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RESUMEN 

 

Enterobacterias como Escherichia coli, Salmonella spp, Enterobacter spp, entre otras, han 

desarrollado distintos mecanismos de resistencia en el tiempo, siendo uno de los principales la producción 

de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Este mecanismo se ha reportado a través del diagnóstico 

molecular en enterobacterias aisladas en carne de pollo en distintos países, lo que representa un riesgo 

para la salud pública. Por ello, el objetivo del estudio fue determinar los genes de resistencia a BLEE 

procedentes de enterobacterias aisladas en muestras de carne de pollo, distribuídas en mercados del 

distrito de Santiago de Surco, Lima. Se colectaron cortes de carne de pollo (ala y pierna), los que se 

trasladaron en condiciones de refrigeración (4°C) para su procesamiento. Para el aislamiento 

microbiológico se utilizaron los agares EMB y TSA y para la caracterización bioquímica de género y 

especie se utilizó el kit EnteroPluri-Test® Liofilchem. Para el análisis de susceptibilidad antimicrobiana 

se utilizaron dos métodos, Kirby-Bauer inicialmente y Jarlier para la confirmación. A las enterobacterias 

confirmadas se les realizó el diagnóstico molecular para genes de resistencia a β-lactámicos de espectro 

extendido. Se usó un PCR simple, con ensayos para la amplificación de genes CTX-M-1, CTX-M-2 y 

CTX-M-9, y un PCR dúplex para la amplificación de genes TEM y SHV. El 100% (12/12) de 

enterobacterias presentaron al menos un gen de resistencia a β-lactámicos de espectro extendido y fueron 

positivas para el gen CTX-M-1, el 83.3% (10/12) fue positivo para el gen TEM, el 16.7% (2/12) positivo 

para el gen CTX-M-9. Adicionalmente, el 100% de cepas fueron negativas a los genes CTX-M-2 y SHV. 

Se concluye que la carne de pollo vendida por mercados del distrito de Santiago de Surco, contiene 

enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) con al menos un gen de 

resistencia. 

 

Palabras clave: BLEE, carne, pollo, genes, enterobacterias 
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ABSTRACT 

 

Enterobacteriaceae such as Escherichia coli, Salmonella spp, Enterobacter spp, among others, have 

developed different resistance mechanisms over the time, one of the main mechanisms is the production 

of extended spectrum β-lactamases (ESBL). This mechanism has been reported through molecular 

diagnoses in enterobacteriaceae isolated from chicken meat in different countries, which represents a 

health risk. For this reason, the objective of the study was to determine the genes of resistance to extended 

spectrum β-lactams coming from enterobacteriaceae isolated from chicken meat samples, distributed in 

markets of the district of Santiago de Surco, Lima. Chicken meat cuts (wing and leg) were collected, 

distributed by supply centers, which were transferred under refrigeration conditions (2-4ºC) for 

processing. Microbiological isolation of enterobacteriaceae in EMB and TSA agars was performed, then 

biochemical characterization of genus and bacterial species was performed through the EnteroPluri-Test® 

kit. Subsequently, the antimicrobial susceptibility analysis was performed using the Kirby-Bauer 

screening method and to confirm the Jarlier method. Positive enterobacteriaceae to the second method 

were processed for the molecular diagnosis of extended-spectrum β-lactam resistance genes. Simple PCR 

method was performed for amplification of CTX-M-1 genes, CTX-M-2 and CTX-M-9, and a duplex PCR 

for amplification of TEM and SHV genes. 100% (12/12) of enterobacteriaceae presented at least one 

resistance gen to extended spectrum β-lactams. 100% (12/12) were positive for the detection of the CTX-

M-1 gen, 83.3% (10/12) was positive for the TEM gen, 16.7% (2/12) positive for the CTX-M-9 gene. 

Additionally, 100% of strains were negative for the CTX-M-2 and SHV genes. This study concludes that 

retail chicken meat sold by markets in Santiago de Surco district, contains extended-spectrum β-

lactamases-producing enterobacteriaceae (ESBL) with at least one resistance gen. 

 

Key words: PCR, ESBL, meat, chicken, enterobacteriaceae  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas codificadas por genes de resistencia 

ubicados en el ADN bacteriano, encontrándose principalmente en enterobacterias. Todos los genes de 

resistencia se han generado de manera natural (Philippon et al., 1989; García et al., 2010). Sin embargo, 

se ha demostrado que estos genes también se encuentran en segmentos del ADN como transposones e 

integrones, los cuales han conferido a la bacteria la capacidad de transmitir su material genético entre 

bacterias de la misma especie e inclusive entre especies (Holmes y Jobling 1996; Furuya y Lowy 2006). 

Se ha demostrado que en carne de pollo prevalecen múltiples enterobacterias productoras de BLEE, las 

cuales pueden perjudicar la salud del consumidor, debido a la capacidad que tienen de diseminar su código 

genético y trasmitir sus genes de resistencia (Marshall y Levy, 2011; Shrestha et al., 2017).  

En el Perú, se han realizado estudios donde se han reportado enterobacterias productoras de BLEE tales 

como Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica y Serratia marscecens aisladas en 

carne de res comercializada en mercados y supermercados (Cortez-Sandoval y Shiva, 2019). No obstante, 

sólo hay un estudio que revela la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en muestras de 

carne de pollo en mercados de Lima (Ruiz-Roldán et al., 2018). Los estudios mencionados, son 

descriptivos a nivel microbiológico. Sin embargo, no hay datos adicionales sobre los genes que puedan 

manifestar el fenotipo de resistencia. Este dato es importante, debido a que los resultados obtenidos 

podrían ser utilizados para estudios epidemiológicos y de correlación con hallazgos reportados en 

aislamientos de origen humano. Entre los patógenos relacionados a enfermedades humanas, tenemos a 

Salmonella spp., comúnmente asociado a diarreas, fiebre y calambres abdominales, la cual puede 

transmitirse directa o indirectamente entre humanos y animales; además de alimentos mal cocidos (Ochoa 

et al., 2009; Marshall y Levy, 2011; Granda et al., 2019). Por otro lado, patógenos como E. coli, son 

responsables de bacteremias en niños menores de 1 año y pacientes inmunosuprimidos. Adicionalmente, 

se ha reportado una prevalencia de E. coli diaerreogénicas del 43% en niños de áreas rurales y 30% en 

niños con o sin diarrea de áreas periurbanas del Perú (Acosta et al., 2016).  Es importante resaltar que las 

enterobacterias patógenas como no patógenas pueden ser portadoras de genes de resistencia a los β-

lactámicos. Enterobacterias como E. coli no diarreogénica, Serratia marscecens, Citrobacter freundii, 

Providencia spp., entre otras, si bien no son patógenas se pueden incorporar a la microbiota intestinal, 

pudiendo actuar como reservorios de genes de resistencia y a su vez transmitir estos a otras enterobacterias 

comensales o patógenas del tracto gastrointestinal (Vincent et al., 2010).  
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El alto consumo de carne de pollo en el Perú produce el riesgo de transmisión de genes de resistencia 

hacia el ser humano, es por ello que el objetivo del presente estudio fue determinar los genes de resistencia 

a β-lactámicos de espectro extendido en enterobacterias aisladas de carne de pollo expendidas en 

mercados del distrito de Santiago de Surco. Este estudio servirá como base de futuras investigaciones 

relacionados con genes de resistencia no solamente en carne de pollo, sino también en aislamientos de 

origen en granja y muestras humanas. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 
1. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE 

 
1.1. Características de las Enterobacteriaceae 

 
Pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, las enterobacterias son bacilos gram-

negativos, anaerobios facultativos, catalasa positivos y oxidasa negativos (con excepción de 

Pleisomonas), reducen los nitratos a nitritos, fermentan glucosa y en su mayoría son móviles. La 

detección bioquímica por género y especie es determinada por la fermentación de azúcares como 

la lactosa, prueba de indol, citrato, sorbitol, urea, voges-proskauer, entre otros (Borman et al., 

1944; Octavia y Lan 2014). Entre las principales enterobacterias se han clasificado a Escherichia 

coli, Klebsiella spp, Salmonella spp, Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica, Serratia spp, 

Proteus mirabilis, Citrobacter spp, Pantoea spp, entre otras (Octavia y Lan 2014). 

 

1.2. Etiología de las Enterobacteriaceae 

 

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, encontrandose en: plantas, suelos, 

microbiota de animales y humanos, etc. (Octavia y Lan 2014). Sin embargo, también se han 

aislado en carne, siendo considerado este alimento como un vehículo de transmisión de 

enfermedades (FAO, 2020). Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son 

principalmente de origen animal, en donde las enterobacterias deben presentar un recuento 

bacteriano suficiente para producir la infección (OMS, 2019). Sin embargo, el impacto en la salud 

pública, no solamente radica en el desarrollo de las enfermedades, sino también en la 

manifestación de resistencia a los antibióticos, entre ellos los β-lactámicos (Ochoa et al., 2009; 

Granda et al., 2019). Investigaciones indican que la transmisión de bacterias resistentes a los 

antibióticos se puede realizar a través del consumo de alimentos como carne mal cocida, contacto 

con heces de animales o por contacto directo con personas portadoras de la bacteria (Marshall y 

Levy, 2011; Shrestha et al., 2017).  
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1.3 Mecanismos de diseminación de material genético 

Se han determinado distintos mecanismos para la transmisión de información genética entre 

bacterias. Los mecanismos conocidos son la transformación, la conjugación y la transducción 

bacteriana (Holmes y Jobling 1996; Furuya y Lowy 2006) (Figura 1). 

1.3.1. Mecanismo de transformación 

El mecanismo de transformación bacteriana se fundamenta en la absorción del material genético 

o plásmidos, por parte de una bacteria receptora.  El material genético es originario de una bacteria 

donadora, la cual, al morir, deja su material genético libre (Holmes y Jobling 1996; Furuya y Lowy 

2006). 

1.3.2. Mecanismo de conjugación 

El mecanismo de conjugación bacteriana consiste en la introducción del material genético 

(plásmidos conjugativos o fator F) de una bacteria donadora a una receptora a través de un pili, el 

cual funciona como un puente citoplasmático entre ellas. Esta capacidad conjugativa permite a la 

bacteria receptora introducir el fator F dentro de su ADN cromosómico o mantenerlo aislado 

como plásmido. Es importante mencionar que algunas cepas de enterobacterias como Escherichia 

coli, pueden introducir su fator F donado en secuencias de inserción (transposones) dentro del 

ADN cromosomal, lo cual ayuda a la perpetuación del material genético a través de elementos o 

cassettes móviles entre bacterias (Holmes y Jobling 1996; Furuya y Lowy 2006). 

1.3.3. Mecanismo de transducción 

El mecanismo de transducción es mediado por bacteriófagos, los cuales funcionan como 

vectores, inyectando su material genético en la bacteria. El material genético del bacteriófago 

contiene secuencias aleatorias del genoma de una bacteria anteriormente infectada, de esta manera 

se transmite el material genético entre bacterias. Existen dos ciclos en el mecanismo de 

transducción, el lítico y el lisogénico. En la fase lítica, se sintetizan proteínas a partir del genoma 

insertado, generando poblaciones virales hasta la ruptura de la bacteria, en donde se diseminan las 

partículas virales. En el ciclo lisogénico, el material genético se recombina con el cromosoma 

bacteriano, posteriormente la célula continua con su división celular hasta que las partículas virales 

activen la lisis bacteriana (Holmes y Jobling 1996; Furuya y Lowy 2006). 
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Figura 1. Mecanismos de diseminación genética entre bacterias 

Fuente: Furuya y Lowy 2006.  

