1860TU_A en dirección inversa, con >99% de identidad entre ellas. Panel 

C. El grupo 4, con dos secuencias, mantiene >99% entre ellas. D. El grupo 5, con las dos secuencias, 

también presenta una pérdida de IS26 en el extremo derecho de la región TnMB1860TU_A; además, entre 

ellas en CP018991.1 hay una inserción de 3.509 pb a diferencia de CP088879.1. Comparación realizada 

con Easyfig v2.2.5. 

 

7.3.3 Identificación y caracterización del plásmido (pA23EC). 

Mediante PFGE+S1 la cepa A23EC mostró la presencia de un único plásmido (pA23EC), 

lo cual fue confirmado mediante la secuenciación del genoma completo y el ensamble 

híbrido. Se determinó que el tamaño de pA23EC es de 157,470 pb, con un contenido de 
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GC del 50,3% y 172 regiones codificantes putativas (CDS). Se identificaron tetA y tetR 

como parte de un operón asociado a la resistencia a la tetraciclina, flanqueados por 

TnAs1. Además, se identificaron cuatro genes de virulencia: iutA, iucD, traT y senB, 

relacionados con la captación de hierro, la resistencia sérica y como enterotoxina, 

respectivamente. 

El plásmido contenía Col156, IncFII, IncFIA e IncFIB y se encontraron ampliamente 

separados entre sí; adicionalmente los alelos de IncF corresponden a la subclasificación 

F(31,36):A(4,20):B1. Así mismo, pA23EC perteneció a la PTU FE. Se encontraron tres 

sistemas toxina-antitoxina tipo II (ccdAB, vapBC y pemKI ) y parAB que codifican un 

sistema de partición que asegura una segregación precisa del plásmido. 

En la búsqueda de plásmidos similares a pA23EC, se encontraron 11 plásmidos 

(cobertura 76% al 99%) pertenecientes a genomas del sublinaje C2b descritos en la 

Figura 7.12. Se observa un área entre 50 kb y 80 kb que tienden a perderse en ocho 

plásmidos, esta área incluye los genes nemR y nemA asociados a la protección frente al 

estrés oxidativo y cinco plásmidos muestran la ausencia del gen de virulencia senB (que 

codifica la enterobactina, un sideróforo que permite a la bacteria captar hierro del 

entorno) y repA (Col156) (que codifica para una helicasa que es esencial para la 

replicación de este plásmido). Otra región propensa a la ausencia de genes se localiza 

~110 kb, esta área incluye a los genes iucD, iutA, parAB, vapBC y ccdAB. Mientras que 

la resistencia a la tetraciclina solo se pierde en uno de los plásmidos (pTO217_2) (Figura 

7.17). 
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Figura 7.17 Análisis comparativo del plásmido pA23EC con los otros 11 plásmidos del subtipo 

FII_31/36:FIA_4/20:B1 identificados dentro del sublinaje C2b del subclado C2. El porcentaje de 

identidad y el porcentaje de cobertura de cada plásmido respecto a pA23EC están indicados en colores 

como se indica en la leyenda del recuadro inferior derecho y se muestran en orden de cobertura creciente.  

 

Respecto a las características de movilización, el plásmido pA23EC se clasificó como 

conjugativo ya que presentó una secuencia oriT, la proteína de acoplamiento tipo IV 

(T4CP) con dominios intactos, la proteína relaxasa tipo F (MOBF) y el sistema de 

secreción tipo IV (TSS4). Así mismo se realizó el ensayo fenotípico de conjugación de 

pA23EC a dos temperaturas, 20°C (la temperatura aproximada en el campo) y 37°C 

(temperatura corporal) y se confirmó su transferencia mediante la amplificación positiva 

y negativa de tet(A) y blaCTX-M-15, respectivamente. A pesar de mostrar una baja 

frecuencia de conjugación se comprobó su transferencia con una frecuencia de 2,65 × 

10−5 a 37 °C y una frecuencia de 2,82 × 10−5 a 20 °C, esta no difirió significativamente 

dependiendo de la temperatura (t-student, p>0,05).  
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7.3.4 Discusión.  

De acuerdo con análisis genómico, se identificó que A23EC perteneció al clado C2, 

específicamente a C2b de ST131 que se reconoce en todo el mundo como un clon 

altamente virulento (Bonnet et al., 2021; Ludden et al., 2020). Así mismo, A23EC exhibió 

resistencia al menos a un antibiótico de las familias de aminoglucósidos, penicilina, 

cefalosporinas, tetraciclinas, quinolonas y monobactamicos, y se clasificó como 

productora de BLEE mostrando una alta resistencia lo que disminuye el repertorio de 

antibióticos que son efectivos para el tratamiento (Tacconelli et al., 2018). La presencia 

en el cromosoma de blaCTX-M-15 y de mutaciones que confieren resistencia a las 

fluoroquinolonas en este caso mediada por mutaciones en gyrA y parC es congruente 

con la ubicación de esta cepa en el subclado C2 de ST131 (Pitout & Finn, 2020).  

Particularmente, es interesante la presencia del transposón TnMB1860 identificado en el 

cromosoma de la mayoría de las cepas del clado C2b, ya que además de portar 5 genes 

de resistencia conocidos, también albergó TmrB que es una proteína de membrana que 

se une a ATP y que protege contra la exposición a la tunicamicina, uniéndose y 

funcionando como una bomba de eflujo (Bugg & Kerr, 2019). Dado que la tunicamicina 

no se utiliza como antibiótico en la clínica ni como promotor del crecimiento en animales 

(Hosain et al., 2021; Yoon et al., 2023), la presencia frecuente del gen tmrB aún no se 

encuentra esclarecida. Si bien, previamente el gen blaCTX-M-15 ya había sido reportado en 

cromosoma K. pneumoniea en las cuales se demostró su diseminación estable en 

entornos clínicos independientemente de la presión ambiental (Coelho et al., 2010; Yoon 

et al., 2020). La presencia de genes de resistencia  en el cromosoma puede sugerir una 

estrategia bacteriana en la cual se asegura la sobrevivencia, diversidad y propagación; 

primero al mantener el gen de manera estable en el cromosoma, se evita la pérdida del 

mismo debido a la disminución de la presión selectiva u otros cambios en la transferencia 

plasmática, y segundo porque mediante elementos transponibles en el cromosoma 

podrían llevar nuevamente esta estructura a plásmidos conjugativos y de esta forma 

diseminarlos.  

Por otro lado, se reportó la presencia del gen catB3 parcial. El gen completo codifica para 

una acetiltransferasa de tipo B, que tiende a tener baja actividad contra el cloranfenicol, 
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y forma homotrímeros; sin embargo, un informe anterior, muestra que una cepa con este 

truncamiento exacto fue sensible al cloranfenicol (Hubbard et al., 2020); no obstante, el 

hecho de que ΔcatB3 se encuentre en TnMB1860 consistentemente en cepas del 

sublinaje C2b podría sugerir una función residual que se mantiene a través de la 

selección y que hasta el momento se desconoce. 

Por otra parte, A23EC portó los siete marcadores de virulencia característicos de ExPEC, 

como se esperaba para ST131 (Figura 7.12) (van Hoek et al., 2016); adicional a esto, la 

presencia de chuA, fyuA y yfcV la identificó como una cepa potencialmente UPEC 

(Spurbeck et al., 2012) y su estado papGII+ sugiere que puede ser particularmente 

virulenta, ya que esta adhesina promueve la inflamación en el tejido renal a través de la 

reprogramación transcripcional de las células renales (Biggel et al., 2020) y se ha 

encontrado frecuentemente en cepas de E. coli causantes de bacteriemias (Cuénod et 

al., 2023). También, los genes ubicados en las tres islas de patogenicidad identificadas 

se han relacionado con el desarrollo de infecciones invasivas (Tsoumtsa Meda et al., 

2022), ya que favorecen la colonización e invasión principalmente descritas en cepas 

APEC (Ovi et al., 2023), así como el gen de la toxina usp asociado con cepas que causan 

pielonefritis, prostatitis y bacteriemia (Schwartz et al., 2023). También, la combinación 

particular de la presencia de genes de virulencia lo asignó al virotipo E (Merino et al., 

2020).  

De manera interesante, se determinó que A23EC pertenece a un sublinaje que se 

denominó C2b, caracterizado por albergar una estructura de transposón TnMB1860 

flanqueada por elementos IS26. La coherencia entre los sitios de inserción y la 

agrupación observada de la representación de este transposón en el cladograma (que 

apunta a la transmisión vertical) sugiere que es probable que esto sea el resultado de un 

único evento de captura (Shropshire et al., 2021); cabe destacar que 16 de los 18 cepas 

pertenecientes al sublinaje C2b (Figura 7.11) se recolectaron después de 2014 (Anexo 

S1), lo que sugiere que C2b representa un sublinaje emergente del subclado C2; esto es 

congruente con otros reportes como el de Biggel et al., 2020, en el que  mediante un 

análisis de papGII+ dentro del clado C2, se distinguieron tres sublinajes; particularmente 

la subrama L1a se alinea perfectamente con el linaje C2b propuesto. Así mismo, un 
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segundo estudio, identificó un grupo monofilético de 22 cepas C2 enriquecidas en 

virulencia y en marcadores ARG, que los autores denominaron “subconjunto C2” (Pajand 

et al., 2021). Ambos grupos mostraron características de virulencia similares, la 

presencia del tranposon TnM1860 y la presencia de plásmidos del subtipo 

F(31,36):A(4,20):B1. 

Dentro del grupo C2b, 13 genomas (incluida A23EC) mostraron la presencia de 

plásmidos subtipo F: F(31,36):A(4,20):B1 que puede anotarse como F-:A-:B1, asociado 

también con PTU-FE (que exhibe un rango de hospedador de III en una escala de seis 

grados). Así mismo, pA23EC se describió como un plásmido multireplicón 

(IncFIA/InFIB/IncFII/Col156), estudios previos de manera general han demostrado que 

el estado multirreplicón de un plásmido es una herramienta ventajosa mediante la cual 

un plásmido de un rango de hospedadores estrecho puede experimentar una replicación 

de amplio rango de hospedadores permitiendo que las bacterias mantengan plásmidos 

de replicones incompatibles. Además, esta característica puede ser un mecanismo 

importante subyacente a las respuestas bacterianas a entornos con alta presión de 

antibióticos (Wang et al., 2021). La presencia de plásmidos multireplicones IncF/Col156 

en cepas clínicas (heces) se reportó previamente en 2020 por Hayashi y su equipo; 

aunque, estos pertenecieron al subtipo F1:A2:B20, al igual que el plásmido pA23EC 

mostraron una capacidad de conjugación reducida, presentando estabilidad en ausencia 

de presión selectiva (ciprofloxacino, 0,001 μg/mL) (Hayashi et al.,2020). Por otra parte, 

el estudio dirigido por Kondratyeva en ese mismo año, muestra que al analizar 880 

secuencias de E. coli ST131,  los plásmidos IncF[F1:A2:B20] se encuentran 

estrictamente en el clado C1, mientras que los plásmidos con subtipos IncF[F2:A1:B-] se 

asocian de manera exclusiva con cepas de E. coli ST131 del clado C2, así mismo, de 

manera interesante se observa que replicones similares a Col, entre ellos Col156 se 

encontraron solamente en cepas C1, contrastando con el  hallazgo en este estudio donde 

la cepa A23EC que pertenece al clado C2 porta el replicón Col156; de la misma forma,  

Kondratyeva muestra que los plásmidos parecen estar restringidos a cepas de E. coli 

ST131, lo que indicaría presumiblemente son menos transmisibles (Kondratyeva, 

Salmon-Divon & Navon-Venezia, 2020).  
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El plásmido pA23EC mostró los elementos de la maquinaria de movilización y se 

confirmó su conjugación tanto a 20°C como a 37°C, sin diferencias importantes en su 

frecuencia; esto fue sorpresivo ya que a pesar de que la temperatura si ralentizo el 

crecimiento de ambas cepas (donadoras y receptoras), la conjugación no fue 

influenciada por este factor. Por lo tanto, este es el primer informe que muestra la 

conjugación eficiente de una cepa ST131 subclado C2 (C2b) a una temperatura inferior 

a 37°C, la PCR nos permitió confirmar que el gen tetA, así como los genes que codifican 

para las replicasas asociadas al IncFIA, IncFIB e IncFII se encontraron presentes en las 

transconjugantes y no así el gen CTX-M-15 determinado en el cromosoma de A23EC; 

sin embargo, cabe señalar que sería importante contar con la caracterización fenotípica 

de resistencia y de PFGE+S1. Esto sugiere a reservar de las limitantes que pA23EC 

tiene el potencial de propagarse mediante conjugación, no solo en hospederos humanos 

sino también en reservorios ambientales.  

Finalmente, con base en estudios de vigilancia epidemiológica se ha propuesto que los 

productos agrícolas son vectores importantes para la circulación de cepas ExPEC 

resistentes a múltiples fármacos entre humanos, animales y el ambiente (Meena et al., 

2023);sin embargo, de manera especial típicamente  

E. coli ST131 se ha reportado únicamente colonizando el intestino (Johnson et al., 2022; 

Morales Barroso et al., 2018) y cuando ocasionalmente se ha recuperado de alimentos 

son por lo regular productos animales como carne y productos lácteos y las cepas no 

pertenecen al subclado C2  (Reid et al., 2019; Song, Oh, Kim, Park, et al., 2020). El 

aislamiento de una cepa ST131 portadora de blaCXT-M-15 en un producto agrícola se ha 

informado antes en una única ocasión de un pepino amargo importado de la República 

Dominicana (Müller et al., 2016) aunque se ignoran más detalles sobre su clasificación 

molecular.  

