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Titulo del proyecto.

Analisis de la resistencia antibiotica en Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (ESBL) en muestras fecales de animales del
Zoologico de Zacango, Estado de México.

1) Lugar de realizacién

Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria, UAM Xochimilco.

2) Justificacion.
La creciente prevalencia de bacterias multirresistentes a antibitticos, especialmente
aquellas productoras de betalactamasa de espectro extendido (ESBL), representa un grave
problema de salud publica y animal. Escherichia coli, una bacteria frecuentemente
asociada a infecciones gastrointestinales y urinarias, ha adquirido resistencia a antibioticos
clave, como las cefalosporinas de tercera generacion, lo que complica su tratamiento y
aumenta el riesgo de infecciones resistentes. La resistencia a los antibioticos se transmite
principalmente a través de plasmidos que portan los genes de resistencia, lo que facilita su
transferencia entre cepas bacterianas e incluso entre distintas especies.
Este fenomeno se ve acelerado por el uso excesivo e inapropiado de antibibticos en la
medicina humana, veterinaria y en la produccion agropecuaria, lo que favorece la
expansion de cepas resistentes. Ademas, la presencia de E. coli resistente en reservorios
animales y en el medio ambiente (por ejemplo, en productos alimenticios, aguas residuales
y ganado) amplifica el riesgo de transmision hacia la poblacién humana. Esta propagacion
genera un ciclo continuo de resistencia, dificultando el control y erradicacion de estas
infecciones.
Un aspecto clave del problema es la transferencia horizontal de genes de resistencia entre
bacterias, lo que permite la rapida diseminaciéon de la resistencia antimicrobiana. En
particular, enzimas como CTX-M, ampliamente distribuidas en la familia
Enterobacteriaceae, han mostrado una alta prevalencia y se han asociado con patogenos de
dificil tratamiento, como E. coli ST131, un clon multirresistente que genera infecciones
extraintestinales graves.
La falta de estrategias eficaces para contener la diseminacion de la resistencia bacteriana

podria favorecer escenarios en los que infecciones previamente tratables se tornen de



dificil o imposible manejo clinico, con implicaciones importantes para la salud global. En
este sentido, resulta necesario profundizar en el estudio de los mecanismos de resistencia y
su diseminacién, mediante la identificacion fenotipica y molecular de bacterias productoras
de ESBL, con el fin de generar informacion que apoye estrategias de vigilancia y control.

3) Marco teorico.

El aumento de bacterias multirresistentes a antibioticos en las tltimas décadas ha
generado una grave problematica de salud publica y veterinaria que se expande
rapidamente en todo el mundo. Este fen6meno es de gran relevancia, ya que dificulta la
erradicacion de patdégenos importantes (Argudin et al., 2017). La multirresistencia se asocia
con la adquisiciéon de genes de resistencia que se integran en el genoma bacteriano, o se
mantienen en elementos extracromosoémicos, lo que confiere mayor flexibilidad genética.
La mayoria de estas secuencias corresponden a elementos moéviles del genoma, y su
adquisicion ocurre mediante mecanismos de transferencia horizontal de genes (THG),
como la transformacion, transduccién y conjugacion (Klemm et al, 2018). Estos
mecanismos son clave en la evolucién bacteriana, ya que permiten una adquisicion mas
rapida de fenotipos de resistencia y virulencia, en comparaciéon con las mutaciones.
Ademas, pueden promover la recombinacién homologa, generando diversas combinaciones
alélicas (Smith et al., 2023).

El uso excesivo de antibidticos es un factor determinante en el aumento de la
resistencia, especialmente en bacterias productoras de betalactamasa de espectro
extendido (ESBL). Las ESBL son enzimas capaces de hidrolizar antibioticos betalactamicos
como penicilinas y cefalosporinas. Estas enzimas se encuentran principalmente en
enterobacterias gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae, entre las que destaca
Escherichia coli. Esta bacteria tiene una gran relevancia en salud piblica y animal debido a
los diversos patotipos que causan infecciones. (Doi et al., 2017).

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que se encuentra de manera habitual en
ambientes acuaticos, suelos y en la microbiota intestinal de humanos y animales. Aunque
muchas cepas de E. coli son comensales y no patogenas, algunas de ellas pueden
convertirse en patdégenos altamente peligrosos para la salud humana y animal. Estas cepas
patogenas tienen la capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal y diseminarse a otros
organos extraintestinales, donde pueden causar una variedad de enfermedades graves.
Entre estas enfermedades se incluyen infecciones del tracto urinario, meningitis neonatal,
diversas formas de diarrea, sindrome hemolitico urémico (SHU), septicemia en humanos, y

colibacilosis aviar en animales (Esposito et al., 2024; Lemlem et al., 2024).



