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Resumen.

La seguridad alimentaria es un componente principal en la salud publica, ademas de ser un
derecho basico, ya que busca garantizar el acceso a alimentos inocuos, suficientes y nutritivos
sin perjudicar a la poblacion. Sin embargo, este principio se ve amenazado por la creciente de
resistencia bacteriana a los antibioticos, ya que es una problematica global reconocida por la
OMS, adquiriendo mas relevancia por el uso inadecuado de los antibidticos. Bajo este
preambulo, los alimentos pueden actuar como vehiculos de transmision de bacterias resistentes
a los antibioticos, poniendo en riesgo la eficacia terapéutica en infecciones humanas comunes.
Los antibidticos B-lactdmicos, son el grupo de antibidticos ampliamente utilizados en la
medicina humana y veterinaria, estos se ven en riesgo por la accion de enzimas llamadas f3-
lactamasas, que hidrolizan a los antibidticos, resultando en la ineficacia de estos, por la
presencia de genes de resistencia que le confiere la capacidad de sintetizar estas enzimas a las
bacterias. Para determinar la presencia de estos genes, se aislo bacterias presentes en la carne
de pollo eviscerada para el consumo humano, recolectando las muestras de tres mercados de
Arequipa. La identificacion bacteriana y la presencia de los genes se detectd mediante la
espectrometria de masas por desorcion laser asistida por matriz, ionizacidon y tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS) y PCR convencional, respectivamente. Se identificaron principalmente
bacterias de relevancia alimentaria y clinica, como: Proteus mirabilis (41.4%), Aeromonas spp.

(35.6%), Escherichia coli (2.9%), Morganella morganii (2.9%) Providencia alcalifaciens
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(1.4%) y Providencia rettgeri (1.4%), Aeromonas sobria (5.7%), Aeromonas veronii (4.3%) y
Aeromonas caviae (1.4%). Estas bacterias se encuentran asociadas a enfermedades ITU,
gastrointestinales,  infecciones  oportunistas,  septicemia y  ataca  individuos
inmunocomprometidos. Se evaluaron nueves genes de resistencia a -lactamicos (blaCTX-M1,
blaCTX-M15, blaCMY, blaTEM, blaPER-2, blaNDM, blaMOX, blaVIM y blaOXA-48),
evidenciando la presencia de genes que codifican para la presencia de enzimas como ESBL,
MBL y AmpC, algunas confieren resistencia a antibidticos de ultima linea en el tratamiento de
infecciones. La alta prevalencia de genes como blaCTX-MI1, blaTEM, blaCTX-M-15 y
blaMOX en las bacterias analizadas destaca la transferencia de genes entra bacterias y se

presenta la necesidad de la vigilancia epidemiolégica en la cadena alimentaria.

Palabras clave: Antibioticos, Seguridad alimentaria, Genes de Resistencia, B-Lactamasas,

MALDI-TOF MS, PCR, Seguridad Alimentaria y Nutricional.
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Abstract.

Food safety is a key component of public health, besides being a basic right, as it seeks to
guarantee access to safe, sufficient, and nutritious food without harming the population.
However, this principle is threatened by the increasing bacterial resistance to antibiotics, which
is a global problem recognized by the WHO and is becoming more relevant due to the
inappropriate use of antibiotics. Under this preamble, food can act as a vehicle for the
transmission of antibiotic-resistant bacteria, jeopardizing the therapeutic efficacy in common
human infections. B-lactam antibiotics are a group of antibiotics widely used in human and
veterinary medicine. They are atrisk due to the action of enzymes called p-lactamases, which
hydrolyze antibiotics, rendering them ineffective due to the presence of resistance genes that
give bacteria the ability to synthesize these enzymes. To determine the presence of these genes,
bacteria present in chicken meat eviscerated for human consumption were isolated, collecting
samples from three markets in Arequipa. Bacterial identification and the presence of genes were
detected by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) and conventional PCR, respectively. Bacteria of food and clinical relevance

were mainly identified, such as: Proteus mirabilis (41.4%), Aeromonas spp. (35.6%),
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Escherichia coli (2.9%), Morganella morganii (2.9%), Providencia alcalifaciens (1.4%) and
Providencia rettgeri (1.4%), Aeromonas sobria (5.7%), Aeromonas veronii (4.3%) and
Aeromonas caviae (1.4%). These bacteria are associated with UTIs, gastrointestinal diseases,
opportunistic infections, septicemia, and attacks on immuno-compromised individuals. Nine [3-
lactam resistance genes (blaCTX-M1, blaCTX-M15, blaCMY, blaTEM, blaPER-2, blaNDM,
blaMOX, blaVIM, and blaOXA-48) were evaluated, evidencing the presence of genes that
encode for the presence of enzymes such as ESBL, MBL, and AmpC, some of which confer
resistance to last-line antibiotics in the treatment of infections. The high prevalence of genes
such as blaCTX-M1, blaTEM, blaCTX-M-15, and blaMOX in the bacteria analyzed highlights
the transfer of genes between bacteria and shows the need for epidemiological surveillance in

the food chain.

Keywords: Antibiotics, Food safety, Resistance genes, B-Lactamases, MALDI-TOF MS, PCR,
Food and Nutritional Safety.
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Abreviaturas.

FAQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

DIGESA: Direccion General de Salud Ambiental del Ministerio de Salud.
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad Agraria.

MINSA: Ministerio de Salud.

UE: Unién Europea

CLSI: El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (de Clinical Laboratory Standard

Institute)

UFC: Unidades Formadoras de Colonia.

MAC: Complejo de ataque a membrana.

ITU: Infeccion del tracto urinario.

CAUTT: Infecciones del tracto urinario asociado al catéter.
HUS: Sindrome urémico hemolitico.

MRD: Multirresistente.

ARN: Acido ribonucleico ribosémico

MALDI-TOF MS: Espectrometria de masas por desorcion laser asistida por matriz, ionizacion

y tiempo de vuelo

CHCA: a-Ciano-4-hydroxycinnamic acid
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Introduccion.

La seguridad alimentaria e inocuidad de los alimentos son preocupaciones de caracter mundial,
ya que garantiza que todas las personas tengan acceso a alimentos suficientes, seguros y
nutritivos (1,2). Sin embargo, esto se ve afectado por diversos factores, uno es la contaminacion
de los alimentos causada por agentes microbioldgicos, quimicos y parasitos. En el Pera los
organismos encargados del control de los alimentos y productos agrarios son el SENASA y
DIGESA, ambos organismos nacionales se encargan de proteger la salud publica, pero desde

un ambito y enfoque distinto (3,4).

Asimismo, surge una preocupacion directa con la resistencia a los antibidticos, este es un
problema de salud publica mundial, catalogado por la OMS como una de las mayores amenazas
para la salud mundial, el desarrollo y la seguridad alimentaria (5,6). En la actualidad los
antibioticos son los medicamentos mas esenciales en la salud humana y veterinaria. Por lo
contrario, el constante uso extensivo e inadecuado por parte del sector avicola, acelero el
desarrollo de bacterias resistentes (7,8). Estas bacterias y los genes que conllevan pueden
transmitirse a los humanos mediante el consumo de alimentos contaminados, exposicion
ambiental o el contacto directo con los animales, lo que provoca limitantes en terapias cuando

sucede una infecciébn comun y causante aumenta los costos sanitarios (9,10).

Entre los antibidticos de mayor relevancia clinica se encuentran los B-lactamicos, aqui se
encuentra antibidticos como: carbapenems, penicilinas, monobactams y cefalosporinas, son
ampliamente usados por su baja toxicidad y un bajo costo (11). Sin embargo, debido a la
produccion de genes de resistencia sintetizan enzimas que inhiben los antibidticos -lactdmicos.
Estas enzimas como las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), carbapenemasas, les

otorga una resistencia a los antibioticos B-lactdmicos incluyendo a la tltima generacion (7).

La carne de pollo es uno de los productos de mayor consumo a nivel mundial y preferido por
la sociedad peruana por su accesibilidad econdmica y valor nutricional (12). El alto consumo
mas el uso de antibioticos en el cuidado del pollo o promoviendo su crecimiento y
contaminacion cruzada en la cadena de produccidon, como consecuencia la carne se volveria un
reservorio para bacterias resistentes y con presencia de genes de resistencia (13,14). Diversos
estudios realizados en el mundo han reportado presencia de bacterias como Escharichia coli,
Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter spp. y Aeromonas spp., portadores de genes de

resistencia en la carne de pollo para el consumo humano (14—18).
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En la ciudad de Arequipa, con un alto consumo de la carne de pollo, la informacién sobre la
caracterizacion molecular en los genes de resistencia a -lactamicos en las bacterias aisladas
del producto en mercados mayoristas es limitada. La identificacion de estos genes de resistencia
y en especial genes de gran relevancia clinica (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaCMY,
blaMOX, blaPER-2, blaNDM, blaVIM y blaOXA-48), siendo informaciéon necesaria para la

salud publica y sector de produccion.

El presente trabajo se us6 dos técnicas principales, la primera en la identificacion de colonias
bacterias basado en la Espectrometria de Masas por Desorcion/lonizacion Laser Asistida por
Matriz con analizador de Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF MS), se basa en la identificacion de
microorganismos con el uso de una matriz (MS-CHCA), generando un perfil proteico de
acuerdo a cada especie y es comparado con una base de datos, VITEK® MS Plus/RUO
SARAMIS, para su correcta identificacion. La segunda técnica es para la identificacion de
genes de resistencia a B-lactamicos usando la técnica de PCR convencional; mediante el uso de
primers especificos para la presencia de los genes y la lectura de los productos de PCR mediante

la electroforesis.
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Hipotesis.

Dado el uso de antibidticos en la crianza de pollos y el consumo de pollo eviscerado en la regién
de Arequipa, es posible encontrar bacterias con genes de resistencia a P-lactdmicos en las

muestras de carne de pollo.
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Objetivos
Evaluar los genes de resistencia a -lactamicos aislados de bacterias muestras de pollo para el
consumo humano en mercados de Arequipa 2024.

Objetivos secundarios.

1. Obtener muestras de pollo en mercados de Arequipa (Acomare, Mercado Nueva

Esperanza y Mercado San Camilo) en el afio 2024.
2. Aislar bacterias presentes en muestras de carne de pollo.

3. Identificar las colonias bacterianas mediante la técnica de Espectrometria de masas por

desorcion laser asistida por matriz, ionizacion y tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS).

4. Detectar genes de resistencia a B-lactdmicos (blaCTX-M1, blaCTX-M15, blaCMY,
blaTEM, blaPER-2; blaNDM, blaMOX, blaVIM y blaOXA-48) mediante PCR
convencional.
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Tabla de Variables e Indicadores

Variables Variable Indicadores Unidades
Parte del Pollo - -
Independientes Mercados - -
Tipo de bacteria MALDI-TOF MS Especies
. Presencia de genes PCR, Gel de
Dependientes . . . -
de resistencia electroforesis
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Capitulo 1.

Marco Teorico.

1.1 Seguridad alimentaria

El Termino de “Seguridad Alimentaria” surge en 1970 a causa de malas cosechas que
provocaron escasez y aumento de precios en los alimentos, sin olvidar las consecuencias que
habian dejado las dos guerras mundiales ademas la confrontacion de la guerra fria con oriente
y occidente, mas aun involucrandose temas de riesgo en la agricultura como: bioldgicos,
climaticos y sobre todo sanitarios. De esta manera, surge el planteamiento de la seguridad
alimentaria, asocidandose con temas como la disponibilidad y existencia de los alimentos, como
motivo de la garantia que existen alimentos necesarios para alimentar a la poblacion mundial
(19).Sin embargo, no fue hasta el afio de 1996 en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion,
donde se abordo sobre Seguridad Alimentaria y tocando el tema de su definicion, lo que llevaria
a plantearse que la “Seguridad Alimentaria” existe cuando: todas las personas tienen, en todo
momento, acceso fisico, social y econémico a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos,
satisfaciendo necesidades energéticas diarias y preferencias alimentarias, garantizando que la

poblacion lleve una vida activa y sana (20).

Sin embargo, en el ano 2011, se afiadi6 una nueva definiciéon al concepto de “Seguridad
Alimentaria”, siendo la FAO quien acoplando el término de “Seguridad Nutricional”,
integrando ambos términos en uno solo: Seguridad Alimentaria y Nutricional. Esta nueva

definicion también incluyo cuatro pilares de la Seguridad Alimentaria (9):

i. Disponibilidad fisica de alimentos:
La disponibilidad de alimentos se centra en el tema de oferta y demanda de la poblacion.
Este pilar de la seguridad alimentaria estd determinado por la produccion de alimentos,
los niveles de subsistencia y la comercializacion neta.

ii. Acceso economico y fisico a los alimentos
El acceso econdmico a los alimentos y su suministro a nivel nacional e internacional no
garantiza la seguridad alimentaria en los hogares. No obstante, para lograr la seguridad
alimentaria en los hogares es necesario un acceso fisica y economica a los alimentos, lo

cual incluye el factor sociocultural de cada persona y sociedad. Estos factores permiten
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evaluar si el alimento es socioculturalmente aceptable y si se brinda proteccion social a

familias de bajos recursos econémicos.

iii. Utilizacion de los alimentos

Una alimentaciéon con cantidades y calidad adecuada permite la subsistencia de la
sociedad. No obstante, en este nivel también es crucial el consumo de agua segura y
limpia. Todo esto tiene como objetivo asegurar que las personas tengan una ingesta
suficiente de energia y nutrientes necesarios, resultando en buenas practicas de cuidado

y alimentacion.

iv. Estabilidad de los otras tres magnitudes

Los tres puntos se resumen en la capacidad de una naciéon o pais, la comunidad o
sociedad y el hogar. Asimismo aunque se presente una ingesta de alimentos adecuada,
aun se sufre de inseguridad alimentaria ya que si se tiene un acceso inadecuado a los
alimentos de forma continua, daria como consecuencia el deteriord nutricional de las

personas, afectando la salud individual y colectiva de una sociedad.

La seguridad alimentaria es un derecho humano bésico, ya que millos de personas en el
mundo se exponen al riesgo de consumir alimentos insalubres, lo que provoca fuertes
infecciones o incluso el fallecimiento. Sin embargo, cuando se consume alimentos
inocuos, la sociedad experimenta una mejoria en la salud, destacando el crecimiento
econdmico de la region donde se practica las inocuidades alimentarias. Asimismo, se
espera que para el afio 2050, la poblacion mundial alcance los 9.7 mil millos de
personas, lo que provocara desafios cada vez mayores que garanticen alimentos
nutritivos, saludables y sobre todo seguros para la poblacion. Ademas, los consumidores
demandan seguridad y calidad de los productos. Por otra lado, los consumidores confian
en que sus gobiernos garanticen no solo la seguridad de todos sus alimentos, sino

también se comercialicen de acuerdo a lo que se indica (6,21).