Se ha propuesto por varios autores que la recuperación de cepas ST131 de diferentes 

hospederos y nichos ambientales solo se considera como un desbordamiento de su 

nicho principal (humanos) (Finn et al., 2020); sin embargo, el reporte cada vez más 

frecuente  de estas cepas en alimentos  plantea preguntas complejas sobre el papel de 

los reservorios en la evolución y propagación de ST131 y la adaptación bacteriana y 
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resalta el aislamiento de cepas ST131 en alimentos como A23EC lo que amplía el 

conocimiento para comprender la epidemiología y la dinámica evolutiva de E. coli.
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7.4 Análisis de las secuencias que portaban blaCMY-2 plasmídica. 

7.4.1 Análisis de genomas de E. coli productora de CMY-2. 

Las cepas A65EC y A134_1EC fueron aisladas de cilantro (Tabla 7.4) de un 

establecimiento fijo y otro ambulante respectivamente. Previamente se determinaron 

como resistentes al menos a un miembro perteneciente a la familia de los 

aminoglucósidos, betalactámicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol; por lo 

que se consideraron MDR (Anexo S9). Además, mediante la prueba tridimensional para 

la evaluación de la producción de CMY-2 (ver métodos 6.7) se determinó la producción 

de AmpC y se confirmó la presencia de blaCMY-2 por PCR. 

El tamaño de los ensambles fue de 4.9MB y 5.2MB, respectivamente. Mediante el 

análisis de filogenia se reveló que ambas cepas pertenecieron al filogrupo A; la cepa 

A65EC perteneció al ST746, serotipo O-:H37 y mostró la variante alélica FimH31; por 

otro lado, la cepa A134_1EC perteneció al complejo clonal ST10 CC10, un tipo de 

secuencia frecuentemente identificada en cepas alimentarias y clínicas; además, 

perteneció al serotipo O21:H48 y mostró la variante alélica FimH54 (Tabla 7.5)  

 

7.4.2 Análisis del viruloma, resistoma y plasmidoma de cepas A65EC y A134_1EC 

productoras de CMY-2. 

En ambas cepas se identificaron genes de virulencia implicados en la invasión (aslA), la 

adherencia bacteriana (fimH, nlpl), la resistencia al suero (iss), la adquisición de hierro 

(sitA), la resistencia al telurio (terC), hemolisina (hlyE) y las bacteriocinas (cia), así como 

un regulador negativo de AraC presente en el patotipo EAEC (anr) (Duan et al., 2020a; 

Mickey & Nataro, 2020). Adicionalmente, la cepa A65EC mostró la presencia de los 

genes yehAB asociados a la colonización e invasión, traT que codifica para una proteína 

de membrana externa implicada en la resistencia al complemento, cib que es una colicina 

y terC asociado a la resistencia al telurio (Wang et al., 2023) (Tabla 7.7). Por otro lado, 

A134_1EC mostró además la presencia de genes asociados a la producción de toxinas 

(astA), adhesión y colonización (csgAB), invasión celular (tia), modulador de virulencia 
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global (hha) y un fragmento del gen de la aglutinina resistente al calor (hra) (Bondi et al., 

2017; Prieto et al., 2016; Srinivasan et al., 2003) (Tabla 7.7).  

Tabla 7.7 Características genómicas, viruloma, resistoma y plasmidoma de las cepas 
A65EC y A134_1EC portadoras de blaCMY-2 

Característica A65EC A134_1EC 

Tamaño (bp) 4,996,749 5,236,802 

GC (%) 50.3 50.6 

No. de genes 5,428 5,172 

Viruloma     

Genes de virulencia 
aslA, fimH, gad, hylE, iss, nlpl, 
sitA, terC, yehAB, arn,cia,traT, 

cib 

aslA, astA, fimH,csgAB, gad, 
hha, hylE, iss,hra, nlpl, sitA, 

terC, tia, cia, anr 

Resistoma     

Aminoglucosidos aadA2 aadA5, aac(3)-Ild 

Betalactamicos blaTEM-103, blaCMY-2 blaCMY-2 

Quinolonas   gyrA_D87N, S83L, parC_S80I 

QRDR quinolonas     

Macrolidos   mef(B), estT 

Sulfonamidas sul1 sul3 

Fosfomicina   fosA2 

Trimetroprim dfrA12, dfrA14 dfrA17 

Fenicoles   floR 

Tetraciclinas tetA tetA 

Resistencia a metales baeRS, cpxA, pmrF baeR, cpxA, pmrF 

Biocidas 

acrABDEFS, evgAS, sitA, marA, 
emrABEKRY, tolC, gadWX, 

qacEΔ1, mdtABCHEFGMNOP, 
bacA, msbA, rsmA, arnT, eptA, 

mdfA, vanG, leuO 

bacA, acrABD, evgAS, 
mdtABCEFGHNO, msbA, leuO, 

vanG, emrABEKRY, tolC, 
gadWX, eptA, qacEΔ1 

Tolerancia al estrés termico KpnEF KpnEF 

De la misma forma, ambas cepas mostraron genes que codifican la resistencia a 

diferentes antibióticos: aminoglucósidos (aadA2, aadA5 y aac(3)-lld), betalactámicos 

(blaTEM-103, blaCMY-2), trimetoprim (dfrA12, dfrA14 y dfrA17), sulfonamidas (sul1 y sul3) y 

tetraciclinas (tetA). Adicionalmente, la cepa A134_1EC mostró el gen florR asociado a la 

resistencia a fenicoles y finalmente los genes mefB y estT relacionados con resistencia 
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a macrólidos; de manera interesante en el plásmido A134EC_p1 se identificó el gen 

fosA2 asociado a la resistencia a la fosfomicina, gen que sólo había sido localizado 

previamente por otros estudios en el cromosoma de E. coli por otros grupos de 

investigación (Grilo et al., 2023; Ito et al., 2017) (Tabla 7.8). Por último, se identificaron 

un número mayor de plásmidos a los identificados inicialmente por PFGE+1S, esto 

podría estar asociado a plásmidos con tamaños similares (A134EC_p4 y A134EC_p5) o 

plásmidos más pequeños como en el caso de A65EC_p4 y pudieran no permanecer 

contenidos en el gel. 

Tabla 7.8 Caracterización de los plásmidos contenidos en la cepa A65EC 

Característica A65EC_p1 A65EC_p2 A65EC_p3 A65EC_p4 

Tamaño (bp) 122,897 95,058 71,700 4,047 

GC (%) 50.4 49.8 50.1 35.7 

No. de genes 143 127 80 6 

Inc group (pMLST) p0111 IncI1 IncFII NT 

MOB MOBH MOBP MOBF MOBQ 

MPF - - Tipo F - 

Categoría Movilizable Movilizable Conjugativo Movilizable 

Genes de virulencia - cib arn,cia,traT - 

Genes de resistencia 
aadA2, blaTEM-103, 
sul1, dfrA12, tetA 

blaCMY-2 dfrA14 - 

 

Tres plásmidos de la cepa A65EC se identificaron como p0111, IncF e IncI1 y pertenecían 

a PTU-E49, FE e I1; el plásmido más pequeño de 4.047 pb fue identificado en esta cepa 

como no tipificable de acuerdo con ambos esquemas. El plásmido A65EC_p3 mostraba 

todos los elementos de la maquinaria de conjugación, incluida la relaxasa de tipo F, por 

lo que se determinó que era conjugativo. Por su parte, los plásmidos A65EC_p1 y 

A65EC_p4 se identificaron con relaxasas de tipo H y Q y al igual que el plásmido 

A65EC_p2 se determinaron como movilizables ya que mostraban la ausencia de SST4 

(Tabla 7.8). 

Dos plásmidos identificados en la cepa A134EC se identificaron como IncI1, el resto se 

determinaron como p0111, IncFII e IncI2. Asimismo, las PTU reconocidas fueron PTU-I1, 

Y, NT e I2, respectivamente. Tres plásmidos se determinaron como conjugativos al 

presentar todos los elementos de la maquinaria de conjugación, uno se determinó como 
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movilizable al identificar la relaxasa tipo F y sólo uno se clasificó como no movilizable 

(Tabla 7.9). 

Tabla 7.9 Caracterización de los plásmidos contenidos en la cepa A134_1EC. 

Característica A134EC_p1 A134EC_p2 A134EC_p3 A134EC_p4 A134EC_p5 

Tamaño (bp) 111,510 96,484 88,133 69,707 61,961 

GC (%) 50.5 47.2 51.4 53.3 42.0 

No de genes 131 102 103 81 81 

Inc group 
(pMLST) 

IncI1 p0111 IncFII IncI1 IncI2 

MOB MOBP - MOBF MOBP MOBP 

MPF Tipo I - - Tipo I Tipo T 

Categoría Conjugativo 
Non 

Movilizable 
Movilizable Conjugativo Conjugativo 

Genes de 
virulencia 

cia - anr - - 

Genes de 
resistencia 

aadA5, aac(3)-
Ild, fosA2, dfrA17 

blaCMY-2 
mef(B), sul3, 

floR 
estT - 

 
El mismo contexto genético para blaCMY-2 se encontró en ambas cepas; rio arriba estaba 

ISEcp-1-tnpA, y rio abajo tenemos blc y sugE. En la cepa A65EC_p2, el conjunto ISEcp1-

tnpA-blaCMY-2-blc-sugE estaba flanqueado por el gen yggR rio arriba y ais rio abajo 

(Figura 7.19A). En el caso de A134EC_p2, estaba flanqueado por el gen ompD. En este 

estudio, identificamos el arreglo blaCMY-2 en A65EC_p2 correspondiente a IncI1 y en 

A134EC_p2 identificado como p0111; ambos grupos de plásmidos coinciden con el 

estudio bioinformático con altos niveles de solapamiento con genes de virulencia y 

resistencia a antibióticos (Figura 7.19B). 

El plásmido A65EC_p3 mostró un 99,54% de identidad con el plásmido pAR_0081 

(CP027535.1) albergado por la cepa AR_0081 de E. coli aislada de una muestra clínica, 

diferenciándose únicamente en la presencia del gen ltrA y dos copias de ISSbo1 rio abajo 

(Figura 7.19A). Por su parte, el plásmido A134EC_p2 mostró un 93,05% de identidad 

con el plásmido p2018-05-2CC_1 (AP027878.1) portado por una cepa de E. coli aislada 

de heces humanas (Figura 7.19B); sin embargo, carecía de la región de sección ompD-

sugE que flanquea a blaCMY-2, en cambio mostraba la presencia del gen mcr-1.1 

flanqueado por ISApl1 descrito previamente por su facilidad de transposición (Poirel et 

al., 2017).
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Figura 7.18 Estructura de los plásmidos de cepas productoras de blaCMY-2. A. Cepa A65EC. B. Cepa A134_1EC, en este se muestra un 
segmento del cromosoma de la cepa A134_1EC. Los tamaños de cada plásmido se muestran en la Tabla 7.8 y Tabla 7.9. 
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Figura 7.19 Alineamiento de A65EC_p3 y A134EC_p2 con los plásmidos reportados con mayor identidad y cobertura. 
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7.4.3 Discusión  

El consumo de verduras crudas contaminadas con bacterias multirresistentes representa 

un riesgo importante para la salud humana. Se analizaron dos cepas aisladas de cilantro 

listo para el consumo: A65EC y A134EC, y aunque no pudimos considerarlas patógenas, 

más allá de la presencia de genes de virulencia, está claro que podrían funcionar como 

reservorios y donantes de genes de resistencia para bacterias patógenas establecidas. 

Adicionalmente, este panorama se ve reforzado por la presencia de varios plásmidos 

conjugativos y movilizables pertenecientes a grupos Inc descritos en el análisis 

bioinformático inicial como plásmidos portadores de genes de resistencia y virulencia no 

sólo en cepas transmitidas por los alimentos, sino también en cepas clínicas. 

La cepa A65EC se identificó como ST746, este secuenciotipo se ha relacionado con 

cepas resistentes a carbapenémicos (Shin et al., 2021; Wang et al., 2021; Yang et al., 

2022), y portadoras de genes de BLEE en peces (Sellera et al., 2018), aves silvestres 

(Haenni et al., 2020), cerdos (Peng et al., 2019) y pacientes humanos (Wu et al., 2018) 

de manera simultánea con genes mcr asociados a la resistencia a colistina (Anyanwu et 

al., 2021; Feng et al., 2021; Nakano et al., 2021), aunque esta es la primera vez que se 

relaciona con la producción de blaCMY-2. Mientras tanto, la cepa A134_1EC fue ST10, en 

este caso el secuenciotipo es uno de los más frecuentes pertenecientes al filogrupo A. 

También es ampliamente conocido por ser ubicuo ya que se ha reportado entre E. coli 

aislada de animales, plantas, muestras clínicas humanas y del ambiente (Cummins et 

al., 2022; Riley, 2014), aunado a esto se han reportado cepas productoras de BLEE, 

ampC, y genes mcr aisladas de ganado vacuno (Ali et al., 2021; Lee et al., 2020), aves 

de corral (Ćwiek et al., 2021), humanos (Islam et al., 2023; Oteo et al., 2009) y aguas 

residuales (Davidova-Gerzova et al., 2023). 

Además, identificamos que la cepa A65EC mostró una identidad del 99.77% con la cepa 

MDR S1-CAM-01-C (CP145718.1) aislada de heces de un individuo sano en Suiza, 

adicionalmente esta cepa portaba tres plásmidos y uno de ellos acarreaba blaCTX-M-14 y 

mcr1.1; así como genes asociados a la resistencia a aminoglucósidos, fluoroquinolonas 
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y tetraciclinas. Por su parte, la cepa A134_1EC mostró una identidad del 99.47% 

respecto a la cepa LD27-1 (CP047594.1) resistente a colistina mediada por mcr-1.1, sin 

la presencia de plásmidos y aislada en el año 2018 a partir de heces de ciervo en China.  

