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RESUMEN.

La epidemiologia de patdgenos multirresistentes portadores de ARG's es extremadamente
compleja, ya que estdn vinculados a multiples factores abiodticos y biodticos (humanos,
animales domesticos y de vida silvestre). En el presente estudio se recolectaron 197
aislamientos de Escherichia coli de pollos, pavos y patos de un total de de 322 muestras
procedentes de unidades de produccion de traspatio en la zona norte del Estado de México,
Meéxico. Se registraron 108/197 (54.8%) aislamientos multirresistentes. 80.7% de los
aislamientos presentaron resistencia a ampicilina (AM), 64.4% a tetraciclina (TE), 56.3%
a carbenicilina (CB) y 26.9% a 4cido nalidixico (NA) y trimetoprim-sulfametoxasol (SXT).
Ademas, 56.3% de los aislamientos presentaron el gen blarey, 20.8%,19.2%, 7.6% y 10.1%
el tetB, tetA sull y sulll respectivamente, 9.6% gnrd 'y 5.5% el qnrB. Para la transduccién
in vitro se utilizaron bacteri6fagos portadores de ARG's recolectados de aislamientos de
E. coli multirresistentes de aves silvestres procedentes de la Ciénega Chimalipan de Lerma.
El gen gnrA fue transducido a 5/13 (38.4%) cepas de E. coli, el tetB a 3/13 (23%) y, blarem
y sulll a 2/13 (15.3%). Se reporta la frecuencia de genes de resistencia vinculados a
resistencia fenotipica en aves domésticas y por primera vez se realiza la transduccion de
ARG’s de cepas de E. coli aislada de aves silvestres a cepas de E. coli aisladas de aves
domesticas, con esto, se logra determinar el posible rol de los bacteriéfagos en la

transmision de factores de resistencia.

PALABRAS CLAVE: aves de traspatio, resistencia antimicrobiana, bacteri6fagos,

transduccion, aves silvestres
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ABSTRACT

The transmission of multi-drug resistant pathogens and antimicrobial-resistant genes is an
arising problem with multiple factors involved (humans, domestic animals, wildlife). The
objective of this study was to investigated the presence of E. coli isolates with different
antimicrobial resistance genes from backyard poultry and demonstrate the in vitro
transduction phenomenon of this ARGs between phages from migratory wild-birds and
poultry E. coli isolates. In this study, we collected 197 E. coli isolates from chicken,
turkeys, and ducks in backyard production units (northern region of the State of Mexico).
Isolates were resistant to ampicillin (80.7%), tetracycline (64.4%), carbenicillin (56.3%),
and nalidixic acid and trimethoprim-sulfamethoxazole (both, 26.9%). Moreover, blareym
(56.3%), tetB (20.8%), tetA (19.2%), sull (7.6%), sulll (10.1%), gnrA (9.6%) and gnrB
(5.5%) genes were found. In vitro transduction employing phages from migratory wild
birds sampled in the wetland Chimaliapan (State of Mexico) was worked out. It was
possible to transduce gnrA, tetB, blatem and sulll genes to E. coli isolates from poultry.
This is the first report that describes the transduction of antimicrobial resistance genes from
phages of migratory wild birds to poultry and suggests the possible transmission in

backyard production units.

KEYWORDS: backyard poultry, antimicrobial resistance, bacteriophages, transduction,
wild birds
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I. INTRODUCCION.
La terapia con antibioticos representa uno de los avances mas importantes y representativos
del siglo XX, sin embargo, también ha traido problemas en la agricultura y en salud humana
y animal (Balcazar, 2014). Tan solo durante los afios 2000 — 2015, el uso de los antibioticos,

en los humanos, aument6 65% y la industria animal consumi6 130, 000 toneladas en 2013

(Marcelino et al., 2019).

La resistencia a los antibidticos es considerada como uno de los grandes retos de la
medicina y nuestra civilizacion. Es comparado con el terrorismo y con el calentamiento
global. Actualmente provoca, aproximadamente, 700,000 muertes anualmente a nivel
mundial, y si no es controlada, se estima que podria alcanzar 10 millones de muertes para

el 2050, superando las muertes causadas por cancer (Gorski et al., 2016).

Escherichia coli es una bacteria ubicua presente en el intestino de multiples especies
animales y humanos como microorganismo comensal, sin embargo, cepas patdogenas
altamente resistentes causantes de colibacilosis aviar han sido descritas en aves de
produccion y silvestres migratorias. Diversos factores provocan que, propietarios de
granjas de produccidon avicola de traspatio, hagan uso inadecuado de antibidticos
empledndolos como promotores de crecimiento o profilaxis causando una presion selectiva
de la microbiota intestinal y en consecuencia la aparicion de bacterias multirresistentes con
presencia de ARG’s y/o factores de virulencia (van den Bogaard et al., 2001). Dichos
microorganismos, son eliminados diariamente via heces fecales contribuyendo a la
contaminacion de ambientes acuaticos tales como rios, lagunas o ciénegas, los cuales son
sitios de convivencia de multiples especies animales, entre las que destacan las aves
silvestres migratorias que son consideradas como vectores en la diseminacion de patdgenos

potenciales portadores de diversos factores de virulencia y ARG’s (Alcal4, 2015).

Marcelino et al., (2019) determind, en aves silvestres, genes de resistencia a los antibidticos

que son compartidos comunmente, entre bacterias, por medio de elementos genéticos



moviles (MGE, por sus siglas en inglés) como los bacteridfagos atemperados (Colomer-
Lluch et al. 2011).

Diversos autores mencionan que los bacteriéfagos atemperados juegan un rol muy
importante en la portacion y diseminacion de genes que confieren resistencia a antibidticos
convencionales y factores de virulencia por medio del fendmeno de transduccion. Este
fendémeno puede alterar fisiologicamente la bacteria a través de la conversion lisogénica
provocando que esta gane factores de virulenciay ARG’s potencializando su patogenicidad

(Colomer-Lluch et al. 2014a; Colomer-Lluch et al. 2014b; Colomer-Lluch et al. 2011b).

En el presente estudio se describe la frecuencia, patron de resistencia y genes de resistencia
a los antibiodticos de cepas de E. coli procedentes de aves de corral y aves silvestres,
ademas, el aislamiento de bacteriéfagos y su potencial en la diseminacion de genes de

resistencia asociados con resistencia fenotipica.



IL. REVISION DE LITERATURA

1. Importancia de la avicultura en México.

La produccioén avicola de traspatio en una actividad de apoyo para la economia familiar y
adquiere importancia, principalmente, en zonas rurales y peri-urbanas de México, ya que
se realiza en patios de los hogares con el aprovechamiento de aves como pollos, pavos y
patos, se debe considerar que, a nivel nacional, la carne de pollo aporta 39% de proteina en

el sector pecuario (Cuca-Garcia et al., 2015; UNA, 2018).

En México, la produccion avicola tuvo una participacion de 63.3% en la produccion
pecuaria nacional en 2018, ademas hubo una produccién de 3, 470, 706 toneladas de carne
de pollo con un valor de 94, 878 millos de pesos y 10, 741 toneladas de pollo de pavo con
valor de 870 millones de pesos (UNA, 2018).

En 2018, el Estado de México aport6 con el 4% en la produccion de carne de pollo a nivel
nacional y la Republica Mexicana ocup6 el sexto lugar en el consumo y séptimo lugar en
la produccion mundial de carne de pollo con una participacion de 3.8%; ademas hubo un
aproximado de 32.51 kg de consumo de carne de pollo per cépita (UNA, 2018; Gobierno
de México, 2020)

2. Caracteristicas generales de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae. Es un
microorganismo oxidasa negativo, catalasa positivo, anaeorobio facultativo, fimbriado,
movil por flagelos y crece preferentemente a una temperatura de 37° C (Rodriguez-

Angeles, 2002).

Se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser

patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. Asi



mismo se ha asignado una serotipificacion por medio de los antigenos “O” (antigenos
somatico), “H” (antigeno flagelar) y “K” (antigeno capsular) (Cuadro 1) (Rodriguez-

Angeles, 2002).

ETEC EIEC EPEC EAEC STEC

06:H- 028ac:H- ol8 03:H2 OI:MN 023:H7 085:HI0 OII7:H7 O165:H-
06:HI6 029:H- 026:H- OI5:HI8 Ol:HI 023:HI6 085:H23 OII7:H7KI  Ol65:HI0
08:H- Oll2acH- 026:HI1 1 O44:HI8 Ol:H2 025:H- 086:HI0 OII7:HI4 Ol165:HI9
Ol 1:H27 0O124:H- O55:H- O77:HI8 O1:H20 025:HI1 1 088:H- OII7:HI 0O165:H25
OISHII O124:H7 055:H6 086:H- OI:HNT 026:H- 091:H- Ol18HI6 Ol66:HIS
020:H- 0124:H30 0O55:H7 Ol l1:H21 O2HI 026:H2 O91:HI0 Ol 18:H30 O166:H28
025:H- O135:H- 086:H- 0127:H2 O2H2KI 026:H8 091:H14 Ol19:H- O168:H-
027:H- Ol43:H- 086:H34 ONT:HI0 O2H6 026:HI11 091:H21 OI19:H5 O169:H-
027:H7 Ol44:H- OI11:H- O2H7 026:H21 098:H- OI120:HI9 OI171:H2
027:H20 OI52:H- Ol l1ab:H2 O2H27 026:H32 098:H- OI21:H- OI172:H-
080 OI167:H5 Ol19:H6 O4:H40 027:H- 098:H8 OI121:H8 OX3:H2
085:H7 O125ac:H21 O5:H- 039:H4 103:H- O126:H- ONT:H2I
Ol 14H21 O126:H- OS:HI6 039:H8 0103:H2 O126:H2 ONT:H25
Ol15:H21 0O126:H2 O6:H- O45:H- O103:H4 0O126:H8 ONT:H28
0I126:H9 0126:H27 O6:HI 045:H2 O103:H6 0O126:H21 ONT:H47
O128ac:H27 OI27:H21 06:H29 O45:H7 0103:H25 0O126:H27 OR:H-
0139 0O128ab:H2 O8:H- O50:H- O104:H7 OI28:HI2 OR:H20
0O148:H28 OI128:HI2 O8:HI4 055:H- 0O109:H2 OI37:H41 OR:H2I
Ol49:H4 Ol42:H6 O8:H21 055:H6 Ol10:H- Ol41:H-
Ol49:HI0 O158:H23 O%ab:H- O55:H7 OI10:HI9 Ol 44:H-
O153:H45 Ol 1:H49 O55:H10 Ol 1llab:H- OI45:H-
OI59:H- Ol4H- 055:H! Ol11:H2 Ol45:HI6
OI59:H4 OI5:H- 060:H- OI11:H7 O145:H25
0O159:H20 OI15:H27 065:H16 Ol 11ab:H8 O145:H28
Ol166:H27 Ol6:H- O70:H11 OI11:H34 Ol46:H-
Ol167:H5 Ol6:H6 0O73:H34 OIT1I:HNT O146:H21
O169:H41 OI7:HI8 O75:H- Ol12:H21 O146:H28
OI73:H- OI8:H- O75:H5 Ol13:H2 OI50:HI0

OI18:H! O76:HI9 Ol13:H4 OI153:H2

020:H7 O79:H7 OI113:H53 O153:H25

021:H5 080:H- Ol 14:H4 OI154:H-

022:H- OB2H- Ol14:H48 OI57:H-

022HI 082:H8 OlI5HI8 OI57:H7

022:H8 083:HI Ol16:HI9 Ol61:H-

022:H40 084:H2 OII7H- Ol63:HI9
ETEC E. coli enterotoxigénica EAEC E. coli enteroagregativa
EIEC E. coli enteroinvasiva R: rugosa
NT: no tipificable. EPEC E. coli enteropatégena STEC E. coli productora de toxina shiga

Cuadro 1. Serotipos mas comunes de E. coli causante de diarrea en humanos (Tomado y modificado de Rodriguez-Angeles, 2002).

Se han descrito 6 patotipos de E. coli involucrados en procesos diarreicos, mediante la
identificacion de factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad. E. coli
enteropatogena (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI),
E. coli shigatoxigénica (ECST), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli adherente difusa
(ECAD) vy E. coli adherente invasora (ECAI) (Farfan-Garcia, 2016).

e [E. coli enteropatdégena (EPEC)
Las cepas EPEC tienen la capacidad de causar diarrea e incapacidad para producir toxinas
Shiga y enterotoxinas termolabiles (LT) o termoestables (ST). EPEC se subclasifica en
EPEC tipico (tEPEC), las cuales tienen los genes eae para la intimina y el plasmido EAF
que codifica para el Bfp; y EPEC atipico (aEPEC) que s6lo presentan los genes eae (Gomes
et al., 2016; Rodriguez-Angeles, 2002).



La patogénesis de EPEC inicia cuando esta se adhiere al enterocito por medio de un flagelo
y por el pili tipo IV (BFP). El sistema de secrecion (T3SS) inyecta la proteina EspF que se
dirige al nucléolo donde bloquea el proceso del ARNr. Map que induce la formacién de
filopodios; Tir se une a la intimina (proteina de la membrana externa de la bacteria) para
que se active Arp 2/3, mediador de la polimerizacién de actina. La unién Tir-Intimina
finalmente provoca la reorganizacion de la actina, alterando la morfologia y formando las

lesiones de adhesion y borrado (A/E) (Figura 1) (Farfan-Garcia ef al., 2016).

Figura 1. Representacion esquematica del

mecanismo de patogénesis de EPEC

filopodios £ N\ (Tomado y modificado de Farfan-Garcia et
o~
al., 2016)

GTPasa Cdca2

Enterocito

e FE. coli enterohemorragica (productora de toxina shiga) (EHEC/STEC)
EHEC / STEC representan un grupo bien conocido de patdgenos transmitidos por los
alimentos distribuidos en todo el mundo. Se caracteriza por producir toxinas Shiga (Stx)
por lo que se les denomina shigatoxigénicas. También se han descrito como E. coli
enterohemorragica (EHEC)) y E. coli verotoxigénica (VTEC) debido a la produccion de
una toxina con efecto citotoxico sobre las células vero. Causan una amplia gama de
infecciones, desde diarrea leve y casi inexistente hasta manifestaciones mas graves, como
colitis hemorragica (HC) y el desarrollo de un sindrome potencialmente mortal conocido

como sindrome urémico hemolitico (HUS) (Rodriguez-Angeles, 2002).