1.1.1 El termino Food Safety

Existen dos términos necesarios para el entendimiento de seguridad alimentaria, Food
security y Food safety, ambos se traducen como seguridad alimentaria. Sin embargo,
la FAO los define como la garantia que se brinda a los consumidores que los alimentos
no originen ningun tipo de daio o enfermedad, contribuyendo a una vida sana cuando
hablamos de Food safety. En cambio Food security se refiere a la situacion en la que

toda la poblacion tiene acceso fisico, social y economico a alimentos suficientes,
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inocuos y nutritivos, satisfaciendo las necesidades diarias y preferencias alimentarias
(9,19). Aunque, cuando hablamos acerca de Food safety y las enfermedades
transmitidas por los alimentos, recae su importancia en una pregunta: ;Por qué no se
detecta alimentos contaminados antes de que afecte a la poblacion? Paralelamente,
incluso con la cantidad de pruebas necesarias para asegurar que cada alimento esta libre
de contaminantes intencionales o incidentales, no se puede garantizar una inocuidad
total (22). A nivel global la transmisién de toxinas y patdogenos a través de alimentos

contaminados puede ocurrir mediante las siguientes categorias (2):

a. Microbioldgicas

Bacterias como Escherichia coli, Salmonella, Listeria, Vibrio cholerae y
Campylobacter son algunos de los patogenos mas comunes que se encuentran
en los alimentos. La distribucion de estos patdgenos se encuentra ampliamente
en la alimentacion diaria de las personas, tanto de areas rurales como urbanas,
siendo fuentes de contagio carnes poco cocidas, huevos, leche cruda, mala

refrigeracion y sus derivados como productor lacteos.

b. Virus

Entre los virus patogenos de transmision alimentaria el mas comun es el virus
de la hepatitis A. La transmision de este virus ocurre principalmente a través del

consumo de mariscos o productos contaminados.

c. Parasitos

Entre los parasitos transmitidos por alimentos se encuentran los trematodos y
especies como: FEquinococo spp, Ascaris, Criptosporidium, Giardia o
Entamoeba, que son transmitidos por el suelo o el agua contaminando productos

fresco.

d. Productos quimicas

La contaminacion alimentaria por productos quimicos es un problema cada vez
mas presente en la vida cotidiana. Productos quimicos como: pesticidas,
herbicidas, fungicidas e insecticidas, utilizados en la agricultura, dejan residuos
quimicos en los alimentos. Ademads, existen toxinas presentes de manera natural
y expuestas al consumo humano, como: las micotoxinas, glucésidos
cianogénicos, hongos venenosos y biotoxinas marinas. Sin embargo, también

existen otros compuestos como: las dioxinas y los bifenilos policlorados que son
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subproductos de incineraciéon o procesos industriales. Asimismo, esta la
contaminacion por metales pesados como: el cadmio, mercurio y el plomo,

siendo vias de contaminacion el suelo, agua y aire.

1.1.2 Desafios de Food Safety

Los alimentos insalubres representan una amenaza tanto para sectores especifico de la
poblacion como a nivel mundial, siendo los nifios, los jovenes y los adultos mayores de
la tercera edad los grupos mas afectados y propensos a contraer infecciones por
alimentos contaminados. Sin embargo, si bien “Food safety” esta relacionado con una
mejor nutricion, es fundamental establecer las bases para los desafios de las proximas
generaciones, abordando temas de interés como: seguridad microbioldgica, higiene

ambiental, higiene personal y seguridad quimica (21).

1.2 Food Safety en el Peru

Paises de América como: Haiti, Guatemala, Bolivia, Ecuador, Nicaragua y Perq, presentan una
estratificacion epidemioldgica en la cual se observa una elevada mortandad adulta e infantil por
consecuencia de enfermedades transmitidas mediante los alimentos. Per, como pais en
desarrollo constante, tiene un sistema alimentario ampliamente distribuido en supermercados,
tiendas y mercados, tanto formales como informales. En este ultimo, las practicas de higiene y
saneamiento estan poco reguladas, por lo que el sistema de produccion alimentaria en el Peru
tiene una gran carencia de estandares de control en los alimentos de consumo interno. Sin
embargo, Food Safety en el Peru estd regulada por dos entidades: DIGESA y SENASA,
pertenecientes al Ministerio de Salud y Ministerio de Agricultura del Peru respectivamente,
encargados de la inocuidad de los alimentos en el territorio peruano (23). Por otro lado, en el
Pert existen leyes de inocuidad alimentaria, que se establecieron mediante el decreto N.° 1062-
2008, que aprueba la Ley de Inocuidad de los alimentos en relacion con el Codex alimentarius;
en cuando a su cumplimento, se rige por el decreto supremo N.° 034-2008, que tiene como

objetivo salvaguardar la vida y la salud de las personas (24,25).

1.2.1 El papel de SENASA y DIGESA

SENASA fue creada por el decreto de Ley N.° 25902, es un organismo publico
descentralizado y la autoridad en sanidad agraria, con un sistema de vigilancia
zoosanitaria y fitosanitaria (26).En el ambito de “Food Safety”, la funcion de SENASA

es crucial en la higiene y produccion agricola, la seguridad alimentaria, y procesamiento
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primario. Ademas, atiende a: productores agricolas y miembros de la cadena accesibles
a la industria agroalimentaria, consumidores y a las autoridades locales,
correspondiendo de manera accesible, eficiente, efectiva y transparente (27). Por otro
lado, DIGESA es el organismo técnico del MINSA, encargado de la higiene basica, la
salud laboral, la proteccion del ambiente, la zoonosis y la higiene alimentaria (3).
Asimismo, contribuye a la proteccion de la poblacion instaurando condiciones sanitarias

en almacenamiento de los alimentos con finalidad al consumo humano (4).

1.3 Z.oonosis

La zoonosis, segun la OMS, son enfermedades infecciosas trasmitidas naturalmente de
animales vertebrados a humanos (figura 1) (28). Representa un problema de salud publica a
nivel mundial, ya que el 75% de las enfermedades zoondticas se deben a la interconexion entre
animales y humanos, comprendiendo ciclos zoondticos. Asimismo, existen vias de transmision,
como: 1) el contacto directo o indirecto, 2) la ingestion de agua o alimentos contaminados y 3)
el contagio a través de vectores hematofagos. Estos obedecen el principio de oportunidad y

encuentro (29).

El Pert posee una gran variedad de fauna, lo que implica posibilidades de contagio zoonotico.
Por ello, existe una vigilancia epidemiologia sobre estas transmisiones, ya sea por factores
silvestres, domésticos o sinantropicos. Sin embargo, existen factores antropogénicos, es decir,
acciones humanas que afectan los ciclos zoondticos, lo que resulta en una exposicion a los
agentes etioldgicos y causa una emergencia y reemergencia de zoonosis, provocando una
respuesta del sistema de salud. No obstante, la capacidad de los organismos para solucionar la

situacion dependera de si el problema se presenta de manera inédita (30).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

Figura 1. Animales que son capaces de transmitir enfermedades a los seres
humanos.

Fuente: Elaboracion propia.

1.4  Gallus gallus domesticus

El pollo domestico (Gallus gallus domesticus) tiene su origen la selva roja del Sudeste Asiatico.
aunque investigaciones sugieren que los pollos de esta region no poseian el gen responsable de
la pigmentacion amarilla de la piel, se considera que hibridaron con el Gallus sonnaratii (aves

silvestres de Sri Lanka) y otras aves silvestres verdes (31,32).

Estas aves se crian principalmente por sus huevos y su carne, ademas de su facil alimentacion
y el espacio que requieren (32). Su comportamiento de estas aves es gregario, es decir, han
perdido su capacidad de volar ocasionado por la domesticacion por el ser humano. Estas aves
se alimentan de insectos y también se consideran omnivoras. Su reproduccion ocurre desde el
comienzo de la primavera hasta el verano, poniendo entre 8 a 12 huevos que son empollados
por 21 dias, hasta que eclosionan. Una vez que salen del cascardn se desarrollan en 10 semanas

hasta que la madre los deja y alcanzando la madurez sexual en 5 meses (33).

1.4.1 Taxonomia

Segun Al-Nasser et. al. 2007 (34) la clasificacion del pollo se observa en la siguiente

tabla 1:

Tabla 1. Clasificacion taxondmica

Dominio Eucariota
Reino Animalia
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Filo Chordata
Subfilo Vertebrado
Clase Aves
Orden Galliformes
Familia Phasianidae
Subfamilia Phasianiae
Género Gallus

Especie Gallus gallus
Subespecie Gallus gallus domesticus

1.4.2 Valor nutricional

La carne de pollo, por ser un alimento accesible tanto econdémicamente y de facil
crianza, presenta ventajas sobre otras carnes al ofrecer una nutricion equilibrada, que
ayuda a contrarrestando carencias nutricionales esenciales, especialmente en personas
de bajos recursos economicos (35). El perfil nutricional de la carne de pollo se
caracteriza por su alto valor bioldgico de proteinas, una baja concentracion de lipidos
donde sobresale las grasas insaturados, y una amplia variedad de minerales y vitaminas.

Todos estos compuestos se detallan en la siguiente tabla (36,37):

Tabla 2. Composicion nutricional de la carne de pollo.

Composicion nutricional Cada 100 g contiene

Energia (Kcal) 167
Proteinas (g) 20
Lipidos totales (g) 9.7
AG saturados (g) 2.63
AG monoinsaturados (g) 4.37
AG poliinsaturados (g) 1.82
Omega-3 (g) 0.282
Omega-6 (g) 1.502
Colesterol (mg/1000 Kcal) 110
Hidratos de carbono (g) 0
Fibra (g) 0
Agua (g) 70.3
Calcio (mg) 13
Hierro (mg) 1.1
Yodo (mg) -
Magnesio (mg) 22
Zinc (mg) 1
Sodio (mg) 64
Potasio (mg) 248
Fosforo (mg) 198
Selenio (ng) 6
Tiamina (mg) 0.1
Riboflavina (mg) 0.15
Equivalentes niacina (mg) 10.4
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Vitamina B6 (mg) 0.3
Folatos (ng) 10
Vitamina B12 (pg) Trazas
Vitamina C (pg) 0
Vitamina A (ug) Trazas
Vitamina D (ng) Trazas
Vitamina E (ug) -

1.4.3 El pollo en el consumo peruano

El consumo de pollo a nivel global ha experimentado un crecimiento, impulsado por el
desarrollo demogréfico y los procesos de urbanizacion de las ciudades, lo que a su vez
ha favorecido al sector avicola (38). El sector avicola produce principalmente carne de
pollo, gallina, pato y pavo. Su desarrollo se ve favorecido por su aspecto econémico,
bajo costo de crianza y facilidad de alimentacion, lo que impulsa tanto negocios
familiares como empresariales. Debido a esto, el consumo de carne de pollo en los
ultimos 30 afios en el Perti ha mantenido un crecimiento sostenible, siendo el preferido
e indispensable por la canasta basica familiar, ocupando el 53% en su consumo, seguido

del pescado (31%), vacuno (8%), porcino (6%) y ovino (2%) (12).

El consumo per cépita de pollo, seglin estimaciones del Ministerio de Desarrollo Agrario
y Riego, estimo que durante el afio 2022 hubo un consumo de pollo de 56.00 Kg/hab.,
en el afo 2023 hubo un consumo de 52.35 Kg/hab. y para el afio 2024 se consumid
53.75 Kg/hab. Ademads, la produccion de pollo entre el mes de Enero de 2022 y
Diciembre de 2023 fue de 2057.1 y 2027.4 toneladas respectivamente (39). No obstante,
en la produccion de pollo del mes de Enero 2023 a Febrero del 2024, hubo una
produccion de 312.6 y 306.6 toneladas de pollo respectivamente (40).

1.4.4 Organismos en el deterioro de la carne de pollo

El deterioro de la carne es el proceso activo por la cual pasa de estar en condiciones de
consumo deseable a indeseable para el consumo humano, y se debe a procesos fisicos
(perdida de textura junto y cambios en la apariencia) y quimicos. Aunque el deterioro
de la carne es imposible de evitar, pese a que se apliquen normas de higiene o la
inactivacion de los microorganismos (41), esta representa un ambiente favorable para el
crecimiento de microorganismos por ser una fuente rica en nutrientes y con una alta
cantidad de agua; estos microorganismos, en conjunto, se denominan microbiota. Sin

embargo, la calidad microbiologica de la carne de pollo se ve afectado por malos
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manejos durante la captura, el transporte, el procesamiento y almacenamiento,
contaminandose a través de heces, piel, agua, instrumentos y el propio personal,
resultando en una contaminacion cruzada. Todos estos factores ocasionan que la carne
de pollo se deteriore, y como consecuencia del deterioro existen dos grupos de bacterias:

organismos asociados al deterioro (SAO) y organismos especificos de deterioro (SSO)

(16,42).

Los SAO estan representados por géneros bacterianos como: Aeromonadaceae,
Carnobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Leuconostocaceae, Listeriaceae,
Moraxellaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae y Shewanellaceae. Sin
embargo, el grupo SSO, ademas de caracterizarse por su lento crecimiento, también se
encuentra constituido por una fraccion de los géneros previamente mencionados y se
consideran el principal origen del deterioro de los alimentos (16). No obstante, el
deterioro no solo se debe a la presencia de las bacterias en la carne, sino también a sus
procesos metabolicos, lo que resulta en la produccion de metabolitos dafiinos para el
consumo humano (aminas, aldehidos, alcoholes, cetonas e indoles). Asimismo, se
considera que una carne en completo deterioro cuando alcanza entre 10° y 10° UFC/g

(43).
1.4.5 La resistencia en los antibioticos transmitida en los alimentos

Los residuos antimicrobianos presentes en los alimentos representan un problema para
la salud humana y se estan transmitiendo a través de ellos (figura 2). Estos ya han sido
aislaron de las principales bacterias causantes de enfermedades transmitidas en los
alimentos, tales como: Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes
y Salmonella spp (44). Sin embargo, el uso de antibidticos en la crianza de animales es
el doble del que se usa en humanos, sumando el aumento en la demanda del consumo
de carne, estos factores podrian ocasionar que el uso de antibidticos aumente hasta 110
mil toneladas para el afio 2030 (45,46). En la actualiza, entre el 50% y el 80% de los
antibidticos utilizados en animales para el crecimiento, desarrollo y estimulacion del
sistema inmune para las prevencion o tratamiento de infecciones bacterias, solamente
el 75% no son absorbidos y son excretados en forma de orina o heces de los animales,
lo que resulta en la contaminacion del medio ambiente y la cadena de produccién. No
obstante, el uso constante de antibidticos ha llevado al desarrollo de resistencia y genes
de resistencia en diversas bacterias, los cuales pueden transmitirse entre animales y

humanos, generando como efecto un desbalance de la microbiota intestinal (45,47).
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El sector avicola es uno de los sectores con un crecimiento constante y en aumento
dentro de la agricultura. Ademas, tanto en paises en desarrollo y desarrollados consumen
la carne de pollo de manera predominantemente sobre otras carnes (14,46). Debido al
aumento en el consumo de esta carne, diversos grupos de antibidticos son usados para
el control de infecciones y enfermedades en las aves, algunos de estos antibidticos son:
aminoglucosidos, fluoroquinolonas, lipopéptidos, lincosamidas, macrdlidos,
sulfonamidas, penicilinas, quinolonas, tetraciclinas y beta-lactdmicos (13,14,45).
Ademas de poder presentarse diferentes tipos de resistencia dependiendo del producto

alimenticio.
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Figura 2. Representacion grafica del uso de los antibidticos y la interconexion en
el ecosistema. BRA: Bacterias Resistentes a los Antibioticos; GAR: Genes de
Resistencia a los Antibioticos.

