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Resumen

GOMEZ CHAVEZ JOSE DE JESUS. Identificacion de tres genes productores de
B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) en cepas de Escherichia coli aisladas
de una compafiia integrada de pollo de engorda en 2005. Bajo la supervision de la

Dra. Cecilia Rosario Cortés.

Las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) son enzimas capaces de
hidrolizar el anillo B-lactamico de una amplia variedad de antibi6ticos del grupo de
los B-lactdmicos, y su posible propagacion a los humanos a través de los
productos de origen animal se ha convertido en un tema importante en Salud
Publica. El objetivo de este trabajo fue identificar la presencia de tres genes
productores de (B-lactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli
aisladas en el afio 2005 a partir de reproductoras, incubadora y pollo de engorda
de una empresa avicola integrada. De las 87 cepas identificadas como
Escherichia coli se realizé la prueba de PCR punto final para identificar los genes
blatem, blactx y blacuy. Se detectd la presencia de por lo menos uno de estos
genes en 19 (21.83%) de las cepas, siendo el gen blargy el mas detectado,
seguido de blacyy, mientras que blacrx no se identificO en ninguna cepa. En
conclusidn, la presencia de los genes identificados no son de reciente adquisicién,
y aunque su presencia en cepas de Escherichia coli puede estar relacionada con
su propagacion al ser humano, es necesario realizar mas trabajos para determinar

la situacion de estos genes en México.



Introduccién

Se estima que en los proximos afios la carne de ave encabece el crecimiento en la
produccién mundial de carne debido al incremento en la demanda de esta proteina
animal en comparacion con carnes rojas. En el caso del pollo de engorda, los
bajos costos de produccién y un accesible precio del producto, han contribuido a
que esta carne se convierta en una importante opcién de consumo en los paises
en desarrollo (1, 2). Sin embargo, la industria avicola enfrenta un gran nimero de
desafios, entre ellos estan las enfermedades bacterianas que tienen como

consecuencia afectacion en las metas productivas (3).

Durante largo tiempo los antibidticos se han utilizado para la prevencion,
control y tratamiento de las enfermedades en los animales, asi como promotores
de salud intestinal (4, 5). Segun estudios, el uso de antibiéticos para estos fines ha
contribuido a la seleccién de bacterias resistentes a estos farmacos (6, 7). Las B-
lactamasas representan uno de los mecanismos que ciertas bacterias han
utilizado para inactivar antibiéticos como penicilina y cefalosporinas mediante la
hidrolisis del anillo B-lactAmico. Existen dos grupos de estas enzimas
denominadas B-lactamasas de espectro extendido (ESBL, por sus siglas en inglés)
y las B-lactamasas tipo ampC, que son capaces de inactivar B-lactamicos como
penicilinas, monobactamicos y cefalosporinas hasta de tercera generacién, con la
diferencia que las B-lactamasas tipo AmpC son resistentes a la inhibicién por acido
clavulanico (8). Se ha demostrado que bacterias de la familia Enterobacteriaceae,
tales como, Escherichia coli, Salmonella spp. y Klebsiella spp. son las que

expresan estos genes con mas frecuencia (9, 10). Entre los principales genes que



codifican ESBLs se encuentran blartem, blasyy y blactx, mientras que el gen blacwy

es el mas comun entre B-lactamasas de tipo AmpC (11, 12).

El gen blactx muestra mayor actividad contra cefotaxima y ceftriaxona; blatgm
confiere resistencia a ampicilina, amoxicilina, ademas de oximino-cefalosporinas
(cefotaxima, ceftriaxona, cefpodoxima y ceftazidima) y monobactamicos como
aztreonam; mientras que blasyy presenta una estructura y funcion similar a blargw;
por su parte blacyy confiere resistencia a cefalosporinas de hasta tercera
generacion, asi como cefamicinas (13,). A nivel mundial, estos genes también son
los mas comunmente descritos en las muestras de pollo de engorda analizadas en

los dltimos afos (14, 15), y se encuentran en elementos moviles como plasmidos.

