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RESUMEN.

Actualmente, existe interés en el aumento del uso de antibi6ticos en agricultura, ya que
puede conllevar el riesgo de adquisicion de genes de resistencia por bacterias adaptadas a
estos ambientes, las cuales, aun siendo comensales o no patdgenas, se encuentran como
reservorios y con riesgo de diseminar genes por via horizontal a microorganismos
patdgenos. Asi mismo, se ha determinado que la regulacion del conjunto de genes de
resistencia a antibioticos (resistoma), encontrados en bacterias presentes en alimentos,
posee una relacion con la presencia y regulacion de la mayoria de los genes de virulencia

(viruloma), asi como de su transferencia.

En este estudio, se evaluo el resistoma y el viruloma del microbioma bacteriano y de
bacterias patdgenas de importancia presentes en 200 muestras del ambiente agricola, 99
de mel6n (Cucumis melo L), 66 de manos de pizcadores, 17 de agua de irrigacion y 18 de
agua de fuente, obtenidas de tres huertas de meldn en la region de Paila, Coahuila de
Zaragoza, México. Cada muestra fue concentrada mediante filtracion por membrana y la
posterior extraccion del ADN total para el analisis del perfil de resistencia a antibioticos
y factores de virulencia mediante PCR punto final. Los resultados demostraron mayor
frecuencia de genes de resistencia a antibioticos y factores de virulencia en las muestras
de meldn y enjuague de manos de los pizcadores. De acuerdo con el perfil de resistencia
a antibiodticos, se encontr6 mayor frecuencia de genes pertenecientes a B-lactamicos
(blaCARB-4), tetraciclinas (tetA, tetB), integrones (intl) y fluoroquinolonas (parE),
mientras que el perfil de virulencia demostré mayor frecuencia de los genes de adhesion,
fimH de Escherichia coli, ccf de Enterococcus faecalis y de invasion, invA de Salmonella
spp. Las muestras de melon y enjuague de manos mostraron mayor frecuencia de genes
de resistencia a antibidticos y factores de virulencia, lo cual indica la alta necesidad de
implementar buenas practicas de higiene en los manipuladores para prevenir su

diseminacion y transmision.
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ABSTRACT

The use of antibiotics in agriculture leads to a high risk of antibiotic resistance due to
transference of resistance genes. Native bacteria are considered as the main reservoirs of
these genes and have potential to disseminate genetic information by horizontal gene
transfer (HGT). In addition, studies have concluded that the resistome, defined as the set
of all antibiotic resistance genes, correlates with the ability of bacteria to be pathogenic,
regulates virulence factors (virulome) and gene dissemination by HGT

In the present study, the resistome and virulome of the bacterial microbiome from 200
agricultural samples were evaluated, corresponding to 99 samples from hole cantaloupe
(Cucumis melo L), 66 from workers hands, 17 from irrigation water and 18 from source
water. All samples were obtained from three different cantaloupe farms in Coahuila de
Zaragoza, México. Prior total DNA extraction, each sample was concentrated by
membrane filtration. Then, the membranes were treated to analyze the antibiotic resistance
and virulence profiles by PCR. The results showed higher frequency of both resistome
and virulome genes in samples from cantaloupe and hands rinses. According to the
antibiotic resistance profile, the genes associated to  lactam antibiotics (blaCARB-4),
tetracyclines (tetA, tetB), class 1 integrons (intl) and fluoroguinolones (parg) were the
most frequent on all samples, while the results from the virulome profile indicate a marked
frequency of adhesion (fimH and ccf) and invasion genes (invA). Cantaloupe and worker
hands samples showed more abundance of both antibiotic resistance and virulence genes,
suggesting that the implementation of good agricultural practices is highly recommended
on food handlers to prevent bacterial and gene dissemination.

XV



1. INTRODUCCION

Los brotes asociados al consumo de alimentos han ido en aumento durante los Ultimos
afios, por lo cual, se requiere intensificar los puntos de control durante toda la cadena de
produccién y su comercializacion. Los productos frescos, como frutas y vegetales, son
susceptibles a la contaminacion por patdégenos durante toda la cadena de produccion hasta

su distribucién, por lo que su consumo es considerando como de riesgo.

El melon (Cucumis melo L.), es un producto que durante su cosecha se encuentra en
contacto directo con agua superficial y suelo, representando estas, las vias principales de
contaminacion por bacterias patégenas como Salmonella, Escherichia coli O157:H7, y

Listeria monocytogenes, entre otros.

En la actualidad, el uso de antibidticos en agricultura ha permitido la seleccién de bacterias
no patdgenas y patdgenas, que son resistentes a estos antibidticos, convirtiéndose en
reservorios de estos genes, transfiriendose a bacterias del microbioma del suelo y
hortalizas, por procesos como la transferencia horizontal de genes. Esta accién, no solo
origina la adquisicién de genes de resistencia a antibioticos y su posterior transmision,
sino que adicionalmente su presencia se encuentra altamente relacionada con la regulacion

y transferencia de genes de virulencia.

La relacion entre la resistencia a antibidticos y la virulencia de los microorganismos
presentes, ha permitido direccionar hacia areas de investigacion sobre el conocimiento de
caracteristicas presentes en ciertas bacterias (patdgenas y no patogenas), enfocandose en
el analisis gendmico del conjunto de genes responsables de la resistencia y virulencia que
se presenta en dicho entorno.

Es por esto que en el presente trabajo se determind el resistoma (perfil genético de
resistencia a antibidticos) y viruloma (perfil genético de factores de virulencia) de
bacterias asociadas al microbioma del melén (Cucumis melo L.) y su ambiente de

produccién.



2. ANTECEDENTES
2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las ETAs son causadas por contaminacion de los productos durante su produccién y/o
proceso, donde los microorganismos indeseables no son removidos por procesos de
control como la coccion (Veras et al. 2008). Esto ha conllevado a una gran cantidad de
enfermedades, contabilizandose tan solo en Estados Unidos entre los afios 2001 y 2010,
alrededor de 25,000 enfermedades y 600 brotes por consumo de frutas y verduras

contaminadas (Heredia et al. 2016).

Los vegetales que han mostrado mayor incidencia como causantes de brotes, dentro de
Estados Unidos, Canada y México, incluyen a meldn, tomate y chile jalapefio, que al ser
consumidos generalmente crudos o sin una limpieza exhaustiva, se reportan como

principales vehiculos para la transmision y causa de ETAs (Heredia et al. 2016).

Se han reportado mas de 200 agentes quimicos, fisicos o microbianos que pueden causar
enfermedades al ser ingeridos; en donde las bacterias, virus, parasitos y priones han sido
de gran importancia durante los ultimos afios. Dentro de los microorganismos de
importancia se encuentra a Salmonella, Shigella, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Rotavirus
y Norovirus, los cuales representan los patdgenos mas comunmente involucrados en

contaminacion de alimentos (Newell et al. 2010).
2.2. Microorganismos indicadores

La baja concentracion y no uniformidad en la distribucion de los patdgenos en alimentos
como frutas y verduras, limita su deteccion y/o cuantificacion, por lo cual histéricamente
se ha propuesto y utilizado con relativo éxito, grupos de microorganismos conocidos como
indicadores de contaminacion, los cuales son utilizados para estimar la calidad e inocuidad

del producto, ya que presentan caracteristicas de crecimiento mejores o semejantes a



patégenos prediciendo entonces el riesgo de la presencia de microorganismos indeseables
(Heredia et al. 2016).

Entre los géneros bacterianos considerados como indicadores de contaminacion se
encuentran, Escherichia, Enterococcus, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,
Aeromonas y Serratia; caracterizandose todos ellos, por ser Gram negativos, no
formadores de esporas, anaerobios facultativos, fermentadores de lactosa, productores de

gas y generalmente moviles (Feng et al. 2002; Heredia et al. 2016).

Aun cuando se ha reportado que este grupo de microorganismos se encuentra presente en
alta concentracion, principalmente en alimentos que tuvieron contacto con heces o suelo
previamente contaminado (Ray y Bhunia 2014), su presencia no siempre tiene correlacion
con la presencia o ausencia de bacterias patdgenas, por lo que se han encontrado otras
alternativas tales como miembros del género Bacteroides, los cuales por su limitacion a
encontrase Unicamente en la microflora intestinal, su incapacidad de proliferar
adecuadamente en el ambiente y a que poseen secuencias especificas del huésped, hacen
de estos apropiados para el conocimiento y trazabilidad de la fuente de contaminacion
(Ravaliya et al. 2014)

2.3. Contaminacién de frutas y hortalizas

El consumo de frutas, verduras y productos frescos ha ido en aumento durante los tltimos
afios, principalmente por sus beneficios para la salud (Gomez-Govea et al. 2012;
Monaghan y Hutchison 2016); sin embargo, la presencia de bacterias patdgenas en estos
alimentos ha resultado en distintos brotes, los cuales llegaron a causar un 46% de
mortalidad en personas hospitalizadas durante el periodo de 2007 al 2011 en Europa
(Uyttendaele et al. 2015). La OMS, ha clasificado ciertos productos en los cuales el
mantenimiento de su inocuidad es de alta prioridad, encontrandose entre estos a vegetales
como lechuga, tomates, espinacas, melones y chiles (FAO/WHO 2008); en donde se ha

establecido que Shigella, E. coli, Salmonella, Yersinia enterocolitica, norovirus, virus de



la hepatitis A, Cyclospora cayetanensis y Cryptosporidium constituyen los principales

microorganismos causantes de ETAS en estos productos (Uyttendaele et al. 2015).

Esta bien documentado que la contaminacion de frutas y hortalizas por microorganismos
patdgenos se puede dar en diferentes puntos de su cadena de produccion, desde el campo
hasta su venta y consumo (Uyttendaele et al. 2015; Allen et al. 2016).

2.3.1. Contaminacion de meldn

En la actualidad, el consumo de frutas y verduras ha ido en aumento considerablemente,
reconociéndose como un factor importante para tener una vida saludable por la alta fuente
de energia, minerales, vitaminas y fibra que estos poseen (Al-Kharousi et al. 2016). El
melon (C. melo L.), es una fruta consumida en altas cantidades (Bowen et al. 2006; Walsh
et al. 2015), desafortunadamente se ha visto relacionado con brotes importantes, como el
causado por Salmonella enterica serotipo Poona, entre 2000 y 2002 (Bowen et al. 2006;
Walsh et al. 2015) y L. monocytogenes en el 2011 (Walsh et al. 2015; Dolan et al. 2018).
Debido a la alta incidencia de diferentes serotipos de Salmonella spp. en estos frutos, se
han reconocido a los melones como naturalmente contaminados con este microorganismo
(FDA 2015).

Generalmente, los microorganismos no tienen la capacidad de proliferar favorablemente
en la superficie de frutas y vegetales, ya que no poseen las enzimas necesarias para la
degradacion de barreras externas que las protegen, sin embargo, esta definicion excluye
productos como el melén, ya que la mayoria de los brotes e infecciones reportados por el

consumo de este producto, se han producido por contaminacion superficial (FDA 2015).

La presencia de microorganismos contaminantes de la superficie del melén se ha
relacionado principalmente con el area de produccion, en donde se han identificado las

siguientes fuentes de contaminacion:



2.3.1.1. Agua de riego

La ausencia de agua potable para uso en agricultura ha llevado al incremento del uso de
aguas residuales para irrigacion de cultivos de frutas y vegetales (Balkhair 2016), en
donde, al no ser tratadas adecuadamente, se puede encontrar la presencia de bacterias
entéricas, virus, protozoarios y helmintos (Marine 2015). S. enterica y E. coli son las

principales bacterias patdgenas reportadas en aguas llegando a alcanzar hasta el 15%.

La forma de riego para cultivos de frutas y vegetales es generalmente mediante sistemas
rociadores, en donde se tendra un contacto directo con el producto (Marine 2015).

Sin embargo, el factor de riesgo durante el cultivo de melones se encuentra principalmente
es la manera en que la planta y su fruto crecen ya que el mel6n se encuentra en contacto

directo con suelo, agua superficial y factores ambientales (FAO 2011).

