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RESUMEN 

La resistencia bacteriana frente a los antibióticos es un importante problema de salud pública, 

que afecta en ámbitos de medicina humana, veterinaria, seguridad alimentaria como ambiental 

en Perú. 

Los objetivos de este trabajo han sido la detección fenotípica y genotípica de cepas Escherichia 

coli productoras de enzimas β-Lactamasas de espectro extendido (βLEE), aisladas en aves de 

abasto en un laboratorio privado ubicado en la ciudad de Lima, Perú. 

Se evaluaron 185 aislamientos de E. coli procedentes de aves de 26 empresas de crianza 

intensiva ubicadas en Perú, a las cuales se realizaron necropsias durante el periodo 

comprendido entre noviembre del 2015 hasta noviembre del 2016. 

Se detectó E. coli productoras de enzimas β-Lactamasas de espectro extendido (βLEE) 

fenotípicamente, de acuerdo al método confirmatorio de sinergia de doble disco según el 

Comité de Antibiograma de la sociedad Francesa de Microbiología (Método de Jarlier), 

mientras la caracterización genotípica se realizó por la amplificación de los genes blaCTX-M-

1, blaTEM y blaSHV en PCR.                           

Los resultados reflejan un total de 185 aislamientos, se halló 38,4% de cepas con presencia de 

enzimas βLEE confirmadas fenotípicamente; asimismo se expresó genes a partir de ADN total 

por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) obteniendo 33,5% entre los genes blaTEM, 

blaSHV y blaCTX-M-1 y el 4,9% de cepas E. coli productoras de βLEE fenotípico, sin gen bla 

determinado.  

En conclusión, la presencia de cepas Escherichia coli productoras de enzimas β-Lactamasas de 

espectro extendido (βLEE), es elevada, siendo el gen tipo blaCTX-M-1 el más frecuente, por 

lo tanto, es necesario que se aumenten las medidas de detección y control de origen de este 

microorganismo productor de estas enzimas, del mismo modo orientar la terapia 

antimicrobiana empírica. 

Palabras claves: β-Lactamasas de espectro extendido, resistencia bacteriana, E. coli 



 

 

ABSTRACT 

Bacterial resistance to antibiotics is an important public health problem that affects human, 

veterinary, food and environmental security in Perú. 

The objectives of this work have been the phenotypic and genotypic detection of Escherichia 

coli strains that produce extended spectrum β-lactamase enzymes (βLEE), isolated in poultry 

in a private laboratory located in the city of Lima, Peru. 

A total of 185 isolates of E. coli from birds of 26 intensive breeding companies located in Peru 

were evaluated, to which necropsies were performed during the period from November 2015 

to November 2016. 

E. coli producing extended-spectrum β-lactamase enzymes (βLEE) were detected according to 

the double disc synergy confirmatory method according to the Antibiogram Committee of the 

French Society of Microbiology (Jarlier Method), while genotypic characterization was 

performed by the amplification of blaCTX-M-1, blaTEM and blaSHV genes in PCR. 

The results reflect a total of 185 isolations, found 38.4% of strains with the presence of ESBL 

confirmed phenotypically; Likewise, genes were expressed from total DNA by polymerase 

chain reaction (PCR) obtaining 33.5% between the blaTEM, blaSHV and blaCTX-M-1 genes 

and 4.9% of E. coli strains producing βLEE phenotypic, no gene bla determined. 

In conclusion, the presence of Escherichia coli strains that produce extended-spectrum β-

lactamase enzymes (βLEE) is high, with the blaCTX-M-1 gene being the most frequent, 

therefore, it is necessary to increase detection and control measures. control of origin of this 

microorganism producing these enzymes, in the same way to guide the empirical antimicrobial 

therapy. 

 

Keywords: Extended-spectrum β-lactamases, bacterial resistance, E. coli 

 



 

 

I. INTRODUCCIÓN 

En el Perú la proteína más consumida de origen animal, es la carne de aves (Contreras S. , 

2016, pág. 7),en el año 2017 se consumió 42 kilos per cápita en promedio, esta cifra continúa 

aumentando año a año. (Vera, 2017)  Por este motivo, se considera de alto riesgo en salud 

pública, la falta de datos actualizados respecto a la evaluación y seguimiento epidemiológico 

de posibles zoonosis. 

La perpetuación de cepas resistentes a antibióticos en estas aves, se considera de alto riesgo, 

puesto que, en Perú, se expenden aditivos nutricionales en el alimento terminado de animales 

de consumo humano, como promotores de crecimiento (Montana, 2017);que con el uso 

indiscriminado se ha elevado la adaptación de los microrganismos con diferentes mecanismos 

de resistencia, entre ellos, en la familia Enterobacteriaceae el principal mecanismo de 

resistencia es la producción de β-lactamasas de espectro extendido (βLEE). 

βLEE son enzimas capaces de conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluyendo 

las de tercera y cuarta generación, pueden ser inhibidas por el ácido clavulánico u otros 

inhibidores de β-lactamasas como tazobactam y sulbactam, son sensibles frente a cefamicinas 

(cefoxitin, cefotetam), y carbapenemicos (imipenem, meropenem, ertapenem); frecuentemente 

asociadas a plásmidos conjugativos, lo cual facilita su diseminación entre distintos 

microorganismos de distintos géneros y grupos, confiriendo perfil de resistencia antibiótica 

múltiple. (Oliver & Cantón , 2004, pág. 1) 

En el 2004 la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) público que el 

descubrimiento de nuevos antibióticos, se ha estancado, y con ello una consecuente crisis de 

salud pública (Sociedad de las Enfermedades Infecciosas de América, 2010) (Freire, Moran, & 

et al, 2004); con este antecedente este tipo de súper bacterias, inmunes a los fármacos 

conocidos, gracias a mutaciones espontaneas, matarán a 10 millones de personas cada año a 



 

 

partir de 2050, más que el cáncer (8,2 millones de fallecimientos) según el gobierno británico. 

(O´Neill, 2014, pág. 5) 

La OMS anunció las 12 familias de bacterias más peligrosas para el ser humano, y clasificada 

como prioridad crítica se encuentra la familia enterobateriaceae resistentes a los 

carbapenemicos y productores de β-lactamasas de espectro extendido (βLEE). (OMS, 2017) 

Además, ¨La posibilidad de que la cadena alimentaria sea un vehículo importante de 

transferencia de genes de resistencia al hombre ha sido planteada por distintos autores¨ (Herrera 

, 2015, pág. 7) y se ha sugerido un origen alimentario a la presencia de cepas de E. coli 

portadoras de βLEE en la microbiota intestinal de humanos. (Marrero-Moreno, y otros, 2017, 

pág. 11) 

También se ha planteado el posible origen animal de cepas multi-resistentes de E. coli 

implicadas en infecciones urinarias en clínica humana. (Torres & Zarazaga, BLEE en animales 

y su importancia en la transmisión a humanos, 2007, pág. 31) 

Por lo tanto, teniendo en cuenta que en Perú, no hay estudios publicados de detección fenotípica 

y genotípica de Escherichia coli productoras de enzimas β-Lactamasas de espectro extendido 

en aves de consumo humano, limita la disponibilidad de datos necesarios para el control de la 

emergencia en mecanismos de resistencia desarrollados por bacterias presentes en estas aves; 

además, el planteamiento de que bacterias productoras de enzimas β-Lactamasas de espectro 

extendido podrían ser fuente de transmisión de estas enzimas al hombre, provee la importancia 

para detectar estas cepas  de E. coli aisladas a partir de cuadros infecciosos ocurridos en 26 

empresas tecnificadas que ingresaron a un laboratorio privado en Villa María del Triunfo entre 

noviembre del 2015 hasta noviembre del 2016, de este modo en estudios futuros, se logre 

iniciar el monitoreo epidemiológico de resistencia antibiótica y poder aislar los casos de 

portadores de cepas multidrogoresistentes 



 

 

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En el Perú, la proteína de origen animal más consumida es la carne de aves y el consumo 

aumenta año a año. (Contreras S. , 2016, pág. 7) 

Este crecimiento favorece a que mayor cantidad de empresas se dediquen a la crianza intensiva 

de estos animales, y según la revista científica y técnica de la universidad de Murcia, España, 

indica que el mayor riesgo de excreción de agentes patógenos, post infección lo presentan aves 

cuyo sistema inmunitario se encuentra comprometido, como en las explotadas intensivamente 

con sistemas de producción forzada. (Contreras , y otros, 2016, pág. 4), obteniendo mayor 

cantidad de aves susceptibles a enfermedades; sin embargo, la OIE y el Farm Animal Welfare 

Council del Reino Unido en 1979 (FAWC, 1979), estableció que los animales de granja deben 

tener libertad de no sufrir dolor, heridas o enfermedades. (Janet Nicol & Davies, 2016, pág. 2), 

(Ley de protección y bienestar animal, 2016) 

Un animal convaleciente debe ser atendido por un médico veterinario a la brevedad posible 

(Ponce del Valle, Vicari , Florencia Faravelli, Glauber, & Winter, 2015, pág. 25) pero, la 

explotación intensiva, sumada a la administración de antibióticos utilizados 

indiscriminadamente y muchas veces en terapias empíricas, ( Cabrera, Gómez, & Zuñiga, 2007, 

pág. 3) sea como promotores de crecimiento o uso terapéutico, reducen considerablemente la 

eficiencia y eficacia de antibióticos muy importantes sobre las bacterias, y más importante, 

actualmente dichas bacterias se han adaptado, volviéndose muy peligrosas gracias a los 

mecanismos de resistencias desarrollados, siendo el aumento de la presencia de enzimas β-

lactamasas de espectro extendido un problema crítico, que desencadenará factores muy 

perjudiciales y en corto tiempo para la salud humana. 



 

 

Actualmente hay muchos datos publicados acerca de la presencia de enzimas βLEE en 

humanos, sin embargo, no existen publicaciones con referencia a microorganismos portadores 

de la misma resistencia antimicrobiana en aves en Perú, por ello es necesario detectar fenotípica 

y genotípicamente βLEE en animales, además cobraría relevancia el estudio de zoonosis, pero 

no será motivo de este estudio. 

 

El presente trabajo será base para estudios futuros, por ejemplo, hallar nuevos métodos de 

neutralización de enzimas β-lactamasas de espectro extendido, estudiar la relación del consumo 

de alimentos con presencia de estas enzimas, plantear mejores controles sanitarios, concientizar 

sobre el uso de antimicrobianos, vigilancia epidemiológica y control de la emergencia. 

 

Determinar, ¿Qué cepas de Escherichia coli aisladas de aves de 26 empresas tecnificadas que 

ingresaron a un laboratorio privado en Villa María del Triunfo entre los años 2015 - 2016 son 

productoras de enzimas β-lactamasas de espectro extendido (βLEE)? y ¿Qué genotipo 

presentan? 

 

 

 

 



 

 

Gráfico 1: Identificación de problemas para la presentación de enzimas β-lactamasas de 

espectro extendido (βLE

 

 



 

 

III. JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 

 

La detección fenotípica y genotípica de la presencia de enzimas βLEE en cepas aisladas de 

animales de consumo humano, específicamente en aves, tomó importancia al ser la proteína de 

procedencia animal más consumida en Perú, de esta manera en futuros estudios, se podrá 

investigar sobre la interacción fenotípica como genética con la especie humana, con el fin de 

evaluar los perjuicios a futuro y realizar vigilancia epidemiológica y control. 

También se identificó cepas E. coli multidrogoresistentes a antibióticos normalmente utilizados 

en la práctica veterinaria como en medicina humana. 

El impacto sobre la salud pública, la importancia del control de densidad poblacional en 

animales de crianza intensiva, control del uso de antimicrobianos y zoonosis, no serían posibles 

sin estudios previos del hallazgo de estas enzimas en bacterias procedentes de animales que 

están en profunda relación y contacto con la humanidad. 