Aunqgue la resistencia a antibiéticos no es un tema reciente, en el caso del
pollo, en los ultimos afios se ha visto un incremento considerable de aislados
bacterianos productores de ESBLS, y debido a la estructura piramidal que tiene la
produccion de pollo de engorda, estos genes pueden estar presentes en todos los
niveles de la cadena de produccion a través de la transmision vertical de estos
elementos, ademas de que la transmision horizontal de estos genes también ha
sido demostrada en diversos trabajos (16, 17, 18). Aunque el uso de antibidéticos
para uso veterinario como promotores de crecimiento se ha prohibido en gran
parte del mundo, la prevalencia de genes productores de ESBL en la avicultura
aun persiste (19), y se piensa que ademas del uso de antibidticos, puede haber
otros factores involucrados en su prevalencia como la presencia de estos genes
en bacterias en el medio ambiente y en seres humanos que manipulan aves en

granjas y rastros (20).



Recientemente, algunas investigaciones han demostrado que existe una
propagacion de bacterias productoras de ESBL a los humanos a través del
consumo de productos carnicos (21,22). En los aislamientos bacterianos
estudiados, especialmente en Europa, se ha observado que la transmision al ser
humano de genes productores de ESBL se da mayormente a través del consumo
de carne de pollo (23, 24). Asi mismo Escherichia coli ha sido descrito como uno
de los agentes que constituye un importante reservorio de genes de resistencia a
B-lactdmicos, por lo que al ser el microorganismo mas prevalente en el tracto
gastrointestinal se seres humanos y pollos de engorda, se convierte en un
problema importante en Salud Publica (25, 26), ya que los tratamientos médicos

en humanos para eliminar a este tipo de bacterias se hacen mas complejos (27).

El primer reporte de aislamientos de ESBLs en humanos fue en el afio de
1983 en Alemania (28); mientras que en México, el primer reporte de ESBLs en
humanos fue en 1998 por Silva et al., (29). En el caso del pollo de engorda,
existen diversos estudios alrededor del mundo, en los cuales se han establecido
prevalencias altas de ESBLs en aislados bacterianos provenientes de muestras de
diversas granjas y mercados (30, 31,32). Uno de los pocos trabajos elaborados en
México, demostré la presencia de los genes blatgm, blacrx y blacyy €n muestras
de carne de pollo que provenia de rastro y punto de venta en el afio 2015 (33).
Debido a los problemas que se generan en Salud Publica y en empresas avicolas,
asi como a la escases de informacion con la que se cuenta en México sobre la
presencia de genes de resistencia a B-lactamicos, se realizo la identificacion de

tres genes productores de B-lactamasas de espectro extendido en cepas de



Escherichia coli aisladas de pollos de engorda en el afio 2005 en una empresa

avicola integrada.

Objetivo general

Identificar mediante la técnica de PCR la presencia de tres genes productores de
B-lactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en el
afio 2005 a partir de reproductoras, incubadora y pollo de engorda de una
empresa avicola integrada para determinar si estos genes ya se encontraban en

las cepas de pollo de engorda desde esos afios 0 son de reciente adquisicion.

Objetivos particulares

Realizar la identificacion de las cepas de Escherichia coli aisladas por medio de

pruebas bioquimicas.

Realizar la identificacion de genes productores de los genes blarem, blactx y

blacuyy en los aislamientos mencionados.

Hipotesis
Los genes que codifican para B-lactamasas de espectro extendido tales como

blatem, blactx y blacwy estan presentes en cepas de Escherichia coli aisladas en

2005 de pollos de engorda de una empresa avicola integrada de pollo de engorda.



Material y métodos
e Aislados de Escherichia coli

Este trabajo se realizO en el laboratorio de Diagnostico e investigacion en
Enfermedades de las Aves del Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se trabajé con 97
cepas identificadas como Escherichia coli las cuales pertenecen al cepario del
Departamento y que se encontraban almacenadas en medio Dorset. Estas
muestras fueron obtenidas en 2005 de una compafiia integrada de pollo de
engorda en el centro del pais (reproductoras, incubadoras y pollo de engorda). Las
muestras se tomaron de huevo fértil, huevo picado, huevo bomba, pollito de

primera, pollito de segunda y pollo de engorda de distintas semanas de edad.
¢ |dentificacion de las cepas