Diversos genes de resistencia a los antibidticos betalactamicos han sido identificados
en aislamientos de E. coli, adquiridos mediante THG y atribuidos principalmente a la
presencia de genes de betalactamasas AmpC. Estos genes estan codificados en plasmidos,
que son fragmentos de ADN extracromosémico que pueden replicarse de manera
autonoma y transferirse a otras bacterias por mecanismos de transferencia horizontal. A
diferencia de las betalactamasas de tipo ESBL, las AmpC suelen estar relacionadas con una
resistencia primaria de la propia bacteria, que puede intensificarse por mutaciones que
aumentan la expresion de estos genes. E. coli porta de manera natural un gen AmpC, y las
mutaciones en su region promotora pueden dar lugar a una hiperexpresion de la
betalactamasa, lo que resulta en una mayor resistencia a antibidticos betalactamicos
(Brouwer et al., 2024; Dikoumba et al., 2024).

Las cepas de E. coli se vuelven resistentes a los betalactdmicos cuando adquieren
un gen de ESBL, de manera que puede actuar como receptor y donante de genes de
resistencia tanto entre bacterias de la misma especie como entre especies diferentes (Poirel
et al., 2018). Las ESBL estan codificadas principalmente por plasmidos, y las enzimas que
codifican se clasifican en grupos como SHV, TEM, CTX-M, PER, GES, VER y OXA
(Argudin et al., 2017; Ayala et al., 2018). Debido a esto, en las dltimas décadas, uno de los
grupos de E. coli que ha cobrado especial atenciéon debido a su impacto en la salud publica
es el de las cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido (ESBL-Ec). Las
bacterias ESBL-Ec son de particular preocupacion debido a su capacidad para resistir a
multiples clases de antibiéticos de uso comun, como las fluoroquinolonas de tercera y
cuarta generacion, cefalosporinas, carbapenémicos y las polimixinas (Juraschek et al.,
2022; Esposito et al., 2024). La resistencia a estos antibioticos dificulta enormemente el
tratamiento de infecciones causadas por estas cepas, lo que plantea un desafio creciente
para los sistemas de salud a nivel mundial.

Ademas, se ha reportado que las ESBL-Ec no solo se encuentran en animales de
produccion, sino también en alimentos de origen animal, como carne de ternero y pollo, al
igual que en aguas residuales, donde predominan las enzimas CTX-M, dando indicios de su
amplia distribucién y capacidad de diseminacion (Bajaj et al., 2016). El uso extensivo de
antimicrobianos en la agricultura y la ganaderia es uno de los principales factores que
favorecen la propagaciéon de estas cepas resistentes. La exposiciébn constante a
antimicrobianos en estos entornos permiten que las bacterias desarrollen y diseminen

mecanismos de resistencia (Kuan et al., 2024). Esto subraya la importancia de



implementar medidas estrictas en el control del uso de antibitticos en animales de
produccion para reducir el riesgo de transmisiéon de estas bacterias resistentes a los
humanos (Bajaj et al., 2016).

Un clon de particular importancia es E. coli ST131, un patotipo extraintestinal
multirresistente que expresa ESBL, incluida la CTX-M-15, confiriendo resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion. Este fenotipo lo hace particularmente dificil de
erradicar (Klemm et al., 2018). La variante CTX-M-15, es una de las méas prevalentes a
nivel mundial en E. coli productora de ESBL. Esta variante se asocia con plasmidos IncF,
que son de particular preocupaciéon debido a su capacidad para diseminarse rapidamente y
propagar la resistencia a través de las poblaciones bacterianas. Recientemente, la
expansion global de E. coli productora de CTX-M ha sido impulsada por el aumento de
cepas de ST131, un clon multirresistente que causa infecciones extraintestinales (Del
Carmen Rocha, et al., 2022).