El ingreso a la célula y la distribucion a diferentes organos son mediados por tres
mecanismos diferentes:

» Macropinocitosis. Factores como EspP estimulan la reorganizacion de actina en
ausencia de receptores Gb3, que permiten la entrada de Stx al enterocito por medio de
macropinocitosis (MPC) y se desplaza dentro de la célula por transcitosis para llegar a la

circulacion.



» Transcitosis. Mediante vesiculas, la toxina pasa de un espacio extracelular a otro
facilitando la propagacion de la toxina hacia las células endoteliales del intestino y cerebro
que expresan Gb3

» Endocitosis. Stx viaja hasta encontrar el receptor Gb3 y penetra por medio de
endocitosis, Stx se dirige al ARNr para bloquear la sintesis de proteinas y producir la

muerte celular (Figura 2) (Farfan-Garcia et al., 2016).

Célula endotelial
g

Figura 2. Representacion esquematica del ingreso de Sxt a E.coli. b) Macropinocitosis y transcitosis; ¢) Endocitosis (Tomado y
modificado de Farfan-Garca ef al., 2016)
e FE. coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC representa una de las causas mas comunes de diarrea en paises en desarrollo y en
viajeros a estas regiones. Es una carga econdmica para los granjeros y la industria, ya que
es un patdogeno importante para pollos de engorde, cerdos, ganado y otros animales de
granja. Para la adherencia de ECET a las células epiteliales, la bacteria expresa la EtpA,
para permitir la adhesion de ECET a los enterocitos por Tia y TibA. El principal factor de
virulencia de ETEC es la secrecion de enterotoxinas termoestables (ST) y termolabiles
(LT). La LT ingresa al citoplasma y se une a la guanina (Gs), inhibe la actividad de GTPasa
y activa la adenilatociclasa. Estas reacciones estimulan la secrecion de cloruro y demas
electrolitos a través del canal regulador. Las ST aumenta el GMP ciclico donde se produce

el mismo efecto de la LT (Figura 3) (Gomes et al., 2016; Farfan-Garcia et al., 2016).



Figura 3. Representacion esquematica de
la accion de las enterotoxinas producidas
por ETEC (Tomado y modificado de
Farfan-Garcia et al., 2016)

e FE. coli enteroagregativa (EAEC)
Causa diarrea aguda o persistente, tanto en nifios como en adultos, en paises en vias de
desarrollo y se identifica con frecuencia en cuadros diarreicos de personas de paises
industrializados y en pacientes infectados por VIH. La diarrea causada por EAEC es
acuosa, a menudo con presencia de moco, con o sin sangre y dolor abdominal, vomitos y

fiebre baja.

La patogénesis de esta bacteria involucra fimbrias AAF y las proteinas Hra-1y Tia. EAEC
presenta el factor EASTI1, que altera el transporte de iones e induce una variedad de
SPATE:s (citotoxicos). Pic (grupo no citotdxicos) es una proteasa que incrementa el moco
y que auto-aglutina bacterias en el epitelio intestinal, otra es Pet, la cual se une a la al
complejo de Golgi, bloquea su funcién y causa el redondeamiento de la célula (Figura 4)

(Gomes et al., 2016; Farfan-Garcia et al., 2016).

Figura 4. Representacion esquematica de
la patogénesis de EAEC (Tomado y
modificado de Farfan-Garcia et al., 2016)




e FE. coli enteroinvasiva (EIEC)

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa, con
sangre, moco y dolor abdominal, pero en algunos casos solo se presenta diarrea.

EIEC invade inicialmente las células M y en una vacuola fagocitica por transcitosis la
bacteria atraviesa la barrera epitelial e invade los macréfagos. Posteriormente, la bacteria
ingresa a las células intestinales mediante el reconocimiento de los receptores CD44 y
a5PB1. Después de su multiplicacion en el citoplasma, se desplaza lateralmente entre una y
otra célula. Adicionalmente, VirA, localizada en un extremo de la bacteria, favorece la
generacion de protuberancias y permite el traspaso a las células proximales. Ademas EIEC,

por medio del pili tipo 1, reconoce el receptor de la célula CEACAMG6 e invade (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de la patogénesis de EIEC (Tomado y modificado de Farfan-Garcia et al., 2016)

3. E. coli multirresistente portadora de ARG’s en aves de produccion y silvestres.

Escherichia coli es generalmente considerado como un comensal benefico del tracto
gastrointestinal de los animales, sin embargo existen estudios donde este microorganismo

es la mayor causa de colibacilosis en la produccion avicola y aves silvestres (Cuadro 2)



Cuadro 2. Genes de resistencia a los antibioticos reportados en aislamientos de E. coli (Tomado y modificado de Poirel et al., 2018)

Clase de antibidticos Gen Fuente Region geografica
blacrx-ui Aves de corral Suecia, Gran Bretafia, Suiza y Alemania
blacrxai14 Aves de corral China
blacrxmis Aves de corral Nigeria
Beta-lactamicos blasuy-12 Aves de corral y aves silvestres Espafia y Alemania
blacuy.2 Aves silvestres, aves de corral y carne de pollo | Dinamarca, Suecia, Reino Unido, EUA,

Espafia, Alemania, Francia, Portugal, Suiza,
Austria, Brasil, China y Tunez

Aminoglucésidos armA, rmtD, rmtE 'y rmtB Aves de corral enfermas China
Fluoroquinolonas y quinolonas qnrB6, gepA, qnrB19 'y gnrS1 Aves de corral China
Fosfomicina fosA3 Carne de pollo China
tetE, tetD, tetM, tetA, tetGy tetC Pollos de engorda Iran
L tetAd y tetB Gallinas Suiza
Tetraciclinas
tetA, tetB y tetC Ganso, pato, pavos y pollos EUA
tetA Aves silvestres y aves de corral Espafia y Alemania
catd'y cmlAl Aves de corral Alemania
Fenicoles catAl, catA2'y cmlA Pollos Egipto
floR Pollos enfermos EUA
sull Aves de corral enfermas EUA
Sulfonamidas sul2 Aves de corral Nigeria y Alemania
sul3 Aves de corral Alemania
. . dfrAl, dfrAS, dfrd12, dfirA14y dfrd16 Pollos Espafia
Trimetoprim - - -
dfrAl, dfrA12y dfrA14 Aves de corral Lituania
mcer-1 Aves de corral y carne de pollos China, Korea del Sur, Italia,
Colistina mer-13 Aves de corral China
mer-18 Aves de corral Brunei




e FE. coli en aves de produccion
Un estudio realizado en China, Xie ef al, 2014 aislaron Escherichia coli en pollos con
cuadros septicémicos; ademas reportaron una resistencia fenotipica mayor a 76% a
quinolonas de segunda a tercera generacion. Por otra parte, encontraron una frecuencia

menor a 9% de genes relacionados a la resistencia a quinolonas.

Por otra parte, algunos resultados han demostrado que el tracto intestinal de aves
clinicamente sanos pueden ser reservorios de E. coli patdgena. Costa et al., 2009 aislaron
Escherichia coli productora de beta-lactamasas de espectro extendido en heces fecales de
aves aparentemente sanos en Portugal, ademds reportaron que dichos aislamientos
amplificaron diversos ARG’s relacionados con resistencia fenotipica. Otro estudio similar
realizado en Egipto reporta el aislamiento de E. coli en pollos de engorda con multiples

ARG's y resistencia fenotipica a 3 grupos de antibioticos (Moawad et al., 2018).

Estudios sugieren que E. coli se puede encontrar en carne de pollo de engorda, multiples
hallazgos demuestran una contaminacion asociada con operaciones destacando la
necesidad de programas de monitoreo y prevencion en operaciones integradas. Seo y Lee
(2019), reportaron el aislamiento de E. coli en carne de pollo empaquetada en Korea, dichos
aislamientos mostraron genes de resistencia hacia antibioticos B-lactdmicos y quinolonas

mediada por plasmidos.

Otro estudio fue realizado en Georgia por Glenn et al., (2012) quienes aislaron E. coli de
carne de canales de aves de corral, en este estudio reportan la presencia de ARG’s quienes
confieren resistencia al grupo de tetraciclinas, sulfonamidas, fenicoles y B-lactamicos

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Estudios sobre la presencia de E. coli en aves de produccion.

Especie animal (no. de
aislamientos de E. coli)

Resistencia a los
antibiotico (%)

Frecuencia de ARG (%)

Tipo de muestra

Lugar

Pais

Referencia

Pollo de engorda con
cuadros septicémicos (111)

Ofloxacin (99.1),
ciprofloxacin (93.6),
levofloxacin (91.8),
norfloxacin (90) y
gatifloxacin (76.5).

gnrS (8.1),gnrB (0.9) y
gnrA (0%)

Heces fecales

Granjas de produccion

Hebei, China

Xie et al., 2014

ciprofloxacina (3.1),
gentamicina y kanamicina
(68.7, cada uno), acido
nalidixico (37.5) y
trimetoprim (53.1)

(78.1), sulll (93.7), flo
(87.5) y blarsw (65.6)

Pollo de engorda (34) Estreptomicina (76.4), blaress2 (76.4), tetB Heces fecales Matadero Portugal Costa et al., 2009
tetraciclina (97), acido (55.8), tetd (50), sull
nalidixico (88.2), (23.5), sul2 (55.8) y sul3
trimetoprim-sulfametoxasol | (11.7)
(64.7), cloranfenicol (17.6),
gentamicina (11.7) y
ciprofloxacina (52.9)

Pollo de engorda (17) Tetraciclina (82.3), qnrS (23.5), tetd (35.2), Cloacales Granjas de produccion Egipto Moawad et al., 2018
penicilina (47), blarey (76.4), sull (29.4),
trimetoprim-sulfametoxasol | su/2 (58.8) y sul3 (47)
y estreptomicina (41.1),
levofloxacina (17.6) y
cloranfenicol (35.2)

Pollo de engorda (14) Tetraciclina (78.5), qnrS (50), gnrB (42.8), Carne de pollo - Korea Seoy Lee 2019
cloranfenicol (64.2), blacrxar14 (21.4) y blaresc: empacada
gentamicina (42.8), (57.1)
trimetoprim-sulfametoxasol
(71.4) y cefalotina (92.8)

Aves de corral (32) Ceftiofur (81.2), tet4 (100), tetB (18.7), sull - - Georgia Glenn et al., 2012
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En las ultimas décadas, los pollos de engorda han aumentado su relevancia como
productores de carne para consumo humano. El uso de antibidticos en esta especie,
generalmente, se administra a toda la parvada como terapia, profilaxis y/o promotores de
crecimiento; sin embargo, el uso inadecuado de antimicrobianos puede resultar en el

surgimiento de bacterias multirresistentes (Balcazar, 2014).

En 2016, se vendieron 106 toneladas se sustancias activas de antibidticos para su uso en
aves de corral. Este numero representa el 20% de todos los antibidticos veterinarios y un
consumo anual promedio de 47 mg de ingredientes activos por kilogramo de pollo
producido. En el cuadro 4 se muestra la frecuencia de E. coli multirresistente aislada en

paises europeos (Roth et al., 2019).

Antibiotic class Compound PL GB DE FR ES Average
Number of isolates 173 190 177 188 171
Aminoglycosides Gentamicin 10 7 7 3 36 13
B-lactam cephalosporines Cefotaxime 3 0 1 4 9 3
Ceftazidime 3 0 1 2 8 3
B-lactam penicillines Ampicillin 91 67 56 56 63 67
Diaminopyrimidines Trimethoprim 62 43 38 47 37 45
Fenicols Chloramphenicol 25 4 10 7 17 13
Fluoroquinolone Ciprofloxacin 90 22 60 36 91 60
Macrolides Azithromycin 5 0 2 0 11 4
Polimyxmins Colistin 3 0 4 3 1 2
Quinolone Nalidixic acid 78 21 45 34 88 53
Sulfonamides Sulfamethoxazole 71 53 47 55 50 55
Tetracyclines Tetracycline 73 44 28 62 61 54
Tigecycline 2 0 0 0 0 0

PL—Poland, GB—United Kingdom, DE—Germany, FR—France, ES- Spain.

Cuadro 4. Frecuencia de E. coli multirresistente aislado en paises europeos (Tomado y modificado de Roth et al., 2019).

e FE. coli en aves silvestres
Las aves silvestres son conocidas por ser un reservorio potencial de bacterias patdgenas.
Se sabe que pueden transmitir cerca de 40 enfermedades al ganado y humanos. Recientes
estudios han demostrado que algunas especies de aves silvestres pueden adaptarse
facilmente a grandes urbes, ademds, de que las operaciones agricolas son altamente
atractivos para estas por la disponibilidad de alimento y agua (Figura 6, Figura 20) (Gaukler

et al., 2009).
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Viral diseases
Avian paramyxovirus /Newcastle disease
Anatid herpesvirus/duck plague
West Nile virus
Avian influenza virus/Al/AIV
Bacterial diseases
Gastrointestinal
Salmonella
Escherichia coli a enfermedades transmitidos por aves
Vibrio cholera . .
Pasteurella multocida/avian cholera silvestre (Tomado y modificado de
Camgylobacrer - Helicobacter Elmberg et al., 2017)
Yersinia
Clostridium botulinum/avian botulism
Brachyspira
Respiratory
Chlamydophila psittaci/chlamydiosis, ornithosis or psittacosis
Systemic
Borrelia/Lyme disease and borreliosis
Antimicrobial resistance
Unicellular endoparasites
Cryptosporidium
Giardia
Microsporidium

Figura 6. Ejemplos de patogenos asociados

Existe evidencia en la que demuestran que las aves silvestres son portadoras de Escherichia
coli portadoras de P-lactamasas de espectro extendido y clonas relacionadas con
aislamientos clinicos en personas con infeccion del tracto urinario y urosepsis. Diversos
autores concluyen que las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL’s) han sido

introducidas a un ecosistema o lugar por aves silvestres migratorias (Bonnedahl et al.,

2014).

Asimismo, en un estudio realizado en Espafia reportaron el aislamiento de cepas de E. coli
multirresistentes a diferentes grupos de antibioticos procedentes de 15 especies de aves
silvestres localizadas en un centro de recuperacion de vida silvestre. Ademas, mencionan
el aislamiento de cepas clonas entre diferentes especies de aves silvestres migratorias y que

han sido reportadas en muestras clinicas humanas (Alcald et al., 2016).