Esto evidencia la amplia distribución de E. coli alrededor del mundo y su diferencia 

respecto a su contenido de plásmidos en relación con las cepas A65EC y A134_1EC 

sustentando nuevamente la adquisición de EGM entre cepas de alimentos, cepas 

clínicas humanas y animales; así mismo, es interesante como las cepas a pesar de no 

pertenecer al mismo ST, contaban con un número similar de plásmidos y estos 

pertenecían a los mismos grupos en ambas cepas IncI, IncF y p0111, la presencia de 

estos replicones conjuntamente había sido reportado en 2018 en dos aislamientos de E. 

coli ST219 aislados de un paciente con UTI recurrente (Kao et al., 2018) y en ambos 

casos solo los plásmidos IncF e IncI mostraron la capacidad de conjugación, esto 

también es congruente con los resultados obtenido del análisis bioinformático ya que 

propiedad conjugativa de los plásmidos p0111 era baja (<18%), esto podría indicar que 

la adquisición del blaCMY-2 por parte de p0111 sería más fácilmente atribuible a la 

participación de transposones pseudocompuestos flanqueados por IS. 

.Por otra parte, el análisis genómico mostró la presencia de plásmidos portadores de 

blaCMY-2 ligados al entorno genético ISEcp1-tnpA-blc-sugE previamente descrito en 

cepas de E. coli de transmisión alimentaria y clínica humana y animal (Chiu et al., 2021; 

Yasugi et al., 2021) e incluso vinculado en otros géneros bacterianos principalmente S. 

enterica (Carattoli et al., 2018; Hage et al., 2020; Kürekci et al., 2021), lo que sugiere que 

esta estructura sigue propagándose y es la principal responsable de su expansión. Es 

bien conocido que ISEcp1 desempeña un papel en la movilización de blaCMY-2 a otros 

plásmidos e incluso al cromosoma (Fang et al., 2018) y se ha descrito que tiene un papel 

adicional al ser el promotor responsable de la alta expresión de esta betalactamasa 

(Fang et al., 2015; Pietsch et al., 2018). Por otro lado, parte de esta estructura incluye al 

gen blc que codifica la lipocalina, una lipoproteína asociada a la membrana externa 

(Campanacci et al., 2006). Al mismo tiempo, se encontró presente el gen sugE (también 

conocido como gdx) que codifica para un miembro de la familia de pequeñas proteínas 

de membrana resistentes a múltiples fármacos (SMR) y está especialmente asociado a 

la resistencia frente a compuestos de amonio cuaternario (Jiang et al., 2020). 
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En México, esta estructura ha sido descrita en E. coli y otras especies bacterianas en 

varios plásmidos Inc (Barrios-Villa et al., 2018b; Chiu et al., 2021), los más 

frecuentemente reportados alrededor del mundo son IncI1, IncA/C e IncK (Fang et al., 

2015). En este estudio, identificamos el arreglo que transporta el gen blaCMY-2 en 

A65EC_p2 correspondiente a IncI1 y en A134EC_p2 identificado como p0111; ambos 

grupos de plásmidos han sido reportados en estudios previos con altos niveles de 

solapamiento con genes de virulencia y resistencia a antibióticos. 

Este estudio es la primera vez en el mundo que se aíslan cepas de E. coli MDR 

productoras de CMY-2 en vegetales, ya que los reportes previos en México y el resto del 

mundo han sido en alimentos cárnicos (Barrios-Villa et al., 2018b; Wei et al., 2021; Zheng 

et al., 2022) resaltando la importancia del monitoreo y vigilancia de cepas resistentes a 

antibióticos en este tipo de alimentos, que se consumen sin cocinar. También respalda el 

papel de los alimentos como reservorio de cepas que albergan genes de resistencia a 

los antimicrobianos que pueden transferirse a otras bacterias comensales y patógenas.
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7.5 Análisis fenotípico y genotípico de cepas resistentes a fosfomicina. 

7.5.1 Resistencia fenotípica a fosfomicina y genes asociados. 

En este estudio mediante el ensayo de Kirby Bauer se determinó que cuatro cepas 

mostraron resistencia a fosfomicina (A6EC, A38EC, A101EC y A134_1EC), 

posteriormente se determinó la MIC para cada cepa (Tabla 7.10), donde se observó que 

las cuatro cepas mostraban una MIC igual o superior a los 256 g/ml. 

Tabla 7.10 Caracterización de la resistencia fenotípica a fosfomicina y los genes asociados 

ID Cepa 
MIC fosfomicina 

(g/ml) 

Mutaciones asociadas a la resistencia a 
fosfomicina 

fosA glpT cyaA ptsI uhpT 

A6EC 256 fosA7.5 E448K - V251I E350Q 

A7EC <32 - E448K - - - 

A23EC <32 - E448K - - - 

A38EC 1024 fosA7.5 E448K - - - 

A44EC <32 - E448K - - - 

A65EC <32 - E448K - - - 

A68EC 64 - E448K - - - 

A101EC 512 fosA3 E448K - - - 

A122EC <32 - E448K - - - 

A134_1EC 1024 fosA2 - - - - 

A134_2EC 128 - E448K S352T - - 

A143 <32 - E448K S352T - - 

     E, Ácido glutámico; K, Lisina; S, Serina; T, Treonina; V, Valina; I, Isoleucina; Q, Glutamina. 
 

 

Todas las cepas, excepto la A134_1EC mostraron mutaciones en los genes asociados a 

la biosíntesis de MurA, una enzima esencial para la formación del peptidoglicano 

(Eschenburg et al., 2005) y que es inhibida por la fosfomicina. El 92% (11/12) de las 

cepas mostraron la mutación E448K en el gen glpT mientras que el 17% (2/12) 

presentaron la mutación S352T en cyaA y sólo la cepa A6EC presentó las mutaciones 

V251I y E350Q, en los genes ptsI y uhpT, respectivamente.  

Predominantemente, la resistencia a la fosfomicina está mediada por uno de los 11 alelos 

de fos (Falagas et al., 2016). Las cepas A6EC y A38EC mostraron la variante fosA7.5, 
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mientras que las cepas A101EC y A134_1EC, portaron a fosA3 y fosA2, 

respectivamente. 

El análisis bioinformático identificó en todos los casos que los genes fosA fueron 

albergados en plásmidos con un tamaño superior a los 70 Kbp; al caracterizarlos 

observamos que los plásmidos A6EC_p3 y A101EC_p2, pertenecen al mismo grupo de 

incompatibilidad IncFII, al igual que a la misma PTU-FE; aunque difirieron en el subtipo, 

ya que mientras que el primero fue identificado como F43:A-:B-, el segundo fue F2:A-:B. 

Para el caso de plásmido A38EC_p1 fue identificado dentro del grupo de incompatibilidad 

IncHI2A:IncHI2, y el plásmido A134_1EC_p1 fue IncI1. Así mismo todos los plásmidos 

portaban una relaxasa, MOBF, MOBH, MOBF y MOBP, respectivamente; sin embargo, 

solo tres (A6EC_p1, A38EC_p2 y A134_1EC_p1) presentaron un SST4 completo, por lo 

que fueron definidos como conjugativos.  

Mientras que A6EC_p3 portaba exclusivamente el gen fosA7.5, los demás albergaban 

genes asociados a la resistencia contra betalactámicos (blaCTX-M-55), aminoglucósidos 

(aadA3, aac(6’)-lb,aadA5 y aac(3)-lld), trimetroprim (dfrA12 y dfrA17) y tetraciclina (tetA) 

(Figura 7.20). Adicionalmente se identificaron genes de virulencia como el regulador 

negativo de AraC presente en el patotipo EAEC (anr) (Duan et al., 2020a; Mickey & 

Nataro, 2020), traT que codifica para una proteína de membrana externa implicada en la 

resistencia al complemento (Mageiros et al., 2021), la resistencia al telurio (terC) 

(Turkovicova et al., 2016) y la bacteriocina (cia) (Weaver et al., 1981). 

Los plásmidos relacionados con los identificados en las cepas de vegetales que portaban 

fosA fueron CP122493.1 (77%), OQ078087.1 (82%), CP049172.1 (91%) y AP027878.1 

(81%), provenientes de cerdo, carne de cerdo, humano y bovino en China, República 

Checa, Suiza y Reino Unido, respectivamente.  De manera interesante ninguno de ellos 

albergaba fosA, lo que sugiere que la diseminación del gen en alimentos probablemente 

se deba a la transferencia horizontal entre diferentes cepas de E. coli en lugar de la 

expansión clonal de una única cepa fosA positiva. 
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Figura 7.20 Estructura y comparación de plásmidos que albergan el gen fosA. Sintenia del gen fosA. 

7.5.2 Discusión. 

La cepa A6EC perteneció al ST155, un linaje que se ha involucrado como portador de 

mcr-1.1 (Jun Feng et al., 2024) y productora de BLEE en aves de corral (Foster-Nyarko 

et al., 2021; Liu et al., 2022). Por su parte, la cepa A38EC se definió como ST746 y que 

anteriormente había sido relacionado con cepas resistentes a antibióticos de importancia 

clínica (carbapenémicos y colistina) y productoras de BLEE (Jie Feng et al., 2021; Sellera 

et al., 2018; Wang et al., 2021); así como recuperadas de diferentes hospederos (Haenni 

et al., 2020; Peng et al., 2019; Sellera et al., 2018; Wu et al., 2018). En el caso de la cepa 

A101EC fue identificada como ST101, un clon emergente que previamente se ha 

relacionado con cepas en brotes nosocomiales por cepas productoras de metalo-β-

lactamasas (Mushtaq et al., 2011; Pfeifer et al., 2017; Yoo et al., 2013); así como 

relacionado a infecciones extraintestinales (Santos et al., 2020) aves silvestres y de 

consumo (Aeksiri et al., 2019; Kromann et al., 2023) y alimentos cárnicos (Sadek et al., 

2020) caracterizadas generalmente como MDR. Finalmente, la cepa A134_1EC 

previamente la describimos como ST10, ya que también albergó al gen blaCMY-2, este ST 

es caracterizado por ser ubicuo y presentar resistencia a múltiples antibióticos incluidos 

los de último recurso (Moura-Machado et al., 2024). 

Los resultados mostraron que las cepas A38EC y A134_1EC tuvieron una MIC de 1024 

g/ml, esto es interesante porque no poseían la misma variante (fosA7.5 y fosA2, 

respectivamente) y en el caso de la A38EC adicionalmente poseía una mutación en el 

gen glpT que codifica para el transportador de glicerol-3-fosfato (Law et al., 2009). Por 

su parte, la cepa A6EC además de presentar la variante fosA7.5, mostró mutaciones en 

los genes glpT, ptsI que codifica para la enzima I que es parte del sistema fosforilador de 

azucar PTS (De Reuse & Danchin, 1988) y uhpT un antitransportador de hexosa-6-

fosfato (Ambudkar et al., 1990); no obstante, la MIC fue de 256 g/ml. Estos resultados 

sugieren que la variante de fosA, pueden tener un efecto directo en el fenotipo de 

resistencia, tal es el caso de fosA2 (1024 g/ml) con respecto a otras variantes (Yang et 

al., 2019) (en este caso fosA7.5 presentada por A6EC) o la regulación  de este gen en 

cada cepa está restringida a factores que se desconocen; sin embargo, al comparar esta 

cepa con la A38EC, plantea dudas interesantes ya que las mutaciones no parecen tener 
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un efecto sinérgico sino por el contrario un resultado opuesto, esto pudiera estar 

relacionado con el reporte de que la aparición de mutaciones en estos genes representan 

un mayor costo biológico en enterobacterias (Falagas et al., 2019), y verse condicionado 

el crecimiento bacteriano en el ensayo.  

Por otra parte, la variante fosA7.5 fue identificada en la cepa A6EC y A38EC, este alelo 

ha sido identificado en aislamientos clínicos humanos en Canadá (Milner et al., 2020), 

de animales de alimentación en Estados Unidos y China ((Haley et al., 2024; Zhang et 

al., 2023; Zhang et al., 2022)  y de agua superficial de un canal de drenaje agrícola en 

Sinaloa, México (Lizarraga-Magaña, 2023). Esta variante se consideraba que en E. coli 

se localizaba estrictamente en el cromosoma (Mattioni Marchetti et al., 2023); sin 

embargo, uno de los reportes ha podido localizarlo en el plásmido a través de la 

secuenciación de lecturas largas (Milner et al., 2020) aunque no ha descrito su contexto 

genético. En este estudio se muestra que en A6EC el gen fosA7.5 se encuentra 

flanqueado por dos secuencias IS15 que son miembros de la familia IS6, mientras que 

en el caso de la A38EC se identificó un cluster que inició con ISKpn14 y albergaba blaTEM-

181/fosA7.5/TnsA1/tetC seguido en un integrón clase I (intI1) que acarreaba 

dfrA12/aadA2/sul3 (Figura 7.20). Este hallazgo pone de manifiesto que los entornos que 

parecen movilizar a fosA7.5 en plásmidos es distinto a lo reportado cuando se localiza 

en el cromosoma, ya que en este caso principalmente se asociaba a ISL3 (Han et al., 

2021; Mattioni Marchetti et al., 2023). 