En cuanto al diagnostico de E. coli productora de ESBL en muestras fecales, uno de
los métodos maés utilizados es la siembra en agar cromogénico o MacConkey suplementado
con cefotaxima. Este método permite identificar la presencia de bacterias resistentes a
cefalosporinas de tercera generaciéon. Sin embargo, se han reportado algunas limitaciones
en la precision de los métodos actuales de diagndstico molecular, como la tipificacion de
grupos patoégenos mediante secuencias cortas por PCR. Estas técnicas ain no son
completamente exactas para correlacionar la presencia de genes de resistencia con la
multirresistencia de las cepas (Gallichan et al., 2024). Es necesario seguir investigando y
perfeccionando las herramientas diagnésticas para mejorar la detecciéon temprana y el

tratamiento adecuado de las infecciones causadas por E. coli resistente.

4) Objetivo general

° Identificar la presencia de cepas de Escherichia coli productoras de
ESBL en muestras fecales obtenidas del Zoolégico de Zacango, en el Estado de
México.
5) Objetivos especificos

1.- Determinar la prevalencia de cepas de E. coli productoras de ESBL en las

muestras fecales recolectadas del Zoologico de Zacango, Estado de México.



2.- Evaluar la resistencia de las cepas de E. coli productoras de ESBL a
diferentes clases de antibitticos en funcién de las concentraciones utilizadas en las
pruebas de susceptibilidad.

3.-Analizar, mediante pruebas estadisticas, la relacion entre las
concentraciones de antibidticos y los patrones de resistencia antimicrobiana de las
cepas de Escherichia coli productoras de ESBL en muestras fecales del Zoolégico de
Zacango.

6) Metodologia
Sitios de trabajo: Las muestras se recuperaron de fauna silvestre bajo cuidado humano
del Zoologico de Zacango, fueron puestas en refrigeracion y posteriormente fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la Universidad Auténoma
Metropolitana unidad Xochimilco.
Cepas de E. coli: Las muestras fecales recuperadas de distintos ejemplares de fauna
silvestre se colocaron en tubos de vidrio de 10 ml con Caldo infusion cerebro, para ser
cultivadas a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se tomaron 500 ul de indculo
previamente crecido y se inocularon en caldo Luria Bertani (LB) suplementado con 100
pg/ml de Carbenicilina durante 24 horas y se seleccionaron aquellos cultivos que
mostraron crecimiento bacteriano. A partir de estos cultivos, se tomaron 20 pL para ser
sembrados en placas con medio LB soélido e incubados a 37 °C durante 24 horas.
Posteriormente se seleccionaron 10 colonias por cada individuo con crecimiento positivo,
las cuales se evaluaron en medio LB suplementado con 100 ug/ml Cefotaxima. Las cepas
que mostraron crecimiento fueron recuperadas para su posterior analisis.
Antibioticos y concentraciones. Para este analisis, se seleccionaron antibioticos
representativos de diferentes clases terapéuticas, incluidos los betalactdmicos (como
cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima), las fluoroquinolonas (como ciprofloxacina), y los
aminoglucésidos (como amikacina). Estos antibi6ticos son comunes en el tratamiento de
infecciones en humanos y animales, y son frecuentemente utilizados en la practica
veterinaria.
Analisis de la relacion entre concentraciones y patrones de resistencia. Se
analizaron los datos obtenidos para evaluar la relacion entre las concentraciones de los
antibidticos y los patrones de resistencia de las cepas de Escherichia coli productoras de
ESBL. Para ello, se evaluaron las variaciones en los didmetros de los halos de inhibiciéon en

funcion de las concentraciones de los antibiéticos utilizados.



Analisis estadistico. Para evaluar la significancia de las relaciones entre las
concentraciones de antibioticos y los patrones de resistencia, se emplearon métodos
estadisticos como analisis de varianza (ANOVA) y modelos de regresion lineal o logistica,
segin la naturaleza de los datos. Estos anélisis permitieron identificar diferencias
significativas en la respuesta de las cepas de E. coli productoras de ESBL a distintas
concentraciones de antibioticos, asi como a posibles patrones de resistencia. Asimismo, se
realiz6 un analisis comparativo entre las concentraciones de antibiéticos y la prevalencia de
genes especificos de resistencia, con el fin de aportar informacion valiosa sobre los posibles

mecanismos de resistencia involucrados.

7) Resultados

Se obtuvieron un total de 38 muestras fecales de diferentes individuos procedentes del

Zoologico de Zacango, Edo de México (Tabla 1).

De las 38

muestras analizadas,

unicamente 21 mostraron crecimiento en medios selectivos para enterobacterias.

