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RESUMEN 
 

La Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EII) son un grupo heterogéneo de 

trastornos que presentan inflamación crónica del tracto digestivo. A pesar de que se 

desconoce la etiología de las EII, se ha informado que la causa más probable a la 

respuesta inflamatoria del hospedero podría ser el desequilibrio de la microbiota 

intestinal, causado por la proliferación de enterobacterias, dentro de las que se 

encuentra Escherichia coli. En los últimos años se ha documentado la existencia de 

un patotipo asociado con la EII y que se ha denominado como E. coli adherente 

invasiva (AIEC).  

Se ha documentado, aunque en baja proporción, la existencia de cepas AIEC 

multidrogorresistentes, lo cual representa una amenaza para el tratamiento efectivo 

de los pacientes con EII. En este sentido, la transferencia horizontal de genes 

mediada por plásmidos es uno de los principales mecanismos de diseminación de 

la resistencia antimicrobiana. Por lo cual en este trabajo se tuvo como objetivo 

estudiar la resistencia y caracterizar parcialmente los plásmidos de cepas de E. coli 

aisladas de biopsias de pacientes con alguna EII. 

Se trabajaron con cepas aisladas a partir de biopsias de pacientes diagnosticados 

con EII. Se estudiaron 66 cepas de E. coli [37 cepas paciente 1(CUCI), 22 cepas 

del paciente 2 (Colitis crónica y Diverticulitis) y 7 cepas del paciente 3(CUCI)], de 

las cuales 58 cepas (87%) fueron multidrogorresistentes y 16 cepas (24%), (que 

solo pertenecen al paciente 1) presentaron fenotipo BLEE positivo. Se detectaron 

diferentes genes de resistencia hacia β-lactámicos (blaTEM, blaOXA, blaCTX-M, blaCTX-

M-15, blaCTX-M-GI, blaCTX-M-G9, blaSHV, blaCMY2); quinolonas [aac(6´)Ib-cr, qnrA, qnrB, 

qnrS]; sulfonamidas (sul-1, sul-3); trimetoprim (drfA, dfrB); tetraciclina [tet(A), tet(B)] 

y cloranfenicol (cmlA).  

Con base al fenotipo y genotipo de resistencia, y la presencia de plásmidos 

detectado por Kieser, se seleccionaron 45 cepas a las cuales se les buscó el número 

y tamaños de plásmidos mediante campos pulsados con la enzima S1. El rango del 

tamaño de los plásmidos encontrados en las cepas fue de los 37 kb a los 151 kb. 
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La mayor parte de estas cepas presentaron replicones IncF, siendo el más común 

el IncFIB. También se identificaron diversos sistemas de Adicción Plasmídicos, 

siendo pemKI, hok-sok, srnBC, los más prevalentes. 

Posteriormente, conforme a los resultados de la resistencia de las 66 cepas, se 

procedió a buscar alguna similitud con la presencia de los genes asociados a la 

resistencia antimicrobiana de las cepas de estudio con los 30 genomas existentes 

en el banco de datos libres de cepas caracterizadas como AIEC. Observamos que, 

tanto las 66 cepas como los 30 genomas de AIEC presentan una mayor presencia 

de genes asociados a la resistencia a β-lactámicos. Sin embargo, para otros 

antibióticos si existe una diferencia de presencia de genes.  

Además, se construyó el mapa genómico del plásmido prototipo de AIEC (pO83) 

acarreador de genes de resistencia a antibióticos, observando que presenta algunas 

características similares (tamaño y tipo de replicón) a algunos de los plásmidos 

encontrados, los cuales podrían estar acarreando algunos genes que les permita 

conferir la resistencia. 

Este trabajo reporta que el 87.7% de las cepas E. coli recuperadas de pacientes con 

EII son multidrogorresistentes y poseen un alto contenido de genes de resistencia. 

Además, contienen plásmidos de diferentes tamaños, los cuales, podrían acarrear 

y diseminar los genes de resistencia a antibióticos, aportando una importante 

información al estudio sobre la EII para el uso de nuevas opciones terapéuticas para 

el paciente.  

 

Palabras clave: EII, E. coli, Resistencia antimicrobiana. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Enfermedad Inflamatoria Intestinal 
 

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) describe distintos trastornos que 

presentan inflamación crónica del tracto digestivo. La EII se dividen principalmente 

en Colitis Ulcerosa Crónica Idiopática (CUCI), Enfermedad de Crohn (EC) y Colitis 

Intermedia o Inclasificable (Seyedian et al., 2019). Las enfermedades se presentan 

como diarrea crónica con sangre y mucosidad, en el caso de CUCI, se caracteriza 

por una inflamación del intestino más restringida localizada en la mucosa y 

submucosa del colon. Por el contrario, la EC involucra cualquier parte del tracto 

gastrointestinal, comúnmente el íleon terminal o la región perianal, las 

características microscópicas incluyen la inflamación transmural y ulceración 

fisurante (Khor et al., 2011). Sin embargo, la delimitación entre CUCI y EC no suelen 

ser concluyentes, por lo que se llega a confundir el diagnóstico. Aproximadamente 

el 30% de los pacientes con EII llegan a ser indistinguibles, por lo tanto, se conocen 

como Colitis Indeterminada (M'Koma, 2022). 

La EII afecta a una población amplia que incluye niños, adultos y personas mayores, 

independientemente de la región geográfica o el origen étnico. Aproximadamente el 

25% de los casos se presenta antes de los 20 años (Seyedian et al., 2019; Buie et 

al., 2022). Desde inicios del siglo XXI la EII ha sido un problema de salud pública a 

nivel mundial.  Se estima que, en Norteamérica y Europa, alrededor de 1.5 y 2 

millones de personas, respectivamente, presentan la enfermedad. Al mismo tiempo, 

la incidencia del padecimiento puede estar aumentando en América del sur, Europa 

de Este, Asia y África (Rosen et al., 2015; Yamamoto et al., 2020). Los estudios 

realizados en América Latina y el Caribe, donde se incluyen países y territorios de 

América del norte (como México), América Central y América del Sur, han 

demostrado una incidencia creciente de la EII. Sin embargo, la falta de datos es un 

reto para comprender la carga de la enfermedad en estos países (Kotze et al., 

2020). 
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En México se ha reportado la incidencia de EII durante el periodo 2000 al 2017, la 

cual ha aumentado constantemente de 0.05 a 0.21 por 100,000 habitantes en los 

últimos 15 años; además, se ha llegado a observar mayor prevalencia de pacientes 

con CU (78.6%) en comparación con la EC (Yamamoto et al., 2019). Este aumento 

en la incidencia y prevalencia de EII podría ser multifactorial, ya sea, por cambios 

en el estilo de vida, por hábitos alimentarios, el uso de antibióticos, así como la 

mejora del diagnóstico para la EII y una menor prevalencia de enfermedades 

infecciosas por parásitos como lombrices, debido a la disminución de parasitosis 

por helmintos (Ciapponi et al., 2020; Yamamoto et al., 2022). 

El diagnóstico de la EII se basa en la combinación del historial clínico, exploración 

física, exámenes de laboratorio como: VSG, proteína C reactiva, fibrinógeno, 

ferritina y cal-proteína fecal. Además de emplear radiografía del tracto 

gastrointestinal superior, endoscopia, colonoscopia para recuperar una muestra de 

tejido del tracto gastrointestinal y en algunos casos se realiza resonancia magnética, 

para tener una imagen adecuada de la localización de lesiones de intestino. Sin 

embargo, no existe una prueba exacta para diagnosticar la EII o para distinguir entre 

la EC y la CU (Seyedian et al., 2019, Ghouri et al., 2020). Para el diagnóstico 

diferencial, se debe preguntar al paciente sobre la intolerancia alimentaria, los 

fármacos que toma [incluidos los antinflamatorios no esteroideos (AINE)], los viajes 

al extranjero y el tabaquismo. En niños, se considera el retraso del crecimiento 

inexplicable, deficiencias nutricionales (comúnmente deficiencia de vitamina B12) y 

ciertos cambios en la piel (Cummings et al., 2008; Wehkamp et al., 2016). 

La terapia para la EII consiste en una combinación entre tratamientos nutricionales 

y tratamientos médicos (Seyedian et al., 2019). Entre los tratamientos médicos 

pueden usarse los corticosteroides como prednisona; los Ácido-5-Aminosalicílico, 

así como la mesalazina, la cual puede utilizarse para el tratamiento inicial; los 

antibióticos, donde la rifaximina es una alternativa terapéutica. En algunos casos se 

utiliza como terapia antibióticos betalactámicos y ciprofloxacino (Gómez, 2015). 

La etiología y patología de la EII son aún desconocidas, sin embargo, las influencias 

genéticas, ambientales y microbianas del hospedero convergen y dan como 
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resultados una respuesta inmunitaria desregulada entre la mucosa y el microbioma 

intestinal comensal (Rosen et al., 2015). Este cambio en el equilibrio se conoce 

como disbiosis, la cual juega un papel importante en la patogenia de la enfermedad 

(Ghouri et al., 2020).  

Los estudios realizados en modelos animales sugieren que la inflamación en la EII 

puede surgir como resultados de una expresión exagerada de las células T, lo que 

conlleva a la sobreproducción de citocinas proinflamatorias. Pero de igual manera, 

la microbiota intestinal es necesaria para iniciar o mantener el proceso inflamatorio 

intestinal (Mirsepasi et al., 2019; Baldelli et al., 2021). 

El microbioma intestinal humano está compuesto por cuatro grupos de bacterias 

principales. Los más abundantes son los Firmicutes (grampositivas) y Bacteroidetes 

(gramnegativas), seguidos en menor medida por Proteobacterias y Actinobacterias 

(Matsuoka et al., 2015). Se ha informado que en las personas diagnosticadas con 

EII presentan una disminución de la biodiversidad principalmente de Firmicutes 

como Clostridium leptum y especialmente Faecalibacterium prausnitzii, además, de 

un aumento de Proteobacterias potencialmente dañinas, especialmente de la familia 

Enterobacteriaceae. Por lo cual, se sugiere que la proliferación de 

Enterobacteriaceae puede participar en el desequilibrio de la microbiota intestinal, 

provocando una respuesta inflamatoria (Figura 1) (Baldelli et al., 2021). 
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Figura 19. Representación esquemática de las condiciones de eubiosis y disbiosis intestinal.  
Modificado de Baldelli et al., 2021. IL: interleucina, TGF-β: Factor de crecimiento transformante 

beta, TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
 

Escherichia coli representa uno de los miembros de la familia Enterobacteriaceae 

más estudiado, el cual coloniza el intestino humano desde el nacimiento. Se 

documenta que el patotipo de E. coli adherente/invasivo (AIEC) está muy ligado a 

la EII, por lo cual esta bacteria, se ha propuesto como posible causante del inicio de 

la respuesta inflamatoria en el intestino (Meconi et al., 2007; Baldelli et al., 2021). 

1.2 Escherichia coli 
 

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo de la 

familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia, metabólicamente esta bacteria es 

oxidasa negativa, indol positivo (De la Fuente et al., 2017). Esta bacteria coloniza el 

intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un 
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microorganismo de la microbiota intestinal (Águila et al., 2020). Para determinar el 

grupo patógeno al que pertenecen, Kauffman desarrolló un esquema de 

serotipificación que continuamente varía y que actualmente tiene 176 antígenos 

somáticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antígeno “O” es el 

responsable del serogrupo; la determinación del antígeno somático y flagelar (O:H) 

indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clínico en particular 

(Benvenutto, 2017; Liu Bin et al., 2020). 

Aunque E. coli puede ser un residente inócuo del tracto gastrointestinal, también 

tiene la capacidad patógena de causar importantes enfermedades diarreicas y 

extraintestinales (Rodríguez, 2002). Las cepas patógenas de E. coli son 

responsables de una variedad de infecciones graves como meningitis, colitis 

hemorrágica, infecciones del tracto urinario, síndrome urémico hemolítico, diarrea 

infantil, diarrea sanguinolenta, entre otras (Sub et al., 2020). 

Las variantes patogénicas de E. coli (patotipos) causan elevadas cifras de 

morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En consecuencia, los patotipos de E. coli 

se estudian ampliamente en humanos, animales, alimentos y el medio ambiente 

(Croxen et al., 2013). Se han descrito patotipos que causan enfermedades en 

humanos, que incluyen patotipos intestinales y patotipos extraintestinales 

comúnmente denominadas E. coli patógena extraintestinal (ExPEC). Las ExPEC 

incluyen E. coli uropatógena (UPEC) y E. coli asociada a meningitis (NMEC) (Liu et 

al., 2020). Los patotipos intestinales se identifica mediante marcadores moleculares 

los cuales codifican para factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad; 

estos son, E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), E. coli shigatoxigénica ó enterohemorrágica (STEC, EHEC), 

E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli adherente difusa (ADEC) (Farfán et al., 

2016). Además, recientemente se ha definido un nuevo patotipo de cepas de cepas 

de E. coli que se adhieren e invaden las células epiteliales intestinales, sobreviven 

y se replican en macrófagos y algunas de ellas forman biopelícula definiéndola como 

E. coli adherente invasiva (AIEC) (Meconi et al., 2007). 
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1.3 Escherichia coli adherente invasiva (AIEC) 
 

El patotipo adherente invasivo de Escherichia coli (AIEC) se describió en 1999 

cuando se descubrió en asociación con la EC. Se describe que las cepas de AIEC 

están altamente asociadas con pacientes con EII, ya que se sospecha que inducen 

inflamación crónica en el hospedero al proliferar y alterar la microbiota del intestino. 

Muchos estudios sugieren que AIEC puede contribuir o no a la aparición de la EII; 

sin embargo, también se ha informado la presencia de AIEC en individuos sanos 

(Barrios et al., 2018; Abdelhalim et al., 2020). Debido a esto, hay varios grupos de 

investigación enfocados a determinar esta relación de AIEC con EII y recientemente 

se publicó un estudio in vitro donde realizaron fenotipado y utilizaron un modelo 

murino de inflamación intestinal para comparar sistemáticamente cepas 

identificadas como AIEC con aquellas identificadas como no AIEC y relacionaron 

los fenotipos AIEC con la patogenicidad. Las cepas identificadas como AIEC 

provocaron, en promedio, una inflamación intestinal más grave. Los fenotipos de 

supervivencia/replicación intracelular en macrófagos utilizados habitualmente para 

clasificar la AIEC se correlacionaban positivamente con la enfermedad, mientras 

que la adherencia a las células epiteliales y la producción del factor de necrosis 

tumoral alfa por parte de los macrófagos no lo hacían. Luego, este conocimiento se 

aplicó para diseñar y probar una estrategia para prevenir la inflamación mediante la 

selección de cepas de E. coli que se adhirieron a las células epiteliales pero que 

sobrevivieron o se replicaron intracelularmente de manera deficiente. En resumen, 

estos resultados muestran una relación entre la supervivencia/replicación 

intracelular en E. coli y la patología en la colitis murina, lo que sugiere que las cepas 

que poseen estos fenotipos podrían no solo enriquecerse en la EII humana sino 

también contribuir a la enfermedad. Este estudio proporciona nueva evidencia de 

que fenotipos de AIEC específicos son patológicamente relevantes y una prueba de 

que dicha información mecanicista puede explotarse terapéuticamente para aliviar 

la inflamación intestinal (Kittana et al., 2023). 