El rol que juegan las aves silvestres migratorias como portadoras y diseminadoras globales
de bacterias multirresistentes fue evaluado en gaviotas de nueve paises europeos (Stedt et

al., 2014) (Cuadro 5).
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Nalidixic acid Streptomycin Tetracykline Ampicillin Chloramphenicol Cefadroxil Tigecycline Nitrofurantoin Mecillinam Trimethoprim/sulfamethoxazole

Denmark 0.0 31 1.0 6.2 00 00 00 00 00 21
England 59 103 27.9 338 29 15 0.0 0.0 15 103
Ireland 0.8 08 2.7 19 04 08 0.0 04 04 08
Latvia, Daugava 214 214 29.0 299 10.3 18 0.0 4.0 04 174
Latvia, Kaltene 0.0 1.7 0.0 1.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Netherlands, Borsele 22 96 163 135 04 04 00 00 04 57
Netherlands, Rotterdam 57 79 123 8.8 26 09 0.0 0.0 0.0 57
Poland 34 34 6.0 6.0 04 00 00 00 00 09
Portugal, Lagos 12.0 94 18.3 15.7 3.7 31 0.0 1.0 0.0 84
Portugal, Portimao 8.6 14.8 259 173 49 0.0 0.0 0.0 25 123
Spain, Emporda 32.1 27.4 34.5 393 10.7 36 0.0 0.0 12 155
Spain, Mazzaron 36.9 28 52 449 204 11 0 13 04 298
Spain, Malaga 30.8 21.7 37.5 425 16.7 108 33 00 08 16.6
Sweden 29 6.9 103 137 29 23 0.0 0.0 0.0 46

Cuadro 5. Niveles de resistencia (%) de E. coli de gaviotas en paises Europeos (Tomado y modificado de Stedt et al., 2014).

Aunque las aves silvestres tienen poco o nulo contacto con agentes antimicrobiano, pueden
infectarse por bacterias multirresistente a través de la interaccion con animales domésticos
y humanos, este hecho es muy importante para la salud publica y veterinaria, ya que
diversos reportes mencionan que la microbiota intestinal de aves silvestres puede contener

E. coli multirresistente.

Un estudio realizado por Borges ef al., (2016) en Brasil, reportaron el aislamiento de E.
coli portadora de multiples genes de virulencia procedente de diversas especies de aves
silvestres que se encontraban en un hospital veterinario de fauna silvestre, ademas
mencionan que las aves silvestres pueden actuar como reservorio y diseminador de E. coli

patogénica extra-intestinal pudiendo transmitirla a humanos (Stedt et al., 2014).

En diversos estudios se ha mostrado que las aves silvestres que tienen algin tipo de
contacto con actividades antropogénicas muestran una frecuencia alta de ARG’s. Un
estudio realizado por Marcelino et al, (2019) reportaron que aves silvestres que se
alimentan en lagunas cercanas a plantas tratadoras de agua residual tuvieron una diversidad
y abundancia de ARG's, asi como una cantidad significativa de clases de antibioticos a los

que estos genes confieren resistencia (Figura 7).
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Figura 7. Diversidad de ARG’s en especies de aves silvestres (Tomado y modificado de Marcelino et al., 2019)

Las aves silvestres sinantropicas portadoras de E. coli multirresistente con ARG’s
representan un peligro potencial para la salud animal y humana ya que estas cepas pueden
transmitirlas a vias fluviales y otras fuentes ambientales a través de sus depositos fecales

(Cuadro 6) (Guenther et al., 2010).
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Cuadro 6. Estudios sobre la presencia de E. coli en aves silvestres

cloranfenicol (26.6), gentamicina (13.3),
ampicilina y amoxicilina (60, cada uno)

(100), strA (86.6),
strB (20) y sul2
(80)

B2 (46.6) y D (20)

identificacion

Especie animal (no. Resistencia a los antibiético (%) Frecuencia de Grupo Tipo de Lugar Pais Referencia
de aislamientos de ARG (%) filogenético (%) muestra
E. coli)
Gaviotas (137)* Ampicilina (45), tetraciclina (7.3), Blacrxa.i4, 15y 27 - Heces fecales Vertedero Alaska Bonnedahl et al.,
Trimetoprim/sulfametoxasol (4.4), 2014
estreptomicina (3.6), dcido nalidixico (2.9) | blargys 10
y cloranfemicol (0.7)
Aves silvestres (16)° | tetraciclina (75), 4cido nalidixico (87.5), tetB (25), tetA A (18.7), B1 (50), Cloacales Centro de Espafia Alcald et al., 2016
sulfonamida (62.5), cloranfenicol (50) y (50), sull (25), B2 (6.2) y D (25) Recuperacion de
gentamicina (18.7) sul2 (6.2), sul3 Fauna Silvestre
(37.5), gnrS1 (6.2) (CRFS)
y cmlA (25)
Aves silvestres (19) | Tetraciclina y acido nalidixico (52.6, cada iss (94.7), frud A (5.2),BlyB2 Heces fecales y Hospital Veterinario Brasil Borges et al.,
uno), trimetoprim-sulfametoxasol y (47.4), iut4 (10.5), | (42.1, cada uno) y orofaringe de vida silvestre 2016
kanamicina (36.8, cada uno), gentamicina iroN (42.1) y D (10.5)
(21) y ceftriaxona (10.5) ompT (47.4)
Aves silvestres (15) | Tetraciclina y estreptomicina (46.6), tetB (93.3), tetA A (26.6), Bi (6.6), cloacales Aves capturadas para Alemania Guenther et al.,

2010

*Solo se tomaron en cuenta los 33 aislamientos de E. coli productora de f-lactamasas de espectro extendido

®Se estudiaron 9 especies de aves silvestres y se consideraron solo los aislamientos resistentes a cefotaxima
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4. Genes de resistencia a antibioticos en ADN fagico.

Recientemente a incrementado la evidencia de la presencia de ARG’s en el ADN fégico en

diferentes ecosistemas y paises:

e Fagos ambientales.
Multiples ARG’s como gnrS, blarem, gnrA 'y mecA han sido reportados en fagos aislados

en plantas tratadoras de agua residual y aguas residuales humanas y animales.

Un estudio realizado en Madrid (Colomer et al., 2011), demuestra una frecuencia alta de
ARG’s en fagos aislados de plantas tratadoras de agua residual para uso urbano; lograron

detectar, , bacteriofagos con los genes mecA y el gen blarem (Figura 8).

Blary Urban sewage

Sample
©

Sample

Figura 8. Numero de copias del gene blaren (CG/mL) en agua residual urbana en DNA fagico y bacteriano (Tomado y modificado de
Colomer et al., 2011).

El agua residual animal es otro ambiente en el que, diversos estudios, han reportado la
presencia de fagos portadores del gen gnrA con una prevalencia de 71.4%. Diversos
estudios concluyen que los fagos portadores de ARG’s juegan un rol muy importante en la

movilizacion de estos en el medio ambiente (Figura 9) (Colomer et al., 2014b).
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Figura 9. Densidad del gen qnrA (CG/mL) en DNA fagico en agua residual animal (Tomado y modificado de Colomer et al., 2014b).

Un estudio realizado en Barcelona reporta que diversos métodos de desinfeccion
(alteracion de pH, radiacion por UV, variacion de temperatura y la cloracion) en plantas
tratadoras de agua residual no son efectivos para fagos revelando que la cloracion fue el
método mas efectivo para la disminucion de 3.15 a 2.96 log!® CG/mL del gen blarem en el

ADN fagico (Calero-Céseres et al., 2016).

e Fagos en heces humanas y animales.
La presencia de fagos portadores de ARG’s en heces humanas y animales representa un
riesgo eminente de transmitirlos directa o indirectamente a semejantes. Un estudio
realizado en Barcelona, Quirds ef al. (2014) recolectaron, de un hospital, 80 muestras de
pacientes de entre un rango de 6 meses a 102 afios de edad; reportaron una prevalencia

considerable de diversos ARG’s en el ADN fagico (Figura 10).
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Calci et al., 1998, demostraron la existencia de bacteriofagos en heces fecales de multiples
especies de animales, sin embargo no mencionan la presencia de ARG’s. Los resultados de
este estudio demostraron que en areas afectadas, son los residuos de heces fecales animales

y humanos los principales mecanismos de la diseminacion de bacteriofagos (Figura 11)
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Los fagos integrados, o no, en bacterias pueden ser consumidos accidentalmente creando

un ciclo de diseminacion exponencial (Quirds et al., 2014; Kobayashi et al., 2009).

e Profagos.
Se le conoce como profago a la estancia del ADN virico en el genoma bacteriano y su
presencia ha sido preocupantemente descrita en multiples estudios, ya que, debido a la
capacidad de conversion lisogénica puede provocar la aparicion de nuevos patdgenos y en
consecuencia de nuevas enfermedades, posiblemente, mortales (Diene ef al. 2017; Shousa

etal, 2015).
Un estudio realizado por Anand et al., 2016, revelaron la presencia de multiples ARG's

aislados de ADN fégico que se encontraba en diferentes familias de bacterias. Las bacterias

fueron aisladas de diferentes fuentes (Figura 12).
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S. Transduccion.
La transduccion es el proceso mediante el cual, los bacteriéfagos transfieren DNA

bacteriano de un hospedador a otro.
Se han reconocidos dos tipos de transduccion (Figura 13):

» Transduccion especializada. Este proceso ocurre, frecuentemente, durante la
lisogenia. El profago toma el cromosoma (regiones especificas) bacteriano
adyacente al sitio de anclaje y lo almacena en su capside. Durante el proximo ciclo
de infeccion, los fagos atemperados pueden inducer un cambio en el fenotipo del
hospedador a través de la conversion lisogénica (Balcazar, 2014; Shousa et al.,

2015).

» Transduccion generalizada. El fago toma, al azar, una porcién gendémica del
hospedador (donante) y la puede transferir a una bacteria recipiente (Balcazar,

2014).
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Figura 13. Transferencia de ADN entre bacterias via fagica (Tomado y modificado de Balcazar, 2014)

La conversion lisogénica se define como un proceso por el cual una bacteria, que se
encuentra en estado lisogénico, expresa los genes que el bacteriéfago porta. El proceso de

conversion influye en las siguientes condiciones:

» Expresion de genes profagicos en estado lisogénico. Al momento en que el ADN
fagico se interna en el cromosoma bacteriano adquiere el nombre de profago, este
comienza a expresar genes antirepresores y represores que van a definir el futuro

de su ciclo biolégico (ciclo lisogénico o litico).

» Resistencia fagica y fisiologica. Los profagos pueden expresar genes que evitan la
superinfeccion (infeccion de fagos a bacterias lisogenizadas), de igual manera
pueden modificar proteinas como LPS que, generalmente, usan los bacteriofagos

para realizar el proceso de adsorcion.
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» Genes de virulencia. Los profagos pueden modificar proteinas de la membrana
externa de la bacteria que usan como factores de virulencia, por ejemplo, profagos
localizados en Salmonella pueden modificar las proteinas de adherencia (Figura

14) (Wahl et al,, 2018).
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Figura 14. Interacciones entre profagos y Sa/monella spp (Tomado y modificado de Wahl ez al., 2018).

En un estudio realizado en Suiza, reportaron el aislamiento de Staphylococcus aureus
ST398 portadores de multiples profagos. La caracterizacion de profagos revel la presencia

de 44 factores de virulencia.

Ademas, se desarrollé un arbol filogenético en el que aislamientos de Staphylococcus
aureus de animales portadores de profagos tienen una estrecha relacion con aislamientos
clinicos humanos. Los autores sugieren que los bacteridofagos y la lisogenia ha jugado un
rol muy importante en elevar la habilidad de ST398 para causar infecciones humanas

(Figura 15) (Diene et al., 2017).
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Figura 15. Analisis genémico de ST398 (Tomado y modificado de Diene et al., 2017)

Otro estudio realizado por Iversen et al., (2015), reportd que una alta proporcion de E. coli
comensales aisladas de nifios saludables fueron lisogenizadas por el fago ¢734 portador de
Stx2 y aislado de O103:H25 causante de un brote en 2006 que afectd a nifios con HUS.
Ademas, 33% de las cepas lisogenizadas mostraron conversion lisogénica al producir altos

niveles de fagos cuando entraron al ciclo litico espontaneamente (Figura 16).
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En Austria, Shousha et al., (2015), aislaron bacteridfagos procedentes de E. coli resistentes
a antibidticos en carne de pollo. Los bacteri6fagos fueron capaces de transducir la
resistencia fenotipica a cepas de referencia de E. coli. En el cuadro 7 se muestran algunos
ejemplos de bacteridfagos, los cuales, infectaron a una amplia variedad de bacterias y

transdujeron diversos factores de virulencia.

Virulence factor
(gene)

Example
bacteriophage(s)

Bacterial host(s)

Reference

Shiga toxin 1
(Stx1)

Shiga toxin 2
(Stx2)

Cholera toxin
(ctxAB)

Type III effector
protein SopE

Cytotoxin
Exofoliative toxin A
Exotoxin A

H-19B, VT2-Sakai

933W, $3538
VT1-Sakai

CTXé

SopEd

HCTX
SdMUSOA, GETA
T12

Escherichia coli
Shigella dysenteriae
Shigella spp.

Escherichia coli
Shigella dysenteriae
Shigella spp.

Vibrio cholerae
Shigella dysenteriae
Shigella spp.

Salmonella enterica
serovar Typhimurium

Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus pyrogenes
Streptococcus pyrogenes

De Grandis et al., 1987;
Makino et al., 1999

Plunkett et al., 1999;
Schmidt et al., 1999;
Yokoyama et al., 2000

Faruque et al., 1998;
Mekalanos et al., 1997;
Waldor et al., 1997

Hapfelmeier et al., 2004;
Mirold et al., 1999

Nakayama et al., 1999
Yamaguchi et al., 2000
Weeks and Ferretti, 1984

(erythrogenic toxin)
Enterotoxin A
Enterotoxin P

13, 6315 Staphylococcus aureus Betley and Mekalanos, 1985;
Casman, 1965;

Coleman et al., 1989

Botulinum toxin C c-st, CEB Clostridium botulinum Eklund et al., 1971;
Tsuzuki et al., 1990
Botulinum toxin D dl6¢ Clostridium botulinum Eklund et al., 1972;

Sunagawa et al., 1992

Cuadro 7. Ejemplos de bacteriofagos portadores de factores de virulencia y bacterias objetivo (Tomado y modificado de Brabban et
al., 2015).