NOMBRE
# MUESTRA NOMBRE ESPECIE CIENTIFICO SEXO
Giraffa
1 Pata Jirafa camelopardalis Hembra
2 Maki Cebra Equus zebra Hembra
Kobus
3 KED Antilope acuatico  ellipsiprymnus Hembra
4 Antilope Eland Antilope Eland  Tragelaphus oryx  Se desconoce
Antilope
5 Mamado Jr Antilope cervicapra Macho
Hydrochoerus
Capibara Capibara hydrochaeris Se desconoce
Borrego comun Borrego comin  QOuvis canadensis Hembra
Antilope
Blackbuck Antilope cervicapra Sin sexo
Kinam Jaguar Panthera onca Macho
Panthera tigris
10 Marceline Tigre de bengala tigris Hembra
11 Emiliano Leon africano Panthera leo Macho
12 Bigotes, Princesa Tigres Panthera tigris Macho y Hembra
13 Zapata Leo6n africano Panthera leo Macho
14 Duquesa Tigre blanco Panthera tigris Hembra
15 Cuyos Cuyos Cavia porecellus Se desconoce
16 Borrego Kathadin Borrego katahdin Ouis aries Macho
Capra aegagrus
17 Cabra Cabra hircus Se desconoce
18 Toulousse Tigre blanco Panthera tigris Macho
19 Baco Caballo Equus caballus Macho



20
21

22
23

24
25
26
27

28
29

30
31

32
33

34

35
36

37
38

Marian

Spirit

Pinto, Canelo
Bufalo cafre

Borrego muflon
Rafael adulto
Camila adulto

Capibara adulto

Rinoceronte adulto
Antilope eland

Jirafa adulto

Alpaca

Borrego Aoudad
Ciervo Sika

Borrego cimarrén

Llama
Ciervo rojo

Cebra grant adulto
Gamo Fallow

Yegua
Potrillo

Ponies

Bufalo cafre
Borrego muflén
Dromedario
Dromedario
Capibara

Rinoceronte

Antilope eland

Jirafa

Alpaca

Borrego aoudad
Ciervo sika

Equus caballus

Equus caballus
Equus ferus
caballus

Syncerus caffer
Ovis aries
musimon
Camelus

dromedarius
Camelus
dromedarius
Hydrochoerus
hydrochaeris

Ceratotherium

stimum

Tragelaphus oryx
Giraffa
camelopardalis
Vicugna pacos
Ammotragus
lervia

Cervus nippon

Borrego cimarréon  Ovis canadensis

Llama
Ciervo rojo

Cebra grant

Gamo comun

Lama glama
Cervus elaphus
Equus quagga

boehmi

Dama dama

Hembra
Macho

Machos
Se desconoce

Hembra

Macho

Hembra

Se desconoce

Hembra

Hembra

Hembra
Macho

Hembra

Hembra

Se desconoce

Hembra
Hembra

Hembra
Macho

TABLA 1. Individuos muestreados de la coleccion del Zoolbgico de Zacango.

En las 21 muestras que mostraron crecimiento se identifico la presencia de unidades
formadoras de colonias (UFC) de E. coli. Las 21 muestras con crecimiento positivo fueron
identificadas mediante un codigo alfabético (Tabla 2). De cada una de las 21 muestras se
seleccionaron 10 colonias diferentes. Estas colonias mostraron capacidad de crecimiento en
presencia de carbenicilina y ceftiofur, por lo que se obtuvieron 210 cepas provenientes de

21 individuos con resistencia a antibidticos.

NOMBRE
CcODIGO NOMBRE ESPECIE CIENTIFICO SEXO
A Ciervo Sika Ciervo sika Cervus nippon Hembra
B Kinam Jaguar Panthera onca Macho
C Borrego Katahdin Borrego katahdin Ouis aries Macho



D Llama Llama Lama glama Hembra
Hydrochoerus
E Capibara adulto Capibara hydrochaeris Se desconoce
F Emiliano Leén africano Panthera leo Macho
G Antilope eland Antilope eland  Tragelaphus oryx Hembra
Ceratotherium
H Rinoceronte adulto Rinoceronte simum Hembra
I Gamo Fallow Gamo comun Dama dama Macho
J Alpaca Alpaca Vicugna pacos Macho
Equus ferus
K Pinto, Canelo Ponies caballus Machos
L Borrego cimarrén Borrego cimarrén Ovis canadensis ~ Se desconoce
Giraffa
M Jirafa adulto Jirafa camelopardalis Hembra
Equus quagga
N Cebra grant adulto Cebra grant boehmi Hembra
0] Baco Caballo Equus caballus Macho
P Ciervo rojo Ciervo rojo Cervus elaphus Hembra
Q Mamado Jr Antilope Eland  Tragelaphus oryx Macho
R Duquesa Tigre blanco Panthera tigris Hembra
S Zapata Leo6n africano Panthera leo Macho
Camelus
T Rafael adulto Dromedario dromedarius Macho
Camelus
U Camila adulto Dromedario dromedarius Hembra

Tabla 2. Codigo alfabético de los 21 individuos donde se recuperaron 210 cepas de E. coli.