 



 

 

IV. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 Detectar la frecuencia fenotípica y genotípica en cepas de Escherichia coli productoras 

de enzimas β-Lactamasas de espectro extendido (βLEE), aisladas de 26 empresas tecnificadas 

que ingresaron a un laboratorio privado en Villa María del Triunfo entre los años 2015 – 2016. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Detectar fenotípicamente la presencia de enzimas β-Lactamasas espectro extendido 

(βLEE), utilizando el método confirmatorio de sinergia de doble disco según el Comité de 

Antibiograma de la sociedad Francesa de Microbiología (Método de Jarlier). 

 

Expresar genes a partir de ADN total por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando 

cebadores específicos para blaTEM, blaSHV y blaCTX-M-1 

 

 Determinar el perfil de sensibilidad/resistencia a antimicrobianos de uso protocolar 

como familias de β-lactamicos, tetraciclinas, fenicoles, ácido fosfónico, sulfa-potenciadores, 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos, macrolidos y polimixina, de las cepas productoras de β-

Lactamasas espectro extendido (βLEE) aisladas.  



 

 

V. MARCO TEÓRICO 

La importancia de conocer el comportamiento fenotípico y genotípico de un microorganismo 

comprometido en casos clínicos de animales de consumo humano, radica en poder descubrir la 

magnitud del problema de salud pública al que nos enfrentamos, en el hallazgo de diferentes 

mecanismos de resistencia a los antibióticos. 

 

5.1 Bacteria Escherichia coli   

E. coli es un bacilo gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae, fue bautizado en honor al 

descubridor Theodor Escherich en 1958 (Thomas & College, 2015), es móvil y capaz de 

fermentar lactosa y glucosa, anaerobio facultativo; además, es la especie bacteriana 

predominante de la microbiota normal del aparato digestivo de la mayor parte de los animales 

incluyendo al hombre (Sokja, 1965), por tanto, se elimina por las heces al exterior. (Rym Ben 

Sallem, y otros, 2014)  (Comité Científico de la Agencia Española de Seguridad Alimentaria y 

Nutrición (AESAN), 2012, pág. 75). La mayoría de las cepas son comensales, pero algunas 

son patógenas (Thomas & College, 2015, pág. 52) 

5.2. Escherichia coli en aves 

En Aves, Escherichia coli, es una bacteria comensal del intestino, sin embargo, las cepas de 

Escherichia coli Aviar Patogénica (APEC) producen colibacilosis, esta enfermedad suele ser 

considerada secundaria, originada por un estado de inmunosupresión del ave debido a otras 

enfermedades víricas, bacterianas, por parásitos, ambientales o fisiológicas (Nataro & Kaper, 

1998), en cuanto a la epidemiologia, se encuentran mayores casos clínicos de afección 

respiratoria, las lesiones primarias multi orgánicas, como daños en los cilios traqueales, 



 

 

alteración en el sistema respiratorio, etc. Esto facilitaría la entrada, colonización y diseminación 

secundaria de E. coli, que es causa de mortalidad y pérdidas económicas en las granjas avícolas. 

(Blanco, Alonso, Blanco, & Gonzalez, 1991, págs. 163-176).  

Estos hechos son importantes debido a la frecuencia de su presentación y a la consecuente 

disminución de índices productivos y de bienestar animal (Abreu, y otros, 2013, pág. 1092).  

La carne de aves destinadas al consumo humano, durante su sacrificio, puede contaminarse con 

las cepas de E. coli y producir patogenicidad entérica posterior para el consumidor, sin 

embargo, en humanos existen también infecciones extra intestinales asociadas, tales como 

infección del tracto urinario, entre otros. (Meena , y otros, 2015, pág. 251) (Polanco & Loza, 

2013, pág. 211). Se plantea el posible origen animal de cepas multidrogoresistentes de E. coli 

implicadas en infecciones urinarias en clínica humana. (Wang, y otros, 2014) (Torres & 

Zarazaga, BLEE en animales y su importancia en la transmisión a humanos, 2007) 

 

5.3. Respuesta bacteriana frente al antibiótico 

En 1928, Alexander Fleming descubrió la penicilina, con ello  se dio el inicio al descubrimiento 

de nuevas clases de antibióticos (Acuña, 2002), los cuales lamentablemente se utilizaron 

amplia e indiscriminadamente y durante tanto tiempo, que los microorganismos infecciosos 

para los que estaban diseñados, desarrollaron vías de adaptación, utilizando diferentes 

mecanismos de resistencia como defensa, con el fin de evadir la acción destructiva de estas 

sustancias, disminuyendo la eficacia de estos (Patiño, 2003), lo que culmina en una destrucción 

de microrganismos comensales y perpetuación de microorganismos resistentes, por selección 

natural. (Iglesias Leal, 2009, pág. 26); esto incrementa los problemas relacionados con el 

tratamiento de enfermedades infecciosas en la práctica médica, la perpetuación de baterías 

resistentes, hace cada vez más necesario el uso de nuevos antimicrobianos, más costosos y 

tóxicos para el paciente. ( Cabrera, Gómez, & Zuñiga, 2007, pág. 3). 



 

 

5.4. Defensa de Escherichia coli 

Evidenciar los tipos de resistencia en el laboratorio es sumamente importante para evitar la 

falla terapéutica, entre los tipos de resistencia están la resistencia intrínseca o natural, como 

ejemplo en el estudio se encuentra la diferencia de la membrana de bacterias Gram negativas 

como es el caso de E. coli, las cuales producen que algunos antibióticos no encuentren la diana 

adecuada donde ejercer su efecto, movilidad por flagelos, presenta porinas, pared celular, etc. 

(Farré, y otros, 2012, pág. 78) 

Por otro lado, la resistencia extrínseca o adquirida, es la más importante, ya que, al ser 

impredecible, es la causa más importante de falla terapéutica, es de origen genético, producida 

por una mutación en el material genético o adquisición de ADN exógeno, que codifica el 

mecanismo de resistencia entre bacterias y permite el cambio de alguna cualidad que afecta al 

antimicrobiano o a su diana, finalmente dicha cepa será seleccionada de entre todas las 

existentes para perpetuarse; se transfieren estos genes  mediante transformación, transducción 

y/o conjugación, la forma más eficaz y poderosa de propagación de la información genética es 

por intermedio de los plásmidos donde adquiere material genético del exterior (plásmidos R o 

factores R) (Norman, Hestbjerg Hansen, Qunxin , & Johannes Sørensen, 2008), permitiendo 

un posterior fenómeno de selección y “depuración” de la resistencia, ocurre con facilidad 

causando el fracaso terapéutico por resistencia clínica. (Hawkey, 1998). 

En ese sentido, la bacteria puede presentar uno o más mecanismos de resistencia, que pueden 

ser mecanismos genéticos y/o bioquímicos, además, estos mecanismos pueden coexistir 

simultáneamente en la misma bacteria. (Tafur, Torres, & Villegas, 2008, pág. 226) 

De esta manera queda evidenciada la inmensa plasticidad genética de patógenos bacterianos, 

que desencadenan en respuestas específicas, dando lugar a adaptaciones mutacionales o 

adquisición de material genético o alteración de la expresión génica, que produce resistencia a 



 

 

prácticamente todos los antibióticos actualmente disponibles en la práctica clínica. (Tafur, 

Torres, & Villegas, 2008, pág. 226) 

 

Además, el mecanismo bioquímico más utilizado por los bacilos Gram negativos para adquirir 

resistencia a penicilinas y β-lactamicos en general, es la inactivación de las drogas por enzimas 

β-lactamasas, mecanismo involucrado en la presente investigación (Tafur, Torres, & Villegas, 

2008). 

La identificación correcta del microorganismo, en su efecto vislumbrará y evidenciará a partir 

de técnicas fenotípicas y genotípicas los mecanismos de resistencia que presenta, 

especialmente la extrínseca o adquirida pues es la causa más frecuente de falla terapéutica, ya 

que refleja la verdadera alteración genética en la población del microorganismo que produce 

la disminución en la acción del antimicrobiano. 

 

5.5. Inactivación enzimática por β-lactamasas 

Las β-lactamasas (βLAs) son enzimas cuyo substrato son los antibióticos β-lactámicos (AβL), 

los cuales son los más utilizados en la terapéutica frente a infección bacteriana.  

Los bacilos Gram negativos comúnmente adquieren resistencia a penicilinas y β-lactamicos, 

por mecanismos bioquímicos de inactivación de drogas, gracias a enzimas β-Lactamasas, que 

hidrolizan el enlace amida del anillo β-lactámico de todos los antibióticos β-lactámicos, 

perdiendo capacidad de unión de penicilina a las proteínas PBPs, y dando así lugar a 

compuestos sin actividad antibacteriana, constituyen el mecanismo de resistencia más 

difundido entre la población bacteriana 

 Las enzimas β-Lactamasas son clasificadas según la secuencia de aminoácidos, su estructura 

molecular sobre todo su centro activo. Existen cuatro clases de enzimas: A, B, C, y D (B & 

Ambler, 1980). 



 

 

Las enzimas de clase A, C y D poseen serina en su centro activo, que reacciona con el anillo 

β-lactámico, abriéndolo irreversiblemente e inactivando el antibiótico; mientras que las 

enzimas de clase B poseen Zinc en su centro activo (metalo β-Lactamasas), que reacciona con 

el grupo carbonil del enlace amida del β-lactámico, inactivándolo. 

 

Según la clasificación de Bush, también se divide en 4 grupos funcionales (1, 2, 3 y 4) se basa 

en sus características de afinidad por el sustrato y la acción de los inhibidores (Bush, Jacoby, 

& Medeiros, 1995). 

 

5.6. β-lactamasas de espectro extendido (βLEE) 

El principal mecanismo de resistencia de las enterobacterias tal como Escherichia coli, es la 

producción de β-lactamasas de espectro extendido (βLEE), estas son enzimas que 

fenotípicamente se caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, 

hidrolizando  AβL incluyendo las de tercera y cuarta generación; pueden ser inhibidas por el 

ácido clavulánico u otros inhibidores de β-lactamasas como tazobactam y sulbactam, son 

sensibles frente a cefamicinas (cefoxitin, cefotetam), y carbapenemicos (imipenem, 

meropenem, ertapenem) (Oliver & Cantón , 2004). 

Las enzimas β-lactamasas de espectro extendido se encuentran dentro de la clasificación de 

Ambler en la clase A y en la clasificación de Bush en el grupo 2.  

Además, las enzimas derivadas por mutaciones de las β-Lactamasas clásicas, se encuentran 

clasificadas en el grupo 2b, codifican genes bla (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, entre otros), y 

la clase D de la clasificación Ambler y grupo 2d de la clasificación de Bush incluyen enzimas 

βLEE descritas por enzimas tipo OXA; frecuentemente asociadas a plásmidos conjugativos, lo 

cual facilita su diseminación entre distintos microorganismos de distintos géneros y grupos, 

confiriendo perfil de resistencia antibiótica múltiple.  



 

 

Una característica típica de las enzimas βLEE es su capacidad de hidrólisis de antibióticos que 

contienen el grupo oximino, como cefalosporinas de tercera y cuarta generación. (Castro 

Alarcón, Carreón Valle, Moreno Godínez, & Alarcón Romero, 2008, pág. 115) 

En humanos, el principal reservorio de cepas E. coli productoras de enzimas βLEE es el tracto 

digestivo, considerando que ciertos alimentos de origen animal, principalmente aves de corral, 

podrían ser fuente de transmisión de cepas productoras de enzimas βLEE al hombre (Junying, 

y otros, 2012, pág. 3668) 

La European Food Safety Authority (EFSA) 2011, informa que es complicado determinar los 

factores de riesgo para la aparición cepas productoras de enzimas βLEE, por la falta de 

disponibilidad de datos o falta de precisión. (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 

2011) 

5.7. Detección fenotípica confirmatorio para la presencia 

de β-lactamasas espectro extendido (βLEE) 

El análisis fenotípico confirmatorio para la presencia de β-Lactamasas espectro extendido 

(βLEE), se puede utilizar el método de sinergia de doble disco, recomendado por el Comité de 

Antibiograma de la sociedad Francesa de Microbiología (Método de Jarlier 1988). 