AIEC se considera un patobionte porque su proliferación en intestino puede 

promover enfermedades inflamatorias debido a la evolución adaptativa de su 
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genoma en un hospedero específico y susceptible. A diferencia de los patógenos 

oportunistas, la influencia de los patobiontes en el hospedero se produce 

indirectamente mediante el sistema inmunológico, al estimular la respuesta pro-

inflamatoria Th1 y Th17 (Nadalian et al., 2020). 

Este patotipo se ha aislado de diferentes poblaciones, incluidos adultos y niños, 

individuos sanos, pacientes con EII o cáncer colorrectal y animales de compañía, 

sugiriendo que el patotipo AIEC está asociado más a una enfermedad que a un 

hospedero específico (Palmela et al., 2017).  

Las cepas de AIEC aisladas hasta la fecha son diversas y pertenecen a distintos 

filogrupos. Si bien la mayoría de estas cepas se encuentran principalmente en el 

filogrupo B2, también se han encontrado cepas de AIEC pertenecientes a los 

filogrupos A, B1, D y F (Camprubí et al., 2020). Por lo cual AIEC comparte factores 

de virulencia similares con las cepas de ExPEC, pero carecen de la mayoría de los 

factores de virulencia que se encuentran en las cepas de E. coli patógenas 

intestinales (Abdelhalim et al., 2020). 

Aunque los enfoques moleculares y la secuenciación genómica han identificado 

genes asociados con la adherencia e invasión a células epiteliales intestinales (IEC)  

y la replicación en macrófagos, aún no se ha identificado un marcador molecular 

exclusivo del patotipo, la única forma de identificar una cepa es evaluando su 

fenotipo de adherencia, invasión, sobrevida en macrófagos y formación de 

biopelícula (Camprubí et al., 2020). 

AIEC se caracteriza funcionalmente por su capacidad de adherirse a las IEC e 

invadirlas, de translocarse a través de las células M que recubren las placas de 

Peyer (PP), de formar biopelículas, sobrevivir, replicarse dentro de los macrófagos 

y por desencadenar una respuesta proinflamatoria en las células (Farfan et al., 

2016, Larabi et al., 2020).  

Durante la inflamación intestinal, la barrera de la mucosa se rompe y los receptores 

específicos en el epitelio se expresan de manera anormal (Dreux et al, 2015). 

Además, las personas con EII a menudo tienen respuestas inmunitarias innatas y 
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adaptativas alteradas, con mutaciones en NOD2, NF-κB1 (factor nuclear 

potenciador de la cadena ligera kappa del factor nuclear de las células B activadas) 

y genes relacionados con las interleucinas (IL2, IL21, IL23R, etc.), lo que podría 

aumentar la inflamación facilitando aún más la adherencia e invasión por AIEC 

(Palmela et al., 2017). 

AIEC tiene la capacidad de adherirse e invadir las células epiteliales a través de los 

pili tipo 1 ó fimH uniéndose al receptor de la molécula de adhesión celular 6 

relacionada con el antígeno carcinoembrionario (CEACAM6), que esta aumentado 

en individuos con EII, siendo que la sobreexpresión de CEACAM6 promueve la 

colonización de estas cepas (Yang, 2014; Baldelli et al., 2021). 

Al igual se ha demostrado que la quitinasa 3 similar a 1 (CHI3L1), desempeñan un 

papel fundamental en la facilitación de la infección por AIEC. La expresión de 

CHI3L1 en el intestino no es muy común en hospederos sanos, sin embargo, se ha 

informado que se regula durante la inflamación favoreciendo la colonización en la 

mucosa (Low et al., 2013).  

Por otra parte, la proteína OMPA presente en la OMVS (vesículas de la membrana 

externa) secretadas por AIEC, tienen la capacidad de interactuar con el factor de 

respuesta al estrés del retículo endoplásmico Gp96 y, en asociación con la flagelina 

que se dirige a TLR5, induciendo una respuesta inflamatoria de IL-8 epitelial y 

promueven la internalización en la mucosa intestinal (Farfán et al., 2016). 

Las células M presentes en las placas de Peyer también participan en la 

translocación de AIEC por medio del pili FimH y fimbrias polares largas. Esta 

translocación puede promover la supervivencia y la proliferación dentro del 

macrófago (Abdelhalima et al., 2020).  

La capacidad que tiene AIEC para sobrevivir y replicarse dentro de macrófagos, es 

una característica distintiva que tienen estas bacterias. La supervivencia y 

replicación de AIEC en macrófagos es promovida por la proteína de estrés HtrA, la 

tiol-disulfuro oxidorreductasa DsbA, la proteína de unión al ARN Hfq y la 

oxidoreductasa IbeA dependiente de FAD que juegan un papel en la supervivencia 
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de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Palmela et al., 2017). Además, la infección 

por AIEC estimula la expresión de TNF-α en los macrófagos, promoviendo el 

crecimiento bacteriano dentro de los mismos (Yang, 2014). 

Es muy probable que los patovares intestinales de E. coli penetren en la capa de la 

mucosa al promover la degradación de la mucina con proteasas como VATAIEC, 

que es una proteasa recientemente descrita secretada por AIEC, contribuye a la 

colonización intestinal en un modelo murino al mejorar la propagación de bacterias 

a través de la capa mucosa y la adhesión a IEC (Miquel et al., 2010; Sevrina et al., 

2020).  

Un artículo de McPhee et al., 2014 reporta que en la cepa AIEC NRG857c aislada 

de un paciente con EC, se identificaron dos genes implicados en la resistencia a 

péptidos intestinales antibacterianos. Observaron que el plásmido transportado por 

esta cepa de AIEC específicamente (pO83) comprende una isla genómica que 

contiene dos genes involucrados en la resistencia a péptidos antimicrobianos 

catiónicos: arlA y arlC. El gen arlA, codifica una proteína de la familia Mig-14 

implicada en la resistencia a la defensina, y arlC, que codifica para una proteasa de 

membrana externa de la familia OmpT (Figura 2) (Palmela et al., 2017). 

 



 
25 

 

Figura 20. Interacción de Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) con la mucosa intestinal en el 
contexto de la EII.(1) AIEC  se adhiere a las células epiteliales intestinales (IEC) y conduce a la 
colonización de la mucosa intestinal; (2) AIEC  ingresa a la lámina propia y las placas de Peyer a 
través de las células M e interactúa con las células inmunes; (3) AIEC cruza la capa mucosa y resiste 
a los péptidos antimicrobianos (modificado de Palmela et al., 2017). 

 

1.4  Resistencia antimicrobiana  
 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de los 

microorganismos para sobrevivir y ser viables bajo la influencia de agentes 

antimicrobianos (Abushaheena et al., 2020). 

Recordando que para tratar la EII se emplean terapias de mantenimiento con 

antibióticos, a largo plazo se puede promover resistencia a las bacterias y reducir 

las opciones terapéuticas (Kothary et al., 2013). Los estudios realizados hasta el 

momento respecto a la resistencia de AIEC aislada de pacientes con EII, muestran 

que es frecuente la resistencia a los antimicrobianos de primera elección, sobre todo 

hacia los betalactámicos (Dogan et al.,2013; Martinez et al., 2020). 

Existen varios mecanismos de resistencia a antibióticos que pueden desarrollar las 

diferentes cepas de E. coli, los cuales involucran la modificación en el sitio blanco, 
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alteraciones de la permeabilidad, bombas de eflujo e inactivación enzimática 

(Navarro et al., 2011). 

El mecanismo de inactivación enzimática se refiere a la producción de enzimas que 

inactivan al antibiótico mediante hidrolisis, acetilaciones, adenilaciones o 

fosforilaciones. Este mecanismo de resistencia es el más común contra antibióticos 

betalactámicos entre las enterobacterias, ya que producen β-lactamasas, enzimas 

que hidrolizan el anillo β-lactámico (enlace amida) (Tooke et al., 2019). Las β-

lactamasas se clasifican en cuatro grupos funcionales basados en sus sustratos e 

inhibidores y de acuerdo con su clase molecular, las cuales se dividen de la A a la 

D (Bush y Jacoby 2010). 

Se ha llegado a encontrar numerosos genes que confieren resistencia a los β-

lactámicos en cepas de E. coli de origen humano. Algunos de ellos, como blaTEM-1 

codifican solo para β-lactamasas de espectro estrecho que pueden inactivar 

penicilinas y aminopenicilinas. Sin embargo, en los últimos años, han surgido genes 

que codifican β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y β-lactamasas de clase 

C (AmpC) (Poirel et al., 2018).  Además, con frecuencia E. coli suele ser MDR, ya 

que presenta resistencia hacia otros grupos de antibióticos mediante diferentes 

mecanismos que son codificados en genes portados en elementos genéticos 

móviles (Wei et al., 2020). 

Los elementos genéticos móviles (MGE, por sus siglas en ingles), como 

transposones, integrones y plásmidos, proveen plataformas genéticas que permiten 

el mantenimiento y diseminación de genes de resistencia a antibióticos (Khan et al., 

2018). Los plásmidos son los principales responsables de la diseminación de 

enzimas responsables para la resistencia ante la acción de antibióticos como los β-

lactámicos, quinolonas, aminoglucósidos, sulfonamidas, trimetoprim, cloranfenicol, 

tetraciclinas y macrólidos (Balbuena et al., 2022). Esta diseminación se puede dar 

entre las bacterias ya que estos pueden ser transferidos entre diferentes cepas, 

especies e incluso géneros bacterianos (Carattoli et al., 2005). 
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1.5  Características de los plásmidos  
 

Los plásmidos son moléculas de ADN circular covalentemente cerrado y 

superenrollado, que se mantienen independientes del cromosoma bacteriano 

gracias a su capacidad auto-replicativa. Existe en varias formas topológicas de los 

plásmidos, como superenrollada, lineal y circular abierta (Lara et al., 2004; Wang et 

al., 2022).  

 

Los plásmidos consisten en 

cuatro módulos importantes, tres 

de ellos forman el esqueleto 

plasmídico también conocido 

como la región conservada, el 

cual se encuentra compuesto por 

los módulos de replicación, 

movilidad y estabilidad y el cuarto 

módulo que está conformado por 

elementos accesorios que 

corresponde a la región variable del  

plásmido en el cual pueden 

encontrarse genes de resistencia, virulencia o para la producción de compuestos 

tóxicos, lo cual le confiere a la bacteria características benéficas dentro de un 

ambiente específico (Figura 3) (Norman et al., 2009; Brovedan et al., 2020). 

La necesidad de poder clasificar a los plásmidos es de gran importancia y los 

criterios usados para ello pueden ser el tamaño, el número de copias, el tipo de 

genes contenidos, el grupo de incompatibilidad (mediante tipificación del replicón 

basada en PCR o PBRT) o el tipo de relaxasa que determina su movilidad (mediante 

tipificación de relaxasa MOB con primers degenerados o DPMT) (Cantón et al., 

2012).  

Se dice que, si dos plásmidos son incapaces de coexistir en la misma bacteria, 

pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad (D´Andrea et al., 2013). Los 

Figura 21. Descripción general de la 

organización de un plásmido. Modificado de 

Norman et al., 2009 
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plásmidos relacionados con resistencia antimicrobiana se dividen en dos grupos, a) 

de estrecho rango de hospedero (incluye a los plásmido con grupo de 

incompatibilidad IncF y relaxasas de la familia MOB-F [particularmente de la 

subfamilia F12]); y b) de amplio rango de hospedero (incluyendo los plásmidos con 

grupo de incompatibilidad IncA/C, IncL/M e IncN y relaxasas de las familias MOB-F 

[particularmente de la subfamilia F-11], MOB-P [particularmente de la subfamilia P-

13] y MOB-H [particularmente de la subfamilia H-121]) (Carattoli et al., 2014).  

 

Además, los plásmidos persisten en las bacterias por la presencia de Sistemas de 

Adicción Plasmídico (SAP) (Carattoli, 2013). Estos sistemas se describen en dos 

grupos: de partición, donde las células hijas heredan el plásmido durante la división 

celular; y toxina-antitoxina, que consiste en la producción de una toxina estable y 

una antitoxina inestable; esta última, neutraliza la acción de la toxina o impide la 

síntesis de la toxina (Mnif et al., 2010). 
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2. ANTECEDENTES  
 

Las Enfermedades Inflamatorias del tracto intestinal son un problema de salud en 

todo el mundo. En los últimos años diversos estudios han sospechado la 

participación de agentes infecciosos involucrados en la patogenia de la EII, entre 

estos se ha llegado a encontrar a AIEC.  

Darfeuille y cols., en 1998, en Francia, describen por primera vez cepas de E. coli 

aisladas de la mucosa ileal de pacientes con EC; las cuales se adhieren a células 

Caco-2 presentes en células intestinales. Además, observaron que todas las cepas 

de E. coli pertenecen a la microbiota y sintetizan pili tipo 1 que les confiere la 

capacidad adhesiva a las células, por lo cual sugieren que podrían participar en el 

proceso inflamatorio del intestino (Darfeuille et al., 1998) 

Posteriormente en 1999, Boudeau y cols., compararon la capacidad de invasión de 

una cepa aislada de biopsia ileal de un paciente con EC (cepa LF82) con otros 

patotipos de E. coli involucrados en infecciones del tracto gastrointestinal como E. 

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

(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC) y E. 

coli adherencia difusa (DAEC), demostrando que la cepa tiene capacidad de 

invasión superior a los otros patotipos; sin embargo, no se puede clasificar en 

ninguno de los grupos de E. coli patógenos descritos por lo cual sugirieron la 

existencia de un nuevo grupo potencialmente patógeno denominándolo E. coli 

adherente-invasiva (AIEC) (Boudeau et al.,1999). 

En el 2007, Rolhion y cols., observaron que las cepas de AIEC son predominantes 

en lesiones ileales tempranas como crónicas, además, colonizan la mucosa 

intestinal adhiriéndose e invadiendo a las células epiteliales intestinales (IEC). AIEC 

también sobrevive y se replican ampliamente dentro de los macrófagos sin inducir 

la muerte de la célula hospedera. Asimismo, por su adherencia, invasión y 

sobrevivencia en macrófagos caracterizan la primera cepa de AIEC denominándola 

LF82 (Rolhion et al., 2007). 
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Un año después, en Estados Unidos, Eaves y cols., examinaron varias cepas de E. 

coli (designadas LF82, O83:H1, 6604 y 6655) aisladas de pacientes con EC por su 

capacidad de producir inflamación en las células intestinales. Los resultados 

mostraron que cada cepa tenía capacidad variable de adherencia e invadisión IEC. 