 

1.4. Resistencia antimicrobiana 

 

1.4.1 Origen y variantes de las β-lactamasas de espectro extendido 

Desde el descubrimiento de la Penicilina en 1940, la utilización indiscriminada de 

antibióticos β-lactámicos generó la producción de enzimas β-lactamasas (cromosómicas naturales 

como TEM, SHV y OXA), las cuales sólo ejercían efecto hidrolítico en algunos β-lactámicos como 

ampicilina, oxacilina y cefalotina (Philippon et al., 1989; García et al., 2010).  Com el tiempo se 

reportaron β-lactamasas con mayor espectro hidrolítico, las denominadas β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) (Philippon et al., 1989; Jacoby y Medeiros 1991), las cuales se determinaron 

como enzimas codificadas por elementos genéticos móviles (generalmente localizadas en 

transposones o integrones), permitiendo su diseminación entre bacterias de la misma especie o 

distintas (Oliver y Cantón, 2005; García et al., 2010). Estas enzimas se definen como el mayor 

mecanismo de resistencia frente a β-lactámicos, debido a su capacidad de hidrolizar el anillo β-

lactámico de cualquier antibiótico de esta familia, con excepción de cefamicinas, y 

carbapenemicos (García et al., 2010). Además de ello, se ha podido evidenciar resistencia cruzada 

entre antibióticos de clases distintas a β-lactámicos como quinolonas, aminoglucósidos o 

cotrimoxazol (Oliver y Cantón, 2005; Perozo y Castellano, 2009). Es necesario mencionar que las 
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BLEE pueden ser inhibidas por combinaciones de β-lactámicos con ácido clavulánico, tazobactam 

o sulbactam (Perozo y Castellano, 2009; García et al., 2010). 

Las BLEE secuenciadas por primera vez fueron las TEM y SHV en Klebsiella spp en 

Alemania en 1983. En los primeros reportes se indicaban que el espectro de acción se limitaba 

solo a algunos β-lactámicos (ampicilina, oxacilina y cefalotina) (Phillipon et al., 1989). Sin 

embargo, un año después en Francia, se describieron mutaciones de TEM, en Klebsiella spp, 

denominadas CTX-M-1, con fenotipo de resistencia para cefotaxima. En la Figura 2 se pueden 

observar las primeras mutaciones de BLEE reportadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Primeros reportes de BLEE en enterobacterias Fuente: Phillipon et al., 1989. 

 

Cerca al inicio del año 2000, ya se habian detectado genes BLEE presentes en animales. En 

Japón se reportó E. coli resistente a cefotaxima, aislada de muestras fecales de Canis familiaris 

(Matsumoto et al., 1988; Bonnet, 2004).  En sudamérica ya se habían detectado genes BLEE en 

enterobacterias patógenas para el ser humano, distintas de Klebsiella sp. y E. coli, como 

Salmonella spp. (CTX-M-1) (Bauernfeind et al., 1992; Radice et al., 2002).   
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Jacob y Medeiros (1991), designan grupos de genes BLEE, basados en la sustitución de 

aminoácidos en el ADN plasmídico. En la actualidad, las BLEE son el principal mecanismo de 

resistencia a β-lactámicos (Ojer-Usoz et al., 2013). En la Figura 3 se pueden observar los grupos 

CTX-M enzimáticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Agrupación de enzimas BLEE mediadas por plásmidos 

Fuente: Bonnet, 2004. 

 

En la actualidad existen mas de 150 variantes de genes BLEE y existen diferentes reportes 

en relación a su nomenclatura y clasificación (Ambler, 1980; Ambler y Coulson, 1991; Bush y 

Jacoby, 2010). Sin embargo, la clasificación actual se determina mediante la secuencia proteica en 

cuatro clases, A, B, C y D (Bush y Jacoby, 2010) (Cuadro 1). Adicionalmente, Bush y Jacoby, 

2010, también han diseñado un esquema de clasificación de genes BLEE en relación a su fenotipo 

de resistencia (Figura 4). 

 

Cuadro 1. Clasificación esquemática de β-lactamasas (Adaptado de Bush et al, 2010) 

  

 

 

Grupo 

Bush-

Jacob 

(2009) 

Grupo 

Bush-

Jacoby-

Medeiros 

(1995) 

Clase 

molecular 

(subclase) 

Sustrato 

distintivo 

Inhibido 

por 
Características de 

definición 
Enzima(s)  

  ACa o 

TZBa 
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1 1 C Cefalosporinas No 

Mayor hidrólisis de 

cefalosporinas sobre 

bencilpenicilinas; 

hidroliza cefamicinas 

AmpC, P99, ACT-

1, CMY-2, FOX-1, 

MIR-1 

1e NIb C Cefalosporinas No 

Aumento de hidrólisis de 

ceftazidima, a menudo 

oxiiminobetalactamasas 

GC1, CMY-37 

2a 2a A Penicilina Yes 

Mayor hidrólisis de 

bencilpenicilina que 

cefalosporinas 

PC1 

2b 2b A 

Penicilinas, 

cefalosporinas de 

primera 

generación 

Yes 

Hidrólisis similar de 

bencilpenicilinas y 

cefalosporinas 

TEM-1, TEM-2, 

SHV-1 

2be 2be A 

Cefalosporinas y 

monobactamicos 

de espectro 

extendido 

Yes 

Aumento de hidrólisis de 

cefotaxima, 

ceftazidimas, 

ceftriaxona, cefepima, 

aztreonam 

TEM-3, SHV-2, 

CTX-M-15, PER-

1, VEB-1 

2br 2br A Penicillinas No 

Resistencia a ácido 

clavulánico, sulbactam, y 

aztreonam 

TEM-30, SHV-10 

2ber NI A 

Cefalosporinas y 

monobactamicos 

de espectro 

extendido 

No 

Aumento de hidrólisis de 

oximinobetalactámicos 

además de resistencia a 

ácido clavulánico, 

sulbactam y 

tazobactamcefotaxima, 

ceftazidimas, 

ceftriaxona, cefepima, 

aztreonam 

TEM-50 

2ce 2c A Carbenicilina Yes 

Incremento en la 

hidrólisis de 

carbenicilina 

PSE-1. CARB-3. 
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2ce NI A 
Carbenicilina, 

cefepima 
Yes 

Incremento en la 

hidrólisis de 

carbenicilina, cefepima, 

y cefpiroma 

RTG-4 

2d 2d D Cloxacilina Variable 

Incremento en la 

hidrólisis de cloxacilina 

u oxacilina 

OXA-1, OXA-10 

2de NI D 

Cefalosporinas 

de espectro 

extendido 

Variable 

Hidrólisis de cloxacilina 

u oxacilina y 

oximinobetalactamicos 

OXA-11, OXA-15 

2df NI D Carbapenémicos Variable 

Hidrólisis de cloxacilina 

u oxacilina y 

carbapenémicos 

OXA-23, OXA-48 

2e 2e A 

Cefalosporinas 

de espectro 

extendido 

Yes 

Hidrólisis de 

cefalosporinas. 

Inhibición de ácido 

clavulánico mas no de 

aztreonam 

CepA 

2f 2f A Carbapenémicos Variable 

Incremento de hidrólisis 

de carbapenemicos, 

oximinobetalactamasas, 

cefamicinas 

KPC-2, IMI-1, 

SME-1 

3a 3 
B (B1); B 

(B3) 
Carbapenémicos No 

Hidrólisis de amplio 

espectro incluyendo 

carbapenemicos mas no 

monobactámicos 

IMP-1, VIM-1, 

CcrA, IND-1, L1, 

CAU-1, GOB-1, 

FEZ-1 

3b 3 B (B2) Carbapenémicos No 
Hidrólisis preferencial 

por carbapenémicos. 
CphA, Sfh-1 

NI 4 

Desconocid

o         

a AC, ácido clavulánico; TZB, tazobactam 
   

b NI, no incluido 
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Figura 4. Familias de β-lactamasas de importancia clínica 

 Fuente: Bush et al., 2010. 

 

2.   EPIDEMIOLOGÍA 

 

2.1. Factores de riesgo 

El Perú es un país consumidor de carne de pollo, el consumo per capita de carne de pollo a nivel nacional 

en marzo del año 2019, fue de 4.2 kg/hab/mes (MINAG, 2019), lo cual indica un mayor consumo per 
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capita en función a los resultados reportados en marzo de 2018 (3.97 kg/hab/mes) (MINAG, 2019). 

Debido a la alta preferencia del consumidor peruano sobre la carne de pollo, la producción avícola también 

se ve incrementada. Se puede observar a detalle en la Figura 5. 
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La producción intensiva ha conllevado a utilizar antibióticos frente a distintos desafios en aves, 

principalmente broilers y ponedoras, lo cual ha generado resistencia antibiótica (De Briyne et al., 2014). 

Lo cual indica que la contaminación de enterobacterias productoras de BLEE también podría ser de origen 

animal (Ruiz-Roldán et al., 2018), pues las heces son el principal reservorio de transmisión de genes 

BLEE (Shrestha et al., 2017). En los últimos años, se há reportado el aislamiento de enterobacterias como 

Salmonella spp. del alimento destinado a animales de producción, siendo estas resistentes a β-lactámicos 

y otros antibióticos (Quesada et al., 2016). Este punto refuerza la problemática del origen de la 

contaminación en la carne, debido a que los antibióticos principalmente son administrados vía oral en las 

aves. Sin embargo, no se puede descartar contaminación fecal en el alimento de los animales de 

producción. 

 

2.2. Enterobacterias productoras de BLEE aisladas en carne de pollo  

Dentro de las principales enterobacterias aisladas de la carne de pollo, se han reportado: E. coli 

(59%), Serratia spp. (17%), Klebsiella spp, (15%), Pantoea spp. y Proteus spp (3%). (Vitas et al., 2018). 

En mercados tradicionales de Perú se ha aislado E coli (95.3%), Proteus spp. (57.8%) y Providencia spp. 

(54.7%) (Ruiz-Roldán et al., 2018). 

Estudios realizados en Europa y Asia reportan la presencia de enterobacterias productoras de BLEE 

en carne de pollo y concluyen que la carne es un vehículo importante de microorganismos productores de 

estos genes (Leverstein-van Hall et al., 2011; Ojer-Usoz et al., 2013; Shrestha et al., 2017) y se ha se ha 

podido observar que las malas prácticas de higiene pueden promover la transmisión de genes BLEE al 

alimento durante la manipulación como consecuencia de una contaminación cruzada (Tschudin-Sutter et 

al., 2014; Ojer-Usoz et al., 2013). 

Estudios han reportado prevalencias de enterobacterias productoras de BLEE en carne de pollo que 

varían entre 84.0% y 94% (Leverstein-van Hall et al., 2011; Ojer-Usoz et al., 2013; Nahar et al., 2018). 

En el Perú, se han realizado estudios descriptivos a nivel microbiológico para la detección de 

enterobacterias productoras de BLEE en carne (Ruiz-Roldán et al., 2018; Cortez-Sandoval y Shiva, 2019). 