Las 97 cepas fueron sembradas en agar métodos estandar y se pusieron a
incubar a 37°C durante 24 horas. Los cultivos en donde se observo crecimiento de
colonias caracteristicas de Escherichia coli, se resembraron en agar MacConkey y
fueron incubados a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se realizaron pruebas
bioquimicas (SIM, citrato, urea, TSI y LIA) para su identificacion. Finalmente se
almacenaron las cepas identificadas como Escherichia coli en el medio gelosa

especial para su posterior uso.
e Extraccion del ADN

Se utilizo la técnica descrita por Johnson y Brown (34). Las cepas se incubaron en

caldo Luria-Bertani a 37°C por 18 horas. Se centrifugaron en una Microcentrifuga



Prism™ (Labnet Internacional, NJ, USA) a 13,000 RPM, el sobrenadante se
elimind, y cada pastilla bacteriana se resuspendié en 200 uL agua inyectable.
Cada muestra de suspension bacteriana homogenizada se hirvio durante 10
minutos a 100°C en un termobloque AcuuBlock™ (Labnet Internacional, NJ,
USA), se centrifugd nuevamente a 13,000 RPM, y finalmente se colect6 el

sobrenadante que se utilizé como ADN molde para PCR.

e Identificacibn de genes productores de pB-lactamasas de espectro

extendido

Para la identificacién de los genes que codifican B-lactamasas, blargy, blactx y
blacwy, se realizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final de acuerdo a lo descrito por Johnson et al (35). La mezcla para la PCR se
introdujo en un termociclador Swift:MaxPro™ (Esco Healthcare, Singapur),
contenia 25 pL con los siguientes reactivos. 2.5 yL de PCR buffer 10x, 0.75 uL de
50mM MgCl,, 0.075 uL de cada iniciador de 0.3 M, 0.5 pL de 10mM dNTPs, 0.2
pML de 1U Taq polimerasa, 18.9 uL de agua bidestilada y 2 yL del templado (ADN
molde). Las condiciones de amplificacion en el termociclador para los genes
blatem, blactx y blacuwy, fueron estandarizadas en un trabajo previo en el
departamento de Medicina y Zootecnia de Aves en 2015 por Dominguez (33), las
cuales se detallan en el cuadro 1. Los controles positivos y negativos para cada
gen, fueron obtenidos de cepas previamente identificadas como Escherichia coli
en el trabajo previamente mencionado. Los iniciadores utilizados y el tamafio de
los amplicones de la PCR se describen en el cuadro 2. Los productos de

amplificacion se visualizaron por electroforesis a 90 volts en gel de agarosa al



1.5% y TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA) como amortiguador. Posteriormente se

tiferon con un fluorocromo (bromuro de etidio) y finalmente se visualizaron en un

transiluminador. La visualizacion de una banda de ADN fluorescente en el gel se

consider6 una muestra positiva (figura 1).

Cuadro 1. Temperaturas y tiempos de amplificacion de la PCR para cada gen

identificado .

Gen Inicio Desnaturalizacién Alineamiento  Extension Elongacion
blatgy 94°C /12 min 94°C / 30s 64°C / 30s 72°C/1.5min 72°C/5min
blacrx  94°C/12min 94°C / 30s 63.9°C / 30s 72°C /1 min 72°C /10 min
blacyy 94°C /12 min 94°C / 30s 61.8°C / 30s 72°C /2 min 72°C /5 min

e Serealizaron 30 ciclos de desnaturalizacién, alineamiento y extension por cada gen



Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la PCR y tamafio esperado de los amplicones

en la identificacion de ESBLs aislados de Escherichia coli en una compafiia

integrada de pollo de engorda.