Por otro lado, se caracterizó la segunda cepa de AIEC denominándolo como O83: 

H1 la cual no comparten determinantes genéticos con la primera cepa y contiene un 

plásmido con un tamaño de 147,060 pb (Eaves et al., 2008). 

McPhee y cols., en el 2014, identificaron una isla genómica codificada por plásmido 

(pO83) en la cepa AIEC NRG857c que confiere un alto nivel de resistencia a los 

péptidos catiónicos α-helicoidales y las defensinas α y β. Este fenotipo se debe a 

dos genes, arlA que codifica una proteína de la familia Mig-14 implicada en la 

resistencia a las defensinas, y arlC una proteasa de membrana externa de la familia 

OmpT (Figura 4), sugiriendo un mecanismo de AIEC que permite la colonización 

crónica del hospedero (McPhee et al., 2014). 

 

Figura 22. Estructura del plásmido pO83 de la cepa NRG857c (O83:H1) que contiene un operon 
con los genes arlA, arlB y arlC 

(McPhee et al., 2014). 
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Escasos informes han mostrado los perfiles de resistencia antimicrobiana (AMR) de 

AIEC. En España en el 2020, Martínez Medina y cols., examinaron el perfil de 

resistencia a los antimicrobianos en cepas AIEC, para identificar qué terapias 

podrían ser efectivas o conferir un riesgo para dichos pacientes. Se evaluaron 30 

antimicrobianos de acuerdo con los estándares CLSI 2022. Se evaluaron cepas 

AIEC (n = 22) y cepas de E. coli no patógena (no AIEC) (n= 37) aisladas de la 

mucosa intestinal de 31 pacientes con EC y 18 pacientes clínicamente sanos, en el 

cual se observó que las cepas de AIEC presentan mayor resistencia a β- lactámicos 

(Martínez et al., 2020). 

Los estudios en México sobre AIEC, son dos realizados en Puebla, en el 2018, por 

Barrios y colaboradores, donde se reportaron las primeras cepas asociada a AIEC 

en México en personas clínicamente sanas; estas fueron aisladas de heces de 

donantes sanos de los cuales se aislaron cuatro cepas y una de líquido peritoneal 

(LP) neonatal, con capacidad adherente/invasiva y supervivencia en macrófagos 

(Barrios et al., 2018). Posteriormente en el 2020, el mismo equipo de trabajo de 

Puebla, reporta que secuenciaron y compararon los genomas de las cinco cepas 

AIEC (aisladas de individuos sin EII y de LP neonatal) con cepas prototipo de AIEC 

(LF82 y NRG857c) y con una cepa uropatógena (UPEC CFT073), confirmando la 

presencia de varios genes de virulencia como fimA, fliC, fuhD, chuA, irp2 y cvaC, 

reportados en cepas AIEC de otros países (Barrios et al., 2020). 

En el Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) del 

Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiológicas (CICM), Lara Flores y col., 

en 2018, aisló e identificó 66 cepas de E. coli a partir de biopsias de 3 pacientes con 

EII, cuyo diagnostico fue: 

Pacientes 1: masculino de 23 años diagnosticado con CUCI, con un tratamiento 

previo de Trimetoprim/Sulfametoxazol; paciente 2: femenino de 61 años 

diagnosticado con Colitis crónica y Diverticulitis, con un tratamiento previo de 

Ciprofloxacino y Rifaximina; y paciente 3: masculino de 34 años diagnosticado con 

CUCI, llevan un tratamiento previo con Metronidazol, Ciprofloxacino y Ceftriaxona. 

Estas cepas se encuentran conservadas en el cepario del LMHyC.  
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Las biopsias tienen orígenes distintos: colon descendente y transverso de donde se 

aislaron 37 cepas de E. coli; sigmoides en donde se aislaron 22 cepas y colon 

descendente y ano de donde se obtuvieron 7 cepas. Las cepas de E. coli 

provenientes de los enfermos de CUCI presentaron una concentración mínima 

inhibitoria para Rifaximina <32ug/ml (antibiótico de uso común en estas 

afectaciones); sin embargo, todas las cepas (n=22) provenientes de Colitis Crónica 

y Diverticulitis tuvieron crecimiento con una CMI >512ug/ml, es decir todas fueron 

resistentes, este dato es importante ya que el tratamiento inicial para pacientes con 

EII es la rifaximina. A 26 cepas se les realizo ensayos preliminares de adherencia 

en células HeLa, donde el 77.3% de las cepas de E. coli fueron adherentes, lo cual 

sugiere la presencia de AIEC en estas cepas. 
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3. JUSTIFICACIÓN  
 

Aunque E. coli es considerada una bacteria inocua del tracto digestivo, hay ciertos 

patotipos que llegan a causar padecimientos crónicos. Dentro de esos patotipos 

está AIEC, un patotipo nuevo, que se asocia a la EII, una serie de enfermedades 

crónicas del tracto digestivo.  

A pesar de que el viruloma y en menor grado el resistoma se ha caracterizado en 

los últimos años en AIEC, los mecanismos de transferencia genética horizontal 

asociados a genes de resistencia permanecen poco claros. En este sentido, la 

transferencia horizontal de genes mediada por plásmidos es uno de los principales 

mecanismos de diseminación de la resistencia antimicrobiana. En el patotipo AIEC, 

aún no existen reportes que indiquen la presencia de plásmidos acarreadores de 

genes de resistencia. 

Por lo que el presente trabajo pretende aportar nueva información relacionada a 

esta problemática a través de la caracterización parcial de plásmidos de cepas de 

E. coli provenientes de biopsias intestinales de pacientes con EII.  
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4. OBJETIVOS 
 

4.1 General: Estudiar la caracterización parcialmente los plásmidos de cepas de 

E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. 

 

4.2 Específicos: 
 

I. Caracterizar el perfil de susceptibilidad a antibióticos de cepas de E. coli 

aisladas de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.  

 

II. Analizar el perfil fenotípico de la presencia de serín β-lactamasas y metalo β-

lactamasas de cepas de E. coli aisladas de pacientes con Enfermedad 

Inflamatoria Intestinal.  

 

III. Determinar el genotipo de resistencia de las cepas, de acuerdo con los 

resultados de los objetivos 1 y 2. 

 

IV. Determinar y caracterizar parcialmente los plásmidos (perfil plasmídico, 

replicón y sistema de adicción) de cepas de E. coli aisladas de pacientes con 

Enfermedad Inflamatoria Intestinal.  

 

V. Analizar la presencia de genes asociados a la resistencia a antibióticos en 30 

genomas de AIEC depositados en el GenBank. 

 

VI. Realizar la construcción del mapa genómico del plásmido pO83 de la cepa 

de AIEC NRG857C asociada con la EC. 
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5. ESQUEMA DE TRABAJO 
 

5.1 Estrategia in vitro  
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5.2 Estrategia in silico 
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6. MATERIAL Y MÉTODO 
 

6.1 Material biológico 
 

Se trabajaron con 66 cepas de E. coli aisladas, en un estudio previo, de 3 pacientes 

adultos de consulta externa privada del estado de Puebla diagnosticados con CUCI, 

Colitis Crónica y Diverticulitis respectivamente. 

Dos pacientes fueron masculinos con CUCI y una paciente femenina con Colitis 

Crónica y Diverticulitis. Las cepas fueron aisladas de biopsias, las cuales tienen 

orígenes distintos: colon descendente y transverso de donde se aislaron 37 cepas 

de E. coli (paciente 1); sigmoides en donde se aislaron 22 cepas (paciente 2) y colon 

descendente y ano de donde se obtuvieron 7 cepas (paciente 3). A 26 cepas se les 

realizo ensayos preliminares de adherencia en células HeLa, donde el 77.3% de las 

cepas de E. coli fueron adherentes, lo cual sugiere la presencia de AIEC en estas 

cepas. 

6.2 Determinación del perfil de resistencia 

 

Para determinar el perfil de resistencia se ensayaron 17 antibióticos pertenecientes 

a diferentes familias (Tabla 1) (CLSI, 2022). Se realizó mediante el método Kirby-

Baüer, y la técnica de difusión con doble disco. 

 

6.2.1 Susceptibilidad antimicrobiana 
 

De un cultivo de 24 horas en agar tripticaseína de soya (TSA, MCD LAB, S.A. de 

C.V.), se seleccionaron de 1 a 3 colonias aisladas, las cuales se re-suspendieron 

en 5 ml de solución salina isotónica (SSI) estéril al 0.85% (masa/volumen) de NaCl, 

posteriormente se ajustó la turbidez al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 

UFC/mL). De esta suspensión bacteriana se impregno un hisopo de algodón estéril 

y se inocularon placas de agar Müeller Hinton (BD Bioxon®), empezando de la parte 

superior de la placa deslizando el hisopo sobre la superficie del agar tres veces, 
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rotando la placa unos 45° cada vez y pasándolo por último sobre la periferia del agar 

para conseguir un crecimiento uniforme.  

Una vez inoculadas las placas con ayuda de una pinza estéril, se colocaron los 

discos de antimicrobianos (BBLTM) y se incubaron las placas por 24 horas a 37°C. 

Finalmente se midieron los halos de inhibición y se compararon los resultados de 

acuerdo con los valores establecidos por el Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2022) (Tabla 1), con los cuales se determinó si las cepas eran 

sensibles (S), intermedias (I) o resistentes (R). Como cepa control se utilizó la E. 

coli ATCC 25922, que es sensible a todos los antibacterianos evaluados. 

6.2.2 Detección fenotípica de β-lactamasas de espectro extendido 

(BLEE) y Metalo- β-lactamasas 
 

Para determinar la producción fenotípica de β-lactamasas de espectro extendido 

(BLEEs), se empleó la técnica de difusión con doble disco, usando discos de 

cefotaxima (30 μg), ceftazidima (30 μg), aztreonam (30 μg) y cefepime (30 μg), 

colocados en las proximidades de un disco central de amoxicilina con ácido 

clavulánico (20/10 μg) a una distancia de 25 mm (extremo-extremo) (Figura 5.).  

La aparición de un efecto sinérgico (prolongación del halo de inhibición) entre los 

antibióticos β-lactámicos y el disco central que contiene al inhibidor de β-lactamasas 

(Acido Clavulánico) será considerado como resultado positivo de producción de 

BLEE. 

En el caso de la detección de Metalo- β-lactamasas la prueba consistió en hacer 

una suspensión 0.5 McFarland a partir de un cultivo puro e inocular una placa de 

agar MH en forma masiva, posteriormente se colocó un disco con 10 μL de EDTA 

(Ácido etilendiaminotetraacético 0.5M, pH:8.0) se colocó a una distancia 

equidistante (≈1.5cm) un disco de IPM (Imipenem 10μg) y de MEM (Meropenem 

10μg). La prueba se tomó como positiva si se observaba un efecto de sinergismo 

alrededor de los discos (Meletis, 2014). 

 



 
39 

Tabla 1. Antimicrobianos y valores de corte utilizados en el ensayo de 

susceptibilidad 

Grupo o familia Antimicrobiano 
Concentración 

(µg) 

Halo de inhibición (mm) y 

criterios de interpretacióna 

S I R 

Penicilinas Ampicilina (AMP) 10 ≥17 14-16 ≤13 

β-lactámico/inhibidor 

de β-lactamasas 

Amoxicilina con 

ácido clavulánico 

(AMC) 

20/10 ≥18 14-17 ≤13 

Cefalosporinas 

Cefoxitina (FOX) 30 ≥18 15-17 ≤14 

Ceftazidima (CAZ) 30 ≥21 18-20 ≤17 

Cefotaxima (CTX) 30 ≥26 23-25 ≤22 

Cefepime (FEP) 30 ≥25 19-24 ≤18 

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

Carbapenémicos 
Imipenem (IMP) 10 ≥23 20-22 ≤19 

Meropenem (MEM) 10 ≥23 20-22 ≤19 

Quinolonas 
Ácido Nalidíxico 

(ANA) 
30 ≥19 14-18 ≤13 

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino (CIP) 5 ≥26 22-25 ≤21 

Aminoglucósidos 

Gentamicina (GEN) 10 ≥15 13-14 ≤12 

Tobramicina (TOB) 10 ≥15 13-14 ≤12 

Amikacina (AMK) 30 ≥17 15-16 ≤14 

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

Inhibidores de la vía 

folato 

Trimetoprin con 

Sulfametoxazol 

(TMP/SXT) 

1.25/23.75 ≥16 11-15 ≤10 

Fenicoles Cloranfenicol (CLO) 30 ≥18 13-17 ≤12 

a: Los puntos de corte se interpretaron de acuerdo con el CLSI, versión 2022. 

S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente 
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Figura 23. Posición de discos para determinar la producción fenotípica de BLEEs. 

 

 

6.3 Obtención de ADN bacteriano 
 

Con la finalidad de caracterizar los mecanismos de resistencia se obtuvo el ADN 

para lo cual se realizó la siguiente metodología: 

6.3.1 Extracción del templado de ADN total 
 

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

un cultivo bacteriano puro incubado durante 18 h en medio TSA, se recolecto una 

asada bacteriana y se resuspendió en 500 µl de agua inyectable estéril, se 

homogenizo con ayuda del vórtex. Posteriormente se colocó el tubo en baño María 

a una temperatura de ebullición durante 15 min para lisar las células. Una vez 

transcurrido el tiempo, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se centrifugó a 

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

Finalmente se recuperó el sobrenadante en nuevos tubos Eppendorf estériles y fue 

conservado en congelación a -20°C.  
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6.4 Cuantificación de ADN 
 

La concentración del ADN se midió y fue ajustada a 100 ng/µl en el equipo 

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific®) con la lectura a 280 nm para determinar la 

concentración de ADN de doble cadena. 

6.5 Identificación del genotipo de resistencia 
 

Con base en los resultados obtenidos del perfil de resistencia, se realizó una 

selección de oligonucleótidos específicos para amplificar los genes determinantes 

de resistencia mediante la técnica de PCR (Tabla 2). 

Los genes que se buscaron para los aislados que mostraron fenotipo BLEE positivo 

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

última: blaCTX-M G1, blaCTX-M G y blaCTX-M-15. Se utilizaron diferentes controles positivos 

mencionados en la Tabla 2.  A las E. coli resistentes a cefoxitina (FOX) se les 

determino la presencia de gen blaCMY2 mediante PCR.  