2.3.1.2. Fertilizantes organicos

Los fertilizantes organicos, basados en estiércol de animales, son considerados reservorios
de bacterias resistentes a antibioticos, genes de resistencia y virulencia, los cuales pueden
afectar directamente al humano por el consumo de frutas y vegetales contaminados
(Udikovic-Kolic et al. 2014).

La aplicacion de fertilizantes en el suelo de cultivo incrementa la variedad de bacterias
resistentes en este ambiente, las cuales generalmente se encuentran como nativas y no
patdgenas para el humano, sin embargo, son las que principalmente pueden llevar a cabo
transferencia horizontal de genes provenientes de bacterias patdgenas (Udikovic-Kolic et
al. 2014).

2.3.1.3. Suelo

El suelo se ha encontrado como uno de los reservorios principales de bacterias patdgenas,

asi como de compuestos antimicrobianos y genes asociados a resistencia y virulencia. A



través de bacterias comensales, se pueden adquirir genes de virulencia o resistencia de

ellos mediante transferencia horizontal (Johnston y Jaykus 2004).

Asi mismo, se ha reportado que patdgenos como E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S.
enterica pueden sobrevivir en esta matriz durante 3, 8 y 23 semanas, respectivamente
(FAO 2011) dependiendo de las condiciones ambientales que se presenten, asi como las
practicas de higiene y saneamiento que se practiquen en el area de trabajo (Wang et al.
2014).

2.4. Microorganismos patdgenos en meldn

Durante los Gltimos afios, el consumo de melon se ha asociado a brotes provocados por
bacterias patdgenas como S. enterica, E. coli O157:H7 y L. monocytogenes, las cuales
entran en contacto con este producto en cualquier punto desde la produccién hasta su

distribucién y consumo (Fu et al. 2017).

La estructura en forma de malla o red y su textura rugosa, son de los principales factores
asociados a la persistencia y crecimiento bacteriano en la superficie de este fruto (Ukuku
et al. 2015). Adicionalmente, la presencia de estructuras de superficie celular como
flagelos, fimbrias y la produccion de exopolisacarido, aumentan su adhesion (Ukuku et
al. 2016).

2.4.1. Escherichia coli

Escherichia coli, es una bacteria descubierta en 1885 por Theodor Escherich, llamada
originalmente Bacterium coli. Es un microorganismo distribuido ampliamente en muchos
ambientes, dentro de los cuales se encuentra de forma normal en el intestino delgado de
mamiferos incluyendo al humano, en donde ayuda a la sintesis de vitaminas y a la
competencia para la adhesion intestinal de bacterias patdgenas adquiridas por alimentos
(Feng et al. 2002; Croxen et al. 2013; Gomes et al. 2016).



Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es bacilo Gram negativo, que no posee la
capacidad de formar esporas y generalmente es moévil por la presencia de flagelos polares.
Su temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, considerandose como mesofilica; su
metabolismo generalmente es anaerobio facultativo y tienen la capacidad de metabolizar
por fermentacion una gran variedad de azlcares como glucosa y lactosa con produccion
de &cido y gas (Labbé y Garcia 2001).

Se ha observado un patron de resistencia en E. coli para tetraciclina, ampicilina,
estreptomicina y antibidticos del grupo de las tetraciclinas, sulfonamidas, cefalosporinas
y B lactamicos. Igualmente, se ha demostrado la gran habilidad de transferencia de genes
entre especies (inter-especies), como a E. coli enterohemorragica (EHEC) o a diferentes
especies (intra-especies), como Hafnia alvei, lo cual ubica a las cepas comensales de E.
coli, como uno de los reservorios principales de genes de resistencia a antibioticos (Kelly
et al. 2009).

A pesar de ser un comensal en el intestino de humanos y animales, también se han
encontrado cepas patdgenas que han sido clasificadas en siete grupos diferentes en base a
los factores asociados a invasion, adhesion, necrosis toxica, toxinas, hemolisinas,
citolisinas y producir diferentes patologias: enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC),
adherencia difusa (DAEC) y adherente invasiva (AIEC) (Croxen et al. 2013; Gomes et al.
2016; Rehman et al. 2017).

2.4.1.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), se reconoce como el primer patotipo
identificado entre 1940-1950 en brotes relacionados con diarrea infantil, siendo uno de los
principales patdgenos aislados en Latinoamérica y México (Vidal et al. 2007; Croxen et
al. 2013). Pertenece al grupo de patdgenos causantes de lesiones de adherencia y
remocion (A/E), y es caracterizada por ser no invasiva ni presentar produccion de toxina
Shiga (Stx); pueden ser termolabiles (LT) y termoestables (ST), sus patrones de adhesién
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son generados por la expresion del gen bfp (Croxen et al. 2013). Prolifera principalmente
durante los meses de julio a septiembre, transmitiéndose entre hospederos por via fecaloral
(Newell et al. 2010), sin embargo, puede encontrarse, en menor cantidad, contaminando
alimentos y agua, presentando una dosis infectiva de 108 a 10° células (Croxen et al.
2013).

2.4.1.2. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Escherichia coli enterohemorrdgica (EHEC), es conocida igualmente como E. coli
productora de Shiga toxina (Stx) (STEC), codificada en los genes stx: y stxo. Aun cuando
se han identificado mas de 400 serotipos, no todos se han encontrado con implicaciones
en la salud del humano. Estas se caracterizan por causar desde diarrea leve a hemorragica
y secuelas como el conocido Sindrome Urémico Hemolitico (HUS). Dentro de los
serotipos conocidos para las STEC, se encuentra E. coli 0157:H7 (Croxen et al. 2013), de
la cual la dosis infectiva se estima entre 10 a 100 UFC (Leonard et al. 2016). Ademas del
serotipo O157:H7, se han reconocido diversos serotipos conocidos como STEC no-0157,
los cuales se han reportado asociados también con enfermedades en humanos (Leonard et
al. 2016).

2.4.1.3. Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), comparte caracteristicas bioquimicas, genéticas
y de virulencia con Shigella teniendo diferencias en su secuencia del 1.12%. Son no
moviles, son lisina descarboxilasa negativa y no fermentadores de lactosa. Se transmite
entre hospederos por via fecal-oral o por ingestion de alimentos o agua contaminada,
teniendo una dosis infectiva de 10° células, sin embargo, no se han reportado brotes

importantes en donde EIEC sea la causa (Croxen et al. 2013; Feng et al. 2016).
2.4.1.4. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), puede ser aislada de pacientes sintomaticos y

asintomaticos, con una alta tasa de mortalidad en nifios. Es identificada principalmente
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por su capacidad de produccién de enterotoxinas termolabiles (LT) y termoestables (ST)
(Kaper et al. 2004). Su dosis infectiva para adultos se aproxima a 108 células, su
transmision es por via fecal-oral o ingestion de alimentos o agua contaminada, en la cual
puede sobrevivir hasta 3 meses, sin embargo, los manipuladores de alimentos y los
pacientes asintomaticos, son reconocidos como principales transmisores (Feng et al.
2016).

2.4.1.5. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), se reconoce por ser el agente causal de la
diarrea del viajero, asi como ser causante del brote del afio 2011 en Alemania por la cepa
hibrida (EAEC/EHEC), E. coli 0104:H4 (Delannoy et al. 2012; Croxen et al. 2013). Su
transmision se debe principalmente al consumo de alimentos como ensaladas y salsas, es
encontrada en manos de manipuladores de alimentos, siendo la higiene en estos ambientes

un factor de gran importancia para evitar la contaminacion cruzada (Croxen et al. 2013).
2.4.1.6. Escherichia coli adherente difusa (DAEC):

Escherichia coli adherente difusa (DAEC), se encuentra asociada a la sintomatologia
comun de diarrea y es persistente en nifios de entre 18 meses y 5 afios (Croxen et al. 2013).
Sin embargo, es considerada como un patotipo Unico con caracteristicas diferentes que se
caracteriza por presentar patrones de difusion en la adherencia a células HEp-2 e inducir
el desarrollo de extensiones celulares que permiten su internalizacién a la célula blanco
(Kaper et al. 2004; Croxen et al. 2013). Estos patrones de adhesion se deben
principalmente a la presencia de la fimbria tipo 1 codificada por el gen fimH la cual

permite su adhesion al epitelio intestinal del huésped (Croxen et al. 2013).
2.4.1.7. Escherichia coli adherente invasiva (AIEC)

Escherichia coli adherente invasiva (AIEC), se encuentra implicada como agente causal

principal de la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), sin embargo, no se reporta la
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expresion de factores de virulencia caracteristicos para la inflamacion. Se caracteriza por
su habilidad de adherirse, invadir y replicarse en células epiteliales y macréfagos (Croxen
et al. 2013).

2.4.2. Salmonella spp.

Salmonella, es una bacteria con morfologia bacilar, Gram negativa y considerada el agente
causal de la gastroenteritis en humanos, encontrandose a los animales y alimentos como
principales reservorios, en donde la principal via de entrada es mediante contaminacion

de hortalizas por el uso de fertilizantes organicos (Nyenje y Ndip 2013).

Salmonella enterica, es una de las bacterias mas comunmente encontrada como
contaminante de frutas y vegetales. Reportandose 245 casos asociados a melon en Estados
Unidos, durante el afio 1990 (Gautam et al. 2014).

Las vias de contaminacion con S. enterica de los cultivos de frutas y vegetales incluyen
principalmente al agua de riego, pero también agua de lluvia, suelo y el uso de
fertilizantes; sin embargo, la presencia y persistencia de Salmonella se debe en muchos de
los casos, a interacciones (Sinergismo) que esta bacteria presenta con los microorganismos
nativos o patdgenos de los cultivos, quienes facilitan la permanencia de Salmonella en ese

entorno (Gautam et al. 2014).

La presencia de una gran variedad de elementos moviles en el genoma de diferentes
especies de Salmonella, desde islas de patogenicidad hasta transposones conjugativos, han
provocado que este género sea identificado como uno de los principales asociados a la
transferencia de genes de resistencia y virulencia (Kelly et al. 2009).

La conversion lisogénica, mediante bacteridfagos, es uno de los principales métodos por
el cual las especies de Salmonella adquieren genes de resistencia y virulencia. Asi mismo,
se ha demostrado la adquisicion de genes mediante plasmidos de virulencia, los cuales

pueden ser transferidos por conjugacion a diferentes especies (Kelly et al. 2009).

10



2.4.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, es una bacteria considerada como patogeno facultativo
intracelular por su habilidad de internalizarse y replicarse dentro de células no fagociticas,
las cuales permiten su paso a través del epitelio intestinal, circulacion sanguinea y
placenta, en mujeres embarazadas (Carvalho et al. 2014). Se conoce como el agente causal
de la listeriosis en humanos, encontrandose ampliamente distribuida en el ambiente, como
en suelo, vegetacion, aguas residuales, fertilizantes y animales, en donde puede llegar a

sobrevivir por varios dias o afios (Hadjilouka et al. 2015).

Ha estado implicada en brotes asociados a alimentos, en donde el consumo de alimentos
carnicos y lacteos son los principales vehiculos de transmision, sin embargo, al encontrar
a L. monocytogenes asociada a alimentos frescos como frutas y verduras ha producido que

su incidencia haya aumentado considerablemente (Hadjilouka et al. 2015).

Listeria monocytogenes, se considera como uno de los principales patdgenos causantes de
enfermedades severas en el humano, asociandose a la accion de la toxina listeriolisina O
(Rosimin et al. 2016; Maury et al. 2017), es considerada una de las bacterias patdgenas
que ha causado gran preocupacion en la produccion de hortalizas como melones, ya que
ademas de asociarse a la superficie de este fruto, se ha relacionado con el equipo y
maquinaria utilizada durante su empaquetamiento (Webb et al. 2015; Dolan et al. 2018).
La presencia de L. monocytogenes se asocia a la frecuente contaminacion de alimentos
por L. innocua, la cual es considerada como una bacteria no patégena y distribuida
ampliamente en el ambiente (Favaro et al. 2014), sin embargo, algunas cepas atipicas de
L. innocua se han caracterizado por presentar factores de virulencia de L. monocytogenes,
considerandose como patogenas y un vehiculo para la transferencia de genes (Kelly et al.