Sin embargo, los estudios son limitados, hasta el momento la prevalencia detectada por Ruiz-Roldán et 

al. (2018), en mercados tradicionales de Lima ha sido de 98.2%. Por otro lado, es necesario mencionar 

que sí se han realizado estudios de detección molecular de Escherichia coli productora de BLEE en 

órganos de aves de corral, en donde se determino una proporción de 90.3% para el gen CTX-M-1, 8.1% 

para el SHV y 1.6% para la combinación de CTX-M-1 y SHV (Gordillo et al., 2019). 
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En países europeos, los autores indican que E. coli es la enterobacteria que presenta el mayor número 

de genes BLEE, dentro de los cuales tenemos a los genes CTX-M (56.0%), TEM (45.1%) y SHV (23.2%) 

(Ojer-Usoz et al., 2013). El genotipo CTX-M-14, ha sido reportado con mayor frecuencia en E. coli, y se 

ha detectado sólo o en combinación con el gen TEM (46.4%) en distintos estudios (Jouni et al., 2007; 

Ojer-Usoz et al., 2013) (Figura 6 y 7). Ojer-Usoz et al (2013), también detectaron en las enterobacterias, 

los genotipos CTX-M-8 y CTX-M-15 en combinación con el gen TEM, respectivamente (Ojer-Usoz et 

al., 2013) (Figura 6). Por otro lado, también se han hallado genes TEM en enterobacterias distintas a E. 

coli, como Klebsiella pneumoniae (50.0%) y Enterobacter cloacae (100%); el gen OXA-1 en Citrobacter 

koseri (33.4%), y el gen CTX-M-1 en Proteus mirabilis (12.5%) (Ojer-Usoz et al., 2013). Sin embargo, 

hay variaciones entre las proporciones de genes BLEE, por ejemplo en el estudio de Tekiner y Özpinar 

(2016), se indica que el gen TEM, solo o en combinación, se detectó en mayor proporción (100%) en 

enterobacterias aisladas en carne de pollo (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Identificación de genes BLEE en E. coli de alimentos de origen animal en España. El genotipo 

CTX-M-14, es reportado con mayor frecuencia detectándose sólo o en combinación con el gen TEM 

(38/82) 46.4%. 

Fuente: Ojer-Usoz et al., 2013 
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Figura 7. Detección de cepas de E. coli productoras de BLEE en 11 muestras de alimentos de origen 

animal en Túnez. En carne de pollo se describen combinaciones de genotipos CTX-M-14 y TEM.  

Fuente: Jouni et al., 2007 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Características genotípicas de enterobacterias productoras de BLEE aisladas en carne de pollo, 

Turquía. El gen blaTEM, solo o en combinación, se detectó en mayor proporción (100%) en 

enterobacterias aisladas en carne de pollo.  

Fuente: Tekiner y Özpinar, 2016 
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 Kola et al. (2012), reportaron que la mayor prevalencia de genes BLEE de enterobacterias aisladas 

de carne de pollo, fue de SHV-12 (43.9%), seguido de CTX-M-1 (41.2%) y TEM-52 (8.6%), habiéndose 

identificado combinaciones de genes CTX-M-1 con TEM-52 en cepas de E. coli y de CTX-M-1 con SHV-

12 en Escherichia fergusonii. Por otro lado, se ha podido demostrar que los genes de resistencia SHV-12, 

CTX-M-1 y TEM-52, identificados en enterobacterias aisladas de carne de pollo, también han sido 

detectados en aislamientos de aves de corral y en humanos (Kola et al., 2012).  También se han reportado 

enterobacterias productoras de BLEE, en heces de animales, incluidas las de pollos sanos en mataderos 

autorizados de Suiza en 2012, en donde los genes BLEE de mayor prevalencia, bajo el método de 

secuenciación, fueron del grupo CTX-M-1 con un 71%, seguido de SHV con un 19% y TEM con 10% 

(Geser et al., 2012). En el mismo estudio se compartieron datos de proporciones de BLEE en humanos 

sanos (Geser et al., 2012), en donde el gen de mayor prevalencia fue el CTX-M-15 (grupo 1) con 41%, 

CTX-M-1 con un 29%, CTX-M-14 (grupo 9) con 21%, CTX-M-2 con 6% y SHV-12 con 3% y se llegó 

a la conclusión que debido a la alta frecuencia de detección de BLEE del total de muestras de carne de 

pollo 63% (59/93)  y las bajas proporciones de genes BLEE del total de muestras de heces humanas 5.8% 

(34/586), el origen de infecciones de enterobacterias productoras de genes BLEE no eran de origen animal 

(Figura 9) (Geser  et al., 2012). Sin embargo, en un estudio anterior en Holanda, otros investigadores ya 

habían descrito que los genotipos BLEE presentes en carne de pollo eran los mismos genotipos detectados 

en muestras fecales de humanos enfermos (Figura 10) (Overdevest et al., 2011). Adicionalmente se 

reportó una alta proporción de muestras de carne de pollo contaminadas con E. coli productora de BLEE 

(79.8%) (Overdevest et al., 2011). 

 

Figura 9. Prevalencia de diferentes genes BLEE en enterobacterias aisladas de heces de animales 

destinados a consumo humano en Suiza en comparación con aislados de humanos sanos. Fuente: Geser 

et al, 2012 
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Figura 10. Distribución de genes β-lactamasas de espectro extendido en carne de pollo, hisopados 

rectales humanos, y cultivos de sangre humana, en Holanda. 

Fuente: Overdevest et al., 2011. 

 

3. IMPACTO SOBRE LA SALUD PÚBLICA 
 

Uno de los primeros estudios epidemiológicos de referencia alemán reportó que la carne de pollo, 

pacientes enfermos y aves de corral, comparten las mismas cepas de enterobacterias como Escherichia 

coli, los mismos genes BLEE e inclusive plásmidos (Leverstein-van Hall et al, 2011). En este estudio, se 

detectó que el 84% de 344 aislamientos de Escherichia coli y Salmonella spp. provenientes de heces 

humanas, presentaron genes asociados a genes detectados en aves de corral y en carne de pollo. Los genes 

asociados fueron los CTX-M-1, CTX-M-2, TEM-52, SHV-2 o SHV-12. Las características genotípicas 

fueron diagnosticadas mediante secuenciación (Leverstein-van Hall et al, 2011). Adicionalmente, se pudo 

demostrar que los genes BLEE detectados en humanos se encontraban en los mismos plásmidos Incl I de 

aislamientos en aves de corral y en carne de pollo. La tipificación plasmídica se realizó utilizando 

aleatoriamente los genes de mayor proporción detectados (CTX-M-1 y TEM-52) (Figura 11) (Leverstein-

van Hall et al, 2011). 
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Figura 11. Resultados de tipificación de cepas (tipificación de secuencia multi-locus) y plásmidos 

(tipificación de secuencia multi-locus de plásmidos y gupo-Inc) de aislamientos de Escherichia coli 

productora de blaCTX-M-1 y blaTEM-52 en humanos enfermos y aislamientos de E. coli y Salmonella 

enterica en aves de corral y carne de pollo  

Fuente: Leverstein-van Hall et al., 2011. 
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Es importante mencionar que antibióticos como quinolonas, cotrimoxazol y aminoglucósidos junto 

con los β-lactámicos, suelen usarse como promotores de crecimiento y para tratamientos en granjas de 

pollos de países en donde se han realizado los estudios de resistencia, se menciona que este suceso es el 

causal de que hayan aislamientos de enterobacterias productoras de BLEE en carne de pollo, pues estas 

han sido comúnmente detectadas en aislamientos de aves de corral en distintos países (Kola et al., 2012). 

Adicionalmente, se menciona que coresistencias detectadas en Escherichia coli productora de BLEE entre 

tetraciclinas y cotrimoxazol han sido reportadas en aislamientos de personas sanas y enfermas. Estos 

antibióticos son muy utilizados en la industria avícola además de antibióticos β-lactámicos, quinolonas, 

aminoglucósidos o macrólidos (Kola et al., 2012). De la misma manera, estudios indican que una 

disminución en el uso de β-lactámicos como cefalosporinas de tercera generación utilizados en pollos de 

engorde se ha podido correlacionar con disminución en la prevalencia de enterobacterias productoras de 

BLEE en carne de pollo (Zogg et al., 2016; Hayashi et al., 2018).  

El reporte de Leverstein-van Hall et al. (2010) sugiere la posible transmisión de E. coli productor 

de BLEE de origen avícola a humanos, concluyéndose que la contaminación de la carne podría provenir 

desde los mataderos, ya que los reportes han descrito enterobacterias productoras de BLEE en heces de 

aves de corral faenadas en mataderos (Costa et al., 2009). A su vez, que las enterobacterias productoras 

de BLEE pueden llegar hasta el consumidor final, puesto que los estudios indican su presencia en carne 

de pollo expendida en mercados y bazares públicos (Tekiner y Özpinar, 2016). Distintos autores refuerzan 

la hipótesis de Leverstein-van Hall et al (2010), pues anteriormente ya se habían identificado 

enterobacterias productoras de BLEE en plásmidos de naturaleza similar en aves de corral y humanos 

(Girlich et al., 2007; Vincent et al., 2010). La presencia de enterobacterias productoras de BLEE, aisladas 

de heces de aves de corral sanas sugiere la sensibilidad de las aves de portar genes de resistencia a 

antibióticos β-lactámicos y su transmisión al hombre (Girlich et al., 2007; Vincent et al., 2010).  

En países sudamericanos se han reportado estudios de resistencia antimicrobiana en 

enterobacterias. En Venezuela se ha detectado Salmonella spp, entre ellas Salmonella enterica serovar 

typhimurium y Salmonella enterica serovar heidelberg, estas han sido aisladas de carne de pollo, siendo 

todas resistentes a: ampicilina, cefalosporina, carbapenémico y quinolona (González y Araque, 2019). 

Esto brinda un panorama de la resistencia antibiotica en países en vías de desarrollo. Asimismo, se ha 

reportado que la multidrogoresistencia (MDR) en las serovariedades de Salmonella spp. son de origen 

zoonótico (Fardsanei et al., 2018).  

Países como Brasil reporta mutaciones de genes BLEE como las CYM-2 (Koga et al., 2019), estas 

últimas productoras de cefalosporinasas (AmpC) y por primera vez detectadas en Klebsiella pneumonieae 

(Jacoby, 2009). En el estudio de Koga et al. (2019), se aislaron cepas de enterobacterias como E. coli en 

carcasas de pollos y en muestras de orina, tejido y heridas de humanos infectados. Los resultados 
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demostraron la presencia del gen CYM-2 en todas las cepas procesadas (carcasas y humanos), así como 

resistencia a amoxicilina con ácido clavulánico del 100%, 92.86% en tetraciclinas y 78.57% en 

cotrimoxazol. Adicionalmente, se determinó homología entre las cepas aisladas en carcasas y humanos 

(Figura 12) (Koga et al., 2019). 

Estudios en el Perú han reportado resistencia antimicrobiana en enterobacterias como E. coli 

asiladas de la bursa de Fabricio en pollos, detectando las mayores prevalencias de resistencia en 

antibióticos β-lactámicos como cefalosporinas (80%) y penicilinas (91%) (Figura 12) (Carvajal et al., 

2019). Los reportes en Perú, describen la detección molecular de enterobacterias productoras de BLEE 

en órganos y vísceras de aves sanas, destinadas a consumo humano (Gordillo et al., 2019) y la detección 

microbiológica de enterobacterias productoras de BLEE en muestras de carne de pollo en mercados 

tradicionales de Lima (Ruiz-Roldán et al., 2018), lo cual indica que la carne de pollo podría ser un 

vehículo fundamental en la transmisión de genes de resistencia a humanos, tal y como lo indican los 

estudios europeos. Asimismo, en la crianza intensiva de aves de corral se ha comprobado deficientes 

condiciones que facilita la colonización de enterobacterias productoras de BLEE entre los individuos, 

conllevando a que las aves se vuelvan portadoras de estas bacterias (Carvajal et al., 2019; Abreu et al., 

2013). 
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Figura 12. Proporción de resistencia de cepas de E. coli aisladas de bursas de Fabricio en pollos de 

engorde a β-lactámicos, aminoglucósidos, quinolonas, fenicoles y asociaciones de antibióticos con 

inhibidores de β-lactamasas. Asociación AB: SXT25 (trimetoprim/sulfametoxazol), SAM20 

(ampicilina-sulbactam) y AMC20-10 (amoxicilina/ácido clavulánico)  

Fuente: Carvajal et al., 2019. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. LUGAR DE EJECUCIÓN Y PERIODO DE DURACIÓN 

 

Considerando los hallazgos detectados en investigaciones (Ruiz-Roldán et al., 2018; Cortez-

Sandoval y Shiva, 2019) de enterobacterias realizadas en distritos de Lima se buscó un distrito 

que relice controles sanitarios constantes e inopinados. Por ello, se eligió al Distrito de Santiago 

de Surco ya que tienen implementado un control riguroso a nivel de mercados de abasto por la 

gestión municipal al momento de la realiación de la tesis, conociéndose que ellos priorizaban la 

vigilancia sanitaria y la salud pública (A. Mansilla-Bióloga, Bromatología, Municipalidad 

Santiago de Surco-Lima, comunicación personal). 