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

quinolonas: aac(6′)-Ib-cr, qnrA, qnrB, qnrS, qepA, oqxA y oqxB; sulfonamidas: sul-

1, sul-3; tetraciclina: tet(A), tet(B), trimetoprim: drfA, drfB y cloranfenicol: cmlA; de 

igual manera se utilizó controles positivos por cada gen y están descritos en la tabla 

2.  

Tabla 2. Oligonucleótidos y condiciones de reacción utilizados en la amplificación 

de genes de resistencia 

Oligonucleótidos (Secuencia 5' - 3') Condiciones de 
amplificación 

Control 
positivo 

Referencia 

(tamaño) 

blaCTX-M 

CTXM-UNI-F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 

CTXM-UNI-R: 
TTAGTGACCAGAATCAGCGG 

94ºC      5 min.        1 ciclo 

94ºC      30 seg. 

52ºC      30 seg.      35 ciclos 

72ºC      1 min. 

72ºC      5 min.        1 ciclo 

C1550 

 

Batchelor et 

al., 

2005 

(566 pb) 

blaCTX-M grupo 1 

CTX-M13U: GGTTAAAAAATCACTGCGYC 

CTX-M13D: TTGGTGACGATTTTAGCCGC 

94ºC       7 min.        1 ciclo 

94ºC       50 seg. 

50ºC       40 seg.      35 ciclos 

68ºC        1 min. 

68ºC        5 min.        1 ciclo 

NA 

 

Briñas et al., 

2005 

(843 pb) 

blaCTX-M grupo 9 94ºC        3 min.        1 ciclo 

94ºC       45 seg. 
NA 

 

Coque et al., 
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CTX-M-9-F: 

GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 

CTX-M-9-R: 
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 

62ºC       45 seg.      35 ciclos 

72ºC       45 seg. 

72ºC       10 min.      1 ciclo 

2002 
(857 pb) 

blaTEM 

TEM-F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 

TEM-R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 

94ºC        3 min.        1 ciclo 

94ºC        1 min. 

60ºC        1 min.       30 ciclos 

72ºC        1 min. 

72ºC        5 min.        1 ciclo 

C1550 

Belaaouaj et 

al., 

1994 

(1029 pb) 

blaSHV 

SHV-F: CACTCAAGGATGTATTGTG 

SHV-R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

96ºC       15 seg.       1 ciclo 

96ºC       15 seg. 

52ºC       15 seg.      24 ciclos 

72ºC        2 min. 

72ºC        3 min.       1 ciclo 

ATCC700603 

Pitout et al., 

1998 

(883 pb) 

blaOXA-1 

OXA-1: CCAAAGACGTGGATG 

OXA-2: GTTAAATTCGACCCCAAGTT 

96ºC        5 min.       1 ciclo 

96ºC        1 min. 

61ºC        1 min.      35 ciclos 

72ºC        2 min. 

72ºC        10 min.       1 ciclo 

A23EC 

Briñas et al., 

2003 (442 pb) 

blaCMY-2 

CMY-2F: GCCGTTATCTACCAGGGAAAA 

CMY-2R: TTTTCAAGAATGCGCCAG 

95ºC        5 min.     1 ciclo 

95ºC        1 min. 

63ºC       30 seg.    35 ciclos 

72ºC        1 min. 

72ºC        5 min.    1 ciclo 

C7201 

Ayala-Nuñez 

2017 

(986 pb) 

qnrA 

QnrAm-F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG 

QnrAm-R: TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

95ºC  10 min.      1 ciclo 

95ºC  45 seg. 

58ºC  45 seg.       25 ciclos 

72ºC  15 seg. 

72ºC  3 min.         1 ciclo 

C7219 

Kraychete et 
al., 2016 

 
(579 pb) 

 
 

qnrB 

QnrB-F: GGMATHGAAATTCGCCACTG 

QnrB-R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 

95ºC  5 min.  1 ciclo 

95ºC  1 min. 

56ºC  1 min.  35 ciclos 

72ºC  1 min. 

72ºC  7 min.  1 ciclo 

C3305 

Cattoir et al., 
2008 

 
(263 pb) 

 
 

qnrS 

QnrSm-F: GCAAGTTCATTGAACAGGGT 

QnrSm-R: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

95ºC  5 min.  1 ciclo 

95ºC  1 min. 

55ºC  1 min.  30 ciclos 

72ºC  30 seg. 

72ºC  5 min.  1 ciclo 

NA 

Cattoir et al., 
2008 

 
(427 pb) 

 

aac(6')-Ib 

aac(6')-Ib-F: 

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

aac(6')-Ib-R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

94ºC  5 min.  1 ciclo 
94ºC  45 seg. 
60ºC  45 seg. 20 ciclos 
72ºC  45 seg. 
72ºC  5 min.  1 ciclo 

A23EC 

Park et al., 
2006 

 
(482 pb) 

 
 

qepA QepA-Fnew: 

GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 

QepA-R: CAACTGCTTGAGCCCGTAG 

94ºC  5 min.  1 ciclo 
94ºC  45 seg. 
57ºC  45 seg. 35 ciclos 
72ºC  45 seg. 
72ºC  5 min.  1 ciclo 

C1550 

Chirani et al., 
2017 

 
(131pb) 
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oqxA 

OqxA-F: CTCGGCGCGATGATGCT 

OqxA-R: CCACTCTTCACGGGAGACGA 

94ºC  4 min.  1 ciclo 
95ºC  30 seg. 
58ºC  45 seg. 30 ciclos 
72ºC  50 seg. 
72ºC  3 min.  1 ciclo 

K. pneumoniae 

 
Kim et al., 

2009  
(601 pb) 

oqxB 

OqxB-F: TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 

OqxB-R: CTCGGCCATTTTGGCGCGTA 

94ºC  5 min.  1 ciclo 
94ºC  45 seg. 
64ºC  45 seg. 32 ciclos 
72ºC  1 min. 
72ºC  7 min.  1 ciclo 

C7222 

 
Kim et al., 

2009  
(512 pb) 

dfrA1/5/14 

dfrA1/5/14-F: 

GARCAGCTMCTBTTTAAAGC 

dfrA1/5/14-R: 

TTAACCCTTTTKCCARATTTG 

95ºC  5 min.  1 ciclo 
95ºC  1 min. 
52ºC  1 min   30 ciclos 
72ºC  30 seg. 
72ºC  5 min.  1 ciclo 

A65EC 

 

Eder, 2019 

(393 pb) 

dfrA7/17 

dfrA7/17-F: TCAGAAAATGGCGTAATCGG 

dfrA7/17-R: TCAACGTGAACAGTAGACAA 

94°C 5 min. 1 ciclo 

94°C 1 min. 

57°C 30 seg 30 ciclos 

72°C 30 seg. 

72°C 10 min. 1 ciclo 

 

A134-1EC 

 

Eder, 2019 

(335 pb) 

dfrA8/12 

dfrA8/12-F: ATGGGGCGMAAGACCTWTG 

dfrA8/12-R: TGWATATCTCAGCKCCRCC 

95°C 5 min. 1 ciclo 

95°C 1 min. 

58°C 1 min. 30 ciclos 

72°C 30 seg. 

72°C 5 min. 1 ciclo 

A65EC 

 

Eder, 2019 

(205/184 pb) 

dfrB 

dfrB-F: GATCGCGTRCGCAAGAARTC 

dfrB-R: GGATAAATYTGBACYGARCC 

94°C 5 min. 1 ciclo 

94°C 1 min. 

56°C 1 min. 30 ciclos 

72°C 30 seg. 

72°C 10 min. 1 ciclo 

 

NA 

 

Eder, 2019 

(128 pb) 

Sul1 

Sul1-F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 

Sul1-R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

94ºC 5 min.       1 ciclo 

94ºC 30 seg. 

63ºC 30 seg.      30 ciclos 

72ºC 1 min. 

72ºC 8 min.        1 ciclo 

A65EC 

Mazel et al., 

2000 

(789 pb) 

Sul3 

sul-3-F: GAGCAAGATTTTTGGAATCG 

sul-3-R: 

CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 

94ºC 5 min.        1 ciclo 

94ºC 1 min. 

51ºC 1 min.       30 ciclos 

72ºC 1 min.  
72ºC 5 min.        1 ciclo  

A6EC 

Ruiz et al., 

2012; Perreten 

and Boerlin, 

2003  

(990 pb) 

tet(A) 

tet(A)-F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC 

tet(A)-R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 

95ºC 5 min.       1 ciclo 

95ºC 30 seg. 

62ºC 30 seg.      23 ciclos 

72ºC 45 seg. 

72ºC 7 min.        1 ciclo 

C7224 

Guardabassi et 

al., 2000 

(937 pb) 

tet(B) 

tet(B)-F: TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 

94ºC 5 min.       1 ciclo 

94ºC 30 seg. 

52ºC 30 seg.      35 ciclos 

C7200 

Guardabassi et 
al., 2000  
(659 pb) 
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tet(B)-R: GTAATGGGCCAATAACACCG 72ºC 1 min. 

72ºC 5 min.        1 ciclo 

cmlA 

cmlA-F: TGTCATTTACGGCATACTCG 

cmlA-R: ATCAGGCATCCCATTCCCAT 

94ºC 5 min.      1 ciclo 

94ºC 1 min. 

55ºC 1 min.     30 ciclos 

72ºC 1 min. 

72ºC 7 min.     1 ciclo 

C3327 

Sáenz et al., 
2004  

(455 pb)  

NA: No aplica debido a que en el laboratorio no contamos con cepas control para estos genes. 

 

 

Las reacciones de PCR se realizaron en los siguientes termocicladores: TRIO 

Thermocycler (Biometra) y T100 Thermal Cycle (Bio Rad). 

En la tabla 3 se encuentran los componentes y cantidades empleadas en cada PCR, 

en la cual se utilizó un kit comercial, donde cada reacción se llevó a cabo a un 

volumen final de 10 µl por reacción. 

 

 

Componente 
Concentración de 

STOCK 

Volumen por 

tubo 

Concentración final 

de reacción 

Tampón de reacción NH4 + 

MgCl2 (Bioline) 
10 x 1 ul 1x 

Oligonucleótido “forward” 

(Sigma) 
25 uM 0.3 ul 0.75 uM 

Oligonucleótido “reverse” 

(Sigma) 
25 uM 0.3 ul 0.75 uM 

dNTPs mix (Sigma Aldrich) 10 mM 0.4 ul 0.4 mM 

BIOTAQTMDNA 

Polimerasa (Bioline) 
5 U/ul 0.1 ul 0.5 U 

Agua miliQ estéril --- 7.4 ul --- 

DNA 100 ng/ul 0.5 ul --- 

  10 ul  

Tabla 3. Componentes y cantidades utilizados en cada PCR para amplificar 

los genes de resistencia a antibióticos 
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6.6 Visualización de los productos de PCR 
 

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

en un gel de agarosa al 1.5%, utilizando un buffer de TAE 1X a 90 Voltios durante 

40-45 min junto con un marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific) para 

poder identificar el tamaño del fragmento amplificado, además de utilizar un buffer 

de carga para colocar las muestras en el gel. Posteriormente los geles se tiñeron 

con Bromuro de Etidio (BET) (Bio-Rad, 10 mg/ml) 0.5 g/L, durante 5-10 seg y se 

lavaron en agua destilada durante 1 hora. Finalmente, los geles se visualizaron y 

digitalizaron con ayuda de un fotodocumentador (Bio-Imaging Systems MiniBIS 

Pro). 

 

6.7 Identificación de la presencia de plásmidos por el método de Kieser  
 

Esta técnica permite una extracción de DNA plasmídico partiendo de un cultivo 

bacteriano puro en medio agar soya tripticasa (TSA) de 18 a 24 horas por estriado. 

Posteriormente, una colonia pura se depositó en tubos con 5ml de LB (para 1000 

ml [10 g de Triptona de Caseina,5 g de extracto de levadura, 10 g NaCl]) y se dejó 

crecer por 16 h a 37 °C con agitación a 200 rpm.  

Una vez realizado lo anterior, se empastillaron 1500 µl en un tubo nuevo y se 

centrifugo a 13,000 rpm durante 5 min. Se decanto el LB procurando que la pastilla 

quedara con la menor cantidad de medio posible y se adicionaron 400 µl de solución 

1 (ver anexo 1), estos se homogenizaron por vortex hasta resuspender la pastilla. 

Se adicionaron 100 µl de lisozima (10mg/ml) y se invirtió suavemente para mezclar. 

Esta mezcla, se dejó incubado a 4 °C durante 30 min.  

Después de ese tiempo, se le adicionaron 250 µl de solución 2 (ver anexo 1), se 

mezcló e incubó por 30 min a 55 °C. Transcurrido los 30 min, se agregaron 80 µl de 

fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1) (Golden Bell) y se mezcló por vortex hasta que 

tomó una coloración blanca uniforme. Subsiguientemente se centrifugo a 13,000 

rpm a 4°C durante 20 min y del sobrenadante se tomaron 450 µl, tomando con 

cuidado solo la parte superior.  
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A los 450 µl, se le adicionaron 300 µl de acetato de potasio (Meyer) al 3M e 

incubaron a 4°C durante toda la noche. Al día siguiente se centrifugo a 13,000 rpm 

durante 10 min., el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo, a este se le agrego 

etanol absoluto (Golden Bell) al 100% frio, se mezcló y se incubo 2 min a -20°C. 

Posteriormente se centrifugo a 13,000 rpm durante 10 min., se decantó y se le 

agregaron 100 µl de etanol absoluto al 70%, el cual solo se agrega y se decanta 

todo. Finalmente, el precipitado se resuspendió en 20 µl de agua y se conserva a -

20°C. 

6.7.1 Visualización del gel de agarosa 
 

De los 20 µl de DNA plasmídico se tomaron 3 µl para cargarlos en un gel de agarosa 

al 0.7% y se sometieron a un corrimiento electroforético durante 2 horas en un Buffer 

de TAE 1X a 100 Voltios. Para la electroforesis se usó como marcador de peso 

molecular la cepa de E. coli NCTC 50192 que contiene 4 plásmidos de tamaño 

conocido (155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 Kb). Posteriormente los geles se tiñeron con 

Bromuro de Etidio (BET) (Bio Rad, 10 mg/ml) 0.5 g/L, durante 5-10 seg y se lavaron 

en agua destilada durante 1 hora. Finalmente, los geles se visualizaron y 

digitalizaron con ayuda de un fotodocumentador (Bio-Imaging Systems MiniBIS 

Pro). 

6.8 Determinación de número y tamaño de plásmidos 
 

Una vez que se puso en evidencia la presencia de bandas plasmídicas por el 

método de Kieser, y conforme a estos resultados y los del perfil de resistencia 

fenotípica y genotípica en las cepas estudiadas, se seleccionaron 43 cepas para 

determinar el número y el tamaño de los plásmidos albergados.  