2009; Rosimin et al. 2016)
La resistencia maltiple a antibioticos en cepas de L. monocytogenes se demostro desde el

afio 1988, asi como su gran habilidad de transferencia de genes, tales como los de

resistencia a tetraciclina (tetM), a través del proceso de conjugacion realizado inter e

11



intraespecies, en donde especies de Enterococcus y Streptococcus, han sido los principales
reservorios, asi también ha mostrado habilidad de trasferir genes de resistencia (Kelly et
al. 2009). Se ha reportado resistencia natural a algunos antibioticos del grupo de las
fluoroquinolonas y cefalosporina, especificamente cefotaxima, cefepima, fosfomicina y

lincosamidas (de Vasconcelos Byrne et al. 2016).
2.4.4. Enterococcus spp.

El género Enterococcus es considerado en el grupo de los estreptococos fecales del grupo
D segun la clasificacion de Rebeca Lancelfield para estos microorganismos, teniendo
como requerimientos principales para su crecimiento, vitaminas del grupo B y
aminoacidos. Se encuentran en el tracto intestinal de humanos y animales incluyendo aves
e insectos, y es considerado como parte del microbioma normal con niveles aproximados
de 10" UFC/g de heces fecales. Posee la capacidad de resistir condiciones de refrigeracion,
congelacidn, desecacion, pH bajo, concentraciones variadas de agua y NaCl, asi mismo,
se ha reportado su presencia en alimentos como vegetales, suelo y agua, teniendo
viabilidad hasta por 4 meses (Maheux et al. 2011; Lerma et al. 2014; Ray and Bhunia
2014; Public Health Agency of Canadé 2011).

Aun cuando es considerada como bacteria comensal en el humano, recientemente, han
aumentado los casos de infecciones por este microorganismo, en donde Enterococcus
faecalis y Enterococcus faecium han sido las especies aisladas en la mayoria de los casos
(Kafil et al. 2015; Pieniz et al. 2015). El cuadro que provocan incluye endocarditis,
infecciones y bacteriemias en tracto urinario e intestinal, heridas y catéteres
intravasculares (Agudelo y Huycke 2014). Muchas de las cepas presentan resistencia a
varios antibioticos y factores o procesos que influyen en su virulencia como agregacion
(asal), produccion de citolisina (cyl), hioluronidasa (hyl) y gelatinasa (gelE) (Arabestani
et al. 2017) principalmente. Asi mismo, se reporta que especies de Enterococcus
encontradas en alimentos, presentan muchos de los genes mencionados anteriormente
(Pieniz et al. 2015).
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La presencia de especies de Enterococcus en la superficie de frutas y vegetales, no ha sido
determinada claramente, sin embargo, se ha reportado que este microorganismo se
encuentra hasta en un 70% de las muestras de productos frescos como el melén (Johnston
y Jaykus 2004), y han presentado resistencia multiple a antibioticos del grupo de

cefalosporinas, lincosaminas y B—lactdmicos (Johnston y Jaykus 2004; Said et al. 2015).
2.5. Resistoma

Desde el descubrimiento de la penicilina, los antibidticos han sido utilizados para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, lo cual ha llevado al desarrollo y adquisicion de
resistencia por parte de los microorganismos causantes de estas enfermedades (Newell et
al. 2010; Woon y Fisher 2016). Sin embargo, se estima que la resistencia a antibidticos ha

estado presente desde antes del descubrimiento de estos (Gilling y Stokes 2012).

El conjunto de todos los genes asociados o no al fenotipo de resistencia a antibioticos,
para el estudio del origen, evolucion, mecanismos y emergencia de la resistencia adquirida
por antibioticos, se le conoce como resistoma (Perry et al. 2014). Dentro del término, se
incluyen a bacterias patdgenas y no patdgenas, las cuales se encontrarian como principales

reservorios de genes (Gillings 2014; Perry et al. 2014; Bakour et al. 2016).

La adquisicion de resistencia se da por diversos métodos, entre los cuales se encuentran
los cambios genotipicos o fenotipicos y/o por genes o elementos transponibles o moviles,
lo cual se ve incrementado al exponerse a concentraciones subletales del compuesto
(Handel et al. 2016). Aun cuando la adquisicién de resistencia permite a las bacterias el
crecer en presencia de antibi6ticos en altas concentraciones, la capacidad de adaptacion y

la carga metabdlica se pueden encontrar disminuidas (Handel et al. 2016).

Tan solo en Estados Unidos se asocian alrededor de 23,000 muertes por afio a la resistencia
bacteriana a antibiéticos (Chang et al. 2014), lo cual ha llevado a definir a estos
microorganismos resistentes dentro del grupo ESKAPE (decir que significa),

microorganismos patdgenos en los que la resistencia a antibidticos ha aumentado durante
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los dltimos afios. Dentro de este grupo se incluyen cepas de Enterococcus,
Staphylococcus, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas, y Enterobacter, los cuales
causan problemas de salud principalmente asociados a centros hospitalarios
(AmabileCuevas 2010). Esta adquisicion de resistencia se puede deber en gran medida a
la transferencia de estos genes por especies de microorganismos, patdégenos o no

patogenos, confiriendo “resistencia natural” dentro del ambiente microbiano (Allen 2014).

La resistencia a antibioticos se considera actualmente como una amenaza mundial (Colello
et al. 2015; Liu et al. 2016), en la cual las bacterias patégenas van aumentando su
habilidad para adquirir resistencia, lo que esta causando problemas con en el uso de
antibidticos como tratamiento de enfermedades (Perry et al. 2014). Se ha visto que esta
alta resistencia también es propiciada por el uso incorrecto de antibidticos en humanos y
en el area de agricultura, para cultivos y animales de granja. Esto Gltimo es de suma
importancia ya que se calcula que el consumo anual de antibidticos con fines para
crecimiento acelerado y prevencién de enfermedades en ganado es de aproximadamente

13 millones de kilogramos (Chang et al. 2014).

2.5.1. Transferencia horizontal de genes

La transferencia horizontal de genes es uno de los principales mecanismos descritos para
la adquisicion de genes de resistencia en bacterias, de la misma o diferente especie, el cual
puede suceder por 1) transformacion natural (ADN exdgeno), 2) transduccion

(bacteridfagos) o 3) conjugacién (Schroeder et al. 2017).

2.5.1.1. Transformacion

La transformacién es un proceso por el cual las bacterias son capaces de tomar ADN
exogeno, integrarlo y expresarlo como propio en su genoma. Es un principio descrito
desde 1928 por Griffith, en el cual se demostré la capacidad de diversas cepas de
Streptococcus pneumoniae por intercambiar ADN de forma natural. Este mecanismo es

el principal por el cual se lleva a cabo la adquisicidn de genes de resistencia a antibioticos,
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y que quedd demostrado durante los afios cincuenta, con la adquisicién de genes de
resistencia a penicilinas y estreptomicinas (von Wintersdorff et al. 2016). Asi mismo, se
determinaron ciertas condiciones necesarias para la adquisicion de ADN exdgeno, en
donde la bacteria receptora debe de encontrarse en estado competente para la
transformacion, lo cual puede presentarse de forma natural, o ser inducido por las
condiciones del medio o moléculas como autoinductores y que el ADN exogeno se

encuentre estabilizado para evitar su degradacion (von Wintersdorff et al. 2016).
2.5.1.2. Transduccion

La transduccion es un proceso mediado por bacteriéfagos al iniciar un proceso de
infeccion bacteriano, permitiendo la alta diseminacion de genes y/o secuencias genéticas
a estos microorganismos (von Wintersdorff et al. 2016). Entre las secuencias con alta
capacidad de transferencia se reportan ADN cromosomal, plasmidico, transposones e islas
gendmicas o de patogenicidad, en las cuales la movilizacion y transferencia de genes de

resistencia a antibidticos se reporta con alta frecuencia.

La habilidad de los bacteriéfagos por sobrevivir en ambientes externos, superficies y/o
corrientes de agua, ha permitido descubrir procesos de transduccion para multiples
antibioticos como tetraciclina, eritromicina y B-lactdmicos, presentes en muestras
ambientales de agua y heces provenientes de humanos y animales, indicando a los
bacteriofagos como reservorios de genes de resistencia a antibioticos (von Wintersdorff
et al. 2016).

2.5.1.3. Conjugacién

El mecanismo de conjugacién se define como la transferencia de ADN mediante un
proceso que requiere contacto célula-célula por medio de un pili conjugativo o adhesinas
de superficie presentes en las bacterias, asi como de una maquinaria especializada de
conjugacion codificada en genes cromosomales o plasmidicos (von Wintersdorff et al.

2016). Este mecanismo provee de cierta proteccion del medio exterior para los elementos
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a transferir, como plasmidos o transposones, asi como de vias efectivas para la entrada e

integracién de estos elementos a la célula receptora (von Wintersdorff et al. 2016).

La conjugacion de elementos mdviles que confieren resistencia a antibioticos ha sido
observada en diversos ambientes y superficies como suelo, agua, alimentos y en patdgenos
asociados a enfermedades nosocomiales, considerando a la conjugacion como un
mecanismo establecido para la diseminacion de los genes de resistencia a antibidticos
como quinolonas, aminoglucosidos, tetraciclinas, sulfonamidas y PB-lactdmicos (von

Wintersdorff et al. 2016).
2.5.2. Resistencia a antibioticos en alimentos

El uso de antibioticos en alimentos, contribuyen a incrementar el riesgo de resistencia por
microorganismos patogenos y no patogenos (Newell et al. 2010). Bacterias comensales
como E. coli o Enterococcus spp. pueden obtener genes por transferencia horizontal,
convirtiendose en un riesgo indirecto para el hospedero (Josephs-Spaulding et al. 2016).
El riesgo generado por la adquisicion de genes de resistencia debe de valorarse en la
misma magnitud aun cuando se genere en bacterias no patdgenas, las cuales se han
considerado con mayor capacidad de diseminacién y transferencia de genes a bacterias

patdgenas (Bengtsson-Palme 2018).

La cadena de produccion de alimentos es considerada como una ruta de dispersion de
bacterias resistentes y de genes de resistencia, lo cual estimula que bacterias adaptadas al
ambiente adquieran facilmente y compartan diversos genes de resistencia mediante su

transferencia horizontal (Bengtsson-Palme 2018).

Las frutas y vegetales que se han encontrado implicados en la diseminacion de bacterias
resistentes y genes de resistencia presentan caracteristicas de cultivo asociadas al uso de
fertilizantes basados en estiércol de animales tratados con antibidticos (Tien et al. 2017;

Bengtsson-Palme 2018), sin embargo, se han derivado casos asociados al uso previo de
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antibioticos para la prevencion de enfermedades de estos alimentos (Bengtsson-Palme
2018).

2.5.3. Uso de antibidticos en agricultura

El uso de antibidticos en agricultura ha llevado a un aumento en la cantidad de
microorganismos resistentes, los cuales, por tener contacto directo con el humano, se
consideran como principales vehiculos de transmision de los mismos, determinando tres
mecanismos por los cuales la resistencia a antibiéticos se transfiere a un reservorio
humano (Chang et al. 2014):

1. Infeccién de animales por bacterias patdgenas resistentes a antibidticos que
previamente tuvieron contacto con animales de granja o ingestién de alimentos o
agua contaminada.

2. Infeccion al igual que el mecanismo 1, sin embargo, se encuentran las condiciones
para la transmision entre humanos de las bacterias patdgenas resistentes a
antibioticos.

3. Transferencia horizontal de genes de resistencia a antibidticos en bacterias

patdgenas para humanos.

2.5.4. Reservorios de genes

Algunos microorganismos comensales establecidos en ambientes naturales son
reservorios de genes de resistencia a antibioticos, los cuales pueden ser transferidos a
bacterias patdgenas presentes en el humano o ambientes que tengan un contacto directo
con este hospedero (Berglund 2015). Se ha descrito que en el area de agricultura la
diseminacion de genes de resistencia a antibioticos se debe a su presencia en ambientes
como suelo, aguas residuales y desechos provenientes de humanos y animales, siendo

transferidos principalmente a bacterias patdgenas (von Wintersdorff et al. 2016).
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Especies de bacterias no patdgenas como Kluyvera, presentes en ambientes naturales,
poseen genes de resistencia antibidticos en su genoma, permitiéndoles tener alta capacidad
de diseminacion, principalmente a bacterias de la familia Enterobacteriaceae (von
Wintersdorff et al. 2016).