 

Las muestras de carne de pollo se obtuvieron de mercados del distrito de Santiago de Surco de 

Lima metropolitana entre los meses de marzo y abril del año 2019. Las muestras fueron adquiridas 

mediante una transacción económica cancelando el costo correspondiente al peso de las piezas 

adquiridas. Las muestras fueron trasladadas en un contenedor termoaislante, bajo condiciones de 

refrigeración (4ºC) al Laboratorio de Salud Pública y Salud Ambiental de la Facultad de Medicina 

Veterinaria de la UNMSM para el procedimiento microbiológico y bioquímico, el cual se realizó 

entre los meses de marzo y setiembre de 2019. 

 

La extracción de ADN y el diagnóstico molecular se realizó en el Laboratorio de Patología Aviar 

de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM entre los meses de Octubre de 2019 y 

Enero de 2020. 
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2. DESCRIPCIÓN DE MATERIAL 

 

 Muestras de carne de pollo: Las muestras a procesar fueron cortes (trozos) de ala y pierna 

de pollo expendidas en mercados del distrito de Santiago de Surco de Lima metropolitana.  

 

 Materiales de microbiología y bioquímica 

 

 Materiales de plástico y de vidrio: Guantes de látex, asas de Digralski, placas petri de 

100 mm de diámetro, hisopos estériles, frascos de vidrio de 200, 500 y 1000 ml, beakers 

de 100 y 250 ml, probeta de 90 ml, bolsas de primer uso, parafilm, tubos de ensayo, jeringas 

de 1 y 10 ml, láminas de vidrio, viales de 1.5 ml. 

 

 Equipos: Stomacher® 400 Circulator, incubadora Incucell, mechero, destilador de agua 

GFL 2004, autoclave, cabina de flujo laminar (Purair BIO), Densitometer (DEN-1B), 

termociclador GeneAmp®, microscópio. 

 
 Medios de cultivo y conservación: Agar eosina y azul de metileno (EMB – Merck-

Alemania), agar tripticasa soya (TSA – Himedia® - India), caldo tripteína soya (TSB – 

Britania® - Argentina), agar Müller-Hinton (MH - Liofilchem® - Italia), glicerol 50%. 

 
 Reactivos y compuestos químicos: Cristal violeta, lugol, alcohol, zafranina, peróxido de 

hidrogeno, alcohol, amonio cuaternario, tiras oxidase test (Liofilchem® - Italia), kits de 

EnteroPluri-Test® (Liofilchem® - Italia), α-naftol (Liofilchem® - Italia), hidróxido de 

potasio (Liofilchem® - Italia), reactivo de kovacs (Liofilchem® - Italia), discos de 

antibióticos (Liofilchem® - Italia). 

 
 
 Materiales de extracción de ADN 

 

 Materiales de plástico: Viales de 1.5 ml, racks y portaviales de plástico, pipetas de 200 y 

de 1000 µl, tips de 200 y 1000 µl. 

 

 Equipos: Multi-block Lab-Line, vórtex, Centrifuge 5417 R (Eppendorf). 

 
 Reactivos: GenJet DNAPurification kit (Thermo-Scientific™ - Estados Unidos). 
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 Composición del kit de extracción GenJet DNAPurification kit (Thermo-Scientific™ 

- Estados Unidos): Digestion solution, Lysis solution, Wash buffer I, Wash buffer II, 

Elution buffer, Proteinasa K, RNAasa, columnas, tubos de coleccion. 

 

 Materiales para PCR 

 

 Materiales de plástico y de vidrio: Guantes de nitrilo, viales de 200 µl, racks y 

portaviales de plástico, tips de 10 y 100 µl, pipetas de 0.5, 2 y 20 µl. 

 

 Equipos: Cabina de flujo laminar, PCR SYSTEM 9700. 

 

 Reactivos y compuestos químicos: RNAsa away (Thermo-Scientific™ - Estados 

Unidos), DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo-Scientific™ - Estados Unidos), 

cebadores (Biosearch Technologies), agua ultrapura libre de nucleasas (Thermo-

Scientific™ - Estados Unidos). 

 
 Composición del DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo-Scientific™ - Estados 

Unidos): Es el máster mix ya preparado, contiene la Taq polimerasa, dATP, dCTP, dGTP 

y dTTP (0.4mM) y 4mM de MgCl2. 

 
 Cebadores: Para los genes que codifican la producción de BLEE, se utilizaron los 

siguientes cebadores (Colom et al., 2003; Woodford et al., 2006): 

PCR dúplex 

 Forward: SHV-F (5' AGGATTGACTGCCTTTTTG 3') 

 Reverse: SHV-R (5' ATTTGCTGATTTCGCTCG 3') 

 Forward: TEM-C (5' ATCAGCAATAAACCAGC 3') 

 Reverse: TEM-H (5' CCCCGAAGAACGTTTTC 3') 

PCR CTX-M-1 

 Forward: CTX-M-1-F (5' AAAAATCACTGCGCCAGTTC 3') 

 Reverse: CTX-M-1-R (5' AGCTTATTCATCGCCACGTT 3') 

PCR CTX-M-2 

 Forward: CTX-M-2-F (5' CGA CGC TAC CCC TGC TAT T 3') 
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 Reverse: CTX-M-2-R (5' CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG 3') 

PCR CTX-M-9 

 Forward: CTX-M-9-F (5' CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG 3') 

 Reverse: CTX-M-9-R (5' ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC 3') 

 Materiales para la electroforesis 

 

 Materiales de plástico y de vidrio: Guantes de nitrilo, racks y portaviales de plástico, tips 

de 10 µl, pipeta de 20 µl, probeta de 90 ml, matraz, jeringas de 10 ml, parafilm, frascos de 

vidrio de 1000 ml. 

 

 Reactivos y compuestos químicos: Agarosa ultra pura Cleaver Scientific, Buffer TBE™ 

(Thermo-Scientific™ - Estados Unidos), bromuro de etidio (Thermo-Scientific™ - Estados 

Unidos), ladder 500 bp (Thermo-Scientific™ - Estados Unidos). 

 

 Equipos: Transiluminador (Clear View, Cleaver Scientific Ltd.). 

 

3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Tamaño muestral 
 
El tamaño de muestra se obtuvo a través de la fórmula de detección de una enfermedad o 

prevalencia limite (Thrusfield, 1990), utilizando las siguientes restricciones: nivel de confianza del 

95% y prevalenca limite de 10,9% (Ojer-Usoz et al., 2013) para la detección de los genes menos 

frecuentes (TEM y SHV) de enterobacterias productoras de BLEE en muestras positivas a 

enterobacterias obtenidas de muestras de carne de pollo de mercados de abasto del distrito de 

Santiago de Surco. El tamaño de muestra calculado fue de 26. Muestras extras se obtuvieron a fin de 

garantizar el numero mínimo de muestras ante la eventualidad de pérdidas. 

 

 

 

 

Figura 13. Fórmula sistematizada del tamaño de muestra para la deteccion de una 

enfermedad o prevalencia limite 

Fuente: Work in Epidemiology 
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3.2. Recolección de muestras 

 

Se estableció una base de datos con la lista de mercados de abasto brindada por la Municipalidad 

de Santiago de Surco (Exp. 1155562019). Se excluyeron los mercados que no contaban con 

puestos de carne de pollo, quedando disponibles 25 mercados. El muestreo se realizó de manera 

aleatoria, mediante un sistema computarizado (Tyrer y Heyman, 2016). De estos, nueve (los 

más grandes) fueron seleccionados para realizar el muestreo en dos puestos, mientras que en los 

restantes se muestreó un solo puesto por mercado, registrándose un total de 34 muestras. La 

colección de muestras fue realizada con intervalo de 2 días. Las piezas de pollo (ala y pierna) se 

encontraban trozadas al momento de la compra (toma de muestra). Estas fueron colectadas 

siguiendo las recomendaciones de Santos et al. (2020), Weese et al. (2010) y Kola et al. (2012) 

 

La unidad muestral fueron los cortes de canal de pollo (ala y pierna) (Weese et al., 2010; Santos 

et al., 2020; Kola et al., 2012) vendida en expendio por los mercados del distrito de Santiago de 

Surco. Las muestras fueron consideradas como pool para la unidad muestral. Los puestos de 

expendio de los mercados fueron determinados de manera aleatória, mediante el programa Excel 

(Tyrer y Heyman 2016).  

En la mayoría de los puestos de los mercados, los operarios contaban con mandil de plástico y 

guantes. Las mesas donde se cortaba la carne eran de loseta y en algunos casos se usaban tablas 

de madera con desperfectos a manera de grietas. Las bandejas donde se almacenaban los cortes 

para la venta eran de fierro enlozado y, en algunos casos, contaban con bandejas con materiales 

adecuados desde el punto de vista sanitario. Sin embargo, solo en algunos recintos se observó 

que se mantenía la cadena de frío. Los utensílios, cuchiillos y hachas, se encontraban en perfecto 

estado y en la mayoría tenian mango de plástico. Algunos mercados se ubicaban en espacios 

abiertos no techados. También se observó presencia de plagas (dípteros) en algunos 

establecimientos. Las muestras fueron empacadas directamente en bolsas de plástico por el 

vendedor, de manera que la muestra se obtuviera de la manera tradicional de venta al por menor 

en el puesto de venta. Las bolsas que contenian las muestars fueron trasladadas al Laboratorio 

de Salud Públca y Salud Ambiental en una caja térmica que contenia hielo a temperatura de 

refrigeración (4°C). Una vez llegadas las muestras al laboratorio, fueron colocadas en una 

refrigeradora hasta el momento de su procesamiento, el cual se raelizo dentro de las primeras 

12 horas de tomada la muestra. 
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3.3.  Procedimiento microbiológico 

 

3.3.1. Aislamiento bacteriano 

 

El procedimiento microbiológico utilizado fue un protocolo para el aislamiento de 

enterobacterias descrito por la Comisión Internacional de Especificaciones para Alimentos (ICMSF, 

1978), con algunas modificaciones. 

Se retiró el hueso cortando las piezas con un bisturí, quedando musculo, tendones y piel como 

muestra final, la cual fue homogenizada en un Stomacher (Stomacher® 400 Circulator) a 270 rpm 

durante 3 minutos. Posteriormente, se tomaron 10 g. de la carne y se diluyó en 90 ml de agua destilada 

en bolsas estériles para su nueva homogenización en el Stomacher a 270 rpm durante 2 minutos.  De 

la dilución se obtuvo 0.1 ml para distribuirla en agar EMB (Merck-Alemania) y TSA (Himedia® - 

India), y poder obtener las colonias características. Las colonias características varían en cuanto a 

color y textura en el medio EMB (Merck-Alemania) dependiendo del género y especie. Se 

estandarizaron diluciones para poder rotular y enumerar las colonias y poder someterlas a sorteo y 

poder seleccionar una colonia al azar por muestra, mediante el programa de Excel. Posteriormente, 

se realizó la tinción gram para confirmar la detección de bacilos gram negativos. Las colonias se 

resembraron en agar TSA (Himedia® - India) para continuar con la identificación boquímica. Los 

cultivos en agar EMB (Merck-Alemania) y TSA (Himedia® - India) fueron incubados a 37 ± 2° C 

durante 24 ± 2 h, en presencia de oxígeno. 

