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Resumen

DOMINGUEZ VARGAS PATRICK RODRIGO. Presencia de B-lactamasas de espectro
extendido (ESBL) en cepas de Escherichia coli aisladas de canales de pollo provenientes de
rastro, supermercados y mercados publicos. Bajo la direccion de: MVZ, MPA, Dra. Cecilia

Rosario Cortés y MVZ, MC, Dr. Nestor Ledesma Martinez.

Actualmente se presta una gran atencion a la elevada presentacion de infecciones causadas
por bacterias multirresistentes en humanos y su origen, el cual se ha relacionado con el uso
extensivo de antibioticos en animales y su transferencia a través de alimentos de origen
animal. En particular, se han asociado a los productos avicolas con la transferencia de
bacterias resistentes. El presente trabajo tiene como objetivo establecer si existe una
diferencia entre la presencia de P-lactamasas de espectro extendido (ESBL) en 150
aislamientos de Escherichia coli obtenidos a partir de canales de pollo provenientes de rastro,
supermercados y mercados publicos. Las tres ESBL que incluyo6 este trabajo (blactx, blacmy
y blatem) fueron identificadas por PCR punto final. Se detecto la presencia de alguno de estos
genes en 76 aislamientos (50.7%); de los cuales el 32.9% provenia de rastro, 27.6% de
mercado publico y 39.5% de supermercado. So6lo se encontrd una diferencia significativa (p
=0.058) para la presencia de blactx y blacmy de acuerdo a su procedencia. Fue posible
detectar una mayor incidencia de ESBLs en canales de supermercados, sin embargo, es
necesario realizar mas estudios de este tipo en otras regiones del pais para tener un panorama

mas claro de la situacion de estas enzimas en México.



Introduccion

En la ultima década se ha prestado especial atencion al aislamiento cada vez mas frecuente
de bacterias multirresistentes en pacientes humanos con infecciones de dificil tratamiento. El
problema causado por ellas se asocia principalmente al aumento en los costos de tratamientos
necesarios para poder eliminarlas al tener que utilizar antimicrobianos de ultima opcion a los

cuales sean sensibles (Kilonzo-Nthenge, et al., 2013; Kluytmans, et al., 2013).

La aparicion de estas bacterias MDR (por sus siglas en inglés, multidrug resistant) se ha
relacionado con el uso extensivo de antibidticos en medicina veterinaria (Leverstein-van
Hall, et al., 2011). Se ha sugerido que el uso de antibidticos, incluso a dosis inferiores a la
terapéutica como se hace en el caso de los antibidticos promotores de crecimiento, es causa

de seleccion para bacterias resistentes (Cogliani, et al., 2011; Reinhardt, 2013; Butaye, 2013).

Uno de los mecanismos que confieren resistencia a las bacterias contra los B-lactdmicos, uno
de los grupos de antibidticos mas importantes en medicina humana y veterinaria, es la
produccion de B-lactamasas, enzimas capaces de inactivar a antibidticos como las penicilinas
y cefalosporinas, por medio de la hidrolisis del anillo B-lactdmico (Bush & Jacoby, 2010;
Laube, et al., 2013). Dentro de este grupo de enzimas se encuentran las B-lactamasas de
espectro extendido (ESBL por sus siglas en inglés, extended spectrum p-lactamases), las
cuales, ademas de retener la actividad contra penicilinas y cefalosporinas de primera
generacion, son capaces de hidrolizar a los oxyimino-B-lactdmicos (Bush & Jacoby, 2010),
como cefotaxima, ceftazidima y azetronam, asi como otras cefalosporinas de tercera
generacion que son antimicrobianos considerados de importancia critica en humanos (WHO,
2007). Estas enzimas son el mecanismo de resistencia contra antimicrobianos -lactamicos

predominante en bacterias de la familia Enterobacteriaceae, y se han encontrado



comunmente en Escherichia coli'y Klebsiella spp. (Pitout & Laupland, 2008). Por otro lado,
los genes que codifican para su produccion se encuentran con frecuencia en plasmidos, lo
que permite su diseminacion de forma facil y rapida a otras bacterias que no los poseen

(Kluytmans, et al., 2013).