La presencia de βLEE se manifiesta por el efecto sinérgico entre el inhibidor de βLEE y los 

discos de AβL, si se presenta la formación de la imagen efecto de huevo, cola de pez o balón 

de futbol americano, se confirma cepa positiva productora de βLEE. 

Para todas las cepas confirmadas productoras de βLEE, la interpretación de la prueba fue 

reportada como resistente para todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam.  

 



 

 

5.8. Detección genotípica de la presencia de β-lactamasas 

espectro extendido (βLEE) 

Estas enzimas son mutantes de los genes que codifican para las β-lactamasas blaTEM-1 y 

blaSHV-1, se encuentran codificadas en plásmidos, por lo que son fácilmente transferibles a 

otras cepas bacterianas. La expresión de genes a partir de ADN total por reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) ( Navarro, Moreno, López, Fragoso, & Sánchez, 2005, pág. 65). 

 



 

 

VI. ANTECEDENTES 

En el Perú, la proteína de origen animal más consumida es la carne de aves, (Contreras S. , 

2016, pág. 7), en el mes de diciembre del año 2016, la producción avícola presentó un 

incremento del 5,6% con respecto a la producción obtenida en diciembre 2015; según el 

Sistema Integrado de Estadística Agraria (SIEA), la producción de ave viva en diciembre de 

2015 alcanzó 155000  toneladas, sin embargo en diciembre de 2016 la producción de ave viva 

aumento alcanzando 163000 toneladas. (Contreras S. , 2016, pág. 9). 

Este crecimiento favorece a que mayor cantidad de empresas se dediquen a la crianza intensiva 

de estos animales, y según la revista científica y técnica de la universidad de Murcia, España, 

indica que el mayor riesgo de excreción de agentes patógenos, post infección lo presentan aves 

cuyo sistema inmunitario se encuentra comprometido, como en las explotadas intensivamente 

con sistemas de producción forzada, aves jóvenes, recién capturadas en la naturaleza. 

(Contreras , y otros, 2016, pág. 4) 

La OIE y el Farm Animal Welfare Council del Reino Unido en 1979 (FAWC, 1979), a fin de 

contemplar las necesidades físicas y de comportamiento de los animales, estableció que los 

animales de granja deben tener: libertad de no padecer hambre ni sed; libertad de no sufrir 

molestias; libertad de no sufrir dolor, heridas o enfermedades; libertad de expresar un 

comportamiento natural; libertad de no padecer miedo ni angustia. (Janet Nicol & Davies, 

2016, pág. 2) 

La importancia de la presencia de los médicos veterinarios en un establecimiento de crianza 

intensiva de animales, se justifica para cubrir las necesidades establecidas sobre salud, “Un 

animal convaleciente debe ser atendido por un médico veterinario a la brevedad, además de 

atender cada patología específica, se debe evaluar la existencia de dolor y, eventualmente, 

paliar el mismo mediante la administración de productos veterinarios y otras técnicas 



 

 

existentes” (Ponce del Valle, Vicari , Florencia Faravelli, Glauber, & Winter, 2015, pág. 25). 

La ausencia de profesionales, conduce al uso indiscriminado de antibióticos y muchas veces 

en terapias empíricas, (Cabrera, Gómez, & Zuñiga, 2007, pág. 3), las consecuencias son el 

desarrollo de resistencia bacteriana frente a los antibióticos y este es un importante problema 

de salud pública, que afecta en ámbitos de medicina humana, veterinaria, seguridad alimentaria 

como ambiental en Perú. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO) y la Organización Mundial de la Salud Animal (OIE) han 

mostrado especial interés en el preocupante problema de salud pública, relacionado con el uso 

indiscriminado de antibacterianos, el surgimiento de cepas bacterianas resistentes a estos y su 

impacto en la salud humana y animal.  ( Acar, y otros, 2004, pág. 5). 

Según la publicación del gobierno británico, estas bacterias, inmunes a los fármacos conocidos, 

gracias a mutaciones espontaneas desarrolladas, matarán a 10 millones de personas cada año a 

partir de 2050, más que el cáncer (8,2 millones de fallecimientos) (O´Neill, 2014). 

La OMS anuncio las 12 familias de bacterias más peligrosas para el ser humano, como 

prioridad crítica se encuentra la familia enterobateriaceae resistentes a los carbapenemicos y 

productores de β-Lactamasas de espectro extendido (βLEE) (Organización Mundial de la 

Salud, 2017). 

Por otra parte, la presente investigación fue realizada en aves de consumo humano, ya que 

distintos autores plantean que la cadena alimentaria puede ser un vehículo importante de 

transferencia de genes de resistencia hacia el ser humano, además se ha sugerido presencia de 

cepas de E. coli portadoras de βLEE de origen alimentario, en la microbiota intestinal de 

humanos (Herrera , 2015, págs. 16, tesis doctoral). En la misma línea, también se ha planteado 

el posible origen animal de cepas multirresistentes de E. coli implicadas en infecciones 

urinarias en clínica humana (Ramchandani, y otros, 2015, pág. 254).  



 

 

La primera publicación sobre detección de βLEE en bacterias de origen animal, fue en el año 

2000, hacía referencia a una cepa de E. coli (EC98/4153-2) portadora de gen blaSHV-12, esta 

cepa fue aislada en 1998, por el servicio de microbiología y parasitología de la Universidad 

Complutense, en su hospital veterinario, ubicado en Madrid España; el paciente era un perro 

con infección recurrente del tracto urinario. Ésta cepa fue presentada a la red de vigilancia 

veterinaria de resistencia antimicrobiana (VAV); sin embargo, fueron amplificados por PCR 

los genes blaSHV y blaTEM, obteniendo como resultado la amplificación por PCR de blaTEM 

negativa, mientras que se obtuvo un amplicón positivo solo para blaSHV, dicho producto de 

PCR blaSHV se purificó. La secuencia de aminoácidos del amplicón SHV correspondió a β-

Lactamasa tipo SHV-12 (Sociedad Americana de Microbiología, 2000, pág. 3483). 

En la universidad de la Rioja y la Red de Vigilancia Veterinaria de Resistencia a 

Antimicrobianos (Universidad Complutense de Madrid), se realizó un muestreo para la 

detección de enzimas βLEE en cepas de E. coli procedentes de muestras fecales de pollos 

“sanos”, recogidas en matadero; se analizó una cepa por muestra (un lote de animales supone 

una muestra). En un primer muestreo, realizado en 2000- 2001, se detectaron cepas de E. coli 

portadoras de blaSHV- 12, blaCTX-M-14, en el 1,6% de los aislados analizados, ellos refieren 

que “el uso de las cefalosporinas de amplio espectro en pollos son muy inusuales, y la 

posibilidad de selección cruzada con otros antimicrobianos utilizado en aves de corral (como 

sulfonamidas y tetraciclinas, entre otros) podría explicar este descubrimiento y debería ser más 

analizado en el futuro” (Briñas L. , y otros, 2003, pág. 2057); en un segundo muestreo de 

monitorización, realizado en 2003, se evidenció un aumento en porcentaje y variedad de cepas 

de E. coli portadoras con presencia de enzimas βLEE (5%) y en su diversidad (blaCTX-M-14, 

blaCTX-M-9,  blaSHV-12),indicaron continuar con la supervisión e investigar su evolución y 

analizar los factores que contribuyen a su selección y difusión. (Briñas L. , y otros, 2005, pág. 

1263) 



 

 

En España. Se realizó un estudio en 6 granjas de la isla Tenerife, obtuvieron 90 muestras de 

exudados rectales en pollos, con un porcentaje de 86,6 para la presencia de enzima βLEE, La 

multirresistencia observada incluye cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos, 

quinolonas y cotrimoxazol. Las mayores resistencias, sin considerar a los β-lactámicos no 

carbapenémicos, aparecen en las quinolonas (ácido nalidixico y ciprofloxacino), seguido del 

trimetropin /sulfametoxazol (cotrimoxazol).. (Abreu, y otros, 2013, pág. 1093).  

En Cataluña un amplio estudio de detección y caracterización de βLEE en cepas de E. coli, 

obtenidas en granjas de pollos, cerdos y conejos, utilizó para el aislamiento placas 

suplementadas con cefotaxima; detectó un mayor número y variedad de enzimas βLEE entre 

las cepas de E. coli de pollos (blaCTX-M-1, blaCTX-M-14, blaCTX-M-9, blaCTX-M-32, 

blaSHV-12, blaSHV-2, blaSHV-5 y blaTEM-52), y un menor número y variedad entre las 

cepas de cerdos (blaCTX-M-1, blaSHV-12 y blaSHV-5) y conejos (blaCTX-M-14 y blaCTX-

M-9). (Blanc, y otros, 2006, pág. 301) 

En Japón se realizó la caracterización de enzimas βLEE presentes en cepas aisladas en heces 

de animales sanos, que son destinados al consumo humano en otros países, se detectó la 

presencia de blaCTX-M-2 y blaCTX-M-14 en pollos, y blaCTX-M-2 en ternera, además, en 

pollos de engorde, sugieren que las transferencias de genes de resistencia se deben 

posiblemente a su entorno específico, los plásmidos que codifican las βLEE de tipo CTX-M 

en E. coli durante la etapa de cría de pollos de engorde. (Kojima, y otros, 2005, pág. 3533) 

En China, un estudio describe por primera vez la aparición de E. coli productora de blaCTX-

M y blaCMY-2 entre granjas en la provincia de Guangdong, Las βLEE de tipo blaCTX-M 

fueron las más comunes, como blaCTX-M-3, blaCTXM-13, blaCTX-M-14, blaCTX-M-24 y 

blaCTX-M-27, el grupo CTX-M-9 fue el predominante se han detectado en aves y cerdos. 

Además, el problema de resistencia para uso común los agentes antimicrobianos son muy serios 



 

 

en estas granjas, el 98% de los aislados de E. coli fueron resistentes a tetraciclina, 79% para 

ampicilina y 79% para ciprofloxacina (Hua Liu, y otros, 2007, pág. 577) 

En Dinamarca, se halló la primera cepa de E. coli con presencia de gen blaTEM-52, el amplicón 

de 957 pb, y por la secuenciación se identificó como blaTEM-52, hallada en carne de ternera 

vendida destinada a consumo humano, indican que blaTEM-52 se ha encontrado en alta 

prevalencia entre E. coli de pacientes en hospitales canadienses, además la resistencia a las 

cefalosporinas se transfirió por conjugación, lo que indica que blaTEM-52 estaba ubicado en 

un elemento de ADN móvil. (Bogo Jensen, Hasman, Agersø, Dorthe Emborg, & Aarestrup, 

2006, pág. 793) 

La resistencia a múltiples fármacos, se asocia a plásmidos contenidos en las bacterias, y 

potencial de virulencia entre Escherichia coli patogénica, que pueden servir como reservorios 

de plásmidos de resistencia para E. coli extraintestinales patógena y comensales, estos 

plásmidos se encuentran con frecuencia en cepas E. coli procedentes de aves de corral 

(Johnson, y otros, 2012, pág. 44). 