 

3.3.2. Identificación bioquímica 
 
Para confirmar la detección de enterobacterias, se realizó el test de oxidasa (Liofilchem® - 

Italia), el cual debe demostrar resultados negativos para la confirmación, adicionalmente, se realizó 

el análisis de catalasa, el cual debe salir positivo. Se utilizó el kit EnteroPluri-Test® (Liofilchem® - 

Italia) para caracterizar bioquímicamente las enterobacterias por género y especie (Figura 16). El 

método consiste en sembrar la bacteria en la batería de medios bioquímicos e incubar durante 24 hrs. 

± 2 a 37.5 ºC ± 2. Para asegurar resultados confiables se agregaron 3 gotas de reactivo de Kovacs 

(Liofilchem® - Italia) en el sector H2S/Indol. 3 gotas de α-naftol (Liofilchem® - Italia) y 2 gotas de 

hidróxido de potasio KOH (Liofilchem® - Italia) en el sector Voges- Proskauer (VP). Después de 15 

segundos de aplicación de los reactivos se realizaron las lecturas. 
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Figura 16. Caracterización bioquímica. A. Kit EnteroPluri-Test sin muestra cultivada. B. 

Kit EnteroPluri-Test com muestra cultivada a las 24 hrs de incubación, de esta manera se 

puede observar la fermentación de azúcares y compuestos químicos. 

 

3.3.3. Análisis de susceptibilidad 
 

Se realizó un primer análisis de susceptibilidad (método de difusión simple o conocido como 

método Kirby-Bauer), el cual consiste en preparar el inóculo de la bacteria, con una turbidez 

equivalente a 0.5 en la escala Mc Farland, sobre agar Muller Hinton (Liofilchem® - Italia). Se 

estandarizó el inóculo bacteriano a una escala 0.5 de Mc Farland (1 – 2 x 108 UFC/ml) por 

densitometría con el equipo McFarland Densitometer (DEN-1B) (BioSan - Letonia). El método 

permitió identificar enterobacterias sospechosas de producir β-lactamasas de espectro extendido 

(BLEE), en donde se utilizaron los siguientes discos de antibióticos: cefotaxima (CTX) 30 µg 

(Liofilchem® - Italia), ceftazidima (CAZ) 30 µg (Liofilchem® - Italia), ceftriaxona (CRO) 30 µg 

(Liofilchem® - Italia), aztreonam (ATM) 30 µg (Liofilchem® - Italia), cefpodoxima (CPD) 10 µg 

(Liofilchem® - Italia), e incubándose durante 24 horas a 37ºC ± 2, en presenica de oxígeno (CLSI, 

2015). Las medidas de halos de inhibición mediados por el antibiótico se detallan en la Figura 17. 

A 

B 

A 

B 
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Las cepas que fueron resistentes para el método de Kirby-Bauer (cepas sospechosas de 

producir BLEE), fueron las seleccionadas para confirmar el fenotipo de resistencia a través de un 

segundo método de susceptibilidad (método del doble disco o método de Jarlier). El método del doble 

disco se realizó en agar Müller Hinton, bajo las mismas condiciones que el primer análisis, utilizando 

los mismos antibióticos con adición de un disco de amoxicilina con ácido clavulánico (AMC) 30 µg 

(Liofilchem® - Italia) en el centro del antibiograma. El resultado de positividad fue mediado por la 

manifestación de efecto de sinergia (también llamado efecto huevo o cola de pez) entre el disco de 

amoxicilina con ácido clavulánico y los discos circundantes (García et al., 2010; Padilla, 2011; 

EUCAST, 2018). Las enterobacterias positivas al método de doble disco fueron las que se procesaron 

mediante PCR simple y dúplex para la detección de los genes de resistencia. 

 

Antibiótico Concentración      Resistencia  

Cefpodoxima 10 ug. ≤ 17 mm 

Ceftazidima 30 ug. ≤ 22 mm 

Aztreonam 30 ug. ≤ 27 mm 

Cefotaxima 30 ug. ≤ 27 mm 

Ceftriaxona 30 ug. ≤ 25 mm 

 

Figura 17. Parámetros de resistencia a β-lactámicos para el análisis de susceptibilidad Kirby-Bauer 

Fuente: CLSI, 2015 (Tabla 3A.p. 109) 

 

3.4. Procedimiento molecular 

3.4.1. Extracción de ADN 

 

Se utilizó el kit de extracción GenJET Genomic DNA Purification kit de marca Thermo 

Scientific y se siguieron las instrucciones del fabricante. Todas las cepas en investigación y controles 

positivos fueron almacenadas a -20° C. Se utilizó fluorometría mediante Quibit 4 (Invitrogen) para 

comprobar que se había extraído el ADN de cada cepa correspondiente. 

 

3.4.2. Análisis y detección molecular 
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Se realizó el PCR simple para la amplificación de genes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9 por 

separado y un PCR dúplex para la amplificación de genes TEM y SHV.  

Para cada PCR el volumen final de reacción fue de 25 µl, con la siguiente composición: 12.5 

µl de DreamTaq Green MasterMix, 2 µl del ADN templado y 0.25 µM del cebador. Se utilizaron los 

cebadores para el PCR simple y dúplex indicados en la Figura 18 a la concentración mencionada 

(Colom et al., 2003; Woodford et al., 2006). Cepas aisladas de bacteriemias (Escherichia coli: Vc1. 

Vc2, Vc3, Vc4) de neonatos humanos fueron usadas como controles positivos y agua PCR fue usada 

como control negativo en todas las reacciones de PCR. Las cepas utilizadas como controles positivos 

fueron adquiridas gracias a la donación por parte del Instituto de Medicina Tropical Alexander von 

Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los controles positivos para cada PCR 

fueron enterobacterias detectadas como positivas para cada gen: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, 

TEM y SHV. 

Las condiciones de amplificación, para el PCR simple y dúplex se describen en el Cuadro 2 y 
Cuadro 3. 

 

 

Figura 18. Secuencias de cebadores para los genes blaSHV, blaTEM, blaCTX-M-1, blaCTX-M-2 y 

blaCTX-M-9 

Fuente: Colom et al., 2003; Woodford et al., 2006. 
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Los productos de los PCR simples y del PCR dúplex fueron analizados mediante electroforesis 

al 2% de agarosa (ultrapure agarosa™) y buffer TBE™ 1X. Los geles de cada ensayo fueron teñidos 

con bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz ultravioleta usando un transiluminador (Clear View, 

Cleaver Scientific Ltd.). 

Cuadro 2. Condiciones de amplificación de ADN para genes TEM y SHV 

Fase Temperatura º C Tiempo Nº de ciclos 

Desnaturalización inicial 95 3 min 1 

Desnaturalización 95 30 s 

32 Hibridación 53 30 s 

Extensión 72 1 min 

Elongación 72 10 min 1 

Cuadro 3. Condiciones de amplificación de ADN para genes CTX-M-1, CTX-M-

2, CTX-M-9 

Fase Temperatura º C Tiempo Nº de ciclos 

Desnaturalización inicial 95 3 min 1 

Desnaturalización 95 30 s 

30 Hibridación 52 40 s 

Extensión 72 1 min 

Elongación 72 10 min 1 
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4. ANÁLISIS DE DATOS 

Los resultados, fueron registrados en base a porcentajes en hojas de cálculo (Microsoft Excel). 

 

 

 

 

 

 

 

IV.     RESULTADOS 
 

La totalidad de muestras sembradas (n=34) resultaron positvas a enterobacterias por cultivo 

bacteriano superando el límite establecido en los criterios microbiológicos para Escherichia coli en carnes 

crudas, picadas y molidas, según la NTS-071 de la R.M.  591-2008/MINSA/DIGESA-V-01. Asimismo, 

en el Cuadro 4 se puede observar la presencia de Salmonella enterica en las muestras de carne. 

 

Se identificaron bioquimicamente 34 cepas de enterobacterias (en el Anexo 3 se puede observar la 

bioquímica para la identificación de E. coli.), de las cuales el 58.8% (20/34) resultaron ser sospechosas 

de producir enzimas β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) bajo el método Kirby-Bauer (Anexo 4). 

Sin embargo, el 35% (12/34) resultaron ser cepas confirmadas de producir BLEE bajo el método de doble 

disco (Anexo 5). Las enterobacterias confirmadas de producir BLEE y seleccionadas para el 

procedimiento molecular fueron Salmonella enterica (1 cepa), Escherichia coli (8 cepas), Serratia 

odorifera (1 cepa) y Klebsiella ozaenae (2 cepas) (Cuadro 4).  

 

Complementario al estudio, en el análisis microbiológico además de detectar el perfil de resistencia 

antimicrobiana, también se agruparon aquellas enterobacterias resistentes a tres o más betalactámicos. 

Las cepas agrupadas fueron aquellas que demostraron resistencia a tres o más antibióticos bajo el método 

de Kirby-Bauer, en donde se pudo detectar un 38% (13/34) de cepas (Cuadro 5). Las enterobacterias 

resistentes a tres o más antibióticos betalactámicos fueron E. coli 62% (8/13), Klebsiella ozaenae 23% 

(3/13), Serratia odorifera 7.7% (1/13), Salmonella enterica 7.7% (1/13). 
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Del total de enterobacterias procesadas, para la detección molecular de genes de resistencia, el 

100% (12/12) fueron positivas a la detección de genes BLEE. El gen de mayor frecuencia detectado en 

las enterobacterias fue el CTX-M-1 (100%) (12/12), seguido del gen TEM con un 83.3% (10/12) y el gen 

CTX-M-9 con un 16.7% (2/12). No se detectó la presencia de genes CTX-M-2 ni SHV (Cuadro 6). Del 

total de muestras procesadas, el 35% (12/34) fueron positivas para genes BLEE. El gen de mayor 

frecuencia fue el CTX-M-1 35.2% (12/34), seguido del gen CTX-M-9 5.8% (2/34) y el gen TEM 29.4% 

(10/34). No se detectó la presencia de genes CTX-M-2 ni SHV (Cuadro 6). La electroforesis en gel agar 

del PCR se observa en los anexos 6, 7, 8 y 9. 

Cuadro 4. Proporción de cepas sospechosas de producir BLEE y cepas confirmadas mediante análisis 

de susceptibilidad 

N° Identificación 
Sospechosas (Método Kirby-

Baüer) 

Confirmadas (método de doble 

disco) 

1 Enterobacter cloacae 
  

2 Salmonella entérica 1 1 

3 Citrobacter freundii 
  

4 Citrobacter freundii 
  

5 Salmonella entérica 
  

6 Serratia licuefaciens 
  

7 Escherichia coli 
  

8 Klebsiella pneumoniae 1 
 

9 Serratia licuefaciens 
  

10 Klebsiella ozaenae 1 
 

11 Citrobacter freundii 
  

12 Klebsiella oxytoca 
  

13 Pantoea aglomerans 
  

14 Citrobacter amanolaticus 1 
 

15 Escherichia coli 1 
 

16 Escherichia coli 1 
 

17 Escherichia coli 1 
 

18 Escherichia coli 1 1 

19 Klebsiella ozaenae 1 
 

20 Escherichia coli 1 1 

21 Serratia odorífera 1 1 

22 Escherichia coli 1 1 
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23 Escherichia coli 1 1 

24 Klebsiella ozaenae 1 1 

25 Pantoea aglomerans 
  

26 Escherichia coli 1 1 

27 Klebsiella pneumoniae 1 
 

28 Klebsiella ozaenae 
  

29 Escherichia coli 1 1 

30 Serratia rubidaea 
  

31 Escherichia coli 1 1 

32 Escherichia coli 
  

33 Escherichia coli 1 1 

34 
Klebsiella ozaenae 1 1 

TOTAL 58.8% (20/34) 35.3% (12/34) 

 

 

 

Cuadro 5. Perfil de resistencia antimicrobiana y resistencia a mas de dos betalactámicos de enterobacterias 

aisladas en carne de pollo. 