Las 210 cepas obtenidas fueron conservadas y almacenadas en congelacién para su
posterior anélisis. Posteriormente se conformaron agrupaciones de 10 cepas por individuo
para la extraccion de ADN. Una vez obtenido el ADN de las agrupaciones correspondientes
a 12 individuos, se realizo el PCR para la deteccion de los genes shv, tem, tla. Se
seleccionaron aquellas cepas que presentaron al menos dos de los tres genes asociados a la
produccion de betalactamasas. Con el fin de depurar las muestras, se realizaron analisis
adicionales mediante agrupaciones de 10 y posteriormente de 5 cepas, con la finalidad de
descartar aquellas muestras e individuos que no mostraron multirresistencia.. Una vez
realizado PCR a las agrupaciones de 10 y de 5 cepas, se seleccionaron un total de 70 cepas
de E. coli provenientes de siete individuos que mostraron la presencia de al menos dos
genes de resistencia.

Finalmente, tras descartar los individuos negativos a los genes evaluados, se realiz6 PCR
individual de cepas seleccionadas de manera aleatoria, con el fin de identificar 10 cepas

portadoras de ambos genes de resistencia.



Las 70 cepas crecieron en agrupaciones de 10 con respecto a los siete individuos; fueron
sometidas a pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante antibiograma, con el fin
de confirmar su perfil de multirresistencia. (Tabla 3). En los casos en que se observo la
presencia de halo de inhibicion, indicativa de sensibilidad, se midi6 su didmetro y se

registré en milimetros.

Muestr CR/ NF/N CX/C FR/C FU/N CZ/C FX/FI CN/C
a XM OR AT X RO NA I GM AK CI OF AZ X D
C 0 0 0 0 0.9 0 1.7 0 2.2 ) 0 1.9 ) 0
U 0 0 0 1.2 1.1 0 1.9 0 1.9 0 0 1.8 0 0
D (o] 0.9 2.1 0.8 1.2 1.4 1.9 0 2.4 0 2.1 1.6 1.4 0
S 0 0.9 1.6 o} 0.8 0 1.7 0 2.5 1.4 0 1.5 0 0
L 0 0 1.8 o} 0.8 0 1.7 0 2.3 0 0 1.8 0 0
F 0 0 0 0] 0 0 1.9 0 2.4 0 0 0] 0 0
| o} 1 1 ) 0.8 0 1.8 0.9 2.4 1.2 0.7 ) o} 0o

Tabla 3. Antibiogramas de diferentes muestras donde se midi6 el diAmetro de halo de inhibicién (mm), CR/XM:
Cefuroxima, NF/NOR: Norfloxacina, AT: Aztreonam, CX/CTX: Cefotaxima, FR/CRO: Ceftriaxona, NA: Acido
Nalidixico, FU/NI: Nitrofurantoina, GM: Gentamicina, AK: Amikacina, CI: Ciprofloxacina, OF: Ofloxacina, CZ/CAZ:
Ceftazidima, FX/FIX: Cefixima, CN/CD: Cefdinir.

Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos en los antibiogramas se
presentan en la Grafica 1, donde se muestra la respuesta de los aislados de Escherichia coli

frente a los antibi6ticos evaluados.

En las cepas aisladas de borrego cimarrén y borrego katahdin se observé sensibilidad
principalmente a amikacina, ceftazidima, nitrofurantoina y, en menor medida, aztreonam y
ceftriaxona, mientras que se registrO resistencia frente a fluoroquinolonas,
aminoglucoésidos distintos de amikacina y la mayoria de las cefalosporinas evaluadas. En el
caso del dromedario y el gamo comun, las cepas mostraron sensibilidad a amikacina y
nitrofurantoina, asi como a algunas cefalosporinas y fluoroquinolonas especificas,

presentando resistencia al resto de los antibi6ticos analizados.