Para la determinar el número y tamaño de plásmidos se llevó a cabo   la técnica de 

Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) y el uso de la nucleasa S1, para 

generar una conformación lineal de los plásmidos y poder separarlos con base en 

su tamaño. 



 
47 

6.8.1 Preparación de insertos bacterianos 
 

A partir de un cultivo puro crecido durante 24 h en agar BHI (BD Bioxon), se realizó 

una suspensión en 3 ml de Buffer TE (ver anexo 1) hasta conseguir una absorbancia 

de 3.00 en la escala de Macfarlán. Se preparó agarosa (Pulsed Field Certified 

Agarosa, BioRad®) al 1.5% en tampón TE y se mantuvo a 54°C; se mezclaron 0.5 

ml de la suspensión bacteriana con 0.5 ml de agarosa y se distribuyó en moldes 

para obtener los insertos. Se dejó solidificar unos minutos en refrigeración.  

6.8.2 Lisis bacteriana 
 

Se procedió a realizar la lisis bacteriana in situ para lo cual se emplearon 2 insertos 

por cepa, a los que se añadió 1 ml de Buffer de lisis (ver anexo 1) por inserto y se 

dejó incubar durante 24 h en baño María a 54ºC. 

6.8.3 Lavado de los insertos 
 

Tras eliminar el Buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados en baño María a 

54°C, agregando: 

- 10 ml de agua destilada estéril cada 10 min, tres veces. 

- 7 ml de Buffer TE cada 10 min, dos veces. 

- 7 ml de buffer TE a temperatura ambiente, una vez. 

- Después de cada lavado, se dejaba 10 min en hielo. 

Los insertos se conservaron en 1 ml de Buffer TE a 4°C hasta su utilización. 

6.8.4 Digestión enzimática 
 

Se digirió medio inserto de cada cepa con la enzima S1. El volumen final del tampón 

de digestión fue de 100 µl por tubo, a los que se añadieron 160 U/μl de enzima S1 

(Fermentans Thermo Scientific®), 20 μl de Buffer 5X de la enzima y 78.4 μl de agua 

miliQ estéril. Se incubó por 40 min a temperatura ambiente. 

Reacción:  Enzima S1 (160 U/ μl): 1.6 μl  

Buffer 5X:                     20 μl 
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Agua:                       78.4 μl 

Vol. Final:                100 μl 

 

Transcurrido los 40 min de incubación, la digestión se detuvo colocando el inserto 

en un tubo con 150 µl de EDTA a 0.5M/1% de sarcosil (N-Lauroylsarcosine sodium 

salt, Merck®) e incubando en hielo durante 10 min. El exceso de sarcosil se eliminó 

con papel absorbente antes de cargar el inserto en el gel de agarosa al 1.2%, 

disuelta en TBE 0.5X. Se coloco en el carril 1, 8 y 15 la cepa de E. coli NCTC 50192, 

que se usó como cepa control, puesto que contiene 4 plásmidos de tamaño 

conocido: 154, 66, 48 y 7 kb (Philippon et al., 1997). Finalmente, los pozos se 

sellaron con agarosa a 50ºC. 

6.8.5 Electroforesis 
 

La electroforesis se realizó en la cámara CHEF-DR II (BioRad) con 2 L de TBE 0.5X 

suplementado con tiourea 75μM (0.5g/L, Merck®). El gradiente de voltaje fue 6 

V/cm, y se empleó una rampa lineal pulsada de 1 a 30 seg durante 22 h a 14 ºC. 

6.8.6 Tinción del gel y visualización 
 

El gel se tiñó durante 5 min en una solución acuosa de 200 ml de BET [10 μl del 

stock/ 200 ml] y se visualizó y digitalizó en el Fotodocumentador (Bio-Imaging 

Systems MiniBIS Pro). El gel se destiñó en agua destilada, fotografiándose 

periódicamente hasta una correcta visualización. 

6.9 Tipado de plásmidos por “PCR-based replicon typing” (PBRT) 
 

Este método descrito por Carattoli y colaboradores, se le realizo a 35 cepas, se basa 

en el tipado de plásmidos mediante la amplificación por PCR de replicones 

pertenecientes a los grupos de incompatibilidad (Inc) para enterobacterias (Carattoli 

et al., 2005). La técnica se basó en la realización de 5 PCR multiplex y 3 PCR 

simplex con los oligonucleótidos que se describen en la tabla 4. 
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También se realizó la búsqueda de otros replicones no considerados en la 

metodología anterior, como IncT, IncU y el plásmido oriColE; cuyos oligonucleótidos 

(García-Fernández et al., 2009), también se muestran en la siguiente tabla. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en el método PBRT para el tipado de 

plásmidos. 

Replicón Oligonucleótidos (5’- 3’) Sitio blanco 
Tamaño 

(pb) 

IncHI1 ͣ 

F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 

R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA 

 

parA-parB 471 

IncHI2 ͣ 

F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 

R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 

 

Iterones 644 

IncI1 ͣ 

F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 

R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 

 

RNAI 139 

IncXᵇ 

F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 

R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 

 

ori 376 

IncL/Mᵇ 

F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 

R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 

 

repA,B,C 785 

IncNᵇ 

F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 

R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 

 

repA 559 

IncFIAc 

F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 

 

Iterones 462 

IncFIBc 
F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 

R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 
repA 702 
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IncWc 

F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 

R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT 

 

repA 242 

IncYd 

F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 

R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 

 

repA 765 

IncPd 

F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 

R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 

 

Iterones 534 

IncFICd 

F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 

R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 

 

repA2 262 

IncA/Ce 

F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 

R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 

 

repA 465 

IncTe 

F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 

R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 

 

repA 750 

IncF repBe 

F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 

R: GAAGATCAGTCACACCATCC 

 

RNAI/repA 270 

IncFII1 

F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 

R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC 

 

repA 270 

IncK2 

F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 

 

RNAI 160 

IncB/O3 

F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 

 

RNAI 159 
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IncR 

F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 

R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 

 

Plásmido R 251 

IncU 

F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 

R: TCATGGTACATCTGGGCGC 

 

Plásmido U 843 

oriColE 

F: GTTCGTGCATACAGTCCA 

R: GGCGAAACCCGACAGGACT 

 

Plásmido 

ColE 
187 

oriColETp 

F: GTTCGTGCATACAGTCCA 

R: GGTTTACCGGTGTCATTCC 

 

Plásmido 

ColETp 
106 

a: Multiplex 1; b: Multiplex 2; c: Multiplex 3; d: Multiplex 4; e: Multiplex 5. 
1: Simplex 1; 2: Simplex 2; 3: Simplex 3. (Carattoli et al., 2005a; García-Fernández et al., 2009). 

 

Para todas las PCR las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial (94ºC, 5 min); 30 ciclos (94ºC, 1 min; 60ºC, 30 seg y 72ºC, 

1 min) y extensión final (72ºC, 5 min). En el caso de la PCR simplex 1 la temperatura 

de alineamiento fue de 54ºC (en lugar de 60ºC). 

Los reactivos y las concentraciones de los componentes empleados en esta técnica 

se detallan a continuación: 
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Tabla 5. Componentes y cantidades utilizados en cada PCR para la determinación 

de replicones. 

Nota: En el caso de las PCR múltiplex la cantidad de oligonucleótido extra añadido fue restado del 

volumen de agua, conservando así el volumen final requerido. 

 

6.10 Sistemas de Adicción Plasmídicos  
 

De igual manera se estudió mediante PCR la presencia de 8 sistemas de Adicción: 

• 5 sistemas proteicos antitoxina-regulados: PemK–PemI, codificado por el gen 

pemKI (plasmid emergency maintenance); CcdA–CcdB, gen ccdAB (coupled 

cell division locus); RelB– RelE, gen relBE (relaxed control of stable RNA 

synthesis); ParD–ParE, gen parDE (plásmido RK2) y VagC–VagD, gen 

vapBC (virulence-associated protein), también llamado vagCD. 

• 3 sistemas RNA antisentido-regulados: Hok–Sok, gen hok–sok (host-killing 

system); PndA–PndC, gen pndAC (promotion of nucleic acid degradation) y 

SrnB–SrnC, codificado por el gen srnBC (stable RNA) (Mnif et al., 2010). 

Los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación se muestran en la siguiente 

tabla: 

Componente 
Concentración de 

STOCK 

Volumen por 

tubo 

Concentración final 

de reacción 

Tampón de reacción NH4 + 

MgCl2 (Bioline) 
10 x 1 ul 1x 

Oligonucleótido “forward” 

(Sigma) 
25 uM 0.3 ul 0.75 uM 

Oligonucleótido “reverse” 

(Sigma) 
25 uM 0.3 ul 0.75 uM 

dNTPs mix (Sigma Aldrich) 10 mM 0.4 ul 0.4 mM 

BIOTAQTMDNA 

Polimerasa (Bioline) 
5 U/ul 0.1 ul 0.5 U 

Agua miliQ estéril --- 7.4 ul --- 

DNA 100 ng/ul 0.5 ul --- 

  10 ul  
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Tabla 6. Oligonucleótidos y condiciones de PCR empleados en la búsqueda de los 

Sistemas de Adicción Plasmídicos. 

Condiciones de amplificación: desnaturalización inicial (94ºC, 5 min); 30 ciclos (94ºC, 45 seg; a, 45 
seg y 72ºC, 45 seg) y extensión final (72ºC, 5 min) (Mnif et al., 2010). 
 

Las cantidades para cada PCR fueron las mismas que se detallan en la tabla 5. 

Finalmente se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%. 

 

6.11 Análisis genes asociados a la resistencia a antibióticos in silico 

a genomas asociados como AIEC 

Para este análisis se tomó en cuenta un estudio realizados previamente por 

Monserrat Lara, que por, los criterio inclusión que deberían de ser clasificadas 

como AIEC por el fenotipo, el origen de los genomas y la base de datos utilizada 

(Patric, GenBank, Pathogens), encontró 30 secuencias genómicas 

caracterizados como AIEC y 2 secuencias plasmídicas de AIEC depositados en 

el GenBank, las cuales son aisladas de pacientes sanos (n=8), EC -8n-016) y 

CU (n=6) (table x). 

Gen Oligonucleótidos (5' - 3') 
Temperatura de 

alineamiento 
Control 
positivo 

Tamaño 
(pb) 

pemKI 
PemK-up: AACGAGAATGGCTGGATGC 
PemK-low: CCAACGACACCGCAAAGC 

 
54 A6EC 232 

ccdAB 
CcdA-up: AGGAAGGGATGGCTGAGGT 
CcdB-low: GGTAAAGTTCACGGGAGAC 

 
54 A23EC 230 

relBE 
RelE-up: AAAAACCCGATGGCGACAG 
RelE-low: TGATAGACCAGGCGAAAAC 

 
57 A65EC 370 

parDE 
ParD-up: ACGGACCAGCAGCACCAG 
ParE-low: AGCCCTTGAGCCTGTCGG 

 
58 A6EC 534 

vagCD 
VagC-up: GGGACCTGGATTTTGATGG 
VagD-low: GAGCAGATGTTGGTGTCG 

 
53 A23EC 210 

hok-sok 
Hok-up: AGATAGCCCCGTAGTAAGTT 

Sok-low: GATTTTCGTGTCAGATAAGTG 
 

54 A6EC 203 

pndAC 
PndC-up: TCAATCAACCAGGGCTCT 

PndA-low: CCTCACCATCCAGACAAAA 
 

52 A23EC 140 

srnBC 
SrnB-up: ACTGATTGTAGCCTCTTCTTT 
SrnC-low: CACCACTGTATTTCCCCTGT 

 
54 A23EC 171 
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Las secuencias de AIEC fueron analizadas en la plataforma que dispone el 

Center for Genomic Epidemiology llamado Resfinder el cual identifica los genes 

de resistencia adquirida a antibióticos de las secuencias genómicas de las 

bacterias. 

Tabla 7. Número de acceso y estatus de los genomas caracterizados como 

AIEC depositados en el GenBank. 

Nombre del Genoma Estatus No. de acceso 

E. coli AIEC07 WGS GCA_900130225.1 

E. coli ECG04 WGS GCA_900130215.1 

E. coli AIEC01 WGS GCA_900130205.1 

E. coli ECG11 WGS GCA_900130195.1 

E. coli ECG28 WGS GCA_900130185.1 

E. coli AIEC17 WGS GCA_900130175.1 

E. coli C4435 Complete GCA_003999775.1 

E. coli C7230 WGS GCA_004120965.1 

E. coli C7226 WGS GCA_004120975.1 

E. coli C7225 WGS GCA_004121005.1 

E. coli C7223 WGS GCA_004121025.1 

E. coli UM-146 WGS GCA_008553695.1 

E. coli T75 WGS GCA_008553705.1 

E. coli 13I WGS GCA_008553725.1 

E. coli HM488 WGS GCA_008553755.1 

E. coli UM141 WGS GCF_001571565.1 

E. coli UM131 WGS GCF_001571575.1 

E. coli UM149 WGS GCF_001571585.1 

E. coli CD121 WGS GCF_001571595.1 

E. coli CD44 WGS GCF_001571645.1 

E. coli CD3 WGS GCF_001571665.1 

E. coli UC5 WGS GCF_001571675.1 

E. coli CD26 WGS GCF_001571685.1 

E. coli UM128 WGS GCF_001571725.1 

E. coli UC37 WGS GCF_001571745.1 

E. coli UM147 WGS GCF_001571755.1 

E. coli LF82 Complete GCA_000284495.1 

E. coli O83:H1 str. NRG 857C Complete GCA_000183345.1 

E. coli HM605 WGS GCA_000285375.1 

E. coli UM146 Complete GCA_000148605.1 
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7. RESULTADOS 
 

7.1 Susceptibilidad antimicrobiana a antibióticos y fenotipo BLEE 
 

7.1.1 Perfil de susceptibilidad y fenotipo BLEE de las cepas de E. coli 

De un total de 66 cepas aisladas de biopsias de pacientes con EII. El 87% (n=58) 

fueron multidrogorresistentes. Se observó que para los antibióticos betalactámicos 

las cepas presentaron un 89% de resistencia a AMP, un 35% a CTX, 29%, 27%, 

24% y 23% a AMC, ATM, FOX y CAZ, respectivamente; sin embargo, para los 

carbapenémicos (MEM e IMP) no hubo resistencia y solo 5 cepas fueron 

intermedias hacia estos últimos antibióticos. En el caso del resto de los antibióticos 

también se presentó una elevada resistencia; en las quinolonas se observó una 

resistencia mayor al 80%, de igual manera para los aminoglucosidos, sin embargo, 

para AMK solo 2 cepas fueron resistentes. Para los inhibidores de la vía del folato 

(TMP/SXT) y TET se observó un 89% de resistencia y una baja resistencia para 

CLO con un 20% (Figura 6). 
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16 cepas presentaron un fenotipo BLEE; estas cepas son provenientes únicamente 

del paciente 1 (Figura 7). 
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Figura 25. Determinación del 

fenotipo BLEE por el método de 

Kirby Bauguer porpuesto por el 

CLSI 2022. 