Gen Iniciador Tamarfio Referencia
del amplicon
(pb)
blatem F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 1150 Brifias et al. (2003)
R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC
blacTx F: CGCTTTGCGATGTGCAG 551 Grobner et al.
R: ACCGCGATATCGTTGGT (2009)
blacmy F: GACAGCCTCTTTCTCCACA 1000 Li. Sherwood y

R: TGGAACGAAGGCTACGTA

Logue (2007)




Figura 1. Productos de amplificacion de la PCR punto final para el gen blagy,
Carril 1: marcador de peso molecular de 1kb; carriles 2-5: muestras negativas;
carriles 6-8: muestras positivas; carril 9: control positivo; carril 10: control negativo;

carril 11: vacio.
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Resultados
e Purificacion y verificacion de las cepas

De las 97 cepas que fueron purificadas e identificadas para este estudio, 87
crecieron en el medio MacConkey y posteriormente fueron identificadas como

Escherichia coli mediante las pruebas bioquimicas.
e Genes productores de ESBL

De las 87 cepas identificadas como Escherichia coli, 19 (21.83%) de ellas fueron

positivas a la presencia de uno o0 mas genes.
e Genes productores de ESBL encontrados

El gen con méas presencia en las cepas analizadas fue blargy con 15 muestras
positivas (17.24%), el gen blacwy fue el segundo mas frecuente en las muestras
con 7 muestras positivas (8.04%), mientras que el gen blacrx fue negativo en

todas las muestras (figura 2).

En su distribucion por origen, gen blargy se encontré con mas frecuencia en las
muestras analizadas de 6rganos de embriones de huevos picados, mientras que
el gen blacyy se encontré con mas frecuencia en las muestras de 6rganos de pollo

de engorda (figura 3).
e Frecuencia entre los genes

De las cepas analizadas, ninguna fue positiva a los tres genes buscados. 3 cepas
(3.45%) fueron positivas a dos genes, los genes blargy y blacuwy se encontraron en

las mismas cepas (cuadro3).
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Figura 2. Distribucion de los genes de los genes productores de B-lactamasas de
espectro extendido y ampC en los aislados de Escherichia coli aisladas de una

compainiia avicola integrada de pollo de engorda en 2005.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -

50% - m Negativas

40% - M Positivas
30% -
20% -

10% -

0% -

blaCTX blaTEM blaCMY
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Figura 3. Distribucién de acuerdo al origen de los genes positivos a un tipo de -
lactamasa de espectro extendido y ampC en aislados de Escherichia coli
pertenecientes a pollo de engorda.

12

10 A

M Incubadora

H Pollo d e engorda

blaTEM blaCMY blaCTX

*Porcentajes relativos al total de cepas positivas por gen (15 de blargy y 7 de blacwy).

*Las cepas positivas a dos genes estan contabilizadas individualmente por gen.
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Cuadro 3. Perfiles de Resistencia identificados en los aislamientos de Escherichia
coli en muestras de pollo de engorda.

GEN Numero de cepas Porcentaje %
blacTx 0 0

blatem 13 14.94

blacuy 3 3.44

blatem y blacwy 3 3.44

blacuy Y blactx 0 0

Negativas 68 78.16

Total 87 100
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Discusion

Uno de los problemas actuales en Salud Publica es la cada vez méas frecuente
identificacion de genes productores de ESBLs en pacientes humanos en
hospitales, y su relacion con la presencia de estos genes en animales de granja,
como el pollo de engorda (36,37). Por tal motivo se ha considerado a esta carne

un importante reservorio de Escherichia coli que codifican estos genes (38).

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de tres genes productores
de B-lactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en el
afio 2005. En este trabajo, los resultados muestran que 21.83% de las muestras
analizadas fueron positivas a la presencia de uno o mas genes de resistencia.
Esta prevalencia es menor a la de otros estudios en afios cercanos a 2005 en
paises europeos como Francia, Bélgica y Holanda, donde se reportan
prevalencias por arriba del 50% en pollo de engorda (39, 40). En México no se
tiene registro de estudios realizados en afios anteriores al 2005 en granjas de
pollo de engorda, por lo que seria interesante llevar a cabo investigaciones en
diferentes regiones del pais y asi examinar distintos ceparios para establecer

prevalencias para estos genes en esos afios.