Por otra parte, las cepas provenientes de leones africanos presentaron sensibilidad a
amikacina, nitrofurantoina, aztreonam, ceftazidima y algunas fluoroquinolonas, con
resistencia a varias cefalosporinas y aminoglucosidos. Finalmente, las cepas aisladas de
llama mostraron un espectro de sensibilidad mas amplio, incluyendo amikacina,
aztreonam, nitrofurantoina, ofloxacina y ciertas cefalosporinas, mientras que se observo

resistencia principalmente a ciprofloxacina, cefdinir, cefuroxima y gentamicina.
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Grafica 1. Porcentajes de sensibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia coli frente alos antibiéticos

evaluados, agrupados por especie animal.

Finalmente cada cepa de cada individuo se probo para la presencia de los genes shv, tem'y

tla con la finalidad de ver si las cepas por individual muestran a presencia de ambos genes
(Tabla 4)

MUESTRAS
PRIMER C6 It 16 L1 L6 U1 D1 D6 Fo S7
shv (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
tem (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) +) (+)
tla ) ) ) ) ) ) ) ) ) )

Tablas 4: Presencia de los genes de resistencia shv, tem y tla, en las cepas de E. coli de los distintos

individuos muestreados



Las especies que muestran la presencia de cepas multirresistentes con al menos dos genes
son: Borrego katahdin, Llama, Le6n africano, Gamo comun, Borrego cimarréon, Lebon

africano y Dromedario (Tabla 5).

) NOMBBE
CODIGO NOMBRE ESPECIE CIENTIFICO SEXO
Cé Borrego Kathadin Borrego katahdin Ovis aries Macho
D1, D6 Llama Llama Lama glama  Hembra
Fo9 Emiliano Leon africano Pantheraleo  Macho
I1,16 Gamo Fallow Gamo comtn Damadama  Macho
L1, L6 Borrego cimarrén Borrego cimarrén  Ouis canadensis  Sin sexo
S~ Zapata Leon africano Pantheraleo  Macho
Camelus
U1 Camila adulto Dromedario dromedarius  Hembra

Tabla 5. Individuos y especies positivos a la presencia de los genes de resistencia shv, tem y tla.

Frecuencias

Se evalu6 la presencia de genes de resistencia en cepas de Escherichia coli aisladas de cada
especie analizada. En algunas especies, ambos genes evaluados se detectaron en todas las
cepas analizadas de un mismo individuo, lo cual nos podria indicar la presencia de clonas,
sin embargo, existen cepas de E. coli dentro de los individuos que no presentas los dos
genes, indicAndonos la presencia de variantes genéticas, las especies que presentaron
variaciones son: borrego katahdin, dromedario y le6n africano.

En la grafica 2 se muestran en color rojo las muestras positivas para genes de resistencia y
en azul aquellos que resultaron negativas. Las agrupaciones de 10 para los genes shv y tem
tuvieron un 100% de positividad., De igual manera las agrupaciones de 5 cepas evaluados
para el gen tem, presentaron un 100% de positividad. En contraste, las agrupaciones de 5
cepas evaluadas para el gen shv, mostraron un 50% de positividad en dromedario y un
75% ledn africano. Por otro lado, se evaluaron 10 muestras por especie, en donde el gen shv
y gen tem mostraron un 50% para borrego katahdin y dromedario. Por el contrario, la
muestra correspondiente al leon africano revel6 un 30% para el gen shv y un 55% para el

gen tem. Finalmente, el gen tla tuvo el 100% de las muestras negativas.
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Grafica 2. Porcentaje de positividad de los genes shv, tem y tla en aislados bacterianos obtenidos de diferentes
especies animales. Se observaron altos porcentajes de positividad (100 %) para los genes shv y tem en la mayoria de
las especies analizadas. Asimismo, se registraron variaciones entre especies, donde el le6n africano presenté
porcentajes intermedios de positividad (30-70 %), mientras que el borrego katahdin y el dromedario mostraron
valores cercanos al 50 % para algunos genes evaluados. El gen tla no se detecté6 en ninguna de las muestras

analizadas.

Para el grupo de PCR individual (Tabla 9), con respecto al gen shv, podemos encontrar
diferencias significativas (p< 0.05), teniendo a las especies borrego cimarrén, gamo comdn

y llama con frecuencias altas, del 70% y 50% respecto a las demas especies estudiadas.