Recientemente, se reportd la transferencia del gen mcr-1, para resistencia a colistina, a
bacterias asociadas al microbioma de humanos, en donde se encontr6 a los animales de
granja como los reservorios principales (von Wintersdorff et al. 2016; Ye et al. 2016). Asi
mismo, genes para [-lactamasas, presentes en enterobacterias, son transferidos por
especies de Shewanella, la cual se encuentra presente en ambientes acuaticos (von
Wintersdorff et al. 2016).

2.5.5. Grupos de antibioticos de importancia en areas agricolas

2.5.5.1. pB-lactdmicos

El grupo de antibidticos considerados como p—lactdmicos, han sido utilizados
mundialmente como agentes de primera linea de defensa para el tratamiento de

infecciones causadas por enterobacterias (Adler et al. 2016).

La presencia de genes que confieren resistencia a f—lactdmicos se han encontrado en
ambientes con temperaturas extremas como en las capas de suelo de permagel con mas de
30,000 afios de antigtiedad, considerandose como los principales genes en el inicio de la
resistencia bacteriana multiple (Berglund 2015). E. coli fue el primer microorganismo
para el cual se reportd por primera vez la presencia de enzimas hidrolizantes de —
lactamicos, conocidas como pB—lactamasas, de las cuales actualmente se ha identificado
mas de 1000 diferentes y que confieren resistencia principalmente para penicilinas y
cefalosporinas (Adler et al. 2016; Van Duijkeren et al. 2018), otros mecanismos de

resistencia a p—lactamicos incluyen a la reduccion en la union a proteinas de union a
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penicilina (PBPs), asi como diminucion de la permeabilidad de membrana o el incremento

en la sintesis de bombas de eflujo (Van Duijkeren et al. 2018).

El surgimiento y uso masivo de nuevas familias de B—lactamicos, asi como antibioticos de
ultima generacion, determind la generacion de P-lactamasas de espectro extendido
(ESBL), las cuales codifican para la resistencia de la mayoria de los B-lactamicos
conocidos (Brolund y Sandegren 2015; Adler et al. 2016). Estas enzimas son sintetizadas
principalmente por bacterias Gram negativas como Klebsiella pneumoniae, E. coli,

Proteus mirabilis, Salmonella, Pseudonomas aeruginosa y Enterobacter.

Una de las principales caracteristicas que presentan las bacterias productoras de ESBL, es
su capacidad para la resistencia a otras familias de antibiéticos como fluoroguinolonas y

aminoglucosidos, dificultando el tratamiento de los pacientes.

2.5.5.2. Fluoroquinolonas

Las fluoroguinolonas son un grupo de antibidticos conocidos como de amplio espectro
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, los cuales se han utilizado desde finales
de los afios ochenta. Son derivados de la familia de las quinolonas, sin embargo, a
diferencia de estos, la adicion de un &tomo de fluorita clasifica a las fluoroquinolonas con
potente accién y amplio espectro (Redgrave et al. 2014), la cual se lleva a cabo inhibiendo

la replicacion bacteriana (Van Duijkeren et al. 2018).

La adquisicién de resistencia a fluoroquinolonas, se presenta mediante dos mecanismos
principales: 1) mutaciones en el gen de las ADN topoisomerasas y 2) reduccion en la
acumulacién del antibidtico intracelular mediante bombas de eflujo, para evitar que el
antibidtico llegue al sitio blanco de accion; ademas se ha reportado cierta capacidad de
resistencia mediante la presencia de plasmidos de resistencia a quinolonas (PMQR)
(Redgrave et al. 2014; Van Duijkeren et al. 2018).
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En forma principal, las mutaciones responsables de la adquisicion de resistencia a
fluoroguinolonas se generan en los genes para la ADN girasa (gyrAy gyrB), asi como para
la ADN topoisomerasa IV (parC y parE), sin embargo, la resistencia generada por PMQR
provoca la presencia de genes de proteccion a la ADN girasa (gnr), que se encuentran
asociados a elementos moviles y grupos de incompatibilidad de plasmidos. (Van
Duijkeren et al. 2018).

2.5.5.3 Tetraciclinas

Los antibioticos pertenecientes al grupo de las tetraciclinas son utilizados ampliamente en
areas de agricultura y de salud en humanos y animales. Se reportan como antibidticos
presentes de manera natural en el ambiente, ya que son secretados por la orina y heces en
forma activa hasta en un 70%, lo que lleva a la adquisicion de resistencia por bacterias

adaptadas a los ambientes naturales (Daghrir y Drogui 2013).

Los mecanismos de resistencia a tetraciclinas se derivan de la presencia de genes de
bombas de eflujo, de enzimas de inactivacién y de proteccion del ribosoma (Van
Duijkeren et al. 2018). La gran diversidad de los genes que codifican para resistencia a
tetraciclinas (tet) y su eventual capacidad de ser codificados en elementos moviles, han
contribuido a su presencia y diseminacion en muchas bacterias y ambientes naturales
como aguas residuales, en donde se ha reportado la presencia de los genes tetA, tetB, tetC,
tetD, tetE, tetG, tetM, tetO, tetS y tetQ (Berglund 2015).

La mayoria de los genes tet, se encuentran codificados en plasmidos y transposones, los
cuales generalmente se relacionan con la presencia de genes que codifican resistencia a

otros grupos de antibiéticos como macrolidos (Berglund 2015).
2.5.5.4 Macrolidos

Los macrélidos, son un grupo de antibidticos altamente efectivos para el tratamiento de

infecciones bacterianas graves, su mecanismo de accion se encuentra enfocado en la
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inhibicion de la sintesis de proteinas mediante la unién en la subunidad 50S del ribosoma,
y como consecuencia la inhibicién del crecimiento bacteriano (Kannan et al. 2014; Van
Duijkeren et al. 2018).

La adquisicion de resistencia para este grupo de antibidticos se encuentra codificado
principalmente en los genes de metilasas de ARNr (erm), los cuales se encuentran tanto
en el ADN gendémico como en plasmidico y confieren resistencia a macrélidos,
lincosamidas y estreptogramina (Van Duijkeren et al. 2018). Al ser encontrados en aguas
residuales y animales, se definen como genes ampliamente distribuidos en la naturaleza
(Berglund 2015).

2.5.5.5 Sulfonamidas

Las sulfonamidas, son uno de los grupos de antibidticos de amplio espectro, encontrados
en el ambiente de forma persistente, los cuales son eliminados por el humano en un 5090%
en forma de metabolitos. Son antibidticos ampliamente utilizados en éareas de agricultura,
encontrdndose principalmente en suelo, lo que podria llegar a causar la adquisicion de
resistencia por bacterias adaptadas a estos ambientes (Wang et al. 2016).

La resistencia a este grupo de antibidticos se genera mediante la permeabilidad de la
membrana, bombas de eflujo y en intregrones de clase 1, por los genes sull y sulll, los
cuales se presentan ampliamente distribuidos en ambientes naturales como aguas

residuales, suelo y animales de granja (Berglund 2015; Van Duijkeren et al. 2018).
2.5.5.6 Colistina

La colistina es un antibidtico perteneciente a la familia de las polimixinas, que fue
utilizado por primera vez en el area clinica durante los afios cincuenta y que se considera
de amplio espectro contra bacterias Gram Negativas, incluyendo a la mayoria de las
especies de la familia Enterobacteriaceae (Liu et al. 2016; Schwarz y Johnson 2016). La
colistina, junto con la polimixina B, son los antibi6ticos utilizados actualmente para

tratamiento por infecciones bacterianas en humanos (Liu et al. 2016; VVan Duijkeren et al.
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2018) siendo por su alta toxicidad, de uso limitado principalmente en nebulizaciones para
pacientes con fibrosis quistica e infeccion pulmonar. La OMS ha aceptado el uso de
colistina como de ultimo recurso en infecciones provocadas por bacterias bacterias Gram
Negativas de resistencia multiple a la mayoria de los grupos de antibidticos utilizados

frecuentemente (Schwarz y Johnson 2016).

La resistencia encontrada por ciertas bacterias a la colistina se debe a la modificacion del
lipido A de la capa de lipopolisacarido (LPS), dando como resultado, una baja afinidad
por las polimixinas (Liu et al. 2016). Estos patrones de resistencia se deben principalmente
a una codificacion cromosoémica (Schwarz y Johnson 2016). Sin embargo, Liu et al.
(2016), reportaron cepas de E. coli en donde la resistencia a colistina se encontré por la
transferencia del gen mcr-1, el cual se codifica en un plasmido encontrado en cepas de K.
pneumoniae y P. aeruginosa (Paterson y Harris 2016). Sin embargo, se han encontrado a
ciertos géneros de la familia de las enterobacterias con mecanismos de resistencia a
colistina, que es codificado de forma cromosomal, asociados a los genes pmrAB, phoPQ

y el regulador mgrB, causando modificacion del lipido A (Ye et al. 2016).

2.5.6. Factores asociados en la diseminacién de genes de resistencia.

2.5.6.1. Integrones:

Los integrones son estructuras genéticas que permiten la adquisicion de genes exdgenos
en la forma de casetes maviles, los cuales se movilizan, integran y expresan dentro del
genoma bacteriano. Los integrones se componen de tres elementos genéticos: 1) gen de la
integrasa (intl), 2) sitio de recombinacion (attl/attC) y 3) gen promotor (Pc), permitiendo
su clasificacion, a partir de la diversidad en la secuencia del gen de la integrasa (Gillings
2017; de Paula et al. 2018; Li et al. 2018).

En la actualidad, se han descrito cuatro clases generales de integrones (clase 1 a clase 4),

en donde las clases 1 a 3 son conocidas como de resistencia multiple (Li et al. 2018), asi
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mismo, se han encontrado secuencias de integrones en mas de un 15% de los genomas

bacterianos secuenciados (Gillings 2017).

Los integrones de clase 1 se consideran como predominantes entre las bacterias,
encontrandose en un 22 a 59% en Gram Negativas (E. coli, Pseudomonas, Salmonella,
Enterococcus y Klebsiella) (Li et al. 2018), asi como en el genoma de bacterias no
patdgenas (Betaproteobacteria) encontradas en ambientes naturales como suelo, agua y
biopeliculas ambientales (Gillings 2017). Esta clase de integrones, al presentar un sitio de
recombinacion (attC) de rango amplio, tienen la capacidad de adquirir y expresar diversos
genes encontrados en el ambiente, sin embargo, son caracterizados por la expresion de
genes de resistencia a sulfonamidas (sull) (Gillings 2017; Rizk y EI-Mahdy 2017).

Los integrones de clase 2 y 3, aun cuando presentan similitud con la clase 1 en un 40 y
60%, respectivamente, no han sido detectados en un gran nimero en bacterias Gram
Negativas (Rizk y El.Mahdy 2017).

2.5.6.2. Plasmidos:

Los plasmidos son estructuras genéticas extra-cromosomales que permiten la transmisién
horizontal de genes mediante el mecanismo de conjugacién, uno de los mecanismos mas
efectivos en la diseminacion de genes entre bacterias, permitiendo la evolucion y
adaptacion efectiva en diferentes ambientes (Shintani et al. 2015). EI mecanismo de
transferencia de genes se encuentra relacionado con el proceso de replicacion
independiente presente en los plasmidos, lo cual ocurre en el sitio conocido como origen
de replicacion vegetativa (oriV) e inicia mediante la actividad de la proteina de inicio de

la replicacion (rep) (Shintani et al. 2015).

Uno de los principales problemas asociados a la diseminacion de plasmidos es la presencia
de genes para ESBL, lo cual causa problemas en el tratamiento de infecciones generadas
por enterobacterias (Shintani et al. 2015). Asi mismo, muchas bacterias Gram Negativas

como E. coli, Salmonella, Shigella y Yersinia presentan plasmidos de virulencia, los
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cuales se asocian con la codificacion de ciertos factores de virulencia. Estos plasmidos se
encuentran en una familia particular conocida como plasmidos de incompatibilidad (Inc)
(Carattoli 2009; Shintani et al. 2015).