En Países Bajos, realizaron un estudio para comparar las cepas de E. coli con presencia de 

enzimas βLEE en humanos que expenden la carne (n= 43), hemocultivos humanos (n=15), con 

las existentes en carne de pollo vendida al por menor (n=87). Encontraron que la transferencia 

de elementos genéticos móviles, como la transferencia directa de cepas de la carne de pollo 

probablemente contribuyan a la aparición de E. coli βLEE en las infecciones humanas, por las 

similitudes genéticas significativas entre aislamientos, de carne de pollo y humanos según 

elementos de resistencia móvil, genes de virulencia y estructura genómica. (Kluytmans, y otros, 

2013, pág. 484) 

En Holanda se realizó un estudio de prevalencia de E. coli con presencia de enzimas β-

lactamasas (βLEE) y AmpC en las granjas de pollos de engorde y en los agricultores 

holandeses, se comparó las cepas de los animales con las humanas. Los resultados de 



 

 

positividad en los pollos del 80% y el 33,3% (6/18) en granjeros; además los genes blaCTX-

M-1, blaCMY-2 y /o blaSHV-12, también estaban presentes en las muestras de sus animales; 

también 5 aislamientos presentaron genes localizados en familias de plásmidos idénticos, y en 

aislamientos de dos agricultores los genes se llevaron a subtipos de plásmidos idénticos como 

en los aislados de sus animales, por lo tanto se, muestra el riesgo salud humana, y la 

investigación futura debería centrarse en la identificación de la cadena de producción de pollos 

con presencia de los genes, para hacer intervenciones preventivas cuyo resultado sea la 

reducción de estas cepas. (Dierikx, y otros, 2013, pág. 60) 

Estudios realizados en Perú, se muestra por ejemplo la diseminación de las enzimas β-

lactamasas de espectro extendido (βLEE) tipo CTX-M en Escherichia coli aisladas de niños 

sanos menores de cuatro años. (Pallecchi, y otros, 2007) 

Esta investigación tiene relevancia, ya que en Perú no hay estudios de detección fenotípica y 

genotípica de Escherichia coli productoras de β-Lactamasas de espectro extendido en aves de 

consumo humano, por lo que el control de la emergencia de mecanismos de resistencias 

producidos en cepas aisladas en estas aves es limitado. 

Anexo 1: βLEE descritas en cepas de Escherichia coli de origen animal ( Torres & Zarazaga, 

BLEE en animales y su importancia en la transmisión a humanos, 2007, pág. 31) 

 

 

 

 



 

 

VII. HIPÓTESIS 

 

Existen cepas de Escherichia coli productoras de β-Lactamasas de espectro extendido en aves 

de consumo humano en Perú  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

VIII.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1. Lugar de ejecución 

El Laboratorio Bioservice SRL ubicado en el Departamento de Lima, distrito de Villa María 

del Triunfo realiza el análisis de muestras de animales procedentes de distintas empresas de 

crianza intensiva con propósito alimentario ubicadas en todo el Perú.  La investigación se 

centró en analizar cepas aisladas de aves de consumo humano procedentes de 26 empresas 

ubicadas en 5 departamentos del país entre noviembre del 2015 y noviembre del 2016. 

 

8.2. Diseño de estudio  

En la presente investigación se desarrolló un método de estudio retrospectivo, transversal 

diseño descriptivo. 

 

               8.3. Operacionalización de variables 

visualizar el Anexo 2. 

 

       8.4. Muestreo: Población de estudio, selección y tamaño de muestra, tipo 

de muestreo unidad de análisis. 

Se consideró n=185 aislamientos de todas las cepas de Escherichia coli aisladas en necropsias 

de órganos de pollos y gallinas procedentes de 26 empresas ubicadas en los departamentos 



 

 

Trujillo, Lima, Ica, Arequipa, Ucayali, cuyas muestras fueron analizadas en el Laboratorio de 

Microbiología de la empresa Bioservice S.R.L entre noviembre del 2015 y noviembre del 2016. 

Población: cepas de Escherichia coli aisladas en necropsias de órganos de pollos y gallinas que 

cumplieron con los criterios de selección (inclusión y exclusión) para el estudio. 

 

Muestra: En el presente estudio no se calculó una muestra; por lo que se consideró a todas 

cepas de Escherichia coli aisladas en necropsias de órganos de pollos y gallinas de las 

retrospectivas entre noviembre del 2015 y noviembre del 2016, que cumplan con los criterios 

de selección propuestas en este protocolo. 

8.5. Criterios de inclusión y exclusión 

Para participar en el estudio las empresas cumplieron con los criterios de selección 

Criterios de inclusión 

De las aves: Se incluyeron todas las aves ingresadas entre noviembre del 2015 y noviembre 

del 2016 que reunieron los siguientes criterios: 

− Especie gallinas o pollos. 

− Necropsia realizada en el laboratorio de microbiología de Bioservice SRL 

− Edad indiferente.  

− Estado de salud, sanos o enfermos. 

− Raza indiferente. 

− Registrada en empresas tecnificadas o semi-tecnificadas del Perú. 

− Género hembra o macho. 

− Crianza intensiva 

− Ave con ficha de recolección de datos disponible. 

− Que recibió o no Promotores nutricionales u otros aditivos. 



 

 

Criterios de exclusión 

No participaron en el estudio aquellas empresas que cumplieron con las siguientes 

características: 

− Órganos de aves con cultivos negativos para E. coli y/o cepas muertas. 

− Muestras de órganos referidas y/o necropsias realizadas fuera del Laboratorio 

Bioservice SRL. 

− Aves con ficha de recolección de datos incompletos. 

− Aves referidas fuera de las fechas entre noviembre del 2015 y noviembre del 2016 

8.6. Procedimiento para la recolección de los datos 

Llenado manual de fichas de recolección con datos de las empresas (Fotografía 1) 

              8.7 Metodología  

Materiales:  

− Material biológico: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, cepas viables de E. 

coli provenientes de aves de consumo humano. 

− Reactivos y químicos: Discos de antibióticos: cefalotina (KF) (30 µg), cefuroxima (CXM) (30 

µg), ceftriaxona (CRO) (30 µg), cefotaxima (CTX) (30 µg), aztreonam (ATM) (30 µg); disco 

del inhibidor amoxicilina- ácido clavulanico (AMC) (20/10 ug), tubos con 4ml de suero 

fisiológico estéril, placas con agar MacCONKEY de 4 mm de grosor, placas con agar Muller- 

Hinton (MH) de 4 mm de grosor, estándar 0.5 de turbidez de McFarland, kit de extracción de 

ADN, master mix, enzimas, forward, reverse. 

− Instrumentos: Pinzas, pipetas de un solo canal, mechero bunsen, gradillas, asa bacteriológica 

en punta (bioquímica), asa bacteriológica de siembra, beaker, probetas, tubos de ensayo, 

Matraz Erlenmeyer, placas de Petri, portaobjetos, agitador, espátula, escobillones, guía de 

carga de muestras, placas de vidrio con espaciadores integrados (Electroforesis), 



 

 

− Equipos: Cabina de seguridad biológica, estufa incubadora de 37ºC, congelador, termociclador, 

transiluminador, centrifuga, baño maría, equipo electroforético, autoclave, balanza, aire 

acondicionado 

− Material desechable: Puntas de pipeta estériles, tubos de micro centrifuga, hisopos estériles, 

placas PCR, films, papel de aluminio, guantes, scrub y mandil, cofia, cubre boca rígida, cubre 

Calzado. 

Para mayor detalle, observar fotografías desde la 3 hasta la 8. 

 

8.7.1. Aislamiento microbiológico de Escherichia coli 

En las fechas cuando las aves destinadas al consumo humano, fueron remitidas para su análisis 

y sometidas a necropsias entre noviembre del 2015 y noviembre del 2016, se realizó el 

aislamiento de E. coli obteniendo asépticamente 185 hisopados de diferentes órganos en las 

necropsias, se incluyeron los órganos de cerebelo (CE), cornete nasal (CN), seno infraorbitario 

(SI), tráquea (T), sacos aéreos (SA), pulmón (P), bazo (B), Hígado (H), intestino delgado (ID), 

intestino grueso (IG), ciego (C), mesenterio (M), Cavidad abdominal (C. Abd), cavidad 

celomica (C. Cel), saco vitelino (SV), los cuales se sembraron en agar MacConkey (Merck 

KGaA), se incubaron a 37°C por 24 a 48 horas, bajo condiciones aeróbicas. 

La identificación fenotípica y confirmación se realizó mediante la morfología de las colonias, 

características de crecimiento, tinción Gram y pruebas bioquímicas convencionales: TSI 

(Oxoid®, UK), LIA (Oxoid®, UK), SIM (Oxoid®, UK), indol (Oxoid®, UK) y citrato 

(Oxoid®, UK); cada cultivo positivo de la especie Escherichia coli fue conservado en el 

cepario del Laboratorio hasta su uso. 



 

 

8.7.2. Viabilidad de cepas y recolección de datos 

Las cepas confirmadas de E. coli y almacenadas en el área de Cepario del laboratorio Bioservise 

SRL se replicaron en Agar MacConckey (Merck KGaA) entre 20 de enero y 05 de marzo del 

2017, determinándose la viabilidad, mediante la presencia o ausencia de crecimiento en el agar, 

se incubó a 37°C por 24 horas. 

Se realizó el llenado de la base de datos con la información de la empresa de donde proviene 

cada aislamiento viable, que forma parte de la investigación, se obtuvo información de cada 

cepa en los años que se remitieron, sobre resistencia bacteriana obtenida frente a antibióticos 

para las pruebas de rutina en los laboratorios de microbiología veterinaria según la NCCLS 

(grupo A, B y C aprobados por la FDA para su uso en enfermedades de especie animal), todos 

los aislamientos viables están almacenados en crioviales graduados y rotulados, a -5 ºC en 

caldo cerebro corazón con glicerol al 20%. 

8.7.3. Detección fenotípica confirmatoria de enzimas β-

lactamasas de espectro expendido (βLEE) 

La detección fenotípica confirmatoria de enzimas βLEE se realizó por el método de sinergia 

de doble disco según el comité de antibiograma de la Sociedad Francesa de Microbiología 

(Jarlier); a partir de colonias aisladas, replicadas en una placa de cultivo de agar MacCONKEY 

(Merck KGaA) y quienes fueron incubadas 24horas a 37ºC en la estufa comprobando su 

viabilidad. 

Se rotularon e inocularon placas de Mueller Hinton (Merck KGaA), posteriormente con un 

hisopo estéril que contuvo la suspensión bacteriana de cada muestra, a una turbidez del tubo 

con suero fisiológico equivalente al N.º 0,5 de la escala de Mc Farland (aproximadamente 1 a 

2 x UFC/ml de E.coli ATCC 25922), el hisopo se sumergió por 15 minutos previo a la 

inoculación y posteriormente se dejó secar el inoculo en la placa por 5 minutos a temperatura 

ambiente. 



 

 

Se situaron los discos de antibiótico, colocando un disco del inhibidor Amoxicilina-ácido 

clavulanico (AMC) (20/10 µg) en el centro de la placa Petri con agar Mueller Hinton inoculado, 

y alrededor, a 20 mm de distancia de centro a centro entre los discos, se colocó cefalotina (KF) 

(30 µg), cefuroxima (CXM) (30 µg), ceftriaxona (CRO) (30 µg), cefotaxima (CTX) (30 µg), 

aztreonam (ATM) (30 µg).  (Padilla Chumacero , 2011) 

Finalmente se incubaron las placas en posición invertida a 37°C durante 24 horas en aerobiosis. 

Se realizó un ensayo piloto con las cepas ATCC E. coli ATCC 25922, negativa para la 

expresión de enzimas β-lactamasas de espectro expendido (βLEE), del mismo modo con la 

cepa K. pneumoniae ATCC 700603 positiva para la expresión de enzimas β-lactamasas de 

espectro expendido (βLEE); luego de estandarizar el procedimiento se realizó el mismo método 

para las 185 cepas de E. coli aisladas en necropsias. 

