‘ Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Facultad de Medicina

Licenciatura en Biomedicina

nnnnn

Identificacion y caracterizacion de cepas de Escherichia coli
multidrogoresistentes productoras de betalactamasas de espectro extendido

aisladas de cilantro fresco

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE LICENCIADO EN BI

PRESENTA

José de Jesus Garcia Pérez

OMEDICINA

ipe Balbuena Alonso

b
3 N
/ /7
/ t v‘v,f‘ ) [ \
s pS -
(/ N _ e o
DC. Rosa dgGaiedzii Rocha Gracia  DC. Maria Gu?dalt

Directora de Tesis

Mayo de 2025

Puebla, Pue.

Codirectora de Tesis



Agradecimientos

Agradecimientos institucionales

A la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, por el apoyo recibido
durante la licenciatura y permitirme formar parte de esta casa de estudio.

Al Instituto de Ciencias, por el apoyo brindado y disponibilidad para todas
las gestiones y asuntos solicitados.

Al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas, por acogerme
en sus instalaciones y confiar en mi como alumno.

Al Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad
(LMHyC), por abrirme las puertas para poder desempenar mi proyecto de
investigacion, por el aprendizaje de las técnicas utilizadas y por el excelente
grupo de trabajo que me apoyo durante la realizacion de este estudio.

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia por el apoyo

dado bajo el proyecto con clave A1-S-22136.

Agradecimientos académicos

A mi directora de tesis, D.C. Rosa del Carmen Rocha Gracia, por haberme
aceptado e integrarme en su equipo de trabajo, por su funcion como guia en
este arduo camino, por los buenos ratos en los que convivimos, por darme la
oportunidad de conocer otros ambientes fuera del laboratorio, por darme la
posibilidad de conocer a otros cientificos de su mismo calibre, pero, sobre
todo, por ser uno de las pilares que conformaron parte de mi formacion
académica y de investigacion. Gracias, muchas gracias por todo doctora y
espero haber cumplido sus expectativas.

A mi codirectora de tesis, D.C. Maria Guadalupe Balbuena Alonso, por
técnicamente haberme ensefiado todo lo necesario para llevar a cabo este
proyecto, cada paso que recorri para completar este proyecto de tesis fue
acompafado de ella. Sin duda, después de la doctora Rosy, le estoy
infinitamente agradecido por su acompanamiento amigable y desinteresado.

También le agradezco que me haya ofrecido su amistad y apoyo




incondicional, ademas de, en cierta forma, hacerme una mejor persona.
Espero haber cumplido también sus expectativas y no haberla defraudado.
Ala D.C. Patricia Lozano Zarain, por haberme dado sus consejos valiosos
sobre como desempefiarme en el laboratorio, por nuestras convivencias, por
también haber sido una de las docentes que formaron lo que soy ahora. Le
estoy igualmente agradecido, espero también haber sido un buen integrante
de lo que, en parte, también es su laboratorio, muchas gracias doctora.

A la D.C. Ana Maria Gonzales Villoria, por ser parte fundamental en este
estudio, por haberme ayudado muchas veces en la metodologia y discutir los
resultados que obtenia en este trabajo, ademas de darme consejos y apoyo.
A los docentes que me apoyaron en este camino desde el eje basico de mi
carrera hasta el eje de microbiologia, la D.C. Tania Araujo Reyes, a la D.C.
Lucia Soto, al D.C. Ricardo Carreno, al D.C. Miguel Castafeda, y
especialmente a las doctoras D.C. Cristina Lara Ochoa y a D.C. Margarita
Maria de la Paz Arenas Hernandez, por haberme ensefiado y forjado mi
camino a este increible mundo de la microbiologia.

A todo el equipo de trabajo y colaboradores del LMHyC, pues gracias a
su apoyo y esfuerzo, me ayudaron a concretar la parte del muestreo en

tiempo y forma, la base de todo este proyecto.

Agradecimiento personales

Sin duda alguna, agradezco primero a mi mama Nancy Garcia Pérez, y a mi
tia Margarita Garcia Pérez, que gracias a su sacrificio y su apoyo tanto
econdmico como emocional, me han permitido cumplir un suefio forjado
desde mi infancia y haber podido llegar a donde estoy ahora. Aun sigo
forjando mi camino y espero que ustedes estén en él.

A mi hermana, Lic. Maria Cristina Garcia Pérez, por su apoyo incondicional
y darme animos en mis momentos mas dificiles en la carrera, te estoy muy

agradecido por eso y mucho mas.




¢ Amitia, Rosalva Garcia Pérez, por ser también un apoyo de mi tia Margarita
y de mi mama Nancy, sin ti, este proyecto tan grande no se hubiera podido
concretar. Te estoy muy agradecido.

e A mi familia en general, a mi abuela “mama” Mary, Luzma y Costa, gracias

por estar presentes y preocuparse por mi.

Por ultimo y no menos importante, a mis amigos: Luis Mario, Cristian, Lorena
Babines, Jessica Gomez, Alejandra Maldonado y Maria Balbuena. Sin duda
alguna este camino estuvo lleno de momentos tristes y felices, sin embargo, hay
mas recuerdos felices y todo gracias a ustedes, por haberme hecho parte de su
grupo, por nuestras platicas, nuestros juegos, nuestras salidas a restaurantes vy,
sobre todo, ofrecerme su amistad. Les estoy infinitamente agradecido por haber
formado parte de este proyecto y parte de mi vida. A su vez les reclamo, porque se

robaron parte de mi corazon.




“La ciencia no tiene toda la verdad: es inacabable y avanza con los errores.
Pero, vencer los retos dificiles que impone, eso también es una fuente

inagotable de felicidad.”

Julieta Fierro, 2024.




Tabla de contenido

I INdICE @ tADIAS........eceeceeceeeecee et 7
. INAICE @ fIQUIAS ..ottt 7
RESUMEN ... e e e e e e et e e e e e e eeeeeees 8
P2 1) 1o T [FTe7 o o ] o I 9
2.1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos..........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiccie e, 9
2.2, ESCREriCRIA COli........cccccoeeiiiiiiiiiiie e 10
2.3.  Antibioticos B-lactamiCos............ceiiiiiiiiii s 12
2.4. Resistencia a antibioticos...........ccoovviiiiiiiiiii 13
2.5. B-lactamasas de espectro extendido (BLEES) ..........ccccovvviviiiiiiiiiiiiinnnnn. 14
3. ANEECEABNTIES ... .o 18
3.1.  Antecedentes Generales.............cccooviiiiiiiiiiiiiiii e 18
3.2.  Antecedentes eSpecCifiCOS ........uuuuiiiiiiiiiiiiie e 21
4. Planteamiento del problema ............cooooiiiiiii 22
5. JUSHICACION .o 23
6. Hipodtesis CientifiCa.........ccooeii i 24
A © ] o)=Y 1Y/ o T ST 24
7.1, Objetivogeneral........ccccoiiii 24
7.2.  Objetivos ESPecifiCoS.........coooviiiiiiiiii 24
8. Material y MEIOAOS ......cooeeiieeeeeeeee 25
8.1.  Estrategia metodolOgiCa.............ccccviiiiiiiiiii 25
8.2.  Recoleccion de MUESIIas ..........uuuuiiiii i 26
8.3.  Criterios de seleccién de las unidades de muestreo.........cccccccevvvvveeenenn. 26
8.3.1.  Criterios de iNCIUSION.........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
8.3.2.  Criterios de eXCIUSION........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 26
8.3.3.  Criterios de eliminacCiOn..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeneanees 27
8.4. Aislamiento d€ CEPAS.......ccoiiiiiiiiiiii i 27
8.5. Identificacion de CePas.........oouuuuuiiiiiii e 27
8.6. Extraccién de DNA por método de hervido ..........ccoovvevivviiiiiieeieeeeiiiinnn, 28
8.7.  Amplificacion del gen ybbW ... 28
8.8.  Evaluacion del perfil fenotipico de susceptibilidad antimicrobiana y
produccion de (-lactamasas de espectro extendido (BLEE).............................. 30

8.9. Determinacion fenotipica de BLEE ..o 30



8.10. Busqueda de genes que codifican BLEE .............ccccccco 31

8.11. DiSeN0 eStadiStiCO.....uuuiiiiiiiiieiiiie e 31
8.11.1.  ANAIISIS de datOS......ceieieiiiiiii e 31
8.11.2. Hipotesis estadistiCa...........ueviiiiiiiiiiiiiii 31

9. RESUIAAOS.......uiiie e 36

9.1. Recoleccion de muestras de cCilantro ............ccccovvieiiiiiiiiiiin 36

9.2. Determinacion de la tasa de contaminacion .............ccccccceeeviiieeieeeiiiinnnnnn. 36

9.3. Distribucion de la microbiota gram negativa y positiva............ccccceeeeeenn. 36

9.4. Aislamiento e identificacion de E. COli...........ccccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 36

9.5. Perfil de susceptibilidad y produccion del fenotipo BLEE........................ 38

9.6. Identificacion de genes que codifican para serin 3-lactamasas (BLEE) . 41

1 TR B 17U ] o] o ST 44
1 I @7 o o3 [V o] o 1= S 53
12, PerSPECLIVAS ....cceii i 54
13, REfEreNCIas .....coovvviiiiiiiiiii 55
T4, ANEXOS. .. i r e 69




I. indice de tablas

Tabla 1: Clasificacion de la resistencia de las bacterias..........cccccccccvvviiiiiiiiinnnnnn. 14
Tabla 2: Oligonucleotidos empleados para la amplificacién del gen ybbW ........... 29
Tabla 3: Componentes para la amplificacion del gen ybbW ............ccccccvvvvviiinnnnn. 29
Tabla 4: Antibidticos usados y puntos de COrte.........cuviviiiiiiiiiiiiiiii e, 32

Tabla 5: Oligonucledtidos para identificacion de serin B-lactamasas de espectro
EXEENAIAO . ..o 33
Tabla 6: Perfil de susceptibilidad y presencia del fenotipo BLEE de las cepas de E.

coli aisladas de CIllantro frESCO......cou i 39

Il. indice de figuras
Figura 1: Clasificacion de las B-lactamasas de espectro extendido segun Ambler y

BUSh-Jacoby-MedEIrOS.........ccoiiiiii i 17
Figura 2: Disposicion de los sensidiscos de amoxicilina con acido clavulanico
(AMC), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), aztreonam (ATM) y cefotaxima (CTX)
para identificacion del fenotipo BLEE. ... 30
Figura 3: Diagrama de caja y brazos de las tasas de contaminacion por origen de
las muestras de Cilantro.............uueiii i 37
Figura 4: Porcentaje de abundancia de las especies bacterianas gram negativas
encontradas €N CIlantrO ..........coooi i 38
Figura 5: Placas representativas del sinergismo con AMC caracteristico del
fenotipo BLEE en las cepas 13C-1, 14C-1y 32C-1 ... 39
Figura 6: Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de E. coli aisladas de cilantro
L= TP 41
Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que muestra la presencia del
gen blactx-m (566 pb) en el panel Ay blacTtx-m-15 (1018 pb) en el panel B............... 42
Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que muestra la presencia del

gen blatem (837 pb) en el panel Ay blaoxa (442 pb) en el panel B..........ccccc......... 43



1. Resumen
El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reportd que en

Puebla se produjeron 3,536.5 toneladas de cilantro en 2023. El cilantro poblano ha
estado relacionado con enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)
principalmente en Estados Unidos. Ademas, reportes mencionan que genes
asociados a resistencia a antimicrobianos (RAM) pueden transferirse entre
bacterias comensales y patdogenas. Tal es el caso de Escherichia coli productora de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) que se encuentra ampliamente
diseminada limitando el uso de B-lactamicos y cefalosporinas. En México, E. coli se
considera como un microorganismo indicador de contaminacion fecal; sin embargo,
su riesgo es subestimado, pudiendo llegar a la cadena de consumo y diseminar
genes RAM o contribuir a ETAs de dificil tratamiento. En este estudio se recolectaron
muestras de cilantro a conveniencia en restaurantes, verdulerias, mercados y
supermercados. El género se confirmé mediante pruebas bioquimicas y se
determiné la identidad de E. coli mediante el gen especie-especifico ybbW. Se
determind el perfil de susceptibilidad a antibidticos y se identifico el fenotipo BLEE,
ademas de determinar la presencia de genes BLEE: blactx-m, blatem, blaoxa y blastv.
Se recolectaron un total de 80 muestras de cilantro de restaurantes (n=18),
verdulerias (n=26), mercados (n=18), supermercados (n=14) y sin origen especifico
(n=4) y la tasa de contaminacion en promedio fue de 6.38 log UFC/g. Se aislaron
162 cepas bacterianas de las cuales, 13 fueron E. coli las cuales se caracterizaron
como multidrogoresistentes y mostraron produccion de BLEE; el 92% de las cepas
de E. coli presentaron el gen blactx-m, siendo el 77% portadoras de la variante
blactx-m-15, 54% presentaron el gen blatem y solo el 7.7% exhibio blaoxa. Se concluy6
que el cilantro recolectado fue contaminado con E. coli MDR productora de BLEE,
siendo motivo de preocupacidn ya que pueden comportarse como bacterias
patdgenas de dificil tratamiento o bien diseminar genes RAM a través de elementos
genéticos moviles. Nuestros resultados resaltan la necesidad de realizar la vigilancia
y procedimientos epidemiologicos mas estrictos que procuren la inocuidad de los
alimentos y eviten la complicacion de las ETAs de dificil tratamiento.