Como ya se menciond, se ha sugerido que existe una transferencia de esta resistencia de los
animales a los humanos por medio de los alimentos de origen animal contaminados con
bacterias resistentes, que al ser consumidas y llegar al tracto digestivo son capaces de
transferir estos genes de resistencia a la microbiota normal del hombre (Cogliani, et al.,
2011). Se han realizado numerosos estudios, principalmente europeos, en los cuales se ha
intentado relacionar aislamientos de bacterias MDR provenientes de alimentos de origen
animal, en especial carne, con aislamientos clinicos provenientes de humanos (Johnson, et
al., 2007; Vieira, et al., 2011; Overdevest, et al., 2014; Casella, et al., 2015); sin embargo, la
mayoria de esta clase de estudios se ha realizado con aislamientos de carne de pollo y otras
especies en puntos de venta, una vez que han sido manipuladas por personas, por lo que es

dificil determinar la procedencia de estos aislamientos resistentes.

Los genes que codifican para ESBLs de mayor relevancia en la actualidad son blatem, blasnv
y blactx-m (Dierikx, et al., 2013; Olsen, et al., 2014), siendo este tltimo el que ha adquirido
mayor importancia al considerarse como la ESBL mas distribuida a nivel mundial (Bonnet,
2004), mientras que la que se ha encontrado con mayor frecuencia del grupo de las -

lactamasas AmpC ha sido blacmy (Jacoby, 2009; Laube, et al., 2013).

En la mayoria de los estudios relacionados con esta problematica se ha establecido una
correlacion entre aislamientos bacterianos (especialmente de Escherichia coli) productores

de ESBLs de humanos y carne de pollo (Overdevest, et al., 2011; Kluytmans, et al., 2013).



Estos hallazgos han propiciado una gran controversia sobre el uso de antimicrobianos en la
produccion de animales para consumo humano, la cual ha sido tan grande que ocasion¢ la
prohibicion de los antibioticos como promotores de crecimiento en la Union Europea desde
1999 (Casewell, et al., 2003; Cogliani, et al., 2011), asi como el retiro de las fluoroquinolonas
de la produccion avicola en Estados Unidos en el 2005 ([FDA] Food and Drug
Administration, 2005), entre otras acciones que se han llevado a cabo a nivel mundial para
controlar, e incluso intentar eliminar, el uso de antibioticos en las producciones pecuarias. A
pesar de estas medidas, el uso de antibidticos en la produccién avicola es fundamental, no
solo como tratamientos sino como medida preventiva, ya que estas practicas, en conjunto con
los esquemas de vacunacion y otras estrategias de bioseguridad, permiten mantener los
parametros productivos de la avicultura mexicana actual (Quintana, 2011). De acuerdo a las
estadisticas, nuestro pais produce 2 980 078 toneladas de carne de pollo anualmente, lo que
sitia a México como uno de los principales productores de este alimento a nivel mundial, y
que permite satisfacer la demanda interna de 25.5 kg de carne de pollo que se consumen per
capita al ano, asi como la exportacion de este producto para la captacion de divisas (UNA,

2014).

En investigaciones realizadas en los Paises Bajos se ha encontrado una elevada presencia
(hasta 94%) de bacterias productoras de ESBLs en carne de pollo proveniente de puntos de
venta (Leverstein-van Hall, et al., 2011; Overdevest, et al., 2011); sin embargo, en México
se desconoce cudl es la situacion, por lo que se decidid identificar la presencia de estas
enzimas en canales de pollo, realizando una comparacion entre aquellas provenientes de
rastro y las de puntos de venta, de forma que sea posible inferir su posible origen, ya sea

humano por manipulacidén y contaminacion, o animal por el manejo zootécnico en granja.



Material y Métodos

e Obtencion de las cepas

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Medicina
y Zootecnia de Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Autéonoma de México. Se trabajé con 150 cepas identificadas como Escherichia
coli y caracterizadas en un trabajo previo (Ramirez, et al., 2014). Estas cepas fueron
obtenidas a partir de lavados de un total de 30 canales de pollo, de las cuales 10 fueron
provenientes de un rastro TIF (Tipo Inspeccion Federal), 10 de tres supermercados (3 a 4 por
supermercado) y 10 de tres mercados publicos (3 a 4 por mercado) ubicados en Querétaro.
De las colonias bacterianas aisladas a partir de los lavados, se seleccionaron cinco cepas de
Escherichia coli por cada canal, las cuales se almacenaron en gelosa especial hasta el