La incompatibilidad de plasmidos es definida como la inhabilidad de dos plasmidos
diferentes de coexistir de forma estable en la misma célula hospedadora al no existir una
presion selectiva (Carattoli 2009; Pérez-Oseguera y Cevallos 2013), asi mismo, al estar
presentes se genera una limitante para obtener nuevos plasmidos y a consecuencia, definir
la evolucion bacteriana (Pérez-Oseguera y Cevallos 2013). Los plasmidos de
incompatibilidad se encuentran dentro de la familia de plasmidos repABC, codificado por
el operon repABC, generando una asociacion entre la replicacion y segregacion de estos
plasmidos (Pérez-Oseguera y Cevallos 2013).

2.6. Viruloma.

La variedad en el contenido gendmico bacteriano permite encontrarse en diferentes
ambientes interaccionando, ya sea como comensal o patdégeno, en donde la expresion,
produccion, transporte y/o secrecion de factores de virulencia de microorganismos

patdégenos posee mayor impacto en procesos de infeccion (Nogueira 2013).

Los factores de virulencia se relacionan principalmente a los estadios de infeccion,
inflamacion y el desarrollo de enfermedad en el hospedero, adicionalmente, proveen
proteccion a las bacterias para su sobrevivencia a condiciones desfavorables (Chen et al.
2016). Principalmente, estos factores de virulencia se relacionan con la regulacion del
flagelo, curli, fimbrias, adhesinas, produccion de biopeliculas o factores que generan

competencia durante la infeccion, ya sea por toxinas o antibidticos (Schroeder et al. 2017).

Las bacterias patogenas tienen la capacidad de expresar una gran variedad de factores de
virulencia, para los cuales se definié el término de viruloma, refiriéndose al conjunto de
todos los factores de virulencia que se encuentran en el genoma de las bacterias,

encontrandose organizados generalmente en fragmentos del genoma como islas de
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patogenicidad, los cuales tienen la caracteristica de ser transferidos horizontalmente y
codificar para uno o varios grupos de factores de virulencia (Diard et al. 2013; Nogueira
2013; Bakour et al. 2016)

La regulacion de estos factores por el sistema bacteriano depende en gran parte del balance
entre el costo/beneficio que esta expresion generard en la sobrevivencia celular y
poblacional (Diard et al. 2013).

Los factores de virulencia pueden clasificarse de acuerdo con el modo de accion que

poseen dentro del hospedero, como:

1. Ofensivos: relacionados con procesos de adherencia (pili, fimbrias y adhesinas),
invasion y toxinas (proteoliticas y formadora de poros de membrana)

2. Defensivos: relacionados con interacciones con el sistema inmune del hospedero
(anti-fagociticos, proteasas de inmunoglobulinas y variantes antigénicas)

3. No especificos: relacionados con la toma de metales como hierro o magnesio, que
principalmente tienen la funcion de tomar nutrientes del hospedero.

4. Regulatorios: relacionados a la regulacion del sistema inmune en diferentes

procesos infecciosos.
2.6.1. Transferencia de genes de virulencia

Los genes de virulencia, al igual que los genes de resistencia a antibidticos, se adquieren
mediante mutaciones espontaneas e intercambio de genes a través del mecanismo de
transferencia horizontal (Schroeder et al. 2017).

La transformacion de cepas no patdgenas a patdgenas mediante este mecanismo es una de
las principales preocupaciones, ya que el ser encontradas como reservorios de genes de
resistencia a antibidticos, las convierte en agentes potenciales causales de enfermedades
y de dificil tratamiento (Chen et al. 2015).
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2.7. Relacion entre resistoma y viruloma

Generalmente, la regulacion de genes de virulencia y resistencia se encuentra relacionada,
en donde las modificaciones post-traduccionales, respuesta a factores de estrés, formacion
de biopelicula, comunicacién por quorum sensing (QS) y factores ambientales, se

encuentran como factores esenciales de esta regulacion (Schroeder et al. 2017).

Los mecanismos de regulacién entre la resistencia a antibioticos y virulencia no se han
determinado en su totalidad, causando confusion entre el efecto que esta relacion posee
en ambos factores (Schroeder et al. 2017). Se ha encontrado una relacién directa entre la
adquisicién de resistencia a antibioticos y la produccion de factores de virulencia, sin
embargo, como caso contrario, la inhibicion de factores de virulencia genera un aumento

en la resistencia a antibidticos (Rehman et al. 2017; Schroeder et al. 2017).

Uno de los mecanismos descritos para establecer esta regulacion, es la induccion de ciertos
factores de virulencia determinados a través de la exposicion a ciertos antibidticos, asi
como induccion de la produccion de toxina Shiga en E. coli, por fluoroquinolonas, -
lactdmicos y sulfonamidas (Bakour et al. 2016), demostrando lo generado en la mayoria
de las bacterias, en donde se presenta un aumento mutuo entre ambos factores,
considerando la posibilidad en la cual su inhibicion o reduccion, se lleve a cabo de manera

conjunta (Schroeder et al. 2017).

En vista que se ha relacionado el resistoma y viruloma en bacterias asociadas a productos
vegetales, asi como la alta incidencia de que se presente transferencia horizontal de genes
en el ambiente agricola, en este trabajo analizamos la incidencia del perfil genético de
resistencia a antibidticos y de factores de virulencia asociados al ambiente agricola del

melén.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, el uso de antibidticos en areas de la salud y agricolas ha aumentado
considerablemente, propiciando la adquisicion de resistencia por parte de las bacterias
adaptadas a estos ambientes, este proceso se puede llevar a cabo a través de elementos
moviles (transposones, integrones o plasmidos) y por el uso de mecanismos como la
transferencia horizontal de genes. Esta capacidad de presentar genes de resistencia a
antibioticos (resistoma) ha sido correlacionada con los mecanismos asociados a la
patogenicidad bacteriana, los cuales se relacionan directamente con la adquisicion y

expresion de diversos factores de virulencia (viruloma).

Se ha reconocido a las bacterias asociadas al ambiente agricola de frutas y vegetales como
principales reservorios de genes y responsables de la diseminacion de estos elementos al
ambiente agricola. En particular, en el ambiente de produccion de mel6n, se ha reportado
la presencia de bacterias como E. coli (manos de pizcadores y agua de riego) y debido a
su estructura externa en forma de red, este producto puede permitir la adhesion de diversos
microorganismos, tales como Salmonella enterica y L. monocytogenes principalmente, a

su vez, siendo causantes de los diversos brotes asociados al consumo de melon.

De acuerdo con lo anterior, en el presente estudio se realizd el analisis de la distribucion
de genes de resistencia a antibioticos (resistoma) y de factores de virulencia (viruloma)

asociados al microbioma bacteriano del ambiente agricola de produccion de meldn.
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4. HIPOTESIS

El microbioma bacteriano del melén (C. melo L.) cultivado en la region de Paila, Coahuila
de Zaragoza, porta genes de resistencia a antibioticos y de virulencia de E. coli, L.

monocytogenes, E. faecalis y Salmonella spp.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Analizar el perfil resistomico y virulomico del microbioma bacteriano asociado al melon

y su ambiente de produccién.

5.2.  Obijetivos especificos

Analizar el perfil resistomico del microbioma bacteriano en melén y su ambiente (agua
de riego, suelo y manos de pizcadores) en huertas localizadas en la regién de Paila,
Coahuila de Zaragoza.

Analizar el perfil viruldmico del microbioma bacteriano en melén y su ambiente (agua de
riego, suelo y manos de pizcadores) en huertas localizadas en la region de Paila, Coahuila
de Zaragoza.

Establecer la correlacion entre cada uno de los genes analizados (resistoma y viruloma)
del microbioma bacteriano en meldn y su ambiente (agua de riego, suelo y manos de

pizcadores) en huertas localizadas en la regién de Paila, Coahuila de Zaragoza.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Recoleccion de muestras

El &rea de estudio comprendié de tres huertas de melon en la region de Paila, Coahuila de
Zaragoza, Mexico. La recoleccion de las muestras se realiz6 durante los meses de junio y

julio de 2017, realizando tres visitas a cada huerta.

Las muestras compuestas recolectadas se trasladaron dentro de hieleras, al Laboratorio de
Bioguimica y Genética de Microorganismos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,

UANL, en donde se les realizaron los procedimientos necesarios para su analisis.
6.1.1. Recoleccion de muestras: melon

Se colectaron en total 99 muestras compuestas de meldn; 36 en la visita 1, 33 en la visita
2 y 30 en la visita 3. Cada muestra compuesta consistio en el lavado de seis melones. Los
melones fueron proporcionados por los pizcadores, por lo que el personal de laboratorio

no tuvo contacto con ellos.
6.1.1.1 Lavado de melones

Las muestras de melon se realizaron mediante lavado, para lo cual, dos melones fueron
colocados en bolsas estériles (Nasco Whirl-Pak de 184 0z,5441 ml) con 500 ml de agua
peptonada estéril al 0.15% (Heredia et al. 2016). La superficie de los melones fue tallada
a través de la bolsa durante 30 segundos por agitacion, 30 segundos de masaje y 30
segundos de agitacion extra. Este método se repitid, en tres ocasiones, para tener un

enjuague de seis melones.

Posterior al lavado, se retiraron los melones de la bolsa y el agua de enjuague de los seis

melones se mezcld obteniendo un volumen final de 1,500 ml (muestra compuesta).
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6.1.2. Recoleccidén de muestras: agua

Se colectaron en total 35 muestras de agua; 17 de los sistemas de irrigacion y 18 de fuente.
Previo a la recoleccién de las muestras, las bombas y mangueras conectadas se
desinfectaron con hipoclorito a 200 ppm y se dejé correr el agua durante 30 s. Las muestras
fueron tomadas de dos puntos diferentes de suministro: agua de las mangueras de
irrigacion y agua de fuente (directamente de la salida de la bomba de extraccion). Se
tomaron dos muestras para cada uno de los puntos de suministro, las cuales consistieron

en 500 ml, en las tres huertas.

Agua de irrigacion: se colectaron muestras cercanas al area de la colecta de los melones,
las cuales generalmente se encuentran conectadas a una manguera principal y una cinta

de goteo, suministrando de agua al cultivo.

Agua de fuente: se recolectaron muestras a partir de la bomba principal que provee de

agua a las mangueras de irrigacion.
6.1.3. Recoleccién de muestras: manos

Se colectaron en total 66 muestras de enjuague de manos; 20 en la visita 1, 21 en la visita
2y 25 en la visita 3. Todas las muestras de enjuagues de manos de pizcadores se tomaron
del personal que se encontr6 trabajando dentro del area de muestreo. Cada muestra se
tomo siguiendo el método establecido por Heredia et al. (2016) el cual consistid en
introducir un mano en una bolsa Nasco Whirl-Pak de 92 oz (2721 ml) conteniendo 750
ml de agua peptonada estéril al 0.15%. Cada mano se agit6 durante 30 segundos y se frotd
por nuestro personal desde el exterior de la bolsa durante 30 segundos extra. Este

procedimiento fue realizado de la misma manera para la otra mano.
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6.2. Procesamiento de muestras

Todas las muestras recolectadas se transportaron a nuestro laboratorio y se procesaron
durante las primeras 48 h, para el aislamiento genémico del microbioma y la busqueda de
bacterias patdgenas e indicadores (E. coli, Salmonella., L. monocytogenes, Shigella'y E.

faecalis) siguiendo el método de filtracion por membrana establecido por Heredia et al.

(2016).
6.3. Determinacion del resistoma y del viruloma.
6.3.1. Filtracion por membrana

Se utilizé el método de filtracion por membrana de diferentes volimenes segin la muestra
a analizar (sistema de filtracion con vacio Pall Corporation) para la concentracion de las
muestras. La muestra se hizo pasar a través de una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um
(Millipore) estéril. La membrana resultante, fue utilizada para la extraccion del ADN total.