Fuente: Elaboracion propia.
1.5  Taxonomia de especies aisladas de la carne de pollo

1.5.1 Aeromonas

Aeromonas es una bacteria gramnegativa con forma bacilar no formadores de espora,
son anaerobios facultativos, en general son positivos a catalasa y oxidasa, fermenta la
glucosa, degradan los nitratos a nitritos, positivos a la enzima citocromo oxidasa.
Presentan movilidad, su temperatura de incubacion abarca desde los 37 a 44 °C, sus

colonias son circulares y varian de acuerdo al agar (48,49).
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1.5.1.1 Taxonomia

La clasificacion taxondmica de Aeromonas es segun (48—50) en la siguiente tabla:

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Aeromonas.

Dominio Bacteria

Reino Pseudomonadati
Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria

Orden Aeromonadales
Familia Aeromonadaceae
Género  Aeromonas
Especie  Aeromonas sp

A. punctata (caviae)
. sobria
. veronii
. allosaccharophila
. aquatica
. aquatilis
. australiensis
caviae
. enteritica
. fluviales
. hydrophila
. intestinalis
media
. salmonicida
. sobria

ST YN L Uy

1.5.2 Escherichia coli

E. coli es una bacteria gramnegativa no formadora de espora y anaerobio facultativo,
con forma bacilar, tiene motilidad debido a la presencia de flagelos, son fermentadores
de lactosa y glucosa en agar MacConkey (pueden fermentar rapido o de manera lenta)
y en agar EMB (Eosina Azul de Metilino) tiene un color caracteristico de la especie que
es un brillo verde metalico debido a la produccion de 4cidos. Son indol positivo, oxidasa

negativa, su temperatura de incubacién optima es de 37 °C (51,52).

1.5.2.1 Taxonomia

La clasificacion taxondmica de E. coli se clasifico segin (50,51) en la siguiente

tabla:

Tabla 4. Clasificacion taxonomica de E. coli

Dominio Bacteria

Reino Pseudomonadati
Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria
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Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género  Escherichia
Especie  E. albertii

E. coli

E. fergusonii

E. marmotae

E. ruysiae

E. whittamii

1.5.3 Morganella morganii

M. morganii es una bacteria gramnegativa con forma bacilar, son anaerobios
facultativos, no son formadores de esporas, presentan movilidad. Hidroliza la urea, no
fermenta la lactosa, oxidasa negativo, indol positivo, crecen a una temperatura optima

de 37 °C (53.,54).

1.5.3.1 Taxonomia
La clasificacion taxondémica de M. morganii se clasifico segin (50,55) en la

siguiente tabla:

Tabla 5. Clasificacion taxonémica de M. morganii.

Dominio Bacteria

Reino Pseudomonadati
Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género  Morganella
Especie M. morganii

M. psychrotolerans

1.5.4 Proteus mirabilis

P. mirabilis es una bacteria gramnegativa no formadores de esporas, forma bacilar, es
anaerobio facultativo, presenta movilidad tipo enjambre (swarming) viéndose en la
placa en formas de onda, es decir que, se mueven en grupos coordinados debido a sus
flagelos, producen acido sulfurico en TSI, lactosa negativa, indol negativo. Crecen a una

temperatura optima de 37 °C (53,56).

1.5.4.1 Taxonomia
La clasificacion taxonémica de P. mirabilis se clasifico segun (50,53) en la siguiente

tabla:
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Tabla 6. Clasificacion taxonomica de P. mirabilis.

Dominio Bacteria

Reino Pseudomonadati
Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género  Proteus
Especie P alimentorum
P, cibi
P, columbae
P. faecis
P, huaseri
P. mirabilis
P. myxofaciens
P. penneri
P. terrae
P vulgaris

1.5.5 Providencia alcalifaciens y rettgeri

P alcalifaciens y rettgeri son bacterias gramnegativas con forma de bacilos, no son
formadores de esporas, tiene movilidad debido a la presencia de flagelos, son anaerobios
facultativos, ambas bacterias no fermenta la lactosa, indol positivo, no producen acido

sulfurico, son citrato positivo. La temperatura optima de crecimiento es de 37 °C (53).

1.5.5.1 Taxonomia

La clasificacion taxonomica de P. alcalifaciens y rettgeri se clasifico segin (50,53)

en la siguiente tabla:

Tabla 7. Clasificacion de P. alcalifaciens y rettgeri

Dominio Bacteria

Reino Pseudomonadati
Filo Pseudomonadota
Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género  Providencia
Especie P alcalifaciens

P. burhodogranariea

P. hangzhouensis

P, heimbachae

P. huashanensis

P, huaxiensis

P. manganoxydans

P, rettgeri

P, rustigianii

P, sneebia

P, stuartii

P, thailandensis
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P, vermicola
P, xianensis
P. zhijiangensis

1.6 Enfermedades que causan las especies aisladas del pollo

Las bacterias aisladas del pollo pertenecen principalmente a dos familias importantes que
pueden causar enfermedades en los seres humanos: Enterobacteriaceae y Aeromonadaceae

(57,58).

La familia de Enterobacteriaceae es un grupo predominante que se encuentra en productos
avicolas y ganaderos. Entre las principales bacterias patogenas se incluyen: Campylobacter
jejuni, E. coli, Proteus, Salmonela, Shigella, entre otras. Estas bacterias pueden transmitirse a
través de los alimentos, causando enfermedades y presentando resistencia a los antibioticos.
Por otro lado, la familia de Aeromonadaceae presenta una amplia distribucion geografica y
puede causar infecciones tanto en humanos y en animales, las infecciones pueden llegar a ser
sistematicas o localizadas, incluso tras el contacto de estas bacterias con otras especies. Las
bacterias de esta familia poseen una gran habilidad de desarrollarse en diferentes entornos

ecoldgicos, incluso en condiciones ambientales desfavorables (57,58).

1.6.1 Enfermedades que causa Aeromonas

Las especies del género Aeromonas se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente, en peces, en animales y en humanos. Se han reportado infecciones sistémicas
o localizadas en aves de corral. Ademas, la infeccion en humanos causada por estas
bacterias se conocer como acromoniasis. Presenta especies de gran relevancia clinica
como: A. caviae (antes A. punctata), A. sobria, A. veronii, A. hydrophila y A. media. La
transmision de este género ocurre principalmente a través de alimentos contaminados,
especies como A. hydrophila, A. sobria y A. caviae son patdgenos emergentes
transmitidos por alimentos, que causando enfermedades gastrointestinales y
gastroenteritis humanos. Otro tipo de infecciones que causa Aeromonas son las
infecciones de heridas, que ocurren cuando las personas se accidentan y generan alguna
lesion o exponen esta lesion en ambientes acudticos. La contaminacidon por esta via
puede llegar al desarrollo de: mionecrosis, ectima gangrenoso, celulitis, osteomielitis y

casos de gangrena (59,60).

Sin embargo, se ha reportado en el afio 2023, en Ecuador, que A. veronii causo

neumonia, aunque esta especie no se involucra con esta enfermedad a comparacion de
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las especies comunes como: S. pneumoniae, Haemophilus influenzae y K. pneumoniae,

siendo este un caso poco frecuente (61).

1.6.2 Enfermedades que causa E. coli

La infeccion por E. coli en humanos ocurre por contaminacion a través del vertido de
efluentes, tratamiento de aguas residuales (tanto medicas como industriales) o la fuga
de residuos y fosas sépticas. Ademas, factores ambiental como los desechos de
mascotas, estiércol de otros animales y animales de vida silvestre también contribuyen

a la contaminacion (62).

Las enfermedades causas por E. coli en humanaos dependen de las diferentes cepas
involucradas en la infeccion, por ejemplo: la cepa patogeno extraintestinal (ExPEC) E.
coli, causa infecciones fueran del tracto intestinal, provocando ITU, infecciones en
heridas, sepsis y meningitis. Sin embargo esta bacteria es distinta a las comensales,
como: a) E. coli enterotoxigénica (ETEC), que causa diarrea acuosa de leve a severa en
nifios en paises en desarrollo; b) E. coli enteroinvasiva (EIEC), una cepa altamente
invasiva que provoca dafio a las paredes intestinales y fiebre; ¢) E. coli enteropatogena
(EPEC), presenta mas en nifios provocando diarrea y vOmitos seguido de fiebre y
deshidratacion; d) E. coli enteroagregante (EHEC), E. coli productora de toxina Shiga
(STEC) y E. coli enterohemorragico (VTEC). Estas cepas causan un espectro de
sintomas que van desde una diarrea leve hasta sanguinolenta con fiebre, vomitos o
calambres abdominales, puede llegar a causar HUS. La cepa STEC es una cepa
evoluciona que tiene una combinacion genética con la bacteria Shigella spp. mediante
la transferencia de genes horizontal/lateral; e) E. coli difusamente adherente (DAEC),
cuyas infecciones pueden causar colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn (afectan al
tracto gastrointestinal) o provocar una ITU; f) E. coli aviar patégeno (APEC), causante
de colibacilosis, como septicemia, celulitis, etc causas en animales; g) E. coli adherente-
invasivo (AIEC), esta infecciéon invade las células epiteliales, se adhieren a los
macroéfagos para replicarse y sobrevivir, normalmente se asocia a la enfermedad de

Crohn y la colitis ulcerosa (62—-65).

1.6.3 Enfermedades que causa M. morganii

M. morganii se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente, en el tracto intestinal
de humanos y animales, formando parte de la flora normal. Este bacteria es un patdogeno

oportunista, que puede causar ITU, infecciones en heridas, shock séptico, osteomielitis,
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derrames articulares, sepsis, aneurisma aortico, meningitis, pancreatitis, sindrome de
Waterhouse-Friderichsen, piomiositis ulcera, fascitis necrotizante, neumonia,
pericarditis, bacteriemia, sindrome de la bolsa de orina purpura y pielonefritis. La
entrada de esta bacteria al cuerpo puede darse por la piel, vias hepatobiliares, sangre y
tejidos blandos. M. morganii estd adquiriendo una gran relevancia clinica debido a sus
fatores de virulencia y la MDR que presentan, lo que puede resultar en tratamientos

ineficaces y, en consecuencia, en el fallecimiento del paciente (54,66).

1.6.4 Enfermedades que causa P. mirabilis

P. mirabilis se encuentra distribuido en el suelo, aguas residuales, fuentes de agua, tracto
intestinal de animales y humanos. Esta bacteria es un patdogeno oportunista que afecta
especialmente a pacientes inmunocomprometidos. P. mirabilis es la especie mas
prevalente, causante de diversas infecciones como: heridas, sistema urinario, regiones
oculares y el tracto gastrointestinal. Sin embargo, esta especie es la tercera causa mas
comun de ITU y la segunda causa mas frecuente de CAUTI, en consecuencia, los
pacientes que sufren estas infecciones por P. mirabilis pueden desarrollar
complicaciones como la formacion de célculos vesicales y renales, lo que puede llevar
a dafio renal permanentes. También causa enfermedades como: mastoiditis, otitis media,
osteomielitis, artritis reumatoide, queratitis, meningoencefalitis hemorragica,

enfermedad de Crohnhns, meningitis neonatal, y encefalopatia hepatica (17,67-69).

1.6.5 Enfermedades que causa P. alcalifaciens y rettgeri.

P alcalifaciens y rettgeri son bacterias patdgenos oportunistas, especialmente en
pacientes inmunodeprimidos. Estas bacterias se encuentran comUinmente en aguas
residuales, suelos y aguas. Aunque P. alcalifaciens se considera parte de la flora normal
presente en las heces, tanto en humanos como en otros mamiferos, aves de corral, vacas
y perros. Asimismo P rettgeri es una especies comun causante de infecciones
nosocomiales, destacaindose por provocar ITU, meningitis, neumonia, infecciones en
heridas, endocarditis y puede causar una infeccion en el torrente sanguineo. Por otro
lado, P. alcalifaciens causa diarrea acuosa, dolores abdominales, fiebre y vomitos o a
veces tenesmo. Sin embargo, se ha demostrado que estas bacterias tienen resistencia a

antimicrobianos y MDR (70-73).
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1.7 Los antibioticos

Si bien los antibidticos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, la historia de
su descubrimiento se remonta a 1928 con el hallazgo accidental de la penicilina por Sir
Alexander Fleming, al observar que el moho, Penicillium notatum, inhibia el desarrollo de las
colonias de estafilococos presentes en una placa de Petri (74). Si bien la penicilina fue uno de
los mayores descubrimientos, su utilidad inicial fue limitada ya que solo funcionaba contra las
bacterias grampositivas. Sin embargo, este descubrimiento dio luz a otra por Selman Waksman
en 1940, cuando descubrid la estreptomicina, obtenida de la Strepfomyces griseus. La
estreptomicina represento el primer tratamiento exitoso contra la tuberculosis y tambien
demostr6 eficacia contra bacterias gramnegativas, marcando el inicio de la “era dorada de los

antibioticos” que se extendi6 aproximadamente desde la década de 1950 hasta 1960 (75).

El descubrimiento de la estreptomicina impulso la plataforma de Selman Waksman, que sentd
las bases para el descubrimiento de nuevos antibidticos a partir de microorganismos presente
en el suelo. La plataforma de Waksman se basaba en la premisa de que una bacteria patégena
podria ser sensible a compuestos producidos por otras bacteria del suelo (76). A pesar de este
método de investigacion, se redescubrieron compuestos como: el cloranfenicol,
aminoglucosidos, B-lactdmicos, macrdlidos y tetraciclinas. También se desarrollaron hallazgos
de antibidticos sintéticos como: pirazinamida, etambutol e isoniazida, ademas del
descubrimiento de un antibiético de amplio espectro (metronidazol). No fue hasta 1960 que se
descubri6 el 4cido nalidixico, que actla contra E. coli, aunque sus efectos no eran tan potentes,

sus analogos fluorados atacan a la topoisomerasa y la ADN girasa (77).

1.7.1 En papel de los antibidticos en las infecciones y resistencia

Antes de la introduccion de los antibidticos, las enfermedades provocadas por
infecciones han sido una de las principales causas de muerte en el mundo. Hoy en dia,
los antibidticos son empleados para la prevencion y tratamiento de infecciones
bacterianas. Asimismo, la medicina moderna depende en gran medida de los
antibidticos, ya que en su uso es necesario para la recuperacion y estabilidad de
pacientes en diversas intervenciones quirurgicas como: trasplantes de medula osea y
organos, cirugias abdominales y pacientes inmunocomprometidos, es necesario el uso
de antibidticos para la recuperacion y estabilidad del paciente (78). Sin embargo, aunque
su descubrimiento ocurrié en 1928, con el tiempo y el uso del antibidtico, se reportd la

primera resistencia en 1940 y en 1948 se informo el primer ensayo clinico controlado
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para un medicamente (estreptomicina). La respuesta inicial a este problema fue la
busqueda de nuevos antibioticos para combatirlos (75). No obstante, debido al aumento
de resistencia a los antibidticos, actualmente se estan desarrollando nuevas
investigaciones y avances en el descubrimiento de antibidticos. A su vez, se busca
controlar la administracion y la dosis adecuada en los pacientes, asi como limitar la
venta de los antibidticos sin prescripcion médica (79). Aunque, en la actualidad la OMS
estd advirtiendo la escases de antibidticos y el surgimiento de nuevos mecanismos de

resistencia, propagandose globalmente (80).