Mientras tanto, la cepa A101EC co-albergó fosA3 y blaCTX-M-55 en un plásmido IncFII 

(F2:A-:B-); el gen fosA3 se ubicó en el contexto A, el cual es el más frecuente de los 

cinco reportados previamente (Wang et al., 2017) organizado en una estructura que 

comprende dos IS26 con la misma orientación que flanquean a fosA3-orf3-orf2-orf1 

(Figura 7.20); esta conjunción podría explicar su difusión exitosa y global (Marchetti et 

al.,2023). Particularmente, en esta cepa se identificó fosA3 vinculado con un integrón 

clase I (intI1) considerado como un indicador ambiental de contaminación humana 

(Gillings et al., 2015) además de que se conoce que están presentes en más del 80% de 

enterobacterias provenientes de humanos y animales dedicados a la alimentación (Liu 

et al., 2013; Marchant et al., 2013). Mientras tanto blaCTX-M-55 se encontró flanqueada por 
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IS26 en sentidos opuestos con la estructura orf1-orf2-blaCTX-M-55. La asociación de ambos 

genes ha sido reportada en plásmidos IncFII, particularmente los subtipos F33: A-:B- y 

F2:A-:B- de aislamientos de E. coli provenientes de aves de corral (Cunha et al., 2017; 

Menck-Costa et al., 2022) y carne de pollo (Wong et al., 2016), en este hallazgo se debe 

hacer incapié ya que coincide con el análisis bioinformático de cepas clínicas y 

alimentarias provenientes de bases de datos públicas de la parte inicial en este trabajo 

que mostró que los plásmidos IncF(F2:A − :B − ) fueron una de las combinaciones con 

los puntajes más altos para caracterizarlos como candidatos de mediar la transferencia 

horizontal de genes de virulencia y resistencia entre cepas alimentarias y clínicas.  

Finalmente, la variante fosA2 reportada en un plásmido IncI1 en la cepa A134_1EC_p1, 

al igual que la variante fosA7.5 se había reportado únicamente de localización 

cromosómica (Mattioni Marchetti et al., 2023). Por lo que hasta el momento este es el 

primer reporte de un gen fosA2 en una estructura plasmídica, que en este caso se 

encuentra flanqueado rio arriba por insB1 cercano a un integrón conformado 

dfrA17/aadA5/qacEΔ1/aac(3)-lb y en otro extremo encontramos un gen de virulencia 

(cia). Además, de manera interesante fosA2 sólo había sido reportado en Enterobacter 

cloacae (Huang et al., 2017; Xu et al.,2011). 

Definitivamente, el incremento de cepas MDR conlleva opciones limitadas de tratamiento 

con antibióticos contra infecciones bacterianas (Bassetti et al., 2019), en este sentido la 

fosfomicina, como antibiótico relativamente antiguo (Reffert & Smith, 2014), ha adquirido 

importancia; sin embargo, la aparición y contribución de las enzimas inactivadoras de 

fosfomicina (FosABCL) acarreadas en plásmidos transferibles puede proporcionar 

potencialmente el mejor medio para la propagación de la resistencia a la fosfomicina en 

el futuro. Diversos autores señalan que la resistencia a fosfomicina aún es baja o 

moderada (Flamm et al., 2019; Ho et al., 2013); no obstante, en este trabajo se muestra 

no sólo la presencia de resistencia a fosfomicina en 4 de 12 cepas analizadas con valores 

mayor o igual  a (≤) 256 g/ml; también, se evidenció la coexistencia con genes que 

confieren resistencia a otras clases de antibióticos como betalactámicos y 

aminoglucósidos principalmente. La aparición de cepas con estas características en 

fuentes alimentarias con un uso de fosfomicina escaso revela la problemática de 



RESULTADOS: Análisis de las cepas A6EC, A38EC, A101EC y A134_1EC 
 

125 
 

diseminación a través otros elementos como la fertilización con productos no tratados 

(estiércol, guano y residuos orgánicos), fauna nociva, agua de riego o de 

descontaminación y manipulación humana.
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7.6 Análisis de formación de biopelícula, adherencia e invasión. 

7.6.1 Formación de biopelícula. 

Los ensayos de formación de biopelícula de las cepas de vegetales a 20°C por 24 horas 

de acuerdo con el análisis de ANOVA fueron diferentes (p > 0.05); en el análisis posthoc 

se mostró que todas las cepas, excepto A6EC y A7EC poseían diferencias 

estadísticamente significativas (en orden 0.01, 0.001 y 0.0001) respecto al control 

(CFT073). Cuando se realizó el análisis nuevamente a la misma temperatura, pero esta 

vez por 48 horas, únicamente mostraron diferencias significativas las cepas A23EC, 

A101EC, A134_1EC y A143EC respecto al control; esto resulta interesante, ya que al 

comparar por pares (24 y 48 horas) (t-student) todas las cepas mostraron diferencias 

significativas (p<0.05).  

 

Figura 7.21 Comparación de la producción de biopelícula a 20°C por 24 y 48 horas.                                      
* equivale a 0.01, ** equivale a 0.001, *** equivale a 0.0001 
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Por otra parte, cuando las cepas fueron incubadas a 37°C por 24 horas de acuerdo con 

el protocolo estándar de formación de biopelícula; nuevamente las cepas mostraron 

diferencias significativas (p>0.05). Se observaron seis cepas con una menor producción 

de biopelícula respecto al control: A65EC, A101EC y A143EC en un primer grupo 

(0.0001) seguidos de A23EC, A38EC y A134_1EC en un segundo grupo (0.01). 

Al comparar la producción de biopelícula entre las cepas incubadas a diferentes 

temperaturas (20° y 37°C) por 24 horas únicamente 3 cepas (A23EC, A38EC y A101EC) 

mostraron diferencias significativas (t-student) en la producción de biopelícula.  

 

Figura 7.22 Comparación de la producción de biopelícula a 20°C/ 37o por 24 horas. 
* equivale a 0.01, ** equivale a 0.001, *** equivale a 0.0001 
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Así mismo, se realizó la comparación de la producción de biopelícula en la superficie de 

la hoja de espinaca; en todos los casos, incluidas las cepas control, se mostró una mayor 

producción en la superficie del vegetal (t-student, p<0.05). Aunque particularmente este 

incremento es menor en las cepas A23EC, A68EC y A122EC (Figura 7.23); esto indica 

que la cepa A23EC considerada potencialmente patógena por el análisis del apartado 

7.3, tiene la capacidad de persistir fuera de hospedero; la siguiente cuestión a responder 

sería corroborar que esta cepa pueda desarrollarse sobre la superficie del vegetal, ya 

que indicaría que A23EC se ha adaptado a ambos nichos aumentando su capacidad de 

propagarse.  

 

Figura 7.23 Comparación de la producción de biopelícula en superficie de poliestireno y 

superficie de la hoja de espinaca a 37°C por 24 horas. 

 

7.6.2 Análisis bioinformático de genes asociados a la producción de biopelícula. 

De los 46 genes asociados a la formación de biopelícula el 50% (23/46) estuvieron 

presentes en todas las cepas, principalmente los relacionados con formación de 

homopolisacárido lineal de β-1→4 y la regulación de la señalización. Todas las 

cepas(exceptuando A6EC, A7EC, A38EC y A65EC poseen los genes asociados a la 
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formación de poli-β-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA) que actúa como adhesina para el 

mantenimiento de la estabilidad estructural de la biopelícula (Itoh et al., 2008). 

 

Figura 7.24 Genes de E. coli involucrados en la formación de una biopelícula. Se muestra la presencia 

de los genes involucrados en las cuatro etapas de la formación de biopelícula. Etapa temprana se 

encuentra en azul involucrando 10 genes, la etapa irreversible en color rojo se analizaron 17 genes, en la 

etapa de maduración (morado) se investigó la presencia de 13 genes y finalmente en la regulación de la 
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biopelícula se analizaron seis genes (verde). El área sombreada indica el porcentaje (%) de cobertura 

mostrada en el alineamiento con el gen de referencia. 

 

De forma interesante al analizar los genes del operón flhCD que regulan la síntesis de 

los componentes estructurales y reguladores de la maquinaria flagelar (Fitzgerald et al., 

2014) se encontraron presentes en todas las cepas, exceptuando a la cepa A134_1EC. 

Mientras tanto en los genes de la clase II, únicamente se mostró fliA ausente en la cepa 

A65EC. En el caso de fliC que codifica la subunidad básica que se polimeriza para formar 

el filamento flagelar rígido de E. coli (Nedeljković et al., 2021), se mostró presente en el 

92% (11/12) de las cepas con ≤ 50% de cobertura, excepto para la cepa A134_1EC 

(Figura 7.24). Por su parte, el gen flu (Ag43) se encontró ausente en el 83% (10/12) de 

las cepas, y en las dos restantes (A6EC y A23EC) se encontró con el 63% y 87% de 

cobertura, respectivamente. 

 

7.7 Adherencia e invasión de E. coli de alimentos en células HeLa. 

Finalmente se evaluó la capacidad de adherencia e invasión de las 12 cepas de E. coli 

aisladas de alimentos a células HeLa. Las cepas A68EC, A44EC y A23EC, presentaron 

los mayores niveles de adherencia con 17.6, 16.7 y 13.3 bacterias por célula, 

respectivamente. Además, se mostraron 14 veces más adherentes que la cepa control 

UPEC (CFT073) (p<0.001) y se describieron con una adherencia similar a la cepa C7223 

reportada por Barrios-Villa en 2020 como hiperadherente (Barrios-Villa et al., 2020). De 

las cepas restantes, tres (A7EC, A65EC, A134_1EC) aunque en menor proporción 

también presentaron una adherencia superior a la cepa control UPEC (p<0.01). El patrón 

de adherencia más prevalente fue el agregativo, presente en las cepas A68EC, A44EC 

y A23EC que mostraron una franca capacidad superior de adherencia, mientras que el 

resto presentó patrón de ladrillos en una sola línea o difuso (Figura 7.25).  

En el caso de la cepa A23EC que se describió en el apartado 7.3 la definimos como una 

bacteria potencialmente uropatogénica debido a que se identificaron islas de 

patogenicidad y genes de virulencia asociados a este patotipo, resaltando la presencia 

de distintos tipos de fimbrias y adhesinas; por lo que el ensayo de adherencia sobre 
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células HeLa parece confirmar esta hipótesis, ya que se conoce que las adhesinas 

presentes en UPEC cumplen un papel muy importante al permitir su unión con las células 

del tracto urinario evitando de esta forma su eliminación mediante el flujo de orina 

(Mulvey, 2002). 

 

Figura 7.25 Patrones de adherencia de E. coli a células HeLa. Microscopia de campo claro objetivo 
100x.Tinción de Giemsa. A y B: Patrón de adherencia agregativo, se muestran las cepas A44EC y A23EC, 
respectivamente C: Patron de adherencia difuso, se muestra la cepa A7EC C y D: Patrón de adherencia 
de ladrillos, se muestran las cepas A65EC, A134_1EC, respectivamente. 

 

Por otra parte, en los ensayos de invasión la cepa que mostró mayor capacidad de 

invasión (~ 3 veces más) fue la cepa A68EC aislada de una muestra de cebolla/cilantro, 

seguida de las cepas A38EC y A134_2EC, recuperadas de tomate y cilantro 

respectivamente; el resto de las cepas, aunque no mostraron diferencias significativas si 

tuvieron valores superiores al control a excepción de la cepa A23EC y A65EC (Figura 

7.26). 
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Figura 7.26. Capacidad de adherencia e invasión en células HeLa de las cepas de E. coli, aisladas 

de alimentos. El número de bacterias adheridas representa el promedio de tres experimentos 

independientes por triplicado. * indica 0.01 y ** indica 0.001. 

 

 

DISCUSIÓN 

Estos resultados son interesantes ya que de acuerdo con otros estudios se esperaba 

que las 12 cepas mostraran un comportamiento en la formación de biopelícula 

relacionado positivamente con la temperatura, es decir, que a mayores temperaturas la 

producción en todos los casos fuera más rápida y por lo tanto más abundante (Díaz-

Villanueva et al., 2011), de igual forma se esperaba que un mayor tiempo de incubación 

permitiera el incremento del contenido de biopelícula proporcional en todas las cepas 

(Uhlich et al., 2014); sin embargo, los resultados en este estudio pueden explicarse dada 

la variabilidad de cada cepa, el agotamiento diferencial de los nutrimentos y la 

acumulación de metabolitos debido al aumento acelerado de la biomasa, la diversidad 

de estructuras sintetizadas, el número de plásmidos y otros factores biológicos que 

pudieran condicionar la disponibilidad y utilización de nutrimentos en cada caso (Ryu et 

al., 2004; Skyberg et al., 2007; Toyofuku et al., 2016; Vogeleer et al., 2016). Estudios 

anteriores contrastan con los resultados en este trabajo, por ejemplo, Ma y colaboradores 

reportan una mayor producción de biopelículas a 22°C durante 24 horas en cepas STEC  

aisladas de muestras cárnicas y clínicas sobre acero inoxidable (Ma et al., 2019), similar 

a Rodrigues y su equipo los cuales muestran cepas APEC recuperadas de muestras de 

aves productoras de biopelícula a 25°C con concentraciones de celulosa mayores que 
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sus pares en un medio de cultivo con baja concentración de nutrientes (Rodrigues et al., 

2019). Mientras que Mathlouthi y colaboradores muestran la influencia de otros factores 

ambientales como el pH en cepas de E. coli de origen clínico en medio LB a pH de 7.4 

que favoreció el desarrollo de biopelícula a 25°C, mientras que a 37°C no fue detectable 

(Mathlouthi et al., 2018). 