Todo material utilizado se esterilizó y posteriormente se desechó. 

 

8.7.4. Caracterización de genes que codifican β-lactamasas 

Se extrajo ADN de cada aislado bacteriano usando el kit de extracción de ADN: GF-1 Tissue 

DNA extraction (Vivantis) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Se amplifico por PCR utilizando cebadores blaTEM, blaSHV y blaCTX-M-1, los primers 

seleccionados fueron obtenidos a partir de fuentes comerciales (Macrogen), Los masters mix 

para cada uno de los genes se prepararon, la mezcla se detalla en la tabla 1. 

La PCR se realizó en un termociclador Labcycler - SensoQuest GmbH; la mezcla de reacción 

se ajustó a un volumen final de 20μl (18 μl de master mix y 2 μl de ADN). Se incluyó un control 

positivo, negativo y blanco por cada reacción.  

Los amplicones de PCR se visualizaron por electroforesis a 120V durante 35 minutos, en gel 

de agarosa 1,0% en buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) (Thermo Scientific®, USA), 



 

 

utilizando la tinción Fluorescent dye reagent (geneON), finalmente se visualizaron los geles 

con un trans iluminador de Luz UV. 

Tabla 1. Composición del master mix para cada uno de los genes (1 RX) 

 

 

 

 

Concentración 

Stock 

(Thermo 

Scientific) 

ENZIMAS 

GENES blaCTX-M blaSHV blaTEM 

Buffer [10X] 2 µl 2 µl 2 µl 

dNTP´s [10mM] 0,4 µl 0,4 µl 0,5 µl 

Forward [10µM] 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 

Reverse [10µM] 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 

MgCl2 [25mM] 1,6 µl 1,6 µl 1,2 µl 

Maximo HS Taq 

Polymerase 5U/Ul 

0,2 µl 0,8 µl 0,8 µl 

Agua de PCR 13,0 µl 12,4 µl 12,7 µl 

 

 

 

 

Hot Start 

MASTER MIX HS 

GENES blaCTX-M blaSHV blaTEM 

Master mix 10,0 µl 10,0 µl 10,0 µl 

Forward [10µM] 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 

Reverse [10µM] 0,4 µl 0,4 µl 0,4 µl 

Agua de PCR 7,2 µl 7,2 µl 7,2 µl 

Fuente: (Galván, Agapito , Bravo, Lagos, & Tamariz, 2016, pág. 25)  

 

 

Tabla 2. Cebadores y condiciones de PCR método convencional 

Adaptado de (Castro Alarcón, Carreón Valle, Moreno Godínez, & Alarcón Romero, 2008, pág. 

116) 

 

Gen Primers: Forward, Reverse 

Secuencia (5→3) 

Tamaño del 

fragmento 

(pb) 

Condiciones de PCR 

blaTEM 5´TTGGGTGCACGAGTGGGTTA 3´ 

5´TAATTGTTGCCGGGAAGCTA 3´ 

503 2min a 94ºC, 35 (30s a 

95°C, 30s a 58ºC,1min a 

72ºC), 1min a 72°C 

bla SHV 5´ATGCGTTATATTCGCCTGTG 3´ 

5´GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG 3´ 

861 2min a 94°C, 35(30 s a 

94ºC, 30 s a 55ºC, 1min a 

72ºC), 3min a 72°C 

blaCTX-M-1 5´TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 3´ 

5´CGATATCGTTGGTGGTGCCAT 3´ 

544 5min a 94°C, 35(2min a 

94ºC, 1min a 54ºC, 1min a 

72ºC), 5min a 72°C 



 

 

IX. Aspecto ético 

Anexo 3: Documento de consentimiento informado para participar en el estudio de detección 

Escherichia coli productoras de β-Lactamasas de espectro extendido aisladas de aves de abasto 

en Perú  

Anexo 4: Carta de presentación de la Universidad Ricardo Palma  

Anexo 5: Carta de respuesta del laboratorio Bioservice SRL emitida por el Gerente General 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

X.  RESULTADOS 

A través del presente estudio se obtuvieron 185 cepas de Escherichia coli viables, aisladas en 

necropsias de órganos de pollos y gallinas procedentes de 26 empresas ubicadas en 5 

departamentos del país Trujillo, Lima, Ica, Arequipa, Ucayali, dichas muestras fueron 

analizadas en el Laboratorio de Microbiología de la empresa Bioservice S.R.L entre noviembre 

del 2015 y noviembre del 2016. En la tabla 3 se puede observar las 26 empresas enumeradas 

manteniendo la confidencialidad de cada una, además, algunas empresas presentan sucursales 

en varios departamentos. 

 

 

Tabla 3. Ubicación por departamento de las 26 empresas con sus respectivas sucursales. 

 

Departamentos Lima Ica Arequipa La Libertad Ucayali 
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26 
    

Total 22 4 8 11 1 

 



 

 

Adicionalmente en el grafico 1 se puede observar la cantidad aislamientos de E. coli de acuerdo 

a la procedencia de cada empresa incluyendo sus respectivas sucursales ubicadas en los 

distintos departamentos entre noviembre del 2015 hasta noviembre del 2016 que ingresaron las 

aves. 

 

 

En la tabla 4 y grafico 2 se refleja el resultado del antibiograma, del total de los antibióticos 

empleados para el análisis protocolar de cepas que ingresaron al laboratorio, la resistencia 

observada es mencionada en orden de mayor a menor según la cantidad de cepas resistentes, 

del total de cepas viables utilizadas en el estudio. 

Se observó resistencia a la familia de β-lactamicos (representado por amoxicilina con ácido 

clavulánico), seguido por tetraciclinas (oxitetraciclina), sulfa-potenciadores (sulfametoxazol y 

trimetoprim), fosfonatos (fosfomicina), fenicoles (florfenicol), fluorquinolonas (siendo la más 

representativa enrofloxacina), polimixina (colistina), cefalosporinas (cefalotina) y por ultimo 

macrólidos (tilmicosina).   

 

Tabla 4. Antibiograma del total de las cepas de E.coli viables ingresadas al laboratorio entre 

2015 y 2016. 

 

 
 

Categoría B-Lact Tetrac Cefal Fenicol Ac. 

Fofon 

Sulfa-

Poten 

Fluoro Aminog Polimix Macrol 

S 18 9 4 63 68 23 34 0 137 1 

I 4 12 0 16 8 3 10 1 27 0 

R 162 160 10 105 108 158 101 0 10 3 

S/A 1 4 171 1 1 1 40 184 11 181 

Total 185 185 185 185 185 185 185 185 185 185 
 

S: sensible, I: intermedio, R: resistente, S/A: sin analizar. 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 5. Antibiograma del total de las cepas de E.coli  ingresadas al laboratorio entre 2015 y 

2016. 

 

 

De acuerdo a los objetivos de la investigación, del total de las cepas viables analizadas, se detectó 

el 38,4% (71/185) de cepas de Escherichia coli productores de enzimas βLEE fenotípicamente 

confirmadas, 114 muestras no presentaron resistencia fenotípica, se reportó también el 33,5% 

(62/185) confirmado genotípicamente y 123 aislamientos no amplificaron los genes en evaluación, 

mayor detalle en tabla 6. 

 

Tabla 6. Detección Fenotípica y genotípica de producción de enzimas βLEE en el total de las 

cepas viables de Escherichia coli 

 

Enzimas βLEE Fenotípico (%) Genotípico (%) 

Si 71 38.4 62 33.5 

No 114 61.6 123 66.5 

Total 185 100.0 185 100.0 

 

 

En el análisis fenotípico confirmatorio realizado para detectar la presencia de enzimas β-

Lactamasas espectro extendido (βLEE) en las E. coli viables, se empleó el método de sinergia 

Adicionalmente, la tabla 5 muestra el antibiograma realizado en combinación de antibióticos, 

se observó resistencia a la fosfomicina con trimetoprim, luego la combinación de amoxicilina 

con enrofloxacina, seguido por la ciprofloxacina con doxiciclina, ciprofloxacina con 

amoxicilina, norfloxacina con amoxicilina y en último lugar levofloxacina con colistina.  

 

Categoría  Lev+ 

Col 

Cip+ 

Amox 

Norf+ 

Amox 

Cip+ 

Dox 

Fosf+ 

Trim 

Enro+ 

Amox 

Linc+ 

Espec 

S 78 41 53 34 27 21 0 

I 48 29 20 33 5 14 1 

R 48 104 99 105 142 137 0 

S/A 11 11 13 13 11 13 184 

Total 185 185 185 185 185 185 185 



 

 

de doble disco según el Comité de Antibiograma de la sociedad Francesa de Microbiología, la 

cual se manifestó por el efecto sinérgico entre el inhibidor y los discos, si se presentó la 

formación de la imagen efecto de huevo, cola de pez o balón de futbol americano, se confirma 

cepa positiva productora de enzimas βLEE, para mayor detalle observar fotografía 2. 

Para todas las cepas confirmadas productoras de enzimas βLEE, la interpretación de la prueba 

fue reportada como resistente para todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba fenotípica confirmatoria,  el 38,4% (71/185) 

del total de las cepas aisladas son portadoras de enzimas βLEE, además, a continuación se 

muestra que en las 71 cepas portadoras de enzimas βLEE se observó la formación la imagen 

efecto de huevo, se observó la imagen en la familia de cefalosporinas: Cefalotina (Kf) 10,8% 

(20/185), Cefuroxima (CXM) 18,9% (35/185), Cefoxitina (FOX) 0,5% (1/185), Ceftriaxona 

(CRO) 32,4% (60/185), Cefotaxima (CTX) 15,7% (29/185), Ceftazidima (CAZ) 1,6% (3/185), 

Ceftizoxima (ZOX) 2,7% (5/185) y familia monobactam: Aztreonam (AZT) 17,3% (32/185). 

Mayor detalle en la tabla 7 y fotografía 2. 

 

Tabla 7. Formación de la imagen que confirma fenotípicamente la presencia de enzimas 

βLEE en los aislamientos. 

Familia Antibiótico Si (%) No (%) Total 

Cefal 1º KF 20 (10,8) 165 (89.2) 185 (100,0) 

Cefal 2º CXM 35 (18,9) 150 (81,1) 185 (100,0) 

FOX 1 (0,5) 184 (99,5) 185 (100,0) 

Cefal 3º CRO 60 (34,4) 125 (67,6) 185 (100,0) 

CTX 29 (15,7) 156 (84,3) 185 (100,0) 

CAZ 3 (1,6) 182 (98,4) 185 (100,0) 

ZOX 5 (2,7) 180 (97,3) 185 (100,0) 

Monobac ATM 32 (17,3) 153 (82,7) 185 (100,0) 

KF: Cefalotina. CXM: Cefuroxima. FOX: Cefoxitina. CRO: Ceftriaxona, CTX: Cefotaxima. 

CAZ: Ceftazidima. ZOX: Ceftizoxima. ATM: Aztreonam. 

 



 

 

En relación a los órganos de necropsia analizados en los que se encontró las 71 cepas de E. coli 

que producen enzimas β-Lactamasas espectro extendido (βLEE) según el método fenotípico 

confirmatorio, se observó mayor cantidad de cepas productoras en pulmón 18,3%, seno 

infraorbitario 15,5%, tráquea 12,7%, saco vitelino 11,3%, hígado y cornete nasal 9,9% cada 

cual, saco aéreo 7%, intestino delgado 5,6%, intestino grueso 4,2%, mesenterio, cerebelo, ciego 

y cavidad abdominal 1,4% cada cual, en bazo y cavidad celomica 0%, observado a mayor 

detalle en la tabla 8 y gráfico 3. 