Palabras clave: Cilantro, coliformes, ETAs, E. coli, BLEE, genes RAM, MDR.




2. Introduccién

2.1.Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Se ha descrito frecuentemente que los alimentos contaminados con sustancias
quimicas, parasitos, virus y bacterias provocan anualmente un estimado de 600
millones de casos de enfermedades causadas por el consumo de alimentos
contaminados a nivel mundial, con mas de 420 mil muertes prematuras, de las
cuales mas del 30% son de nifios (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2022).
Por su parte, en México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica registro
en 2023 un aproximado de 23,000 casos de infecciones intestinales relacionadas al
consumo de alimentos (INAPAM, 2023).

Las enfermedades provocadas por la ingesta de alimentos contaminados son
conocidas como enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) que abarcan una
amplia gama de enfermedades, los sintomas mas frecuentes son manifestaciones
gastrointestinales y generalmente son mas comunes en los paises de bajos y
medianos ingresos (Grace, 2023). El problema de las ETAs en paises de bajo y
mediano ingreso es tan grande que es comparable con los casos asociados al
VIH/SIDA, malaria o tuberculosis, ademas de provocar un costo anual estimado de
110 mil millones de dodlares en productividad y gastos médicos. (OMS, 2022; Grace,
2023). Esta situacién aunada a la globalizacién, permiten que nuevos riesgos
emerjan; como la aceleracion de la resistencia a antimicrobianos (RAM) en
patdogenos como Campylobacter spp, Salmonella enterica, Lysteria monocytogenes,
Escherichia coli, entre otros (OMS, 2023; Heredia & Garcia, 2018) que terminen en
la cadena del suministro alimentario a través del reuso de aguas de desecho,
contaminacion con heces animales o humanas de los cultivos, la manipulacion de
los alimentos, el proceso de preparacion y su distribucion (Contreras et al., 2020;
Monterrosa, 2018).

Por otra parte, en el 2019, el Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable y la Soberania Alimentaria (CEDRSSA) mencioné que México esta
posicionado en el onceavo lugar de produccion de alimentos a nivel global, ese

mismo afo se posiciond en el mismo lugar como productor de cultivos agricolas




(CEDRSSA, 2020). Uno de los principales productos vegetales que se cultivan en
México y se exportan es el cilantro, siendo Puebla el primer productor de este
vegetal a nivel nacional, donde se cultivaron 3,536.55 toneladas en 2023 segun el
corte agricola del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2024);
dicha produccion se encuentra en aumento y como lo menciona la OMS, esto
conlleva el surgimiento de dificultades para mantener la inocuidad de los alimentos
manifestandose en incidentes en el ambito sanitario tanto de forma local como
internacional debido a la globalizacién y la consecuente comercializacién de
alimentos (OMS, 2024). Ademas, debido a que el cilantro es un alimento consumido
generalmente crudo, puede llegar a ser un potencial reservorio de bacterias como

E. coli portadoras de genes de virulencia y resistencia a antimicrobianos.

2.2. Escherichia coli
Uno de los microorganismos que mas se han relacionado a las ETAs es Escherichia

coli (E. coli), la cual ha sido vinculada comunmente a hospitalizaciones asociadas a
la contaminacion de alimentos en Estados Unidos (Center for Disease Control and
Prevention [CDC], 2024), asimismo, en México se reporté como el principal
microorganismo aislado causante de infecciones asociadas a infecciones

intrahospitalarias (De Ledon Rosales, 2023).

E. coli es una bacteria gram negativa de forma bacilar perteneciente a la clase
Gammaproteobacteria y a la familia Enterobacteriaceae que bajo condiciones de
crecimiento optimas se multiplica aproximadamente en 20 minutos. Forma parte de
la microbiota del intestino humano, de animales de sangre caliente y reptiles, siendo
considerada como comensal (Leimbach et al., 2013; Jang et al., 2017). Ademas,
esta bacteria se caracteriza por tener un genoma ampliamente variable entre cada
cepa aislada, las técnicas de secuenciacion han revelado una alta diversidad intra-
especie, con solo aproximadamente 40% de sus proteinas conservadas entre todas
las cepas. Este grupo conservado comprende alrededor de 2,200 genes que forman
el genoma central, mientras que el 60% restante consiste en un grupo de genes
prescindibles que se pueden transferir de manera horizontal, frecuentemente

ubicados en elementos genéticos moviles como plasmidos, fagos e islas genémicas
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responsables de las diversas adaptaciones y fenotipos dependientes del ambiente
(Leimbach et al., 2013).

Debido a la diversidad fenotipica y genotipica de las cepas comensales y patdgenas
de E. coli, pueden ser clasificadas mediante los antigenos somatico (O), capsular
(K) y flagelar (H), determinandose mas de 700 serotipos (Jang et al., 2017). Del
mismo modo, E. coli también se puede clasificar segun el esquema de Clermont
que definen diez grupos filogenéticos, nueve de ellos (A, B1,B2,C,D, E, F, Gy H)
pertenecen al grupo E. coli sensu stricto, mientras que el décimo es Escherichia

clado criptico | (Denamur et al., 2021).

También, basados en las caracteristicas de las cepas de E. coli como sus factores
de virulencia, patogenicidad, tropismo del tejido, efectos sobre las células
hospederas y sintomas clinicos pueden ser clasificadas en siete patotipos
asociados a infecciones del tracto gastrointestinal, denominadas como E. coli
diarreagénicas (DEC), estas son: E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli difuso-adherente (DAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), y E. coli adherente invasiva (AIEC). Particularmente el patotipo EHEC/STEC
0157:H7 y el grupo no O157 se han vinculado frecuentemente con infecciones en
el tracto gastrointestinal, estas tienen el potencial de provocar brotes de ETAs como
ya se ha visto (Pokharel et al., 2023; Mueller & Tainter, 2023).

Asi mismo, encontramos patotipos extraintestinales (ExPEC) que incluyen a E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli causante de meningitis neonatal (NMEC), E. coli
causante de septisemia (SEPEC) y E. coli patégena aviar (APEC). Estas cepas se
han asociado con infecciones del tracto urinario, bacteriemia, meningitis y sepsis
(Pokharel et al., 2023; Mueller & Tainter, 2023).

Finalmente, la amplia distribucion mundial de la bacteria y al ser parte de la
microbiota intestinal de una extensa variedad de animales ha provocado que las
entidades encargadas de la seguridad sanitaria de muchos paises tomen
precauciones y consideren a E. coli como un indicador de contaminacion y de riesgo

potencial en alimentos y agua.
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2.3. Antibiéticos B-lactamicos

Los antibioticos son sustancias quimicas de origen natural, semi-sintético o sintético
que pueden detener el crecimiento de la bacteria (bacteriostatico) o eliminar a la
bacteria (bactericida) (Lima et al., 2020). Se conocen multiples familias de
antibidticos: aminoglucésidos, fenicoles, fluoroquinolonas, glucopéptidos,
macrélidos, polimixinas, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, entre otros; sin
embargo, una de las familias que mas destaca es la de los B-lactamicos (Hutchings
etal., 2019).

Los B-lactamicos son antibidticos bactericidas compuestos por un anillo B-lactamico
(lo cual define a la familia) y otros radicales, estos ultimos le conceden distintas
propiedades quimicas a los compuestos, formando grupos como penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas e inhibidores de B-lactamasas;
aunque, todos ejercen su mecanismo de accién en la sintesis de la pared celular de
las bacterias, pues se unen de manera covalente al sitio activo de serina de las
transpeptidasas, llamadas proteinas de union a penicilina (PBPs) necesarias para

la sintesis del peptidoglicano (Lima et al., 2020; Suarez & Gudiol, 2009).

Estos medicamentos son algunos de los mas prescritos a nivel mundial debido a
sus propiedades farmacocinéticas, pues al poco tiempo de la administracion
alcanza la concentracion bactericida minima que se iguala a la concentracion
minima inhibitoria, es decir, la cantidad minima del antibiético necesaria para
eliminar al agente patégeno en un 99,9%. Aunado a lo anterior, los B-lactamicos son
bien tolerados por la mayoria de la poblacion (Suarez & Gudiol, 2009); sin embargo,
el mal uso de los antibiéticos en general por parte de las clinicas, el sector publico
y privado, farmacias y publico en general ha provocado contaminacién ambiental,
inclusive, se ha reportado la presencia de residuos y metabolitos de antibidticos en
cuerpos de agua, suelo, productos alimenticios como frutas, verduras e incluso la
leche materna. Esta situacion es alarmante debido al impacto que esta
contaminacion tiene sobre la poblacién, alimentos, y mas importante, sobre los
microorganismos en general, pues la presencia de estos medicamentos, aun en
bajas cantidades, provoca que se seleccionen bacterias con mecanismos

moleculares que le permiten sobrevivir al efecto de los antibiéticos (Bansal, 2022).
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2.4.Resistencia a antibioticos

Las cepas de E. coli patogenas suelen ser eliminadas mediante antibioticoterapia;

sin embargo, E. coli puede poseer caracteristicas intrinsecas que permiten su

sobrevivencia en presencia de algunos antibidticos. En las ultimas décadas, la

resistencia a antibioticos se ha vuelto en un tema sanitario de importancia

internacional causando que las probabilidades de éxito al tratar una infeccidn

provocada por un patégeno con un antibiético especifico sean bajas (Baquero et al.,

2022).

Los principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos son:

Modificacion de los antibidticos: este mecanismo se provoca mediante la
produccion de enzimas que adhieren grupos acetilos, adenilos o fosfatos al
antibiotico, desactivandolo. Otra forma de inactivacion es mediante la
degradacion del antibidtico a través de la unidon de una enzima que provoca
un ataque hidrofilico (Morrison & Zembower, 2020; Abushaheen et al., 2020).
Reduccion de la acumulaciéon intracelular: este mecanismo provoca la
disminucién de la permeabilidad de la membrana externa, disminuyendo el
numero de proteinas de membrana externa expresadas en la célula; también
se da mediante el aumento de bombas de eflujo que transportan la sustancia
téxica al exterior de la bacteria (Morrison & Zembower, 2020; Abushaheen et
al., 2020).

Alteracién del sitio blanco de los antibidticos: este mecanismo incluye
mutaciones o adherencia de grupos quimicos en las proteinas en las que
ejerce su accion el antibiético, como lo son las PBPs o las topoisomerasas
(Morrison & Zembower, 2020; Abushaheen et al., 2020).

Modificacion de las vias metabdlicas: también conocido como desvio o
bypass, se refiere a estrategias que ocupa la bacteria para evitar la accion
de los antibiéticos mediante el desarrollo de nuevas vias para completar
funciones bioquimicas (Morrison & Zembower, 2020; Abushaheen et al.,
2020; Munita & Arias, 2016).
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La combinacion de mecanismos de resistencia a antibiéticos provoca la aparicion
de microorganismos que poseen desde una resistencia moderada a una extrema
ante los tratamientos convencionales, es asi como podemos clasificarlas de la

siguiente forma:

Tabla 1: Clasificacion de la resistencia de las bacterias

Tipo de resistencia Abreviacion Caracteristicas

Microorganismos resistentes al menos a un agente
de tres o mas familias de antibiéticos
Microorganismos resistentes al menos a un agente
Resistencia extrema a XDR de la mayoria de las familias de antibidticos; sin
drogas embargo, permanecen sensibles a una o dos
categorias de antibioticos.
Microorganismos resistentes a todos los antibiéticos
comerciales disponibles.

Multidrogoresistencia MDR

Pandrogoresistencia PDR

Informacion obtenida de Magiorakos et al., 2012.