6. Bacteriofagos.

Los bacteriofagos son virus que infectan especificamente a bacterias. Fueron descritos,
aparentemente, por primera vez en 1896 por Ernest Hankin quien publico el articulo
“L’action bactéricide des eaux de la Jumma et du Gange sur le microbe du choléra” donde
menciona la accion y el poder bactericida del agua de estos rios ubicados en la India,
ademas, se percatd que esta accion se podia observar solo si se filtraba y no se hervia el
agua de estos rios. Sin estar seguro del causal de la accion bactericida, propuso beber agua
filtrada de estos rios para contrarrestar los brotes de colera, autores coinciden que esta fue

la primera vez en que se plante6 la utilizacién de una terapia fagica y concuerdan en que
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el agente que ocasionaba la disminucion de bacterias eran los bacteriofagos.
Recientemente, se han realizado estudios en el rio Ganges reportando el aislamiento de
fagos que combaten a Escherichia spp. Hoy en dia, los habitantes que dependen de este rio
lo consideran sagrado con propiedades especialmente curativas. Después de la publicacién
realizada por Ernest Hankin, existen aproximadamente unos 23 reportes donde describen
una actividad litica ligada, presuntivamente, a los bacteriofagos (Khairnar, 2016; Abedon
et al.,, 2011a; Hankin, 1896; Landes Bioscience, 2011; Sulakvelidze et al., 2001; Tiwari et
al., 2014; Roy y Yusuf, 2013; Sharp, 2001).

Posteriormente Frederick William Twort, a los 16 afios, emigrd a la ciudad de Londres
donde labord en el laboratorio del hospital St. Thomas obteniendo una extensa experiencia
en la manipulacion de bacterias. Después de ocho afios se traslado al laboratorio de William
Bulloch, y en 1905 dio a conocer una tincidon nombrada “tincion Gram-Twort”.
Posteriormente, en 1909 ocup¢ el cargo oficial de director del Instituto Brown donde se
brindaba servicios de medicina veterinaria y en el cual realizé diversas investigaciones en
bioquimica microbiana. En 1915, publico el articulo: An investigation on the nature of
ultra-microscopic viruses, en la revista The Lancet, donde describe la contaminacion de
colonias de Micrococcus por unas manchas de actividad litica y con aspecto transparente-
vidrioso En el articulo, Twort planted tres posibles causas por las que aparecian las
enigmaticas manchas: 1) posible manifestacion inusual del ciclo de vida de la bacteria, 2)
autodestruccion bacteriana por enzimas y, 3) virus ultramicroscopico. Twort no pudo
afirmar, ni rechazar ninguna de sus hipdtesis a causa de los recortes financieros provocados
por el inicio de la primera guerra mundial (Duckworth,1976; Keen, 2014; Twort, 1915;
Thomas, 2014; Wittebole et al., 2014).

En 1917, cuando la guerra atin continuaba, Félix Hubert d’Herelle reporté a la academia
francesa unas manchas con caracteristicas similares a las que habia observado Twort en
1915. En este reporte se afirmaba que las manchas eran causadas por virus, a los que
bautizéd como bacteriéfagos. A pesar de que por mucho tiempo d’Herelle estuvo portando
la capa y estandarte del descubrimiento de los bacteriéfagos usdndolos como herramienta

terapéutica, se le neg6 el crédito absoluto del hallazgo debido a que Twort mandé dos notas
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a la revista The Lancet, mencionando que ¢l habia sido el primero en observar las manchas
transparentes. Muchos autores sugieren que d’Herelle no fue absolutamente honesto
cuando negd conocimiento alguno de los trabajos realizados anteriormente por Twort. Por
todo esto, la comunidad cientifica adopt6 el nombre de “fenomeno de Twort - d’Herelle”
y mas tarde como el “fendémeno del bacteriofago” (Sulakvelidze et al., 2001; Duckworth,

1976; Twort, 1921; Twort, 1925).

En la actualidad, compatfiias internacionales comercializan productos fagicos aprobados
por la USDA y bajo el status de Generally Recognized As Safe (GRAS) de la FDA que
son usados como agentes desinfectantes en alimentos procesados (Aminov et al., 2017,
Kutter et al., 2015). Ademés, Microgen, una compaiia farmacéutica rusa, produce una
amplia variedad de preparaciones fagicas disponibles para médicos y farmacias locales y
su venta online para la distribucioén en cualquier pais (Cuadro 8) (Abedon ef al. 2011b;

Briissow H 2017; Clark JR 2015)
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Cuadro 8. Productos fagicos comercializados en la actualidad.

Compaiiia

Producto (bacteria objetivo)

Intralytix, Inc.

Baltimore, MD USA

ListShield™

(Listeria monocytogenes)

EcoShield™ (Escherichia coli O157:HT)

SalmoFresh™ (Salmonella spp)

ShigaShield™ (Shigella flexneri, sonnei and dysenteriae)

Control de patogenos bacterianos en instalaciones de procesamiento de alimentos listos para el consumo

humano

Ecolicide® (Escherichia coli O157:HT)

SalmoLyse® (Salmonella spp)

ListPhage®

(Listeria monocytogenes)

Control de patdgenos bacterianos en alimentos para mascotas

Omnilytics™

Sandy, Utah USA

Agriphage™ (Xanthomonas campestri pv. Vesicatoria or Pseudomonas syringae)

Control de infeccion bacteriana en tomates y pimienta

Dysentery polivalent bacteriophage (Shigella flexneri serovariedades 1, 2, 3,4 y 6 and
Shigella sonnei)

Tratamiento y profilaxis de la disenteria bacterial.

Intesti-bacteriophage (Shigella spp, Salmonella spp, E. coli, Proteus spp, Enterococcus,

Staphylococcus and P. Aeruginosa)

Tratamiento y profilaxis de enfermedades del tracto gastrointestinal.

E. coli — Proteus bacteriophage (Proteus spp and E. coli)

Streptococcus bacteriophage (Streptococcus)

Tratamiento y profilaxis de enfermedades del tracto respiratorio, sépticas, supurativas inflamatorias (recién

nacidos) e infecciones quirtirgicas, genitourinarias y enterales.

Wageningen, The
Netherlands

(Listeria spp)

PhageGuard S, antes Salmonelex™

(Salmonella spp)

Microgen E. coli bacteriophage (E. coli enterotoxigénica)
Complex bacteriophage (Staphylococcus, Enterococcus, Proteus spp, Streptococcus, P,
aeruginosa, Klebsiella spp and E. coli) Tratamiento y profilaxis de enfermedades del tracto respiratorio, sépticas, supurativas inflamatorias (recién
Sextaphag® polyvalent pyobacteriophage (Staphylococcus, Streptococcus, Proteus spp, nacidos) e infecciones quirtirgicas, genitourinarias y enterales; conjuntivitis postraumatica
P, aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and E. coli enteropatogénica)
Klebsiella purified polyvalent bacteriophage (Klebsiella spp) Tratamiento y profilaxis de enfermedades del tracto gastrointestinal, inflamatorias (recién nacidos),

supurativas e infecciones quirirgicas y genitourinarias; conjuntivitis postraumatica

PhageGuard Listex, antes Listex™

Micreos

Eliminacion bacteriana en productos alimenticios (meat, poultry, fish, seafood, cheese, fruits, vegetables y

plantas procesadoras de alimentos)
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Morfologia de los bacteriofagos

Los bacteriofagos estan constituidos por una molécula de 4cido nucleico, poseen un tamafio
que varia entre 20 a 200 nanometros y participan activamente en la vida de las bacterias
codificando la produccién de enzimas y de toxinas, asi como en la transferencia de genes
entre bacterias. Estos estan constituidos por:

e (Cabeza. También se le llama capside y puede ser de forma icosaédrica o helicoidal.
Contiene la informacion genética del fago ya sea ADN o ARN.

e Cola. Consiste en un tubo hueco central y esta constituida por un collar que la une
a la cabeza, ademas de una vaina que rodea al tubo, estd compuesta por
glicoproteinas, tiene la capacidad de contraerse al momento de la inyeccion del
material genético del fago.

e Placa basal. Esta placa es hexagonal y tiene un gancho y unas fibras del tallo
articulada en cada angulo; las fibras son las encargadas de la interaccion con la
pared celular de la bacteria (Figura 17) (Guttman et al., 2005; Fernandez et al.,
2004; Prescott et al., 2004; Wittebole et al., 2014).
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Figura 17. Representacion esquematica de
tail tube protein
la cabeza, cola y placa basal de un fago

contractile sheath protein Mpyoviridae (Tomado y modificado de

Fokine y Rossmann, 2014)
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Desde 1959, al menos 5568 bacteridofagos han sido examinados. Evidencia microscopica
electronica revela que 96.2% (5360) de los fagos tienen cola y estan asignados al orden
Caudovirales que conforman tres familias: Myoviridae (24.5), Siphoviridae (61%) y
Podoviridae (14%). El 3.7% restante (208 fagos) son polihedricos, filamentosos o
pleomorficos y abarcan 17 familias (Cuadro 9) (Wittebole ef al, 2014; ICTV, 2014;
Ackermann, 2001; Ackermann, 2005; Ackermann, 2007).

Cuadro 9. Clasificacion taxonomica de los bacteriofagos.

ORDEN FAMILIA FORMA ACIDO PARTICULARIDADES EJEMPLO
NUCLEICO
Myoviridae Facos con ADN de doble Cola contractil T4
Caudovirales  Siphoviridae & ) cadena Cola larga no contractil A

Podoviridae cota Cola corta T7

Microviridae ADN de una OX174
cadena

Corticoviridae Cépside compleja, lipidos PM2

Tectiviridae ADN de doble  Vesicula lipidica interna PRD1

Grupo SHI . cadena Vesicula lipidica interna SH1

Grupo STVI Polihedros STIV

Leviviridae ARN de una Semejante a poliovirus MS2
cadena

Cystoviridae ARN de doble  Formado por lipidos o6
cadena

No asignado  Inoviridae ADN de una Filamentos grandes fd
. R Filamentosos cadena -

Lipothrixviridae ADN de doble  Formado por lipidos TTV1

Rudiviridae cadena Semejante a TMV SIRV-1

Plasmaviridae Sin cépside, y con lipidos L2

Fuselloviridae En forma de limén SSV1

Salterprovirus En forma de limén Hisl

Guttaviridae Pleomoérficos ADI;Iangioble En forma de gota SNDV

Ampullaviridae En forma de botella ABV

Bicaudaviridae Dos colas ATV

Globuloviridae Semejante a paramyxovirus ~ PSV

Ciclos biologicos.

Una de las clasificaciones de los bacteridfagos se refiere al tipo de ciclo bioldgico que
desarrolla:

v' Litico. Se refiere al proceso mediante el cual, los bacteriofagos, destruyen
a la célula huésped por medio de lisis. Toda la maquinaria metabdlica de la bacteria es
“secuestrada” para replicar y transcribir el ADN féagico. Los fagos mas estudiados son los

“T” par (T2, T4, etc.) (Morse y Meitzner, 2011; Refardt, 2011; Hooton ef al., 2011).
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v' Lisogénico. Los bacteriofagos infectan a la bacteria, incorporando su
material genético en el genoma bacteriano generando un profago. Este genoma viral se
replica en sincronia con el cromosoma bacteriano (Madigan et al., 2004; Balcazar, 2014;
Refardt, 2011; Dini, 2011; Hooton et al., 2011). En la figura 18 se representa el ciclo litico

y lisogénico de los bacteriofagos.

/\-\,s
1 Cellular
@ 6‘50 r'/ BRICHEC CO
Assembly Proy

Figura 18. Ciclos bioldgicos de los bacteriéfagos (Tomado y modificado de Salmond y Fineran, 2015)

En cada uno de los ciclos bioldgicos, el proceso de infeccion y replicacion se lleva a cabo
por etapas:
1. Unién o fijacion (adsorcion) del virus a una célula huésped

Las fibras del tallo hacen contacto con receptores especificos mediante sus adhesinas
provocando que la placa basal asiente en la superficie. Los receptores componentes
normales del hospedador, tales como proteinas, carbohidratos, glicoproteinas, lipidos y
lipoproteinas, si el receptor se altera, el hospedador puede hacerse resistente a la infeccion
virica, sin embargo, algunos bacteri6fagos son capaces de utilizar méas de un receptor

(Figura 19) (Madigan et al., 2004; Dini, 2011; Shin et al., 2012; Prescott et al., 2004).
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Figura 19. Representacion esquematica de
la adsorcion del bacteriofago a la célula
hospedadora (Tomado y modificado de
outer Roach y Donovan, 2015)

membrane

2. Penetracion (inyeccion) del material genético del fago.
La lisozima origina la formacién de un orificio, posteriormente la vaina se reorganiza de
tal manera que se contrae, haciéndose mas corta y ancha, y es entonces cuando el tubo
central es empujado a través de la pared celular bacteriana. Finalmente, el ADN es extruido
de la cabeza, pasa a través del tubo del tallo penetrando en la célula huésped (Figura 20)

(Spricigo, 2011; Madigan et al., 2004; Prescott et al., 2004; Bertin ef al., 2011).

Figura 20. Insercion del ADN fagico al
hospedador (Tomado y modificado de
Leiman et al., 2010)

3. Sintesis del acido nucleico y de proteinas
Para que se lleve a cabo el ciclo lisogénico es necesario que participen los fagos
atemperados como es el caso de lambda, especifico para E. coli (Figura 21).
El ADN del fago lambda se circulariza inmediatamente después de la inyeccion, debido a
que la ligasa de E. coli une los extremos cohesivos Una vez circularizado el fago, el ARN

polimerasa del hospedador, inicia la produccion de ARN virico comenzando en el promotor
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PL (promotor izquierdo) y PR (promotor derecho) que transcribe en ambas direcciones.
Estos promotores producen las proteinas antiterminadoras Cro y N, las cuales, permiten a
la ARN polimerasa transcribir las proteinas CIII y CII (Madigan et al., 2004; Kropinski et
al. 2007).

El antiterminador Cro produce la proteina Q, la cual permite la transcripcion de proteinas
tardias (proteinas de la cabeza y de la cola, y enzimas relacionadas con la liberacion de las
particulas de fagos maduros de la célula). Posteriormente, la proteina Cro bloquea la
transcripcion a partir de PL y PR mediante la unién a OL (operdn izquierdo) y OR (operon
derecho). Una vez que PL y PR estan bloqueados, no se sintetizan mas proteinas CIII y
CIl, las cuales, son necesarias para entrar al ciclo lisogénico. El bloqueo de estos
promotores provoca el mecanismo de replicacion mediante circulo rodante. En este
mecanismo se produce un corte de una cadena, generando una cola de cadena sencilla y
puede convertirse en cadena doble mediante la sintesis de una cadena complementaria,
posteriormente son cortados en fragmentos adecuados por una DNAsa (Madigan et al.,

2004; Prescott et al., 2004).