Informe de las diferencias ordenadas

Nivel

Borrego cimarrén
Gamo comin
Llama

Borrego cimarrén
Gamo comun
Llama

Borrego cimarrén
Gamo comun
Llama

Borrego Katahdin
Dromedario
Gamo comin
Llama

Llama
Dromedario

- Nivel

Ledn Africano
Ledn Africano
Leon Africano
Borrego Katahdin
Borrego Katahdin
Borrege Katahdin
Dromedario
Dromedario
Dromedario
Ledn Africano
Ledn Africano
Borrego cimarrén
Borrego cimarrén
Game comin
Borrego Katahdin

Diferencia

0.7000000
0.7000000
0.7000000
0.5000000
0.5000000
0.5000000
0.5000000
0.5000000
0.5000000
0.2000000
0.2000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000

Error estandar
de la diferencia

0.1468418
0.1468418
0.1468418
0.1695582
0.16095582
0.1695582
0.1695582
0.1695582
0.1695582
0.1468418
0.1468418
0.1695582
0.1695582
0.1695582
0.16095582

Limite de
control inferior

0.406650
0.406650
0.406650
0.161268
0.161268
0.161268
0.161268
0.161268
0.161268

-0.093350
-0.093350
-0.338732
-0.338732
-0.338732
-0.338732

Limite de
control superior

0.9933501
0.9933501
0.9933501
0.8387315
0.8387315
0.8387315
0.8387315
0.8387315
0.8387315
0.4933501
0.4933501
0.3387315
0.3387315
0.3387315
0.3387315

Valor p
<,0001*
<,0001*
<,0001*
0.0044*
0.0044*
0.0044
00044
00044
0.0044*

0.1780
0.1780
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000

-0.2

02 04 06 08 1.0

Tabla 9. Analisis de T de Student para el grupo de muestras individuales con respecto al gen shv

Por ultimo, en el grupo de PCR individual con respecto al gen tem, también se observaron
diferencias significativas (p<0.05) donde, de igual manera, el borrego cimarrén, el gamo
comun y la llama, predominaron con frecuencias positivas en un 50% y 45%, en
comparacién del borrego katahdin, le6n africano y dromedario.

Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar Limite de Limite de

Nivel - Nivel Diferencia  de ladiferencia controlinferior  control superior  Valor p i A
Borrego cimarrén Borrego Katahdin 0.5000000 0.1763342 0.147732 0.8522681 0.0061* —_——
Gamo comdin Borrego Katahdin 0.5000000 0.1763342 0.147732 0.8522681  0.0061* o
Llama Borrego Katahdin ~ 0.5000000 0.1763342 0.147732 0.8522681 0.0061* P
Borrego cimarrén  Dromedario 0.5000000 01763342 0147732 0.8522681 0.0061* e
Gamo comun Dromedario 0.5000000 0.1763342 0.147732 0.8522681 0.0061* —_——
Llama Dromedaric 0.5000000 0.1763342 0.147732 0.8522681 0.0061* o
Borrego cimarrén Ledn Africano 0.4500000 0.1527099 0.144927 0.7550731 0.0045% o
Gamo comun Ledn Africanc 0.4500000 0.1527099 0.1440927 0.7530731  0.0045* o
Llama Ledn Africano 0.4500000 0.1527099 0.144927 0.7550731  0.0045* ——
Ledn Africanc Borrego Katahdin 0.0500000 0.1527099 -0.255073 03550731 07444 S

Ledn Africanc Dromedario 0.0500000 0.1527099 -0.255073 0.3550731 07444 I - T

Gamo comdin Borrego cimarrén 0.0000000 0.1763342 -0.352268 03522681 1.0000 p—O@—

Llama Borrege cimarrén 0.0000000 0.1763342 -0.352268 03522681 1.0000 pb—O—

Llama Gamo comin 0.0000000 0.1763342 -0.352268 0.3522681 1.0000 |fF———¢—

Dromedario Borrego Katahdin 0.0000000 0.1763342 -0.352268 03522681 1.0000 —

Tabla 10. Analisis de T de Student para el grupo de muestras individuales con respecto al gen tem

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la presencia de E. coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (ESBL) en distintas especies provenientes del
Zooldgico de Zacango. Esta informacion nos daria indicios sobre la gran importancia del
papel de estos animales como reservorios de cepas de E. coli con genes de resistencia, lo

que podria contribuir a la existencia y circulacién de enterobacterias multirresistentes en



ambientes controlados, como podria ser el caso de zoolégicos y reservas naturales

(Martischang et al., 2021).