2.5.B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs)
En las bacterias gram negativas, incluyendo la familia Enterobacteriaceae, pueden

producir enzimas hidroliticas llamadas B-lactamasas que descomponen el anillo -
lactdmico de los antibioticos; este es el mecanismo de resistencia predominante en
esta familia. Dentro de este grupo de enzimas, hay ejemplares que pueden inhibir
la accién de la penicilina, aztreonam y oximinocefalosporinas de 3™y 4t generacion,
estas enzimas son llamadas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y uno de

sus principales productores es E. coli.

Estas enzimas pueden ser clasificadas segun los esquemas de Ambler y Bush-
Jacoby-Medeiros; segun el esquema molecular o de Ambler, existen las clases
moleculares que se diferencian por su estructura aminoacidica y el centro activo
que poseen, asi pues, se tienen las clases A, C y D que tienen un nucleo de serina,
y la B que tiene un nucleo de zinc, conocidas como metalo-B-lactamasas. Por otro
lado, tenemos el esquema funcional o de Bush-Jacoby-Medeiros, este se basa en
que antibidticos degradan y cuales inhibidores tienen un efecto sobre cada B-

lactamasas (De Angelis et al., 2020; Husna et al., 2023) (Figura 1).
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Dentro de las BLEEs mas importantes se encuentran CTX-M, TEM, SHYV,

pertenecientes a la clase molecular Ay al grupo funcional 2, y OXA, que pertenece

a la clase molecular D e igualmente al grupo funcional 2:

CTX-M: Su nombre proviene de la abreviatura de cefotaximasa de Munich y
son las principales enzimas de resistencia ante oximinocefalosporinas,
ademas de ser las de mayor distribucion a nivel mundial, teniendo una mayor
presencia en Europa, Asia y Sudamérica. La primera variante fue reportada
a finales de 1980 y desde entonces se han encontrado mas de 280 genotipos
de esta familia teniendo solo el 6% de diferencia en la secuencia de
aminoacidos. Estas se pueden clasificar filogenéticamente en 6 clusteres
diferentes: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 y KLUC. Una
de las variantes de mayor presencia es la CTX-M-15, perteneciente al cluster
CTX-M-1, la cual confiere resistencia a ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona,
aunado a ello, recientemente se reporté una variante derivada de CTX-M-15
(CTX-M-33) que gano actividad de carbapenemasa (De Angelis et al., 2020;
Yu et al., 2024).

OXA: Las B-lactamasas OXA también conocidas como oxacilinasas fueron
reportadas en 1976, estas pueden hidrolizar la oxacilina (de alli el prefijo oxa)
y penicilina. Entre 1980 y 1990, se reportaron variantes de esta enzima en
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii que podian conferir
resistencia a cefalosporinas de 3™ generacion, desde entonces se han
reportado mas de 250 variantes de esta [(-lactamasa, las cuales se han
clasificado en grupos. Uno de los mas importantes es el OXA-48-Like que
confieren una mayor capacidad de hidrolizar monobactamas, cefalosporinas
de 3™ generacién y carbapenémicos, este grupo en especifico se ha
diseminado con mayor frecuencia entre especies enterobacterales como

Klebsiella spp. y E. coli (Evans & Amyes, 2014).
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SHV: También llamadas reactivo sulfhidrilo variable, fueron descritas por
primera vez en 1985 en el cromosoma de Klebsiella ozaenae aislada en
Alemania. Las principales variantes de SHV relacionadas con el fenotipo
BLEE poseen mutaciones en la posicion 238 donde se sustituye una glicina
por una serina, y en la posicion 240 donde se sustituye una lisina por una
glutamina, estas mutaciones permiten la hidrolisis efectiva de las
cefalosporinas de 3™ generacién, especialmente de la cefotaxima. Hasta
2021, se reportaron mas de 200 variantes de esta proteina, siendo SHV-5 y
SHV-12 las principales enzimas relacionadas a enterobacterales
(Castanheira et al., 2021).

TEM: Clase de enzimas reportada a inicios de la década de 1960 en un
aislado de E. coli proveniente de un paciente griego llamado Temoneira.
Estas enzimas adquieren notoriedad como respuesta a la introduccion de las
oximinocefalosporinas y monobactamas. Sus principales variantes son TEM-
1 y TEM-2, esta ultima es la principal predecesora de las BLEEs que
provocan resistencia expandida a otros antibiéticos B-lactamicos. Las
sustituciones de aminoacidos de mayor impacto son Gly238Ser y Glu240Lys
debido a que se encuentran mayormente asociadas a la aparicion del
fenotipo BLEE. Actualmente son las BLEE de menor prevalencia a nivel

mundial (Castanheira et al., 2021).
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Figura 1: Clasificacion de las B-lactamasas de espectro extendido segin Ambler y Bush-Jacoby-Medeiros. Cef. EE:
Cefalosporinas de espectro expandido; AC: acido clavulanico; Carba.: carbapenémicos; EDTA: acido tetra-acético diamino
etileno; BLEEa: pertenecen a la clase molecular de Ambler; BLEEy: miscelaneas o variadas; BLEEcagga: inhiben

carbapenémicos. Figura extraida y modificada de Asmaul Husna (De Angelis et al., 2020; Husna et al., 2023).
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3. Antecedentes

3.1.Antecedentes Generales

Como se menciond, la mayoria de las cepas comensales de E. coli no representan
un peligro microbioldgico; sin embargo, se conoce la existencia de patotipos; otra
de las caracteristicas que E. coli posee es la plasticidad gendmica inherente que le
permite ganar genes de virulencia y/o resistencia a antimicrobianos y otros

compuestos, lo que representa un importante riesgo a la salud publica.

Esta bacteria ha sido reportada en alimentos minimamente procesados como
lechuga, espinaca, nopal y cilantro, generalmente producto de la contaminacién por
desechos fecales animales y humanos proveniente de los desechos de rastros, uso
de aguas negras en los cultivos o manipulacidn inadecuada, por lo que
frecuentemente ha sido asociada con ETAs (Jang et al., 2017), esto aunado al
incremento en su tasa de resistencia a antibiéticos ha generado que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) pondere a E. coli resistente a cefalosporinas de 3ra

generacion como uno de los microorganismos de prioridad critica (OMS, 2024).

Uno de los mayores brotes de E. coli en la Unién Europea fue provocado por el
consumo de brote de fenogreco en 2011, dicho brote fue uno de los de mayor
importancia en Alemania. El incidente provocé mas de 3000 casos en los 16 estados
que conforman la republica alemana, asimismo, se dio a conocer que 855 pacientes
desarrollaron sindrome urémico hemolitico (SUH), de los cuales, 18 fallecieron
(Burger, 2012).

En relacion con la problematica sobre cepas de E. coli MDR en productos vegetales
frescos, durante 2015, Paredes y su equipo de trabajo realizaron un muestreo en
Quito, Ecuador, donde recolectaron 27 muestras de frutas y vegetales listos para el
consumo comercializados en el mercado municipal y reportaron la presencia de E.

coli productora de BLEE en alfalfa, lechuga y cilantro (Paredes et al., 2018).

Otro ejemplo de esta problematica son las numerosas infecciones asociadas al
patotipo STEC, con mas de dos millones de casos y 269 muertes durante el 2015;
inclusive, la OMS y la FAO hacen hincapié en la importancia que tiene el serotipo

de STEC/EHEC O157:H7 ya que esta intimamente relacionado con las
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enfermedades trasmitidas por alimentos; este serotipo puede provocar desde
diarreas pasajeras hasta SUH, una infeccion que causa dafio a nivel del sistema
circulatorio, nervioso y renal que puede llevar a la muerte (Food and Agriculture
Organization [FAO] & OMS, 2018). Asimismo, el patotipo ETEC fue el causante de
mas de 222 millones de casos a nivel mundial con un aproximado de 51,000
muertes en 2016, por lo que se le atribuyen cerca del 3.2% de las muertes causadas
por diarrea a nivel global. Estos datos posicionan a dichos patotipos de E. coli
asociados a alimentos como algunos de los principales patégenos causantes de

diarrea a nivel mundial (Khalil et al., 2018).

Durante el 2018, se reportd la presencia de E. coli tanto en investigaciones con
vegetales frescos como en brotes a nivel mundial; un ejemplo de ello fue un
importante brote ocasionado por el consumo de alimentos contaminados por esta
bacteria en Estados Unidos, el cual estuvo vinculado a lechuga romana; se
contabilizaron 62 casos y 25 hospitalizaciones (Chen et al., 2023; CDC, 2019). En
India, durante el 2018, Priyanka y colaboradores recolectaron perejil, cilantro y
yerbabuena de las areas urbanas. Los resultados mostraron la presencia de los
patotipos EAEC, EHEC, EPEC y EIEC resistentes a multiples clases de antibioticos,
principalmente a B-lactamicos (Priyanka et al., 2021). En Alemania, también en
2018, Freitag y colaboradores recolectaron 245 muestras de vegetales y reportaron
la presencia de siete cepas de E. coli productoras de BLEE, las cuales poseian
diversas variantes de la familia blaCTX-M (Freitag et al., 2018). Ese mismo afo, en
Estados Unidos, Zhang y su equipo recolectaron lechuga convencional, lechuga
romana y espinaca en varios estados; sus resultados mostraron la presencia de E.
coli O157:H7 y STEC no O157:H7 resistentes; ademas de otros microorganismos
como Salmonella spp. y Listeria monocytogenes con una prevalencia menor al
0.12% (Zhang et al., 2018).

Recientemente, en 2020 en Corea del Sur, Song y colaboradores recolectaron 1,324
vegetales frescos; en dicho estudio se reportd la presencia de 11 cepas de E. coli
MDR que portaban alguna variante de la B-lactamasa CTX-M (Song et al., 2020).

Por otro lado, en 2021, Lee y su equipo de trabajo recuperaron 180 muestras de
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lechuga y frijoles provenientes de mercados en Malasia, de las cuales se
recuperaron 15 cepas de E. coli productoras de BLEE, de las cuales nueve
presentaron multidrogoresistencia (Lee et al., 2021). Finalmente, en mayo de 2024,
en Reino Unido se reportd un brote de STEC 0145 proveniente de lechuga
contaminada en sandwiches empaquetados, que provocé multiples
hospitalizaciones y una muerte ocasionada por el desarrollo del sindrome urémico
hemolitico (UK Health Security Agency, 2024).

En cuanto a investigaciones hechas en México, tenemos que, en 2016, en el estado
de Hidalgo, Aldapa y colaboradores realizaron un muestreo de nopales encontrando
la presencia de E. coli MDR y los patotipos diarrogénicos STEC, ETEC y EPEC. Las
nueve cepas de E. coli recuperadas fueron resistentes a amoxicilina con acido
clavulanico, amikacina, colistina, eritromicina, gentamicina, kanamicina, neomicina

y estreptomicina (Gomez-Aldapa et al., 2016).

Por su parte, Guevara y colaboradores en 2019 realizaron una revision de datos
provenientes del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) de
EE. UU. Esta revision incluia todos los brotes entre 2006 y 2018 asociados a
diferentes serotipos de E. coli en varios productos vegetales listos para el consumo
como lechuga romana, alfalfa y verduras de hoja verde; que tuvieron como
resultados 638 casos clinicos, multiples hospitalizaciones y nueve muertes (Luna-
Guevara et al., 2019).

A pesar de que E. coli es una bacteria comunmente relacionada con enfermedades
diarreicas y otras infecciones como lo han reportado varios equipos de trabajo
alrededor del mundo, en México solo se considera como un indicador de
contaminacion de alimentos y agua, por ello, la informacidén acerca de brotes de E.

coli relacionada a ETAs en la poblacién mexicana es limitada.
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3.2. Antecedentes especificos
Entre 2012 y 2015, la Administracion de Alimentos y Medicamentos en EE. UU

(FDA) llevé a cabo multiples investigaciones sobre la relacion entre la presencia de
Cyclospora cayetanensis, un protozoo intestinal que puede provocar ciclosporiasis,
y la contaminacidon del cilantro poblano. La FDA determiné que el producto se
manejaba bajo condiciones insalubres y, aunque los brotes de ciclosporiasis no
hayan sido provocados por una sola casa empacadora o distribuidora especifica, se
debian aplicar restricciones importantes sobre el cilantro proveniente de Puebla.
Una de las condiciones que se implementé para la exportacion del cilantro poblano
a Estados Unidos es indicar claramente la ausencia de organismos contaminantes
de origen fecal, entre ellos E. coli. Esta situacion ha ocasionado que el cilantro
poblano tenga serios obstaculos para lograr su exportacion en la actualidad,
ocasionando pérdidas econdmicas de gran importancia para los productores (FDA,
2022).