Por otra parte, para que se active el ciclo lisogénico de lambda se requiere que la proteina
CII active PE (promotor del establecimiento de lisogenia) y que este se una a OL y OR
para dar lugar a sintesis de la proteina c/, la cual, va a cesar la produccion de proteinas
tardias. Una vez ocurrido esto, la seccion a#tP del fago reconoce el IHF (factores de
integracion del hospedador) para poder unirse al genoma bacteriano La proteina excisiona
permite la liberacion del profago y cuando se somete a la luz ultravioleta o a los rayos X

entra en el ciclo bioldgico litico (Kropinski et al., 2007; Prescott et al. 2004).
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4. Ensamblaje y empaquetamiento del 4cido nucleico.
Todas las proteinas necesarias para el ensamblaje de fagos se sintetizan de forma
simultdnea. Cuando se ha finalizado la placa basal, se construye sobre ella el tubo del tallo
y se ensambla la vaina alrededor de este. La procéapside del fago se construye de forma
independiente, la cual, se combina espontdneamente con el conjunto ensamblado del tallo.
En la base de la procépside, en su punto de unidn con la cola, se localiza la proteina portal
que ayuda a iniciar el ensamblaje de la cabeza, una vez ensamblada las moléculas de ADN
se empaquetan dentro. Las fibras del tallo se unen a la placa basal una vez que se han unido

la cabeza y cola (Figura 22) (Madigan et al., 2004; Prescott et al., 2004).
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Figura 22. Representacion esquematica del ensamble del fago (Tomado y modificado de Fokine y Rossmann, 2014)
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5. Liberacion de viriones maduros

Una vez que los bacteridfagos estén en una etapa madura (ensamblaje completo), este

puede codificar y liberar la holina y endolisina (proteinas liticas), la primera provoca una

lesion en la membrana citoplasmatica, permitiendo que la endolisina se ancle y destruya el

peptidoglicano de la célula hospedadora (figura 23) (Elbreki et al., 2014).

Figura 23. Representacion esquematica del

modo de accion de las proteinas liticas

derivadas de bacteriofagos. Membrana

l II . I" ||| <D III ] 5 citoplasmatica (CM) y peptidoglicano
A 1

Cell envelope

(PG). (Tomado y modificado de Elbreki et

Holin “ Cytoplasm al,, 2014).

Endolysin

34



JUSTIFICACION
El descubrimiento de los antibidticos representa uno de los avances cientificos mas
importantes y relevantes del siglo pasado, estos han sido usados en el tratamiento de
enfermedades en la medicina veterinaria y humana. Sin embargo, su uso injustificado al
emplearse como promotores de crecimiento y aditivos alimenticios para una mayor
ganancia de peso en la industria carnica ha provocado un desarrollo y prevalencia acelerada

de bacterias multirresistentes (Saliu et al. 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud ha puesto a la familia Enterobacteriaceae
productoras de beta-lactamasas (ESBL) como prioridad critica para la supervision de
resistencia antibacteriana (WHO, 2017), debido al aumento de su prevalencia en aislados
clinicos, animales de compaiiia y de corral; asi mismo destacando a la gran porcion
poblacional afectada por la resistencia a las cefalosporinas de ultima generacion (Parker et

al., 2016)

Las aves de corral se han visto afectadas por la multirresistencia al registrar pérdidas
econdmicas considerables en la industria carnica (Koga et al. 2015; Brower et al. 2017; El-
Shazly et al. 2017; Pavlickova et al. 2015), cabe sefialar que los productos carnicos
derivados de estas estas aves representan, mundialmente, la segunda fuente de alimento
mas comun (35.2%) solo por debajo de los de cerdo (36.3%) (Saliu et al. 2017). A pesar
de que los grupos filogenéticos de E. coli reportados con mas frecuencia en aves de corral
y aves en produccion convencional son A y B1, los cuales son considerados comensales;
también han sido reportados los grupos B2 y D, que son ligados a actividad patdgena, estos

con menos frecuencia (Koga et al. 2015; El-Shazly et al. 2017; Pavlickova et al. 2015).

En maltiples reportes muestran que la carne de pollo es la principal fuente de
contaminacion por E. coli y Salmonella portadoras de genes de resistencia y factores de
virulencia comparada con carne de bovino y porcino. Estos patdogenos pueden ser
transmitidos a humanos (Overdevest et al. 2014; Hiroi et al. 2012; Koga et al. 2015). En
estudios recientes han reportado que la resistencia mas frecuente es hacia la tetraciclina y

ampicilina, seguida por 4cido nalidixico y trimetoprim-sulfametoxasol (Koga et al. 2015;
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Pavlickova et al. 2015; Brower et al. 2017; El-Shazly et al. 2017). Ademas, una resistencia
cada vez mas frecuente hacia las cefalosporinas de tercera generacion en granjas de

produccion convencionales (Koga ef al. 2015).

Algunos genes que confieren resistencia a los antibidticos (blarem, gnrA, gnrB, tet, sul) son
ampliamente descritos en la produccion avicola a nivel mundial aumentando la
preocupacion debido a las pérdidas econdmicas y a su potencial de transmision (Mo ef al.
2016; Xie et al. 2014; van Hoek et al. 2016). En los ultimos afios se ha registrado un
incremento de la prevalencia de E. coli productora de beta-lactamasas de espectro
extendido entre los aislamientos en grajas de produccion avicola aumentado la
preocupacion en esta industria, ya que implica fallas en el tratamiento de enfermedades
provocadas por su mecanismo de resistencia (Li et al. 2016). Diferentes tipos de beta-
lactamasas de espectro extendido han sido reportadas, el tipo CTX-M representa un
problema emergente en la salud ptblica, comenzando a ser considerado como “CTX-M

pandémico” (Costa et al. 2009).

La resistencia bacteriana se desarrolla por varios mecanismos: (i), por cambios dentro del
genoma bacteriano (mutaciones); (ii), por interacciones bacterianas (formacion de
biofilms); y (iii), por la adquisicién de nuevos genes a través de una transferencia horizontal

mediada por bacteriéfagos atemperados (Shousha et al. 2015).

En multiples estudios demuestran la capacidad que tienen los fagos atemperados en
transferir genes de resistencia a los antibioticos y factores de virulencia provocando que
bacterias ganen patogenicidad (Iversen et al. 2015; Shousha et al. 2015). Estos fagos
atemperados, en su mayoria, han sido aislados de plantas tratadoras de agua; sin embargo,
en estudios recientes lo han aislado en granjas de produccién animal (avicola, porcina y

bovina) (Colomer-Lluch et al. 2011a).

Por lo tanto, es de suma importancia comprender el rol de bacteridfagos en la diseminacion

de genes de resistencia a los antibidticos entre aislamientos obtenidos de aves de corral con
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el proposito de desarrollar mecanismos de alerta temprana en la prevencion de

enfermedades altamente contagiosas y asi mantener una buena salud ambiental.
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HIPOTESIS

Existe una prevalencia menor al 30% de los genes blaTEM, sull, sulll, tetA, tetB, gnrd'y
gnrB en el ADN fagico y ADN bacteriano de Escherichia coli aislada de aves de corral y

silvestres de la zona centro-norte del Estado de México.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar la prevalencia de los genes blatem, sull, sulll, tetA, tetB, qnrA 'y qnrB
que confieren resistencia bacteriana a los antibidticos betalactdmicos, sulfamidas,
tetraciclinas y quinolonas en bacteriéfagos y aislamientos de Escherichia coli

provenientes de aves de corral de la zona centro-norte del Estado de México.

Objetivos especificos.

Determinar la resistencia fenotipica de aislamientos de E. coli recolectados de aves
de corral de la zona centro-norte del Estado de México, México.

Determinar la resistencia fenotipica de aislamientos de E. coli recolectados de aves
silvestres migratorias de la ciénega Chimaliapan del Municipio de Lerma del
Estado de México, México.

Determinar la prevalencia de los genes blatem, sull, sulll, tetA, tetB, gnrd'y qnrB
en aislamientos de E. coli recolectados de aves de corral de la zona centro-norte del
Estado de México, México.

Determinar la prevalencia de los genes blatem, sull, sulll, tetA, tetB, gnrA'y qnrB
en aislamientos de E. coli recolectados de aves silvestres migratorias de la ciénega
Chimaliapan del Municipio de Lerma del Estado de México, México.

Evaluar la presencia de bacteriofagos atemperados en aislamientos de E. coli
recolectados de aves silvestres migratorias de la ciénega Chimaliapan del
Municipio de Lerma del Estado de México, México.

Determinar la prevalencia de los genes blatem, sull, sulll, tetA, tetB, gnrA'y qnrB
en bacteriofagos recolectados de aislamientos de E. coli provenientes de aves
silvestres migratorias de la ciénega Chimaliapan del Municipio de Lerma del
Estado de México, México.

Evaluar la transduccion y lisogenizacion de bacteriofagos en aislamientos de E. coli
recolectados de aves de corral de la zona centro-norte del Estado de México,

México.
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e Evaluar la transduccion y lisogenizacion de bacteriofagos en aislamientos de E. coli
recolectados de aves silvestres migratorias de la ciénega Chimaliapan del

Municipio de Lerma del Estado de México, México.
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MATERIAL Y METODOS.

1. Recoleccion de muestras

e Aves de corral.
Se realizé un muestreo estratificado simple considerando cada municipio como un estrato,
para el célculo del tamafio de muestra se considerd una poblacion infinita y una prevalencia
estimada de 0.30, un nivel de confianza de 0.95 y un error estimado de 0.05, obteniendo

una n=322.

Se recolectaron 322 muestras cloacales de aves domésticas aparentemente sanas (pavos,
pollos y patos) de unidades de produccion ubicadas en areas rurales y peri-urbanas de los
municipios de la zona norte del Estado de México, México (Atlacomulco, El Oro,

Jocotitlan e Ixtlahuaca).

Las unidades de produccion no cuentan con medidas de bioseguridad adecuadas, algunas
aves muestreadas se encuentran en jaula y otras se encuentran libres conviviendo y
compartiendo comederos y bebederos con diferentes especies de animales (cerdos, cabras,
borregos, vacas lecheras, caninos, caballos, palomas silvestres, y ganado de carne). El fin

zootécnico de las aves muestreadas son para consumo familiar y econémico (venta).

e Aves silvestres.
Setenta y tres muestras cloacales de aves silvestres fueron donadas por cazadores durante
los meses de julio a diciembre de 2017 y de enero a marzo de 2018. Las muestras
pertenecian a 9 especies de patos: Anas crecca (6), Mareca americana (5), Anas diazi (6),
Mareca strepera (12), Anas acuta (4), Spatula discors (10), Oxyura jamaicensis (2),
Spatula clypeata (13), Spatula cyanoptera (3), y sin identificacion (3). La caceria se realiz6
en la ciénega Chimaliapan o Laguna Lerma perteneciente al complejo de los humedales de
Lerma localizado en el Municipio de Lerma del Estado de M¢éxico, México (9°14'N,

99°30'W).

41



Esta area se encuentra como sitio RAMSAR de Importancia Internacional (RAMSAR) y
es una escala geografica de aves silvestres migratorias procedentes de Norteamérica
durante el periodo otofio — invierno. Ademas, se encuentra rodeada, principalmente, de
areas rurales donde se lleva a cabo la agricultura para la obtencion de alimento destinado a

diferentes especies animales y humano (Figura 24) (Hernandez-Colina et al., 2018).
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Figura 24. Ubicacion de la Ciénega de Chimaliapan y comunidades que la rodean (Tomada y modificada de Google Earth)

2. Aislamiento e identificacion de Escherichia coli.

Las muestras fueron depositadas individualmente mediante hisopos estériles en tubos con
medio de transporte de Stuart, mantenidas a 4°C hasta su arribo al laboratorio.
Posteriormente, usando agar MacConkey fueron seleccionadas las colonias de E. coli
sospechosas y se sometieron a pruebas bioquimicas (LIA, Citrato de Simmons, TSIy SIM).
La identificacion genotipica se realiz6 mediante una PCR de punto final para la
amplificacion del gen uidA, el cual codifica para la enzima beta-glucuronidasa y es
especifico para E. coli (Cuadro 1) (Aguilar-Montes de Oca et al, 2015; Heijnen and
Medena 2006).
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3. Sensibilidad antimicrobiana

Mediante el método de difusion en disco Kirby-Bauer se realizo la prueba de sensibilidad
siguiendo los lineamientos del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012).
Los antimicrobianos usados fueron: ampicilina (AM) 10 pg, amikacina (AK) 30 pg,
carbenicilina (CB) 100 pg, gentamicina (GE) 10 pg, cefalotina (CF) 30 ng, cefotaxima
(CFX) 30 pg, netilmocina (NET) 30 pg, ciprofloxacina (CPF) 5 ug, norfloxacina (NOF)
10 pg, cloranfenicol (CL) 30 pg, Trimetoprim-sulfametoxasol (SXT) 25 pg,
nitrofurantoina (NF) 300 pg, acido nalidixico (NA) 30 pg y tetraciclina (TE) 30 pg. La
cepa de E. coli ATCC 25922 fue usada como control. La interpretacion de los resultados
se hizo de acuerdo a los lineamientos del CLSI (2012). Los aislamientos fueron clasificados

como multirresistentes cuando mostraron resistencia a >3 antibidticos (Figura 25) (CLSI

2015).

Figura 25. Pruebas de sensibilidad de los
aislamientos de E. coli recolectados de
aves silvestres y de traspatio (Fuente: dato
original)

4. Estraccion y purificacion de ADN bacteriano y fagico

Para la extraccion de DNA bacteriano se us6 la metodologia propuesta por Ahmed ef al.,
(2009). El método de fenol-cloroformo fue usado para obtener DNA fagico. El lisado
fagico fue tratado con DNasa (1 mg/ml) y RNasa (12.5 mg/ml) y fue incubado durante 30
min. a una temperatura de 37°C para remover posibles contaminantes. Posteriormente, fue
lavado con SDS (20%) y se agregd proteinasa K (10 mg/ml) (Pickard, 2009). Para
confirmar la eliminacion de DNA bacteriano y la presencia de DNA fagico, se realizé un

PCR amplificando el gen uid4 como control negativo (Colomer-Lluch et al., 2014a). Por
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medio de un espectrofotometro nanodrop Quawell 5000 con una absorbancia de 260nm,
se uso =2ul de muestra bacteriana y fagica para determinar la pureza (el radio resultante de

260/280 fue de 1.83) y concentracion de 65 ng/ ul de DNA.