Por otro lado, en respuesta a los problemas de resistencia a los antibioticos que enfrentan
diversos paises, se planteo el enfoque de One Health. Este enfoque busca la integracion
del bienestar humano, animal y del medio ambiente, reconociendo que estos tres
aspectos deben vincularse para combatir eficazmente el problema de la resistencia (8).
El enfoque “One Health” se origind a partir del término de “zoonosis”, es decir cuando

se encontr6 el vinculo entre la salud humana y animal (10).

Actualmente, la resistencia a los antibidticos se considera una de las principales causas
de muertes a nivel mundial. Sin embargo, cuando las bacterias poseen resistencia a

multiples antibidticos, se desarrollan complicaciones que involucran (80):

- La falta de tratamientos adecuados para los pacientes.
- Un mayor indice de infecciones a la poblacion.

- Los antibidticos de primera generacion son cada vez poco eficientes, lo que obliga
a recurrir a medicamentos de segunda o tercera generacion que son mas caros y
peligrosos afectando la economia de la poblacion.

- Paises con pocos recursos econdmicos son afectos por no tener acceso a los
antibioticos de tercera o cuarta generacion

- Sicada vez se pierde el potencial de los antibioticos las operaciones o intervenciones
quirargicas se veran afectadas y se volveran riesgosas.

El desarrollo de bacterias resistencia a los antibidticos se incrementa en condiciones

clinicas, en la agricultura y en la poblacion. Hay dos tipos de resistencia bacteria (7):

a) Resistencia innata o natural
Conocida también como resistencia primaria. Es una de las resistencia
caracteristicas de un grupo de bacterias, cepa o de una especie. Este tipo de

resistencia puede estar asociada a la falta de algun receptor en la bacteria para el
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farmaco (antibiotico), produccion de enzimas, impermeabilidad de la pared celular

o una baja afinidad (7,81).
b) Resistencia secundaria o adquirida

Este tipo de resistencia se origina cuando la bacteria se expone al antibiotico, esta
puede presentarse mediante una mutacion o por la adquisicién de nuevos genes

(También conocida como resistente intermediada por plasmidos) (81).

1.8 Mecanismos de resistencia bacteriana

Los diversos mecanismos de resistencia bacteriana son adaptaciones que permiten a las

bacterias sobrevivir y evolucionar ante la exposicion a antibidticos(82):

1.8.1 Mutaciones en el sitio objetivo

Cada antibidtico tiene un receptor especifico en la bacteria. Sin embargo, este sitio
puede verse afectado por mutaciones, lo que reduce la afinidad del antibidtico y resulta
en resistencia bacteriana. Estas mutaciones pueden favorecer un aumento de expresion

de bombas de eflujo y proteinas (8).

1.8.2 Mutaciones genéticas

Las mutaciones de este tipo surgen en el cromosoma bacteriano y se transmiten a la
siguiente generacion bacteriana como respuesta a la exposicion constante al antibidtico.
Las mutaciones pueden ocurrir por cinco mecanismo: adicion, duplicacion, eliminacion,
inversion y sustitucion. Ademas, la transferencia de plasmidos permite la transmision
de informacion importante para la descendencia o al organismo huésped, lo que

contribuye a la expresion la resistencia (8).

1.8.3 Transferencia horizontal de genes (HGT)

La transferencia horizontal de genes (HGT) fomenta la resistencia, evolucion y la
conservacion de bacterias patdgenas. Este tipo de transferencia es particularmente
peligrosa, ya que involucra el intercambio de informacion genética entre diferentes
especies bacterianas. Esta transferencia ocurre a través de: la conjugacion, donde el
material genético es transferido mediante pili o adhesion a la superficie bacteriana. La
transformacion, que permite la obtencion e integracion de ADN externo de bacterias
muertas, ingresando en pequefios fragmentos de ADN que son correspondientes al
género, lo que hace posible una combinaciéon del material genético de diferentes

bacterias; y la transduccion, donde un bacteriofago actiia como vector transportando
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fragmentos de ADN de una bacteria a otra, aunque este intercambio generalmente entre

bacterias del mismo género (8,82,83).

1.8.4 Formacion de Biofilms

Este mecanismo esta relacionado con el estado metabdlico de la bacteria, que forma un
biofilm, es un conglomerado de bacterias unidas a una matriz extracelular producidas
por ellas mismas, que las protege: de los antibidticos, el sistema inmunoldgico
(fagocitos), deshidratacion y luz UV. En este biofilm existe una comunicacion
bacteriana llamada quérum sensing, que permite una expresion genética coordinada

(8,82).

1.8.5 Inactivacion enzimatica

La inactivacion enzimadtica se basa en la produccion de enzimas que hidrolizan el
antibiotico. Algunas de estas enzimas son: beta-lactasmasas, penicilinasas, oxacilinas,

cefalosporinas, etc. (8,82).

1.8.6 Respuesta Stringert

La respuesta stingert (también llamada punto o spot mégico) consiste en el aumento de
la alarmona (p)ppGpp, que ayuda a la bacteria a sobrevivir y adaptarse a ambientes
estresantes. Este mecanismo se activa ante la escasez de nutrientes y la exposicion a
antibioticos, alterando el crecimiento y replicacion bacteriana, y redirigiendo los
recursos a la expresion de genes, formacion de biofilm y activacion de las bombas de

eflujo, lo que aumenta la tasa de supervivencia bacteriana (8,84).

1.8.7 Permeabilidad alterada

Este mecanismo implica cambios en la membrana bacteriana que afecta la entrada de
antibioticos. Estos cambios se producen en el nimero y didmetro de las porinas,
impidiendo el acceso del antibiotico al interior de la bacteria (8,82).

1.8.8 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas presentes en la membrana cuya funcion es expulsar
los antibioticos presentes intracelularmente, reduciendo las concentraciones del farmaco

y disminuyendo su eficacia (8,82).

1.9 Mecanismo de accion de los antibioticos

Los mecanismos de accion de los antibidticos se dividen en (85):
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1.9.1 Inhibicion de la sintesis de la pared celular

Este mecanismo se divide en dos grupos de antibioticos: el primero inhibe
directamente la sintesis de la pared celular, mientras que el segundo grupo, los
antibioticos glucopéptidos, actan indirectamente sobre la polimerizacion

peptidoglicano, componente primario de la pared celular.

El primer grupo de antibidtico pertenece a los beta-lactamicos, que impiden la
sintesis de la pared bacteriana. En comparacion, el segundo grupo inhibe la
sintesis de la pared bacteriana, al bloquear la biosintesis de peptidoglicanos en

bacterias grampositivas.

1.9.2 Inhibicién de sintesis de proteinas

Una gran cantidad de antibidticos act@ian inhibiendo la sintesis de proteinas,
aprovechando las diferencias estructurales entre los ribosomas eurcariotas y
procariotas. La familia de antibidticos que actuan en este sitio incluye: los
aminoglucoésidos, las lincosamidas, los macrélidos, las oxazalidinonas, las

estreptograminas B y las tetraciclinas.
1.9.3 Inhibicion de sintesis de acido nucleico
Los antibidticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos incluyen las

rifamicinas y quinolonas.

Las quinolonas actian inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos mediante la
alteracion de dos enzimas esenciales: la topoisomerasa tipo II y IV. Actualmente

existen cuatro generaciones de estos antibioticos.

La familia de rifamicinas, actian inhibiendo la formacion del ARN bacteriano
al impedir el inicio de la actividad transcripcional, lo que provoca escasez en la

sintesis de proteinas.

1.9.4 Interrupcion en la membrana celular bacteriana
Aqui se encuentran grupos de antibidticos como las polimixinas y los

lipopéptidos ciclicos.

Los antibioticos polimixinas inducen una inestabilidad quimica en la membrana
bacteriana, ocasionando un aumento de la permeabilidad de la membrana

externa y facilita el ingreso de otros antibidticos en bacterias gramnegativas. A
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diferencias de los lipopéptidos ciclicos, su funcion es la de penetrar en la
membran interna, donde forman conductos que danan la integridad de la

membrana, lo que provoca la fuga de iones de sodio y potasio.

1.9.5 Alteracion de procesos metabdlicos

Algunos antibidticos también pueden obstruir las rutas metabdlicas esenciales
de las bacterias, como: las diaminopiridinas y las sulfonamidas. Estos
antibidticos actiian inhibiendo la sintesis de folato, un factor esencial que
algunas bacterias no pueden obtener de su entorno, lo que impide la produccion

de ADN bacteriano.

1.10 Los p-lactamicos

Los B-lactdmicos (figura 3) son los antibidticos méas ampliamente utilizados en medicina
humana y veterinaria debido a su baja toxicidad y actividad bactericida (11,86,87). La
estructural fundamental de los antibidticos B-lactdmicos consiste en un anillo betalactdmico,
una estructura tetragonal de azetidinona (88), formada por la ciclacion de un grupo amida unido
a tres &tomos de carbono y uno de nitrégeno. La presencia o ausencia de un anillo heterociclico
(un anillo con &dtomos distintos al carbono) da como resultado un “ntcleo biciclico”. Ademas,
los radicales unidos a estos anillos centrales determinan la farmacocinética, la actividad
antimicrobiana y la toxicidad, y definen las diferentes subclases de antibidticos, como la

penicilina, las cefalosporinas y las carbapenemas (86,87).

El mecanismo de accion de estos antibioticos involucra dos procesos principales: la inhibicion
de la sintesis de la pared bacteriana y la induccion de la autolisis bacteriana (86,89,90). La pared
bacteriana estd compuesta principalmente por peptidoglicano en las bacterias grampositivas,
cuya pared es mas gruesa en comparacion con las bacterias gramnegativas. Estas tiltimas poseen
una pared mas fina pero mas compleja, que incluye una membrana externa formada por
proteinas y lipidos, ademas de una fina capa de peptidoglicano [85]. Durante la sintesis de la
pared bacteriana, el peptidoglicano se forma por cadenas repetidas de N-acetilmuramico y N-
acetilglucosamina. El N-acetilmurdmico forma cadenas de tetrapéptidos que, al unirse,
constituyen una malla. Los beta-lactimicos son andlogos estructurales de los residuos
terminales D-alanil-D-alanina presentes en estas moléculas. Debido a esta similitud, se unen a
las enzimas transpeptidasas (PBPs) de forma covalente, inhibiendo la formacion de la pared
bacteriana. Sin una pared bacteriana intacta, la célula es vulnerable a los cambios en la presion

osmotica, lo que lleva a su lisis. Es importante destacar que la eficacia de estos antibioticos
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depende de que la bacteria se encuentre en fase de multiplicacion. Ademas, esta clase de
antibioticos puede activar la autolisina bacteriana endogena, una enzima que hidroliza los

enlaces del peptidoglicano entre el N-acetilmurdmico y los residuos de alanina, contribuyendo

a la lisis celular (86,89,90).
—

N Anillo B-lactamicos

7

00 O N

4 O
Anillo tiazolidinico Anillo dihidrotiacinico Anillo oxazolidinico Anillo Pirrolinico
(Penicilinas) (Cefalosporinas) (Clavulanico) (Carbapenems)

Figura 3. Anillo B-lactdmicos y sus derivados en tipos de antibidticos.

Fuente: Elaboracion propia.

1.10.1 Resistencia bacteriana a los B-lactamicos

La resistencia bacteriana a los antibidticos B-lactimicos se debe a la aparicion de enzimas
denominadas B-lactamasas, es la causa principal de resistencia para esta familia de antibidticos,
se desarrollan principalmente en bacterias Gram-negativas (11,88). Estas enzimas se
descubrieron en el afio 1940 aisladas de E. coli. Sin embargo, E. coli solo utilizaba la enzima
para la competicion por nicho en relacién con otros microorganismos y en el afo 1941,
iniciando el uso de la penicilina, resultando en la formacion de enzimas llamadas las
penicilinasas, desarrollando mdas investigaciones en nuevos farmacos para combatir la

resistencia (91).

Las enzimas B-lactamasas hidrolizan el anillo B-lactamico, inhibiendo e impidiendo la unién al
sitio PBP (89). La clasificacion de Ambler clasifica a las enzimas -lactamasas en funcion a la
similitud de la secuencia de aminoacidos y el mecanismo de accion, los clasifica en cuatro
clases: A, B, C y D. Las clases A, C y D presentan en su sitio activo residuos de serina. En

cambio la clase B, en poseen en su sitio activo Zinc. Asimismo, el constante aumento del uso
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indebido de los antibidticos ha llevado que las bacterias desarrollen f-lactamasas de espectro

extendido (ESBL) y metalo-B-lactamasas (MBL) (18,88,92).

1.10.1.1 Clase de enzimas p-lactaimasas

i) Clase A
Esta clase de enzimas presentan en su sitio activo serina, incorporando clases
enzimas como: las penicilinasas (PC-1), las ESBL (SHV2, CTX-M15 y TEM3),
cefalosporinas de espectro extendido (TEMS50), carbenicilbinasas (RTG4),
carbapenemasas (KPC2,SMEI1, IMIl), cefalosporinasas de espectro extendido
(Cep-A), carbenicilinasas (CARB3, PSE1l) y penicilinasas (SHV10, TEM30)
(92,93).

ii) Clase B
La clase B son las tnicas que presentan en su sitio activo iones de metaloenzima de
Zn*?, son las carbapenemasas o también conocidas como MBL, en esta clase
presentan enzimas de amplio espectro, que se subdividen en subclases como la B1:
NDM, Bcil, VIM, IMP; la subclase B2: CphA y SFH; y la subclase B3: AIM, GOB-
18, L1. Sin embargo, la subclase B1 y B3 para que entren en activacion necesitan
dos iones de Zn"? a comparacion de la subclase B2 que solo necesita un ion de Zn*2,
ademas de que la unidon de un ion mas causaria la inhibicion de esta subclase de
enzimas (88,92-94).

iii) Clase C
Son enzimas denominadas cefalosporinasas. Se encuentran enzimas como:
AmpC/CE, DHA y CMY. La enzima mas comun es la AmpC que pertenecen a la
familia de Enterobacteriaceae. Sin embargo, las enzimas de AmpC suelen estar
inactivas en las mayoria de bacterias Gram-negativas, pueden entrar en activacion
con mutaciones en los genes ampD y ampR o mediante la exposicion a la cefoxitina
(92,94).

iv) Clase D
Las enzimas mas representantes de esta clase son las OXA. Dentro de esta clase se
encuentran las ESBL de OXA1l y OXA15 dando resistencia a los antibidticos
oxiimino-cefalosporinas, también estan las carbapenemasas de tipo OXA23 y
OXAA48, esta ultima es la enzima que mas complicaciones da, por su alta actividad
hidrolitica contra los carbapenémicos, su transmision mediante plasmidos,

deteccion complicada requiriendo el uso de técnicas moleculares y la resistencia
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combina que poseen convirtiendo a la bacteria en multirresistente (91,92,94). Sin
embargo, se creia que este tipo de enzimas solo pertenecias a las bacterias Gram-
negativas, ahora en la actualidad se encontraron ejemplo de enzima en bacterias
Gram-positivas como en Bacillus sp (BAT-1, BSU-1 y BAT-1) y Clostridium
difficile (CDD-1) (94).