En nuestra localidad, en 2019, Carreén-Ledn recolectd en la ciudad de Puebla 143
muestras de vegetales crudos, entre ellos cilantro y aislé 12 cepas de E. coli MDR
identificadas molecularmente mediante el gen especie-especifico ybbW el cual
codifica para una proteina transportadora putativa de alantoina que moviliza del
medio extracelular al intracelular la alantoina para convertirla en amonio como
fuente de nitrogeno (Walker et al., 2017; Rodionova et al., 2023), de las cuales 10
presentaron el fenotipo BLEE. Aquellas cepas que presentaron el fenotipo BLEE
exhibieron el gen blactx-m-15, las dos carentes de este fenotipo mostraron la
presencia del gen blacmy-2. Por otra parte, el gen blatem estuvo presente en cinco de
las cepas, cuatro a la par presentaron el fenotipo BLEE. Por ultimo, el gen blaoxa-1

fue albergado unicamente en una cepa (Carreén-Ledn, 2019).
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4. Planteamiento del problema
La bacteria Escherichia coli es uno de los principales microorganismos relacionados

con ETAs a nivel mundial. Especificamente en México, se encuentra limitada la
informacion acerca de este patégeno y su relacion con ETAs asociadas al consumo
de cilantro. Debido a que E. coli es una bacteria ubicua, comunmente es reportada
en diversos nichos ecoldgicos junto con otras bacterias coliformes fecales, ademas,
a causa de la transferencia horizontal de genes, E. coli puede aceptar genes de

resistencia y transferirlos a otras bacterias.

En paises desarrollados se cuenta con un sistema de monitoreo y vigilancia de la
susceptibilidad a antibidticos de E. coli en cepas de origen alimentario; sin embargo,
en México, unicamente representa un indicador de calidad sanitaria. Esto resalta la
necesidad de un sistema que permita evaluar el potencial de los alimentos frescos
como un vehiculo de cepas MDR productoras de BLEE que puedan generar ETAs

de dificil tratamiento causadas por bacterias resistestentes a antibidticos.

Por todo lo anterior se plantea que los alimentos crudos como el cilantro pueden
funcionar como vehiculos y/o reservorios de bacterias frecuentemente relacionadas
con enfermedades transmitidas por alimentos como es E. coli la cual puede poseer
mecanismos de resistencia que le confieran una baja susceptibilidad a antibidticos
y posteriormente a través de elementos genéticos trasladarlos a otras bacterias de

diferentes géneros.
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5. Justificacion
En el estado de Puebla se produjeron mas de 3,000 toneladas de cilantro en el

2023, posicionandose como el primer productor de cilantro a nivel nacional; sin
embargo, este producto, junto con otros vegetales frescos minimamente
procesados, han sido frecuentemente vinculados a enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) esto debido a los procedimientos de lavado y desinfeccion
ineficientes, la contaminacion de suelos y del agua de riego. Ademas, estos
alimentos pueden funcionar como vehiculos idéneos de bacterias portadoras de
genes de resistencia a antibidticos que potencialmente puedan transferirse a otras
bacterias comensales y patégenas. Una de las principales bacterias relacionadas a
ETAs es E. coli, dicho microorganismo es considerado como un factor de
contaminacion importante en vegetales crudos; sin embargo, no es considerado
como un patégeno por si mismo sino unicamente como un indicador de calidad
sanitaria. Aunado a esto, se han reportado frecuentemente cepas de E. coli
comensales y patdogenas que poseen mecanismos de virulencia y resistencia a
antibiéticos B-lactamicos, resaltando las BLEE, enzimas que hidrolizan multiples
antibiéticos de esta familia. Lo anterior es preocupante ya que las instituciones de
vigilancia sanitaria en México generan informacién limitada respecto a la presencia
de E. coli en alimentos de hoja verde y su susceptibilidad frente a diversas familias
de antibioticos. A pesar de que existen leyes que obligan a las empresas
empacadoras a llevar a cabo procesos de desinfeccidn que garanticen la inocuidad
del producto, la carga bacteriana residual del vegetal podria estar integrada por
bacterias MDR, que puedan transferir genes de resistencia a antibioticos de cepas
comensales a otras cepas diarreagénicas o extraintestinales que causen
enfermedad y provoquen que los tratamientos farmacoldgicos no sean efectivos. En
este estudio se analizaron muestras de cilantro poblano fresco para determinar su
calidad sanitaria. Asimismo, se determind la presencia de cepas de Escherichia coli,
su perfil de susceptibilidad a antibidticos y el fenotipo de produccion de B-
lactamasas de espectro extendido, asi como la ausencia o presencia de los genes
asociados a la resistencia a B-lactamicos.
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6. Hipétesis cientifica

El cilantro comercializado en la ciudad de Puebla es un reservorio de cepas de E.

coli multidrogoresistente productoras de serin -lactamasas de espectro extendido.

7. Objetivos

7.1.0Objetivo general

Identificar y caracterizar cepas de E. coli multidrogoresistentes (MDR)
productoras de serin B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) aisladas

de cilantro fresco.

7.2.Objetivos Especificos

Determinar el numero de unidades formadoras de colonias/g de muestra de
cilantro potencialmente resistentes a cefotaxima.

Aislar e identificar cepas de E. coli potencialmente resistentes a cefotaxima,
a partir de muestras de cilantro fresco.

Determinar el perfil de susceptibilidad de las cepas de E. coli aisladas de
cilantro fresco.

Caracterizar fenotipicamente la produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) en las cepas de E. coli.

Identificar genes que codifican para serin B-lactamasas en las cepas de E.

coli.
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8. Material y métodos

8.1.Estrategia metodologica
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8.2.Recolecciéon de muestras
Se realizé una recoleccion a conveniencia de muestras de cilantro fresco listo para

su consumo a partir de verdulerias, taquerias, mercados y supermercados; cada
muestra fue puesta en bolsas estériles con sellado y puestas en una hielera a una
temperatura aproximada a 7°C para su transporte al laboratorio para su proceso.
Los datos para cada muestra: numero de muestra, fecha de recoleccion,
localizacion, evidencia fotografica y observaciones, fueron recolectados mediante la
aplicacion epicollect5 (BIG DATA INSTITUTE, University of Oxford, Wellcome).

8.3.Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

8.3.1. Criterios de inclusién

Se incluyeron en el estudio muestras de cilantro fresco a partir de establecimientos
de la ciudad de Puebla. Las muestras estaban separadas en bolsas estériles para
evitar la contaminacion cruzada y marcadas por un numero asignado con

anterioridad.

Para la seleccién de las colonias se tomaron en cuenta aquellas que cumplieron con
las caracteristicas especificas de E. coli: colonias circulares con bordes lisos y
brillantes, lactosa positiva, gram negativas de forma bacilar y que sobrevivan a

cefotaxima a una concentracion de 2ug/ml.

8.3.2. Criterios de exclusion
Se excluyeron las muestras que no estaban en bolsas debido al alto riesgo de

contaminacion cruzada durante el traslado al laboratorio.

Aquellas bacterias que no fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas y

molecularmente como E. coli fueron excluidas del estudio.
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8.3.3. Criterios de eliminacion
Se eliminaron del estudio las muestras que se encontraron en mal estado, es decir,
que presentaron una coloracion café o negruzca, sinonimo de descomposicion del

vegetal.

Aquellas cepas que estuvieron contaminadas por otros microorganismos en agar
soya tripticaseina y que no se desarrollaron en agar MacConkey suplementado con

cefotaxima a una concentracion de 2ug/ml fueron eliminadas del estudio.

8.4. Aislamiento de cepas
Se colocaron 10 g de cada muestra en 90 ml de caldo lauril sulfato de sodio (BD

Bioxon) y se incubaron a 37°C a 30 rpm por 24 horas. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas (1:10,000; 1:100,000; 1:1,000,000) y se inocularon en placas de
agar MacConkey (MCD Lab) adicionado con 2 ug/ml de cefotaxima (CTX) para
obtener las UFC/g de cepas potencialmente resistentes a B-lactamicos. Después
del periodo de incubacién se selecciond la placa contable a partir del numero de
colonias observadas. Los conteos fueron expresados en logio. Posteriormente, se
sembraron en agar Mac Conkey las colonias morfolégicamente diferentes, para
finalmente seleccionar las colonias morfoldgicamente semejantes al fenotipo de E.
coli y se sometieron a los criterios de Cowan y Stell (Barrow & Feltham, 2004), y
después se les amplifico el gen especie-especifico ybbW, para su identificacion
(Walker et al., 2017). Las cepas de E. coli se almacenaron en crioviales con BHI y
15% de glicerol a -70°C.

8.5.Identificacion de cepas
Las cepas fueron identificadas mediante la definicion de su morfologia por tincion

de gram, fermentacion de la lactosa en agar MacConkey y pruebas bioquimicas
basados en los criterios de Cowan y Steel (50): T.S.I. (agar de triple azucar y hierro)
(BD Bioxon), L.I.A. (agar hierro lisina) (BD Bioxon), citrato de Simmons (MCD Lab),
medio de Christensen (agar urea) (DIBICO) y M.1.O. (movilidad, indol y ornitina)
(MCD Lab).
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8.6.Extraccion de DNA por método de hervido
Las bacterias fueron crecidas en agar tripticaseina de soya (AST) (BD Bioxon®) y

se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se tomé biomasa suficiente y se
coloco en microtubos con 500 pl de agua inyectable estéril y se homogeneizo en el
agitador vortex. Se colocaron los tubos en bafo Maria en ebullicion durante 15
minutos, se retird y se mantuvo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos. Se recuperaron
200 pl del sobrenadante y se colocaron en microtubos estériles. La concentracion
de ADN fue medida en el espectrofotdmetro nanodrop 2000 (ThermoScientific®) y

posteriormente se almacenaron a -20°C.

8.7. Amplificacion del gen ybbW
Se realiz6 la identificacion de E. coli mediante la amplificacion del gen especie-

especifico ybbW (Walker et al., 2017) (Tabla 2) en las concentraciones establecidas
en la Tabla 3. Se visualizé el amplicén en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
solucién de bromuro de etidio al 0.04% (SIGMA Aldrich®) y se observo la imagen

en el fotodocumentador DNR Bio-imagingSystems MiniBIS Pro®.
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Tabla 2: Oligonucleétidos empleados para la amplificacion del gen ybbW

Reaccion de Primers (5°-3’) Codifica Tamafo Referencias
PCR (pb)
F: (Walker et al.,
TGATTGGCAAAATCTGGCCG | Transportador 2017)
ybbW ) 667 pb
R: de alantoina (Carreon-Leodn,
ATACTGGCAATCAGTACGCC 2019)

e 94°Cx4 min; 1 ciclo
Condiciones e 94°Cx30 seg; 63°Cx30 seg; 72°Cx45 seg; 35 ciclos

e 72°Cx5 min; 1 ciclo

Tabla 3: Componentes para la amplificacion del gen ybbW

Componentes Concentracion Volumen de stock Concentracion
stock por reaccion final de la reaccién

Agua - 6.4 mi -
Buffer 10X 10 X 1ml 1X
MgCl: 25 Mm 1ml 2.5Mm
dNTP's ~ (dNTP Set, 10 mM 0.4 ml 0.4 mM
thermoscientific)
Iniciador delantero
(SIGMA) 25 mM 0.3 ml 0.75 mM
Iniciador reverso (SIGMA) 25 mM 0.3 ml 0.75 mM
Taq polimerasa
(DreamTaq DNA 5 U/ml 0.1 ml 0.5 U/ml
polymerase,
thermoscientific)
DNA 100 ng/ml 0.5 mil 5ng
Total - 10 ml -
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8.8.Evaluacion del perfil fenotipico de susceptibilidad antimicrobiana y
produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Se recuperaron de 2 a 4 colonias y se resuspendieron en un tubo de ensayo con 3
ml de solucion salina isotdnica (0.85% de NaCl) que se igualaron al tubo 0.5 en la
escala de turbidez McFarland, equivalente a 1.5 x108 UFC/ml. Después de
resuspender las colonias se procedioé a impregnar un hisopo estéril de la muestra, y
se inocularon placas de agar Mduller Hinton. Posteriormente se colocaron los
sensidiscos de los antibidticos descritos en la Tabla 4 con ayuda de pinzas
previamente esterilizadas. Finalmente, las placas se incubaron de 16 a 18 horas a
37°C y los resultados se interpretaron de acuerdo con el CLSI M100TM Ed. 34,
2024.

8.9.Determinacién fenotipica de BLEE
Para la prueba de susceptibilidad de difusién de doble disco propuesto por la

EUCAST se usaron los sensidiscos amoxicilina con acido clavulanico (AMC),
cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP) y aztreonam (ATM) con las
concentraciones descritas en la Tabla 4. El sensidisco de AMC fue colocado en
medio de la placa, mientras que los otros sensidiscos fueron distribuidos a 25 mm
de manera equidistante como lo indicado en la Figura 2. La prueba se interpretd
como positiva si entre los sensidiscos ATM, CTX, CAZ, FEP y el AMC se observo
una distribucién mayor del halo de inhibicion en forma de ojo de cerradura o cola de

pez.