5. Deteccion de genes de resistencia a antibioticos

La deteccion de genes se realizd mediante una PCR de punto final en las cepas donantes,
receptoras y aislamientos fagicos. Para su amplificacion se usaron los oligonucleotidos y
condiciones enlistadas en ¢l cuadro 10. Todas las muestras se examinaron, mediante una
PCR multiple para detectar los genes que confieren resistencia a quinolonas (gnr4 y gnrB),
tetraciclinas (fetd y tetB) y sulfonamidas (sull y sulll); ademas, una PCR simple para
detectar blarem. Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 75V por 1hy
posteriormente tefildos con bromuro de etidio (0.05mg/L) y se examinaron en un

transluminador UV.

Cuadro 10. Secuencia de oligonucleotidos utilizados en este trabajo para la detecciéon de ARG’s

Gen Oligonucleotidos Secuencia de oligonucleotidos Tamaiio del | Referencia
fragmento
(pb)
MultiTSO-T_for 5'-CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT C-3°
blarem 800 Dallenne et al., (2010)
MultiTSO-T_rev 5’-CGT TCA TCC ATA GTT GCC TGA C-3°
QnrAm_F 5’-AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG-3’
qnrA4 580
QnrAm_R 5’-TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC-3’
Kraychete et al., (2016)
QnrBm_F 5’-GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG-3'a
qnrB 264
QnrBm_R 5-TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA-3"a
" Tet (4) -F 5'-GTG AAA CCC AAC ATA CCC C-37 288
tet.
Tet (4) -R 5'-GAA GGC AAG CAG GAT GTA G-3° Hedayatianfard et al.,
2 Tet (B) -F 5’-CCT TAT CAT GCC AGT CTT GC-3’ - (2014)
tet.
Tet (B) -R 5’-ACT GCC GTT TTT TCG CC-3*
i Sul I-F 5’-CGG CGT GGG CTA CCT GAA CG-3’ 433
su
Sul 1-B 5’-GCC GAT CGC GTG AAG TTC CG-3’
Kerrn et al., (2002)
Sul 2-F 5’-GCG CTCA AGG CAG ATG GCA TT-3°
sulll 293
Sul 2-B 5’-GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT-3"
- UAL1939b 5'-ATGGAATTTCGCCGATTTTGC-3' 187 Heijnen y Medema,
ui
UAL2105b 5-ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC-3' 2006

Sustituciones de bases nitrogenadas. *“M=A o0 C; H=AoCoT;Y=CoT.

6. Aislamiento fagico con identificacion simultinea en cepas receptoras
El aislamiento fagico se realizo con variantes del protocolo descrito por Sekulovi¢ and

Fortier, 2016. Alicuotas de cada una de las cepas donadoras fueron diluidas en una
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proporcion 1:10, posteriormente se sembraron en placas de agar TSA y se incubaron por 3
— 4 hrs. a una temperatura de 37°C. Posteriormente, las bacterias fueron expuestas a
radiacion UV (320nm) durante 10 — 15 segundos con un transluminador, inmediatamente

se virtid agar blando con la cepa receptora en fase de crecimiento exponencial y se incubd

por 24 hrs. a 37°C.

7. Purificacion y amplificacion fagica

Una vez identificada la cepa receptora se realizaron tres rondas de purificacion para
eliminar posibles contaminantes. Usando la punta de una pipeta se recoletan las zonas de
lisis y se transfieren a tubos con caldo TSA suplementado con 10mM de MgCl, y CaCls.
Despues de tres horas a temperatura ambiente se filtra, y este se coloca en diluciones
seriales (hasta 10%) conteniendo 0.5 ml. de caldo TSA. Posteriormente, en agar blando
(semisolido), se mezcla la dilucidén obtenida con la cepa receptora identificada y se coloca
en placas de agar TSA las cuales se incubaron a 37°C por 24 hrs. El procedimiento de
purificacion se repite dos rondas mas (Sekulovi¢ and Fortier, 2016). Despues de la ultima
ronda, se realizaron dos fases de amplificacion segun el protocolo descrito por Fortier and

Moineau (2009).

8. Titulacion de lisados fagicos

Se prepararon diluciones seriales (107! a 10°) para cada lisado fagico. En agar blando se
mezclo 1ml. de la cepa receptora con 10 pl de lisado fagico y se disemino en placas de agar
TSA, se dejo solidificar a temperatura ambiente. Después de la incubacion a 37°C durante
24 hrs., se contabilizaron las unidades formadoras de placas (PFU) por mililitro con la
siguiente formula: nimero de placas X factor de dilucion (Sekulovi¢ and Fortier, 2016). El

rango de titulos obtenidos fueron de: 3.8 x10° — 6.7 x10% PFU/ml.

9. Seleccion de aislamientos donantes y receptores
e Aves de corral.
Fueron elegidos trece aislamientos de E. coli ausentes de ARG’s y resistencia fenotipica

procedentes de aislamientos de aves domésticas para ser receptoras: nueve pertenecen al
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municipio de Ixtlahuaca (2 de pollo, 1 de pavo y 6 de pato) y cuatro a El Oro (todas de
pollos).

e Auves silvestres.
Para el aislamiento fagico se seleccionaron 4 cepas bacterianas multirresistentes y con
presencia de multiples ARG’s (E1, E11, E21 y E22). Ademas, once cepas bacterianas sin

ARG's fueron elegidas para ser receptoras de bacteriofagos con ARG's.

10. Transduccion in vitro.

Se realiz6 una mezcla de 10 pl de la cepa receptora con 10 pl de lisado fagico y se incub6
durante 30 minutos a 37° C en reposo. Luego, a esta mezcla se agregd 2 ml de caldo TSA
y se incubd por un periodo de 1 — 2 horas a 37°C con movimiento oscilatorio.
Posteriormente, se realiz6 una centrifugacion a 12,000 rpm durante 3 min., el sobrenadante
se descarto y el pellet se suspendio en 150 pl de caldo Mueller — Hinton vertiéndose en
agar del mismo medio (Shousha et al., 2015). Posteriormente, se realiz6 la prueba de
sensibilidad utilizando el método de difusion en disco Kirby-Bauer siguiendo los
lineamientos del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012). La interpretaron
de los resultados se realizaron de acuerdo a los lineamientos del CLSI (2015). A las cepas
transductantes se les realizo la deteccion de ARG’s con la metodologia descrita

anteriormente.
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1. Aislamiento e identificacion de E. coli.
e Aves de corral.

Se obtuvieron un total de 197/322 (61.8%) aislamientos de Escherichia coli de aves
domésticas. El numero mayor de aislamientos fueron obtenidos en Atlacomulco con 73
(37%) seguido por Jocotitlan con 50 (25.3%), 44 (22.3) aislamientos fueron recolectados
de El Oro y por tltimo 30 (15.2%) de Ixtlahuaca. Del total de aislamientos, se recolectaron
160 (81.2%) de pollo, seguido de patos domésticos con 26 (13.2%) y 11 (5.6%) de pavos
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Numero de aislamientos de E. coli obtenidos en Atlacomulco, Jocotitlan, El Oro e Ixtlahuaca de pollos, pavos y patos (%)

Municipio/especie Pollo n= 160 Pato n=26 Pavo n=11
Atlacomulco n=73 (37) 73 -- --
Jocotitlan n=50 (25.3) 30 16 4
El Oro n=44 (22.3) 44 - -
Ixtlahuaca n=30 (15.2) 13 10 7

e Auves silvestres.
Se obtuvieron 24/64 (37.5%) aislamientos de Escherichia coli procedentes de 9/10 (90%)
especies de aves silvestres con capacidad migratoria larga y corta. En el cuadro 12 se
muestran las caracteristicas de las aves capturadas. El mayor numero de aislamientos

fueron obtenidos de la especie Spatula discors.

Cuadro 12. Caracteristicas de las aves silvestres muestreadas en este estudio

Promedio masa Promedio largo de Numero de Numero de aislamientos de
Especie de ave silvestre
(gr) ala (mm) muestras E. coli
Anas creca 308.3 178.5 6° 2
Mareca americana 682.2 245 5 1
Anas diazi 934.8 265 6° 2
Mareca strepera 794.9 257 12 3
Anas acuta 732.5 252.7 4 3
Spatula discors 344.9 175.5 10° 5
Oxyura jamaicensis 452 130.5 2 2
Spatula clypeata 513 231.5 13 3
Spatula cyanoptera 397.3 178.3 3 2
No identificado 409 187 3 1
TOTAL= 64 24

2 Un ave presento6 dafio en ala y otra present6 granulomas. Se recolectaron dos aislamientos de E. coli
b Un ave present6 microfiliaria en frotis sanguineo y filarias en rifion. No se recolect6 E. coli

¢ Un ave presentaba aerosaculitis. No se recolect6 E. coli
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2. Pruebas de sensibilidad y genes de resistencia.

e Aves de corral.

El mayor numero de aislamientos resistentes fue para AM (80.7%), seguido de TE (64.4%)),
CB (56.3%) y por ultimo a NA y STX (26.9%) (Cuadro 13). Ixtlahuaca registr6 20/30

(66.6%) aislamientos multirresistentes, de los cuales uno presentd resistencia a 11

antibidticos, en El Oro se obtuvieron 20/44 (45.4%) aislamientos multirresistentes de los

cuales, tres fueron resistentes a 9 antibioticos, en Jocotitlan se presentaron 25/50 (50%)

aislamientos multirresistentes con dos aislamientos resistentes a 9 antibidticos y en

Atlacomulco se recabaron 43/73 (58.8%) aislamientos multirresistentes de los cuales

cuatro presentaron resistencia a 7 antibioticos.

Cuadro 13. Numero total de aislamientos de Escherichia coli resistentes a antibidticos en los municipieos de Atlacomulco, Jocotitlan,

El Oro e Ixtlahuaca

Atlacomulco El Oro Ixtlahuaca Jocotitlan Total
Antibidtico/Municipio n=73 n=44 n=30 n=>50 n=197
% (n0.) % (no.) % (n0.) % (n0.) % (n0.)
AK 13.7 (10) 4.6 (2) 6.7(2) - 7.1(14)
AM 82.2 (60) 727 (32) 60 (18) 98 (49) 80.7 (159)
CB 452 (33) 43.1(19) 63.3(19) 80 (40) 56.3(111)
CF 54(4) 113 (5) 26.6 (8) 6(3) 10.1 (20)
CFX - 33(1) 2(1) 12)
CPF 9.5(7) 9(4) 433 (13) 12 (6) 15.2 (30)
CL 16.4 (12) 113 (5) 30 (9) 12 (6) 16.2 (32)
GE 54(4) - 16.6 (5) 6(3) 6(12)
NET 13 (1) 6.8 (3) 13.3 (4) 2(1) 45(9)
NF 10.9 (8) 2.2(1) 4(2) 55(11)
NOF 6.8 (5) 9(4) 46.6 (14) 14 (7) 15.2 (30)
STX 28.7(21) 22.7(10) 36.6 (11) 22 (11) 26.9 (53)
NA 23.2(17) 204 (9) 56.6 (17) 20 (10) 26.9 (53)
TE 73.9 (54) 68.1 (30) 66.6 (20) 46 (23) 64.4 (127)
CAZ - 33(1) - 0.5(1)

Del total de los aislamientos obtenidos de pollo, se encontrd 78.1% de resistencia a AM,
seguido por TET con 68.75%, STX con 26.8% y 25% a NA. De los 11 aislamientos
obtenidos de pavo, 100% presentd resistencia a AM, 63.6% a TET y NA, y 27.2%
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resistentes a STX. De igual manera, del total de aislamientos registrados de patos 69.2%

fueron resistentes a AM, 38.4% a TET, 26.9% a STX y 23% a NA.

Se identifico la presencia de genes que confieren resistencia al grupo de antibioticos de

quinolonas (qnrA y gnrB), sulfonamidas (sull y sulll), tetraciclinas (tetA y tetB) y beta-

lactdmicos (blareu) relacionados con con una resistencia fenotipica. Se obtuvo un total de

111/197 (56.3%) aislamientos que amplificaron el gen blareu, seguido por 49/197 (20.8%)
aislamientos que presentaron el tetB 'y 39/197 (19.2%) el gen tet4. 20/197 (10.1%)
aislamientos amplificaron sulll y 19/197 (9.6%) el gen gnrA, asi mismo 15/197 (7.6%)

aislamientos presentaron sull y 11/197 (5.5%) registraron amplificacion de gnrB (Cuadro

14).

Cuadro 14. Relacion genotipica y fenotipica entre aislamienos de E. coli de especies de aves domésticas en los municipios de Atlacomulco, Jocotitlan, El

Oro e Ixtlahuaca de pollos, pavos y patos

AM SXT | NA | TET Atlacomulco El Oro Ixtlahuaca Jocotitlan
n=73 n=44 n=30 n=50
a c a a blarem (2) blarem (1) blarem + tetA + tetB (1)
blarem + tetB (1) blarem (1)
blarem + tetA + tetB + gnrd +
qnrB (2) )
blarem + tetA + tetB + gnrB (1)
blarem + qnrA + qnrB (1)
a a a a blarey + tetB + sull (1) blareym + tetd + sulll + gnr4 (1) blarev (4) blarey + sulll + gnrB
blarem + gnrA + sull + sulll (1) blarem + tetB + sull + sulll + blarem + tetA + qnrd (1) 1
tetA + tetB + qnrd (1) qnrd (1) blarey + tetd + tetB (1) blarey + sulll (2)
tetd + gnrd (1) blareym + tetB (1) blarey + qnrd + qnrB
blarey + tetB + sull + gnrd (1) a
blarey + sulll + gnr4 (2) blarew + tetB +qnrB
blarem + tetd + tetB + sull (1) (€9}
tetB + sull (1)
Pollos a c b a blarem (1) blarem + tetA + tetB (1) tetB (1) blarem + tetB (1)
tetB (1)
blarem + tet4 (1)
blarem + tetB (2)
blareu + tetd + tetB (1)
a a a c blarem + gnrA + sull + sulll (1) - -
a c c a blarewm (6) blarem (5) blarem + tetd (1)
blarem + tetA (2) tet4 + tetB (1) blarem (1)
blarem + tetd + tetB (7) tetA (1) - tetB (1)
blarem + tetB (2)
a b b a blareu + tetd + tetB (1) - -
a c c b blarem (2) - -
a a c a blarem (1) blarem + tetA + tetB + sull (1) - blarem (1)
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blarey + tetd + tetB (1) sull + sulll (1)
blarey + sulll (1)
[ [ blarem (12) blarem (4) - blarem (4)
a b blarem (2)
blareym + tetd + tetB (1)
blarem + tetB + sulll (1) N _
blarey + tetB + sull + sulll (1)
tetB + sull + sulll (1)
b c blarem (2) -
c b - blarem (1)
c b - blarem (1)
a b sull + sulll (1) - -
c a gnr4 (1) gnr4 (1)
gnrd + gqnrB (1) i )
c c tetB (1) - -
c a tetB (1) - -
a a tetA + tetB + sulll (1)
tetB + sull + sulll (1)
tetA + tetB + gnrB (1) i )
sull + sulll + gnr4 (1)
c c - tetd (2) -
a a blarem + sull (1) blarem + tetA + tetB (1)
) sulll (1)
a c - blarey + sulll (1)
Pavo
c a blarem + tetB (1)
i blargm + qnrB (1)
c c - blarem (1)
c c - blarem + tet4 (1) blarem + tet4 (1)
a a - tetA + tetB (1) -
a a - blarem + tetA + tetB (1) -
Pato c b - blarem + tet4 (1) -
c a - - gnr4 (1)
c a - - gnrB (1)
a c blarem (1)
i i blareym + tetB (1)

a= Resistente

b= Resistencia intermedia

c= Sensible

AM= ampicilina

SXT= Trimetoprim-sulfametoxasol

NA= Acido nalidixico
TET= tetraciclina

Los digitos entre paréntesis representan el nimero de aislamientos que amplificaron los ARG’s

Aves silvestres

La mayor resistencia se presentd para carbenicilina (34.6%), seguido

por ampicilina

(30.7%) y aéacido nalidixico (15.3%). No se registrd resistencia a netilmocina,
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nitrofurantoina, cefotaxima y amikacina.