1.10.1.2 Familia de enzimas contra p-lactamicos

1.10.1.2.1 p-lactamasas de espectro reducido

A) TEM-1y TEM-2:

TEM-1 descubierto por primera vez en el afio 1965, aislada de E. coli, esta bacteria
se aislé de un hemocultivo, este tipo de enzimas hidrolizan a la ampicilina mas
rapido a comparacion de otros antibidticos como: carbenicilina, cefalotina y
oxacilina. Sin embargo la limitante de esta enzima son las cefalosporinas de espectro
extendido. La enzima TEM-2 presenta una misma actividad hidrolitica que su
antecesor, la diferencia existente es en su sitio activo, ya que posee un promotor mas

activo (93,95).
B) SHV-1

Este tipo de enzimas son llamadas SHV debido a que poseen una variable de reactivo
sulthidrilo. Esta enzima fue descubierta por primera vez en el afio 1985, pero fue la
SHV-2, hallandose en la bacteria Klebsiella ozaenae, lo que la distingue de la SHV-
1 es que en la SHV-2 presenta una sustitucion del aminoacido Gly a Ser (95). Este
tipo de enzimas llegan a hidrolizar aztreonam y la tercera generacion de

cefalosporinas (ceftazidima y cefotaxima) (96).

1.10.1.2.2 p-lactamasas de espectro extendido

A) TEM-3 en adelante

El TEM-3 fue detectado de K. pneumoniae en el afio 1987 y desde ese momento se

han reportado un aumento considerable de diferentes variantes de la enzima TEM-

3 (93).
B) SHV-2 en adelante

Este tipo de enzimas son las més detectas en los aislados de pacientes clinicos (93),

poseen el nombre de SHV debido a una variante que pertenece al grupo sulfhidrilo.
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Las enzimas de esta familia pueden hidrolizar cefalosporinas (tercera generacion —
ceftazidimia y cefotaxima) y aztreonam. La deteccion de estas enzimas es aislada
de la familia de Enterobacteriaceae, sin embargo en el entorno clinico se aislaron

de la especie de K. pneumoniae (95,96).
C) CTX-M en adelante

Este tipo de enzimas fueron detectados en America del Sur y en Asia, para
posteriormente extenderse a nivel global, los CTX-M son las enzimas que mas
evoluciones han presentado y acelerada (97). Su nombre CTX-M se debe a que
posee una alta actividad hidrolitica contra la cefotaxima y siendo el grupo mas
comun, teniendo al genotipo CTX-M-15 el de transmisiéon mas dominante (95,97).
La gran variabilidad de genotipos de CTX-M es debido a que codifica 291
aminodcidos, lo que provocaria que cualquier cambio que se realice se originara una
nueva variante, por ello se dividieron en cinco grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-
M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25(93,96,97).

D) PER-1

La enzima PER-1 fue aislada en 1991 de la bacteria Pseudomona aeruginosa. Estas
enzimas son resistentes a la aztreonam, cefotaxima, ceftazidima y penicilina. Hasta
el momento solo se reportaron siete tipos de PER. Sin embargo, PER-2 fue
descubierta en el afio 1996 en Argentina, esta enzima presenta una homologia con

PER-1 (98).
E) VEB-1y VEB-2

Las enzimas de tipo VEB se descubrieron en el afio 1996, son B-lactdmasas de
espectro extendido de Vietnam (VEB-1). Estas enzimas estan en mayor distribucion
en el sudoeste Asiatico. Los aminoacidos que posee esta enzima presentan una
similitud del 38% con las PER-1 y -2. La presencia de VEB ya se reportd en
bacterias como: Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii, Enterobacter

cloacae, P. auroginosa, Proteus mirabilis, y Providencia. stuartii (98).
F) GES

Las enzimas GES actuan contra las cefalosporinas de amplio espectro (99). Se
identifico por primera vez en el ano 1998 en Francia, aislado de la bacteria K.

pneumoniae (GES-1). En la actualidad también se identificaron en bacterias como
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A. baumannii y P. aeruginosa, ademas si a su secuencia se une mas aminoacidos es
capaz de ampliar su espectro resultando en carbapenémicos. Esta familia hidroliza
a las cefalosporinas y penicilinas. Existen variantes como: GES-2, -3, -4, -5, -6, -7

y -8 (98).
G) CMY

La familia de CMY fue descubierta en el afio 1979, aislandose de P. mirabilis, son
capaces de hidrolizar cafamicina (100). Las enzimas de esta clase se dividen en dos
grupos, siendo la CMY-1 y CMY-2, asimismo la gran variedad de esta familia
desarrolla una actividad hidrolizante de amplio espectro extendido en relacion a los

antibioticos B-lactdmicos (101).

1.10.1.2.3 Carbapenemasas
A) KPC

La Klebsiella pneuomoniae carbapenemasas o también KPC, enzima descubierta en
el afio 1990, se encuentran principalmente en este tipo de bacterias, las enzimas de
estas bacterias son capaces de hidrolizar diferentes farmacos, tales como:
fluoroquinolonas, aminoglocosidos y también desarrollaron actividad contra los -

lactamicos (aztreonam, carbapenems y cefalosporinas) (99).
B) NDM

Las enzimas metalo-prolactamasa-1 de Nueva Dheli (NDM), esta familia hidroliza
todas la carbapenems, hasta el momento hay 16 variantes de NDM y las cuales
habitualmente se encuentran en K. pneumoniae y en Enterobacterales. Detectadas

de un paciente con ITU causada por K. pneumoniae en la India (99).
C) VIM

Las enzimas de este tipo se aislaron por primera vez en Verona, Italia en el afio 1994,
son conocidas como metalo-B-lactdmasas codificados por integrones de Verona
(VIM), se encuentran un total de 14 variedades y distribuidas globalmente.
Hidrolizan carbapenems y B-lactdmicos de espectro extendido. Las enzimas se
encuentran frecuentemente en P putida, P. aeruginosa y escasamente en

Enterobacteriaceae (96,99).

D) IMP
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La IMP-1 es el primer metalo-f-lactimasa movil descubierta en P. aeruginosa en
Japon en el afio 1988. Hay 50 variedades de IMP, ubicados en transposones y

plasmidos, hidrolizan las carbapenems (96,99).
E) OXA

Las enzimas de tipo OXA hidrolizan la cloacilina y oxaciclina. Sin embargo, hay
244 variantes de tipo OXA, de las cuales 27 de estas variantes (derivadas de OXA-
10 y OXA-2) hidrolizan cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Se

encuentran principalmente en Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Shewanella spp 'y

Acinetobacter (95,98,99).

1.11 MALDI-TOF MS

La identificaciéon tradicional de microorganismos se bas6 en un principio en tinciones y
pruebas bioquimicas, estos métodos de identificacion presentaban una restriccion debido a:
procesos metabolicos de los microorganismos, aislamiento exacto del microorganismos y
los tiempos de incubacion. Sin embargo, en la actualidad existen métodos que son
alternativas en el proceso de identificacion de microorganismos, como las técnicas
moleculares, consoliddndose como procedimientos adicionales en la identificacion, técnicas
como la: identificacion mediante ARN 16S o mediante PCR con secuencias especificas. Los
métodos moleculares proporcionaron gran soporte, hasta la llegada de MALDI-TOF MS

(102).

La espectrometria de masas (MS) tuvo su desarrollo a finales del siglo XIX, usado en un
principio para la medicion de atomos, contribuyendo al descubrimiento de los isotopos. Esta
tecnologia tiene un enfoque analitico en el cual mide la relaciéon de masa-carga (m/z) en
relacion a los compuestos quimicos y proporciona el peso molecular. Algunos de estas
técnicas de ionizacion en la actualidad son: la ionizacion por electrospray (ESI),
desorcion/ionizacion por laser (LDI), desorcion/ionizacion por laser mejorada en superficie
(SELDI) y la ionizacion por desorcion laser asistida por matriz (MALDI). El uso de esta
técnica comienza en 1990 cuando al equipo MALDI se acopla a un analizador de tiempo de
vuelo (TOF) y con esto se consigue la identificacion de células bacterianas integras. Este
avance facilito la fusion de dos equipos y desarrollen el sistema MALDI-TOF MS como

una herramienta para la identificacion de hongos, nematodos, virus y bacterias (103).

El sistema de MALDI-TOF MS presenta 3 sistemas: 1) el laser (sistema de ionizacion), 2)

analizador de masas (TOF) y 3) detector de iones (103). Sin embargo este equipo no opera
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sin antes poseer una matriz orgdnica, esta matriz fue descubierta en 1976, este
descubrimiento ayudo en el andlisis de las macromoléculas organicas no voldtiles y las
polares biologicas (104). La técnica se basa en el uso de células indemne del
microorganismo, la cual son colocadas en una placa metalica (slide), una vez que se
encuentre en el slide, se le afiade la matriz MS-CHCA, esperando a que seque a temperatura
ambiente. Después el slide se coloca en el equipo, este usara un pulso laser con una longitud
de onda de 337 nm, lo que causara la irradiacion de la muestra causando una
desorcion/ionizacion de la muestra, produciendo una fase gaseosa, inducido por la
absorcion de energia del laser sobre la muestra, cuando las proteinas son ionizadas, estas se
aceleran en un campo electrostatico para luego ser expulsadas en un tubo de vuelo, en esta
parte son separadas en relacion a su tiempo de vuelo, llegando al detector de masas,
produciendo los datos y arrojando como resultado un espectro de picos en el cual se ve la
relacion de m/z, el cual se puede evaluar el espectro de masas entre 2000 — 20 000 m/z.
Cuando se termine de crear el perfil del microorganismos, se compara con una base de datos

el cual posee datos de cepas de referencias, lo que facilita la identificacion (102—104).

Cuando se obtienen los picos, estos pueden ser propios del género, especie o subespecie,
también existe la posibilidad de que compartan el mismo pico especies distintas (102). Sin
embargo, existen dos sistemas para la identificacion mediante MALDI-TOF MS, que son:
MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics) y el sistema VITEK® MS (bioMérieux) (105).
Ambos sistemas tienen una manera diferente de proporcionar el resultado de identificacion
es brindado un valor de puntuacion en el caso de Bruker y un nivel de confianza en el caso

de bioM¢érieux (102).

1.12 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Desde el descubrimiento de la doble hélice del ADN por Watson y Crick en 1953 (106), a
partir de este punto, la necesidad y busqueda para realizar estudios acerca de los acidos
nucleicos, investigando e implementar métodos reproducibles y sensibles para su estudio
(107). Aunque, no fue hasta el afio de 1984 que se cre6 la PCR por el bioquimico Kary
Mullis, marcando un antes y un después en el estudio molecular (108). Sin embargo, debido
a las altas temperaturas con la que trabaja la PCR, habia un problema y era que la polimerasa
se destrozaba en cada ciclo de desnaturalizacion, por lo que habia de ser colocado uno nueva
en cada ciclo (109), este problema se resolvid a causa de la implementacion de la Taq-
polimerasa a la PCR en 1988. La Tag-polimerasa que es una enzima que se encuentra en la

bacteria Thermus aquaticus (descubierta en 1968), esta bacteria se encontraba en un
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ambiente de altas temperaturas (géiseres de Yellowstone), siendo capaz de soportar las altas

temperaturas en la etapa de extension (110).

La PCR se fundamente en la replicacion del ADN sin la necesidad de utilizar un organismos
vivo, es decir, permite la amplificacion de manera exponencial del ADN (111). Esta técnica
en la actualidad estd siendo utilizada en diversas areas, tales como: investigacion,
diagndstico molecular, identificacion y diagnostico microbioldgico, terapia génica, estudios
en la farmacogenética y farmacogenomica, avances en la investigacion del cancer,

identificacion en el area forense, pruebas de paternidad (106,111).

Los componentes necesarios para la PCR son: 1) el ADN diana, 2) los primers, 3) el ADN
polimerasa, 4) dNTPs, 5) ion magnesio (Mg") y 6) solucion buffer. Estos componentes
interactuan en los tres procesos de la PCR maés el equipo termociclador que brinda los pasos
necesarios para: 1) La desnaturalizacion, en este ciclo el ADN inicia la separacion de la
doble hélice con una temperatura de 95 °C ocasionando la ruptura de los puentes de
hidrogeno, finalizando esta etapa se tiene como resultado las cadenas separadas que son
usadas como temple para el paso de 2) hibridacion, en esta etapa los primers presentes son
alineados, en orientacion de 3’ a 5’ e hibridan con la secuencia complementaria (alineacion),
teniendo una temperatura de melting (Tm) entre 50 — 60 °C, si en todo caso el disefio del
primer sea el adecuado. Finalmente se encuentra la etapa de 3) extension, en este Gltimo
proceso actiia la Tag-polimerasa sobre la formacion del primer-temple, empezando su
funcién de alargamiento agregando dNTPs, actuando sobre una temperatura optima de 72
°C. al finalizar el ciclo se habran formado los amplicones con el nimero de pares de bases

que sea determinado segtn lo investigado (107,112).
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Capitulo 11

Materiales y métodos

El presente capitulo se redacta los materiales y métodos ejecutados durante el periodo
experimental de la tesis, lo que hizo posible la elaboracion y desarrollo del trabajo experimental

y obteniendo los resultados esperados en el capitulo 3. Lugar de ejecucion

Esta investigacion fue realizada en las instalaciones de la Universidad Nacional San Agustin,
usando los laboratorios de microbiologia, protedmica y gendmica de la Facultad de Medicina y

el Laboratorio de Medicina y Biologia Molecular de la Universidad Catdlica de Santa Maria.
2.2 Materiales

2.2.1 Reactivos

1. Agar base Campylobacter

2. Suplemento selectivo Campylobacter (Skirror)

3. Agua peptonada

4. Alcohol de 96%

5. Alcohol de 70%

6. Matriz de MALDI-TOF MS-CHCA (a-Ciano-4-hydroxycinnamic acid)
7. Master Mix PCR

8. Marcador de peso molecular (100 — 1500 pb)

9. Agarosa ultrapura.

10. Frasco de TAE 40X.

2.2.2 Material biologico

1. Gallus gallus domesticus

2.2.3 Equipos

1. Autoclave vertical.
Balanza analitica.
MALDI-TOF MS.
Cabina de PCR.

Termociclador Eppendorf.

A T

Lampara UV.
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7. Congelador de -20 °C.
8. Incubadora de Anaerobiosis.

2.2.4 Vidrio

1. Matraces Erlenmeyer 250 mL, 500 mL y 1000 mL.

2. Pipetas de 5mLy 10 mL.

3. Probeta de 100 mL y 1000 mL.

4. Frascos con tapa.

5. Tubos de ensayo.

6. Mecheros de alcohol.

2.2.5 Otros

1. Tubos Eppendorf de 1.5 mL.

2. Tubos para PCR de 0.2 mL.

3. Micropipeta de 10 puL, 250 uL y de 1000 pL.
4. Tips blancos (10 pL), amarillos (250 uL) y azules (1000 pL).
5. Asa bacteriologia

6. Parafilm.

7. Placas PCR

8. Placas Petri descartables.

2.3 Métodos

2.3.1 Recoleccion de muestras

Las muestras fueron obtenidas de los mercados Acomare, Nueva Esperanza y San
Camilo en un periodo de 12 meses abarcando los afios de 2024 al 2025. La recoleccion
de la muestra se realizé 1 vez por semana de los 3 diferentes mercados. Las muestras de
pollo pesaron: 250 g, fueron transportados y conservados en bolsas con cierre hermético
al Laboratorio de Investigacion Microbiologia Molecular de la Facultad de Medicina de

la UNSA (en una hielera), manteniendo una temperatura de 4 °C (113).