momento de su analisis.
e Purificacion y verificacion de las cepas

Las 150 cepas de E. coli fueron sembradas en agar MacConkey e incubadas a 37 °C durante
24 horas. De este primer cultivo se seleccionaron las colonias mas caracteristicas de acuerdo
a la morfologia colonial de la especie, se resembraron por cultivo puro en agar MacConkey
y se incubaron a 37 °C por 24 horas; posteriormente se realizo la confirmacion de su identidad
bioquimica mediante el uso de TSI, urea, citrato de Simmons, LIA y SIM (Swayne, et al.,
1998). Las 150 cepas obtenidas fueron almacenadas nuevamente en gelosa especial, con la

preparacion descrita en el cuadro 1, para su posterior procesamiento.



e [Extraccion de ADN

Cada cepa fue sembrada en caldo Luria-Bertani a partir de la gelosa especial y se incub6 a
37 °C durante 18 horas, posterior a las cuales se realizo la extraccion de ADN por la técnica
de ebullicion de acuerdo a lo descrito por Johnson & Brown (1996) con las siguientes
modificaciones. Las cepas fueron centrifugadas a 15 871 RFC durante dos minutos en una
Microcentrifuga Prism™M® (Labnet International, NJ, USA), se elimin6 el sobrenadante y la
pastilla bacteriana se resuspendi6 en 200 uL de agua inyectable estéril. Se homogeneizo la
suspension bacteriana en el agua utilizando un agitador tipo vortex. Posteriormente, se
calentaron las muestras en un termobloque AccuBlock™® (Labnet International, NJ, USA) a
100 °C durante 10 minutos, inmediatamente los tubos se incubaron en hielo durante diez
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugaron nuevamente a 15 871 RFC
durante dos minutos y se recolectaron 160 uL del sobrenadante con el ADN en tubos de PCR

para su almacenamiento en congelacion a -20 °C hasta su uso.
e Identificacion de genes

La deteccion de los genes codificadores para ESBLs, blactx, blacmy y blatem, se realizod
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final utilizando los
iniciadores descritos previamente (cuadro 2) y de acuerdo a lo descrito por Johnson et al.
(2008) con las siguientes modificaciones. La amplificacion se realizd en un termociclador
SwifteMaxProM® (Esco Healthcare, Singapur) en 25 pL que contenian PCR buffer 10x, 10
mM de MgCla, 10 mM de dNTPs, 20 pmol de cada iniciador, 1U Taq polimerasa y 2 pL del

ADN muestra. Las condiciones de las amplificaciones se han descrito en el cuadro 3.



Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis a 100 volts durante 60
minutos, en geles de agarosa al 1.5% utilizando amortiguador TAE 1x y un marcador de peso
dMR

molecular VC de 1 kb (Vivantis, Malasia) para posteriormente ser tefiidos con GelRe

(Biotium, CA, USA) y observados en un transiluminador; como se muestra en las figuras 1

y 2.
e Analisis de resultados

Por medio del programa SPSS Statistics™? (2015) se realizaron pruebas de ji-cuadrada de
homogeneidad por origen de las cepas, y posteriormente por punto de muestreo para
determinar si existid0 una diferencia estadisticamente significativa en la presencia de
aislamientos productores de ESBLs provenientes de rastro, mercado y supermercado, asi
como de cada punto de muestreo independiente. Con el mismo software se realizaron
correlaciones de Spearman para determinar si esta relacionada en la presencia de un gen de

ESBL con otro o con otro gen de virulencia (Daniel, 2010).

Resultados

e Productores de ESBL

De las 150 cepas de Escherichia coli que se incluyeron en el presente estudio, 50
provenientes de rastro y 100 provenientes de puntos de venta (50 de mercado publico y 50
de supermercado), 76 (50.7%) fueron positivas a la presencia de uno o més de los genes que
codifican para ESBLs analizados en este trabajo. De las 76 muestras positivas, 25 (32.9%)

provenian de rastro, 21 (27.6%) de mercado publico y 30 (39.5%) de supermercado.



e Genes de resistencia

Los genes predominantes de ESBL fueron blatem y blacmy, ambos con el mismo nimero de
aislamientos positivos (n=35, 23.3%), mientras que blacrx fue el menos frecuente (n=17,
11.3%). Su distribucidn por origen se muestra en el cuadro 4; en ¢l se puede observar que
tanto blactx como blacmy se presentaron con mayor frecuencia en supermercados, mientras
que en el caso de blatem su presencia fue mayor en las cepas provenientes del rastro (n=14,
50%), blacmy fue el gen mas frecuente en los aislamientos positivos a ESBLs realizados en
supermercados (n=15, 41.7%), y a su vez, ambos genes se encontraron con la misma
frecuencia en los aislamientos de mercados publicos (n=10, 43.5%), como se muestra en la

figura 3.