 

Tabla 8.  Frecuencia de órganos de necropsia que presentaron enzimas β-Lactamasas 

espectro extendido (βLEE) según el método fenotípico confirmatorio. 

Órganos Muestras positivas  Frecuencia (%) 

Pulmón 13 18.3 

Seno Infraorbitario 11 15.5 

Tráquea 9 12.7 

Saco Vitelino 8 11.3 

Cornete 7 9.9 

Hígado 7 9.9 

Saco Aéreo 5 7.0 

I. Delgado 4 5.6 

I. Grueso 3 4.2 

Cav. Abdominal 1 1.4 

Ciego 1 1.4 

Mesenterio 1 1.4 

Cerebelo 1 1.4 

Bazo 0 0.0 

Cav. Celomica 0 0.0 

Total 71 100.0 

 

Además, la cantidad de cepas productoras de enzimas β-Lactamasas espectro extendido (βLEE) 

según el método fenotípico confirmatorio descrita por departamentos de procedencia, se 

observó cepas provenientes de empresas ubicadas en el departamento de Lima con mayor 

continuidad 63,4% (45/71), seguido por empresas de Arequipa y Trujillo con el mismo valor 

porcentual de 16,9% (12/71), por ultimo Ica y Ucayali con 1,4% (1/71) cada departamento. 

Para mayor detalle observar la tabla 8 y gráfico 4.  



 

 

Tabla 9. Presencia de cepas productoras de enzimas βLEE confirmadas fenotípicamente, 

según el departamento de procedencia. 

Departamentos Muestras positivas % 

Lima 45 63.4 

Trujillo 12 16.9 

Arequipa 12 16.9 

Ica 1 1.4 

Ucayali 1 1.4 

Total 71 100.0 

 

De acuerdo a la detección genotípica con la amplificación de genes por PCR, se reportó el 

33,5% (62/185) confirmado genotípicamente del total de las muestras viables que fueron 

analizadas mejor detallado en tabla 5. 

Además, en la expresión de cada gen analizado se encontró, el gen blaCTX-M-1 en 90,3% 

(56/62) de positividad, el gen blaSHV en 8,1% (5/62), sin embargo, el gen blaTEM no se logró 

expresar 0% (0/62). 

Adicionalmente, se encontró en 1,6% (1/62) de los aislamientos, la coexistencia de los genes 

blaCTX-M-1 y blaSHV en la misma cepa analizada, mayor detalle en la tabla 9 y en resultados 

de PCR. 

 

Tabla 10. Aislamiento de E. coli que expresó algún gen bla por PCR 

Genes N % 

bla CTX-M-1 56 90,3 

bla SHV 5 8,1 

bla TEM 0 0,0 

bla CTX-M-1 y SHV 1 1,6 

Total 62 100,0 

N: cantidad de cepas de E. coli que expreso algún gen. 

 

 

 

Como dato adicional, se encontró que las cepas E. coli productoras de enzimas βLEE 

fenotípicamente 38.4% (71/185), también fueron las que expresaron los genes mencionados en 

la tabla 9, con la excepción de 4,9% (9/71) que estaban confirmadas por el método fenotípico, 



 

 

pero no amplificaron los genes bla en evaluación. Mayor detalle en la tabla 10. También se 

pueden observar los genes bla obtenidos de los aislamientos productores de βLEE según el 

método fenotípico confirmatorio, por cada empresa y sucursales procedente de los distintos 

departamentos en el grafico 5. 

 

 

Tabla 11. Presencia de resistencia fenotípica y genotípica en las cepas de E. coli 

  Fenotipo 

Presencia (%) Ausencia  

Genotipo Determinado (%) 62 (33,5) 0 (0,0) 

Indeterminado (%) 9 (4,9) 114 (61,6) 

Total 71 (38.4) 114 (61,6) 185(100,0) 

 

Además, en el gráfico Nº6 se observa la presencia genes bla amplificados de los aislamientos 

productores de enzimas βLEE por cada órgano analizado, siendo Pulmón el órgano más 

representativo para el gen blaCTX-M-1 con 23,2% (13/56), los órganos como hígado, intestino 

delgado, saco aéreo, saco vitelino y tráquea presentan el gen blaSHV con 20% (1/5), no se 

obtuvo la amplificación del gen blaTEM 0% (0/71); además 100% (1/1) de los aislamientos 

presento coexistencia de los genes blaCTX-M-1 y blaSHV de una cepa aislada de ciego. De 

las cepas aisladas y confirmadas fenotípicamente que no amplificaron para los genes bla en 

evaluación, resultó como órgano más representativo fue cornete nasal con 44,4% (4/9). 

 

Por último, se halló que mayor cantidad de cepas productoras de βLEE fueron resistentes a 

tilmicosina y Azitromicina, y más cantidad de cepas sensibles gentamicina y cefoxitina del 

total de los antibióticos analizados, mayor detalle en el grafico 7. 

 



 

 

XI.  DISCUSIÓN 

     La excreción de agentes patógenos, post infección que presentan aves cuyo sistema 

inmunitario se encuentra comprometido, como en las explotadas intensivamente con sistemas 

de producción forzada, según la revista científica y técnica de la universidad de Murcia, 

España, muestra mayor riesgo de acuerdo al estudio en el departamento de Lima en Perú, con 

el incremento de las empresas dedicadas a la producción intensiva de aves, año a año mostrado 

por el Sistema Integrado de Estadística Agraria (SIEA), sin embargo, en futuros estudios es 

importante enfocarse en la resistencia adquirida, ya que muchas cepas de E. coli provenían de 

aves clínicamente sanas. Además, la importancia que distintos autores plantean, que la cadena 

alimentaria puede ser un vehículo importante de transferencia de genes de resistencia hacia el 

ser humano, radica en que la proteína animal más consumida en nuestro país, presenta bacterias 

comensales o patógenas con este tipo de resistencia. Adicionando el importante anuncio de la 

OMS, al indicar como prioridad crítica a la familia enterobateriaceae productores de β-

Lactamasas de espectro extendido (βLEE), que fue el tema de investigación. 

En cuanto a los hallazgos de βLEE, tal y como se muestra en la cepa de E. coli (EC98/4153-2) 

aislada en 1998, de un perro con infección recurrente del tracto urinario, donde fueron 

amplificados por PCR los genes blaSHV y blaTEM, obtuve el mismo resultado en la 

amplificación por PCR de blaTEM negativa, mientras que se obtuvo un amplicón positivo solo 

para blaSHV, del mismo modo que el presente estudio. 

En nuestro estudio se aisló cepas de muestras de órganos de animales sanos y enfermos 

procedentes de necropsias, a diferencia del estudio en la universidad de la Rioja y la Red de 

Vigilancia Veterinaria de Resistencia a Antimicrobianos (Universidad Complutense de 

Madrid), donde se realizó un muestreo para la detección de enzimas βLEE en cepas de E. coli 

procedentes de 160 muestras fecales de pollos “sanos”, recogidas en matadero, se obtuvieron 



 

 

resultados similares en la amplificación de genes blaSHV, blaCTX-M-1, sin embargo su 

muestreo en 2000- 2001 portaron SHV- 12 o CTX-M-14 en el 1,6% de los aislados analizados, 

a diferencia del presente estudio donde se analizaron 185 muestras de necropsias de animales 

sanos y enfermos, y portaron los genes blaSHV y gen blaCTX-M-1 en 33.5 %  del total de los 

aislados revisar la tabla 9 y 10, sin embargo, no se realizó la amplificación de los subtipos 

presentados en ese estudio. (Briñas L. , y otros, 2003, pág. 2057) 

A diferencia del estudio en España que se realizó en 6 granjas de la isla Tenerife, donde 

obtuvieron 90 muestras de exudados rectales en pollos, con un porcentaje de 86,6 (36 cepas) 

para la presencia de enzima βLEE, en  el presente estudio se analizaron aves procedentes de 26 

empresas y se halló 38,4% (71 cepas) de 185 cepas Escherichia coli productoras de βLEE 

fenotípicamente provenientes de 26 empresas tecnificadas, la cifra del hallazgo es inferior pero 

significativo; y del mismo modo, la multirresistencia observada en ambos estudios incluyen 

cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos, quinolonas y cotrimoxazol.  

En Cataluña un amplio estudio de detección y caracterización de βLEE en cepas de E. coli, 

obtenidas en granjas de pollos, cerdos y conejos, utilizó para el aislamiento placas 

suplementadas con cefotaxima; hallaron un mayor número y variedad de enzimas βLEE entre 

las cepas de E. coli procedentes de pollos (blaCTX-M blaSHV y blaTEM), la diferencia con 

el estudio, es que utilizó el método de sinergia de doble disco según el Comité de Antibiograma 

de la sociedad Francesa de Microbiología, para evidenciar βLEE fenotípicamente, además, en 

los hallazgos genotípicos entre todas las especies obtuvieron la mayor cantidad con 73% de las 

cepas portadoras del gen CTX-M-1, del mismo modo se obtuvo CTX-M-1 en mayor cantidad 

con 90,3% del total de las cepas portadoras de algún gen βLEE observar la tabla 9, sin embargo, 

el gen blaTEM no fue amplificado, tampoco hubo amplificación de los subtipos de los genes 

amplificados y como muestra biológica solo se realizó en cepas de E. coli procedentes de aves 

de consumo humano. 



 

 

En Japón se realizó la caracterización de enzimas βLEE presentes en cepas aisladas en heces 

de animales de engorde sanos, sin embargo, el estado de salud de las aves, no fue una condición 

para incluir o excluir en nuestro estudio, además ellos tampoco analizaron el gen CTX-M-1, 

pero la sugerencia, de que los plásmidos que transfieren genes de resistencia, sean los de tipo 

CTX-M en E. coli y durante la etapa de cría de pollos de engorde, ofrece la importancia que en 

el estudio se hallara en mayor cantidad los genes blaCTX-M-1 y que no se excluyeran a las 

aves por su edad. 

En China, aparecen E. coli productora de blaCTX-M y blaCMY-2 entre granjas en la provincia 

de Guangdong, las βLEE de tipo blaCTX-M fueron las más comunes, como blaCTX-M-3, 

blaCTXM-13, blaCTX-M-14, blaCTX-M-24 y blaCTX-M-27, el grupo blaCTX-M-9 fue el 

predominante y se han detectado en aves y cerdos. Los resultados de la tesis, al igual que el 

anterior estudio muestran que la amplificación del gen blaCTX-M estuvo presente en mayor 

cantidad, pues se obtuvo 90.3% (56/62) cepas con la amplificación del gen, lo que indica la 

misma posibilidad de encontrar mayor cantidad de subtipos, los cuales podrían estar 

coexistiendo junto al analizado gen blaCTX-M-1.  

Además, el problema de resistencia de agentes antimicrobianos de uso común son muy serios 

en estas granjas, el 98% de los aislados de E. coli fueron resistentes a tetraciclina, en el estudio 

realizado 86.5% (160/185) fueron resistentes a tetraciclina, también ellos obtuvieron 79% de 

resistencia  para ampicilina, sin embargo en el estudio realizado no se analizó ampicilina y por 

ultimo también obtuvieron 79% de resistencia en  ciprofloxacina, sin embargo en el estudio se 

encontró en menor frecuencia de resistencia a ciprofloxacino con 54.6% (101/185) (Hua Liu, 

y otros, 2007, pág. 577). 

En Dinamarca se halló el gen blaTEM-52 en una cepa de E. coli de vendida de una ternera 

destinada a consumo humano, sin embargo, en el presente estudio no se logró amplificar el gen 



 

 

blaTEM ellos utilizaron un tamaño de fragmento de 957 pb, más amplio que el utilizado en 

este estudio de 503 pb. 