Figura 2: Disposicion de los sensidiscos de amoxicilina con acido clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ), cefepime
(FEP), aztreonam (ATM) y cefotaxima (CTX) para identificacion del fenotipo BLEE (Carreén-Leén, 2019).
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8.10. Busqueda de genes que codifican BLEE
Se amplificaron los genes de las serin B-lactamasas mas representativas del

subgrupo 2b (blatem), 2be (blasHv, blactx-m) y 2d (blaoxa) bajo las especificaciones
mencionadas en la Tabla 5. Se visualizé el amplicén en un gel de agarosa al 1.5%
tefiido con solucion de bromuro de etidio al 0.04% (SIGMA Aldrich®) y se observo

la imagen en el fotodocumentador DNR Bio-imagingSystems MiniBIS Pro®.

8.11. Diseio estadistico

8.11.1. Analisis de datos

Toda la informacion recolectada y la obtenida durante las pruebas realizadas en el
laboratorio fue concentrada en una tabla creada en Excel de Microsoft365. Se
realizé un analisis estadistico descriptivo del numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/g) por gramo de cada muestra mediante la prueba ANOVA de una
via en R Studio v4.4.1 para comparar la tasa de contaminacion de las muestras de
cada tipo de establecimiento usando una base de datos creada en Excel de
Microsoft365.

8.11.2. Hipotesis estadistica
Hay una diferencia significativa entre las tasas de contaminaciéon por bacterias

resistentes a B-lactamicos segun el origen de las muestras de cilantro.
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Tabla 4: Antibiéticos usados y puntos de corte

Categorias interpretativas y puntos

de corte de diametro de zona, mm

" . Contenido L
Grupo/ Familia Antibiotico (ua) Abreviacion entero mas cercano
Hg
S SSD I R
Penicilinas Ampicilina 10 AM 217 - 14-16 <13
L o Amoxicilina/ 4c.
Penicilinas con inhibidor o 20/10 AMC 218 - 14-17 <13
clavulanico
Cefoxitina 30 FOX 218 - 15-17 <14
Cefuroxima 30 CXM 218 - 15-17 <14
Cefemes parenteral .
. Cefotaxima o CTX =226 23-25 <22
(Cefalosporinas I, 11, lll 'y . 30 -
V) ceftriaxona CRO 223 20-22 <19
Ceftazidima 30 CAz 221 - 18-20 <17
Cefepime 30 FEP 225 19-24 - <18
Monobactamicos Aztreonam 30 ATM 221 - 18-20 <17
Imipenem 10 IMP 223 - 20-22 <19
Carbapenémicos
Meropenem 10 MEM 223 - 20-22 <19
) _ Colistina o CL
Lipopéptidos o MIC - - <2 24
polimixina PB
Gentamicina 10 GM 218 - 15-17 <14
Tobramicina 10 NN 217 - 13-16 <12
Aminoglucésidos
Amikacina 30 AN =220 - 17-19 <16
Estreptomicina 10 S 215 - 12-14 <11
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Tetraciclinas Tetraciclina 30 TET 215 - 12-14 <11
Ciprofloxacina CIP =226 - 22-25 <21
Quinolonas y Levofloxacina LVX >21 - 17-20 <16
fluoroquinolonas
Acido nalidixico 30 NA =19 - 14-18 <13
Fenicoles Cloranfenicol 30 C 218 - 13-17 <12
Antagonistas de la via de Trimetoprim/
1.25/23.75 SXT 216 - 11-15 <10
folatos sulfametoxazol

Fosfomicinas Fosfomicina 200 FOS 216 - 13-15 <12

Informacion obtenida de CLSI M100TM Ed. 34

, 2024.

Tabla 5: Oligonucleoétidos para identificacion de serin B-lactamasas de espectro extendido

Tm [ariaio Cepa control
Nombre de los ¢6) Secuencia dﬁl ) Condiciones e Referencia
iniciadores amplicon
CCA AAG ACG 96°C->5min->
Oxa1-F 53.2 TGGATG 1c
96°C->1min
A23EC
bia GTT AAA TITC 442 ob 61°C->1m-> (Balbuena- (Brifias et
OXA GAC CCCAAG TT P 35¢ Alonso etal., | al., 2003)
2023
Oxa2-R 59.3 72°C->2min )
72°C->10m->
1c
GGGTTATTCTTA 96°C->15s->
SHV1-F 64.98 | TTTGTC GCT 1c
96°C->15seg ATCC700603 (Mercier &
(Acevedo-
blasnv 930 pb Levesque,
61°C->15s-> Ocampo, 1990)
TAG CGT TGC 24c¢ 2023)
SHV2-R | 69.06 | CAGTGC TCG
72°C->2min
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72°C->3min->
1c

AGA GTA TGA

94°C-> 5min-> 1c

TEM1F 61.07 | GTATTCAACATT .
94°C-> 1min C-3304
o . (Babines-
blarem 837pb PO 1MInt orozco, 2004, | (LeCC A
35¢ dat 2001)
ATC TCA GCG . _ sros:o
TEM2R 593 | ATCTGTCTAT 72°C-> 1min publicados)
72°C-> 5min-> 1c
CGA TGT GCA 94°C-> 5min-> 1c
CTX-M
. 57.1 GTACCA GTAA
Uni F 94°C-> 30seg
A23EC
52°C->30seg-> (Balbuena- (Batchelor et
blacrxns 566 pb a5 Alonso etal., | al., 2005)
TTA GTG ACC . ] 2023)
ST?(F'{M 628 | AGAATC AGC GG 72°C-> 1min
ni
72°C-> 5min-> 1c
ATG ATG ACT 194°C -> 5 min ->
EFTX'V" 522 | cAGAGCATT CG 1c
[94°C->30seg
bla 876 b [P2C->30seg-> Céi:t(és(C;?ret'/es— (Bertrand et
CTM-2 TCA GAA ACC PO esc orey | ah 2008)
GTG GGT TAC )
CTXM- 519 72°C->1min
2R )
72°C -> 5min ->1
c
TGA TGA GAC 194°C -> 5 min ->
CTX 52.4 | ATC GCG TTAAG 1c
M8-F
[94°C->30seg
blactxw-s 866 pb  |52°C->30seg- - (';I"p;)”OSG‘;t
TAA CCG TCG >35¢ v
CTX- 543 GTGACGATTTT 3 ]
M8-R . 72°C->1min
72°C5min1c

——
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GTG ACA AAG 94°C->3 min->1c
CTX- 648 | AGA GTG crA .
62°C->45seg-
blacTxans 857pb  |>35¢ ; (Co%zze)t al,
ATG ATT CTC .
CTX- 16 | GCC GCT GAA 72°C->45seg
M9-R — | 6cC 72°C->10 min->1
c
GTT ACA ATG 94°C-> 7min-> 1c
gT;(MS 574 | TGT GAG AAG |94°C > 50
- - se
CAG 9 A23EC
blactx-m- 1018 bb 50°C->40seg-> (Balbuena- |(Pagani et al.,
15 P 35¢ Alonso et al., 2003)
CCG TTT CCG 3 ) 2023)
68°C-> 1min-> 1¢
( ]
35
L J




9. Resultados

9.1.Recoleccion de muestras de cilantro

Un total de 80 muestras de cilantro de distintos origenes se procesaron durante el
periodo agosto-diciembre de 2023 en el municipio de H. Puebla de Zaragoza (mapa
de las localizaciones de los puntos de muestreo en el Anexo 1: verdulerias (n=26),
restaurantes (n=18), mercados (n=18), supermercados (n=14) y sin origen

especificado (n=4).

9.2. Determinacién de la tasa de contaminacion
A partir de cada origen de cilantro (verduleria, mercado, supermercado, restaurante

y origen inespecifico) se realizé una prueba de ANOVA (p>0.05) con lo que se
concluyo que no hubo diferencias significativas entre las tasas de contaminacién de
los distintos origenes. Ademas, se reporté un promedio de 6.38 log UFC/g, siendo
la muestra 66 sin origen especifico la mas contaminada con 8.58 log UFC/g, seguida
de la muestra 50 con 8.28 log UFC/g recolectada de verduleria. Por otra parte, las
muestras con menor carga bacteriana fueron la muestra 8 (verduleria), 63
(supermercado), 64 (origen no especificado) y 69 (supermercado) con 4 log UFC/g,

respectivamente (Figura 3).

9.3. Distribucién de la microbiota gram negativa y positiva

Se obtuvieron un total de 162 (100%) aislados bacterianos, de los cuales, 32 se
identificaron como grampositivas (19.75%) y los 130 restantes fueron
gramnegativos (80.25%). La distribucion de las cepas grampositivas en
restaurantes, mercados, supermercados, verdulerias y sin origen especifico fue
3.08%, 6.17%, 0.59%, 7.4% y 2.38% respectivamente; mientras, que la distribucién
de gramnegativos fue: restaurantes con 22.83%, mercados con 14.81%,
supermercados con 16.04%, verdulerias con 25.3% y sin origen especifico con
1.23%.

9.4. Aislamiento e identificaciéon de E. coli
De acuerdo con los resultados a partir del crecimiento en agar MacConkey (lactosa
positiva) y de la observacion microscépica de la tincion de gram (gramnegativo y

forma bacilar) se sometieron 68 cepas a pruebas bioquimicas distintivas de E. coli
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(T.S.1,, L.ILA., Citrato de Simmons, Urea de Christensen y Movilidad, Indol, Ornitina)
(Anexo 2). Mediante estas pruebas, se identificaron 13 cepas de E. coli (19%) y los
aislados restantes pertenecieron a los géneros Klebsiella (n=38), Citrobacter (n=3),
Proteus (n=2), Pantoea (n=2) y Providencia (n=1) (Figura 4). Los aislados de E. coli
se confirmaron molecularmente a través de la amplificacién del gen ybbW (Anexo
3).

log (UFC/g)

Supermercado

Verduleria

Muestra menos
contaminada

Muestra mas
contaminada

Dato atipico

44 D © Do

Mercado Restaurante S/D  Supermercado Verduleria
Fuente

Figura 3: Diagrama de caja y brazos de las tasas de contaminacion por origen de las muestras de cilantro. S/D: Sin
datos de origen. Cada punto, tridngulo y cuadro representa una muestra.




n=2; 3%
® Klebsiella oxytoca

u Escherichia coli

» Klebsiella pneumoniae
Klebsiella ozaenae

= Klebsiella aerogenes

u Citrobacter freundii

u Proteus mirabillis

m Pantoea agglomerans

B Providencia stuartii

m Sin identificar

Total n=68

Figura 4: Porcentaje de abundancia de las especies bacterianas gram negativas encontradas en cilantro. (n=):

numero de cepas aisladas. Sin identificar: indica que los datos no fueron concluyentes en la identificacion bioquimica.

9.5. Perfil de susceptibilidad y produccion del fenotipo BLEE
La susceptibilidad de las 13 cepas de E. coli fueron evaluadas segun lo mencionado

en la Tabla 4. Se encontré que las 13 cepas fueron MDR segun los criterios de
Magiorakos (Magiorakos et al., 2012), ademas de que todas presentaron el fenotipo
BLEE (Figura 5) y exhibieron resistencia a los B-lactamicos ampicilina y a las
oximinocefalosporinas cefuroxima, cefotaxima y ceftriaxona (Tabla 6). También
hubo presencia de colonias satélite, es decir, UFC que crecen en el halo de
inhibicion, en 12 de las 13 cepas ante la presencia de antibidticos B-lactamicos,

aminoglucosidos, quinolonas y fosfomicinas (Tabla 6).
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CEPAS DE E. coli (ORDENADAS POR ORIGEN)

o
R | £
o e
Antibiético Verduleria Mercado £ 3
@ i
=% 4]
5 -3
(2]
13C-1|14C-1|53C-1|68C-2|78C-1| 80C-1 |32C-1|34C-2|44C-2|46C-2/48C-2|20C-1| 5C-|
Penicilinas AM
Penicilina con
AMC
inhibidor
FOX
CXM
Cefalosporinas (I, CTX
I, 11y 1V) CRO
CAZ
FEP
Monobactdmicos ATM
Carbapenémicos IMP
MEM
GM
Aminoglucésidos NN
AN
STS
Tetraciclinas TET
CIP
uinolonas
a onasy LVX
fluoroquinolonas
NA
Fenicoles C
A -
nt'agonlsta dela SXT
via de folatos
Fosfomicinas FOS

Presencia de sinergismo con

AMC (Fenotipo BLEE) St s Si | si | si | si | si | si| si| si| si|si]|s

Tabla 6: Perfil de susceptibilidad y presencia del fenotipo BLEE de las cepas de E. coli aisladas de cilantro fresco. S:
sensible; I: intermedio; R: resistente; SS: sensible con presencia de colonias satélite; 15: resistencia intermedia con presencia
de colonias satélite; RS: resistente con presencia de colonias satélite. AM: ampicilina; AMC: amoxicilina con acido clavulanico;
FOX: cefoxitina; CXM: cefuroxima; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; ATM: aztreonam;
IMP: imipenem; MEM: meropenem; GM: gentamicina; NN: tobramicina; AN: amikacina; STS: estreptomicina; TET: tetraciclina;

CIP: ciprofloxacino; LVX: levofloxacino; NA: acido nalidixico; C: cloranfenicol; SXT: trimetoprima sulfametoxazol; FOS:

fosfomicina.