Figura 24. Porcentajes de susceptibilidad de las cepas de E. coli aisladas de biopsias intestinales de pacientes con 
EII hacia 17 antibióticos ensayados mediante el método de Kirby-Bauer (CLSI, 2022). AM: Ampicilina; AMC: 

Amoxicilina + Clavulonato; FOX: cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; CTX: Cefotaxima; FEP: Cefepime; ATM: Aztreonam; 
IMP: Imipenem; MEM: Meropenem; ANA: Ácido Nalidíxico; CIP: Ciprofloxacino; GEN: Gentamicina; TOB: 

Tobramicina; AMK: Amikacina; TET: Tetraciclina; TMP/STX Trimetoprim/Sulfametoxazol; CLO: Cloranfenicol.  
R, resistentes; I, intermedio; S. susceptible. 
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7.1.1 Fenotipo para metalo β-lactamasas  
 

Para determinar el fenotipo se utilizó como control positivo la cepa de P. aeruginosa 

PAO1 y se le realizo a las cepas que presentaron resistencia intermedia a los 

carbapenémicos (IM y MEM), las cuales fueron 5 de las 66 cepas; ninguna de las 

cepas presento fenotipo (Figura 8). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 Identificación de genes que codifican para BLEE y B-lactamasas 

AmpC plasmídica 
 

En las 66 cepas de E. coli se buscaron los genes que codifican las BLEE más 

comunes en E. coli: blaTEM, blaOXA, blaSHV, blaCTX-M y la B-lactamasa tipo AmpC 

plamídica blaCMY, a excepción de los genes blaOXA y blaCMY para los cuales solo se 

evaluaron 34 cepas (productoras de BLEE/ resistentes e intermedias a 

cefalosporinas) y 25 cepas (resistentes e intermedias a cefoxitina) respectivamente. 

De las 66 cepas 53 cepas presentaron el gen blaTEM; 27 cepas presentaron el gen 

blaCTX-M y ninguna cepa presentó el gen blaSHV; en el caso de blaOXA de las 44 cepas 

34 de ellas presentaron el gen y de las 25 cepas ensayadas para el gen blaCMY 

ninguna presento el gen. Además, de las 27 cepas que presentaron blaCTX-M, se 

procedió a la determinación del probable grupo 1, 9 y la variante blaCTX-M-15 por PCR. 

De las cuales 26 cepas presentaron el gen blaCTX-M-15 y 1 cepa presento tanto blaCTX-

Figura 26. Imagen de la determinación del 

fenotipo de metalo β-lactamasa. 

Resultado negativo.  
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M del grupo 1 como la del grupo 9 (Figura 9), lo cual deberá confirmarse por 

secuenciación. 

 

  

 

 

7.3 Identificación de los genes plasmídicos involucrados en la resistencia 

a quinolonas. 
 

Conforme a los resultados de susceptibilidad a quinolonas, de 59 cepas resistentes 

se buscaron los genes plasmídicos acc-(6´)-lb, qnrA, qnrB, qnrS, oqxA y oxqB 

mediante PCR. De todos los genes buscados solo se encontraron en dos cepas el 

gen qnrS, en una cepa el gen qnrA y en otra cepa el gen qepA (Figura 10). 
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Figura 27. Porcentaje de los genes de β-lactamasas presentes en las cepas de E. coli aisladas de pacientes con EII. 

Genes bla TEM bla OXA bla CTX-M bla CTX-M15 bla CTX-M G1 bla CTX-M G9 bla SHV bla CMY2

N cepas evaluadas 66 34 66 27 27 27 66 25

Porcentaje 80% 100% 41% 39% 2% 2% 0% 0%
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7.4 Identificación de genes asociados a la resistencia a Tetraciclinas, 

Cloranfenicol, Sulfonamidas y Trimetoprim. 
 

Se identificaron los genes asociados a la resistencia o resistencia intermedias a 

tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprim con sulfametoxazol. El gen más común fue 

dfrA7/17 (92%), seguido de tet(B) (83%), tet(A) (69%) y dfrA1/5/14 (53%); menos del 

50% se encontraron los genes sul1(40%), dfrA12 (20%), sul3 (15%) y cmlA (14%); el 

gen dfrB fue el único el cual no está presente en ninguna cepa evaluada (Figura 

11). 

Figura 28. Amplificación del gen qnrS (carril 1 y 4) y el gen qnrA (carril 7) en 

las cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EII. 
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De acuerdo con el padecimiento y la procedencia de las cepas en los tres pacientes 

se describen el Fenotipo de resistencia, BLEE y genotipo en la tabla 8, observando 

que solo las cepas del paciente 1 presentan el fenotipo BLEE, así como la presencia 

de los genes blaCTX-M y la variante blaCTX-M-15. También se observa que existe 

una alta resistencia a los antibióticos en las cepas de los tres pacientes, así como 

la presencia de varios de resistencia plasmídica. A excepción de los genes 

plasmídicos asociados a la resistencia a quinolonas, ya que la presencia de estos 

genes es mínima.
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Genes de resistencia a otros antibioticos 

tetA tetB sul1 sul3 dfrA1/5/14 drfA12 dfrA7/17 dfrB cmlA

Genes tetA tetB sul1 sul3 dfrA1/5/14 drfA12 dfrA7/17 dfrB cmlA 

N cepas evaluadas 59 59 60 60 60 60 60 60 29 

Porcentaje 69% 83% 40% 15% 53% 20% 92% 0% 14% 

Figura 29. Gráfica de los genes asociados a los otros antibióticos. 

En la tabla se observa la n de cepas evaluadas y el porcentaje de los genes encontrados. 
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Tabla 8. Fenotipo y Genotipo de resistencia de E. coli aislada de biopsias intestinales de pacientes con EII 
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Metalo β-lactamasas

AMP 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1

AMC 2 1 1 1 2 1 1 2 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1

FOX 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 2 2 2 1 2 1

CAZ 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1

CTX 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2 1

FEP 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

ATM 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

IMP 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

MEM 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

ANA 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1

CIP 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1

GEN 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1

TOB 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1

AMK 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 1 1

TET 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1

TMP/SXT 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1

CLO 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 2 1 2 1 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 2 1

blaTEM 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 1 1 3 3 3 3 1 3 3 3 1 3 1 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 1 1 3 1

blaOXA 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 1 3 3 1 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 1 3 1 3 3 1 1 1 3 1 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 3 3 2 3 2

blaCTX-M 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1 3 3 1 3 3 1 3 3 3 3 1 3 1 3 3 3 1 3 1 3 3 3 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

blaCTX-M15 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1 3 3 1 3 3 1 3 3 3 3 1 3 1 1 3 3 1 3 1 3 3 3 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

blaCTX-M G1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

blaCTX-M G9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

blaSHV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CMY2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2

acc-(6')-Ib-cr 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

qnrA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2 2 2 2

qnrB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

qnrS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

qepA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

oqxA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

oqxB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2

tetA 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 1 3 3 3 3 3 1 3 3 3 1 3 3 3 3 3 1 3 1 1 3 2 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 2 2 2 2

tetB 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 1 2 3 1 3 3 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2

sul1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1 3 2 2 2 2

sul3 3 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2

dfrA1/5/14 1 3 3 3 1 3 3 3 3 1 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 2 2 2 2

drfA8/12 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 3 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 3 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 2 2 2 2

dfrA7/17 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 1 3 2 2 2 2

dfrB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2

cmlA 1 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 1 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 3 1 1 2 1 2 3 2 2 2 3 2 1 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2

. .
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7.5 Determinación y caracterización del perfil plasmídico de las cepas de 

E. coli aisladas de biopsias intestinales. 
 

7.5.1 Presencia o ausencia de plásmidos 

 

Por medio del método de Kieser se observó la presencia o ausencia de banda 

plasmídicas en las 66 cepas. De acuerdo con esto, el 82% de las cepas presentó 

bandas plamídicas. En la figura 12, se muestra un gel representativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5.2 Identificación del número y tamaño de plásmidos mediante PFGE-S1 

                                  

Conforme a los resultados obtenidos con el método de Kieser y tomando en cuenta 

el fenotipo y genotipo de resistencia que presentaron las cepas de estudio, se 

seleccionaron 43 cepas para la identificación del número y tamaño de plásmidos 

mediante PFGE usando la enzima S1. Se observó que algunas cepas presentaban 

Figura 30. Se muestra el gel de poliacrilamida al 0.7% donde se observa la 
presencia de diversas isoformas plasmídicas, de 7 cepas de E. coli aisladas de 

biopsias de pacientes con EII 
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de 1 a 5 plásmidos (Figura 13). El rango del tamaño de los plásmidos encontrados 

en las cepas va de los 37 kb a los 151 kb, además, hubo cepas que no presentaron 

plásmidos. En la tabla 9 se muestran el número de plásmidos y sus tamaños.  

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Se muestra el gel de poliacrilamida al 1.2% obtenido por PFGE con enzima S1 
para determinar el número y tamaño de plásmidos de las cepas E. coli productoras de BLEE 
del paciente 1. Los carriles 1, 8 y 15 muestran la cepa control NCTC 50192 (contiene 
plásmidos de 155.8, 61.3, 40.1 y 6.8 Kb); 2, CUA14; 3, CUA23; 4, CUA10; 5, CUA11; 6, 
CUA15; 7, CUA24; 9, CUA31; 10, CUA39; 11, CUA13; 12, CUA16; 13, CUA18; 14, CUA17. 
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7.5.3 Caracterización de los plásmidos de las cepas de E. coli  
 

Para la caracterización de los plásmidos hubieron cepas que presentaban los 

mismos número y tamaño de plásmidos, por lo cual, de las 43 cepas se 

seleccionaron 35 cepas y observamos que el replicón con mayor frecuencia fue el 

FIB (97%), seguido de FII (71%) y Oricol E (57%); menor al 50% encontramos el 

replicón I1 (49%), IncY (37%); Inc P (23%) y de menor proporción se identificaron 

los replicones Oricol ETP con un 14%; FIA y N con un 11% cada uno y un 3% el FIC 

presente en una cepa (Figura 14). 

 

Inc I1 N FIA FIB FIC P Y FII Oricol E  Oricol ETP 

porcentaje  49% 11% 11% 97% 3% 23% 37% 71% 57% 14% 
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Figura 32. Grupos de Incompatibilidad plasmídica presente en las cepas de E. coli aisladas de 

biopsias de pacientes con EII. 
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En la búsqueda de los sistemas de adicción plasmídica (SAP) observamos que las 

35 cepas presentaron de 3 a 6 sistemas. Entre los SAP más frecuentes fueron 

pemKI (91%), Hok-Sok (89%), srnBC (77%), pndAC (71%) y ccdAB (60%) y menos 

frecuente parDE (14%), vagCD (6%) y en ninguna relBE (Figura 15). 

 

 

En la tabla 9 se muestra un resumen del fenotipo, genotipo y la caracterización 

parcial de los plásmidos relacionándola con el paciente y la enfermedad que 

presenta. Observamos que las cepas procedentes del paciente1, son las que 

poseen genes blaCTX-M y blaCTX-M-15, además de que algunas llegan a presentar 

de 1 a 5 plásmidos. También se demuestra que los replicones IncI1 e IncY solo está 

presente en algunas de estas cepas. Los SAP más comunes en estas cepas fueron 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

pemKI ccdAB relBE parDE vagCD hok-sok pndAC srnBC

P
o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

e
p
a
s
 

SAP

SAP pemKI ccdAB relBE parDE vagCD hok-sok pndAC srnBC 

porcentaje 91% 60% 0% 14% 6% 89% 71% 77% 

Figura 33. Sistemas de Adicción Plasmídica (SAP) de las cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EII. 
Sistemas proteicos: PemK–PemI, codificado por el gen pemKI (plasmid emergency maintenance); CcdA–CcdB, gen 
ccdAB (coupled cell division locus); RelB– RelE, gen relBE (relaxed control of stable RNA synthesis); ParD–ParE, gen 
parDE (plásmido RK2) y VagC–VagD, gen vapBC (virulence-associated protein), también llamado vagCD. Sistemas 
RNA antisentido-regulados: Hok–Sok, gen hok–sok (host-killing system); PndA–PndC, gen pndAC (promotion of 
nucleic acid degradation) y SrnB–SrnC, codificado por el gen srnBC  
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pemKI (100%) seguido de sndAC (95%). Conforme a las cepas del paciente 2, 

observamos que una cepa presenta los genes blaCTX-M y blaCTX-M-15. Estas 

cepas contienen de 1 a 3 plásmidos, algunas de estas cepas se diferencian por 

presentar el replicón IncN. SAP más frecuentes (100%) en las cepas de este 

paciente son pemKI, Hok-Sok y srnBC. Finalmente, observamos que una de las 

cepas del paciente 3 presenta el gen qnrA. Hay cepas que contiene de 1 a 3 

plásmidos, sin embargo, dos de estas no llega a contener ninguno plásmido. El 

replicón diferente que se puede llegar a observar en estas cepas es IncFIC y el SAP 

con mayor frecuencia es ccdAB (100%). 
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Cepa Fenotipo BLEE β-lactamasas Otros genes de resistencia Número: tamaño (kb) Replicón Sistemas de adicción 

CUA1 - TEM  tetB, sul3,dfrA7,17 1: 146, I1, FIB pemKI, hok-sok, pndAC

CUA10 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA1_5_14, dfrA7/17 5: 45, 64, 69, 84, 147 I1, FIB, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA11 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA1_5_14, dfrA7/17 5: 46, 64, 70, 85, 150 ND ND

CUA13 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 5: 44, 62, 69, 84, 146 ND ND

CUA14 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, sul3, dfrA1_5_14, dfrA7/17 5: 45, 64, 69, 86,151 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA15 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA1_5_14, dfrA7/17 5:46, 63, 69, 85, 148 ND ND

CUA16 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA1_5_14, dfrA7/18 5: 44, 63, 69, 84, 147 I1, FIB, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA17 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA7/19 5:44, 61, 68, 84, 150 I1, FIB, Y,  FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA18 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, dfrA1_5_14, dfrA7/20 5: 43, 62, 69, 84, 146 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, pndAC, srnBC

CUA2 - * dfrA1_5_14 1: 78, FIB, OricolE, OricoEtp ccdAB, hok-sok, 

CUA21 - TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 4: 44, 65, 83, 151 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA22 - TEM  tetB, sul3,dfrA7,17 2: 99, 146 I1, FIB pemKI, hok-sok,pndAC, 

CUA23 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 5: 45, 64, 69, 86, 149 ND ND