La resistencia a múltiples fármacos, se asocia a plásmidos contenidos en las bacterias, se 

encuentran con frecuencia en cepas de E. coli procedentes de aves de corral, como se halló en 

el presente estudio la similitud de multiresistencia antibiótica, sin embargo, no se corroboró, 

que la presencia de la resistencia provenga de plásmidos; por lo tanto, no se puede afirmar que 

puedan servir o no, como reservorios de plásmidos de resistencia para E. coli extraintestinal 

patógena y comensal, sin embargo, hay razones importantes para amplificar el presente estudio. 

(Johnson, y otros, 2012, pág. 44).  

En Países Bajos, realizaron un estudio para comparar las cepas de E. coli con presencia de 

enzimas βLEE en humanos vendedores de carne de pollo (n= 43), hemocultivos humanos (n= 

15), con las existentes en carne de pollo (n= 87). Encontraron que la transferencia de elementos 

genéticos móviles, como la transferencia directa de cepas de la carne de pollo probablemente 

contribuyan a la aparición de E. coli βLEE en las infecciones humanas, por las similitudes 

genéticas significativas entre aislamientos, de carne de pollo y humanos según elementos de 

resistencia móvil, genes de virulencia y estructura genómica. En Perú hay abundantes estudios 

de E. coli productoras de βLEE en las infecciones humanas, sin embargo, no hay publicaciones 

de la detección de esta resistencia en carne de aves, el presente estudio servirá como base para 

estudios futuros poder detectar la relación en transferencia de elementos genéticos móviles. 

 

De igual manera, en Holanda se realizó un estudio de prevalencia de E. coli β-lactamasas 

(βLEE) y AmpC en las granjas de pollos de engorde y en los agricultores holandeses y se 

comparó las cepas de los animales con las humanas. Los resultados de positividad en los pollos 

fueron del 80% y el 33,3% (6/18) en granjeros; además los genes blaCTX-M-1, blaCMY-2 y/o 

blaSHV-12, también estaban presentes en las muestras de sus animales; al igual que este 



 

 

estudio donde se amplifico el gen blaCTX-M-1, sin embargo, se reportó el 33,5% (62/185) 

confirmado genotípicamente y 4,9% (9/185) sin gen bla determinado, la gran diferencia de 

positividad 80% en pollos para la presencia de resistencia, puede deberse a que el gen blaCMY-

2 no fue expresado y tampoco se evaluó la resistencia AmpC; además no se realizó la 

subtipificación de plásmidos que realizaron en su estudio; teniendo en cuenta el control 

presente en Holanda con la colaboración del Centro Europeo de Prevención y Control de las 

Enfermedades (ECDC) y la firme voluntad política de acabar con la resistencia a 

antimicrobianos, el presente resultado en Perú es de gran importancia ya que al sumar la 

resistencia genotípica del estudio, 33.5% con gen determinado y 4.9% con gen indeterminado 

del total de cepas se presenta un total de 38.4%, que es significativo e importante para continuar 

el seguimiento, además, esta frecuencia fue hallada sin tener en cuenta los otros mecanismos 

de resistencia, ni los otros genes bla que incluyeron en el estudio de Holanda,  muestra el claro 

riesgo que esto representa para la salud humana, para poder realizar intervenciones preventivas 

cuyo resultado sea la reducción de estas cepas. (Dierikx, y otros, 2013, pág. 60) 

Estudios realizados en Perú, se muestra la diseminación de las β-lactamasas de espectro 

extendido (βLEE) tipo CTX-M en Escherichia coli aisladas de niños sanos menores de cuatro 

años, siendo el mismo gen con mayor predominancia en nuestro estudio (Pallecchi, y otros, 

2007); esta investigación tiene relevancia, ya que en Perú no hay estudios de detección 

fenotípica y genotípica de Escherichia coli productoras de βLEE en aves de consumo humano, 

por lo que el control de la emergencia de mecanismos de resistencias producidos en cepas 

aisladas en estas aves, es limitado. 



 

 

XII.  CONCLUSIONES 

 

La detección fenotípica de presencia de enzimas βLEE 38,4% fue significativa considerando 

el total de 185 cepas ingresadas al laboratorio privado, entre los años 2015 - 2016 

 

Se logró expresar los genes por PCR, obteniendo en mayor frecuencia el gen blaCTX-M-1, 

con 90,3% del total de cepas que expresaron algún gen, en segundo puesto el gen blaSHV 

también se logró expresar 8,1%, sin embargo, no se obtuvo la expresión del gen blaTEM.  

Adicionalmente se halló la coexistencia en la expresión de genes blaCTX-M-1 y blaSHV 1,6% 

del total de los aislamientos que expresaron algún gen, para mayor detalle observar la tabla 9. 

 

Del total de las 71 cepas de E. coli que expresaron resistencia fenotípica, 62 cepas de las 

mismas, expresaron la presencia de genes bla en evaluación, sin embargo, las 9 cepas restantes 

no expresaron los genes en evaluación, pero si expresaron resistencia fenotípica, para mayor 

detalle observar la tabla 10. 

 

 

La resistencia a antimicrobianos de uso protocolar, en las cepas E. coli productoras de βLEE 

confirmadas fenotípicamente, se confirma en las familias β-lactamicos, tetraciclinas, sulfa-

potenciadores, fosfonatos, fenicoles, fluorquinolonas, polimixina, cefalosporinas, macrolidos. 

 

 



 

 

XIII.  RECOMENDACIONES 

 

 

Realizar monitoreo epidemiológico de resistencia antibiótica con presencia de β-lactamasas de 

espectro extendido y controlar las fuentes de transmisión al hombre. 

 

Identificar la relación entre la transmisión de enzimas βLEE al hombre, los genes bla con sus 

respectivos subtipos y la presencia de plásmidos para descubrir aquellos factores que 

contribuyen a la transferencia de genes. 

 

Realizar estudios complementarios, detectando los distintos tipos de resistencia en E. coli 

carbapenemasas, metalobetalactamasas, β-lactamasas de espectro ampliado, etc. 

 

Realizar un control de laboratorio, periódicamente a los animales destinados al consumo 

humano. 

 

Evitar el uso indiscriminado de antimicrobianos en terapias empíricas, consultar al profesional 

médico. 
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XV. PARTE COMPLEMENTARIA 

15.1 CRONOGRAMA 

 

 

 

5.2. SECUENCIA DE ACTIVIDADES: 

 

 



 

 

 

15.3. PRESUPUESTO 

15.3.1. Aislamiento e identificación de cepa – Fenotípica 

Medios de cultivo y reactivos Costo S/. N° Pruebas Costo/Prueba 

Agar MacConckey (Merck 

KGaA) 

600 50 12,00 
 

Plastiqueria Costo S/. N° Pruebas Costo/Prueba 
 

Placas Petri 300 62 4,80 
 

   
  

 

Equipos Costo S/. N° Pruebas Costo/Prueba Vida util (h) 

Estufa 37°C –E 6000 7680 0,78 7680 

Microscopio –M 2000 7680 0,26 7680 

Autoclave-A 2000 7680 0,26 7680 

Equipo Baño María BM 9000 7680 1,17 7680 

Calibración/mantenimiento E 350 1920 0,18 1920 

Calibración/mantenimiento M 350 1920 0,18 1920 

Calibración/mantenimiento A 350 1920 0,18 1920 

Calibración/mantenimiento BM 350 1920 0,18 1920 

     

Personal Costo S/. N° Pruebas Costo/Prueba 
 

Analista 0 185 0,00 160 

COSTO AISLAMIENTO E 

IDENTIFICACION 

   3700,00 20,00 
 

 

 

15.3.2. Aislamiento e identificación de cepa – Genotípica 

EXTRACCIÓN DE ADN 

Materiales e insumos 

Reactivos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Kit Vivantis extraccion ADN (100) 1200 100 12,00 

TE 1X (1L) 265,7 2500 0,11 

Plastiqueria Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Tubo de microcentrifuga 1.5mL 

(1000) 

94,4 500 0,19 

Tips sin filtro 200 uL (1000) 52 200 0,26 

Tips sin filtro 1000 uL (1000) 33,1 500 0,07 

 

     
  



 

 

Equipos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba Vida util 

(h) 

Micro pipeta 10 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Micro pipeta 20 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Micro pipeta 200 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Equipo Baño Maria BM 9000 7680 1,17 7680 

Micro centrifuga MC 9000 7680 1,17 7680 

Vortex V 4000 7680 0,52 7680 

Calibración 3 micropipetas 1050 960 1,09 960 

Calibración/mantenimiento BM 350 1920 0,18 1920 

Calibración/mantenimiento MC 350 1920 0,18 1920 

Calibración/mantenimiento V 350 1920 0,18 1920    
  

 

 

 

    

Electroforesis       

Materiales e insumos       

Reactivos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Intercalante (Fluorescent) 1mL 350 100 3,50 

TBE 10X (1L) 265,7 200 1,33 

Agua bidestilada  (1L) 7 20 0,35 

Agarosa (100g) 650 2000 0,33 

MPM Lambda Hind III (50 ug) 364,5 500 0,73 

        

Plastiqueria Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Tubos PCR 0.2 mL (1000) 129,8 1000 0,13 

Tips sin filtro 200 uL (1000) 52 500 0,10 

Tubo de microcentrifuga 0.6 mL 

(1000) 

94,4 1000 0,09 

        

 

 

   

Equipos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba Vida util 

(h) 

Micropipeta 20 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Cámara electroforesis CE 1500 7680 0,20 7680 

Accesorios 600 1920 0,31 1920 

Digitalizador de imágenes DI 32000 15360 2,08 7680 

Fuente de poder FP 6000 7680 0,78 7680 

Mantenimiento/Calibración CE 350 1920 0,18 1920 

Mantenimiento/Calibración DI 350 1920 0,18 1920 

Mantenimiento/Calibración FP 350 1920 0,18 1920 

Calibración 1 micro pipetas 350 960 0,36 960 

 

 

  

 
 

 

 

 

 

  
 



 

 

  
PCR – CONVENCIONAL       

Materiales e insumos       

Reactivos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Master Mix (Thermo Scientific) 512,6 200 2,56 

Agua PCR 1L 464,3 10000 0,05 

Primers o cebadores (2) 300 1000 0,30 

  
        

Plastiqueria Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Tubos PCR 0.2 mL 129,8 1000 0,13 

Tips filtro 10 uL 34,9 96 0,36 

Tips filtro 20 uL 34,9 96 0,36 

Tips filtro 100 uL 34,9 96 0,36 

Tubo de microcentrifuga 0.6 mL 94,4 1000 0,09 

  
        

Equipos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Micro pipeta 10 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Micro pipeta 20 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Micro pipeta 200 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Termociclador TC 34000 7680 4,43 7680 

Accesorio TC 350 1000 0,35   

Calibración 3 micro pipetas 1050 960 1,09 960 

Calibración/mantenimiento TC 1200 1920 0,63 1920 

 

  
        

Electroforesis       

Materiales e insumos       

Reactivos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Intercalante (Fluorescent) 1mL 350 100 3,50 

TBE 10X 1L 265,7 200 1,33 

Agua bidestilada - 1L 7 20 0,35 

Agarosa 100g 650 2000 0,33 

MPM 100 bp (50 ug) 364,5 500 0,73 

Plastiqueria Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba 

Tubos PCR 0.2 mL 129,8 1000 0,13 

Tips sin filtro 200 uL 52 1000 0,05 

Tubo de micro centrifuga 0.6 mL 94,4 1000 0,09 

 

 

 

 

 



 

 

  
        

Equipos Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba Vida util 

(h) 