N° Identificación 

Aztreona

m (AT) 

mma 

Cefotaxi

ma (CTX) 

mmb 

Ceftazidi

ma (CAZ) 

mmc 

Cefpodox

ima (PX) 

mmd 

Ceftriaxo

na (CTR) 

mme 

Resistente a tres 

o más 

betalactámicos 

1 Enterobacter cloacae 40 34 32 32 36 
 

2 Salmonella enterica 26 14 26 0 15 1 

3 Citrobacter freundii 34 30 27 24 30 
 

4 Citrobacter freundii 32 28 26 18 32 
 

5 Salmonella enterica 30 28 26 24 29 
 

6 Serratia licuefaciens 42 36 38 28 40 
 

7 Escherichia coli 34 28 30 22 30 
 

8 Klebsiella pneumoniae 40 34 30 17 36 
 

9 Serratia licuefaciens 37 29 28 22 31 
 

10 Klebsiella ozaenae 16 29 22 26 34 
 

11 Citrobacter freundii 28 38 26 19 32 
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12 Klebsiella oxytoca 38 38 32 34 38 
 

13 Pantoea aglomerans 36 32 29 23 34 
 

14 Citrobacter amanolaticus 38 34 22 24 36 
 

15 Escherichia coli 41 19 31 31 39 
 

16 Escherichia coli 37 34 17 28 42 
 

17 Escherichia coli 42 30 11 30 40 
 

18 Escherichia coli 16 0 11 0 10 1 

19 Klebsiella ozaenae 33 23 34 0 10 1 

20 Escherichia coli 19 9 19 0 14 1 

21 Serratia odorifera 21 10 20 0 16 1 

22 Escherichia coli 12 0 12 0 0 1 

23 Escherichia coli 21 9 20 0 13 1 

24 Klebsiella ozaenae 19 9 18 0 13 1 

25 Pantoea aglomerans 36 34 30 26 36 
 

26 Escherichia coli 29 18 30 0 20 1 

27 Klebsiella pneumoniae 16 25 25 23 28 
 

28 Klebsiella ozaenae 34 34 30 26 36 
 

29 Escherichia coli 17 8 18 0 9 1 

30 Serratia rubidaea 40 38 32 30 36 
 

31 Escherichia coli 31 22 21 0 24 1 

32 Escherichia coli 35 35 34 28 38 
 

33 Escherichia coli 18 8 16 0 10 1 

34 Klebsiella ozaenae 26 15 27 0 17 1 

TOTAL 
     

38% (13/34) 

a: Resistencia: ≤27 mm. 

b: Resistencia: ≤27 mm  

c: Resistencia: ≤ 22 mm 

d: Resistencia: ≤ 17 mm 

e: Resistencia: ≤ 25 mm 
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Cuadro 6. Proporción de enterobacterias positivas a genes BLEE procedentes de distintas 

muestras de carne de pollo. 

Id. Enterobacterias  CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-9 TEM SHV 

Salmonella enterica 1 0 1 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Serratia odorífera 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 0 0 

Klebsiella ozaenae 1 0 0 0 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Escherichia coli 1 0 0 1 0 

Klebsiella ozaenae 1 0 1 1 0 

Total 1: 12 aislados (12/12) 100% 0% (2/12) 16.6% (10/12) 83.3% 0% 

Total 2: 34 muestras                (12/34) 35.2%         0%         (2/34) 5.8%       (10/34) 29.4%     0% 

*No se detectaron cepas positivas a SHV, ni CTX-M-2. 
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V. DISCUSIÓN  

 

Un estudio peruano realizado en el año 2018, indicó que del total de enterobacterias aisladas en 

muestras de carne de pollo tomadas en mercados tradicionales de Lima metropolitana, el 95.3% (61/64) 

de muestras fueron positivas para Escherichia coli (Ruiz-Roldán et al., 2018). Sin embargo, otros estudios 

realizados en carne de pollo de mercados en Europa indican prevalencias para Escherichia coli del 59.0% 

(20/34) (Vitas et al., 2018) y en ciudades asiáticas del 63.5% (242/381) (Rahman et al., 2020).  En el 

mismo estudio de Ruiz-Roldán et al. (2018), detectan que el 59.4% (19/32) de muestras de carne de pollo 

se encontraban contaminadas con Escherichia coli productora de BLEE, detectado fenotipicamente. Cabe 

resaltar que no existen estudios peruanos que reporten enterobacterias productoras de BLEE en carne de 

pollo a nivel molecular. En Europa el estudio de Vitas et al. (2018) reporta que el 82% (28/34) del total 

de enterobacterias fueron productoras de BLEE, lo cual indica que enterobacterias distintas a Escherichia 

coli también portan genes de resistencia a nivel molecular. Además, el estudio de Ojer-Usoz et al. (2013), 

indica un 84% (38/45) de enterobacterias productoras de BLEE en muestras de carne de pollo también a 

nivel molecular. A diferencia de los estudios realizados en nuestro país para la detección de 

enterobacterias productoras de BLEE, el presente estudio es el primero en evidenciar a nivel molecular 

enterobacterias productoras de BLEE aisladas en carne de pollo, siendo todas las cepas procesadas a nivel 

molecular positivas a al menos un gen BLEE (CTX-M-1), generando la justificación para la continuación 

de otras investigaciones. 

Otros autores reportan que las heces animales pueden ser el origen de la contaminación con 

Escherichia coli en carne de pollo y otros alimentos (Rivera et al., 2012; Caballero et al., 2015; Ruiz-

Roldán et al., 2018). Ojer-Usoz et al. (2013), detectaron una prevalencia de enterobacterias productoras 

de BLEE en carne de pollo de 84%, valor que esta muy por encima del encontrado en otras carnes como 

de cerdo (55%) y res (59%). Por lo tanto, uno de los factores que podría estar interviniendo en la 

contaminación de la carne pollo serían las heces. Si bien la contaminación cruzada no puede descartarse 
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durante la manipulación de la carne ya sea en mataderos o en mercados, la alta prevalencia de BLEE en 

E. coli detectada en la carne de pollo podría deberse al uso indiscriminado y prolongado, en granjas 

avícolas, de antibióticos ya sea como tratamiento o como profilácticos (Smet et al., 2010; Aarestrup, 

2015). Por lo tanto, los aislados positivos a BLEE en carne de pollo encontrados en este estudio podrían 

tener origen en las heces de animales. 

En este estudio se ha detectado una menor frecuencia de E. coli, 38.0% (13/34), con respecto a 

otros reportes como el de Ruiz-Roldán et al. (2018) quienes determinan un 95.3% (61/63). Si bien ambos 

estudios se realizan en mercados, el muestreo de Ruiz- Roldán se realiza en los distritos de Comas, San 

Martín de Porres, La Victoria, ente otros, que se caracterizan por la poca rigusrosidad en el 

establecimeinto de medidas de salubridad y controles microbiológicos periódicos como si lo realizan otros 

municipios como el de Santiago de Surco, donde  las inspecciones son realizadas  con regularidad cada 

15 o 30 dias, según la gravedad de la infracción y a criterio del inspector (A. Mansilla-Bióloga, 

Bromatología, Municipalidad Santiago de Surco-Lima, comunicación personal), lo cual esta regulado por 

la Resolución Ministerial 282-2003 que establece la aplicación de buenas practicas de manipulación 

(BPM) y buenas practicas de higiene (BPH), en establecimientos que expenden alimentos. Como hemos 

mencionado, el Distrito de Santiago de Surco cumple con la normativa, mientras que otros distritos como 

los citados por Ruiz-Roldán et al. (2018), tal vez no lo cumplan, lo cual se podría corroborar con la 

presencia de basura, moscas, roedores y otros animales de sangre caliente que muchas veces viven dentro 

de los mercados, además de no cumplir con la indumentaria adecuada (mandiles, guantes, mascarillas, 

cofia, entre otros). Es necesario mencionar que las BPH involucran el uso de agua potable. Sin embargo, 

se debe tener en cuenta que el agua es una fuente medioambiental de resistencia bacteriana, pues las 

enterobacterias originarias de poblaciones humanas, animales y medioambientales pueden introducirse a 

ecosistemas naturales, por lo cual también se pueden encontrar enterobacterias que lleven codificación 

genética de resistencia a antibióticos y diseminar los genes a poblaciones de enterobacterias patógenas 

como no patógenas a través de su mecanismo de transferencia de ácido nucleico (Ojer-Usoz et al., 2014). 

Por ello, la detección de enterobacterias no patógenas como Serratia spp, Citrobacter spp, Pantoea 

aglomerans en este estudio es importante, ya que se han aislado, considerando que al analizar Serratia 

odorífera se ha detectado molecularmente los genes CTX-M-1 y TEM, en ella. Por ello, la presencia de 

enterobacterias patógenas como no patógenas detectadas en ecosistemas naturales son un potencial riesgo 

de infección para la salud publica (Korzeniewska y Harnisz, 2013). Asimismo, Tanimoto et al. (2021) 

han evidenciado genes FONA en Serratia fonticola aislada en carne de pollo importada en Japón, gen 

filogenéticamente emparentado con CTX-M-1, CTXM-2 y CTXM-9. Por lo tanto, es importante y 

necesario conocer el origen de la carne de pollo importada, puesto que los países que exportan carne de 

pollo a Japón, como el Perú, podrían ser el origen de diseminación de enterobacterias como Serratia spp 

con genes de resistencia BLEE.  
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Los mataderos también deben ser regulados, en este caso por SENASA (D.S. Nº 029-2007-AG), 

debido a que éstos también pueden ser fuente de diseminación de enterobacterias productoras de BLEE, 

las cuales pueden ser detectadas en la carne de pollo vendida en los mercados. Es necesario resaltar la 

importancia del mantenimiento de la temperatura (2 - 4º C) en toda la fase de la cadena productiva, 

principalmente en el almacenamiento (mataderos y mercados), así como en el transporte del alimento, 

debido a que su alteración podría incrementar la carga microbiana de enterobacterias productoras de 

BLEE, cuyo aislamiento puede ser detectado en los mercados de algunos distritos de Lima. En nuestro 

estudio, el 35% (12/34) de muestras de carne de pollo fueron positivas para la detección de enterobacterias 

productoras de BLEE. Si bien la prevalencia de E. coli productora de BLEE en el Perú, se encuentra 

alrededor del 59.4% (19/32) a nivel fenotípico, nuestros resultados difieren siendo el 35% (12/34) de 

muestras de carne de pollo positivas a enterobacterias productoras de BLEE, con al menos un gen de 

resistencia debido a que los mercados estudiados por Ruiz-Roldán et al., 2018 están ubicados en 

municipios que probablemente no cumplan con inspecciones necesarias y obligatorias según la RM.282-

2003,  mientras que en el distrito de Santiago de Surco sí se cumple. Es importante mencionar que todas 

las E. coli del total de enterobacterias seleccionadas para detección molecular de genes BLEE fueron 

resistentes molecularmente en nuestro estudio. 

De las enterobacterias aisladas, un hallazgo importante es la detección de Salmonella enterica 

serovar choleraesuis y Salmonella enterica serovar paratyphi, ambas patógenas. De acuerdo a la RM. N° 

591-2008-/MINSA (Perú), en 25g de carne el recuento de Salmonela spp. debe ser ausente. La OMS 

(2018) atribuye al género Salmonella la capacidad de generar enfermedad no solamente por serovares 

como typhi o paratyphi, sino también por serovariedades clasificadas como específicas para animales, 

debido a que se ha reportado que serovares como enteritidis, typhimurium, choleraesuis, entre otros, han 

generado enfermedades en humanos desde sintomatologías gastrointestinales leves a graves, fiebres e 

incluso septicemias (Chiu et al., 2004; OMS, 2018).  