CUA24 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 5: 47, 65, 70, 85, 146 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA28 - TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, sul3,  dfrA7/17 2: 102, 150 I1, FIB, P, Y, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA3 - TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 4: 45, 64, 83, 133 I1, FIB, P, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA30 - TEM, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 1: 148, I1, FIB pemKI, hok-sok, pndAC

CUA31 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 5: 45, 64, 70, 86, 149 ND ND

CUA32 - TEM tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 4: 41, 58, 78, 145 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA33 + TEM, CTX-M,CTX-M G1y G9, OXA tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 5: 42, 58, 66, 82, 147 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, parDE, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA39 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB,  dfrA7/17 5: 45, 63, 69, 86, 146 ND ND

CUA5 - TEM, CTX-M, CTX-M-15 tetB, sul1,  dfrA7/17 4: 42, 65, 82, 146 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, parDE, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA6 - TEM tetA, tetB, sul3,  dfrA7/17 2: 100, 145 I1, FIB, Y, OricolE pemKI, ccdAB, parDE, hok-sok, pndAC, srnBC

CUA7 - * * 1: 76, P, Y ccdAB, parDE, pndAC

CUA9 + TEM, CTX-M, CTX-M-15, OXA tetA, tetB, sul1,  dfrA7/17 5: 42, 61, 68, 83, 151 I1, FIB, Y, FII, OricolE pemKI, ccdAB, parDE, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB10 - CTX-M, CTX-M-15, OXA sul1, qepA, dfrA7/17 2: 37, 87 FIA, FIB, P, OricolE, OricolEtp pemKI, ccdAB, vagCD, hok-sok, srnBC

CCB11 - TEM tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 3: 45, 49, 137 N, FIB, FII pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB12 - TEM tetA, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 2: 46, 134 N, FIB, FII, OricolE, OricolEtp pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB13 - TEM tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 2: 48, 140 N, FIB, FII pemKI, hok,sok, srnBC

CCB16 - TEM tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/18 2: 49, 138 FIB, FII pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB3 - * tetA, sul1, sul3, dfrA7/17 1: 48, FIB, P, FII pemKI, hok-sok, srnBC

CCB6 - TEM tetA, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 2: 47, 134 FIB, FII pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB8 - TEM tetA, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/17 3: 46, 50, 144 N, FIB, FII pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCB9 - TEM tetA, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/18 2: 47, 137 FIB, FII pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCH1 - TEM, OXA tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/19 2: 47, 140 FIB, FII, OricolE, OricolEtp pemKI, hok-sok, pndAC, srnBC

CCH4 - TEM tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/20 2: 48, 132 FIB, FII, OricolE, OricolEtp pemKI, hok-sok, srnBC

CCH5 - TEM tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/21 3: 47, 106, 136 FIB, FII pemKI, hok-sok, srnBC

CUA42 - TEM qnrS, tetA, tetB, dfrA1_5_14, 0 ND ND

CUA44 - * qnrA, tetB, dfrA12 1: 151, FIA, FIB, FIC pemKI, ccdAB, vagCD, srnBC

CUA50 - TEM, OXA tetA, tetB, sul1, dfrA1_5_14, dfrA7/21 3: 83, 101, 123 FIA, FIB, P, FII pemKI, ccdAB, hok-sok, srnBC

CUA55 - OXA * 2: 99, 121 FIB, P,OricolEtp ccdAB, 

CUA57 - * * 0 ND ND

CUA67 - TEM, OXA * 2: 87, 105 FIA, FIB, P, FII pemKI, ccdAB, hok-sok
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Tabla 9. Caracterización parcial de los plásmidos presentes en las cepas de E.  coli, aisladas de biopsias de pacientes con EII. 

 

*: No se encontró, ND: No se determino 
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7.6 Análisis de la presencia de genes asociados a la resistencia a 

antibióticos in silico y los presentes en las cepas de este estudio. 
 

Se realizó un analisis de la presencia de genes asociados a la resistencia de 

antibióticos entre las cepas de E. coli del laboratorio que fueron aisladas de biopsias 

de pacientes con EII y los genomas de AIEC del banco del Gen Bank, donde se 

observó que  los 30 genomas de AIEC estudiados presentan mayor porcentaje de 

genes de resistencia a los betalactámicos (83%), seguido por genes asociados a la 

resistencia a aminoglucosidos (40%), inhibidores de la vía del folato (37%) y 

fluroquinolonas (20%); en menor porcentaje se encontró a tretraciclinas (13%), 

anfenicoles (10%) y macrólidos (7%) (Figura 16). 

 

 

Figura 34. Porcentaje de genes asociados a la resistencia a los antibióticos en los genomas de E. 
coli reportados como cepas AIEC del banco de datos libre. 

En la tabla 10 se muestra el resumen de los genes asociados a la resistencia a 

antibióticos encontrados en los 30 genomas de AIEC, así como al filogrupo al que 

pertenecen.  
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Tabla 10. Genes asociados a la Resistencia y filogrupo encontrados en los genomas del Gen Bank determinados como 

AIEC. 
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Conforme al análisis obtenido, se demuestra la frecuencia que existe con la 

presencia de los genes asociados a la resistencia a los antibióticos entre los 30 

genomas caracterizados como AIEC del banco de datos libres y las 66 cepas de E. 

coli aisladas de biopsias de pacientes con EII (Figura 17). Los genes asociados a la 

resistencia contra betalactámicos son más frecuentes a comparación con otros 

antibióticos. 

 

Figura 35. Frecuencia de genes asociados a la resistencia a los antibióticos entre los 30 genomas 
caracterizados como AIEC del banco de datos libres y las 66 cepas de E. coli aisladas de biopsias 

de pacientes con EII. 

 

En la figura 18 se observa el gen de resistencia a los antibióticos más común 

conforme a los genomas caracterizados como AIEC y las cepas de E. coli aisladas 

de biopsias de pacientes con EII de nuestro cepario.  
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Figura 36. Genes asociados a la resistencia a los antibióticos más comunes entre los 

genomas caracterizados como AIEC y las 66 cepas de E. coli aisladas de biopsias de 

pacientes con EII. 
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7.7 Construcción del mapa genómico del plásmido pO83 
 

Se realizó la construcción del mapa genómico del plásmido pO83 de la cepa de 

AIEC NRG857C asociada con la EC, debido a que varios plásmidos encontrados 

en este estudio poseen características similares a este plásmido como el tamaño, 

ya que este tiene un tamaño de 147,060 pb y el replicón FIB, el cual fue el más 

frecuente en las cepas de estudio. Además, este plásmido pO83 acarrea genes de 

virulencia y de resistencia, y cuenta con un sistema de movilización completo lo cual 

podría llegar a ser conjugativo, por lo que es un buen modelo para verificar si se 

llega a encontrar en algunas de las cepas de E. coli de este proyecto (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Mapa genómico del plásmido pO83 de la cepa de AIEC NRG857C asociada con la enfermedad de Crohn. 
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6. DISCUSIÓN  
 

La EII es un conjunto de padecimientos que aumenta continuamente en los países 

occidentales, y esta tendencia, en las últimas décadas, se ha desplazado a los 

países recientemente industrializados de Asia y América del Sur (Andoh y Nishida. 

2023).  

Algunos informes experimentales sugieren que los cambios en la composición de la 

microbiota intestinal es la causa o la consecuencia de la inflamación en la EII, ya 

que, la alteración global de la comunidad microbiana intestinal es importante en la 

patogénesis de dicha enfermedad. Estudios anteriores donde utilizaron muestras 

fecales identificaron disbiosis en la EII, que se caracteriza por la abundancia de 

varios microorganismos, entre estos, enterobacterias, principalmente E. coli y el 

patotipo que se le ha asociado a esta enfermedad es el patobionte de E. coli 

adherente invasiva (AIEC) (Mirsepasi et al., 2019). 

Por lo cual, al asociar la intervención de AIEC en la EII, el uso de antibióticos podría 

ser un enfoque lógico para la terapia. Es bien documentado que el tratamiento de 

pacientes con EII además de incluir fármacos como mercaptopurina, metotrexato, 

ciclosporina para regular la respuesta inmune, cambios en la dieta y ejercicios, 

también incluye, aunque de forma empírica el uso de antibióticos como Rifaximina, 

Ciprofloxacino, β-lactámicos o metronidazol. Sin embargo, hay estudios que han 

demostrado que el utilizar antibióticos podría ocasionar la resistencia a antibióticos 

y la diseminación de esta a otras bacterias mediada por plásmidos (Martinez et al., 

2020), lo cual a la fecha está poco documentado en cepas AIEC. Debido a esta 

problemática el presente trabajo se enfocó en estudiar la resistencia y 

caracterización parcial de los plásmidos de cepas de E. coli aisladas de biopsias de 

tres pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal, que presuntivamente pueden 

ser cepas AIEC, así como del análisis de los genomas de cepas caracterizadas 

como AIEC, depositados en el banco de datos libre.  

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana realizada a las cepas de estudio, se 

observó mayor resistencia a los betalactámicos, aunque, se conoce que la 
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resistencia a betalactámicos es una de las más comunes en E. coli, la producción 

de β-lactamasas constituye el principal mecanismo de resistencia (Woerther et 

al.,2013; Tamayo et al.,2021; Salame et al., 2018). Un grupo de β-lactamasas, 

conocidas como BLEE, tienen la capacidad de hidrolizar y causar resistencia a 

varios tipos de antibióticos β-lactámicos, incluyendo las cefalosporinas de amplio 

espectro (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima) y monobactámicos (aztreonam), 

pero no a las cefamicinas (cefotetan, cefoxitina), ni carbapenémicos (imipenem, 

meropenem y ertapenem) (Aguilar, 2015). A pesar de esto, en el presente trabajo 

se encontró un bajo porcentaje de cepas de E. coli productoras de BLEE (24%), las 

cuales pertenecían únicamente al paciente 1. En comparación con varios estudios 

realizados en América latina muestran cifras del 21.4% a un 48% de E. coli 

productoras de BLEE (Pinguil et al., 2022).  

La mayor parte de las cepas presentaron multidrogorresistencia, observándose una 

alta resistencia hacia los aminoglucosidos, quinolonas, tetraciclinas e inhibidores de 

la vía del folato. La multidrogorresistencia evaluada en cepas de E. coli aisladas de 

pacientes con EII ha sido poco estudiada, pero a pesar de eso, conforme a los 

resultados obtenidos en este trabajo, se observa concordancia con el estudio 

realizado por Martínez Medina y colaboradores en el 2020, ya que, tanto en cepas 

AIEC como no AIEC presentan resistencia a varias familias de antibióticos (MDR) 

(Martínez et al., 2020). Hay ensayos clínicos en pacientes con enfermedad de Crohn 

donde se ha demostrado que las fluoroquinolonas pueden ser útiles para tratar las 

fístulas de la enfermedad de Crohn (Dasgupta et al.,2018). Sin embargo, existe un 

riesgo considerable de resistencia a esta familia de antibióticos, lo cual, es lo que 

se observa en los resultados de este estudio, más del 80% de las cepas (86%) de 

las cepas de E. coli fueron resistentes a ciprofloxacino. 

Las enzimas CTX-M se han convertido en el tipo más prevalente de BLEE presentes 

en microorganismos, durante los últimos años (Aguilar, 2015). Pero en este estudio 

el gen blaCTX-M fue menos frecuente (41%), la mayor parte de las cepas que poseen 

el gen son del paciente 1. Por otro lado, considerando que se buscaron las variantes 

blaCTX-M del grupo 1 y 9, y blaCTX-M-15, observamos que esta última fue la más 
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prevalente. Esto concuerda con un trabajo previo realizado en el grupo de trabajo 

donde se ha demostrado la presencia de β-lactamasas de espectro extendido CTX-

M-15 en cuatro cepas AIEC aisladas de sujetos sanos (Barrios et al., 2018).  

Otras BLEE identificadas fue TEM y en menor proporción OXA y SHV. En un estudio 

realizado en Nepal con cepas de E. coli aisladas a partir de muestras urinarias 

(muestras clínicas), muestran que blaTEM es predominante sobre blaSHV y blaOXA 

(Chaudhary et al., 2023). Además, cabe resaltar que las cepas que no presentaron 

un fenotipo BLEE, se les encontró el gen blaTEM, el cual es altamente prevalente en 

muestras de pollos y humanos con E. coli resistente a ampicilina (Gundranet 

al.,2019), por lo que para corroborar su identidad como BLEE queda como 

perspectiva enviar a secuenciar el fragmento amplificado de este gen blaTEM. 

Existen diferentes tipos de β-lactamasas de tipo AmpC plasmídicas, sin embargo, 

CMY es el más comúnmente en E. coli como lo han reportado en Asia, Europa y 

América del Norte (Anjum et al., 2019; Merida et al., 2020). En este estudio no se 

llegaron encontrar cepas portadoras de blaCMY, aunque podría sugerirse buscar 

otros genes de tipo ampC plasmídicos, principalmente en las cepas resistentes a 

cefoxitina.  

Los genes involucrados en la resistencia a quinolonas mostraron una prevalencia 

baja, ya que solo se encontrado en 4 cepas con el gen plasmídico qnr (2 cepas con 

qnrS, 1 cepas con qnrA y 1 cepa con qepA). Sin embargo, las cepas presentan una 

alta resistencia hacia esta familia de antibióticos lo cual sugiere que la resistencia 

podría estar conferida por mutaciones puntuales en los gyrA y parC, con lo que se 

logra una alta resistencia a quinolonas como el ácido Nalidíxico y la ciprofloxacino 

como lo reporta Dasgupta y colaboradores (Dasgupta et al., 2018). 

Por otro lado, se observó una mayor presencia de los genes de resistencia a 

tetraciclinas, tet(A) (69%) y tet(B) (83%), que concuerda con el fenotipo de 

resistencia presente en las cepas de estudio. Estos genes se encuentran 

ampliamente distribuidos en cepas de E. coli, tal como lo reporta un estudio 

realizado a cepas E. coli aisladas de muestras fecales tomadas de individuos 

adultos sanos, donde el 55.4% de los aislados de E. coli resistentes a tetraciclinas, 
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el 50% de ellos contenían genes tet(A) y/o tet(B) asociados a plásmidos (Tawfick et 

al.,2022) o como se reporta en un estudio realizado a muestras ambientales, 

animales y humanas en Panamá, donde los genes tet(A) y/o tet(B) se encuentran 

en un 45% (Ramírez et al., 2023). 

Como ya se mencionó antes, la resistencia a los inhibidores de la vía del folato fue 

muy frecuente, de hecho, trimetoprima (TMP) se usa comúnmente en el tratamiento 

de infecciones del tracto urinario (ITU) causadas por E. coli y se suele utilizar solo 

o en combinación con sulfametoxazol (SMX) (Somorin et al., 2022). Sin embargo, 

en pacientes con EII se ha observado la presencia de genes de resistencia a sulfas, 

el más frecuente, según un estudio realizado en cepas de AIEC, es sul1 (34.6%) 

(Martínez et al., 2020). En comparación con los resultados de este trabajo si hubo 

una presencia alta del gen sul1 (41%). Otro gen de mayor prevalencia también fue 

dfrA7/17, el cual, ha sido identificado más frecuentemente en otras cepas de E. coli 

(87,1%) (Somorin et al., 2022). 