Por otra parte, los resultados mediante el análisis bioinformático muestran una carencia 

de los genes asociados a la síntesis del flagelo, aunque presentan niveles similares de 

producción de biopelícula entre las cepas que los albergan y las que carecen de ellos, 

esto pareciera indicar que la movilidad no tiene un impacto importante por lo menos en 

las cepas analizadas. Particularmente, para la ausencia del gen fliC, coincide con lo 

reportando por Vilas-Boas en 2024, en la que observan en E. coli que la mutación ΔfliC 

genera un retraso en su adhesión celular; sin embargo, después de superar este retraso 

alcanza los mismos niveles de producción de biopelícula por la cepa nativa (Vilas Boas 

et al., 2024); sin embargo, de manera interesante esto contrasta con otros estudios 

usando patotipos como ETEC (Zhou et al., 2014), EHEC (Nagy et al., 2015) y UPEC 

(Dusane et al., 2014; Hung et al., 2013) en los cuales la producción de biopelícula 

disminuye hasta el 50% cuando se realiza la deleción de fliC o flhDC. 

Por otra parte, la cepa A65EC muestra los niveles más bajos de la producción de 

biopelícula, aproximadamente del 50% independientemente del tiempo y temperatura a 

la que fue incubada, por su parte el análisis bioinformático de esta cepa mostró la 

ausencia de fim y csg; en esto coincidió reportes donde solo la falta de fimbrias de este 

tipo fue responsable de la reducción en más del 45% en la formación de biopelículas 

cuando fueron cuantificadas mediante cristal violeta (Besharova et al., 2016). Así mismo, 

a pesar de conocerse que csgAB se expresan predominantemente a temperatura 

ambiente (Prigent-Combaret et al., 2000), no se mostró ninguna diferencia significativa 

(p<0.05) entre las incubadas a 20°C y 37°C bajo las condiciones. 

Respecto al análisis de Ag43, estudios anteriores indicaron que este factor media la 

autoagregación de ciertas cepas de E. coli, lo que pareciera indicar que es un elemento 

determinante en la maduración y estructuración de la biopelícula (Öztürk et al., 2023); 

sin embargo, en este estudio no parece tener un efecto determinante en la cuantificación 
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final, esto podría asociarse con un crecimiento diferencial ya que se ha observado que 

Ag43 parece prescindible en medios de cultivo como LB y BHI en cepas comensales o 

asociadas con alimentos (Danese et al., 2000; Fang et al., 2022). En contraste, la 

presencia de Ag43 en la cepa A23EC, pareciera reforzar nuevamente la idea de su 

potencial uropatogénico ya que otros estudios catalogan a esta proteína con propiedades 

autoagregativas de alto nivel que ayuda a la persistencia en la vejiga urinaria (Lüthje & 

Brauner, 2010). Este comportamiento ambivalente parece resaltar la importancia de 

estudiar cepas de diferente origen y observar si esto genera o no diferentes patrones 

específicos de formación de biopelículas, agregación y adherencia en presencia o 

ausencia de Ag43. 

Mientras tanto, la cepa A65EC y A68EC pareciera condicionar su menor adhesión y 

formación biopelícula a la carencia de elementos del curli (csg) en las superficies 

vegetales, ya que como se ha descrito que estas fimbrias del curli tienen un papel 

importante en la interacción in vivo entre la bacteria y las superficie (Cangui-Panchi et 

al., 2023; Gophna et al., 2001); sin embargo, cuando se analizó la capacidad de las cepas 

A65EC y A68EC MDR mostró una elevada capacidad para adherirse e invadir en células 

humanas; esto resulta muy importante, ya que en los apartados anteriores se describen 

como cepas MDR y productoras de BLEE, portadoras de al menos un plásmido IncF. 

Además, pertenecen a los ST410 y ST746 descritos como un clon mundialmente 

emergente de alto riesgo al presentar resistencia acumulada a múltiples fármacos y más 

recientemente al relacionarse con la producción de carbapenemasas particularmente 

blaNDM (Ju et al., 2023; Peirano et al., 2018; Zhang et al., 2017).  

Esto sugiere que el consumo de alimentos contaminamos por este tipo de cepas pueden 

comprometer seriamente la salud del consumidor bajo condiciones de susceptibilidad y 

que al no poseer elementos que le mantengan en la superficie del vegetal con un lavado 

eficiente podrían fácilmente eliminarse; mostrando que en ese sentido, que los protocolos 

de descontaminación en alimentos frescos no resultan ineficientes sino inexistentes; 

aunque; la formación de la biopelícula en los vegetales puede reducir la eficacia 

antimicrobiana de tecnologías y procedimientos como la irradiación uv (Wright et al., 

2017), desinfectantes (Nakamura et al., 2013; Sanchez-Vizuete et al., 2015), pH 
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extremos (Hoštacká et al., 2010), alta salinidad y disminución de nutrientes (Yin et al., 

2019). 

De manera global estos hallazgos resaltan que condiciones ambientales como la 

temperatura, la superficie de contacto y el tiempo de incubación pueden promover la 

formación de biopelículas en las diferentes instalaciones de transporte, almacenamiento 

y comercialización de los productos frescos. Además, se ha descrito en múltiples 

estudios que una vez que E. coli formadora de biopelícula contamina un equipo, los 

procedimientos de desinfección en el procesamiento de alimentos actuales pueden no 

ser eficientes para eliminar a la biopelícula (Fernández-Gómez et al., 2022; X. Liu et al., 

2023; F. Zhou et al., 2022). 

También, observamos que las cepas A38EC, A68EC y A134_1EC, muestran una mayor 

capacidad de invasión; en 2023, dos Santos y colaboradores, reportaron el aislamiento 

de ocho de E. coli recuperadas de bivalvos comestibles de las cuales dos caracterizadas 

como ExPEC mostraron la capacidad de invadir células HeLa (Bueris et al., 2022). Así 

mismo, en 2024 Lee y su equipo, analizaron 22 cepas híbridas STEC/aEPEC 

provenientes de carne de cerdo y res fueron sometidas a ensayos de invasión, cinco de 

estas cepas fueron descritas como altamente invasivas para las células HeLa en 

comparación con la cepa control del patotipo EPEC (E2348/69) (Lee et al.,2024). 

Generalmente, algunos de los patotipos de E. coli poseen la capacidad de invadir células 

y tejidos en el hospedero permitiendo evadir las defensas del hospedero y propagarse 

fácilmente; curiosamente, las cepas tres cepas de este estudio (A38EC, A68EC y 

A134_1EC) con una capacidad de invasión alta, no fueron determinadas como algún 

patotipo de E. coli y no se determinó la presencia de algún gen que codificara invasinas 

de E. coli conocidas. Además, hasta donde se tiene conocimiento este es el primer 

reporte de E. coli recuperadas de vegetales que tienen la capacidad de invadir celular 

HeLa. 

Finalmente los resultados muestran que las cepas aisladas de alimentos frescos, no sólo 

cuentan con elementos genéticos de virulencia y resistencia a antimicrobianos capaces 

de ser movilizados a través de plásmidos conjugativos, transposones e integrones, sino 

también poseen herramientas que les pueden permitir persistir en superficies inertes a 
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temperaturas de almacenamiento convencional llegando a otros alimentos a través de la 

contaminación cruzada; así como, el adherirse e invadir células humanas después de 

ser consumida.



 

137 
 

8. CONCLUSIONES 

De los 1794 genomas de E. coli identificados en bases de datos públicas (BDP), la 

mayoría (649) provenían de origen clínico y sólo 77 fueron de origen alimentario, esto 

muestra una evidente carencia de información respecto a la representación de genomas 

de E. coli provenientes de alimentos para realizar análisis epidemiológicos más robustos.  

La comparación filogenética incluidos filogrupos y secuenciotipos en ambos conjuntos 

de genomas en BDP sugiere que las cepas se intercambian entre ambos ambientes con 

menor frecuencia de la esperada. 

Ambos grupos de genomas, clínicos y alimentarios presentaron plásmidos de tamaños y 

características similares; entre ellas la presencia de genes de virulencia (72 genes) y 

resistencia a antibióticos (175 genes); de los cuales, solo 5 y 11, respectivamente se 

encontraron de manera exclusiva en plásmidos de origen alimentario. Además, 2/3 de 

los plásmidos en ambos grupos que contenían genes de virulencia y/o resistencia tenían 

la capacidad de movilizarse. 

La combinación PTU/Inc permitió mejorar la especificidad del análisis de coocurrencia, 

mostrando 8 combinación con los puntajes más altos PTU-B/O/K/Z IncB/O/K/Z, PTU-HI2 

IncHIA, Non-PTU ColRNAI, PTU-E69 IncB/O/K/Z, PTU-HI2 IncHI2A, PTU-FE F:-:A-:B1, 

PTU-E41 F-:A-:B15 y PTU-E5 F23:A-:B3, correlacionados con la presencia de genes de 

virulencia o resistencia a antibióticos o ambos. Lo que parece indicar que estos son los 

plásmidos presentes en ambos grupos que podrían dirigir la movilización de genes entre 

ambos nichos. 

El análisis bioinformático de 12 cepas de E. coli aisladas a partir de vegetales 

comercializados en la ciudad de Puebla mostró que todas poseían al menos siete genes 

de resistencia a antibióticos, seis genes de virulencia y portaban al menos un plásmido 

conjugativo. Resaltando la importancia del muestreo de cepas no clínicas. 

Los filogrupos a los cuales pertenecieron las 12 cepas de E. coli fueron A (5), B1 (3), C 

(3) y B2 (1). Mientras que los ST más prevalentes fueron ST155 (2), ST746 (2) y ST5019 

(2); vinculados frecuentemente con aislados ambientales siendo congruente con el 
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origen de aislamiento y reforzando la sugerencia que no hay una frecuencia elevada de 

cepas entre el ambiente clínico y el ambiental. 

La cepa A23EC que perteneció al filogrupo B2 y al ST131 un clon epidémico 

multidrogoresistente, fue caracterizada como una cepa ExPEC, UPEC y MDR. Además, 

mostró la presencia del TnMB1860 estructurado por aac(3)-lle, tmrB, aac(6')-lb-cr, 

blaOXA1,  ΔcatB3, blaCXT-M-15, wbuC y flanqueado por IS26. Mediante este elemento fue 

caracterizado dentro del clado emergente C2b al igual que 18 cepas previamente 

reportadas en las bases de datos públicas. 

 El plásmido pA23EC mostró características genéticas de conjugación y fue sometido a 

ensayos de conjugación in vitro a 37°C y 20°C. Esto indica la aparición de cepas de 

importancia clínica adaptadas en ambientes alimentarios, además, la generación de 

transconjugantes resultantes confirma la posibilidad de la transferencia a temperaturas 

de almacenamiento y/o comercialización de vegetales. 

Las cepas A65EC y A134EC fueron determinadas como productoras de betalactamasas 

tipo ampC. El gen blaCMY-2 fue reportado en una estructura ISEcp1-tnpA-blc-sugE que a 

su vez era acarreada por plásmidos IncI (móvil) y p0111 (no móvil), respectivamente; 

sugiriendo una transferencia tanto vertical como horizontal a través de conjugación y de 

transposición dentro de la misma célula. Además, este es el primer reporte de este blaCMY-

2 es cepas aisladas de vegetales. 

Este estudio mostró por primera vez la presencia de cepas de E. coli aisladas de 

vegetales que portaban en un plásmido al gen fosA asociado con la resistencia a 

fosfomicina. De igual forma, este es el primer informe de la variante fosA2 y fosA7.5 

acarreadas por plásmidos en cepas provenientes de alimentos; sin embargo, no se 

estableció un entorno genético definido en todas las cepas. Lo que resalta la necesidad 

de un análisis adicional que permita establecer patrones de la presencia de estos genes 

y sus entornos en cepas de origen clínico y no clínico. 

Por su parte, sólo dos cepas (A6EC y A7EC) mostraron una similar producción de 

biopelícula que el control (CFT073) a 20°C por 24 horas, este número aumentó a ocho 

cepas (A6EC, A7EC, A38EC, A44EC, A65EC, A68EC, A101EC, A122EC, A134_1EC, 
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A134_2EC y A143EC) después de 24 horas adicionales (total 48 horas). Cuando se 

sometió a una incubación de 37°C por 24 horas, todas mostraron una producción mayor 

que cuando se incubaron a 20°C. Lo que indica que las condiciones de incubación 

(tiempo y temperatura) condicionan el comportamiento de las cepas de E. coli. 

Finalmente los resultados muestran que las cepas aisladas de alimentos frescos, no sólo 

cuentan con elementos genéticos de virulencia y resistencia a antimicrobianos capaces 

de ser movilizados a través de plásmidos conjugativos, transposones e integrones, sino 

también poseen herramientas que les pueden permitir persistir en superficies inertes 

(biopelícula) a temperaturas de almacenamiento convencional llegando a otros alimentos 

a través de la contaminación cruzada; así como, el adherirse e invadir células humanas 

después de ser consumida. 
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9. PERSPECTIVAS 

1.Caracterizar mediante otros elementos (tamaño, iterones, sistemas de adicción y 

sistemas de partición) a los plásmidos no tipificables de la base de datos creada para el 

estudio bioinformático inicial; esto permitirá clasificar a estos plásmidos, así como 

investigar a profundidad su contribución a la movilización de determinantes de virulencia 

y resistencia a antibióticos. 

2. Realizar la caracterización de plásmidos provenientes de origen veterinario, ríos, lagos 

y aguas residuales. Esto permitiría tener una mejor comprensión del plasmidoma de E. 

coli. Posteriormente se determinaría la filogenia de las cepas y de los plásmidos 

contenidos, con lo que podríamos entender cómo se dirige el intercambio genético en 

esta especie bacteriana.  