10/24 (41.6%) aislamientos presentaron

resistencia al menos a 1 antibiotico, 6/24 (25%) registraron multirresistencia, 4/24 (16.6%)

mostraron resistencia a 2 antibioticos y 18/24 (75%) presentaron sensibilidad.

Se registr6é una prevalencia de 33.3% del gen blareum, seguido por sulll, tetA y gnrA con

12.5% cada uno; la prevalencia de tetB fue 8.3% y para los genes sull y gnrB fue de 4.1%

para ambos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Pruebas de sensibilidad y frecuencia de ARG’s encontrados en aislamientos de E. coli de aves silvestres.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Genes de resistencia a antibidticos

Iden. Especie AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF SXT NA TET CAZ|sull sulll tetA tetB blarem gqnrd qnrB
E1* Anas crecca S S R R S I S S S S S S R R R - - + + + -
E2  Anas diazi S 1 I S S S S S S s S S S S S - - - - - -
E3  Mareca americana S R R S S I S S S S S S I R N - + - + - -
E4 No identificado S R R R I S S S S S S S S S S - - + -
E5 Mareca strepera N S I S S S N N S S S S N N N - - - -
E6  Anas acuta S S S S S S S S S s S S S S S - - - -
E7 Mareca strepera N S N S S S S S S S S N S S N - - - -
E8  Spatula clypeata S S S S S S S S S S S S N N N - - - -
E9  Spatula cyanoptera N 1 I I S S S S S S S S S I N - - + -
E10 Spatula clypeata S S I S S S S S S S S N S S N - - - -
E11* Anas acuta S S I S S R S R S S R R R R N + + + - + + -
E12 Anas acuta S 1 I S S S S S S s S S S I S - - - -
E13  Spatula cyanoptera N S N S S S S S S S S N S S N - - - -
El14  Spatula discors N S I S S S N N S S S S N I N - - - -
E15 Spatula discors N S I I S S S S S S S N S I N - - - -
E16 Spatula discors N S I I S S S S S S S N S I N - - - -
E17 Spatula discors S R R S S S N N S S S S S I N - - + -
E18 Spatula clypeata S R R S S S S S S S S N I N N - - - -
E19 Mareca strepera S R R I S S S S S S S S S I N - - + -
E20 Anas crecca S R R I S S S S S S S S S S N - - + -
E21* Oxyura jamaicensis I R R R S R R R S S R R R R N + + - + + -
E22* Spatula discors S R R S S R R R S S R R R R N + + + +
E23  Oxyura jamaicensis N S I S S S N N S I S N S N N - - - -
E24  Anas diazi s S I S S S S S S S S S S I S - - - -
% de resistencia 0 307 346 115 0 115 7.6 115 0 0 115 115 153 192 38

2= Cepas bacterianas seleccionadas para la realizacién del aislamientos fagico
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3. Aislamiento fagico
Los bacteriofagos fueron obtenidos de 4 aislamientos bacterianos procedentes de 4 especies
de aves silvestres migratorias (Anas crecca, Anas acuta, Oxyura jamaicensis y Spatula

discors) que presentaron multirresistencia y amplificacién de multiples ARG's.

En el grupo de fagos, se registré un rango de titulacion de 3.8 X 10° — 6.7 X 10° PFU/ml;

y se detectaron un total de 4 genes de resistencia a los antibidticos (Cuadro 16).

Cuadro 16. Perfil genotipico y fenotipico de los aislamentos de origen fagica.

Caracteristicas de aislamientos bacterianos
Caracteristicas de bacteriéfagos
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Genes de resistencia a antibioticos
Iden. Especie AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF SXT NA TET CAZ| sull sulll tetA tetB blarem gqnrA qnrB|Identificacion Titulacion (PFU/ml) ARG's
El  Anas crecca S S R R S I s S S S S S R R R - - - + + + - Tl 42X 10° tetB
El1  Anas acuta S S 1 s s R S R S S R R R R S|+ + + - + + - TI1 6.5X10° gnr4
E21 Oxyurajamaicensis) 1 R R R S R R R S S R R R R S - + o+ - + + - T21 3.8X10° qnrd 'y sulll
E22  Spatula discors S R R s S R R R S S R R R R S -+ -+ + -+ T22 6.7 X 10° tetB'y blarem

4. Transduccion.

e Aves de corral.
El grupo de fagos infect6 un total de 7/13 (53.8%) aislamientos, de los cuales 3 pertenecen
a El Oro (pollos) y 5 a Ixtlahuaca (uno de pollo y cuatro de pato).
3/13 (23%) aislamientos bacterianos mostraron conversion lisogénica por el fago T11 al
transducir el gen gnrA, 2/13 (15.3%) por los fagos T21 y T22 quienes transdujeron los
genes sulll, gnrA y tetB, blareym respectivamente, y 1/13 (7.6%) aislamientos expreso

conversion lisogénica al transducir el gen tetB por el fago T1 (Cuadro 17)

Cuadro 17. Rango de infeccion y transduccion de ARG's y resistencia fenotipica en aves de corral

Fagos Resistencia fenotipica transducida ARG’s transducidos Aislamientos infectados
T1 CBy TET tetB Al

T11 GEy NA gnrA A2,B5yB1

T21 SXTy NA sul2 y gnrA B2yB3

T22 AMy TET tetBy blargy A3yB4

Al — A3. Aislamientos bacterianos de El Oro (pollos)

BI1. Aislamiento bacteriano de Ixtlahuaca de pollo y B2 — B5 aislamientos de patos.
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e Auves silvestres.
El grupo de fagos lisogenizé a un total de 13/18 (72.2%) aislamientos susceptibles y a 6/9
(66.6%) especies de aves silvestres. La resistencia a NA y TET fueron transducidos a 8
aislamientos bacterianos, mientras que la resistencia a GE y AM fue transducido a 6;
ademas, 5 aislamientos fueron susceotibles a la transduccion de la resistencia a SXTy 4 a
CB. Todos los bacteriofagos tuvieron la habilidad de transducir resistencia a dos

antibioticos.

Un total de 11/13 (84.6%) aislamientos de E. coli mostraron conversion lisogénica al
adoptar el gen gnrA, mientras que el tetB fue transducido a 10/13 (76.9%); blarem fue
transducido a 6/13 (46.1%) y 5/13 (38.4%) aislamientos de Escherichia coli tuvieron
conversion lisogénica cuando mostraron una transduccion del gen su/2. Los fagos T22 y
T11 tuvieron la habilidad de lisogenizar a 6/18 (33.3%) aislamientos bacterianos, seguido
por T21 que lisogenizé a 5/18 (27.7%) y T1 a 4/18 (22.2%). T21 y T22 tuvieron la
capacidad de transducir 2 genes de resistencia cada uno, mientras que T1 y T11

transfirieron 1 gen (Cuadro 18).

Cuadro 18. Rango de infeccion y transduccion de ARG's y resistencia fenotipica en aves silvestres

Fagos Resistencia fenotipica transducida ARG’s transducidos Aislamientos infectados
T1 CBy TET tetB E1, E5, E12y E16

T11 GEyNA qnrA E2, E8, E10, E12, E17 y E23
T21 SXTy NA sul2 y gnrA E5, E10, E12, E15y E23

T22 AMy TET tetB y blarey E6, E8, E12, E16, E18 y E24

Las especies de ave mas susceptibles a la transduccion de resistencia fenotipica y genes de
resistencia fueron Anas acuta y Spatula discors, seguido por Spatula clypeata y Mareca

strepera; Anas diazi y Oxyura jamaicensis.
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DISCUSION.
La resistencia a los antibidticos se puede encontrar en el medio ambiente y su presencia en
la naturaleza no es, necesariamente, un indicador del impacto humano, sin embargo el uso
de los antibidticos en la agricultura, clinica humana y animal son el principal factor en la

aparicion de patdgenos multirresistentes (Marcelino ef al., 2019; Parker, 2016; Shobrak &

Abo-Amer, 2014).

En este estudio se recolectaron cepas de E. coli , de sitios rurales y peri-urbanos de la zona
norte del Estado de México (Atlacomulco, Jocotitlan, El Oro e Ixtlahuaca), 197
aislamientos de E. coli de aves domésticas (pollos, pavos y patos) que se encuentran en
contacto directo con diferentes especies de animales y granjeros. Un estudio similar fue
realizado por Okpara et al., (2018) quienes registraron la presencia de este microorganismo
en muestras recolectadas de pollos domésticos que se encuentran en contacto con animales
y humanos en comunidades rurales y peri-urbanas de Nigeria, Armas-Freire ef al., (2015)
reportaron 246 aislamientos de E. coli obtenidos de pollos domésticos en Ecuador
reportando una alta frecuencia de resistencia a quinolonas Las caracteristicas de la
poblacion, la regularizacion deficiente en la venta de los antibidticos de importancia clinica
y el acceso restringido a los servicios veterinarios puede provocar que los propietarios de
los animales hagan uso inadecuado de los antimicrobianos en dosis subterapéticas o no

recetados, provocando la aparicion de bacterias multirresistentes.

En diversos estudios, Escherichia coli es frecuentemente usado como un bioindicador de
resistencia antimicrobiana como lo describe Smith et al., (2007) quienes concluyeron que
la administracion de antibioticos puede afectar la susceptibilidad de la bacteria, Brower et
al., (2017) demostraron que existia una correlacion significativa entre el uso de antibidticos
como promotores de crecimiento y la aparicion de multirresistencia. En nuestro estudio se
recolectd E. coli con el objetivo de monitorear la multirresistencia de aves domésticas en
unidades de produccion de traspatio en Mexico; en total se registraron 108/197 (54.8%)
aislamientos multirresistentes, de los cuales, 91 (84.2%) fueron de pollos, 4 (3.7%) de
pavos y 13 (12%) de patos; la resistencia fenotipica mostrada fue principalmente para AM

(80.7%), TET (64.4%), CB (56.3%), NA (26.9%) y STX (26.9%). Tomando en cuenta que
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este grupo de antibidticos son frecuentemente usados en el tratamiento de enfermedades
en la produccion avicola (Van Boeckel et al., 2019%), multiples estudios a nivel mundial
han descrito la importancia y afectaciones a la salud humana y animal por las frecuencias
altas de E. coli multirresistente a este mismo grupo de antibidticos (Li, et al., 2016; Shecho

et al., 2017; van den Bogaard et. al., 2001).

De los aislamientos totales de pato, 38.4% mostraron resistencia a TE, 26.9% a STX, 23%
a NA y 69.2% a AM; en Corea del Sur, Na et al, (2019), reportaron que 54% de
aislamientos cloacales de E. coli provenientes de patos fueron multirresistentes mostrando
mayor resistencia a TE (59.3%), seguido por STX (51.3%), NA (48.7%) y AM (47.8%),
esta frecuencia de resistencia es alta en comparacion con los obtenidos en nuestro estudio,
esto se debe, probablemente, a las diferencias que existen en cada region geografica y al
tipo y métodos de uso de los antimicrobianos. Otro estudio realizado en Columbia
Britanica, Canada en 2019 por Agunos ef al., informaron la presencia de aislamientos de
E. coli multirresistentes de pollo y pavos domésticos que presentaron resistencia a AM (57
y 43%), STX (11 y 5%), NA (12 y 4%) y TE (41 y 62%), estas frecuencias de resistencia
son bajas en comparacion con lo reportado en nuestro estudio: AM (78 y 100%), STX (26.8
y 27.2%), NA (25 y 63.6%) y TE (68.7 y 63.6%), de pollo y pavo respectivamente.

Las frecuencias de resistencia registradas en este estudio se deben, probablemente, a las
caracteristicas del perfil agropecuario en las unidades de produccién (sanitizacion, uso de
antimicrobianos especificos en etapas de producciéon y fin zootecnico). Los datos
proporcionados por nuestro estudio pueden contribuir al seguimiento de investigaciones
futuras para explorar y detectar la multirresistencia y contribuir con los objetivos de la
Estrategia Nacional contra la Resistencia a los Antimicrobianos recomendada por la OMS

(Agunos et al., 2019).

Es bien sabido que la multirresistencia bacteriana es efectuada por el accionar de multiples
ARG's que diariamente son reportados a nivel mundial en sitios con diferentes sistemas de

produccion, ademas de caracteristicas econdmicas y culturales particulares. En este trabajo
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reportamos una frecuencia total de 56.3% del gen blarem, 19.2% de tetd y 9.6% de gnrA,
Ahmed et al., (2013) reportan una frecuencia similiar (57.5%, blares; 12.3%, tetA'y 9.5%,
gnrA) en aislamientos de E. coli de pollos con cuadros septisémicos. Por otra parte, en
cepas de E. coli recolectadas de pollos domésticos, Staji et al., (2018) reportan una
frecuencia de los genes tetb (20%) y sulll (18.1%) que, de igual manera son similares a las

que nosotros reportamos (tetB, 20.8% y sulll, 7.6%).