Los genes de mayor frecuencia del total de enterobacterias en nuestro estudio fueron CTX-M-1 

35% (12/34), seguido de TEM 29% (10/34) y de CTX-M-9 5.9% (2/34) sin detección de genes SHV ni 

CTX-M-2 en la carne de pollo. Kola et al. (2012), en Alemania, reportaron una frecuencia de genes CTX-

M-1 con un 41.2% (77/187) y de TEM-52 de 8.6% (16/187), si bien hay diferencia de resultados, estos 

son cercanos debido a que comparten el mismo medioambiente ya que ambos muestreos han sido 

realizados en carnicerías (Korzeniewska y Harnisz, 2013). Así mismo, los autores indican que los genes 

también podrían tener origen en la crianza de las aves, ya que por lo general en crianzas intensivas las 

éstas reciben antibióticos como promotores de crecimiento, este evento sucede en nuestro medio por lo 

cual al tener valores cercanos al de Kola et al. (2012), nuestros hallazgos pueden terner origen en la granja. 

Además, Overdevest et al. (2011) encuentran resultados similares para muestras de carne de pollo e 

hisopado rectal en humanos, pues ellos obtienen proporciones similares para el gen CTX-M-1, (58.1% 
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(50/86) en carne de pollo y 45.8% (22/46) en heces humanas) y TEM (14.0% (12/86) en carne de ave y 

12.5% (6/46) en heces humanas), luego de haber hecho la comparación genómica de los aislados en carne 

y heces humanas, sugieren que los humanos están directamente involucrados en la transmisión de estos 

genes, lo cual podría indicar que la detección del gen CTX-M-1 (35%) también estaría relacionado con el 

ser humano. Existe información a nivel microbiológico (Carvajal et al., 2019; Huamán-Chacón y 

González-Escalante, 2019), con la cual podríamos indicar que sí podría existir una relación entre 

enterobacterias que portan genes CTX-M-1 asociado a resistencia a cefalosporinas (80%) y penicilinas 

(90%) detectadas en explotaciones avícolas en Perú, debido a que el gen CTX-M-1 está relacionado a 

resistencias a cefalosporinas. Además de una probable relación con hallazgos brindados por Huamán-

Chacón y González-Escalante, (2019), los cuales indican un perfil de resistencia múltiple a cefepime 

(99%), cefotaxima (99%), ceftazidma (99%), los cuales son cefalosporinas asociadas a resistencias 

mediadas por cefalosporinasas como el CTX-M-1 y TEM, genes que nosotros hemos detectado en las 

muestras de carne de pollo.  

En el análisis molecular de las cepas positivas a BLEE existen reportes como el de Gordillo et al. 

(2019), quienes luego de haber evaluado E. coli BLEE provenientes de órganos y vísceras de ave, 

encuentran que el gen de mayor prevalencia sobre el total de enterobacterias positivas a genes BLEE, fue 

el CTX-M-1 90.3% (56/62), hallazgo similar al encontrado en nuestro estudio, el cual fue 12/12 (100%). 

El reporte de Gordillo et al., 2019, podría sugerir contaminación cruzada durante el beneficio del ave. Por 

lo tanto, es necesario detectar los genes de resistencia BLEE durante la cadena productiva avicola. 

Gordillo et al. (2019), detectaron una baja prevalencia de SHV (8.1%), mientras que en nuestro estudio 

no se detectó el gen SHV en ninguna enterobacteria lo cual difiere con lo encontrado en el estudio de 

Gordillo et al., 2019, probablemente se deba a que para detectar este gen un mayor tamaño de muestra es 

necesario. Para confirmar la ausencia de este gen en carne de pollo en nuestro país seria necesario realizar 

un nuevo estudio aumentado el tamaño de muestra ahora que sabemos que los genes BLEE están presentes 

en muestras de carne de pollo en mercados. Los estudios europeos (Vincent et al., 2010; Leverstein van-

Hall et al., 2011; Kola et al., 2012) indican que los genes de mayor prevalencia en enterobacterias aisladas 

en carne de pollo son los genes CTX-M-1, TEM y SHV; también indican que independientemente de la 

frecuencia de detección para cada uno, los tres genes han sido detectados en aislamientos de explotaciones 

avícolas de países como Holanda, Bélgica, Francia e Inglaterra (Vincent et al., 2010; Leverstein van-Hall 

et al., 2011; Kola et al., 2012). Es necesario mencionar que la resistencia a antibióticos β-lactamicos y no 

β-lactamicos se ha evidenciado en muestras de carne de pollo contaminadas con enterobacterias 

productoras de BLEE, en humanos sanos y enfermos y en granjas avícolas (Vincent et al., 2010; 

Leverstein van-Hall et al., 2011; Kola et al., 2012).  

Ojer-Usoz et al. (2013), en un estudio realizado en España, indican que las enterobacterias 

productoras de BLEE, evidencian una mayor prevalencia en carne de pollo que en otras carnes como la 
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de cerdo y res. Adicionalmente, se menciona que en España los genes BLEE tipo CTX-M se han detectado 

en un 68% (179/262) de un total de 262 genes detectados en E. coli, los cuales han sido responsables de 

infecciones adquiridas por la comunidad (Romero et al., 2005; Ojer-Usoz et al., 2013) y que es el tipo de 

genes BLEE más extendido en cepas aisladas de alimentos. En nuestro estudio, el gen BLEE de mayor 

frecuencia fue el CTX-M-1 35,3% (12/34) en muestras de carne de pollo y del total de enterobacterias 

analizadas a nivel molecular, el 100% fueron positivas para este mismo gen 100% (12/12), lo cual también 

podría sugerir que infecciones en humanos por enterobacterias productoras de BLEE, específicamente 

para el gen CTX-M-1, pueden tener un origen alimentario a través de la carne de pollo, habiéndose 

demostrado (Hoffmann et al., 2017; Langsrud et al., 2020) que las bacterias resistentes a los antibióticos 

pueden trasmitirse al hombre a través del contacto directo y consumo de carne mal cocida, o con heces 

de animales (Hoffmann et al., 2017; Langsrud et al., 2020). Sin embargo, en el Perú es necesario realizar 

mayores estudios para poder considerar una asociación relevante. 

Respecto a los genes CTX-M-2 y SHV en el estudio de Leverstein-van Hall et al. (2011) se detectó CTX-

M-2 con un 6% (3/48) y SHV 33% (16/48) en muestras de carne de pollo frente a genes como CTX-M-1 

con un 83% (40/48) y TEM con 46% (22/48). Además, se describieron como genotipos de campo avícola 

a CTX-M-1 y TEM, pues ambos se detectaron en plasmidos Incl, aislados en sangre y orina de humanos, 

aves de corral y carne de pollo (Leverstein-van Hall et al., 2011). En nuestro estudio reportamos el gen 

CTX-M-1 en un 35% (12/34) como proporción mas alta, seguido de TEM 30% (10/34). Sin embargo, no 

hemos evidenciado la presencia del gen CTX-M-2 y SHV lo cual se podría deber a que estos 

probablemente no se encuentran dentro de los plásmidos donde se ubican los genes CTX-M-1 y TEM. 

Por ello, tal vez sea necesario un mayor tamaño de muestra para evidenciar la presencia de estos genes, 

por lo cual mayores estudios a nivel molecular son necesarios para poder establecer la detección de estos 

genes en plasmidos como el Inc1, además de poder hacer conjeturas o asociaciones concretas con el 

trinomio humano-carne de pollo-ave de corral, de manera que se pueda estimar la presencia de estos genes 

y su parentesco mediante la vigilancia epidemiológica. 

 

Estudios en Perú indican que niños de áreas rurales y de distritos del sur de Lima, de bajo nivel 

socioeconómico, presentan E. coli diarreogénicas con prevalencias de 43% (Acosta et al., 2016) y 14% 

(Ochoa et al., 2009), respectivamente. Si bien, se podría considerar de baja prevalencia la infección por 

E. coli diarreogénica (14%) (Ochoa et al., 2009), en el mismo estudio se reporta que el 85% de E. coli 

diarreogénica presentó resistencia a ampicilina, 79% a cotrimoxazol y 65% a tetraciclinas. Es necesario 

señalar, que las resistencias mediadas por BLEE ha conllevado a resistencia cruzada entre antibióticos de 

distintas clases como cotrimoxazol, quinolonas y tetraciclinas (Oliver y Cantón, 2005; Perozo y 

Castellano, 2009). Si bien, en nuestro estudio, no hemos clasificado a las E. coli detectadas como 

patógenas o no patógenas, las bacterias pueden transmitir su código genético y diseminar genes de 
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resistencia a bacterias patógenas como no patógenas, debiéndose considerar que la carne se comporta 

como un vehículo en la transmisión de genes BLEE (Leverstein-VanHall et al., 2011). Para poder 

considerar esta hipótesis en las regiones limeñas es necesario mayores estudios en donde se puedan asociar 

las variables de dependencia y realizar más estudios epidemiológicos. 

En relación a Salmonella enterica, un estudio reciente indica que el 92% de cepas Salmonella 

enterica serovar infantis, aisladas de muestras de heces de niños atendidos en hospitales de Lima, fueron 

cepas productoras de BLEE con genes CTX-M-65 (Granda et al., 2019). Asimismo, se reportó que 

Salmonella enterica serovar infantis, es el tercer serovar más frecuente encontrado en huevos y carne de 

ave (Zamudio et al., 2011). Si bien, en nuestro estudio no hemos detectado el serovar infantis ni el gen 

CTX-M-65, nosotros hemos detectado Salmonella enterica serovar choleraesuis, la cual fue una de las 

cepas de enterobacterias con mayor frecuencia de genes BLEE (CTX-M-1, CTX-M-9 y TEM). Si bien, 

son serovares de distinto origen, Salmonella enterica es una especie en la que se encuentran circulando 

genes BLEE CTX- M-9 tanto en humanos, en carne de pollo y granjas avicolas, pues lo hemos observado 

en nuestro estudio, en un estudio en Nigeria donde se detectó Salmonella spp. con genes CTX-M-9 que 

generaban enfermedades diarreogénicas en infantes (Fakorede et al., 2023) y en un estudio en Francia 

donde indican la presencia de genes CTX-M-9 y TEM en heces humanas, aves de corral y carne de pollo 

(Weill et al., 2004). Considerando los reportes de Zamudio et al., 2011; Fakorede et al., 2023 y Weill et 

al., 2004, es posible que la carne de pollo sea un vehículo para la transmisión de Salmonella spp. con 

genes BLEE en humanos, sobretodo en infantes, pudiendo generar resistencia antibiótica y que a su vez 

sean de origen avícola. Sin embargo, mayores estudios son necesarios para poder establecer asociaciones 

concretas entre las variables y determinar el comportamiento epidemiológico de los genes BLEE como 

en países europeos (Leverstein-van Hall et al., 2011). 

Salmonella enterica serovar choleraesuis, es un agente que principalmente infecta a cerdos; sin 

embargo, se menciona que también puede infectar humanos e inclusive causar infección septicémica sin 

afección intestinal. (Chiu et al., 2004; Methner et al., 2018). Lo cual sugiere que el aislamiento de la 

bacteria en nuestras muestras podría haberse originado por contaminación cruzada entre la carne de cerdo 

y pollo, como de heces de operarios sobre la carne de pollo, al igual que para las demás enterobacterias, 

tanto en matadero como en los mercados. Los factores de contaminación cruzada podrían ser el 

procesamiento conjunto de cerdos y pollos en el flujo de procesos de mataderos clandestinos y en los 

puestos de mercado, así como el almacenamiento y transporte de ambos productos animales (Rouger et 

al., 2017; Sekoai et al., 2020). Consideramos importante resaltar que la contaminación de la carne por 

enterobacterias en nuestras muestras también puede deberse a que los operarios pueden contaminar la 

carne al momento de la manipulación tanto en matadero como en puestos de mercados. Adicionalmente, 

la falta de buenas prácticas de almacenamiento y transporte de carcasas de pollo en los mercados también 
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podría ser un factor determinante en la contaminación de la carne (Rouger et al., 2017; Sekoai et al., 

2020). 