El gen productor de ESBLs predominante a nivel mundial en aislados obtenidos de
pollo de engorda es blactx. De hecho, se han reportado prevalencias por arriba del
50% en paises como Espafia, Alemania y Tunez (41, 42, 43), sin embargo en este
estudio no estuvo presente en las muestras analizadas. En relacién con esta
prevalencia, un estudio en Eslovaquia en 2012, propuso que una posible causa de

contaminacion de bacterias productoras de ESBLs en canales de pollo de engorda
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podria ser la presencia en el ambiente de estas bacterias (44). Con relacion a
esto, un trabajo en Brasil reporto que el gen blactx se identificé en aislados de
Salmonella Corvallis en las instalaciones de un rastro de pollo de engorda (45), en
un trabajo hecho en Tailandia encontré la presencia de Campylobacter en las
instalaciones e indumentaria de trabajadores de un rastro (46), que indica que los
trabajadores que laboran en rastros, asi como la bioseguridad en ellos, pueden
influir en la ruta de transmisién de bacterias en el proceso de produccién de pollo
de engorda. Un estudio en cinco mercados en México demostré la presencia de
bacterias como Salmonella spp. y Escherichia coli en diversas muestras de
comida, con una incidencia de 43 % para Escherichia coli y 5% para Salmonella
spp. (47). Por lo que se puede inferir que el pollo no siempre es un reservorio de
blactx para los seres humanos, si no que el ambiente y manipulacion humana

pueden estar relacionados con su incidencia en las canales de pollo.

El gen blatem fue el que mas se encontr6 en este trabajo (17.24%), contrastando
con investigaciones en Europa en 2005 y afios mas recientes, en las cuales el gen
con mas presencia en cepas de E. coli aisladas de pollo de engorda es blacrx (48,
49). En el caso de Portugal, un estudio reporté en 2005 una prevalencia del 61%
para el gen blatem en muestras de E. coli aisladas de pollo de engorda entre los
afios 2003 y 2005, aunque en comparacion, la prevalencia fue menor en este
estudio (50). Un estudio en Espafia en 2006 muestra una prevalencia del 3.1%
para el gen blargy en enterobacterias aisladas de carne de pollo (51). En la
actualidad las prevalencias también muestran una gran variabilidad, por ejemplo,

un estudio en Hamburgo en 2014 establecié una prevalencia de 3% para este gen

16



(52).En contraste, en Egipto se encontrdé una prevalencia de 87.9% en muestras
para el gen blargy en aislamientos de E. coli que provenian de pollo de engorda
(53), cuestidon que podria estar relacionada con el uso de antimicrobianos en

animales y seres humanos.

Por otra parte, el gen blatem se encontré6 en mayor cantidad en las muestras de
huevo picado en incubadora, que en las muestras de pollo de engorda. Este hecho
podria estar relacionado con lo reportado en otros trabajos, en donde se demostro
que E. coli se puede transmitir horizontalmente a las granjas de pollo de engorda
durante el transporte o incubacion, o bien transmitirse verticalmente a través de
aves reproductoras (54). Aunque se desconocen datos de caracter zootécnico de
la parvada de este estudio; factores como la dieta, adicibn de probioticos,
promotores de salud intestinal y otros aditivos podrian haber influido en la
disminucién en la prevalencia del gen blatem €n las muestras obtenidas de pollo de

engorda (51, 55).

En cuanto al gen blacyy, este mostré6 una baja prevalencia en nuestro estudio
(8.04%), aunque, en diversos estudios en el mundo, se puede observar diferencias
en su prevalencia. Aislados de blacyy en mataderos de pollo de engorda en
Portugal en 2004 y Francia en 2005 mostraron una prevalencia de 10% - 42% y
29%, respectivamente (56). En Dinamarca, en el periodo comprendido entre los
afios 2009 y 2011 se analizaron muestras de carne de pollo importada y de