En general, las cepas mostraron mayor resistencia a la familia de los B-lactamicos
(100%), seguidos de los aminoglucdsidos (84.6%), y tetraciclinas (76.9%). De
manera particular se observd una alta resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, las cepas presentaron un 100% de resistencia a cefuroxima, cefotaxima
y ceftriaxona, 46% fueron resistentes a ceftazidima, 69% a cefepime, 76% a
aztreonam; sin embargo, ningun aislado fue francamente resistente a
carbapenémicos, aunque la cepa 53C-1 proveniente de verduleria resulto tener
resistencia intermedia a imipenem y meropenem. En cuanto a la resistencia a
colistina, se realizo la prueba comparativa de difusion en disco respecto a la cepa
ATCC25922, este método aun no esta validado por los estandares del M100 CLSI
2024; sin embargo, puede servir como indicador, y bajo este criterio se determino la
posible resistencia a colistina de 12 cepas (92%). En cuanto al resto de familias de
antibidticos, los aislados de E. coli presentaron un alto porcentaje de resistencia a
estreptomicina (84%), tetraciclina (76%), ciprofloxacino (54%) y trimetoprima
sulfametoxazol (61%) (Figura 6). Se determind no realizar una comparativa en
cuestidén al porcentaje de susceptibilidad por origen debido a la disparidad en la

cantidad de cepas de E. coli recolectadas de los distintos establecimientos.
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Figura 6: Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de E. coli aisladas de cilantro fresco. AM: ampicilina; AMC:
amoxicilina con acido clavulanico; FOX: cefoxitina; CXM: cefuroxima; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima;
FEP: cefepime; ATM: aztreonam; IMP: imipenem; MEM: meropenem; GM: gentamicina; NN: tobramicina; AN: amikacina; STS:
estreptomicina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; LVX: levofloxacino; NA: acido nalidixico; C: cloranfenicol; SXT:
trimetoprima sulfametoxazol; FOS: fosfomicina.

9.6.ldentificacion de genes que codifican para serin B-lactamasas (BLEE)
Debido a que todas las cepas mostraron presencia del fenotipo BLEE, se determiné
la ausencia o presencia de los genes vinculados con la produccion de BLEE de la
clase molecular A mas comunes (blactx-m, blatem, blaoxa y blastv) mediante PCR.
De las 13 cepas, el 92.3% (12/13) mostraron presencia del gen blactx-m (Figura 7A),
de las cuales 10 cepas mostraron la variante blactx-u-15 (Figura 7B); las dos cepas
restantes (32C-1 y 48C-2) no pudieron asignarse a ninguna otra variante de las
enzimas CTX-M del grupo 2, grupo 8 o grupo 9 mediante PCR (Anexo 4).
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Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que muestra la presencia del gen blacrx.m (566 pb) en el panel Ay
blacrx-m-15 (1018 pb) en el panel B. El control positivo en ambos paneles es la cepa E. coli A23EC. V: verduleria; M: mercado;
S: supermercado; R: restaurante; pb: pares de bases.

En cuanto a la identificacidén blatem, el 54% (7/13) mostro la presencia de este gen
(Figura 8A), de las cuales, cuatro fueron de verduleria y tres fueron de mercado.
Este gen es el segundo con mayor presencia entre las cepas aisladas. Por su parte,
blaoxa solo estuvo presente en el 7.7% (1/13) proveniente de mercado (Figura 8B)

en cambio, blasnv estuvo ausente en todas las cepas (Anexo 5).

——
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1000 pb

Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que muestra la presencia del gen blarew (837 pb) en el panel Ay
blaoxa (442 pb) en el panel B. El control positivo en el panel A la cepa E. coli C3304, mientras que en el panel B es E. coli

A23EC. V: verduleria; M: mercado; S: supermercado; R: restaurante; pb: pares de bases.

43

——
| —



10.Discusién
Las ETAs son causantes de mas de 600 millones de casos a nivel mundial y mas

de 400 mil muertes anuales (Heredia & Garcia, 2018). Uno de los principales
microorganismos asociados a ETAs es E. coli, una bacteria de distribucion mundial
que pertenece a la microbiota del intestino de animales de sangre caliente. Debido
a ello, su presencia se considera como un indicador de contaminacion fecal reciente
en agua y un indicador de malas practicas de higiene en la cadena de suministro
(Jang et al., 2017).

En México hay multiples zonas que han sufrido sequias provocadas por el cambio
climatico, el crecimiento de la poblacion, falta de agua potable y de infraestructura
que provea de este recurso, esto ha motivado que algunos productores usen aguas
de desecho para riego de cultivos considerada apta para este fin de acuerdo con
limites fisicoquimicos y bacteriolégicos (Estrada & Rojas, 2016). En este sentido se
considera que lo anterior podria ser una de las razones por las cuales en otros
paises como Estados Unidos se hayan encontrado productos como frutas o
verduras provenientes de México contaminados no solo con agentes quimicos como
pesticidas, sino con microorganismos patdégenos provenientes de heces como
Salmonella spp. o Cyclospora cayetanensis (FDA, 2022; FDA, 2023). Este hallazgo
ha motivado a que agencias sanitarias pidan pruebas de ausencia de
microorganismos indicadores de contaminacién como E. coli a las empacadoras
(FDA, 2022). A pesar de que E. coli se considera una bacteria generalmente inocua,
su capacidad de dar y recibir genes RAM, la aparicion de cepas MDR y su
supervivencia elevada en multiples ambientes la vuelven una de las bacterias de

mayor preocupacion a nivel mundial.

A partir de 80 muestras de cilantro fresco provenientes de verdulerias, restaurantes,
mercados, supermercados y de origen inespecifico se determiné que el cilantro en
promedio albergaba 6.38 log UFC/g de bacterias potencialmente resistentes a -
lactdmicos, un valor superior a lo permitido para verduras (100 UFC/g) en la NOM-
093-SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 1995), esto es similar a lo reportado por
Pintor-Cora en Espana durante el 2021, pues cuantifica una tasa de contaminacion
en el cilantro de 5.1 £ 0.8 log UFC/g (Pintor-Cora et al., 2021); sin embargo, se debe

44

——
| —



considerar que no se uso un filtro con CTX en el estudio realizado por Pintor-Cora.
Por el contrario, Rodriguez-Lopez y su equipo, en 2022, mediante el uso de agar
MacConkey adicionado con CTX, reportaron una tasa de contaminacién promedio
de 2.57 log UFC/g en muestras de cilantro sin tratamiento previo (Rodriguez-Lépez
et al., 2022) siendo este resultado aproximadamente dos veces menor a lo que se
reporta en el presente estudio. A pesar de las diferencias en las metodologias
usadas, los datos sugieren que la tasa de contaminacion de cilantro es alta, esto
puede deberse a varias situaciones, desde los métodos de higiene usados,
manipulacion del producto, época del afio en el que se cultivo el cilantro, inclusive
el pais. Sin embargo, aunque se hayan usado técnicas metodolégicas distintas, la
tasa de contaminacion reportada en este estudio sigue siendo preocupantemente

mayor que lo mencionado en otras investigaciones.

Este resultado conlleva a una preocupacién adicional, ya que las bacterias
cuantificadas son potencialmente resistentes a los B-lactamicos, esto no solo se ha
reportado en cilantro, sino en una amplia variedad de vegetales de hoja verde, lo
que representa un riesgo microbiologico alto, puesto que no solo podrian estar
presentes bacterias indicadoras de contaminacion fecal, sino también bacterias
patdogenas (OMS, 2016), lo que posiblemente depende también de factores
ambientales, riego de los cultivos, practicas de higiene, entre otros (SENASICA,
2014).

En cuanto a las bacterias encontradas, en este estudio se informd la presencia de
varias especies de Klebsiella, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Proteus
mirabilis, Pantoea agglomerans y Providencia sturatii. Esta variedad contrasta con
lo encontrado por Pintor-Cora y su equipo en 2021, ya que en su mayoria aislaron
E. coli seguida de Serratia fonticola (Pintor-Cora et al., 2021); sin embargo, varios
trabajos reportan la presencia de géneros como Paenibacillus, Pseudomonas,
Klebsiella y Serratia como los principales microorganismos encontrados en suelos,
vegetacion y agua (Brisse et al., 2006; Iglewski, 1996; Williams, et al., 2022), seria
entonces mas comun encontrar a especies de estos géneros en alimentos frescos

sin tratamiento previo. En cambio, la presencia de bacterias como E. coli, que
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pertenecen a los denominados coliformes fecales, implica que estos alimentos

fueron contaminados en alguna parte de la cadena de consumo.

También, en este estudio se destaca la presencia de E. coli en el 16.25% de las
muestras recolectadas, estos resultados contrastan con lo reportado por Gémez-
Aldapa y su equipo de trabajo en Hidalgo durante el 2016, ellos recolectaron 100
muestras de cilantro y determinaron que la prevalencia de E. coli en cilantro era de
un 47%, teniendo una mayor prevalencia de esta bacteria; sin embargo, en esta
metodologia no se usa un filtro con CTX (Gomez-Aldapa et al., 2016), lo que pudiera
impactar en la cantidad de cepas obtenidas. En cambio, Sung-Suck Oh vy
colaboradores en 2021, recolectaron en el periodo de septiembre de 2016 a agosto
de 2017, 1739 muestras de vegetales comunes de Corea del Sur y determinaron
que el rango de contaminacion promedio de E. coli era de 5.8% (Oh et al., 2021).
Por su parte, Tsegahun Asfaw y su equipo en Etiopia durante el 2023, recolectaron
180 muestras de vegetales, de las que se aislaron 46 cepas de E. coli con una
prevalencia del 26.1% (Asfaw et al., 2023). A partir de estos estudios realizados en
varias partes del mundo, se deduce que la prevalencia de E. coli puede estar
condicionada a la presencia de varios factores como las condiciones ambientales,
la manipulacién en el proceso de empaque, contaminaciéon cruzada y la forma en
que estos son consumidos puesto que se ha reportado que los alimentos crudos
listos para el consumo son contaminados frecuentemente por bacterias coliformes
(Lee et al., 2021).

Posteriormente, las 13 cepas de E. coli fueron caracterizadas como MDR; todos los
aislados presentaron resistencia a ampicilina, cefuroxima, cefotaxima y ceftriaxona;
ademas, 10 de las 13 cepas fueron resistentes a aztreonam. Cabe destacar que
solo la cefoxitina logré inhibir el crecimiento de todas las cepas; también resalta que,
aunque no se hayan presentado cepas resistentes hacia los antibidticos
carbapenémicos, una cepa presentd resistencia intermedia, lo cual debera
confirmarse realizando el ensayo de la Concentracion Minima Inhibitoria.
Anteriormente, en 2011, Meher Nigad Nipa y colaboradores analizaron 13 cepas de

E. coli recuperadas de vegetales verdes, entre ellos el cilantro, de los cuales cuatro
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fueron MDR, presentando resistencia a ampicilina, estreptomicina y gentamicina
(Nipa et al., 2011). Por su parte, Gémez-Aldapa y colaboradores en 2016,
informaron que las nueve cepas DEC recuperadas de cilantro presentaban
resistencia a amoxicilina con acido clavulanico, amikacina, colistina, eritromicina,
gentamicina, kanamicina, neomicina y estreptomicina, aunque, todos los aislados
fueron susceptibles a ceftriaxona y cloranfenicol (Gémez-Aldapa et al., 2016).
Finalmente, Vazquez-Quifiones y su equipo en 2024 informaron que la mayoria de
sus cepas de ETEC provenientes de cilantro tenian resistencia a cefuroxima (80%)
y gentamicina (76.6%), en cambio, sus cepas presentaron baja resistencia a

cloranfenicol (13.3%) y amikacina (6.6%) (Vazquez-Quifiones et al., 2024).