2.3.2 Procesamiento de muestras

Las muestras fueron procesadas segiin (He Y, Capobianco J, Armstrong C et al.) (114).
Se colocaran las muestras, las cuales seran cortadas y puestas en una nueva bolsa con

cierre hermético, siendo lavadas con agua peptona (BPW) a una concentracion del 0.1%,
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usandose 100 mL de BPW, en las bolsas Zifloc posteriormente, incubadas a 37 °C en

condiciones microaerofilicas por 2 horas.

2.3.3 Aislamiento de las bacterias del pollo

Pasado las 2 horas, se tomd una asa microbiologia de 10 pL y se sembro6 directamente
la muestra en Agar Skirrow (Ox0id®) mediante la técnica de estriado por agotamiento.
El Agar Skirrow (Oxo0id®) se encuentra suplementado con antibidticos: trimetoprima
(2.5 mg/L), polimixina B (2 500 IU/L), rifampicina (5.0 mg/L) y anfotericina B (5.0
mg/L). Se preparo el Agar Skirrow (Oxo01d®) seguin las indicaciones de la ficha técnica,

detalladas en el ANEXO 1.

Se incubaron en una atmosfera microaerofilica, compuesto por una mezcla de gases
como: oxigeno (O — 5%), didxido de carbono (CO2 — 10%) y nitrégeno (N2 — 85%); a
una temperatura de 37 °C por un tiempo de 24 ., segun Lior H. 1984 (115).

2.3.4 Identificacion mediante MALDI-TOF MS

La identificacion bacteriana se desarrollé con la intervencion del equipo VITEK® MS
(bioMérieux) — MALDI-TOF MS. Se sigui6 el protocolo que maneja el Laboratorio de
investigacion Microbiologia Molecular (LIMM), ANEXO 2. La interpretacion de los
resultados de identificacion se realizara con la plataforma RUO SARAMIS segun el
proveedor bioMérieux (116), los resultados daran un nivel de confianza, donde menor
al 60% quiere decir que no se han identificado correctamente y mayor al 60% la

identificacion se realizd correctamente (102).
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Figura4. MALDI-TOF MS y preparacion de las muestras para su identificacion.
2.3.5 Extraccion de ADN bacteriano

El ADN fue extraido de 70 muestras bacterianas utilizando el kit TTANamp Bacteria
DNA Kit (TIANGEN®), bajo las condiciones e indicaciones descritas segin el
fabricante, detalladas en el ANEXO 3.

El kit de extraccion de ADN se basa en una columna de Silice, el fundamento radica en
la accion de adsorcion y desorcion de los acidos nucleicos, estos se unen a la fase solida
(Silice) por la presencia de sales caotropicas. La columna conformada por silicio y
unidos covalentemente a atomos de oxigeno y en la superficie de la particula se
encuentran unidos los atomos de H, ocupando en la superficie OH. EI ADN al ser un
anidn con carga negativa se une a la columna de silice con dos tipos de interaccion no
covalente ocasionado por las soluciones de union en la etapa de adsorcion por la alta
concentracion de sales caotropicas (algunas incluyen yoduro de sodio, perclorato de
sodio, cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio). En los posteriores pasos de
lavado son eliminados las proteinas y otros contaminantes para finalmente con un
tampon de elucion (solucion con baja concentracion de sales) o agua ultrapura, eliminan

los cationes que unen al ADN con la columna de silice (117).
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Figura 5. kit TIANamp Bacteria DNA Kit (TIANGEN®)

Las muestras se almacenaron a -20 °C, hasta el analisis molecular.

2.3.6 Evaluacion de la calidad del ADN

Se evalud la concentracion, calidad y pureza del ADN con el equipo Eppendorf

BioSpectrometer® a A260/280.

2.3.7 Evaluacion de genes de resistencia

2.3.7.1  Parametros para PCR convencional

Se preparo placas de PCR, las cuales se prepararon para una reaccion de 70
muestras y 2 muestras de control negativo y positivo, el volumen final de cada
pocillo fue de 25 pL, la cuales tenian los Primers, 2X PCR Master Mix con Dye,
agua de grado molecular y el ADN extraido, los volumenes de cada componente se

observan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Volumenes de los componentes de la PCR.

Contenido Volumen
Primers (F+R) 1.5 uL
MasterMix  12.5 pL
Agua de grado 10 uL
molecular
Muestra de ADN 1 uL
Volumen final 25 pL
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Para los parametros de PCR, se estandarizo que cada gen se corriera un total de 35
ciclos, con temperaturas de desnaturalizacion (94 °C) , alineamiento segun la tabla 9 y

extension (72 °C).

Tabla 9. Secuencia de Primers y Tm.

Gen Primers Tm (°C) pb Referencia
F: 5'-TGG TTA AAA AAT CAC TGC GC-
blaCTX-M- 3
1 R: 5-TTA CAA ACC GTC GGT GAC
GAT-3'
F: 5'-ATG TGC AGC ACC AGT AAA GTG
blaCTX- ATG GC-3'
M15 R:5’-TGG GTG AAG TAA GTG ACC
AGA ATC AGC GG-3'
F: 5'-GCT GCT CAA GGA GCA CAG
GAT CCC G-3'
blaCMY 63 522 (119)
R: 5'-GGC ACA TTG ACA TAG GTG
TGG TGC ATG-3'
F: 5-TTCCTG TTT TTG CTC ACC CAG-
3/
blaTEM 52 112 (120)
R: 5'-CTC AAG GAT CTT ACC GCT GTT
G-3'
F: 5'-GCT GCT CAA GGA GCA CAG
GAT-3'
blaMOX 53 520 (121)
R: 5'-CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG
C-3
F: 5'-GCT CCG ATA ATG AAA GCG T-3'
blaPER-2 56 520 (122)
R: 5'-TTC GGC TTG ACT CGG CTG A-3’

F: 5'-GGT TTG GCG ATC TGG TTT TC-3'

48 876 (118)

58 593 (15)

blaNDM  R: 5'-CGG AAT GGC TCA TCA CGA TC- 51 624  (123)
3!
F: 5'-GAT GGT GTT TGG TCG CAT A-3’
blaVIM 49 390 (123)

R: 5'-CGAATG CGC AGC ACC AG-3'
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F: 5'-GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC-
3!
blaOXA-48 50 438 (123)
R: 5'-CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG-

3!

2.3.8 Electroforesis

Una vez terminada la reaccion de la PCR; se procedié con la verificacion de los
resultados obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis se basa
en la separacion de moléculas en funcion a su tamafio en combinacion con fuerzas
eléctricas, resultando en la separacion de las moléculas. La carga negativa del ADN o
ARN (ubicados en el citodo) combinadas con el campo eléctrico resulta en el
movimiento de las moléculas al anodo, moviéndose a través del gel de agarosa, tiene en

su estructura una malla tridimensional (124).

Figura 6. Equipo de electroforesis del laboratorio.

Se prepar6 un gel de agarosa al 2% y disolviendo en 300 mL de buffer TAE (Tris-
Acetato EDTA) al 1X, ebullendo con el uso del microondas. Para visualizar los
productos de la PCR, el gel fue tefiido con 2 pL. GelRed, como se detalla en el ANEXO
6. Las muestras fueron cargadas en los pocillos del gel y se corrieron a 90 V por un
tiempo de 60 min. La lectura del gel se realizé en el transiluminador UV, observando

las bandas segun la tabla 9.
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Capitulo 111

Resultados y discusiones

3.1 Identificacion bacteriana de los mercados

Se realiz6 la identificacidn microbioldgica de las muestras de pollo obtenidas de los tres

mercados (Nueva Esperanza, Acomare y San Camilo).

Aeromonas sp [

Aeromonas sobria -

Morganella morganii || Il

Providencia rettgeri -

Proteus mirabilis - |

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 7. Identificacion microbioldgica del mercado Nueva Esperanza

Proteus mirabilis

Escherichia coli
Aeromonas sobria
Providencia alcalifaciens
Aeromonas sp

|
Morganella morganii | I

I

I

|

]

|

Aeromonas veronii

0 2 4 6 8 10 12

Figura 8. Identificacion microbiologica del mercado Acomare
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Figura 9. Identificacion microbiolégica del mercado de San Camilo
La identificacién microbiolégica de los tres mercados se representa en el figura 7 (mercado La
Nueva Esperanza), figura 8 (mercado Mayorista Acomare) y figura 9 (mercado San Camilo).
Sin embargo, en dos mercados se observa menos diversidad de especies (5), Nueva Esperanza

y San Camilo. El resumen total de las identificaciones se demuestra en la figura 10.

La identificacion de ciertos géneros bacterianos aislados en los mercados de Arequipa reflejo
las tendencias observadas en la contaminacion de productos avicolas a nivel mundial. El género
mas aislado en los tres mercados fue Aeromonas spp., representando el 54.2% de los aislados
en el mercado San Camilo, el 36% en La Nueva Esperanza y el 20.8% en Acomare. Este
hallazgo confirm¢ el rol de Aeromonas como un patoégeno transmitido por los alimentos de
creciente preocupacion, lo que se vio respaldado por diversas investigaciones que han reportado
su prevalencia en la cadena de suministro avicola. Estudios de vigilancia en paises como
Bangladesh y la India también identificaron a las especies de Aeromonas como contaminantes
frecuentes de la carne de pollo (125,126). Especificamente, el aislamiento de especies como 4.
sobria (5.7%), A. veronii (4.3%) y A. caviae (1.4%) en Arequipa fue particularmente relevante,
dado que estas especies han sido reconocidas por su potencial patogénico y su capacidad para
portar factores de virulencia que representan un riesgo para la salud publica al ser consumidas

(125,127).

El segundo género bacteriano mas aislado fue Proteus mirabilis, el cual se presentd en mayor
proporcion en el mercado Nueva Esperanza (48%), seguido de Acomare (41.7%) y San Camilo
(29.2%). La presencia significativa de P. mirabilis en las muestras de pollo coincidié con los

datos de otros paises, la cuales investigan la carga bacteriana de la carne de pollo. Estudios
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realizados en regiones de Oriente Medio, reportaron la identificacion de P. mirabilis en
muestras de pollo, ademés han examinado la detecciéon molecular de genes de virulencia en
aislados de esta especie obtenidos tanto de pollo como de pacientes humanos (128). Estos
resultados, al igual que los obtenidos en Arequipa, recalcan el potencial zoonotico de esta
bacteria, asi como la de buscar controlar su presencia en los alimentos y la vez la de mitigar la

resistencia antimicrobiana (129,130).

Ademés de los géneros dominantes, se aislaron otras Enterobacteriaceae en menores
proporciones, incluyendo Escherichia coli (2.9%), Morganella morganii (2.9%), Providencia
alcalifaciens (1.4%) y P. rettgeri (1.4%). Si bien estas proporciones fueron bajas, su
identificacion fue de suma importancia para el contexto del estudio. La presencia de E. coli y
otras enterobacterias en la carne de pollo es un indicador de la contaminacion. Estas especies
bacterianas son consideradas como reservorios y vectores de genes de resistencia a los
antibioticos, y su deteccion en los mercados de Arequipa y recalca la preocupacion global por
la diseminacion de la resistencia mediada por alimentos (131,132). Especificamente, se ha
documentado extensamente que estos aislados pueden portar y transferir genes codificadores

de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y metalo-f-lactamasas (MBL) (132—135).

Providencia rettgeri
Providencia alcalifaciens
Proteus mirabilis
Morganella morganii
Escherichia coli
Aeromonas veronii
Aeromonas sobria

Aeromonas caviae

Aeromonas sp

o
(]

10 15 20 25 30 35

Figura 10. Representacion general de los tres mercados
La figura 4 demuestran como se realizo la identificacion de las bacterias mediante MALDI-
TOF MS, detalladas en el ANEXO 4 y los espectro proteicos de los resultados de algunas

bacterias identificadas se representan en el ANEXO 5.
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3.2 Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano

El estudio de genes de resistencia en bacterias aisladas de muestras de pollo se realiza mediante
la deteccion de genes de resistencia. Sin embargo, antes de la identificacion de los genes se
necesita obtener una extraccion de ADN, que tenga una buena: concentracion, calidad e
integridad. Estas serian las buenas consideraciones para el avance del estudio. En la extraccion

de ADN se extrajo 70 muestras de ADN bacteriano, las cuales cumplian con los requisitos .

La verificacion de estos requisitos se ejecutd mediante la cuantificacion fluorométrica del ADN
bacteriano. Se obtuvo una concentracion promedio de 225.63 ng/uL, las lecturas registradas de

cada muestra se detallan en el ANEXO 7.

Asimismo el equipo de medicion arrojo la pureza del ADN, obteniendo un promedio de la
relacion A260/A280 de 2.00, detalladas en el ANEXO 8. Las figura 11, muestra con que equipo
se realizd la cuantificacion del ADN y cudl era la concentracion de dos de las muestras

extraidas.

Figura 11. Equipo de cuantificacion de ADN Eppendorf BioSpectrometer® con
pureza y calidad del ADN

3.3 Deteccion de los genes de resistencia a f-lactamicos

Se logro amplificar las secuencias de primers de la tabla 9 que comprende los genes de
resistencia, mediante la técnica de PCR, secuencias amplificadas del extremo 5" al 3". La figura

12 muestra la amplificacion de uno de los genes blaOXA-48. La tabla 10 resume la distribucion
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de los genes de resistencia a B-lactamicos detectadas de las diferentes especies bacterianas
analizadas. En general, se observo una alta prevalencia de bacterias positivas en los genes que

se estd investigando.

MOL  M02 MO3  MO4 MOS MOG . MO7 MOS8 M09 PM  MI0O M1l MI2 MI3 M4 MIS M6 M17 MIS MI9

M40 M4l M42 M43 M44 M4T7  M4S .,\149 L Ms0 PM MS1 MS2 MS3 MS4 ).LFS e

\
. »
ni:o M21 M22 M23 M24 M2S M26 M27 M28 PM : by
G ¢ s 3 ¥ . . 3 M6l M62 M63 M64 M6S M66 M67 M6S M69 M70 M71 M72 M7 —

Figura 12. Lectura del gel de agarosa en el transiluminador UV, las ultimas dos
bandas que se muestras en la figura B representan el control negativo y
positivo.