3. Someter la cepa A23EC a ensayos de patogenicidad en modelos in vivo, como G. 

mellonella o ratones (Mus musculus). 

4. Caracterizar mediante PFGE+S1 y secuenciación del genoma completo la integridad 

del plásmido pA23EC transferido a las transconjugantes; para determinar si la 

movilización del plásmido es total. 

5. Evaluar mediante ensayos de transformación la funcionalidad del transposón 

compuesto TnMB1860 para generar resistencia a carbapenemasas y esclarecer la 

funcionalidad de ΔcatB3 en el contexto del mismo transposón. 

6. Realizar ensayos de conjugación para las 11 cepas restantes obtenidas de productos 

frescos, considerando variaciones de tiempo, concentración de nutrimentos, cepas 

receptoras y temperatura. 

7. Establecer la relación filogenética de las cepas productoras de blaCMY-2 en el contexto 

de los genomas pertenecientes a ST746 y ST10 depositados en las bases de datos 

públicas. 

8. Evaluar mediante retos a antimicrobianos la sobrevivencia de las cepas A65Ec y 

A134_1EC portadoras de sugE frente a desinfectantes de sales de amonio cuaternario 

acarreadas por las cepas A65EC y A134_1EC. 
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9. Realizar una búsqueda de los genes fosA2, fosA3 y fosA7.5 en genomas s de E. coli 

con el fin de comparar los entornos genéticos y establecer si hay EGM específicos 

ligados a cada una de las variantes de estos genes que les permiten movilizarse.  

10. Realizar ensayos de formación de biopelícula de cepas de E. coli aisladas de 

alimentos sobre superficies como cerámica, vidrio, plástico y acero inoxidable; esto 

permitirá determinar el riesgo de transferencia de genes de virulencia y/o resistencia 

desde estos materiales a alimentos de consumo humano y/o animal directo
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11. ANEXOS 

Anexo S1. Genomas de Escherichia coli ST131 depositados en GenBank hasta 2022. 

  

Nombre de la 

cepa
Ensamble

Número de 

acceso 

(cromosoma)

Clado Bioproject
Base de 

datos
Biosample

Fecha de 

colección
Localización

Tipo de 

muestra
Fuente Serotipo

Variante 

FimH

E302 GCA_010725305.1 AP022362.1 C0 PRJDB6565 NCBI Refseq SAMD00186874 2015 Japón Sin datos Sin datos O25:H4 30

Ecol_745 GCA_001618345.2 CP015074.2 A PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN04590095 2012 Marruecos Clinica No especificado O153:H5 41

Z247 GCA_002142715.1 CP021207.1 B PRJNA386074 NCBI Refseq SAMN06925129 2015 China Clinica Sangre O25:H4 161

p4A GCA_011331215.2 CP049085.2 C2b PRJNA603908 NCBI Refseq SAMN13948677 2015 USA Clinica Sangre O25:H4 30

S21EC GCA_018972225.1 CP076689.1 B PRJNA737575 NCBI Refseq SAMN19700015 2009 Reino Unido Clinica No especificado O25:H4 22

Dog168 GCA_019428525.1 CP080116.1 C2a PRJNA748602 NCBI Refseq SAMN20339880 2009 Kenia Animal Heces de perro O25:H4 30

M70 GCA_019428565.1 CP080118.1 C2a PRJNA748602 NCBI Refseq SAMN20339878 2010
República 

Checa
Clinica Orina O25:H4 30

M45 GCA_019428585.1 CP080119.1 C2a PRJNA748602 NCBI Refseq SAMN20339877 2010
República 

Checa
Clinica Orina O25:H4 30

M24 GCA_019428605.1 CP080120.1 C2a PRJNA748602 NCBI Refseq SAMN20339876 2009
República 

Checa
Clinica Orina O25:H4 30

BR43-DEC GCA_004118895.1 CP035377.1 C1 PRJNA511007 NCBI Refseq SAMN10748606 2015 Brasil Clinica Orina O25:H4 30

SA186 GCA_003856995.1 CP022730.1 B PRJNA395653 NCBI Refseq SAMN07411973 2012 Arabia Saudita Clinica Orina O25:H4 22

AR_0089 GCA_003571825.1 CP032265.1 B PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014930 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 22

Ecol_244 GCA_002012305.1 CP019020.1 B PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511157 2010 Argentina Clinica No especificado O25:H4 22

THO-003 GCA_015138575.1 AP022525.1 C2b PRJDB9036 NCBI Refseq SAMD00196001 2018 Japón Ambiental
Aguas 

residuales
O25:H4 30

AR_451 GCA_003288455.1 CP030337.1 C1 PRJNA316321 NCBI Refseq SAMN07291544 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

RHBSTW-00482 GCA_013748455.1 CP056470.1 C2b PRJNA605147 Genbank SAMN15148629 2017 Reino Unido Ambiental
Aguas 

residuales
O25:H4 30

RHBSTW-00081 GCA_013795795.1 CP056873.1 C2b PRJNA605147 Genbank SAMN15148474 2017 Reino Unido Ambiental
Aguas 

residuales
O25:H4 30

 O25b:H4-ST131 GCA_015277555.1 CP063774.1 C1 PRJNA670813 NCBI Refseq SAMN16520835 2018 Hong Kong Ambiental
Aguas 

residuales
O25:H4 30

Ecol_AZ146 GCA_002012085.1 CP018991.1 C2b PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511152 2012 Italia Clinica No especificado O25:H4 30

pA11 GCA_011330935.2 CP049077.2 C2b PRJNA603908 NCBI Refseq SAMN13948684 2015 USA Clinica Sangre O25:H4 30

FDAARGOS_1265 GCA_016890045.1 CP069583.1 C2b PRJNA231221 NCBI Refseq SAMN16357407 No disponible USA Sin datos Sin datos O25:H4 30

SCAID WND1-

2021
GCA_019915525.1 CP082831.1 C2b PRJNA754843 NCBI Refseq SAMN20982447 2021 Kazajastán Clinica

Dercarga de 

herida
O25:H4 30

F17EC0098 GCA_021130495.1 CP088356.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391703 2017 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30
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Nombre de la 

cepa
Ensamble

Número de 

acceso 

(cromosoma)

Clado Bioproject
Base de 

datos
Biosample

Fecha de 

colección
Localización

Tipo de 

muestra
Fuente Serotipo

Variante 

FimH

F16EC0507 GCA_021130695.1 CP088393.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391692 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

F16EC0342 GCA_021130865.1 CP088413.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391686 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

F16EC0121 GCA_021131025.1 CP088451.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391678 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

C17EC0083 GCA_021132115.1 CP088629.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391614 2017 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

B16EC0725 GCA_021132975.1 CP088776.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391567 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

F16EC0653 GCA_021365955.1 CP088879.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391700 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

TO217 GCA_900520365.1 LS992192.1 C2b PRJEB27475 NCBI Refseq SAMEA4830526 2018 No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

Ecol_867 GCA_002012205.1 CP018983.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511148 2013 Canadá Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_AZ153 GCA_002012245.1 CP019000.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511160 2013 China Clinica No especificado O25:H4 30

4/1/2001 GCA_003856695.1 CP023844.1 C2a PRJNA413669 NCBI Refseq SAMN07760931 2009 Suecia Clinica Heces O25:H4 30

CCUG 73778 GCA_009577985.1 CP041337.1 C0 PRJNA305687 NCBI Refseq SAMN12169096 2008 Suecia Clinica Sangre O25:H4 30

THO-015 GCA_015139735.1 AP022549.1 C1 PRJDB9036 NCBI Refseq SAMD00196013 2018 Japón Clinica Orina O25:H4 30

2019_APHA GCA_014217135.1 CP051609.1 C1 PRJNA625187 NCBI Refseq SAMN14594835 2019 Reino Unido Animal Cerdo, cecal O25:H4 30

2017_APHA GCA_014217155.1 CP051615.1 C1 PRJNA625187 NCBI Refseq SAMN14594834 2017 Reino Unido Animal Cerdo, cecal O25:H4 30

EcPF18 GCA_013372325.1 CP054219.1 C1 PRJNA636382 NCBI Refseq SAMN15075997 2018 USA Clinica Orina O25:H4 30

Ecol_448 GCA_001618365.1 CP015076.1 A PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN04590097 2011 Argentina Clinica No especificado O16:H5 41

O25b:H4 GCA_001874485.1 CP015085.1 C2 PRJNA316859 NCBI Refseq SAMN04605558 2014 Arabia Saudita Clinica Orina O25:H4 1196

MNCRE44 GCA_000931565.1 CP010876.1 C1 PRJNA272863 NCBI Refseq SAMN03287565 2012 USA Clinica Esputo O25:H4 30

ZH193 GCA_001566675.1 CP014497.1 C1 PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381846 2004 No disponible Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_743 GCA_001618325.1 CP015069.1 A PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN04590096 2012
Emiratos 

Árabes
Clinica No especificado O25:H4 1426

Ecol_732 GCA_001617565.1 CP015138.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN04621897 2012 Tailandia Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_276 GCA_002011965.1 CP018953.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511184 2010 USA Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_542 GCA_002012025.1 CP018970.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511186 2011 Viertnam Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_AZ161 GCA_002012265.1 CP019012.1 C1 PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511166 2013 USA Clinica No especificado O25:H4 30

81009 GCA_002157245.1 CP021179.1 C1 PRJNA383781 NCBI Refseq SAMN06808253 2009
Emiratos 

Árabes
Clinica Orina O25:H4 30

4_4 GCA_003856655.1 CP023826.1 C1 PRJNA413669 NCBI Refseq SAMN07760938 2009 Suecia Clinica Heces O25:H4 30

E41-1 GCA_003194345.1 CP028483.1 C1 PRJNA431043 NCBI Refseq SAMN08382661 2017 China Clinica Esputo O16:H5 30
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Nombre de la 

cepa
Ensamble

Número de 

acceso 

(cromosoma)

Clado Bioproject
Base de 

datos
Biosample

Fecha de 

colección
Localización

Tipo de 

muestra
Fuente Serotipo

Variante 

FimH

U12A GCA_004141955.1 CP035476.1 C1 PRJNA516746 NCBI Refseq SAMN10817475 2012 USA Clinica Orina O25:H4 30

U13A GCA_004135165.1 CP035477.1 C1 PRJNA516747 NCBI Refseq SAMN10817700 2013 USA Clinica Orina O25:H4 30

U14A GCA_004135915.1 CP035516.1 C1 PRJNA516748 NCBI Refseq SAMN10836813 2015 USA Clinica Orina O25:H4 30

S65EC GCA_004299805.1 CP036245.1 C2 PRJNA517996 NCBI Refseq SAMN10879429 2009 Australia Clinica Orina O25:H4 30

S103EC GCA_018972265.1 CP076693.1 C0 PRJNA737575 NCBI Refseq SAMN19700014 2010 Australia Clinica No especificado O25:H4 30

MVAST0167 GCA_001566655.1 CP014492.1 A PRJNA307507 Genbank SAMN04381852 2010 USA Clinica No especificado O16:H5 41

JJ1886 GCA_000493755.1 CP006784.1 C2 PRJNA218163 NCBI Refseq SAMN02603887 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

JJ2434 GCA_001513635.1 CP013835.1 C2a PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381854 2008 USA Clinica No especificado O25:H4 30

Ecol_656 GCA_002012065.1 CP018979.1 C2a PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511161 2012 USA Clinica No especificado O25:H4 30

 Ecol_AZ162 GCA_002012165.1 CP019015.1 C2a PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511185 2013 USA Clinica No especificado O25:H4 30

AR_0104 GCA_002056635.1 CP020116.1 C1 PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014945 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

AR_0055 GCA_002202175.1 CP021935.1 C2 PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014896 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

Apr-00 GCA_003856615.1 CP023849.1 C2a PRJNA413669 NCBI Refseq SAMN07760930 2009 Suecia Clinica Orina O25:H4 30

AR_0081 GCA_002996945.1 CP027534.1 C1 PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014922 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

 U15A GCA_004193755.1 CP035720.1 C1 PRJNA516749 NCBI Refseq SAMN10837069 2015 USA Clinica Orina O25:H4 30

S10EC GCA_018972245.1 CP076697.1 C2a PRJNA737575 NCBI Refseq SAMN19700013 2009 Reino Unido Clinica No especificado O25:H4 30

EC958 GCA_000285655.3 HG941718.1 C2a PRJEA61443 NCBI Refseq SAMEA2272019 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

B36 GCA_900622635.1 LR130545.1 C2a PRJEB29930 NCBI Refseq SAMEA5128441 No disponible Australia Clinica Sangre O25:H4 30

JJ1887 GCA_001593565.1 CP014316.1 C0 PRJNA311313 NCBI Refseq SAMN04481707 2007 USA Clinica No especificado O25:H4 30

CD306 GCA_001513615.1 CP013831.1 C0 PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381845 2002 USA Animal Heces de gato O25:H4 30

G749 GCA_001566635.1 CP014488.1 B PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381851 2010 USA Clinica No especificado O25:H4 22

H105 GCA_002193095.1 CP021454.1 C1 PRJNA387731 NCBI Refseq SAMN07162922 No disponible Alemania Clinica
Exudado 

vaginal
O25:H4 30

AR_0058 GCA_002180195.1 CP021689.1 C1 PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014899 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

AR_0086 GCA_003571665.1 CP032201.1 C1 PRJNA292904 NCBI Refseq SAMN04014927 No disponible No disponible Sin datos Sin datos O25:H4 30