Micro pipeta 20 uL 678,1 7680 0,09 7680 

Cámara electroforesis CE  

1500 

7680 0,20 7680 

Accesorios 600 1920 0,31 1920 

Digitalizador de imágenes DI 32000 15360 2,08 7680 

Fuente de poder FP 6000 7680 0,78 7680 

Mantenimiento/Calibración CE 350 1920 0,18 1920 

Mantenimiento/Calibración DI 350 1920 0,18 1920 

Mantenimiento/Calibración FP 350 1920 0,18 1920 

Calibración 1 micro pipetas 350 960 0,36 960 

Personal Costo S/. N° 

Pruebas 

Costo/Prueba   

Analista 0 185 0,00 160 

COSTO TOTAL POR PRUEBA  9285,15 50,19  

 

 

 

 

 

15.3.3. Cuadro resumen de presupuesto y financiamiento 

 

Etapas Costo/Prueba Financiamiento 

Aislamiento e identificación 

microbiológica 

20.00 Laboratorio 

Detección molecular  50.19 Laboratorio 

Costo total/ prueba  70.19  

Costo total por 185 pruebas 13055.34  



 

 

XVI. ANEXOS 

Anexo 1:  Enzimas βLEE descritas en cepas de Escherichia coli de origen animal 

Tipo de 

animal 

Año de 

aislamien

to 

País βLEE descritas 

 

 

 

Tipo CTX-M 
Otras  

βLEE 

Combinación de  

βLEE 

Especies destinadas al consumo humano. Animales sanos (muestras fecales) 

Aves 

2000-

2001 España CTX-M-14 SHV-12   

      

  

1999-

2002 Japón CTX-M-2, -14     

  2002 China CTX-M-14     

  2003 España CTX-M-9, -14 SHV-12    

  2003 España 

CTX-M-1, -9, -14, 

-32 

SHV-12, 

TEM-52 

CTX-M-14 + 

CTX-M-1  

          

CTX-M-1 + SHV-

2 

          

CTX-M-9 + SHV-

5 

  

2004-

2005 China CTX-M-14, -27     

Cerdos 2002 China CTX-M-3, -14, -24     

  2003 España CTX-M-1 

SHV-12, 

SHV-5   

  2005 China CTX-M-14     

Conejos 2003 España CTX-M-9, -14      

Vacunos 

2000-

2001 Japon CTX-M-2     

  2002 China CTX-M-13     

  2004 

Dinamarc

a   TEM-52   

  

2004-

2005 

Reino 

Unido CTX-M     

Especies destinadas al consumo humano. Animales enfermos (muestras clínicas) 

Aves 2003 España CTX-M-9, -14 SHV-12   

  

2003-

2004 Francia CTX-M-1     

  2005 China CTX-M-14     

Cerdos 2003 España CTX-M-14, -32 SHV-12   

  

2000-

2004 Francia CTX-M-1     



 

 

 

Fuente: ( Torres & Zarazaga, BLEE en animales y su importancia en la transmisión a humanos, 

2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  2005 China CTX-M-14     

Conejos 2003 España   TEM-52   

Vacunos 2003 España CTX-M-1     

  2004 Francia CTX-M-1, -15     

  2004 

Reino 

Unido  CTX-M-14     

  

2004-

2005 

Reino 

Unido  CTX-M-14     

Animales no destinados al consumo humano 

Animales de 

compañía 

sanos 

2001-

2003 Italia CTX-M-1     

2003 Portugal CTX-M-1 TEM-52   

Animales de 

compañía 

enfermos 

1998 España   SHV-12   

2001-

2003 Italia CTX-M-1 SHV-12 

CTX-M-1 + SHV-

12 

Animales 

salvajes  

2003-

2004 Portugal CTX-M-1, -14 

SHV-12, 

TEM-52 

CTX-M-14 + 

TEM-52 



 

 

Anexo 2: Operacionalización de las variables 

Variables 

Definición 

Conceptual 

Definición 

Operacional Dimensiones Indicadores 

Variables Principales 

Presencia de 

βLEE 

fenotípico 

Dependiente 

cualitativa 

nominal 

dicotómica 

Diagnóstico 

confirmatorio 

mediante 

técnicas 

especificas Si / No 

confirmación 

laboratorio 

Presencia de 

βLEE 

genotípico 

Interviniente 

cualitativa 

nominal 

dicotómica 

Diagnóstico 

confirmatorio 

mediante 

técnicas 

especificas Si / No 

confirmación 

laboratorio 

Sensibilidad/ 

resistencia  

Antimicrobiano

s 

Dependiente 

cualitativa 

nominal  

Reporte de aves 

fueron sometidas 

al uso de 

antimicrobianos 

Sensible, 

intermedio, 

resistente 

confirmación 

laboratorio 

Variables Secundarias 

Especie 

cualitativa 

nominal Especie de ave pollos gallinas 

Ficha de 

recolección de 

datos 

Edad 

cuantitativa 

discontinua Edad en días 

1, 2, 3, 4, 5,... 

días pirámide etaria 

Raza 

cualitativa  

nominal 

Características 

fenotípicas del 

ave producción 

de carne, huevo, 

genética. 

Broiler, postura, 

reproductor, otro. 

% de aves con 

diferentes 

propósitos 

Sexo 

cualitativa  

nominal 

dicotómica 

Género 

perteneciente al 

ave Hembra, Macho 

Ficha de 

recolección de 

datos 

Grado de 

confinamiento  

dependiente 

ordinal 

Nivel de 

confinamiento de 

las aves total, parcial 

% del 

confinamiento 

permanente 

Órganos 

analizados 

cuantitativa 

nominal 

Cantidad de 

órganos 

analizados en 

necropsias por 

empresa 

1, 2, 3, 4, 

5,…órganos 

% de órganos 

analizados 

Tipo de crianza 

cualitativa  

nominal Propósito del ave 

intensiva o 

extensiva 

Estimado de la 

prevalencia de la 

crianza 

Departamento 

dependiente 

nominal 

 

Procedencia del 

ave, ubicación 

Arequipa, Ica, 

Lima, Trujillo, 

Ucayali 

Ficha de 

recolección de 

datos 

 



 

 

 

Anexo 3: Documento de consentimiento informado para participar en el estudio 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre de la Tesis: “Detección fenotípica y genotípica de Escherichia coli 

productoras de β-Lactamasas de espectro extendido aisladas de aves de abasto en 

Perú” 

Propósito de la investigación: El actual estudio es un trabajo descriptivo que 

permitirá conocer el estado de mecanismo de resistencia de cepas aisladas de aves 

de consumo humano, bajo los siguientes criterios: 

1. Detección fenotípica de Escherichia coli productoras de enzimas βLEE  

2. Caracterización genotípica de Escherichia coli productoras de enzimas βLEE 

3. Comparación de perfiles sensibilidad/resistencia a antimicrobianos 

comúnmente utilizados. 
 

Tiempo que tomara la investigación: diciembre 2016 a mayo 2017 

 

Del procedimiento: Se realizarán métodos protocolares método de sinergia de 

doble disco según el comité de antibiograma de la Sociedad Francesa de 

Microbiología (detección fenotípica), PCR utilizando cebadores blaTEM, blaSHV y 

blaCTX-M (detección genotípica) 

Beneficio: El laboratorio tendrá derecho a: en primer lugar, Ser absuelto de 

cualquier duda que tenga sobre el presente estudio. Segundo lugar: Recibir 

resultados obtenidos de dicho estudio al concretarse. Tercer lugar: Ser atendido 

personalmente (reclamo o duda referente al estudio) por el investigador principal. 

De la compensación económica: No se percibirá ningún estipendio monetario por 

parte del laboratorio. 

Beneficio comunitario: Conocer el estado de existencia de cepas productoras de 

enzimas βLEE en aves de consumo humano para realizar correctamente actividades 

de salud pública, y fomentar el control epidemiológico. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Certifico con mi firma haber recibido en mis manos el documento de consentimiento 

informado, y mi participación en el estudio. 

 

 

 

_______________________ 

Firma del Jefe de laboratorio 

  

Perjuicio: No se estima ningún daño, ya que los datos proporcionados son 

netamente necesarios para fines de este estudio para los cuales se garantiza absoluta 

confidencialidad. 



 

 

XVII. GRÁFICOS 

Gráfico 2. Aislamientos de E. coli procedentes de las empresas y sucursales ubicadas en los 

distintos departamentos entre noviembre del 2015 hasta noviembre del 2016 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3. Hallazgos porcentuales del antibiograma realizado a los aislamientos de E. coli en 

el Laboratorio de Microbiología de la empresa Bioservice S.R.L entre noviembre del 2015 y 

noviembre del 2016. 
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Gráfico 4: Órganos de necropsia analizados que presentaron β-Lactamasas espectro 

extendido (βLEE) según el método fenotípico confirmatorio 

 

 

 

Gráfico 5.  Procedencia de aislamientos con cepas βLEE positivas según el método 

fenotípico confirmatorio 
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Gráfico 6. Genes bla obtenidos de los aislamientos βLEE positivos según el método 

fenotípico confirmatorio, por cada empresa y sucursales procedente de los distintos 

departamentos 

 

 

 

Gráfico 7. Genes bla amplificados de los aislamientos βLEE positivos, según el método 

fenotípico confirmatorio, dividido por cantidad de cepas halladas por cada órgano analizado 
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Gráfico 8. Hallazgos porcentuales de los aislamientos βLEE positivos por categorías del 

antibiograma. 

 

Gráfico 9:  

 

 



 

 

XVIII. FOTOGRAFÍAS: 

Fotografía 1: Fichas de recolección de datos de las muestras analizadas en el laboratorio 

BIOSERVICE S.R.L. entre el año 2015 y 2016 

 

 

 

 

Fotografía 2. Detección fenotípica de enzimas β-Lactamasas de espectro extendido (βLEE) 

se realizó por el método confirmatorio de sinergia de doble disco según el Comité de 

Antibiograma de la sociedad Francesa de Microbiología, se evidencia por efecto sinérgico 

entre el inhibidor y los discos, se presenta la formación de la imagen efecto de huevo, cola de 

pez o balón de futbol americano. 

 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

Fotografía 3. (1) Procedimiento de Necropsias y toma de muestras (2) Examen 

macroscópico de órganos. 

 

 

 

 

Fotografía 4. (1) Materiales para la preparación de agares. (2) Preparación de agares en 

cámara de flujo laminar 

 

 

 



 

 

 

 

Fotografía 5. (1) Turbidez N.º 0,5 de la escala de Mc Farland (2) Método de siembra con 

hisopo (3) colocación de los discos antibióticos.  

 

 

 

 

 

Fotografía 6.  (1) Preparación de Tubos con BHI, (2) Tubos con las colonias E. coli y BHI  

(3) Congelación 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Fotografía 7. (1) Autoclave (2) Desecho de residuos 

 

 
 

 

 

Fotografía 8. Extracción de ADN bacteriano utilizando GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit. 

 



 

 

XIX.  RESULTADO DE PCR 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diagnóstico molecular de gen blaCTX-M-1 (βLEE) 

M, Marcador de peso molecular 100pb Plus DNA Ladder (GeneON), Línea 1, EC-001, Línea 

2, EC-002, Línea 3, Control positivo blaCTX-M-1, Línea 5, Control Negativo, Línea 6, Blanco 

PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADN Nº Gen Tamaño Amplicón (Pares De 

Base) 

PCR 

EC-001 blaCTX-M-1 544 - 

EC-002 blaCTX-M-1 544 + 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagnóstico molecular de gen blaSHV (βLEE) 

M, Marcador de peso molecular 100pb Plus DNA Ladder (GeneON), Línea 1, EC-001, Línea 

2, Control positivo blaSHV, Línea 3, Control Negativo, Línea 4, Blanco PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADN Nº Gen Tamaño Amplicón (Pares De 

Base) 

PCR 

EC-001 blaSHV 861 + 



 

 

XX. DOCUMENTOS 

Anexo 4: Carta de presentación de la Universidad Ricardo Palma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Anexo 5: Carta de respuesta del laboratorio Bioservice SRL emitida por el Gerente General 
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