Se encontr6 una diferencia estadistica significativa (p=0.058) entre el nlimero de aislamientos
positivos a blactx provenientes de rastro (n=4, 23.5%), mercado publico (n=3, 17.6%) y
supermercado (n=10, 58.8%). Lo mismo ocurre con blacmy al desglosar el origen de los
aislamientos por tienda, en el que se encontré una diferencia estadistica significativa
(p<0.01). Para los aislamientos positivos a blatem se describe una situacion diferente, al no

encontrarse una diferencia estadistica significativa (p<0.05).

e Correlacion entre genes ESBL

Del total de cepas, 11 (7.3%) fueron positivas a dos genes de ESBL diferentes, siendo blacmy
+ blatem la combinacion mas comln (n=6, 4%), y blactx + blacmy la menos comun (n=2,
1.3%) (cuadro 5). Ningun aislamiento fue positivo a los tres genes, y no se encontrd una

correlacion entre la presentacion de estos tres genes (p<.05). La relacion completa por



numero de aislamientos positivos y negativos a uno o mas de los 3 genes de acuerdo a su

origen se puede observar en la figura 4.

e Correlacidon con otros genes de virulencia

En el estudio previo en el que se realizo el aislamiento de estas cepas, se buscaron los genes
de virulencia eaed, bfpA, It, st, stxl, stx2, ipaH, aggR, aap descritos para las cepas
diarreogénicas de E. coli de los cuales, solamente se detectd eae (n=6) y stx2 (n=8) como se
muestra en el cuadro 6. Al comparar éstos con los de ESBLs detectados en este trabajo se
encontro que de 6 aislamientos positivos a eae, 5 (83.3%) fueron negativos a la presencia de
ESBLs, y s6lo 1 (16.7%) fue positivo a la presencia de blacrx. Por el contrario, de los 8
aislamientos reportados como positivos a stx2, 6 (75%) fueron positivos a la presencia de
blacmy, 1 (12.5%) fue positivo a blacmy y blatewm, y s6lo 1 (12.5%) fue negativo a la presencia
de ESBLs. Se encontrd una correlaciéon de baja intensidad (36%) pero alta significancia

(p<.0001) entre la presencia de stx2 y blacmy.

Discusion

En este estudio se encontrd que el 50.7% (76/150) de las cepas de pollo fue positivo a la
presencia de ESBLs, lo cual coincide con lo reportado en otras investigaciones realizadas en
paises como Alemania y Japon, en las que se encontr6 una prevalencia de entre el 50 y 60%
de muestras de carne de pollo contaminadas con bacterias productoras de ESBLs (Kola, et
al., 2012; Kawamura, et al., 2014; Belmar, et al., 2014), pero se encuentra por debajo de los

hallazgos realizados en Paises Bajos. Sin embargo, este es un trabajo preliminar, por lo que
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se requiere realizar mas trabajos en otras regiones de México para tener una imagen mas clara

de la presencia de ESBLs en nuestro pais.

Durante nuestra investigacion encontramos una diferencia estadistica significativa (p=0.058)
en la presencia de blactx, siendo mayor en los aislamientos de supermercado (n=10) en
comparacion con aquellos de rastro (n=4) y mercado publico (n=3). Por otro lado, en el caso
de los supermercados, la presencia blacmy no fue homogénea, ya que el namero de cepas
positivas fue estadisticamente mayor en el supermercado 1 (p<0.01). Mientras que en el caso
de blatem no se encontrd diferencia estadistica significativa entre los tres puntos de muestreo
(p<0.05). Sin embargo, estos resultados generan una nueva problematica, ya que las cepas
positivas a ESBLs que se detectaron en el rastro podrian provenir de los animales desde la
granja, o bien, ser producto de la contaminacion que ocurre durante el procesamiento en el
rastro, por lo que seria de gran utilidad analizar cepas aisladas a partir de aves vivas antes de
ser procesadas y de las canales al terminar de ser procesadas, para determinar si las bacterias
productoras de ESBLs se encuentran presentes desde la granja o colonizan durante el
procesamiento. En el caso de aquellas cepas positivas a ESBLs encontradas en puntos de
venta (mercados y supermercados) no se puede descartar que sean de origen humano por la
manipulacion de las canales. A su vez, también es posible observar una diferencia muy clara
entre ambas cadenas de comercializacion, ya que se identificaron en mayor medida los tres
genes de ESBL en los aislamientos realizados en supermercado que en aquellos de mercado
publico, lo que sugiere que las diferencias en el manejo en ambas cadenas de
comercializacion es un factor que determina la presencia de ESBLs en el producto final, ya
que aunque generalmente es considerado que el manejo en los supermercados es mas