Para cada uno de los enjuagues obtenidos se filtraron volimenes entre 20 a 100 ml.
6.3.2. Extraccion de ADN gendmico del microbioma del melon

Las membranas de nitrocelulosa se colocaron en un tubo cénico Falcon (Fisher Scientific)
de 15 ml y se adicionaron 500 ul de amortiguador GITC (Isotiocianato de Guanidina 5 M,
EDTA 100 mM, Sarkosyl

0.5%), para la posterior extraccion del material genético siguiendo el protocolo del sistema
DNeasy Blood and Tissue (Quiagen) (Marti et al. 2013). La concentracion de los
productos obtenidos se determind espectrofotométricamente (NanoDrop 2000

Spectrophotometer, Thermo Scientific).
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6.3.2.1. Deteccion de genes por PCR punto final

Los productos obtenidos se sometieron a la deteccion de diferentes pares de
oligonucleotidos codificando para resistencia a antibidticos, elementos moviles,

integrasas y factores de virulencia, los cuales se muestran en la Tabla 2.

Las condiciones de la PCR para cada uno de los genes se determinaron de acuerdo con lo
recomendado para cada uno de los oligonucleétidos a analizar, utilizando un
termociclador ThermoHybaid (Modelo HBPX110).

Posterior a su amplificacion, los genes se visualizaron mediante un gel de agarosa 1% con
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (1X), utilizando un fotodocumentador de luz UV (Gel
Logic 200 Imaging System, Kodak). Los genes constitutivos utilizados para la

determinacion del microbioma y bacterias patdgenas se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes constitutivos para la determinacion del microbioma bacteriano asociado al ambiente agricola
de meldn.

Gen constitutivo | Oligonucledtidos Secuencia (5" - 3%) Referencia
165 ARNr CAGGCCTAACACATGCAAGTC Marchesi et
universal 165 rRNA al. 1998
GGGCGGWGTGTACAAGGC '
CCCCCTGGACGAAGACTGAC Ferreira et al
Escherichia coli 16S rRNA errglcr)ig al.
ACCGCTGGCAACAAAGGATA
TATCGCCACGTTCGGGCAA
. Wang et al.
Salmonella spp. invA 1997
TCGCACCGTCAAAGGAACC
L GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA .
Listeria hylA Soni y Dubey
monocytogenes GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG 2014
GGGGACAGTTTTGGATGCTA
Enterococcus Strateva et al.
eda
spp. 2015
TCCATATAGGCTTGGGCAAC
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Tabla 2. Genes de resistencia a antibidticos (A) y factores de virulencia (B) que se utilizaron para la

determinacion del resistoma y viruloma del microbioma y bacterias patdgenas asociadas al melén y su
ambiente.

Tabla 2 (A). Genes de resistencia a antibioticos.

Grupo de ) ) ) )
o Oligonuclettidos Secuencia (5" - 3") Referencia
antibioticos
TAATAAGAAAAGCAAGTAGGA
blaCARB-4
AACTATGATTGGGGATTGAG
Marti et al.
AGCCGCATATTTAGTTCTAG
blaOXA-5 2013
ACCTCAGTTCCTTTCTCTAC
o GGTTATGCGTTATATTCGCC
B-lactamicos blaSHV
TTAGCTTTGCCAGTGCTC
1 GGTTAAAAAATCACTGCGTC Garrec et al.
ctxm-
TTGGTGACGATTTTAGCCGC 2011
c GGGAATGCTGGATGCACAA Bockelmann
am
P CATGACCCAGTTCGCCATATC et al. 2009
A GCGGTCTTCTTCATCATGC
tet
o CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA
Tetraciclinas
5 CATTAATAGGCGCATCGCTG
tet
TGAAGGTCATCGATAGCAGG
Marti et al.
GTTCAAGAACAATCAATACAGAG
ermA 2013
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC
CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAA
Macroélidos ermB AGGC
GAATCGAGACTTGAGTGTGC
c TCGTTTTACGGGTCAGCACTT Schmidt et
erm
CAACCAAAGCTGTGTCGTTT al. 2015
GTGAACGGTGTTCGGCATTCT
Sulfonamidas sull
TCCGAGAAGGTGATTGCGCT Marti et al.
ATTTCTCACGCCAGGATTTG 2013
Fluoroguinolonas gnrA
GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

34



CONTINUACION

e TACCGAGCTGTTCCTTGTGG Iranzad et al.
ar
P GGCAATGTGCAGACCATCA 2017
GCAGCATACTTCTGTGTGGTAC Chabou et
Polimixinas mcer-1
TATGCACGCGAAAGAAACTGGC al. 2016
) ) GTGACAAACCGGAGGCGAGGA Talebi et al.
Glicopéptidos vanB
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 2015
- CCTCCCGCACGATGATC
in
TCCACGCATCGTCAGGC
TTATTGCTGGGATTAGGC
Integrinas intll
ACGGCTACCCTCTGTTATC
Marti et al.
AGTGGGTGGCGAATGAGTG
intlll 2013
TGTTCTTGTATCGGCAGGTG
v CTCCCGTACTAACTGTCACG
ori
ATCGACCGAGACAGGCCCTGC
Plasmidos
- TTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGC
ori

GCCGTTAGGCCAGTTTCTCG
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Tabla 2 (B): Genes de factores de virulencia

\ﬁ:ﬁﬁ?};g Bacteria Ollgt?ggsleo- Secuencia (5' - 3") Referencia
stxl CAGTTAAGTGGTGGCGAAGG
Vidal et al.
CACCAGACAATGTAACCGCTG 2005
Escherichia oxt2 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG
coli
_ GCGTCATCGTATACACAGGAGC
Toxinas
It GTAGGGAAGCGAACAGAG Wang et al.
1997
AAGCTCCGTGTGCCTGAA
Listeria GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA | Soniy
monocytogenes hyIA DUbey
ytog 2014
GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG
fimH TGCAGAACGGATAAGCCGTGG Cogtgle: al.
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
bfp GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT
GGAATCAGACGCAGACTGGTA
Escherichia aafll CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG | Vidal etal.
coli 2005
ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC
cae TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT
Adhesion
GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG
papC  BTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA | Soborget
al. 2013
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
o CGTGAGAAAGAAATGGAGGA Dupré et
al. 2003
E”;Zre?:;cl’;c“s CTACTAACACGTCACGAATG
ccf GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG Abriouel et
al. 2008
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT
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CONTINUACION

Adhesion | Enterococeus esp AGATTTCATCTTTGATTCTTGG | Enayatiet
faecalis al. 2015
AATTGATTCTTTAGCATCTGG
invA TATCGCCACGTTCGGGCAA Wa;gge; al.
Salmor?ella TCGCACCGTCAAAGGAACC
enterica
Invasion SpiA AACAAATGRCCTACRACAGG Soborg et
al. 2013
CSAAACTGCAGGGAGAAAAA
i i Wang et al.
CTTGACCGCCTTTCCGATAC
Shigella spp. ipaH 1067
CAGCCACCCTCTGAGAGTA
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6.4. Andlisis estadistico

Se analiz6 la presencia de genes para resistencia a antibiéticos y factores de virulencia.
Para determinar la correlacion entre cada uno de los genes analizados, se utiliz6 un analisis
de correlacion Pearson (X?) (P<0.05). La distribucion (%) se obtuvo mediante el conteo
total (presencia-ausencia) de los genes analizados para cada una de las muestras. Los
analisis y graficas se realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism,
version 7.04 (La Jolla California, USA).
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7. RESULTADOS

La evaluacion del resistoma y viruloma del microbioma bacteriano se realizé a partir de
200 muestras, 99 provenientes de melon, 66 de manos de pizcadores, 17 de agua de
irrigacion y 18 de agua de fuente, las cuales fueron obtenidas de tres huertas de melon en
la region de Paila, Coahuila de Zaragoza, México. Se analizaron mediante PCR punto
final, 20 genes de resistencia a antibioticos (resistoma) y 15 genes que codifican para
factores de virulencia (viruloma) de E. coli enterohemorragica, E. coli enteroagregativa,
E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, L.

monocytogenes, Salmonella spp, E. faecalis y Shigella spp.

Los muestreos se realizaron durante el periodo de primavera-verano del afio 2017. La
primera visita se realiz6 el 6 de junio, la segunda el 20 de junio y la tercera el 25 de julio.
Las descripciones de las huertas visitadas y tipo de muestra tomada se reportan en la tabla
3.

Tabla 3. Caracteristicas y tipo de muestra para cada una de las huertas de mel6n visitadas.

Ubicacion de la Ndmero de muestras
huerta isi
rluerta vilta co:w/l ulf(j:::; de Manos Agua de Agua de
(Coordenadas) pues irrigacion fuente
meldn
1 12 7 1 2
1 25.6288922,-
101.8247441 2 12 6 2 2
3 12 7 2 2
1 11 7 2 2
9 25.7497653, -
102.2532605 2 11 7 2 2
3 11 7 2 2
1 10 8 2 2
3 25.7101264,-
102.2884528 2 10 8 2 2
3 10 9 2 2
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7.1. Perfil de resistencia a antibioticos asociado al ambiente agricola de

melon.

La determinacion del perfil de resistencia a antibioticos arrojé mayor presencia de genes
para integrones de clase 1 (intl), encontrandolos en 134/200 muestras (67%), los cuales, a
su vez, se asociaron con alta presencia de genes para antibidticos del grupo de
sulfonamidas (sull), presentdndose en 90/200 (45%) del total de muestras (Fig. 1). Las
muestras del lavado de manos de los pizcadores fueron los principales reservorios para
ambos genes, encontrando el 57/66 (86%) y 47/66 (71%) de los genes intl y sull

respectivamente (Fig. 3).

Las muestras de agua de irrigacion, a diferencia del agua de fuente, mostraron menor
frecuencia de genes de resistencia a antibioticos, sin embargo, en ambos tipos de muestras
se presentaron con mayor frecuencia los genes intl y sull, destacando que en todas las

muestras de agua de fuente se encontré al gen intl (Fig. 6).

Adicionalmente, se encontrd con mayor frecuencia la presencia de genes de resistencia
para los antibioticos del grupo de tetraciclinas (tetA y tetB). Estos estuvieron presentes en
105/200 (53%) de las muestras analizadas (Fig. 1). La familia de B-lactdmicos (blaCARB4,
blaOXA-5, blaSHV, ctxm-1 y ampC), también se encontré con mucha frecuencia, ya que
fueron encontrados en 98/200 (49%) de las muestras analizadas, destacando el gen
blaCARB-4 que fue encontrando con mayor frecuencia (41/200, 21%) (Fig. 1).

La presencia del gen para colistina (mcrl), antibi6tico de ultimo recurso perteneciente al
grupo de polimixinas, se encontré en 25/200 (13%) de muestras analizadas (Fig. 1), y
especialmente las muestras que provenian del lavado de manos presentaron mayor
frecuencia del gen (15/66, 23%) (Fig. 3). Un dato interesante es que este gen no se

encontrd en las muestras de agua (Tabla 4).
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Tabla 4. Total de muestras positivas (%) para genes asociados a la resistencia a antibi6ticos para cada una
de las muestras analizadas de diferentes puntos en el ambiente agricola de melon.