A pesar de que el 20% de las cepas fueron resistentes a cloranfenicol, se observó 

baja presencia del gen cmlA (7%), sugiriendo que esta resistencia podría estar 

mediada por otros genes involucrados a esta resistencia, que no se buscaron como 

catA y catB tal como reporta Martínez Medina y colaboradores en cepas de E. 

coli aisladas de pacientes con enfermedad de Crohn (Martínez et al., 2020). 

Al realizar el análisis de los 30 genomas de AIEC observamos que existe una alta 

presencia de genes que aportan la resistencia a betalactámicos, tal como las 66 

cepas de estudio, así como lo reporta Barrio et al. y Martínez et al., en cepas de 

AIEC donde la presencia β-lactamasas es muy frecuente. (Barrios et al.,2018; 

Martínez et al., 2020).  

La propagación de los diferentes genes responsables de la resistencia bacteriana a 

las familias de antibióticos puede ser mediada por transferencia horizontal de genes, 

a través de plásmidos. Los plásmidos conjugativos juegan un papel muy importante 

al conferir a las bacterias algunos de estos genes, ya que, por medio de esto, puede 

llegar a sobrevivir en un medio donde esté presente un antibiótico representando un 



 
77 

gran desafío en la problemática de la resistencia mundial a los antimicrobianos 

(Pitout & Chen, 2023).  

En este estudio, por medio de PFGE, se observó la presencia de varios plásmidos, 

las cepas que tuvieron más plásmidos fueron las del paciente 1, ya que, estos iban 

de 2 a 5 plásmidos a diferencia de las cepas de los otros dos pacientes, sin 

embargo, la mayoría presento un plásmido grande (146 kb a 156 kb). Conforme a 

este resultado se podría llegar a ver la similitud de estos plásmidos con el plásmido 

prototipo de AIEC (pO83) el cual mide 147,060 pb, ya que los tamaños son muy 

parecidos y plásmidos con el mismo replicón entre estos.  

También se observó con más frecuencia en las cepas de E. coli, la presencia de 

plásmidos con grupos de incompatibilidad IncF, el cual es responsable de la 

diseminación de diferentes genes de resistencia a los antibióticos a nivel mundial 

en la familia Enterobacteriaceae de diferentes orígenes y fuentes; típicamente estos 

plásmidos suelen presentar múltiples replicones conteniendo comúnmente FII, FIA 

y FIB (Yang et al., 2015; Kopotsa et al., 2019). Los más frecuentes en nuestras 

cepas fueron FIIB (97%), seguido de FII (71%), sugiriendo que estos plásmidos 

podrían estar acarreando genes de resistencia a BLEE como blaCTX-M, genes de 

carbapenemasas, de resistencia a aminoglucósidos y de resistencia a quinolonas. 

Aunque no se determinó la localización de estos genes podríamos sugerir que se 

encuentran en este tipo de plásmidos. 

Otros grupos de incompatibilidad que también se presentaron con alta frecuencia 

fueron los pertenecientes a los plásmidos colicinogénicos o IncColE (57%) e IncI1 

(49%). Los plásmidos ColE, son plásmidos pequeños, movilizables, que se 

encuentran principalmente en Enterobacterales y Pasteurellaceae. Varios trabajos 

han demostrado que estos plásmidos están presentes en aislados comensales y 

patógenos, donde se ha descubierto que portan genes que confieren resistencia a 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos, sulfonamidas y β-lactámicos, incluidos 

antibióticos de último recurso como los carbapenémicos e incluso colistina (Ares et 

al., 2018), por lo que se sugiere identificar que genes de resistencia que podrían 

estar acarreando los plasmidos en nuestras cepas. En el caso de los plásmidos que 
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presentaron IncI1, el cual se caracteriza por codificar dos tipos de pili sexuales, un 

pilus grueso y rígido necesario para el apareamiento y un pilus delgado y flexible 

que ayuda a estabilizar las bacterias para la transferencia de plásmidos en 

ambientes líquidos (Foley et al., 2021), fue encontrado únicamente en las cepas del 

paciente 1 y que presentaron el fenotipo BLEE. También, este tipo de plásmidos se 

asocian con la diseminación de genes que codifican la resistencia a las 

cefalosporinas de espectro extendido o β-lactamasas de tipo AmpC (Smith et al., 

2015; Foley et al., 2021), por lo que se sugiere las cepas que presentaron este tipo 

de plásmido podría estar podría acarreando principalmente los genes que codifican 

BLEE, además, de conferirle a la bacteria las características mencionadas 

anteriormente.  

Por otra parte, se realizó la búsqueda de Sistemas de Adicción Plasmídica, ya que 

hay varios estudios donde se ha reportado que este sistema favorece la persistencia 

plasmídica y su perpetuación en los linajes bacterianos (Boss, 2023). Se identifico 

una alta prevalencia de pemKI (91%), que es un sistema toxina-antitoxina, pero su 

regulación es por una interacción directa proteína-proteína; a diferencia de  hok-sok 

(89%) y srnBC (77%), los cuales son sistemas que aseguran la persistencia 

plasmídica por una regulación por ARN’s anti-sentido, una variante de los sistemas 

toxina-antitoxina, en el que la toxina está codificada por un ARNm estable, el cual, 

después de su expresión, puede causar la muerte bacteriana cuando alcanza altas 

concentraciones; la antitoxina, en este caso, es un transcrito pequeño e inestable 

que funciona como antídoto al unirse al ARN que codifica para la toxina, e inhibe su 

traducción (Mnif et al., 2010; Boss, 2023). 

Por otro lado, la presencia de estas cepas de E. coli MDR asociadas a la EII, y que 

poseen un alto contenido de genes de resistencia, además, de poseer plásmidos de 

diferentes tamaños, así como las naturaleza de los plásmidos reportados en este 

estudio, sugiere la diseminación de genes de resistencia a antibióticos entre la 

misma especie y hacia otras bacterias de la microbiota intestinal, limitando las 

opciones terapéuticas para el paciente, representando un riesgo a la salud pública. 

Se requiere de estudios adicionales para comprender la patogénesis de este 

patógeno emergente, sin embargo, este estudio contribuye al conocimiento de la 
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resistencia que poseen las cepas aisladas de pacientes con EII y que son 

compartidos con genomas de cepas caracterizadas como AIEC. 
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9. CONCLUSIONES 
 

1. Se observó que el 87.7% (n=66) de las cepas de E. coli recuperadas de biopsias 

intestinales de pacientes con EII son multidrogorresistentes y presentan un gran 

número de genes de resistencia. 

2. Se aislaron cepas de E. coli multidrogorresistentes productoras de BLEE de 

biopsia del paciente 1. 

3. El gen asociado con la resistencia a betalactámicos más frecuente entre las 

cepas fue blaTEM.  

4. CTX-M y la variante CTX-M-15 están ampliamente diseminadas en las cepas 

del paciente 1, además, los genes blaCTX-M-G1 y blaCTX-M-G9 fueron encontrados 

solamente en la cepa CUA33 del paciente 1. 

5. Los genes plasmídicos asociados a la resistencia a quinolonas fueron los 

menos frecuentes.  

6. El gen tet(B) está ampliamente diseminada en las cepas resistentes a 

tetraciclinas, así como, los genes dfrA7/17 y sul1 en cepas resistentes a 

trimetoprim y sulfonamidas respectivamente. 

7. Las cepas del paciente 1 presentaron mayor número de plásmidos en 

comparación con las cepas de los otros dos pacientes. Además, el grupo de 

incompatibilidad Inc I1 estuvo presente en las cepas del paciente 1 que 

presentaron fenotipo BLEE. 

8. Los plásmidos del grupo Inc F y OriColE fueron los más frecuentes en las cepas 

estudiadas.  

9. Los sistemas de adicción de los plásmidos, más comunes en las cepas de los 3 

pacientes fueron pemKI, Hok-Sok y srnBC. 

10. Algunos plásmidos encontrados en las cepas de E. coli presentan el mismo 

tamaño de 147,060 pb que el plásmido el plásmido prototipo de AIEC pO83. 

11. La similitud más común en los 30 genomas de AIEC y las 66 cepas de los 

pacientes es la alta presencia de genes asociados a la resistencia a β-

lactámicos. 
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12. El gen más común para la resistencia a los inhibidores de la vía del folato es el 

dfrA17 tanto en las cepas de estudio como en las genomas de AIEC depositados 

en el Gen Bank. 

13. Los genes asociados a la resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclinas y 

anfenicoles con mayor frecuencia en los genomas de AIEC depositados en el 

banco de datos libre, son gyrA y parC, tet(A) y catB3, respectivamente. 

14. A través de análisis in silico realizado a los 30 genomas de AIEC se determinó 

que presentan multidrogorresistencia similar a las cepas de este trabajo.  
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10.  PERSPECTIVAS  
 

1. Finalizar la caracterización parcial de plásmidos (PFGE/S1, PBRT y SAP) 

de las cepas de E. coli restantes. 

2. Realizar mediante la técnica de DPMT (Degenerate primer MOB typing) la 

búsqueda de la familia de relaxas. 

3. Evaluar la transferencia horizontal, mediante ensayos de conjugación de 

cepas multirresistentes elegidas con base al perfil plasmídico y al contenido 

génico de resistencia. 

4. Determinar la localización de los genomas de resistencia en los plásmidos 

encontrados en las cepas. 

5. Secuenciar el fragmento de la amplificación de las cepas que presentaron los 

genes blaCTX-M-15, blaCTX-M del grupo 1 y grupo 9. 

6. Buscar mediante PCR los genes catA y catB. 

7. Realizar la búsqueda de mutaciones en los genes cromosómicos gyrA y 

parC, asociados a la resistencia a quinolonas. 

8. Realizar el fenotipo de adherencia, invasión, supervivencia en macrófagos y 

formación de biofilm, para caracterizar las cepas como probables cepas 

AIEC. 

9. Determinar mediante PCR la presencia y búsqueda de los genes arlA y arlC, 

involucrados en la resistencia a péptidos antimicrobianos. 

10. Realizar el fenotipo de adherencia, invasión, supervivencia en macrófagos y 

formación de biofilm, para caracterizar las cepas como probables cepas 

AIEC. 

11. Evaluar el filogrupo y el ST al cual pertenecen las cepas. 

12. Buscar los genes de virulencia que participan en las cepas de estudio.  

13. Secuenciar algunas cepas de interés de acuerdo a los resultados del 

fenotipo, resistencia, genes de virulencia y perfil plasmidico, además de 

realizar estudios de genómica comparativa con las secuencias de AIEC ya 

reportadas. 
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14. Compara el plásmido prototipo de AIEC (pO83) con los plásmidos 

encontrados.  
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Soluciones 

Lisis alcalina (Kieser) 

1. Solución 1 para 50 ml 

• Mezclar 15 ml de Sacarosa 0.3 M con 1.25 ml de Tris-HCl 25mM y 2.5 ml 

de EDTA 25mM pH=8  

• Aforar a 500 ml con de agua destilada, realizar la solución en condiciones 

de esterilidad y conservar en refrigeración. 

2. Solución 2 para 5 ml 

• Mezcla 300 µl de NaOH 5M y 1 ml de SDS 10% en 3.7 ml de agua 

destilada estéril. 

• Realizar la solución en condiciones de esterilidad y conservar a 

temperatura ambiente para que no precipite.  

PFGE: 

1.  Buffer TE 

10mM Tris y 1mM EDTA 

• Stock 100 ml de Tris 1M: Pesar 3.028 g de Tris, disolver en agitación y 

aforar a 100 ml con H2O destilada. 

• Stock 100 ml de EDTA 0.5M pH= 8: Pesar 18.612 g de EDTA, disolver en 

agitación, ajustar a pH 8 con lentejas de NaOH y aforar a 100 ml con agua 

destilada. 

• Preparación para 1L: Mezclar 10 ml de Tris 1M + 2 ml de EDTA 0.5M pH= 

8, aforar a 1L y esterilizar a 15 libras por 15 min 

 

2. Buffer de lisis 

50 mM Tris; 50 mM EDTA, pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K. 

           Preparación para 100 ml: 

• Mezclar 5 ml de Tris 1M + 10 ml de EDTA 0.5M pH= 8 + 80 ml de H2O y 

esterilizar a 15 libras por 15 min.  

• Dejar enfriar y agregar 5 ml de sarcosil al 20%.  
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• Al momento de utilizar, agregar 495 μl de proteinasa K (Thermo Fisher 

Scientific®) y mezclar por inversión. 

3. Buffer TBE 10X (PFGE) 

0.89 M Tris, 0.89 M ácido bórico, 0.02 M EDTA pH= 8 

Buffer TBE 10X, para 1L: 

• Pesar 10.78 gr de Tris y 5.5 gr de ácido bórico  

• Disolverlos en 500 ml de agua destilada, en agitación usando el agitador 

magnético hasta disolver 

• Posteriormente, se agrega 0.7 gr de EDTA (para que este se disuelva se 

le agrega poco a poco hojuelas de NaOH), en agitación hasta disolver. 

• Ajustar las solución a un pH=8  

• Aforar con agua destilada a 1L y esterilizar a 1º libras por 10 min.  

• Finalmente conservar a temperatura ambiente. 

 

Electroforesis de ADN 

1. Buffer TAE 50X (Electroforesis de ADN) 

2 M Tris, 1M ácido acético, 50mM EDTA pH 8 

Preparación de Buffer TAE 50X, para 500 ml: 

• Pesar 30.27 gr de Tris y disolverlos en 100 ml de agua destilada en 

agitación, usando el agitador magnético. 

• Después de disolver el Tris, agregar 7.12 ml de ácido acético glaciar 

(100%) y agregar 2.32 gr de EDTA 0.5M (para que este se disuelva se le 

agrega poco a poco hojuelas de NaOH), mezclar con cuidado.  

• Ya que este disuelto, se procede a medir el pH de la solución y se ajusta 

a un pH=8 

• Aforar con agua destilada a 500 ml, esterilizar a 15 libras por 15 min y 

conservar en refrigeración. 

 

2. Buffer TAE 1X (Electroforesis de AND) 

40mM Tris, 20mM ácido acético, 1mM EDTA pH= 8 
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Preparación de Buffer TAE 1X, para 1L: 

Tomar 20 ml de Buffer TAE 10X y aforarlos con agua destilada a 1L, 

conservar en refrigeración. 
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ANEXOS 2 

Participación en 

congresos 
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