higiénico al contar con sistemas HACCP para asegurar la inocuidad de los alimentos también
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cuentan con la desventaja del tiempo de almacenamiento, el cual es mayor que en los
mercados publicos donde la carne es generalmente vendida en su totalidad el mismo dia en
el que se recibe o se adquiere de rastro, por lo cual permite la colonizacion y proliferacion

bacteriana por mayor tiempo.

En general, los genes de ESBL que se encontraron con mayor frecuencia fueron blacmy y
blatem, lo cual es interesante pues en otras investigaciones similares se ha identificado a
blactx como el gen que ha ido en aumento a nivel mundial en los Gltimos afos (Bonnet,
2004; Naseer & Sundsfjord, 2011). Estudios realizados alrededor del mundo arrojan
resultados similares sobre la prevalencia de algunos genes de ESBLs sobre otros en alimentos
de origen animal. En aquellos realizados en los Paises Bajos, Japon y Espafia, se ha
encontrado una mayor prevalencia de blactx en comparacion con blatem como se puede
apreciar en los 66 (76%) aislamientos identificados como productores de blactx contra 11
(13%) productores de blatem a partir de 87 aislamientos de Escherichia coli productora de
ESBLs proveniente de carne de pollo (Kluytmans, et al., 2013); el hallazgo de una mayor
frecuencia en la presentacion de blactx (82.7%) que de blatem (1.9%) al analizar 52
aislamientos de Escherichia coli productores de ESBLs igualmente obtenidos de carne de
pollo (Kawamura, et al., 2014); y una prevalencia de 30.6% para blactx en 62 aislamientos
de E. coli productora de ESBLs contra 1.6% para blatem (Egea, et al.,, 2012),

respectivamente.

En cuanto blacmy, aunque ha sido reportado en una menor cantidad de estudios, fue posible
detectar diferencias en su prevalencia. En Sevilla, se encontré una prevalencia de 0% para
blacmy comparado con un 67% para blactx, mientras que en Pittsburgh fue del 85% en

aislamientos de E. coli de carne de pollo contra 5% para blactx (Doi, et al., 2010); en
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Dinamarca se establecié una prevalencia de 21% para blacmy contra 15.6% para blactx y
1.3% para blatem en 255 aislamientos de E. coli positivos a ESBLs provenientes de carne de
pollo importada (Carmo, et al., 2014); por tltimo, en Suecia se ha encontrado una mayor
presencia de blactx en carne de pollo importada de Sudamérica mientras que blacmy fue mas
predominante en la carne importada de otros paises europeos (principalmente Dinamarca)
(Egervérn, et al., 2014). Cabe destacar que todos los estudios mencionados fueron realizados
con muestras tomadas en puntos de venta, principalmente supermercados. Sin embargo, se
han encontrado muy pocos estudios realizados a partir de muestras tomadas de canales de
pollo en rastro. En una de estas investigaciones, realizada en Corea del Sur, a diferencia de
los resultados obtenidos por nosotros, se encontré6 que de 6 aislamientos de Sal/monella
enterica obtenidos por lavados de canales de pollo recién procesadas en el area de
almacenamiento del rastro, positivos a produccion de ESBLs, el 100% contenian genes
blactx-m-1 y no se pudo identificar ningun gen blatem o blasnv (Chon, et al., 2015). Esto
concuerda con estudios realizados en Japon que reportan una incidencia de 37.8% para blactx
y 7.8% para blatem en aislamientos de Escherichia coli a partir de muestras de recto de pollos
en rastro (Hiroi, et al., 2012), y con un estudio realizado en Alemania, en el cual las muestras
se tomaron tanto de canales como de ciego de pollos en un rastro, y se encontré una mayor
frecuencia de blactx (89%) que de blatem (27%) (Reich, et al., 2013). Sin embargo, esto
contrasta con lo reportado en un estudio realizado en Portugal, en el que se tomaron 76
muestras de heces frescas de pollos en un rastro, y a partir de los aislamientos realizados de
estas muestras se identifico la presencia de blatem en 34.6% de ellos mientras que blactx