JJ1897 GCA_001513655.1 CP013837.1 B PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381850 2004 USA Clinica No especificado O25:H4 22

Ecol_AZ159 GCA_002012145.1 CP019008.1 B PRJNA316786 NCBI Refseq SAMN05511159 2013 Colombia Clinica No especificado O25:H4 22

5_1 GCA_021228975.1  CP089445.1 C0 PRJNA787313 NCBI Refseq SAMN23798050 2021 China Clinica
Fluidos 

humanos
O25:H4 30
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Variante 

FimH

uk_P46212 GCA_001469815.1 CP013658.1 C2a PRJNA297860 NCBI Refseq SAMN04159541 2005 Reino Unido Clinica Orina O25:H4 30

FDAARGOS_144 GCA_002944935.1 CP014111.1 B PRJNA231221 NCBI Refseq SAMN03996288 2014 USA Clinica Orina O13:H4 410

SaT040 GCA_001566615.1 CP014495.1 B PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381849 2007 USA Clinica No especificado O25:H4 22

ZH063 GCA_001577325.1 CP014522.1 B PRJNA307507 NCBI Refseq SAMN04381853 2002 Canadá Clinica No especificado O25:H4 22

DA33135 GCA_003181035.1 CP029576.1 A PRJNA472712 NCBI Refseq SAMN09245744 No disponible Suecia Clinica No especificado O25:H4 30

S22EC GCA_018972205.1 CP076687.1 B PRJNA737575 NCBI Refseq SAMN19700016 2009 Reino Unido Clinica No especificado O25:H4 22

D16EC0589 GCA_021131895.1 CP088596.1 C2b PRJNA782071 Genbank SAMN23391627 2016 Corea del Sur Clinica Sangre O25:H4 30

Eco-15 GCA_015910185.1 CP047710.1 A PRJNA599404 NCBI Refseq SAMN13747522 2015 Canadá Clinica Toma rectal O16:H5 30

2_0 GCA_003856635.1 CP023853.1 C0 PRJNA413669 NCBI Refseq SAMN07760925 2009 Suecia Clinica Orina O25:H4 30
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Anexo S2. Medio Mínimo Esencial (D5F)    

Reactivo 1000 ml 250 ml 

DMEM 13.77g 3.34g 

L-arginina 0.116g 0.029g 

L-asparagina 0.036g 0.009g 

NAHCO3 2g 0.5g 

Piruvato 10ml 2.5ml 

L-glutamina 7.5ml 1.875ml 

Penicilina-Estreptomicina 10ml 2.5ml 

Suero Fetal Bovino (SFB) 50ml 12.5ml 
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Anexo S3. Resultados del análisis de enriquecimiento para ST, genes de virulencia y 

genes de resistencia a antibióticos (Simulación de Monte Carlo). 

Secuencio tipo (STs)   

Número de STs identificados en plásmidos alimentarios 48 

Número de STs compartidos entre plásmidos alimentarios y clínicos 16 

Iteraciones 1000 

Promedio 19 

Probabilidad≥16 0.015 

    

Genes de resistencia   

Número de genes de resistencia en plásmidos alimentarios 62 

Número de genes de resistencia compartidos entre plásmidos alimentarios y clínicos 51 

Iteraciones 1000 

Promedio 33 

Probabilidad≥51 0.001 

    

Genes de virulencia   

Número de genes de resistencia en plásmidos alimentarios 38 

Número de genes de resistencia compartidos entre plásmidos alimentarios y clínicos 33 

Iteraciones 1000 

Promedio 28 

Probabilidad≥33 0.001 
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Anexo S4. 33 genes de virulencia presentes en plásmidos de origen alimentarios y 

plásmidos de origen clínico. 

Genes Función del factor de virulencia 

afaD 
Este gen es uno de los componentes de los operones afa que están involucrados en 
la adhesión bacteriana, un factor crucial para la capacidad de la bacteria de infectar a 
su hospedador y causar enfermedad. 

astA 
Enterotoxina (astatoquina) responsable de la alteración de la función normal de las 
células intestinales en el hospedador. 

cba 
Codifica para una proteína Cba que es una adhesina que facilita la adherencia de la 
bacteria a las células del hospedador. 

cdtB 
Codifica una subunidad de una toxina llamada toxina cdt que significa toxina citotóxica 
distensora. 

cea 
Enterotoxina CEA actúa en el intestino del hospedador, donde puede alterar la 
integridad de las células epiteliales. 

celb 

Codifica una celulasa, que permite la descomposición de la celulosa en el ambiente 
del tracto gastrointestinal; aunque no interactúa directamente con las células 
humanas, la actividad de la celulasa de E. coli podría contribuir indirectamente a la 
adaptación y supervivencia de la bacteria en el intestino. 

cia 
Codifica una proteína de invasión que facilita la entrada de la bacteria en las células 
del hospedador. 

cib 
Está relacionado con la invasión celular y el daño a los tejidos, permitiendo que las 
cepas de E. coli. 

cma 
Codifica una proteína que se denomina CMA (Campylobacter mucinase o mucina). 
Descompone la mucina, que es una proteína compleja que forma parte de la capa 
mucosa que recubre las células epiteliales del tracto gastrointestinal. 

cvaC 
Codifica una proteína conocida como CvaC (Campylobacter virulence-associated 
protein C). Implicada en la formación del sistema de cápsula de la bacteria. 

ehxA 
Codifica una toxina enterohemorrágica A (EhxA), que es una exotóxica responsable 
de causar daño a las células endoteliales (que recubren los vasos sanguíneos). 

epeA 
Codifica para EPEC adherence factor A (EpeA), una proteína que permite a bacterias 
patógenas adherirse a las células epiteliales del intestino del hospedador, facilitando 
la colonización intestinal. 

espP 
Codifica la proteína EspP, que es una proteasa secretada por E. coli que actúa sobre 
las proteínas del hospedador modificando las funciones celulares del hospedador 
durante la infección. 

etpD 
Codifica la proteína EtpD, que es parte del sistema de secreción tipo III (T3SS),  que 
permite a la bacteria inyectar proteínas efectoras. 

etsC 
Codifica una proteína involucrada en el sistema de secreción tipo III (T3SS), que 
permite a la bacteria inyectar proteínas efectoras principalmente en los patotipos 
EPEC y EHEC. 

hlyF 
Codifica una proteína llamada HlyF, que está involucrada en la producción de 
hemolisinas 
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iha 
Codifica para la proteína Iha, que funciona como adhesina y receptor de hierro, un 
nutriente esencial para su supervivencia. 

iroN 
Codifica para una proteína de receptor de hierro llamada IroN, que es una siderofora 
(o receptor de hierro) situada en la superficie bacteriana. 

iss Factor de virulencia involucrado en la captación de hierro desde el hospedador. 

iucC 
Codifica para la proteína IucC, que forma parte la producción y liberación de un 
sideróforo como aerobactina. 

iutA Codifica una proteína receptora llamada IutA, que es un receptor de sideróforo. 

katP 
Codifica para la catalasa KatP, que descompone el peróxido de hidrógeno que le 
permite resistir el estrés oxidativo y evadir las defensas del sistema inmune. 

mchF 
Codifica para la proteína MchF, que está involucrada en la producción de colicina M, 
una toxina que permite a E. coli competir con otras bacterias al destruir sus 
membranas celulares. 

nleA 
La proteína NleA se encuentra en el sistema de secreción tipo III (T3SS), que permite 
inyectar proteínas efectoras en las células del hospedador. 

ompT 
Codifica para una proteína OmpT, que es una proteasa tipo serina que se encuentra 
en la membrana externa de la bacteria. 

sepA 
Codifica para una proteasa SepA que degrada proteínas del hospedador e interfiere 
con la respuesta inmune liberandola al espacio extracelular. 

sitA Codifica para la proteína SitA, que es parte del sistema de transporte de hierro Sit 

sta1 
Codifica para la toxina STa (Toxina Termoestable A), esta toxina es una pequeña 
proteína que tiene la capacidad de inducir diarrea acuosa en los humanos y otros 
animales. 

subA 
Codifica para una toxina SubA, que tiene propiedades enzimáticas y actúa sobre las 
células afectando la función celular en el intestino del hospedador. 

terC 
Codifica para una proteína involucrada en la captación de hierro en algunas cepas de 
Escherichia coli, especialmente en E. coli uropatogénica (UPEC) 

toxB 
Codifica la toxina ToxB secretada por algunas cepas de E. coli y se cree que tiene un 
papel en la alteración de la función celular y en la disfunción de la mucosa intestinal 
durante la infección. 

traT 
Codifica la proteína TraT, que participa en la evasión del sistema inmune del 
hospedador, inhibiendo la activación del sistema del complemento y ayuda a la 
bacteria a evadir la fagocitosis. 

tsh 
Codifica para una toxina conocida como TSH (Toxina de Superficie de Hemaglutinina), 
una hemaglutinina con la capacidad de aglutinar glóbulos rojos, aunque su papel 
principal está en la interacción con las células del hospedador. 
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Anexo S5. Relación filogenética de genomas alimentarios y clínicos. Los genomas de cepas 

de E. coli incluidoas en este estudio (77 de genomas de fuentes alimentarias y 649 de fuentes 

clínicas) se muestran como un cladograma. Esta representación gráfica se generó utilizando la 

plataforma CSI Phylogeny, con Escherichia coli K-12 (NC_000913.3) como genoma de 

referencia. Los ST11, ST10 y ST410 muestran en la figura porque fueron los secuenciotipos más 

prevalentes en ambos conjuntos de datos. 
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Anexo S6.  Perfil plasmídico de las cepas de E. coli obtenido mediante PFGE+S1. A la 

izquierda se muestras los tamaños de tres de los plásmidos que porta la cepa control NCTC 

50192 
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Anexo S7.  Viruloma de E. coli A23EC. (A) Viruloma cromosómico. Se muestran las tres islas 

de patogenicidad PAI I identificadas en A23EC. Los genes de virulencia que se encuentran en 

cada PAI se enumeran en cuadros azules. Los genes que definen el virotipo E, todos ellos 

presentes en estos PAI, se destacan en negrita y en rosa. (B) Viruloma del plásmido (pA23EC). 
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Anexo S8. Alineamiento entre la secuencia truncada de cat3B encontrada en A23EC y su 

referencia. A. Alineamiento de nucleótidos. B. Alineamiento de aminoácidos.   
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Anexo S9. Perfil fenotípico de resistencia antimicrobiana para las cepas de E. coli A65EC 

y A134EC 

Antibiótico (Clase) Abreviaturas 
Concentración 

(µg) 
A65EC A134_1EC 

Amikacina (A) AN 30 I I 

Gentamicina (A) GM 10 I R 

Streptomicina (A) S 10 R R 

Tobramicina (A) NN 10 I R 

Ampicillina (P) AM 10 R R 

Amoxicillina /ácido clavulánico (P) AMC 20/10 R R 

Cefuroxima (C)  CXM 30 R R 

Cefotaxima (C)  CTX 30 R R 

Ceftazidima (C)  CAZ 30 R R 

Cefepima (C)  FEP 30 SDD SDD 

Cefoxitina (C)  FOX 30 R R 

Aztreonam (M) ATM 30 R R 

Trimetroprim (FI) TMP 5 R R 

Trimetroprim / sulfametoxazol (FI) SXT 1.25/23.75 R R 

Ácido nalidíxico (Q) NA 30 S R 

Ciprofloxacino (F) CIP 5 S R 

Cloramfenicol (Ph) C 30 I R 

Tetraciclina (T) TET 30 R R 

Meropenem (Ca) MEM 10 S S 

Imipenem (Ca) IMP 10 S S 

Fosfomicina (Pho) /G6P FOS 200/50 S R 
R, resistente 
I, intermedio 
S, sensible 
SDD, sensible dependiente de la dosis 
Clase A: Aminoglucósidos, Clase B: b-lactamicos, Clase C: Cefalosporina, Clase Ca: Carbapenemicos, 
Clase F: Fluoroquinolonas, Clase FI: Inhibidores del folato, Clase M: Monobactam, Class P: Penicillinas, 
Clase Ph: Fenicoles, Clase Q: Quinolonas, Clase T: Tetraciclina y Clase Pho: Fosfónico. 
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Segundo Lugar en el Congreso XLV Congreso Nacional de Infectología y Microbiología 

Clínica en Modalidad Póster con el trabajo titulado “Análisis de la filogenia, resistoma y 

viruloma de genomas de Escherichia coli de origen clínico”. 28 de mayo al 4 de junio de 

2021. 
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12.4.1 Premios como coautor 

Primer lugar en el 11th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 

2022 en la modalidad de póster con el trabajo titulado “Analysis of plasmids in fosfomycin- 

and colistin-resistant Escherichia coli strains isolated from meat products”. 12 al 15 de 

noviembre 2024. Puebla, México. 

Segundo lugar en el Primer Simposio de Farmacología: Combatiendo la Resistencia a 

los Antimicrobianos en la modalidad de póster con el trabajo titulado “Estudio de 

clonalidad de cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de biopsias de un paciente 

con Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. Modalidad Póster. 22 y 23 de noviembre 2023. 

Puebla, México 

Segundo lugar en el 9th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 

2022 en la modalidad de póster con el trabajo titulado “Application emerging for the 

improvement of the techno-funtional properties of common bean flour”. 11 al 13 de 

noviembre 2020. Puebla, México. 

 

12.5 Presentaciones en congresos como autor principal 

1. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Manel Camps, Gerardo Cortés Cortés, Edwin 

Barrios Villa, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. Characterization 

of biofilm-producing E. coli ST131 with uropathogenic potential, associated with 

carbapenem resistance, isolated from spinach. Modalidad Oral. 11th Food Science, 

Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2024. 12 al 15 de noviembre 2022. 