Consideramos que una limitante podría ser que nuestra metodología basa la confirmación del 

diagnóstico de identificación de enterobacterias en bioquímica, tal vez se podrían usar técnicas 

moleculares. Sin embargo, el factor económico también viene a ser una limitante, entre otros factores 

como equipos que no se tienen a disponibilidad, por lo cual este tipo de técnicas se trabajan en asociación 

con otros laboratorios en donde el espacio y tiempo suele depender de una tercera persona. 

Por otro lado, si bien es cierto existe un estudio en Lima en 2021 en donde se detectó el gen CTX-

M-65 en Escherichia coli en muestras de carne de pollo en mercados de Villa El Salvador y San Juan de 

Miraflores (Muray et al., 2021), consideramos que el aporte de este estudio radica en que es el primer 

estudio en el país en el que se ha podido confirmar la presencia de mas de un tipo de genes BLEE (CTX-

M-1, CTX-M-9 y TEM) en E.coli y enterobacterias distintas de E. coli aisladas de muestras de carne de 

pollo en mercados de abasto de un distrito con controles sanitarios ruguros en la zona urbana de Lima 

como lo es el distrito de Santiago de Surco, lo cual anteriormente no había sido objeto de estudio en el 

país. La evidencia de estos genes de resistencia BLEE, servirá para otros estudios que puedan englobar 

mas distritos a nivel de Lima metropolitana inclusive estratificando distritos, o discriminando de acuerdo 

a nivel de estrato socioeconómico o cultural, características de cada municipio en cuanto a inocuidad, 

buenas prácticas de manipulación, entre muchos otros criterios a considerar.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 Las enterobacterias fenotipicamente positivas a BLEE y aisladas en carne de pollo en 

presentan molecularmente al menos un gen BLEE.  

 El gen BLEE que se encuentra en mayor proporción fue el CTX-M-1. 

 La prevalencia de enterobacterias que presentan al menos un gen BLEE (CTX-M-1) en 

muestras de carne de pollo en expendio en el distrito de Santiago de Surco se encuentra por 

encima del 10.9%. 

 Los genes BLEE que no han sido detectados fueron CTX-M-2 y SHV. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

 Incrementar el tamaño de muestra, para la detección de genes BLEE. 

 

 Incluir genotipos de virulencia relacionados a cepas productoras de BLEE en estudios 

posteriores para tener un mayor panorama de la problemática. 

 

 Realizar estudios epidemiológicos o de asociación con enfermedades resportadas en 

humanos. 

 

 Consideramos adecuado realizar estudios epidemiológicos o de asociación de genes BLEE, 

de manera que podamos tener más información sobre el origen de infecciones por 

enterobacterias como Salmonella spp, E. coli, Klebsiella spp, entre otras y determinar que 

porten el mismo gen de resistencia que las enterobacterias aisladas de carne de pollo 

positivas a genes BLEE. 
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IX. ANEXOS 

 

 

 

ANEXO 1 

 

Flujo de aislamiento bacteriano 
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ANEXO 2 

 

Aislamientos bacterianos en agar EMB y TSA 

 

 Escherichia coli en agar EMB  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Serratia licuefaciens en agar EMB 
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 Salmonella enterica serovar choleraesuis en agar EMB 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 Escherichia. coli en agar TSA 
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ANEXO 3 

 

Identificación bioquímica 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Identificación bioquímica de enterobacterias por género y especie, mediante el kit EnteroPluri-Test®. 

B. Comparación de resultados con el patrón de bioquímica. C. Identificación de Escherichia coli. 
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ANEXO 4 

 

Análisis de susceptibilidad mediante el método Kirby – Bauer, para detección de cepas 

sospechosas de producción de BLEE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Se puede observar resistencia de Klebsiella ozaenae a cefpodoxima (PX), aztreonam (AT), cefotaxima 

(CTX) y ceftriaxona (CTR). B. Se puede observar resistencia de E. coli a todos los antibióticos 

cefpodoxima (PX), aztreonam (AT), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) y ceftriaxona (CTR). 
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ANEXO 5 

 

Análisis de susceptibilidad mediante método de doble disco, para detección de cepas confirmadas 

de producción de BLEE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se pueden observar las sinergias en forma de cola de pez. A. Cepa de E. coli productora de BLEE con 

fenotipo de sinergia para más de un antibiótico aztreonam (AT), cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ). 

B. Cepa de E. coli productora de BLEE con fenotipo de sinergia para un antibiótico aztreonam (AT), se 

puede observar que ceftazidima (CAZ) ofrece una sinergia leve. 
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ANEXO 6 

 

Electroforesis para la detección de genes CTX-M-1 (12/12) 100% (415 bp) 

 

 

 

 

 

 

Control positivo: Escherchia coli Vc1 (+). Control negativo: Agua ultrapura (-). Muestras: 2 (Salmonella 

enterica), 18 (E. coli), 20 (E. coli), 21 (Serratia odorifera), 22 (E. coli), 23 (E. coli), 24 (Klebsiella 

ozaenae), 26 (E. coli), 29 (E. coli), 31 (E. coli), 33 (E. coli), 34 (Klebsiella ozaenae). Todas las muestras 

resultaron positivas (100%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ladder 
500 bp  2       18     20      21      22     23      24      26     29      31     33      34       +      -     
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ANEXO 7 

 

Electroforesis para la detección de genes CTX-M-9 (2/12) 16.6% (205 bp) 

 

 

 

 

 

 

Control positivo: Escherchia coli Vc2 (+). Control negativo: Agua ultrapura (-). Muestras: 2 (Salmonella 

enterica), 18 (Escherichia coli), 20 (Escherichia coli), 21 (Serratia odorifera), 22 (Escherichia coli), 23 

(Escherichia coli), 24 (Klebsiella ozaenae), 26 (E. coli), 29 (E. coli), 31 (E. coli), 33 (E. coli), 34 

(Klebsiella ozaenae). Las muestras positivas fueron las cepas 2 (Salmonella choleraesuis) y 34 (Klebsiella 

ozaenae) (16.6%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ladder 
500 bp 2       18      20      21      22      23      24     26     29      31      33      34     +       - 
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ANEXO 8 

 

Electroforesis de PCR dúplex para la detección de CTX-M-2 (552 bp) 

 

 

Control positivo: Escherchia coli Vc4 (+). Control negativo: Agua ultrapura (-). Muestras: 2 (Salmonella 

enterica), 18 (E. coli), 20 (E. coli), 21 (Serratia odorifera), 22 (E. coli), 23 (E. coli), 24 (Klebsiella 

ozaenae), 26 (E. coli), 29 (E. coli), 31 (E. coli), 33 (E. coli), 34 (Klebsiella ozaenae). Todas las muestras 

resultaron negativas para el gen CTXM-2. 
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ANEXO 9 

 

Electroforesis de PCR dúplex para la detección de TEM (516 bp) y SHV (392 bp) 

 

 

 

 

 

 

 

Control positivo: Escherchia coli Vc3 (+). Control negativo: Agua ultrapura (-). Muestras: 2 (Salmonella 

enterica), 18 (E. coli), 20 (E. coli), 21 (Serratia odorifera), 22 (E. coli), 23 (E. coli), 24 (Klebsiella 

ozaenae), 26 (E. coli), 29 (E. coli), 31 (E. coli), 33 (E. coli), 34 (Klebsiella ozaenae). Todas las muestras 

resultaron positivas para el gen TEM con excepción de las cepas 23 (E. coli) y 24 (Klebsiella ozaenae) 

(83.3%). Ninguna muestra fue positiva para el gen SHV. 
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ANEXO 10 

 

Método GenJET Genomic DNA Purification kit Thermo Scientific™ 

 

Consideraciones previas 

1. Asegurar materiales estériles. 

2. Aislar una colonia pura en agar TSA para su crecimiento a 37.5°C durante 24 hrs. 

3. Incubar una colonia de la siembra fresca en 1 ml de caldo TSB en viales de 2 ml a 37.5 hrs durante 

3 horas. 

4. Agregar etanol al 96-100% al Wash Buffer I y Wash Buffer II.  

5. Preparar etanol al 50%  

 

Protocolo de extracción de ADN 

1. Centrifugar el vial de 2ml a 5000 g durante 10 minutos. Desechar sobrenadante. 

2.  Resuspender el pellet en 180 µl de Digestion solution. Agregar 20 µl de Proteinasa K y mezclar 

completamente mediante vórtex para obtener una suspensión uniforme. 

3. Incubar la muestra a 56°C mientras se agita en un vórtex ocasionalmente, hasta que las células 

estén completamente lisadas (aproximadamente durante 30 minutos). 

4. Posteriormente, agregar 20 µl de RNAsa A, mezclar en vórtex e incubar la mezcla durante 10 

minutos a temperatura ambiente. 

5. Agregar 200 µl de Lysis solution a la muestra. Mezclar bien, agitando en vórtex durante 15 

segundos hasta obtener una mezcla homogénea. 

6. Agregar 400 µl de etanol al 50% y agitar en vórtex. 

7. Transferir el lisado preparado a una columna de purificación de ADN GenJet insertada en un tubo 

de recolección. Centrifugar la columna a 6000 g durante 1 minuto. Desechar el tubo de 

recolección. Colocar la columna de purificación de ADN en un nuevo tubo de recolección de 2 

ml. 

8. Agregar 500 µl de Wash buffer I. Centrifugar a 8000 g durante 1 minuto. Desechar el 

sobrenadante y colocar la columna de purificación nuevamente en el tubo de recolección. 

9. Agregue 500 µl de Wash buffer II a la columna de purificación. Centrifugar a 12000 g durante 3 

minutos. Desechar el tubo de recolección que contiene la solución de flujo y transferir la columna 

de purificación de ADN a un nuevo vial estéril de 1.5 ml. 
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10. Agregar 50 µl de Elution Buffer al centro de la membrana de la columna de purificación para 

eluir el ADN genómico. Incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 8000 

g durante 1 minuto. 

11. Tomar el elution buffer con el ADN genómico centrifugado y colocarlo nuevamente en la 

columna de purificación para repetir la centrifugación (8000 g durante 1 minuto). 

12. Desechar la columna de purificación y almacenar la muestra a –20°C. 

 

 Materiales del GenJET Genomic DNA Purification kit Thermo Scientific™ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Multi-Block utilizado para la incubación de las muestras a 56ºC en el paso 3 
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ANEXO 11 

 

Electroforesis en gel agarosa 
 
 

1. Preparación de gel agarosa al 2%. Se pesaron 1.65 gramos de agarosa para cada electroforesis y 

medir 82.5 ml de buffer TBE 1X. 

2. Se agregó la mezcla anteriormente mencionada en un matraz de vidrio y se colocó en un 

microondas durante 2 minutos. 

3. Se retiró el matraz del microondas y se esperó a que se enfríe un poco la solución. Luego, se 

agregaron 4 ul de bromuro de etidio y se agitó el matraz suavemente. 

4. La nueva solución se agregó a la bandeja de electroforesis con los respectivos peines respectivos. 

5. Esperar 10 minutos hasta que enfríe completamente el gel y adicionar buffer TBE 1X en la 

bandeja hasta que cubra el gel 

6. Se adicionaron 5 µl de ladder 500 bp en la primera rendija y 8 µl de produto de PCR de cada 

muestra en los demás pocillos. 

7. Se conecta la bandeja de electroforesis a la fuente de poder en 90 v durante 120 minutos. 

8. Se utilizó un transiluminador de luz UV para revelar el gel. Las bandas diagnósticas tenían la 

medida de cada control positivo para cada electroforesis (blaCTX-M-1 - 415 bp; blaCTX-M-9 - 205 bp; 

blaTEM - 416 bp y blaSHV - 392 bp; blaCTX-M-2 - 552 bp). 
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