La aparicidén continua de cepas MDR en vegetales se puede deber a que ganaderos
y agricultores en general llevan a cabo practicas que propician el uso intensivo, no
solo de antibidticos, sino de otros medicamentos que promueven el crecimiento
tanto en animales como vegetales. El uso inadecuado puede deberse a la falta de
conocimiento, de hecho, estas acciones se le han denominado practicas
multifarmacolégicas, y se ha reportado que afecta a los sistemas de acuicultura,
agricultura, apicultura y ganaderia, que también pueden verse afectados por la
contaminacion por aguas de desecho (Manyi-Loh et al., 2018). Los aislados de E.
coli reportados en este estudio presentaron una alta resistencia a cefalosporinas de
3™ generacién y a aztreonam, antibidticos usados frecuentemente para tratar
enfermedades en humanos; asi mismo, la Red PUCRA de la Universidad Nacional
Autonoma de México menciona en su reporte que los antibiéticos mas usados en
hospitales publicos en 2022 eran cefalosporinas de 3™ generacion, ademas de
haber registrado un mayor numero de aislados de E. coli en hemocultivos con una
mayor resistencia a dichos antibiéticos junto al aztreonam (De Le6n Rosales, 2023).
Puede existir la posibilidad de que cepas de E. coli provenientes de ambientes
hospitalarios hayan terminado en aguas de desecho, y que, mediante transferencia
horizontal de genes, pudieron intercambiar genes RAM con otras cepas de E. coli
ambientales, esta situacion aunada a la formacion de lodos que aumentan la

concentracion de antibidticos provenientes de la contaminacion ambiental permite
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que estas cepas ambientales retengan genes RAM y terminen en la cadena de

consumo (Patra et al., 2024).

Otro punto importante que mencionar es la alta resistencia que las cepas exhibieron
ante estreptomicina, esto pudiera estar relacionado con el hecho de que parte de
los antibidticos aminoglucdsidos que han sido usados desde varias décadas atras
para el tratamiento contra fitopatdgenos como Erwinia sp., Pseudomonas sp y
Xantomonas sp en alimentos como manzanas, apios, arboles frutales, chile y
tomate. De igual forma, la oxitetraciclina se ha empleado contra Xantomonas sp.,
Pectobacterium sp. y Pseudomonas sp ya que pueden afectar a diversos alimentos,
entre ellos al cilantro (Blanco-Meneses et al., 2023; Guevara & Maselli, 2005). El
uso constante de estos antibiéticos para el tratamiento de infecciones en los cultivos
puede provocar, a la larga, contaminacion ambiental y, consecuentemente, provocar

la seleccidon de bacterias resistentes.

Por otra parte, 7 de las 13 cepas presentaron resistencia a ciprofloxacino, miembro
de las fluoroquinolonas, las cuales, se han usado recientemente como promotores
del crecimiento de la raiz en maiz (Gomes et al., 2019). Otro dato importante fue
que el 61% de los aislados de E. coli fueron resistentes a trimetoprima
sulfametoxazol, el sulfametoxazol en particular pertenece a la familia de las
sulfonamidas que se ha reportado su uso como promotores del crecimiento en
animales, ademas de haberse identificado en bajas cantidades en aguas
superficiales contaminadas por desechos hospitalarios en paises como Vietnam
(Prasannamedha & Kumar, 2020).

Por otra parte, en este estudio se inform¢ la presencia de cuatro cepas resistentes
a fosfomicina. Freitag y colaboradores en 2018 también recuperaron aislados de E.
coli en brotes de soya, los cuales presentaron genes de resistencia a fosfomicina
(Freitag et al., 2018); es interesante este hallazgo ya que el uso de este antibiético
en particular es recomendado unicamente en la clinica humana para el tratamiento
de infecciones del tracto urinario complicadas, teniendo un rango de efectividad
igual a antibiéticos carbapenémicos (Tutone et al., 2022). El ser un antibidtico usado

por mas de 30 afos, pudiera explicar porque han aparecido cada vez con mayor
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frecuencia cepas resistentes a esta clase de antibioticos. Por ultimo, el caso de la
colistina es especial, puesto que se usa como antibiético de ultimo recurso pues
resulta ser neuro y nefrotdxico, el cual se usa para tratar infecciones graves
causadas por bacterias gramnegativas, sin embargo, en el ambito veterinario se ha
usado como promotor del crecimiento y para tratar infecciones comunes (Osores,
2020). Esta situacion ha provocado la aparicion de cepas de E. coli resistente a este

antibidtico en productos carnicos y vegetales (Chelaghma et al., 2021).

Los datos reportados en los casos descritos sugieren que la aparicion de cepas
resistentes a la actividad de aminoglucésidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas,
sulfonamidas, fosfomicinas y polimixinas se debe a varios factores, principalmente
el uso inadecuado de antibidticos ya sea como promotores del crecimiento en
animales o vegetales, contaminacion de cuerpos de agua con desechos
provenientes de hospitales, heces de animales o productos quimicos que contengan
compuestos derivados de antibidticos, entre otros, los cuales podrian provocar que
microorganismos ambientales como E. coli, Pseudomonas sp. o Klebsiella sp.
resistentes a antimicrobianos sean seleccionados y se diseminen en la cadena de
suministro, o en cambio, se podria sugerir que cepas resistentes a antibidticos
provenientes de ambientes hospitalarios terminen en los campos de cultivo y
diseminen genes RAM a la microbiota de los vegetales y de igual forma, terminar
en la cadena de suministro debido a las malas practicas de higiene (Kumar et al.,
2020).

Uno de los resultados interesantes en pruebas de susceptibilidad fue la aparicién
de colonias satélites dentro de los halos de inhibiciéon en varios antibiéticos. Este
fendmeno se ha denominado como heteroresistencia, la cual es generada por una
sola cepa que se divide en subpoblaciones con mecanismos de resistencia a
antimicrobianos distintos que pueden surgir de manera espontanea. Estos eventos
han sido reportados desde principios del 2000 y se han identificado en multiples
paises de Europa, Norteamérica, Sudamérica y Asia en aislados clinicos de
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Salmonella

sp., Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa Yy Escherichia coli
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principalmente resistentes a colistina, polimixina B, imipenem y meropenem
(Andersson et al., 2019) hasta la fecha se carece de informacion suficiente acerca
de esta resistencia fenotipica, aunque cabe aclarar que la importancia del estudio
de la heteroresistencia reside en que, si la subpoblacion heteroresistente sobrevive
a un tratamiento antibiético, puede lograr expandir el tiempo de infeccion en
personas enfermas y provocar que la antibioticoterapia fracase (Band & Weiss,
2021). Hasta donde se sabe, este es uno de los primeros reportes que muestra este
fendmeno en aislados provenientes de alimentos; sin embargo, debido al alcance
de este trabajo, se propone realizar posteriormente una caracterizacién completa

de cada subpoblacion dentro del halo.

Finalmente, se mostré6 que todos los aislados presentaron fenotipo BLEE,
sugiriendo la presencia de genes bla. Debido a ello se procedié a buscar los genes
de las B-lactamasas mas comunes en enterobacterias en los 13 aislados;
identificando que 10 fueron positivos para la presencia de blacTx-m-15, siete

presentaron blatem y una cepa exhibio blaoxa.

Un estudio similar en México fue llevado a cabo por Vazquez-Lépez y su equipo en
2018, ellos recolectaron cinco bolsas de ensaladas listas para el consumo, de las
cuales aislaron 12 cepas, 10 de las cuales presentaron blashv, y 9 exhibian variantes
del gen blactxm (Vazquez-Lépez et al.,, 2018). Mientras que Ghimire y
colaboradores en 2020 reportaron la presencia de una cepa de E. coli portadora de
los genes blatem y blactx-m (Ghimire et al., 2020). Por su parte, Hadas-Kon y su
equipo en 2023 recolectaron mas de 300 muestras de vegetales frescos listos para
el consumo, en su estudio, ellos detectaron la presencia de cuatro cepas de E. coli
que poseian variantes de los genes blatewm, blastyv, y blactx-m, este ultimo gen fue el
predominante en todos los aislados de enterobacterias que ellos reportaron (Kon et
al., 2023).

Recientemente, Silvan-Tresch y su equipo en 2024 recolectaron muestras de
vegetales frescos en Suiza, identificaron seis cepas de E. coli productoras de BLEE
las cuales poseian el gen blactx-w-15 (Tresch et al., 2024). La presencia de estos

genes de resistencia concuerda con la epidemiologia reportada por Mariana-
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Castanheira y colaboradores en 2021, pues reportan un incremento de la
diseminacion de enterobacterias productoras de CTX-M en todo el mundo. México
en particular presenta un alto porcentaje de presencia de enterobacterias aisladas
productoras de CTX-M del grupo 1, 2 y en menor medida, SHV (Castanheira et al.,
2021), este dato concuerda con los resultados de este estudio pues se aislaron un
mayor numero de cepas que poseian genes blactx-v-15, ademas de que, con base
a los reportes y a los resultados de este trabajo, la tendencia de SHV en
enterobacterias va a la baja. A su vez, el reporte de Castanheira menciona que TEM
es una de las BLEE que menos se reporta en México y Latinoamérica, lo cual hace
un contraste con lo reportado en el presente trabajo, pues se encontré en mas del

50% de las cepas.

Estos resultados implican varios puntos, el primero es que CTX-M-15, una de las
variantes de mayor distribucion a nivel mundial del subgrupo 1 (Husna et al., 2023),
puede estar desplazando a las otras BLEE debido a la presencia de cefalosporinas
de 3" generacion en el ambiente. Mientras que el caso de TEM, la cual a pesar de
mostrar una baja prevalencia y tener una mayor presencia en Estados Unidos y
paises europeos (Castanheira et al., 2021; Michael et al., 2015), puede proveer
resistencia ante ampicilina y ticarciclina, mientras que en el caso de OXA puede
conferir resistencia no solo a ampicilina, sino también a la amoxicilina con acido

clavulanico y a algunas cefalosporinas de 4% generaciéon (Navarro et al., 2011).

Se sugiere entonces que la presencia de cepas de E. coli productoras de multiples
BLEE son un riesgo microbioldgico al tener la capacidad de diseminar genes que
expresen estas BLEE y otros genes RAM que propaguen la resistencia a otras
cepas presentes en los vegetales, o, por otro lado, que las cepas de E. coli MDR
reportadas en este estudio sean un peligro microbiolégico al pertenecer
posiblemente a alguno de los patotipos DEC o ExXPEC vy , tal vez, provocar

enfermedades infecciosas de dificil tratamiento.

En conclusién, la situacion de contaminacién del medio ambiente por antibidticos
puede provocar la aparicion de cepas MDR que puedan provocar un efecto domino,

esparcir genes RAM a otras bacterias y causar ETAs u otras enfermedades que
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sean dificiles de tratar. A pesar de que este trabajo se haya enfocado unicamente
en un alimento especifico, otros estudios han determinado la presencia de E. coli
patdogena en diversos productos tanto de origen animal como vegetal, entonces,
para asegurar la inocuidad de los productos se requiere un mejor servicio de
distribucion de agua, informar a los agricultores y manipuladores de alimentos de
los riesgos que conllevan los alimentos contaminados e implementar un sistema de
capacitaciéon enfocado en la ensenanzas de las normas oficiales mexicanas
enfocada a alimentos, puesto que, a pesar de que haya leyes mexicanas vigentes
como la NOM-113-SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 1995) la cual ayuda a
determinar la densidad microbiana y la presencia de bacterias coliformes como E.
coli o la NOM-093-SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 1995) que senala las
disposiciones sanitarias a cumplir en cuestion a la preparacion de los alimentos para
la proteccion del consumidor, algun elemento dentro de la cadena de consumo, ya
sea humano o ambiental, termina contaminando el vegetal. terminan siendo

ineficientes.
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11.Conclusiones

El cilantro poblano puede actuar como reservorio de bacterias resistentes a
mas de una familia de antibiéticos, especialmente a los p-lactamicos.

La tasa de contaminacion segun el origen de las muestras no presentd una
diferencia significativa, estos datos sugieren que las medidas de higiene
implementadas en las cadenas de consumo y distribucidén no son efectivas.
La deteccion de E. coli MDR indica contaminacion fecal y la exposicion a
multiples clases de antibioéticos a lo largo de la cadena de suministro y en el
medio ambiente.

Todas las cepas de E. coli recuperadas exhibieron, aunque sea un gen
asociado a la produccion de BLEE, mientras que el 92% de los aislados
exhibieron alguna variante de la familia de las cefotaximasas.