Puebla, México. 

2. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Manel Camps, Gerardo Cortés Cortés, Eder 

Alejandro Carreón León, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. 

“Caracterización de E. coli ST131 con potencial uropatogénico, asociadas a la 

resistencia a carbapenémicos aisladas de espinaca”. XLVIII Congreso Nacional de 

Infectología y Microbiología Clínica. 22 al 25 de mayo de 2024. Puebla, México. 

3. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Eder A. Carreón León, 

Edwin Barrios Villa, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. 

“Characterization of biofilm-forming multidrug-resistant Escherichia coli isolated from 

vegetables and meat products”. Modalidad Póster. VII Congreso de Bioquímica y Biología 

Molecular de Bacterias. 8 al 12 de octubre de 2023. San Miguel de Allende, Guanajuato, 

México. 

4. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Eder Alejandro Carreón 

León, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. “Escherichia coli en 

alimentos frescos: un reservorio de genes de virulencia y resistencia a antibióticos”. 
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Modalidad Póster. 4to Congreso Nacional de Ciencias Bioquímicas y XXV Semana del 

Química, 2022. 28 de noviembre al 1 de diciembre 2022. H. Caborca, Sonora. 

5. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Patricia Lozano Zarain, 

Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Genomic characterization of multidrug-resistant E. coli 

strains isolated from fresh vegetables in Puebla, Mexico”. Modalidad Póster. 10th Food 

Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 16 al 18 de noviembre 

2022. Puebla, México. 

6. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Manel Camps, Jay Kim, 

Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Comparative genomic análisis 

of phylogeny, resistome and virulome and E. coli food and clinical source”. Modalidad 

Oral. 10th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 16 al 18 

de noviembre 2022. Puebla, México. 

7. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Patricia Lozano Zarain, 

Eder Alejandro Carreón León, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. “Caracterización 

genómica de cepas de E. coli aisladas de vegetales frescos, recolectados en Puebla, 

México”. XLVI Congreso Nacional de Infectología y Microbiología Clínica. 25 al 28 de 

mayo de 2022.San Luis Potosi, México. 

8. Maria Guadalupe Balbuena Alonso. Presentación oral “Escherichia coli en 

alimentos: un importante reservorio de genes de virulencia y resistencia a antibióticos” 

en la I Reunión de la Red CYTED // in the 1st CYTED meeting: Resistencia a Antibióticos 

en Microorganismos Ec ESKAPE: comparación pre y post-COVID-19 (P220RT0168). 19 

de abril del 2022, Lima, Perú. 

9. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Manel Camps, Jay Kim, 

Patricia Lozano-Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. "Análisis genómico comparativo 

de la filogenia, resistoma y viruloma en E. coli de origen alimentario y clínico". Moralidad 

Oral. XIX Jornadas Argentinas de Microbiología. 6 y 7 de octubre 2021. Buenos Aires, 

Argentina. 

10. Maria Guadalupe Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Manel Camps, Jay 

Kim, Patricia Lozano-Zarain, Margarita Ma. de la Paz Arenas-Hernandez, Rosa del 

Carmen Rocha-Gracia. “Análisis genómico del resistoma y viruloma en E. coli de origen 

alimentario y su potencial transferencia horizontal”. Modalidad Oral. XXV Congreso 

Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto 2021. Asunción, 

Paraguay. 

11. Maria G Balbuena Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Manel Camps, Patricia Lozano 

Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Análisis de la filogenia, resistoma y viruloma de 

genomas de Escherichia coli de origen clínico”. Modalidad Póster. XLV Congreso 

Nacional de Infectología y Microbiología Clínica. 28 de mayo al 4 de junio de 2021.  
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12.6 Presentaciones en Congresos como coautor 

1. José de Jesús Garcia Perez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Patricia Lozano 

Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Identification and characterization of 

Escherichia coli strains producing extended-spectrum β-lactamases isolated from fresh 

cilantro” 11th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 13 al 

15 de noviembre de 2024. 

2. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, 

Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martínez Laguna. “Analysis of plasmids in 

fosfomycin- and colistin-resistant Escherichia coli strains isolated from meat products.” 

11th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022. 13 al 15 de 

noviembre de 2024. 

3. Manel Camps, María G. Balbuena-Alonso, Gerardo Cortés-Cortés, Jay Kim, Patricia 

Lozano-Zarain, Rosa del Carmen Rocha-Gracia. Genomics studies support the role of 

food strains of E. coli as plasmid reservoirs for genetic exchange of virulence and 

antibiotic resistance genes with clinical strains. International symposium on plasmid 

biology 2024. 2 al 6 de Septiembre de 2024. Hamamatsu, Shizuoka, Japón. 

4. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, 

Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martínez Laguna. “Productos cárnicos: un 

reservorio potencial de cepas de E. coli resistentes a fosfomicina y colistina.”. XLVIII 

Congreso Nacional de Infectología y Microbiología Clínica. 22 al 25 de mayo de 2024. 

Puebla, México. 

5. Luis Mario Ibarra Moreno, Alejandra Maldonado Gálvez, Maria Guadalupe Balbuena 

Alonso, Carlos Aarón de la Torre Perdomo, Patricia Lozano-Zaraín, Rosa del Carmen 

Rocha-Gracia. “Estudio de clonalidad de cepas de E. coli multidrogorresistentes 

productoras de BLEE aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal”. XLVIII Congreso Nacional de Infectología y Microbiología Clínica. 22 al 25 de 

mayo de 2024. Puebla, México. 

6. Alejandra Maldonado Gálvez, María Guadalupe Balbuena Alonso, Luis Mario Ibarra 

Moreno, Carolina Acevedo O., Hania A. Alcalá M, Ismael CruzVázquez, Patricia Lozano 

Zarain, Rosa Del Carmen Rocha Gracia. “Análisis plasmídico de E. coli MDR aislados de 

biopsias intestinales depacientes con EII”. XLVII Congreso Nacional de Infectología y 

Microbiología Clínica. 24 al 27 de mayo de 2023.Verazcruz, México. 

7. Luis Mario Ibarra Moreno, Alejandra Maldonado Gálvez, Maria Guadalupe Balbuena 

Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Estudio de clonalidad 

de cepas de E. coli multidrogoresistentes, aisladas de biopsias de un paciente con 
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. Modalidad Póster. Primer Simposio de 

Farmacología: Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 

2023. Puebla, México. 

8. Lorena Babines Orozco, Gerardo Cortés Cortés, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, 

Rosa del Carmen Rocha Gracia, Ygnacio Martínez Laguna. “Análisis de plásmidos 

portadores de genes de resistencia a antibióticos en cepas de Escherichia coli aisladas 

de productos cárnicos”. Modalidad Póster. Primer Simposio de Farmacología: 

Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 2023. Puebla, 

México. 

9. Ismael Cruz Vázquez, Alicia Helena Márquez Bandala, María Guadalupe Balbuena 

Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Resistencia 

plasmídica a quinolonas en cepas de Escherichia coli aisladas de biopsias de pacientes 

con Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. Modalidad Póster. Primer Simposio de 

Farmacología: Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 

2023. Puebla, México. 

10. Cristian Flores Morales, Gerardo Cortés Cortés, María Guadalupe Balbuena 

Alonso, Patricia Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Patotipos de 

Escherichia coli aisladas de mascotas y su virulencia en un modelo de Galleria 

mellonella”. Modalidad Póster. Primer Simposio de Farmacología: Combatiendo la 

Resistencia a los Antimicrobianos. 22 y 23 de noviembre 2023. Puebla, México. 

11. Alejandra Maldonaldo Gálvez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Carolina 

Acevedo Ocampo, Hania A. Alcalá Martínez, Carlos Aarón de la Torre Perdomo, Patricia 

Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Determinación de resistencia 

antimicrobiana en cepas de Escherichia coli asociada con Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal”. Modalidad Póster. 4to Congreso Nacional de Ciencias Bioquímicas y XXV 

Semana del Química, 2022. 28 de noviembre al 1 de diciembre 2022. H. Caborca, 

Sonora. 

12. Alejandra Maldonaldo Gálvez, María Guadalupe Balbuena Alonso, Carolina 

Acevedo Ocampo, Hania A. Alcalá Martínez, Carlos Aarón de la Torre Perdomo, Patricia 

Lozano Zarain, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Susceptibilidad a antibióticos de cepas 

de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. 

Modalidad Póster. XL Congreso Interamericano de Infectología Pediátrica “Dr Raúl 

Romero Cabello”. 17 al 19 de noviembre 2022. Guadalajara, Jalisco. 

13. Suemy Anahí Cen Nájera, Gerardo Cortés Cortés, María Guadalupe Balbuena 

Alonso, Rosa del Carmen Rocha Gracia, Patricia Lozano Zarain, Margarita María de la 

Paz Arenas Hernández. “Análisis bioinformático comparativo del viruloma, resistoma y 

mobiloma en genomas completos de E. coli uropatogénica y E. coli comensal”. Modalidad 
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Póster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto 

2021. Asunción, Paraguay. 

14. Monserrat Aguirre-Lara, Patricia Lozano Zarain, María Guadalupe Balbuena 

Alonso, Gerardo Cortés Cortés, Margarita María de la Paz Arenas Hernández, Rosa del 

Carmen Rocha Gracia. “Análisis bioinformático de la virulencia en genomas de 

Escherichia coli Adherente-Invasiva (AIEC) depositados en bases de datos públicas”. 
Modalidad Póster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 

28 agosto 2021. Asunción, Paraguay. 

15.Carolina Acevedo Ocampo, Hania Anai Alcalá Martínez, Carlos Aarón de la Torre 

Perdomo, María Guadalupe Balbuena Alonso, Patricia Lozano Zarain, Gerardo Cortés 

Cortés, Rosa del Carmen Rocha Gracia. “Análisis de la resistencia a rifaximina en 

Escherichia coli Adherente-Invasiva (AEIC) depositadas en el GenBank”. Modalidad 

Póster. XXV Congreso Latinoamericano de Microbiologia ALAM 2021. 25 al 28 agosto 

2021. Asunción, Paraguay. 

 

12.7 Cursos y talleres 

1. Análisis de secuencias de DNA y proteínas por métodos bioinformáticos. 

Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. Agosto a octubre 2023. (44 h) 

2. WCSC Genomic & Epidemiological Surveillance of bacterial Pathogens – 

Latin America and the Caribbean. Wellcome Conecting Science & Ministerio de 

Salud de Paraguay 16 al 21 de abril 2023. (50 h) 

3. Interpretación del Antibiograma: del laboratorio a la práctica clínica. 

Asociación Mexicana de Infectología y Microbiología Clínica (AMIMC) y la 

organización general de la Red de Educación Médica Continua (redEMC) junto a 

la Sociedad Brasilera de Infectología (SBI), con el patrocinio Científico de la 

Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología clínica 

(SEIMC). Abril a junio 2023.  

4. Herramientas bioinformáticas para el análisis de genomas bacterianos y su 

aplicación en ciencias biológicas y de la salud. Universidad de Buenos Aires. 

Departamento de farmacia y bioquímica, Argentina. Febrero a marzo 2023. (40 h) 

5. Introducción a la evaluación cuantitativa de riesgos microbiológicos. 

Asociación Mexicana para la Protección de los alimentos, A.C. marzo 2022. (30 h) 

6. Estadística para principiantes usando R. Biofreelancer. Octubre 2021. (16h) 

7. Bioinformatica 01: Linux para principiantes. Enero 2021. (16 h) 

8. Data Science 01: R para principiantes. Biofreelancer. diciembre 2020. (16 h) 

9. Herramientas bioinformáticas para el análisis de datos de secuenciación 

masiva. Instituto de Biotecnología (IBT) de la Universidad Autónoma de México 

(UNAM). 19 de octubre al 3 de noviembre 2020. (80 h) 
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12.8 Actividades de difusión y divulgación 

1. Podcast con mención honorífica “Escherichia coli: ¿Amiga o Enemiga?”, en el 
Tercer concurso de infografías y podcast de divulgación del ICUAP. Noviembre 
2024, BUAP, Puebla. 

2. Ponencia titulada: “Bacterias a la vista: epidemiología genómica y plásmidos 

en acción” en la Escuela de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de 

Chiapas. 13 de noviembre de 2024. 

3. Ponencia titulada “Epidemiología genómica: una historia de plásmidos y 

antibióticos” en el departamento de Ciencias e Ingenierías de la Universidad 

Iberoamericana. 25 abril 2024. Puebla. 

4. Artículo de divulgación: Camps, M, Rocha-Gracia, R, Balbuena-Alonso,M, Cortés-

Cortés, G, Lozano-Zarain, P, (2023) From friend to foe: Food strains share their 

toxic genes in E. coli. Research Outreach, 136. 10.32907/RO-136-4779129951 

5. Ponencia titulada “Resistencia a antibióticos en bacterias de origen clínico y 

alimentario” en el departamento de Ciencias e Ingenierías de la Universidad 

Iberoamericana. Julio 2023. Puebla 

6. Colaborador en el recorrido "El símbolo de la resistencia: las Superbacterias", 

durante el Puertas abiertas BUAP 2022. 3 de diciembre del 2022, BUAP, Puebla. 

7. Podcast con mención honorífica “Hablemos claro: Resistencia bacteriana a los 
antibióticos”, en el Primer concurso de infografías y podcast de divulgación del 
ICUAP. Noviembre 2022, BUAP, Puebla. 

8. Conferencia titulada “Hablemos claro: el camino a las superbacterias” en el 

Colegio de Bachilleres del Estado de Puebla, Plantel 12. 7 noviembre 2022. 

Puebla. 
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