produccion nacional y se encontré un aumento considerable de 4.7% a 53.5 % en

2011 en el gen blacuy (57).
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El gen blacwy a diferencia de blargy tuvo una mayor prevalencia en muestras de E.
coli obtenidas de pollo de engorda que de huevo picado en incubadora. En el caso
del gen blacwy, estudios realizados en Holanda y Suecia en 2013 demostraron su
presencia en aislados de E. coli en todos los niveles de la piramide de produccion
de pollo de engorda, lo que demuestra una posible transmision vertical, aunque
cabe destacar que en este mismo estudio en Holanda, se observo que el gen
blacyy mostré un aumento en su prevalencia a partir de la primera semana de
edad en los pollos, lo cual fue un hecho similar a lo observado en nuestro estudio,
lo que lleva a suponer en que existe una recirculacion de la bacteria en la granja o
una posible introduccion a través de vectores, que contribuye en su diseminacion
en pollos de engorda de mayor edad (58, 17). La capacidad de persistir y
diseminarse en el medio ambiente por parte de las bacterias productoras de
ESBLs es un hecho demostrado, como se reporté en un estudio sobre la
adaptacién ambiental de E. coli en una granja de pollos en Alemania en 2017, en
el cual se detectd el gen blacwy en aislados de este microorganismo (59), que

podria explicar el aumento en la incidencia de estos genes en los pollos.

En el caso de México, en los ultimos afios, la resistencia antimicrobiana a
antibioticos se ha convertido en un problema en el tratamiento de infecciones en
pacientes humanos, Escherichia coli y Klebsiella spp. han sido las bacterias mas
aisladas entre las enterobacterias productoras de ESBLs (60,61). Un estudio
realizado con pacientes de 14 hospitales entre 2005 y 2012, reporté que el 70% de
aislados bacterianos positivos a blacrx correspondian a E. coli y 21.2 % a

Klebsiella spp. (62). De igual forma entre 2010 y 2011 se identifico blactx en 85%
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de cepas de E.coliy en el 76% de los aislados de K. pneumoniae en pacientes de
distintos hospitales (63). Por su parte blatgy también han sido reportados en
pacientes en México aunque en menor prevalecia en los aislados (64).En el caso
de blacuy, este no tiene una alta prevalencia en aislados de Escherichia coli y
Klebsiella spp., pero se encontrd en un estudio la presencia de este gen en una

alta prevalencia en aislados de Salmonella enterica en un estudio en 2017(65).

Un estudio, Unico en su tipo en 2007 en México, identifico la presencia de blacyy
perteneciente a Salmonella Typhimurium en muestras de carne de pollo, res y
cerdo, nifios con diarrea y asintomaticos, pero no se identificé blacyy en intestino
de pollo y res (66). Se puede inferir entonces, que la presencia de ESBLs cada
vez mas frecuente en aislamientos bacterianos en pacientes mexicanos, no esta
relacionada exclusivamente con la presencia de estos genes en la carne de pollo,
como ya se ha mencionado. Por ejemplo, en medicina humana, un estudio hecho
en Espafia en 2017 revel6 que aproximadamente, el 60% de antibidticos
recetados en infecciones respiratorias por meédicos de atencién primaria eran
innecesarios, lo que contribuye a generar bacterias resistentes a la accién de
diversos antibioticos (67). En el caso de México y otros paises de América Latina,
la dosificacion incorrecta de antibidticos por parte de los médicos, asi como el
acceso a éstos sin prescripcion meédica y la consecuente automedicacion por parte
de los pacientes en afios pasados, son otros de los factores a considerar en el

aumento de aislamientos bacterianos multirresistentes (68, 69).

Aunque las prevalencias de los genes identificados en este estudio no hayan sido

elevadas en comparacion con otros estudios en el mundo, el consumo de carne de
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pollo podria ser uno de los factores que ayuda a contribuir en la propagacion de
bacterias productoras de ESBLs a los humanos. Pero, para obtener conclusiones
MAas precisas se necesitan mas estudios en México tanto en seres humanos y
animales de abasto para poder determinar el papel que juega el ambiente en la
diseminacién de estos genes en las parvadas de pollo de engorda y poder tener

mayor conocimiento sobre su interaccion con los seres humanos.

Conclusion

El presente trabajo demostr6 que la presencia de B-lactamasas de espectro
extendido en una compafia de pollo de engorda no son de reciente adquisicion,
aunque estan en una prevalencia menor a la mayoria de trabajos realizados en la
época. Por tal motivo, es necesario realizar trabajos mas amplios para tener una

visibn mas clara sobre estos genes en el pollo de engorda en México.
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