solo pudo ser identificado en el 6.4% de las muestras (Costa, et al., 2009).
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El hecho de que los datos obtenidos en el presente trabajo no concuerdan con la mayoria de
los reportes puede estar relacionado con la diferencia entre los subgrupos de los genes de
ESBLs. Es decir, que en la mayoria de los estudios mencionados, se han utilizado iniciadores
para enzimas especificas de cada grupo, mientras que en este estudio se identificaron los
genes generales de B-lactamasas, pero no se busco la identificacion de las ESBLs especificas.
Por ejemplo, el gen blatem se compone de mas de 170 enzimas diferentes, las cuales pueden
ser parte de uno de 4 grupos funcionales con caracteristicas diferentes entre ellos, y al ser el
gen encontrado con mayor incidencia en los aislamientos de rastro, es posible que se trate de
enzimas pertenecientes a los grupos funcionales 2b y 2br, los cuales incluyen B-lactamasas
de amplio espectro (diferenciadas de las ESBLs al no ser capaces de hidrolizar antibidticos
oxyimino-B-lactamicos) con alta actividad como penicilinasas (Bush & Jacoby, 2010). Esto
se explicaria por la seleccion para bacterias resistentes a penicilinas en la produccion avicola,
al ser antibidticos de uso principal la amoxicilina y ampicilina (PLM, 2013). Por otro lado,
la mayor incidencia de blactx en los aislamientos de supermercado, asociada al manejo de
las canales de pollo durante la cadena de comercializacion, puede estar relacionada a la
seleccion para bacterias resistentes a antibidticos oxyimino-f-lactamicos (Bush & Jacoby,
2010), como las cefalosporinas de amplio espectro, al ser medicamentos de uso principal en
medicina humana como antibidticos de primera eleccion para varias infecciones comunes
(WHO, 2007), lo que podria ser un indicio de que las cepas positivas a estas enzimas
encontradas en las canales en los puntos de venta puedan ser de origen humano, es decir, que

la contaminacion pudiera estar asociada al manejo de las canales después del procesamiento.

Otra posible causa se puede encontrar en los reportes en los que se han muestreado las

diferentes areas de un rastro por medio de hisopos tomados de superficies y muestreo de
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bioaerosoles, y que indican una alta frecuencia de aislamientos de Escherichia coli positivos
a la presencia de blacmy (84.2%) en comparacion con blactx (0%) y en el que se concluyd
que el origen de las ESBLs de E. coli en la carne de pollo pueden ser bacterias ambientales
del rastro que contaminen las canales (Gregova, et al., 2012). Esto concuerda con el inico
estudio llevado a cabo en México de este tipo, en el que se busco la presencia de blacmy-2 en
aislamientos de Salmonella Typhimurium de nifios con diarrea y asintomaticos, y se comparo
con aislamientos provenientes de carne en puntos de venta e intestinos de diferentes especies
(entre ellas pollos), y aunque se logro identificar este gen de ESBL tanto en los nifios como
en la carne de pollo, no se encontr6 en ningln aislamiento positivo proveniente de intestino

de pollo (Zaidi, et al., 2007).

Se ha prestado cierta atencion a la presentacion de infecciones en humanos causadas por
enterobacterias productoras de ESBLs en México. Algunos de los estudios recientes indican
una alta prevalencia, que llega incluso hasta el 100% de los aislamientos positivos a
produccion de ESBLs, de blasuv y blactx-m en enterobacterias, principalmente Escherichia
coli 'y Klebsiella spp., aisladas de pacientes en hospitales alrededor del pais (Silva-Sanchez,
et al., 2011; Silva-Sanchez, et al., 2011; Morfin-Otero, et al., 2013; Reyna-Flores, et al.,
2013). Por debajo de estos dos genes se encuentra blatem, del cual se han reportado
prevalencias de alrededor del 60% de los aislamientos positivos a ESBLs, lo cual indica que
también es uno de los principales genes presentes en el pais (Reyna-Flores, et al., 2013). En
relacion con nuestro estudio, estos hallazgos parecen indicar que aunque puede existir alguna
relacion entre los genes de ESBLs presentes en enterobacterias de humanos y carne de aves,
los genes involucrados en la mayoria de las infecciones causadas por bacterias

multirresistentes en humanos en México no se encuentran presentes en la carne de pollo
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durante su procesamiento en el rastro, si no en la carne al final de la cadena de

comercializacion, principalmente aquella de supermercados.