El gen blactxm-15 fue el gen asociado a la produccion de BLEE mas
abundante en el estudio, seguido por blatem y por ultimo blaoxa, lo que
confirma la amplia distribucién de CTX-M y el desplazamiento de los otros

genes asociados a la produccion de BLEEs.
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12.Perspectivas

Corroborar el género y especie de los 149 aislados restantes recuperados en
este estudio.

Realizar la concentracién minima inhibitoria de colistina para confirmar la
resistencia de las cepas de E. coli frente a este antibi6tico.

Determinar el filogrupo, serotipo, secuenciotipo y patotipo de las cepas de E.
coli reportadas en este trabajo.

Identificar genes RAM en las otras familias de antibioticos mediante PCR.
Realizar la busqueda de posibles elementos genéticos méviles asociados a
los genes identificados de las betalactamasas.

Determinar la filogenia de las cepas de E. coli aisladas de cilantro mediante
la técnica de electroforesis de campos pulsados.

Analizar y caracterizar las colonias satélites que crecieron dentro de los halos
de inhibicion reportadas en este estudio para desarrollar lineas de
investigacion relacionadas a la heteroresistencia en cepas aisladas de

alimentos.
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14. Anexos
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Anexo 1: Mapa de las localizaciones de los locales muestreados y la presencia de E. coli. El simbolo de advertencia

en color rojo significa la presencia de E. coli. Para una mayor definicién, el mapa se encuentra disponible en:
https://www.google.com/maps/d/edit?mid=1LcyjHkParH52zj180p6jN8SavPePRTg&usp=sharing



https://www.google.com/maps/d/edit?mid=1LcyjHkPqrH52zj18op6jN8SavPePRTg&usp=sharing

Tabla A1: Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de E. colf

g o B Pruebas bioquimicas Posible

§ Origen § G % ; ‘_t g = |- microorganismo
= = | 3|8 5 identificado
5 Restaurante | 5C-1 | - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
13 Mercado 13C-1| - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
14 Mercado 14C-1| - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
20 | Supermercado |20C-1| - | Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
32 Verduleria 32C-1| - |Fermentador | AA [KK| - | - | + | + Escherichia coli
34 Verduleria 34C-2| - |Fermentador | AA [KK| - | - | - | + Escherichia coli
44 Verduleria 44C-2| - |Fermentador | AA [KK| - | - | - | + Escherichia coli
46 Verduleria 46C-2| - |Fermentador | AA [KK| - | - | + | + Escherichia coli
48 Verduleria 48C-2| - |Fermentador | AA |KK| - | - | - | + Escherichia coli
53 Mercado 53C-1| - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
68 Mercado 68C-2| - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli
78 Mercado 78C-1| - | Fermentador | AA |[KK| - | - | - | + Escherichia coli
80 Mercado 80C-1| - |Fermentador | AA |KK| - | - | + | + Escherichia coli

Anexo 2: Resultados de las pruebas bioquimicas distintivas de E. coli. G: gram negativo; TSI: Agar de triple azucar y

Anexo 3: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion del gen ybbW (667 pb) para la identificacion

de E. coli. El control positivo en ambos paneles es la cepa E. coli ATCC25922. V: verduleria; M: mercado; S: supermercado;

hierro; LIA: Agar Lisina y Hierro; M: Movilidad; I: Indol; O: Ornitina; AA: Acido/Acido; KK: Basico/Basico

1000 pb
667 pb

|

X 32c-1

R: restaurante; pb: pares de bases.
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1000 pb
876 pb

500 pb

100 pb

Anexo 4: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los genes blacrxm-2 (A), blactx-m-s (B) y blactx-m- (C) en cepas de
E. coli recolectadas de cilantro. En el panel A el control positivo es C7210, mientras que, en los otros paneles, no se

presentan controles positivos.

ATCC700603

Anexo 5: Determinacion de la presencia del gen blasyy en cepas de E. coli en cilantro. En el carril no. 3 esta la mezcla
(M1) de las cepas: 13c-1, 14c-1, 53c-1, 68c-2, 78c-1, 80c-1 (Verduleria) y en el carril 4 esta la mezcla (M2) de las cepas:
32c-1; 34c-2; 44c¢-2; 46¢-2; 48c-2 (Mercado); 20c-1 (Supermercado); 5¢c-1 (Restaurante).
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Anexo 6:

e Recursos materiales

o Antibiéticos

Cefotaxima en polvo
Sensidiscos (Tabla 4)

o Aparatos

Agitador Vértex

Balanza

Balanza analitica

Camara de electroforesis
Centrifuga

Densitometro

Espectrofotdmetro nanodrop2000
Incubadora

Incubadora orbital

Microscopio optico

Transiluminador

o Materiales

Agarosa

Agua inyectable estéril PiSA
Agua tridestilada

Asa de siembra roja

Bolsas Whirl Pack

Crioviales de 1.5 ml

Geles refrigerantes

Glicerol

Hieleras de unicel

Hisopos de algoddn

Matraces de 150 ml
Micropipetas de 2, 10, 100 y 1000 pl
Microtubos de 10, 100 y 1000 pl
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» Perlas de ebullicion

*» Pinzas

» Placas Petride 15y 25 ml

» Portaobjetos

= Tubos de vidrio con rosca de 20 ml
* Tubos falcon de 50 ml

=  Medios de cultivo

= Agar BHI

= Agar Citrato de Simmons
= AgarlLIA

= Agar MacConkey

= Agar MIO

= Agar Muller Hinton

= Agar TSA

= Agar TSI

= Agar Urea de Christensen
» Caldo Lauril-Sulfato de sodio
o Reactivos
= Aceite de inmersion
= Alcohol-acetona
= Bromuro de etidio
= Componentes de la PCR (Tabla 3)
= Cristal violeta
= Lugol
= Safranina

e Recursos financieros

El presente proyecto fue financiado con recursos del proyecto de CONAHCYT de la
Convocatoria 2017-2018 de Ciencia Basica (Convocatoria-2018-4; FSSEP02-C-
2018-4). Proyecto con clave A1-S-22136, en el Laboratorio de Microbiologia

Hospitalaria y de la Comunidad del Centro de Investigaciones en Ciencias
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Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Puebla.

Investigador responsable: Dra. Rosa del Carmen Rocha Gracia.
= Bioética

Ninguna consideracién bioética se aplico para este proyecto, sin embargo, el
proyecto fue regido con las normas establecidas por el Laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y de la Comunidad para el trabajo con microorganismos potencialmente
patogenos y MDR. Ademas, los resultados se mantuvieron y se mantendran en

anonimato a resguardo de la Dra. Rocha directora del proyecto.
= Actividades adicionales
Participaciones en congresos:

a) Asistencia al Congreso Nacional de Biotecnologia: Biogénesis 2.0
llevado a cabo del 5 al 7 de mayo de 2022 en Guerrero:

f [———

La Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla, el Consejo de Ciencia y Tecnologia
del Estado de Puebla y Grupo Biogénesis

Otorgan la siguiente

CONSTANCIA
DE PARTICIPACION A:

José de Jesus Garcia Pérez

Por su valiosa asistencia al Congreso Nacional de
Biotecnologia: Biogénesis 2.0, llevado a cabo del 5 al 7
de Mayo del 2022, en el salon de Congresos del Hotel
Gamma Copacabana, Acapulco.

Valor curricular 12 horas.

(h

CONCYTEP B [ s s

= |l
W= de Educacidn | }JecioiosiadelEsiado

74

——
| —



b) Asistencia al Congreso Nacional de Biotecnologia: Biogénesis 3.0

llevado a cabo del 19 al 21 de mayo de 2023 en Nayarit:

CONSTANCIA DE

PARTICIPACION

José de Jesus Garcia Pérez

CONCYTEP

,':7 § 4
\ ‘39 BIOGENESIS

c) Participacion en el Congreso LatinFood 2024. Autores: José de Jesus
Garcia Pérez, Maria Guadalupe Balbuena Alonso, Patricia Lozano Zarain,
Ana Maria Gonzales Villoria y Rosa del Carmen Rocha Gracia. Titulo:
Identification and characterization of extended-spectrum [-lactamase-
producing multidrug-resistant Escherichia coli strains isolated from fresh
cilantro. Presentacion en modalidad péster. Fecha: 12 de noviembre de
2024

\\'\_/
Mexican AS!&CIat n o'?ood Science
THIS CERTIFICATE IS PRESENTED TO:

Garcia-Perez, Jose; Balbuena-Alonso, Maria; Lozano-Zarain, Patricia;
Rocha-Gracia, Rosa. '

IN RECOGNITION BY POSTER PRESENTATION:

Identification and characterlzahon of Escherichia coli strains producmg extended-
spectrum B-lactamases isolated from fresh cilantro

at the 11th Internatlonal Food Science, Biotechnology and Safety

) (ol
. Gilb a .@itiérre\ E igMontalvo Gonzilez
Pkﬁsmzii %P AMECA S pCIpvEC
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Actividades de divulgacion:

a) Tercer concurso de infografias y podcast de divulgacién cientifica del
ICUAP 2024. Autores: Rosa del Carmen Rocha Gracia, Maria Guadalupe
Balbuena Alonso, Luis Mario Ibarra Moreno y José de Jesus Garcia Pérez.
Titulo: Escherichia coli: i Amiga o enemiga? Presentacion en modalidad

infografia. Ganador del 3er lugar en el concurso. Fecha: 29 de octubre
de 2024:

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

(‘:-4’ ! ’

e ¢ |
s N Constancia
BUAP |

<) g

‘ <=
Bra. CarolinaMoran Raya~
Directoray,

b) Participaciéon en el recorrido “El simbolo de la resistencia: las
Superbacterias”, llevado a cabo en la celebracion del evento “Puertas
Abiertas BUAP 2022” el 3 de diciembre de 2022:

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

osydela

RECONOCIMIENTO

A José de Jestis Garcia Pérez

nprometida llevé a cabo

P! enlas
“Puertas Abiertas BUAP 2022",
n de
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c) Platica impartida a alumnos del 5° semestre del area de la salud de la
preparatoria “Enrique Cabrera Barroso” con titulo: Microorganismos en

nuestra dieta:

ASUNTO: “CONSTANCIA”

A QUIEN CORRESPONDA:

La que suscribe Mtra. Alma Lilia Varela Olguin, Directora de la preparatoria
urbana "Profesor Enrique Cabrera Barroso", de la Benemérita Universidad Auténoma
de Puebla, hace constar que el (la) alumno (a):

*** JOSE DE JESUS GARCIA PEREZ ***
201917578

Impartié una Platica denominada Somos lo que comemos: “Microorganismos en
nuestra dieta” a los alumnos de 5° semestre del drea de la salud de esta preparatoria,
llevado a cabo el dia 16 de mayo de 2024, en las instalaciones de esta unidad
académica.

A peticién del (la) interesado (a) se extiende la presente Constancia, para los fines que
el interesado estime conducente.

Rio Sabinas 6109, Col. Jardines
Escuela Preparatoria de San Manuel, Puebla, Pue.
Urbana “Enrique C.P. 72570
Cabrera Barroso” Tel: (222) 244 1001
NS

b buap.mx
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Otras actividades:

a) Participacion en el curso “Analisis de secuencias de DNA y proteinas por
métodos bioinformaticos” llevado a cabo entre el 7 de septiembre al 30 de

noviembre de 2022:

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através del Instituto de Ciencias (ICUAP)
otorga la presente

CONSTANCIA DE ACTUALIZACION

A: José de Jesiis Garcia Pérez

Por haber concluido de manera satisfactoria el Curso - Taller
Andlisis de secuencias de DNA y proteinas por métod i

Realizado enlinea del 07 de septiembre al 30 de noviembre de 2022

£, 20e

0S

Valor Curricular: 48 horas

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de 7., a 15 de fgbrero de 2023

Registro:
DGEC- BUAR - ICUAP - L/ CT- 060/ 22
Falio: 27, Foja IT5

Del libre de Registros 01/23

los Contreras Cruz
DirecidrGdneral de Educacién Continua

b) Participacién en el curso de “Farmacologia” llevado a cabo entre el 31 de julio
al 8 de agosto de 2021:

BioAdviser S. A. de C. V. otorga la presente

CONSTANCIA A:

José de Jesus Garcia Pérez

por haber concluido satisfactoriamente el curso online:

“Farmacologia”

Llevado a cabo los dias 31 de julio, 1, 7 y 8 de agosto del 2021,
con una duracién de 10 horas. Ciudad de México, México.

%

/
M. en C. Moisés Cabrera Gonzalez Q.F.l. Brenda Dominguez Maldonado
Director Académico Capacitador
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