Con base en nuestros resultados y a evidencias reportadas globalmente, se puede concluir
que las aves de traspatio (clinicamente sanas) muestreadas en nuestro estudio contienen E.
coli comensal que juegan un rol importante como reservorio de ARG’s; ademas, el
aislamiento de este microorganismo entre poblaciones de animales domésticos representa
un impacto negativo ya que coloniza el intestino de diferentes huespedes que conviven en
la misma area geografica dando lugar a un intercambio genético que potencializa la
aparicion de enfermedades serias resistentes a los antibidticos que limita las posibilidades

de un tratamiento exitoso (Gwidal et al., 2020; Lambrecht et al., 2019).

Por otra parte, en este estudio se recolectaron 24 aislamientos de E. coli (37.5%)
procedentes de 9 especies de aves silvestres (familia Anatidae) con actividad migratoria
larga y corta en la ciénega Chimaliapan en el municipio de Lerma Estado de México,
México. Este lugar alberga casi 100 especies de aves silvestres migratorias y residentes,
peces y aves endémicas en peligro de extincion y una amplia variedad de plantas acudticas
incluyendo especies endémicas, sin embargo existe un grado de contaminacion microbiana
por coliformes fecales y Shigella, debido a las descargas de aguas residuales humana,
industriales, agricolas y ganaderas (Aburto-Medina et al., 2015; Sedefio-Diaz & Lopez-
Lépez, 2007; Zepeda-Gomez et al., 2012).

Se ha demostrado que el ecosistema acuatico representa uno de los maximos reservorios y
principales rutas de trafico de ARG’s y factores de virulencia entre la vida silvestre y
humana, ya que permiten que estos persistan en aguas residuales y se propagen en el
entorno (Anand et al, 2016; Muniesa et al., 2013a) reintroduciéndoce en el medio

ambiente a través de aves migratorias y contaminando directa e indirectamente a humanos
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y otras especies animales que tienen contacto con el agua contaminada o la cadena
alimentaria (Taylor et al., 2011). Diversos estudios demuestran que las aves silvestres que
se alimentan o estdn en contacto con agua contaminada son mas propensas a albergar
Escherichia coli multirresistente con una amplia variedad de factores de virulencia (eae,
stx] y stx2) y genes que confieren resistencia a f-lactamasas de espectro extendido y
multiples ARG’s (Parker et al., 2016; Elmberg et al., 2017; Kuczkowski et al., 2016; Rey
etal., 2016).

En este trabajo, los aislamientos procedentes de aves silvestres registraron una resistencia
a AM de 30.7%, seguido por TET con 19.2%. Aunque el nivel de resistencia es bajo
comparado con el estudio realizado por Shobrak & Abo-Amer (2014) en aves silvestres
migratorias y residentes, la resistencia a este tipo de antibidticos son ordinariamente
encontrados en el microbioma de aves acudticas debido al uso comin y prolongado por
varios anos en la clinica veterinaria Ademas, en este estudio, se encontrd una resistencia
de 15.3% al NA y 11.5% a SXT, estos niveles de resistencia son similares a los reportados
por Rey et al. (2016) en aves silvestres comercializadas ilegalmente en Rio de Janeiro,
Brasil y en especies de aves silvestres europeas, el registro de resistencia a estos dos grupos
de antibidticos es atribuida directamente a acciones antropogénicas ya que a diferencia de
antibioticos producidos naturalmente como los B-lactdmicos y tetraciclinas, estos son
sintetizados quimicamente. El origen de la resistencia a las quinolonas se remonta a
especies bacterianas de origen acudtico y a pesar de que es una droga sintética puede
persistir por largos periodos de tiempo en el medio ambiente (Su et al., 2017; Ahlstrom et

al., 2018).

Ademas, en el presente trabajo, se registrd una frecuencia total de 33.3% a blarem, 12.5%
a sulll, tetA y qnrA, 8.3% a tetB'y 4.1% a sull y gnrB en las especies de aves silvestres
muestreadas. Un estudio meta-transcriptomico realizado en Australia por Marcelino et al.
(2019), reporta una frecuencia alta de este grupo de ARG’s en aves silvestres que se
alimentaban en areas cercanas a plantas tratadoras de agua residual en comparacion con
aves muestreadas en una region de reserva natural, concluyendo que sitios con accioén

antropogénica puede contribuir a la diseminacion de ARG’s en especies de vida silvestre.
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Sin embargo, en estudios recientes se han reportado la existencia de genes de resistencia a
antibidticos en regiones remotas con nula o baja densidad poblacional como el trabajo
realizado por Ahlstrom et al. (2018) quienes recolectaron aislamientos de E. coli de aves
silvestres en una region de Alaska donde encontraron secuencias idénticas de blactx-m y
blacmy- entre los mismos aislamientos, ademas de ser relacionadas con aislamientos

humanos y animales silvestres y domésticos.

Andlisis gendmicos indican que una gran variedad de ARG’s pueden ser transferidos via
horizontal por MGE's. Se han descrito tres principales mecanismos para la transferencia
horizontal de genes, la conjugacion y la transformacion natural son fendmenos altamente
estudiados (Baron ef al., 2018; Dominguez ef al., 2017); sin embargo, varios informes han
puesto de manifiesto que la transduccion, juega un papel relevante en la transferencia de
ARG's, siendo los bacteriofagos los protagonistas en este mecanismo de propagacion de

genes de resistencia (Brower ef al., 2017; Okpara et al., 2018; Muniesa et al., 2013a).

Recientemente, los bacteridfagos han retomado un auge y se han convertido en objeto de
estudio para explicar y combatir el fendomeno de resistencia bacteriana debido a su
abundancia y alta especificidad a bacterias diana, y ser considerados como el mayor
vehiculo en la transferencia genética horizontal debido a la alta capacidad de sobrevivencia

en medios naturales.

Existen diversos estudios que evidencian la presencia de fagos en ambientes naturales
contaminados siendo los acuaticos su principal reservorio, pero de igual manera se han
logrado aislar de multiples bacterias patdgenas vinculadas con procesos de infecciones
humanas y animales que han sido letales. A pesar de eso, no existe informacion que detalle
el aislamiento fagico a partir de bacterias procedentes de aves silvestres migratorias y
residentes. En nuestro estudio, a partir de los aislamientos de E. coli multirresistentes
recolectados de 4 especies de aves silvestres migratorias en la Ciénega Chimaliapan, se
obtuvieron 4 fagos que contienen 4 genes de resistencia (tetB, gnrAd, sulll y blarem)
vinculados con resistencia fenotipica al grupo de antibioticos de tetracilinas, quinolonas y

beta-lactamicos con una titulacion maxima de 6.7x10% (PFU/ml). Un estudio similar fue
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realizado por Shousha ef al. (2015) quienes aislaron 22 fagos de un total de 50 muestras de
carne de pollo obtenida de supermercados, mercados menores y carnicerias. Calci et al.,
(1998) midieron densidades de bacteriéfagos (PFU/g) aislados de heces de animales
domésticos y acudticos, encabezando la maxima densidad en gaviotas seguido por cerdos
y pollos. Por otra parte, en el estudio realizado por Ramirez-Martinez et al., 2018
reportaron el aislamiento de seis familias de fagos (Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae,
Ackermannviridae, Inoviridae y Microviridae) procedentes de heces de aves silvestres

migratorias clinicamente sanas, pero no reportan la presencia de ARG's.

Multiples estudios demuestran la presencia de bacteridofagos portadores de genes que
confieren resistencia a diferentes grupos de antibidticos como a [-lactdmicos,
fluoroquinolonas, macrolidos, tetraciclinas, sulfas, etc. en diferentes habitats (Muniesa et
al., 2013b). En nuestro estudio, a partir de aislamientos de E. coli, se obtuvieron fagos
portadores de 4/7 genes de resistencia (tetB, gnrA, sulll y blargy), donde gnrA 'y tetB fueron
los mas frecuentes. Segun diversos autores, estos fagos juegan un rol importante en el
trafico y mantenimiento de ARG’s en el medio ambiente; en un estudio realizado por
Anand et al. (2016) en la India, obtuvieron aislamientos de E. coli procedentes de agua
residual animal, a partir de dichos aislamientos se recolectaron fagos portadores de blarem
y tetA. Otro estudio similar fue reportado por Colomer-Lluch et al. (2011a) quienes aislaron
fagos con el gen blarey de aguas residuales de rastros y granjas de cerdos, aves y ganado.
Wang et al. (2018), identificéd sulll en bacteridfagos recolectados de plantas tratadoras de
aguas residuales municipales de China. Otro estudio realizado en 1998 por Calci et al.,
reportan el aislamiento de fagos en heces fecales de animales domésticos (pollos, patos,
caballos, vacas, etc.) y aves acudticas (patos, gansos y gaviotas). Estudios recientes han
reportado el aislamiento de fagos en patos domésticos que mantienen una convivencia con
aves silvestres y en pollos domésticos clinicamente sanos (Fawaz et al., 2016; Lima et al.,

2017).

La presencia de fagos en aves domésticas representa un problema en granjas de produccion
de traspatio ya que pueden llegar a infectar a bacterias de diferente género alojadas en

distintas especies de animales y humanos, en un estudio realizado por Diene ef al. (2017),

62



dedujeron que los profagos pueden contribuir a la aparicion de enfermedades humanas al
analizar secuencias gendmicas de profagos integrados en cepas de Staphylococcus aureus
ST398 en pacientes humanos con infecciones de torrente sanguineo que mantenian un
contacto directo con animales domésticos. Evidencia actual demuestra que diversos
factores de virulencia y ARG’s estan siendo movilizados entre animales y humanos via

fagica a través de la transduccion.

La transduccion mediada por fagos juega un rol importante en el proceso de transferencia
horizontal genética provocando la aparicion de nuevas cepas patdgenas con un resistoma
mejorado. El curso epidemioldgico se agrava cuando las aves silvestres migratorias
infectadas por fagos que poseen ARG’s mantienen una estrecha interaccion indirecta
(plantas tratadoras de agua residual, mercados y pastizales) o directa (convivio entre
animales domésticos) con unidades de produccion de traspatio en zonas rurales o
periurbanas. Cuando existe un contacto directo, las aves silvestres pueden desechar en
heces fecales fagos integrados, o no, en bacterias que pueden ser consumidas por aves
domesticas (patos, pollos y pavos) creando un ciclo de diseminacion exponencial
(Kobayashi et al., 2009). Los fagos recolectados en nuestro estudio fueron capaces de
infectar a un total de 13 aislamientos de E. coli de aves silvestres, donde el gen gnr4 fue
transducido a un total de 11 aislamientos, mientras que el gen fetB a 10, el gen blarevr a 6
y sulll a 5 aislamientos. De igual manera los fagos fueron capaces de realizar conversion
lisogénica en cepas de E. coli de pollos, pavos y patos, las cuales expresaron resistencia a
7 antibioticos (CB, TET, GE, NA, SXT y AM), ademads, la transduccion del gen gnrA se
llevé a cabo en 5 aislamientos bacterianos, seguido por tetB 'y blarey transducidos a 3 y

sulll a 2 aislamientos.

Un trabajo realizado en 2015 por Shousa et al., reportaron la conversion lisogénica de cepas
de E. coli de referencia al expresar resistencia fenotipica a kanamicina, cloranfenicol,
ampicilina y tetraciclina; por otra parte Iversen et al. (2015), mencionaron la
susceptibilidad de cepas de E. coli comensales, recolectadas de nifios y adultos al fago
®734 que contiene stx2; ademés Garcia-Aljaro et al. (2006), muestran la transduccion de

bacteriofagos de E. coli O2:H25 a Shigella sonnei reteniendo su habilidad para producir la
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proteina Stx». La facultad que tienen los fagos de retener y diseminar genes de resistencia
y factores de virulencia en diferentes ambientes representa un riesgo epidemioldgico para
los habitantes que conviven diariamente en unidades de produccion, provocando que estos

sean altamente susceptibles de padecer enfermedades que podrian ser mortales.

Finalmente, este estudio destaca la necesidad urgente de monitorear los ARG’s vinculados
con la expresion de resistencia fenotipica y la transduccion por MGE's en unidades de
produccion de traspatio en zonas rurales y peri-urbanas en México; de igual manera es
necesario continuar con estudios gendmicos y transcriptdmicos para monitorear otros
posibles mecanismos de diseminacion de ARG’s en ambientes naturales via fagica y el
posible riesgo de transmision de estos al humano y animales domesticos y silvestres en

comunidades especificas.
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CONCLUSIONES

Se analizaron un total de 221 aislamientos de E. coli, de los cuales, 197 fueron de

aves de corral y 24 de aves silvestres.

En los aislamientos de aves de corral se encontrd un alto porcentaje de resistencia
antimicrobiana para AM, TET y CB; mientras que, en aislamientos de aves

silvestres el porcentaje fue menos a 50.

Se registrd que 54.8% de los aislamientos de aves de corral y 25% de aves silvestres

fueron multirresistentes.

En aislamientos de aves de corral y silvestres se identific la presencia de genes
que confieren resistencia al grupo de antibidticos de quinolonas (gnrd y gnrB),
sulfonamidas (sull y sulll), tetraciclinas (tetA y tetB) y beta-lactamicos (blarem)

relacionados con con una resistencia fenotipica.

Se aislaron 4 bacteriofagos procedentes de aislamientos de E. coli de aves silvestres

con la presencia de 4 ARG's.

Los bacteridéfagos transdujeron 4 genes de resistencia a los antibidticos a 7/13

aislamientos de E. coli de aves de corral y a 13/18 de aves silvestres.

6/13 aislamientos de E.coli de aves de corral y 11/18 de aves silvestres mostaron

conversion lisogénica.
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SUGERENCIAS.

Muestrear frecuentemente a aves de corral y silvestres para monitorear la

movilizacion y deteccion temprana de Escherichia coli.

Realizar estudios de resistencia microbiana priorizando antibidticos de interés en

salud animal y humana.

Investigar genes que confieren virulencia y resistencia a los antibidticos de ultima

generacion.
Ampliar la bisqueda de bacteriofagos lisogénicos con presencia de genes de
resistencia a antibidticos y factores de virulencia en diferentes especies de animales

en contacto directo con humanos.

Determinar la frecuencia de transduccion de genes de resistencia a los antibioticos

y factores de virulencia entre especies bacterianas procedentes de diversas fuentes.
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