México es uno de los paises de América Latina donde se han reportado un mayor nimero de
casos de aislamientos bacterianos multirresistentes en humanos (Jones, et al., 2013).
Asimismo, es uno de los que tienen un elevado uso de antibidticos en medicina veterinaria,
especialmente como promotores de crecimiento. Sin embargo, eso no forzosamente indica
que las resistencia observada en humanos provenga de las aves, pues se tiene el mismo
problema en medicina humana, al recetarse antibidticos en un porcentaje mucho mayor (de
hasta 6 veces mas) al justificable en casos de infecciones respiratorias y entéricas (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2010). Esto trae como consecuencia que la seleccion bacteriana
para resistencia se pueda originar en ambos frentes sin estar necesariamente relacionada entre

Si.

Por otra parte, fue posible establecer una correlacion de baja intensidad (36%) pero muy alta
significancia (p<.0001) entre la presentacion de blacmy y stx2 (identificado en un estudio
previo). Es probable que la correlacion entre estos dos genes se deba a su forma de
diseminacion. Mientras que stx2 se encuentra en el genoma de fagos A ADN de doble cadena
(Muniesa, et al., 2004), blacmy se encuentra en plasmidos y su diseminacion a otras bacterias
se da por conjugacion (Lee, et al., 2003). Sin embargo, se ha demostrado que blacmy también
puede ser encontrado en y transmitido por bacteriéfagos, aunque en menor medida (Zhang
& Leleune, 2008; Polur, 2014), e incluso se ha considerado que puede ser de importancia en
la contaminacion de alimentos (LeJeune, 2007). Esta via menos frecuente de transmision

puede explicar la existencia de una correlacion, de baja intensidad, entre estos dos genes.
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En conclusion, existe una diferencia en la presencia de los genes de ESBL encontrados en
Escherichia coli en aislamientos de canales de pollo de rastro y punto de venta. Se encontrd
una diferencia significativa en la presencia de blactx entre los tres origenes de las canales,
asi como de blacmy una vez que se realizo el desglose por cada supermercado y mercado,
mientras que no hubo diferencia en la presencia de blatem. La distribucion de estos genes en
las canales de pollo sugiere que los alimentos de origen animal, y en especifico la carne de
pollo, pueden ser una fuente de bacterias que explique el incremento de infecciones en
humanos causadas por enterobacterias multirresistentes a antibidticos B-lactamicos, pero que,
sin embargo, la frecuencia de los genes de ESBLs encontrados en los aislamientos
provenientes de rastro (principalmente blatem) es diferente a aquellos encontrados en
humanos, que son mas parecidos a los encontrados al final de la cadena de comercializacioén
(principalmente blactx y blacmy), lo cual sugiere que el problema actual de infecciones
causadas por bacterias multirresistentes en humanos es independiente de la resistencia
bacteriana en aves. También fue posible inferir en el origen de los genes encontrados en
supermercados y mercados publicos, los cuales probablemente provienen de contaminacion
durante el manejo de las canales en la cadena de comercializacion, ya sea directamente por
el manejo humano o por la contaminacion cruzada con otros alimentos, y en especifico para
las canales de supermercado, también es probable que influya el tiempo de almacenamiento,
que al ser mayor aumenta el periodo dentro del cual puede realizarse la contaminacion de las
canales asi como la multiplicacion bacteriana. Por ultimo, no se cuenta con suficiente
informacion para poder integrar una conclusion definitiva al no existir mas estudios de este
tipo en México, por lo que es necesario realizar mas investigaciones que puedan incluir datos
secuenciales desde la cadena de produccion avicola hasta la poblacion humana, y que de este

modo, permita tener un panorama mas amplio de la situacion en nuestro pais.
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Cuadro 1. Receta para la preparacion de gelosa especial

INGREDIENTES CANTIDAD
Agua destilada c.b.p. 1L
Base de agar sangre 20g
Extracto de carne 1.5¢
Agar bacteriologico 15¢g