Se estudio nueve genes de resistencia que codifican para enzimas B-lactimasas de las cuales
pertenecen a las cuatro clases (A, B, C y D) segtn la clasificacion de Ambler, las clases A, Cy
D usan residuos de serina en su sitio activo, como los genes pertenecientes a la clase A, son:
blaTEM, el cual hidroliza penicilinas y algunas cefalosporinas; blaCTX-M15, blaCTX-M1 y
blaPER-2 codifican para ESBL. La clase C son: blaMOX y blaCMY, que hidroliza
cefalosporinas. La clase D es blaOXA-48, actua contra las oxacilinas o carbapenémicos. Por lo
contrario la clase B usa en su sitio activo zinc y son: blaNDM, blaVIM son MBL. Son los genes

analizados en este estudio.
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Tabla 10. Resumen de las muestras positivas

Género y bla bla blaOXA- blaCTX- bla bla blaCTX- bla blaPE
especie NDM VIM 48 M1 TEM MOX M-15 CMY R-2
P. mirabilis 24 28 3 29 29 26 28 2 23
A. punctata 1 1 0 1 1 1 1 0 1
(caviae)
A. sobria 2 4 2 4 4 4 4 0 3
A. veronii 3 3 1 3 3 3 3 1 2
E. coli 0 2 0 2 2 2 2 0 1
Aeromonas sp 22 26 13 25 26 17 25 11 18
M. morganii 3 3 1 3 3 1 3 1 2
P. alcalifaciens 0 1 0 1 1 1 1 0 1
P, rettgeri 1 1 0 1 1 1 1 0 1

3.3.1 P. mirabilis

P mirabilis es una de las especie que presenta ausencia de [-lactamasas codificadas
cromosdémicamente (136,137). Sin embargo, en este estudio se aislé un total de 29 bacterias de
P. mirabilis y los evaluados mostraron una gran relevancia de muestras positivas (figura 13)
para la mayoria de los genes evaluados. Se detectaron muestras positivas en una mayor
prevalencia para: blaNDM (82.8%), blaVIM (96.6%), blaCTX-M1 (100%), blaTEM (100%),
blaMOX (89.7%), blaCTX-M-15 (96.6%) y blaPER-2 (79.3%). Asimismo, se detectaron genes
como: blaOXA-48 (10.3%) y blaCMY (6.9%), pero en una menor prevalencia a comparacion

de los otros genes de resistencia.

96.6%

100.0%
100.0%

Proteus mirabilis

96.6%

82.8%

0.0% 20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0% 120.0%

EmblaPER-2 mblaCMY EblaCTX-M-15 mblaMOX EblaTEM
EblaCTX-M1 ®blaOXA-48 ®blaVIM E BlaNDM

Figura 13. Representacion grafica de las muestras positivas de P. mirabilis
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Los resultados del estudio demuestran una gran prevalencia de genes de resistencia -
lactamicos en los aislados, recayendo la preocupacion global sobre la emergencia de resistencia
a los antimicrobianos, ademas del impacto clinico y comensal que tiene la bacteria (136). La
gran cantidad de muestras positivas para genes de carbapenemasas como lo son: blaNDM y
blaVIM son preocupantes, ya que estos genes confieren resistencia a los carbapenémicos, los
cuales son antibidticos de ultima linea usados para el tratamiento de infecciones graves en
bacterias multirresistentes, la presencia de los genes blaNDM y blaVIM en P. mirabilis se ha
reportado en varios paises. Aunque el gen blaOXA-48 fue uno con menos frecuencia de
positivos en los resultados, estudios previos destacan su presencia y diversidad genética en P
mirabilis, 1o que representa dificultad para su deteccion (138). La dispersion de estos genes en
P. mirabilis representa un gran problema debido a que se encuentran en elementos genéticos
moviles, lo que ayuda la transferencia de estos genes entre bacterias e intensificando el

problema de multirresistencia.

La elevada frecuencia de genes positivos para ESBL (blaCTX-M1, blaTEM y blaCTX-M-15),
es un hallazgo significativo, ya que ESBL son los encargados de la resistencia a penicilinas y
cefalosporinas de amplio espectro, resultando en un problema para las opciones terapéuticas
comunes. Ademas, el gen blaTEM es una de las B-lactamasas ampliamente extendido en el
mundo y es el que le confiere resistencia a P. mirabilis, ya que la deteccion del gen es
frecuentemente detectada, asimismo la deteccion de blaPER-2 también contribuye al perfil de

resistencia bacteria, aunque este gen es menos frecuente que otros tipos de ESBL (136,137).

La muestras positivas para el gen blaCMY son f-lactamasas AmpC plasmidicas, son capaces
de hidrolizar cefamicinas y cefalosporinas de tercera generacion. La emergencia y preocupacion
del gen es debido a que se encuentra presente en plasmidos, resultando en una propagacion mas

amplia ocasionando que se encuentre bacterias positivas en gran variedad (139).

P. mirabilis tiene grandes complicaciones clinicas, ya que al ser un uropatégeno comun.
Ademas de incluir complicaciones en pacientes con catéteres y llegando a causar infecciones
mas severas. La presencia de ESBL y carbapenemasas limita las opciones del tratamiento con
antibioticos, ocasionando fallas terapéuticas, estancias hospitalarias prolongadas, aumento de
costos médicos y en la mortalidad. En Latinoamérica, P. mirabilis se estd volviendo un desafio
por el crecimiento de resistencia a los antibioticos (140). Sin embargo, la realizacion de este
estudio proporciona informacion relevante que disminuida la brecha de informacion que existe

entre infecciones de P. mirabilis en humanos y la prevalencia de P. mirabilis en animales,
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recalcando que existen mas estudios por infecciones en humanos reportado por Ramatla et al.

2024 (138).

3.3.2 Aeromonas

Las bacterias analizadas fueron: Aeromonas spp. (26 aislado, figura 14 ), A. cavieae (1 aislado,
figura 15), A. sobria (4 aislado, figura 16 ) y 4. veronii (3 aislado, figura 17). Las especies de
Aeromonas aisladas de la carne de pollo resultaron en su mayoria positivas para genes de
resistencia a P-lactdmicos representando preocupacion significativa en la salud publica y
seguridad alimentaria. Estas especies bacterianas son propias de ambientes acuaticos, asimismo
la presencia de estos en la carne de pollo podria ser un indicativo de contaminacion y la

deteccion de genes de resistencia aumenta mas el riesgo de la bacteria.
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Figura 14. Representacion grafica de las muestras positivas de Aeromonas spp.
Como se menciond anteriormente los genes que codifican resistencia MBL son: blaNDM,
siendo positivas Aeromonas spp. (84.6%), A. cavieae (100%), A. sobria (50%) y A. veronii
(100%); también se detectaron muestras positivas en su mayoria para el gen blaVIM, teniendo
muestras positivas en: Aeromonas spp. (100%), A. cavieae (100%), A. sobria (100%) y A.
veronii (100%). Sin embargo, la presencia de estos genes ya ha sido reportada en estudios
previos, evaluando la resistencia a los carbapenémicos en aislados de carne de pollo, lo que
podria indicar que los productos avicolas pueden actuar como reservorio para estos genes
presentes en la cadena alimenticia. Ademés los MBL son los méas comunes que produce
Aeromonas y las secuencias de estos genes se encuentran distribuidas en especies como A.

hydrophila y A. veronii. La identificacion de estos genes (blaNDM y blaVIM) en estas bacterias
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concuerdan con la capacidad de estas especies para hospedar y dispersar este tipo de resistencia.
Asimismo se detectd muestras positivas para el gen blaOXA-48, que otorga resistencia a
carbapenémicos, se obtuvieron muestras positivas en Aeromonas spp (50%), A. sobria (50%)y

A. veronii (33.3%) con excepcion de A. cavieae (0%) (141,142).

Asimismo, se detectdé muestras positivas para ESBL como: blaCTX-M1: Aeromonas spp.
(96.2%), A. cavieae (100%), A. sobria (100%)y A. veronii (100%); blaCTX-M-15: Aeromonas
spp. (96.2%), A. cavieae (100%), A. sobria (100%) y A. veronii (100%); blaTEM: Aeromonas
spp. (100%), A. cavieae (100%), A. sobria (100%) y A. veronii (100%)y blaPER-2: Aeromonas
spp. (69.2%), A. cavieae (100%), A. sobria (75%) y A. veronii (66.7%);. Estos genes de ESBL
aislados de la carne de pollo presentan preocupacion en la salud publica por el potencial de
transmision a los humanos mediante el consumo o manipulacion de los alimentos
contaminados. Estudios realizados en China han caracterizado la presencia de ESBL en
Aeromonas spp. aislados en la venta de carne procedentes de mercados, corroboran la dispersion

de estos genes en la cadena alimentaria (143,144).
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Figura 15. Representacion grafica de las muestras de 4. caviae positivas
Las muestras positivas para el blaCMY, aunque en menor proporcidon, son: Aeromonas spp.
(42.6%) y A. veronii (33.3%); y blaMOX: Aeromonas spp. (65.4%), A. cavieae (100%), A.
sobria (100%) y A. veronii (100%). La presencia de estos genes indica que estas bacterias
poseen B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas. Sin embargo, aunque Aeromonas presenta
resistencia a los B-lactadmicos, la produccién de estos se basa en tres B-lactamasas que son

codificados cromosdémicamente, produciendo genes de clase B, C y D (141).
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No obstante, aunque las especies aisladas en menor cantidad (4. caviae, A. sobria 'y A. veronii)
como se observa en los resultados fueron positivas para la mayoria de los genes evaluados
indican que poblaciones menos prevalentes pueden llegar a ser portadores de genes de

resistencia a B-lactamicos.
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Figura 16. Representacion grafica de las muestras positivas de 4. sobria.
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Figura 17. Representacion grafica de las muestras positivas para A. veronii.

3.3.3 E. coli

E. coli (2 aislados, figura 18) es una de las bacterias ampliamente estudiadas. Este estudio se
reportd la presencia de genes de resistencia a -lactdmicos. Se detectaron muestras positivas
para genes que codifican ESBL, como blaCTX-M1 (100%), blaTEM (100%) y blaCTX-M-15

(100%), aunque el hallazgo de estas bacterias fue bajo, la prevalencia de E. coli productoras de
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ESBL en la cadena de produccion avicola es un problema bien documentado a nivel global
(145,146) y en Sudamérica (147,148). Estudios efectuados en Lima han reportado una gran
prevalencia de genes de resistencia a B-lactdmicos en E. coli aislados de la carne de pollo,
sugiriendo que la carne de pollo puede ser una fuente de transmision de E. coli resistente a los
B-lactamicos (146). La dispersion de estos genes en la industria avicola tiene facilidad por el

uso de antibioticos y la falta de una bioseguridad adecuada, resultando en bacterias resistentes.
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Figura 18. Representacion grafica de las muestras positivas de E. coli.
En el andlisis no se detectaron los genes blaNDM y blaOXA-48, por lo contrario se identificd
el blaVIM (100%), es la presencia MBL en la carne de pollo, este es una amenaza global
emergente (146). Aunque el gen blaVIM es menos frecuente que los genes blaNDM y blaOXA -
48 en E. coli de origen avicola, este hallazgo representa una preocupacion debido a la
importancia clinica de los carbapenémicos y la resistencia en la salud publica y animal. También
se detectd la presencia del gen blaMOX (100%), el cual es de tipo AmpC plasmidica y es una
preocupacion creciente a nivel global. Para el caso de blaPER-2 (50%), es del tipo ESBL, se ha
reportado en varios paises de América del Sur, destacando su relevancia epidemioldgica
(145,146). Ademas, la presencia de E. coli de origen avicola en este estudio indica la diversidad
de mecanismos de resistencia que circulan en la cadena alimentaria de Latinoamérica y
contribuyen en la circulacion de bacterias resistentes en la carne de pollo aportando al
crecimiento de resistencia a los antibidticos. La deteccion de esta bacteria multirresistente en la
carne de pollo en los mercados requiere de una vigilancia constante y controles de calidad

adecuados.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

3.3.4 M. morganii

M. morganii (3 aislados, figura 19) dieron positivo en la mayoria de genes de resistencia a [3-
lactdmicos en este estudio. Esta bacteria aunque se encuentra de manera natural en el intestino
de animales y humanos, es reconocida como un patdégeno oportunista que puede desarrollar

diversas infecciones, como bacteriemias, ITU e infecciones en heridas (149).
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Figura 19. Representacion grafica de las muestras positivas para M. morganii.
M. morganii es positiva para genes que codifican carbapenemasas como blaNDM (100%),
blaVIM (100%), ambas pertenecientes a las MBL y blaOXA-48 (33.3%). Estudios realizados
en mercados de Asia reportaron la presencia de genes de MBL en la carne, indicando que los
productos de la carne son reservorios para estos genes (150). La presencia de carbapenemasas
en M. morganii es un problema de crecimiento y preocupacion clinica a nivel mundial (149,151)

y su presencia en la carne de pollo representa un riesgo en salud publica.

La prevalencia de ESBL como: blaCTX-M1 (100%), blaTEM (100%), blaCTX-M-15 (100%)
y blaPER-2 (100%), es un mecanismo habitual en M. morganii tanto en los de origen animal
(152) como en el ambiente clinico (153,154). La presencia de genes como blaCTX-M1 y
blaCTX-M-15 ha incrementado producto del uso de los antibidticos (155).

En estas especies aisladas de M. morganii se detectdo blaCMY (33.3%) y blaMOX (33.3%),
ambas de tipo AmpC plasmidica, aunque M. morganii posee una B-lactamasa cromosémica tipo
AmpC que brinda resistencia natural a penicilinas y amoxicilina de primera generacion, la
presencia de blaMOX y blaCMY sugiere que la bacteria ha adquirido genes de resistencia

adicionales.
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La presencia de M. morganii como una de las portadoras de multiples genes de resistencia a 3-
lactdmicos en la carne de pollo, la manipulacion y el consumo de este facilitan la transparencia
de estas bacterias resistentes a los seres humanos. Asimismo el manejo de la carne en mercados
que tiene practica de higiene distintas aumenta el riesgo de contaminacion cruzada y resulta en

una preocupacion en paises en desarrollo.

3.3.5 P rettgeriy P. alcalifaciens

P rettgeri (1 aislado, figura 20) y P. alcalifaciens (1 aislado, figura 20), son bacterias asociadas
a infecciones nosocomiales, ITU y bacteriemias, la presencia de estas bacterias en la carne de
pollo sugiere una potencial via de transmision (156,157). Estudio reciente de metaanalisis
reporto la presencia de Providencia spp. resistente a antibioticos en animales de granja y en los

productos alimenticios a nivel global, recalcando la importancia de su monitoreo (156).

En este estudio P rettgeri es positivo para genes MBL, como: blaNDM (100%) y blaVIM
(100%), también positivo para ESBL blaCTX-M1 (100%), blaTEM, blaCTX-M-15 (100%) y
blaPER-2 (100%). Ademas de ser positivo para AmpC de tipo plasmidica, blaMOX (100%). La
capacidad de P. reftgeri para tener y esparcir carbapenemasas se encuentra estudiado con
reportes de blaNDM-10 aislados de ambientes clinicos (158) y la deteccion de produccion de
genes de resistencia que codifican para carbapenemasas en aves de corral en China (159). Sin
embargo, esta ausencia de blaOXA-48 y blaCMY en estas bacterias aunque la presencia de

otros genes de resistencia, sugieren una diversidad en los mecanismos de resistencia.

En cuanto a P. alcalifaciens fue positivo para ESBL como: blaCTX-M1, blaTEM, blaCTX-M-
15 y blaPER-2, todos positivos (100%), la presencia del tipo AmpC plasmidico que es blaMOX
(100%) y la presencia de MBL, gen blaVIM (100%). Aunque P. alcalifaciens tiene una
frecuencia de reporte menor en la cadena alimentaria a comparacion de otras especies de
Enterobacteriaceae, la capacidad que tiene para albergar genes de resistencia la puede llegar en
convertir en un patdogeno con interés emergente. La presencia de estos genes en esta especie

podria con llegar a investigacion mas exhaustiva (156,157,160).