Tipo de muestra (nGmero)
Grupo de Genes No. de positivos (%)
antibioticos Analizados
Sistemas Agua de Agua
Mel6n Manos de agua irrigacion de
(99) (66) (35) 7 fuente
(18)
blaCARB-4 21 (21) | 20(30) 0(0) 0(0) 0 (0)
blaOXA-5 2 (2) 3(5) 0(0) 0(0) 0 (0)
B-lactamicos blaSHV 8 (8) 15 (23) 3(9) 1(6) 2(11)
ctxml 8(8) 8 (12) 0(0) 0(0) 0 (0)
ampC 10 (10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
tetA 18 (18) 35 (53) 7 (20) 0(0) 7(39)
Tetraciclinas tetB 18(18) | 24(36) | 3(9) 1(6) 2 (11)
ermA 5(5) 5(8) 1(3) 0(0) 1(6)
Macrélidos ermB 14(14) | 11(17) 13 1(6) 0(0)
ermF 6 (6) 4 (6) 2 (6) 0(0) 2(11)
Sulfonamidas sull 30 (30) 47 (71) 13 (37) 2 (12) 11 (61)
) gnrA 11 (11) 26 (39) 7 (20) 1 (6) 6 (33)
Fluoroguinolonas parE 54(54) | 53(80) | 19 (54) 635 | 13(72)
Polimixinas mcrl 10 (10) 15 (23) 0(0) 0(0) 0 (0)
Glicopéptidos vanB 5(5) 4 (6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
intl 53 (53) 57 (86) 25 (71) 7 (41) 18 (100)
Integrones intll 4(4) 28 (42) 2 (6) 0(0) 2(11)
intll 19 (19) 30 (45) 6 (17) 1 (6) 5(28)
o oriVv 34 (34) 39 (59) 10 (29) 2(12) 8 (44)
Plasmidos oriT 4(4) | 20300 | 0(0 0(0) 0(0)
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T 1
bi‘gﬂff; l{ B Tetraciclinas
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blaOXA-5 B p-lactamicos

blaCARB-4
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Presencia de genes (%)

(Fenes

qnrd B Fluoroquinolonas

Fig. 1. Distribucion de genes asociados a la resistencia a antibi6ticos en 200 muestras procedentes del

ambiente agricola de melén (melén, manos de pizcadores, agua de irrigacion y agua de fuente).
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Fig. 2. Distribucién de genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de melon.
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Presencia de genes (%0)

Fig. 3. Distribucién de genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de manos de pizcadores.

43



oriTH
oril' 1 |
inelif
=
intl4 B Plasmidos
) B_
:'rf;'}- B Integrones
parE E Glicopéptidos
A .
2 q:::.ﬂ B Polimixinas
.ﬁ ermF I Fluoroquinolonas
ermB _
ermA [l Sulfonamidas
tetB B Macrolidos
fetd L
ampC [ Tetraciclinas
ctxm -1 B p-lactamicos
blaSHV
blaOXA-5
blaCAREB-4
T T T T T T T T T T T
2 N ] - N & & D 2 ® &

Presencia de genes (%)

Fig. 4. Distribucién de genes asociados a la resistencia a antibioticos en muestras de agua (irrigacion y

fuente).
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Fig. 5. Distribucidn de genes asociados a la resistencia a antibioticos en muestras de agua de irrigacion.
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Fig. 6. Distribucion de genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de agua de fuente.
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7.2. Perfil de virulencia asociado al ambiente agricola de meldn.

El analisis de genes asociados a 15 factores de virulencia de E. coli, Salmonella spp., L.
monocytogenes, E. faecalis y Shigella spp. se encuentra resumido en la Fig. 7. Se encontro
al gen asociado a la proteina de invasion InvA de Salmonella spp en mayor nimero de
muestras 86/200 (43%), sin embargo, esta tendencia no se presento en las muestras de
melon y agua de irrigacion ya que el gen ccf, de E. faecalis se observd en mayor
proporcion de muestras de melon, mientras que en las muestras de agua de irrigacion no

se detectd ninguno de estos genes (Tabla 5; Fig. 8; Fig 11).

Cuando analizamos genes que codifican para toxinas, se encontraron al menos uno de ellos
en 37/200 (19%) de las muestras analizadas, aunque no se encontré en ninguna de las
muestras de agua de irrigacion (Fig. 7; Fig. 11). El gen que codifica para la toxina Shiga
2 (stx2) se encontrd en 11/99 (11%) de muestras de meldn y el de la toxina Shiga 1 (stx1)
fue encontrada en 20/66 (30%) de las muestras de enjuagues de manos (30%). Los genes
que codifican para la toxina termolabil (It) de E. coli enterotoxigénica y para la hemolisina
(hylA) de L. monocytogenes no se detectaron en ninguna de las 200 muestras analizadas
(Tabla 5).

El analisis de los ocho genes analizados asociados a procesos de adhesion (fimH, bfp, aafll,
papC, eae, efaA, ccf y esp) mostré que los genes fimH de E. coli y cff de E. faecalis se
detectaron con mayor frecuencia (50/200, 25%) y (51/200, 26%) respectivamente (Fig.
7). Un aspecto interesante fue que el gen fimH se encontr6 en todas las muestras (200)
analizadas (Tabla 5). Adicionalmente, ninguna de las muestras analizadas mostré la

presencia de los genes ipaH de Shigella spp, y efaA y esp de E. faecalis.
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Tabla 5. Total de muestras positivas (%) para genes asociados a factores de virulencia para cada una de las

muestras analizadas de diferentes puntos en el ambiente agricola de mel6n.

Tipo de
muestra
Grupo de No. de positivos (%)
factor de Genes
virulencia -
Sistemas de Agua de Agua de
Melon Manos agua irrigacion fuente
(99) (66) (35) (17) (18)
stx1 1(1) 20 (30) 0(0) 0(0) 0(0)
_ stx2 11 (11) 4 (6) 1(3) 0 (0) 1 (6)
Toxinas It 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
hylA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
fimH 17 (17) 29 (44) 4 (11) 1(6) 3(17)
bfp 2(2) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
aafll 0 (0) 12 (18) 0(0) 0 (0) 0(0)
_ papC 1(1) 3(5) 1(3) 1 (6) 0 (0)
Adhesinas o 3(3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
efaA 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
ccf 31(31) 20 (30) 0(0) 0 (0) 0(0)
Esp 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
invA 27 (27) 47 (71) 12 (34) 0 (0) 12 (67)
Invasion SpiA 14(14) 14 (21) 4 (11) 0(0) 4 (22)
ipaH 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
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Fig. 7. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en 200 muestras procedentes del ambiente
agricola del melon de (meldn, manos de pizcadores, agua de irrigacion y agua de fuente).
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Fig. 8. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en muestras de melon.
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Fig. 9. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en muestras de manos de pizcadores.
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Fig. 10. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en muestras de agua (irrigacion y

fuente).

ipaH
spid-
i
esp
cf
ol B Invasion

€ine-

papC- | B Adhesimas
aafll )
b B Toxmas
Sim H- 4
NIER
LT
stv2
sl

Genes

\ - S & »

Presencia de genes (%)

Fig. 11. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en muestras de agua de irrigacion.
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Fig. 12. Distribucion de genes asociados a factores de virulencia en muestras de agua de fuente.
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7.3. Correlacion de genes analizados en muestras del ambiente agricola de

melon.

Mediante el analisis de correlacion de Pearson (r), se permitio conocer la asociacion que

presentan los genes analizados para cada una de las muestras.

7.3.1. Genes de resistencia a antibioticos.
Del total de las muestras analizadas, se observo correlacion positiva (1.000 y 0.999) (P<
0.05) entre los genes del grupo B-lactdmicos (blaCARB-4 y blaSHV) con los genes oriV
y vanB (Tabla 6). Al analizar las muestras independientes, solo en las muestras de melon
se observo correlacion positiva (P<0.05) entre los genes blaOXA-5 y ampC del grupo de

los B-lactamicos (Tabla 7).

También se encontrd correlacion entre el gen del integron de clase 1 (intl) y el de

resistencia a sulfonamidas (sull) en las muestras de mel6n (P<0.05) (Tabla 7).
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Tabla 7. Correlacién de Pearson (r) para los genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de
melén. Los valores positivos indican correlacién, mientras mas cercano esta el valor a 1, la correlacién es

mayor.

(Genes ampC teth ermF sull [ intlIT ol
blaC4RE-4 0.564 0.728 0720 | 0863 0.847 (.666 | 0997
bla@X4-5 LO00* [ -0.156 0979 | 0.069 0038 0240 0.500
blaSHV 00982 [ 0009 0998 0215 0185 [ 0045 0.622
ctom-1 20.277 0992 [ 0076 | (938 0.949 [ 0.999* 0.693
ampC -0.156 0979 | 0069 0038 0240 0.500
tetd 0.832 0.418 0928 | 0611 (.586 (1.338 0.896
teth -0.156 0049 | 04975 (981 (1.996 0.778
armd 0595 [ -0.8848 0420 | 0760 -0779( -0823) 0397
ermB 0.027 0.983 (.230 | 0.999= | 1000 0.964 0.879
armF 0.979 0.049 0271 0241 0038 0.666
sull 0089 04975 0271 1.000= 0952 0899
gnrd 0000 09BR| 0203 | 0998 0999 _0971( -0.858
parE 0877 0338 0957 ) 0538 0513 0255 -0.834
mer] 0.866 [ -0.629 0746 | 0439 0466 -0.603 0.000
vanB 0115 0999 0020 | 0983 Q98| -0992( -0803
ntl 0.038 0981 0241 | 1000 0961 0885
intll -0.991 0024 [ 00897 | 0200 -0.170 0110 | -0.610
intlIT -0.240 0995 [ 0038 | (0952 (0.961 0.721
ortl” 0415 | 0999+ 0090 | 0983 (1988 (.992 0.803

ortl 0.500 0.778 0666 | 0.899 (.88 0.721

*Correlacion significativa (P=0.05)

Tabla 8. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a la resistencia a antibidticos en muestras de
manos de pizcadores. Los valores positivos indican correlacidn, mientras mas cercano esta el valor a 1, la

correlacién es mayor.

Genes ermF vanb I ornl
blaCARE 4 D348 [ 0261 0844 0592
hlad¥4-5 Loo0= [ -0.814 0Ma [ -0550
blaSHV 0895 (.869 0083 0.632
ctom-1 0988 | 0885 | 0137 -0673
ampC
tetd -0.850 (.933 0285 0.783
tetB 0807 | Laood* 04375 0837
armd -0.663 0105 | 0761 -0261
ermb D436 0167 0808 -0511
armF 0.814 0019 [ 0330
sull -(.8835 (1988 0.430 0.863
qnrd 0559 0027 0840 -0385
pwrE 0.040 05347 | LODD= 0812
mer] 0.620 | 0.060 0.788 0304
vanh -0.814 0.365 0.933
intl -0.686 (981 0715 0.983
intlT 0577 0944 0806 [ 0999+
intlIl 0.019 0.363 0.823
oril” 0.189 0416 0983 0.716
oril -0.550 (1.933 0.825

*Correlacion significativa (P=<0.05)
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Tabla 9. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de
agua (irrigacién y fuente). Los valores positivos indican correlacion, mientras mas cercano esta el valora 1,

la correlacion es mayor.

Genes ermAd ermb ermF ]
blaC4RE-4
hla0X4-5
blaSHF 0500 0500 0500 0500
ctom-1
ampC
tetd LO00% | 0500 [ LO00* | 0500
teth 0500 LoooF | 0500 [ LOOD*
armd 0300 ) LO00E | 0500

*Correlacion significativa (P=0.05)

Tabla 10. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de
agua de irrigacion. Los valores positivos indican correlacion, mientras méas cercano esta el valor a 1, la

correlacion es mayor.

Genes grmb gnrd intlIT oV’
hlaSHF 0300 [ LOOO* | L000% | 0500
teth Lo00* | 03500 03500 [ l.ooo*
ermb 0300 [ -0.500 ) LOO0*
sull -0.990 0373 0375 0990
gnrA 0300 Lo00* | 0500
parE -0.009 0870 0870 0009
intl 0819 | -0117 | -0117 0.919
intlIl 0300 1.000 .50
ariF 1000 0300 -0.500

*Correlacion significativa (P=<0.05)

Tabla 11. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a la resistencia a antibiéticos en muestras de
agua de fuente. Los valores positivos indican correlacién, mientras mas cercano esta el valor a 1, la

correlacién es mayor.

Genes ermd ermF sull el
tetd LO00* | L000% | LO00% | 0500
teth 000 [ 0500 | 0500 ) Looo*F
armd L000% | Lo00* | 0500
ermb
ermF 1004 L000% | 0500
sull 1004 1.000 .500)
gnrA 0658 | 0658 | 0638 0323
parE 0274 0374 | 0374 0970
irtlT 0500 [ 0500 | 0500
intlIT 0842 | 00842 | 0842 0.761
oril’ 0.946 0046 | 0946 0193

*Correlacion significativa (P=0.05)
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7.3.2. Genes de virulencia.
Cuando se analizaron las 200 muestras de diferentes origenes ninguno de los genes
asociados a factores de virulencia present6 correlacion positiva (Tabla 12); sin embargo,
cuando se analizaron las muestras por separado segln su origen, se encontrd correlacion
positiva (P< 0.05) entre los genes de la Stx1 con bfp en las muestras de melén (Tabla 13)

y con el gen invA encontrado en las muestras de enjuagues de manos (Tabla 14).