Cloruro de sodio 10g
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Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la

identificacion de beta-lactamasas de espectro extendido (ESBL) en cepas de E. coli

GEN INICIADOR (5°23’) TAMANO REFERENCIA
(pb)’
F: CGCTTTGCGATGTGCAG Grobner et al.
blactx 551
R: ACCGCGATATCGTTGGT (2009)
F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC Brinas et al.
blatem 1150
R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC (2003)
F: GACAGCCTCTTTCTCCACA Li, Sherwood &
blacmy 1000

R: TGGAACGAAGGCTACGTA

Logue (2007)

“Tamafo del producto de amplificacién de la PCR.
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Cuadro 3. Condiciones de amplificacion de las PCRs punto final de acuerdo al gen

identificado.
Etapas blacrx blacmy blarem
Inicio
94°C 94°C 94°C
12 minutos
Desnaturalizacion
94°C 94°C 94°C
30 segundos
Alineamiento
63.9°C 61.8°C 64°C
30 segundos
Extension 72°C/ 1 minuto 72°C/ 2 minutos 72°C/ 1.5 minutos
Elongacion final
72°C 72°C 72°C

10 minutos

*Para los 3 genes se realizaron 30 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extension.
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Cuadro 4. Distribucién de aislamientos de E. coli positivos a un gen de beta-lactamasas de

espectro extendido (ESBL) en canales de pollo de acuerdo a su origen

blacTx blacmy blaTem
ORIGEN
Numero de cepas positivas (%)
Rastro 4 (8) 10 (20) 14 (28)
Mercado 3(6) 10 (20) 10 (20)
Supermercado 10 (20) 15 (20) 11 (22)

*Porcentajes relativos al total de cepas por origen (50 por cada uno).
*Las cepas positivas a dos genes se encuentran contabilizadas individualmente por gen.



28

Cuadro 5. Perfil de resistencias de aislamientos de E. coli de canales de pollo de acuerdo a

su origen

TOTAL
GEN RASTRO MERCADO SUPERMERCADO
Nimero de cepas (%)

Ninguno 25 29 20 74 (49.3)
blactx 4 2 6 12 (8)
blacmy 7 9 11 27 (18)
blatem 11 8 7 26 (17.3)

blactx+cmy 0 0 2 2 (1.3)
blactx+tem 0 1 2 3(2)
blacmy+tem 3 1 2 6 (4)
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Cuadro 6. Caracterizacion de cepas de E. coli positivas a genes de virulencia en un estudio

realizado por Ramirez (2015)

GEN DE ESBL
ORIGEN TIENDA MUESTRA
VIRULENCIA
Supermercado 1 1-1 stx2 blacmy
1 1-4 stx2 blacmy
1 2-2 stx2 -
1 3-1 stx2 blacmy, blatem
2 5-5 stx2 blacmy
2 6-5 stx2 blacmy
Mercado publico 1 12-5 eae blacrx
1 13-1 eae -
2 15-2 eae -
2 16-3 stx2 blacmy
2 16-5 stx2 blacmy
3 18-1 eae -
3 18-3 eae -

Rastro 26-1 eae -




30

M 123 45 67 8 910 11121314151617 1819 2021 222324

P g, s A S

-10000°bp -

1500 bp -

Figura 1. Electroforesis de gel de agarosa con los productos de amplificacion de la PCR
punto final para blactx. Carril M: marcador de peso molecular; Carriles 2-5, 9, 11, 13, 21-

22, 24: muestras positivas; Carriles 1, 6-8, 10, 12, 14-20, 23: muestras negativas
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Figura 2. Electroforesis de gel de agarosa con los productos de amplificacién de la PCR
punto final para blatem. Carril M: marcador de peso molecular; Carriles 3-4, 13-14:

muestras positivas; Carriles 1-2, 5-12, 15-20: muestras negativas; Carriles 21-23: vacios



32

100%
90%
80%
70%
60%
HTEM
50%
mCMY
40% mCTX

30%

20%

10%

0%
Rastro Mercado Supermercado

Figura 3. Distribucion de genes de resistencia en los aislamientos positivos a beta-

lactamasas de espectro extendido (ESBL) de E. coli por origen
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Figura 4. Distribucion de los perfiles de resistencia para ESBLs en cepas de E. coli de

acuerdo al origen de las canales de pollo.
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