Estas bacterias presentan un perfil de multirresistencia presentes en la carne de pollo. P. rettgeri
y P. alcalifaciens pueden actuar como vehiculos para la transferencia de genes de resistencia a
otras bacterias o causar infecciones oportunistas en los consumidores afectando mdas a
consumidores que poseen un sistema inmunocomprometido. Al ser bacterias menos comunes,
su vigilancia también debe ser necesaria para el entendimiento de la resistencia a los

antibioticos.
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Figura 20. Representacion grafica de las muestras positivas para P. rettgeri 'y P.
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Capitulo IV

Conclusiones
PRIMERA:

Se logré recolectar las muestras de carne de pollo eviscerada destinada para el consumo humano
de los tres mercados de Arequipa (Mercado Mayorista Acomare, Mercado Nueva Esperanza y
Mercado San Camilo), con un periodo de recoleccion de muestras semanalmente. Manteniendo

las muestras estables en una hielera.
SEGUNDA:

A partir de las muestras de carne de pollo evisceradas se logré aislar diversas colonias
bacterianas utilizando técnicas de microbiologia y agar base. También se logro utilizar la sangre

de humano lisada como suplemento para el agar y lograr la correcta formulacion del medio.
TERCERA:

Se logro la correcta identificacion bacteriana mediante la técnica de espectrometria de masas
MALDI-TOF MS identificando a las bacterias aisladas de la carne de pollo. Se identificaron
dos familias que predominan, Enterobactericaceae y Aeromonadaceae. Predominando especies
como: Proteus mirabilis (41.4%) y Aeromonas sp (38.6%). Sin embargo, también se
identificaron otras especies, pero en menor proporcion, como: Aeromonas sobria (5.7%),
Aeromonas veronii (4.3%), Escherichia coli (2.9%), Morganella morganii (2.9%), Aeromonas
caviae (1.4%), Providencia alcalifaciens (1.4%) y Providencia rettgeri (1.4%). Estas bacterias
identificadas son de gran relevancia clinica y para la inocuidad alimentaria. La identificacion
mediante MALDI-TOF MS garantiza confiabilidad y rapidez en los resultados, ya que estos

son obtenidos en 48 h.
CUARTA:

Se logrd determinar la presencia de nueve genes de resistencia que codifican para B-lactamasas,
comprendiendo las cuatro clases de Ambler (A, B, C y D), siendo: blaCTX-M1, blaCTX-M15,
blaCMY, blaTEM, blaPER-2, blaNDM, blaMOX, blaVIM y blaOXA-48. La identificacion de
estos genes se logrd a través de la técnica de PCR convencional con primers especificos para la
zona de interés en el ADN bacteriano. Los resultados mostraron la amplia distribucion de estos
genes de resistencia en la carne de pollo eviscerado. Los productos de la PCR mostraron una

mayor cantidad de resultados positivos para ESBL como: blaTEM, blaCTX-M1 y blaCTX-
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M15, los cuales resultaron identificados en bacterias como: Proteus mirabilis, en las especies
de Aeromonas y Escherichia coli; 1o que recae la preocupacion ya que alguna de las bacterias
puede ser reservorio de estos genes. Sin embargo, otra preocupacion importante es el hallazgo
de genes que confieren resistencia a carbapenems, los cuales son considerados antibidticos de
ultima linea, identificando el gen blaOXA-48 en los aislados de P. mirabilis y Aeromonas spp.,
ademads, hay muestras positivas para los genes blaNDM y blaVIM, son MBL, encontrandose
en la mayoria de bacterias aisladas (P. mirabilis, A. caviae, A. sobria, A. veronii y Aeromonas
spp.). Asimismo, la presencia de genes blaMOX y blaCMY, se asocian a resistencia de tipo
AmpC, aunque blaCMY en menor proporcion. Estos hallazgos demuestran la presencia de
bacterias con genes de resistencia hacia los antibioticos B-lactamicos en la carne de pollo

eviscerado, conllevando un problema para la salud ptblica y ecoldgica.
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Capitulo V

Recomendaciones

Primero. Se recomienda continuar con vigilancia epidemioldgica y la resistencia
antimicrobiana en cadenas de produccidon alimentaria, asimismo posibles contaminaciones
cruzadas como el agua o por parte de los colaboradores. ademas estas vigilancia deben tener el

aporte de caracterizaciones moleculares de los genes de resistencia.

Segundo. Para el aislamiento de estas bacterias se usd un agar selectivo. Sin embargo también
se pueden usar agares nutritivos o caldos para el desarrollo bacteriano. El trabajo que se vaya a
realizar debe contar con diferentes tipos de incubadoras como: incubadoras de anaerobiosis y

microaerofilos.

Tercero. Promover la continuacion de estudios en el monitoreo de genes de resistencia a 3-
lactamicos y otros antibidticos en bacterias de origen alimentario. Asimismo ampliar la

busqueda de genes de resistencia estudiados y entender mas los elementos genéticos moviles.
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Anexos.

ANEXO 1. Protocolo para preparacion de Agar Skirrow

Agar: Skirrow (Ox01d®)
Muestra: Carne de pollo eviscerada

Se anadi6 18.5 g de Agar base Campylobacter en 475 mL de agua destilada. Pasado el
tiempo de esterilizacion en autoclave, se suplemento con 25 mL de sangre lisada de

humano, realizando el lisado de la siguiente manera:

1. Se extrajeron en total 25 mL de sangre humana, las cuales fueron puestos en tubos

con EDTA (para evitar la formacion de coagulos).

2. Una vez puesto, se procedio a colocar la sangre en tubos falcon de 15 mL, el cual
contenia agua destilada con un volumen de 3 mL, se espero la accion rapida de la

lisis de la sangre.

3. Una vez que el agar base es sacada del autoclave, se espera que se encuentre a una
temperatura de 50 °C para que se afiada la sangre y el suplemento selectivo (1 vial
de suplemento selectivo de Preston Campylobacter modificado), que sirve para 500

mL de medio.

a. La preparacion de este vial es afiadir 5 mL de agua destilada estéril, esperar

que se disuelva la pastilla y seguidamente verter el contenido en el matraz.

4. Finalmente el agar es vertido a las placas Petri descartables.

Composicion (g/L):
Peptona de caseina 12.0
Peptona animal 5.0
Extracto de carne 3.0
Extracto de levadura 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Almidon 1.0
Suplemento de skirrow 10.0
Inhibidor de skirrow 10.0
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ANEXO 2. Protocolo para la identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS

Para la identificacion de las colonias bacterianas es necesario que las colonias se encuentren

puras y correctamente aisladas y no mayor con un periodo de incubacion de 24 horas.

1. Las placas con las colonias perfectamente aisladas son llevadas al laboratorio de
protedmica donde se realiza la identificacion.

2. Se prepara el area de trabajo. El cual se limpia con alcohol de 70°, se trabajara cerca de
un mechero. Se prepara las asas bacterioldgicas descartables, la matriz MS-CHCA, el
Slide y las muestras.

3. Con un Asa bacteriologica descartable, se extrae una muestra de la colonia, lo necesaria
y se realiza un extendido en los spots del Slide.

4. Posteriormente se afiadira 1 uL de la matriz MS-CHCA (a-Ciano-4-hydroxycinnamic
acid) en el spots y se dejara secar a temperatura ambiente por un tiempo de 5 min.

5. Encel centro del Slide se encuentra spots control. Aqui se uso una cepa Escherichia coli
ATCC 8739, como muestra control.

6. Los Slides son puestos en una placa metalica, con espacio hasta para cuatro slides. En
este paso se debe de tener cuidado como la placa es introducida al equipo.

7. El equipo es programado por la persona encargada de su manejo.

8. Finalmente las muestras y los datos generados seran procesados mediante la plataforma

VITEK® MS Plus/RUO SARAMIS.
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ANEXO 3. Protocolo para la extraccion de ADN bacteriano

Método empleado: Columnas de Silice.
Kit: TIANamp Bacteria DNA Kit (TIANGEN®).
Muestra: Colonias bacterianas.

Nota: Los tampones GD y PW se afiadieron volumen adecuado de etanol, segin lo

indicado en los frascos.

1. Se agrego 1 pL de la bacteria en un tubo Eppendorf con 200 pL de buffer GA,

llevando a un vortex hasta homogenizar.
2. Después se agregd 20 pL de proteinasa K (homogeneizar).

3. Terminado, agregar 220 pL de tampon GB y homogenizar bien por 15 s,

seguidamente dejar incubar a 70 °C por 10 min.

4. Posteriormente agregar 220 pL de etanol (96 — 100%) al tupo Eppendorf y

homogeneizar.

5. Se agrego el contenido total en un tubo de recoleccion en la columna de centrifuga
CB3, llevado a la centrifuga a 12 000 rpm o 13 400 x g por 1 min. Se descarta el

flujo y la columna es colocada en un tubo de recoleccion.

6. Seagrego 500 uL de buffer GD a la columna de centrifugacion CB3 y centrifugar a
12 000 rpm por 1 min. Después se coloco la columna de centrifugacion en un tubo

de recoleccion.

7. Se agrego 600 pL del buffer PW y centrifugar a 12 000 rpm por 1 min. Se descarta

lo centrifugado y repetir este paso.

Para finalizar, la columna CB3 se coloc6 en un tubo nuevo y limpio de recoleccion y se
agreg6 100 pL de tampon TE. Incubada a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se

centrifugo a 12 000 rpm por 3 min.
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ANEXO 4. Identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS

Familia Género y especie Porcentaje de ID
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Providencia rettgeri 77.7%
Enterobacteriaceae Morganella morganii 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%

Aeromonadaceae Aeromonas sobria 82.4%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 96.2%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 85.1%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 77.7%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 78.5%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 93.1%
Enterobacteriaceae Morganella morganii 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 92.6%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 85.7%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 85.6%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 96.2%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas veronii 81.2%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 80.7%
Enterobacteriaceae  Providencia alcalifaciens 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sobria 82.4%
Enterobacteriaceae Escherichia coli 77.7%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 92.4%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sobria 82.4%
Enterobacteriaceae Morganella morganii 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 96.6%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 86.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 92.9%
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Aeromonadaceae Aeromonas sp 96.2%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Escherichia coli 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 99.3%
Aeromonadaceae Aeromonas sobria 82.4%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 93.1%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 86.9%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 99.3%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.8%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 82.1%
Aeromonadaceae Aeromonas veronii 84.1%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 93.1%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 99.3%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae  Aeromonas punctata (caviae) 92.0%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis 99.9%
Aeromonadaceae Aeromonas veronii 81.2%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 78.0%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 92.5%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 88.8%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 81.4%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 85.1%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 83.8%
Aeromonadaceae Aeromonas sp 92.7%
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Anexo 5. Espectros proteicos de algunos identifiacos
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ANEXO 6. Protocolo para el analisis electroforético de genes de resistencia
1. Pesar 6g de agarosa en 300 mL de buffer TAE 1X, para un gel 2%.
. Se mezclo y calentd en el microondas la solucion hasta tener completamente disuelto.
. Afadir 2 pL de GelRed y homogeneizar.

2

3

4. Colocar la solucion en los moldes con los peines.

5. Se dejo seca a temperatura ambiente. Una vez enfriados se retira los peines.
6

. Colocar los geles en la camara de electroforesis con buffer TAER 1X. Los geles se
colocan en el polo negativo a positivo.

~

Las muestras se cargan 10 pL en los pocillos respectivos.

8. Para analizar productos de la PCR, en el décimo pocillo va el marcador de peso
molecular PCRBIO Ladder IV de 100 — 1500 pb (PCRBIOSYSTEMS) con 5 pL.

9. Se coloca la tapa de la camara de electroforesis y se programa las condiciones de corrida
de acuerdo a las muestras analizadas (voltaje y tiempo de corrida).

10. Los geles se visualizan en el transiluminador UV.
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ANEXO 7. Concentracion de ADN bacteriano

Codigo CC (ng/pL) Cddigo CC (ng/pL) Codigo CC (ng/pL)
AEB-001 206.50 AEB-025 164.10 AEB-051 122.70
AEB-002 265.00 AEB-026 252.60 AEB-052 125.30
AEB-003 112.60 AEB-027 150.00 AEB-053 186.80
AEB-004 212.70 AEB-028 215.00 AEB-054 120.40
AEB-005 310.90 AEB-029 164.40 AEB-055 162.50
AEB-006 186.10 AEB-030 265.10 AEB-056 300.50
AEB-007 204.10 AEB-031 305.00 AEB-057 208.00
AEB-008 267.80 AEB-032 191.00 AEB-058 338.40
AEB-009 397.50 AEB-033 187.10 AEB-059 185.50
AEB-010 208.60 AEB-034 202.50 AEB-060 265.80
AEB-011 250.80 AEB-035 306.60 AEB-061 74.40
AEB-012 214.70 AEB-037 300.10 AEB-062 259.60
AEB-013 310.30 AEB-038 276.20 AEB-063 185.40
AEB-014 287.30 AEB-039 325.80 AEB-064 58.50
AEB-015 241.30 AEB-040 273.50 AEB-065 117.20
AEB-016 215.80 AEB-041 317.10 AEB-066 296.30
AEB-017 172.80 AEB-042 369.40 AEB-067 167.20
AEB-018 132.20 AEB-043 168.20 AEB-068 229.30
AEB-019 170.10 AEB-044 183.20 AEB-069 497.80
AEB-020 335.30 AEB-047 341.30 AEB-070 201.20
AEB-021 291.40 AEB-048 84.10 AEB-071 177.50
AEB-022 267.40 AEB-049 114.80 AEB-072 352.50
AEB-023 251.80 AEB-050 123.50 AEB-073 205.80
AEB-024 162.20 - - - -
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ANEXO 8. Valoracion de la pureza del ADN bacteriano

Codigo A260/A280 Codigo A260/A280 Codigo A260/A280
AEB-001 2.03 AEB-025 2.06 AEB-051 2.04
AEB-002 2.06 AEB-026 2.07 AEB-052 2.02
AEB-003 1.97 AEB-027 2.03 AEB-053 2.05
AEB-004 2.07 AEB-028 2.07 AEB-054 1.58
AEB-005 2.06 AEB-029 1.99 AEB-055 1.69
AEB-006 1.96 AEB-030 2.07 AEB-056 1.95
AEB-007 2.06 AEB-031 2.07 AEB-057 1.69
AEB-008 2.08 AEB-032 2.06 AEB-058 1.98
AEB-009 2.05 AEB-033 2.06 AEB-059 1.91
AEB-010 2.07 AEB-034 2.08 AEB-060 2.09
AEB-011 2.07 AEB-035 2.04 AEB-061 1.96
AEB-012 2.03 AEB-037 2.03 AEB-062 1.89
AEB-013 2.07 AEB-038 2.03 AEB-063 1.96
AEB-014 2.06 AEB-039 2.04 AEB-064 1.71
AEB-015 2.03 AEB-040 2.05 AEB-065 1.98
AEB-016 2.06 AEB-041 2.05 AEB-066 2.02
AEB-017 2.03 AEB-042 2.03 AEB-067 1.83
AEB-018 2.00 AEB-043 2.03 AEB-068 1.86
AEB-019 2.06 AEB-044 2.02 AEB-069 2.03
AEB-020 2.06 AEB-047 2.02 AEB-070 1.93
AEB-021 2.07 AEB-048 2.01 AEB-071 1.95
AEB-022 2.02 AEB-049 2.03 AEB-072 2.00
AEB-023 2.08 AEB-050 2.01 AEB-073 1.88
AEB-024 2.00 - - - -
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