Cuando analizamos las muestras de agua (irrigacion y fuente), se encontrd correlacion
positiva (P<0.05) entre los genes stx2 y fimH con invA, spiA y papC, y entre papC con
spiA (Tabla 15). Al analizar las muestras de agua por separado dependiente de su origen
(irrigacion o fuente), solo hubo correlacion entre los genes stx2 con fimH y spiA y entre
fimH con spiA en las muestras de agua de fuente (Tabla 16). En tanto que no encontramos

ninguna correlacion entre genes de las muestras de agua de irrigacion.
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Tabla 13. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a factores de virulencia en muestras de mel6n.
Los valores positivos indican correlacién, mientras mas cercano esta el valor a 1, la correlacién es mayor.

Genes bfp spid
stxl 1000+ -0.559
sted 0.790 -0.950
eae -0.082 -1.781

JfimH -0.335 0.934
b 0.559

papC -0.500 0.998*

Tred -0.419 0.987
spid -0.559
ccf -0.203 -0.045

*Correlacion significativa (P=0.05)

Tabla 14. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a factores de virulencia en muestras de manos
de pizcadores. Los valores positivos indican correlacién, mientras mas cercano esta el valor a 1, la

correlacién es mayor.

Genes inud
stxl 1.000*
st il

fimH 0.636

papC -1.000
aafll 0.183
A
spid 0.563

ccf .96

*Correlacion significativa (P=<0.05)
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Tabla 15. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a factores de virulencia en muestras de agua
(irrigacion y fuente). Los valores positivos indican correlacion, mientras mas cercano esta el valor a 1, la

correlacion es mayor.

Genes SfimH papC spid
st 1.000* L.000*= 1.000=

JimH L.000= L.000=
papC 1.000 1.000*
invA 0.369 0.569 0.569
spid 1.000 1.004

*Correlacion significativa (P=0.05)

Tabla 16. Correlacion de Pearson (r) para los genes asociados a factores de virulencia en muestras de agua
de fuente. Los valores positivos indican correlacién, mientras mas cercano esta el valor a 1, la correlacion

es mayor.

Genes SfimH spid
stxl
sted L.000* L.000*
aiae

fimH 1.000*
fned 0.500 0.500
spid 1.000

*Correlacion significativa (P=0.05)

59



8. DISCUSION

El microbioma de frutas y vegetales presenta una composicion variada de comunidades
bacterianas pertenecientes a los filum Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y
Proteobacteria, las cuales son muy importantes para definir la presencia de bacterias
patogenas. De igual manera, las practicas agricolas también influencian de manera directa

en la composicion de estas comunidades (Berg et al. 2014).

El Centro de Control de Enfermedades (CDC) estima que cada afio se producen alrededor
de 9.4 millones de casos de ETAs causadas por los principales patégenos conocidos, en
donde se ha estimado que el 46% de estas se deriva por el consumo de frutas y vegetales
contaminados (Nyarko et al. 2018). En particular, durante el periodo de 1973 al 2011,
algunos productos frescos como el meldn fueron implicados en 34 brotes presentando a
Listeria monocytogenes y Salmonella como los patégenos mas frecuentes (Nyarko et al.
2018). De acuerdo con nuestros resultados, las muestras analizadas presentaron mayor
frecuencia de genes asociados a Salmonella, representando un aspecto de interés y

preocupacion por las diversas enfermedades que en su consumo podria causar.

En el cultivo de frutas y vegetales la abundancia y diseminacion de genes se puede
intensificar por algunos factores tales como el uso de fertilizantes y agua residual durante
la irrigacion (Oluyege et al. 2015), ademas de la falta de higiene del personal que coleta
los vegetales (Lavilla et al. 2008). Los resultados en este trabajo demostraron la presencia
de 19 genes de resistencia a antibioticos y 8 para factores de virulencia en enjuagues de
manos de pizcadores, lo que concuerda con los resultados previos, e indicando que los
manipuladores podrian propiciar un proceso de diseminacion de genes y bacterias

presentes en sus manos.

Estudios realizados en vegetales cultivados en suelos sin el uso de fertilizantes a base de
composta, han reportado una amplia variedad de genes de resistencia a antibioticos (oriV,

sull, ermB, tetB, blaOXA-5) presentes en productos como tomate, chile, pepino,
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zanahoria, lechuga y rdbano (Marti et al. 2013). Coincidiendo con nuestros resultados, en
donde observamos alta frecuencia de los genes oriV, sull y ermB en todas las muestras

analizadas.

La presencia de genes de resistencia a colistina se ha reportado en muestras clinicas o
provenientes de animales de granja principalmente, no obstante, recientemente se ha
reportado su presencia en productos carnicos (Chen et al. 2017), sistemas de agua (Zurfuh
et al. 2016; Chen et al. 2017; Jgrgensen et al. 2017) y vegetales frescos (Zurfuh et al.
2016), considerando al gen mcr-1 como un elemento movil de alto potencial que puede
ser distribuido en el ambiente (Chen et al. 2017). De acuerdo con los resultados obtenidos
en este trabajo, la presencia del gen de resistencia a colistina se present6 en 25/200 (13%)
de muestras, que correspondieron a 10/99 (10%) de meldn y 15/66 (23%) de enjuague de

manos de pizcadores.

Una de las principales vias asociadas a la adquisicién y diseminacién de genes de
resistencia a antibidticos es mediante la presencia de integrones, en donde, los
pertenecientes a la clase 1, por encontrarse en elementos maoviles, presentan gran potencial
para su diseminacion en el ambiente generada mediante transferencia horizontal de genes
(Domingues et al. 2012). La alta correlacién del integron de clase 1 (intl) con el gen de
resistencia a sulfonamidas (sull) se ha reportado en muestras del microbioma de vegetales
y suelo de cultivo (Rahube et al. 2016), lo cual concuerda con nuestros resultados, en
donde se presentd correlacion (P<0.05) para ambos genes en muestras en melén, que

presentd una frecuencia de 53% para el gen intl y 30% para sull.

La alta incidencia de genes de resistencia a tetraciclinas (tet) en sistemas de agua se ha
correlacionado con la presencia de genes de resistencia a sulfonamidas (sull) (Gao et al.
2012), lo cual concuerda con lo encontrado en este trabajo entre el gen tetA con sull en

las muestras provenientes de los sistemas de agua de fuente.
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El uso extensivo de antibidticos en areas de salud, veterinaria y agricola ha promovido la
introduccién, diseminacion y acumulacion de antibidticos y genes de resistencia a en la
poblacion bacteriana presente en estos ambientes (Jia et al. 2017). Asi mismo, la presion
selectiva generada por el uso de antibioticos ha permitido que las bacterias evolucionen y
presenten mayor capacidad para adquirir genes de resistencia. En la actualidad, una de las
principales preocupaciones asociadas con la adquisicion de resistencia a antibioticos, es
el fenémeno conocido como “superbacterias”, en donde se presenta la adquisicion de
factores de virulencia que podrian generar situaciones de alerta o brotes epidémicos de

gran magnitud (Founou et al. 2016).

Sin embargo, la expresion de los factores de virulencia dependera de diversos factores,
tales como los ambientales que se presenten; considerando lo anterior, se conoce que
algunos de los llamados “factores de virulencia” no confieren virulencia a la bacteria
portadora, no obstante, pueden ser transferidos a otras especies u organismos en donde si
lleven a cabo esa funcion mediante el proceso de transferencia horizontal de genes. En
nuestro trabajo encontramos alta frecuencia (68.8%) de genes de virulencia que se pueden
encontrar en poblaciones de bacterias patdgenas y no patdgenas (Bakour et al. 2016). Sin
embargo, otros estudios han presentado evidencia de la relacién benéfica que las bacterias
obtienen por la adquisicion de genes de resistencia a antibiéticos y factores de virulencia,
(Beceiro et al. 2013; Schaufler et al. 2016; Schroeder et al. 2017), por lo que en muchas
ocasiones se asocia la resistencia a antibidticos con procesos infecciosos o relacionados

con la virulencia (Beceiro et al. 2013).

Los productos vegetales se han visto involucrados a brotes epidémicos, por lo que, es de
gran importancia analizar el perfil de virulencia asociado a estos productos. A partir de
nuestros resultados, las muestras provenientes del meldn presentaron los genes stx1, stx2
y eae (10.5, 8.0 y 1.5%, respectivamente), asociados a E. coli enterohemorréagica (EHEC),
sin embargo, el factor de adhesion, eae, no se encontrd presente en ninguna de las otras
muestras del ambiente agricola analizadas. Similar a nuestros resultados, se reportd un

estudio en donde 13 aislamientos provenientes de vegetales identificados como E. coli
62



productora de toxina Shiga (STEC) no contenian el factor de adhesién, intimina (eae), aun
cuando es considerado como un factor comun para este tipo de bacterias; aunque algunas
cepas de STEC o enterohemorragicas (EHEC) en donde no esta presente este factor han
causado enfermedades severas, incluyendo el sindrome urémico hemolitico (HUS) (Feng
y Reddy 2013).

Dentro de los factores de virulencia encontrados con mayor abundancia en las muestras
analizadas, se encontro al gen ccf (feromonas de E. faecalis) en el 31% y 30% de las
muestras en meldn y enjuague de manos respectivamente. Diversos estudios demuestran
la alta frecuencia de E. faecalis en ambientes agricolas, los cuales a su vez presentan
factores de virulencia como el gen ccf en alrededor del 56%, el cual se asocia a procesos
de patogenicidad y colonizacién del huésped (Lanthier et al. 2010). A pesar de que la
virulencia asociada a E. faecalis se ha reportado con mayor impacto en el area clinica, las
cepas asociadas de alimentos han mostrado presentar estos factores de virulencia y ser

causantes de enfermedades (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017).

El uso de técnicas basadas en métodos moleculares como PCR y PCR cuantitativa han
permitido investigar ampliamente la distribucién de genes en una variedad de ambientes,
sin embargo, estos analisis se limitan al estudio de solo las secuencias blanco conocidas
de genes (Jiaetal. 2017) y a la sensibilidad que estas técnicas presentan, ya que en muchas
ocasiones los genes presentes se encuentran en concentraciones menores al limite de

deteccion (Lanza et al. 2018).

El proceso de extraccion de ADN nos permiti6 asociar el analisis de genes al microbioma
bacteriano de las diferentes muestras, sin embargo, dado que no realizamos el aislamiento
bacteriano, es dificil conocer el origen de los 20 genes de resistencia y 12 genes de
virulencia encontrados en las muestras analizadas. No obstante, se determind que las
muestras de melon y manos presentaron mayor cantidad de genes de resistencia y
virulencia, lo cual debera de generar alerta por aumentar las précticas de higiene y
saneamiento entre los manipuladores para evitar la diseminacion y transmision de estas

bacterias al ambiente.
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9. CONCLUSIONES

1.- Se demostrd la presencia de genes asociados a la resistencia a antibiéticos y factores
virulencia en muestras de la superficie de melon, enjuagues de manos, agua de irrigacion

y agua de fuente.

2.- Las muestras de meldn y enjuague de manos presentaron mayor distribucion de los
genes asociados a resistencia a fluoroguinolonas (parE) e integrones de clase 1 (intl), este
ultimo también correlacionado con el gen de resistencia a sulfonamidas (sull), mientras
que los genes de virulencia con mayor frecuencia en estas muestras pertenecieron a

Salmonella (invA), E. coli (fimH) y E. faecalis (ccf).

3.- Se demostro la presencia de del gen mcr-1 para resistencia a colistina y para las toxinas
Shiga caracteristicas E. coli enterohemorragica en 10% de las muestras compuestas de

meldn y 23% de las muestras de manos de pizcadores.

4.- Las muestras de agua (irrigacion y fuente) mostraron menor frecuencia de genes de
resistencia a antibidticos y factores de virulencia, sin embargo, el agua de fuente presentd
mayor frecuencia de genes asociados a la resistencia a tetraciclinas (tetA, tetB), del gen

intl y park, ademas del gen invA y fimH en el perfil de virulencia.
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