Los datos de las 210 cepas resistentes a carbenicilina y ceftiofur, al igual que las 70 cepas de
E. coli identificadas con genes de resistencias a las betalactamasas, coincide con lo
reportado por Argudin et al. (2017), quienes informan sobre la presencia de ESBL en

animales suele ser méas frecuente de lo que se pensaba.

La amplificacion de los genes tem y shv en la mayoria de los individuos coincide con
diversos estudios, donde se sefiala a estos genes como ampliamente distribuidos en
enterobacterias de origen animal y ambiental (Bajaj et al., 2016; Doi et al., 2017). Por otro
lado, la ausencia total del gen tla, va de acuerdo con estudios previos que indican que este
tipo de betalactamasa, es menos prevalente en E. coli, lo cual se puede asociar a que los
genes estan codificados en los cromosomas y no en plasmidos, siendo que las ESBL
predominantes en fauna silvestre suelen corresponder a las familias TEM, SHV y CTX-M

(Tseng et al., 2023).

Por ultimo, los resultados del antibiograma mostraron un patréon compatible con la
producciéon de ESBL, demostrado por la resistencia observada frente a cefalosporinas de
tercera generacion como cefotaxima y ceftriaxona, asi como otras cefalosporinas evaluadas.
Este comportamiento coincide con la literatura, donde se reporta que las enzimas de las
familias tem y shv hidrolizan cefalosporinas de amplio espectro, arriesgando su eficacia
terapéutica (Juraschek et al., 2022; Doi et al., 2017). De manera general, los aislamientos
presentaron sensibilidad variable a antibidticos como amikacina, nitrofurantoina y
ceftazidima, mientras que la resistencia fue mas frecuente frente a diversas cefalosporinas y
algunas fluoroquinolonas, lo cual coincide con la distribucién de genes ESBL descrita en
enterobacterias de origen animal y ambiental (Bajaj et al., 2016). De igual manera, se
observaron variaciones en la frecuencia de genes de resistencia entre las especies
estudiadas, especialmente en borrego cimarrén, llama y gamo comun; ademas, la deteccion
de genes fue mas frecuente cuando se analizaron agrupaciones de cinco o mas cepas por
individuo, lo que podria sugerir que el nimero de aislamientos evaluados puede influir en

la probabilidad de identificar genes de resistencia.

Conclusion



La identificacion y caracterizacion de la presencia de E. coli productoras de betalactamasas
de espectro extendido (ESBL) en diferentes especies animales del Zoologico de Zacango,
demuestra que la resistencia antimicrobiana esta ampliamente distribuida incluso en fauna
silvestre bajo cuidado humano. De las 38 muestras recolectadas, 21 mostraron crecimiento
positivo a enterobacterias, recuperaron 210 cepas con resistencia a antibi6ticos
betalactdmicos. Con ayuda del PCR, se confirmaron 70 cepas de E. coli provenientes de
siete individuos que portaban al menos dos genes de resistencia shv y tem , mientras que el

gen tla no se detect6 en ninguna de las muestras evaluadas.

Los antibiogramas mostraron patrones de multirresistencia, con una sensibilidad limitada
principalmente hacia amikacina, nitrofurantoina y ceftazidima, con variaciones entre
especies. Las frecuencias mas altas de genes de resistencia se observaron en especies
herbivoras como el borrego cimarrén, la llama y el gamo comuin. La presencia de
variaciones entre cepas dentro de un mismo individuo sugiere la coexistencia de diferentes

géneros bacterianos y el intercambio genético.

La presencia de genes de resistencia como shv y tem en estas cepas puede atribuirse a
diversos mecanismos genéticos que facilitan su movilidad y persistencia. En particular, se
reconoce el papel fundamental de plasmidos conjugativos, que actiian como vehiculos para
diseminar genes de resistencia entre bacterias de la misma o distinta especie. Asimismo, los
transposones permiten la penetracion y movilizacion de estos genes dentro y entre
diferentes plasmidos y cromosomas, aumentando su propagacion. Estos mecanismos, junto
con la transferencia horizontal de genes, son de suma importancia en la rapida
diseminacién de la multirresistencia en poblaciones bacterianas presentes en ambientes

compartidos, como podria ser el caso de los zoologicos.

Los resultados de esta investigacion remarcan la necesidad de mantener y fortalecer
programas de vigilancia microbiol6gica en fauna silvestre bajo cuidado humano, asi como
estrategias de manejo antimicrobiano que consideren los riesgos asociados a la

movilizaciéon de genes de resistencia.
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