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RESUMEN

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas codificadas  por diferentes genes, que se localizan en plásmidos y facilitan su propagación  entre bacterias Gram negativas. Estas enzimas inactivan el anillo betalactámico de  cefalosporinas de amplio espectro y monobactámicos, pero no actúan sobre  cefamicinas, carbapenémicos y son inhibidas por ácido clavulánico.  El objetivo del presente trabajo fue detectar  enterobacterias, productoras de BLEEs, en granjas y mataderos de la provincia  Matanzas. Las muestras se colectaron de tres granjas y dos mataderos durante 2016  y 2017. Se realizaron hisopados de las manos de operarios, de superficies  ambientales, de instrumentos de trabajo e hisopados rectales de animales  aparentemente sanos. Las muestras se cultivaron en medio suplementado con  cefotaxima. La susceptibilidad microbiana se determinó por el método de  difusión en disco. La detección de BLEE se realizó por tres ensayos  fenotípicos: una prueba tamiz con discos indicadores y dos ensayos basados en  el efecto sinergia de inhibidores de betalactamasas. También se realizó,  mediante PCR, la detección genotípica de fragmentos de genes que codifican para  estas enzimas. Se identificaron 41 aislados de enterobacterias; de ellos 17  fueron positivos en la prueba tamiz y 15 coincidieron en los ensayos de  sinergia y PCR. La mayor frecuencia fue para el gen blaCTX-M seguido del genblaTEM, mientras que el gen blaSHV no se detectó. Se encontraron nueve aislados BLEE positivos en  hisopados rectales, dos en superficies, dos en las manos de un operario y  cuatro en instrumentos. Cuatro aislados BLEE positivos, procedentes de exudados  rectales, fueron también multirresistentes a quinolonas, tetraciclinas y  aminoglucósidos. El hallazgo de aislados productores de BLEE indica que estos animales pueden ser un  reservorio de genes de resistencia contenidos en elementos móviles que, a su  vez, se pueden propagar a través del contacto directo y en la cadena de producción de alimentos.
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ABSTRACT

Extended-spectrum  beta-lactamases (ESBLs) are enzymes encoded by different genes (blaSHV, blaTEM, blaCTX-M), located in plasmids, which facilitate their propagation among Gram-negative bacteria.  These enzymes inactivate the beta-lactam ring of broad-spectrum, cephalosporins  and monobactamic, but they are sensitive to cefamycins, carbapenems and  betalactamase inhibitors. The objective of this work was to detect  ESBLs-producing enterobacteria in farms and slaughterhouses in Matanzas  province. Samples were collected from three pig farms and two slaughterhouses  during the years 2016 and 2017. Swabs were made from different sites including  animals, workers and environment; and they were grown in medium supplemented  with cefotaxime. The antimicrobial susceptibility was determined by the disk  diffusion method and ESBL detection by means of a screen test with indicator  disks, two synergy tests with betalactamase inhibitors and by polymerase chain  reaction (PCR). Forty-one enterobacteria isolates were identified, 17 of them  were positive in the sieve test and 15 coincided in the synergy and PCR assays.  The highest frequency was for the blaCTX-M gene followed by the blaTEM gene, while the blaSHV gene was not detected. The positive ESBL  isolates were found in rectal swabs (9), on surfaces (2), hands of an operator  (2) and on instruments (4), only on farm A and slaughterhouse 1. Four of these  isolates also presented multiresistance to quinolones, tetracyclines, and aminoglycosides.  This work evidences the dissemination of positive E. coli ESBL isolates in non-clinical settings. These pig  production facilities are bacteria reservoirs and resistance genes propitiating  their propagation through direct contact, in the food production chain or their  dissemination to the environment. 
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INTRODUCCIÓN

El  incremento de la resistencia bacteriana a los antibióticos constituye un problema actual para controlar las infecciones  bacterianas, tanto en medicina humana como en veterinaria (1,2). 

La resistencia  adquirida es la capacidad de los microorganismos que les permite crecer en  presencia de antimicrobianos, a los cuales previamente eran sensibles. Este  comportamiento ocurre por adquisición de genes, ya sea por mutaciones o por  incorporación de elementos genéticos móviles como plásmidos, tramposones o  secuencias de inserción (1,2,3). Este material genético puede, además de ser trasmitido a las siguientes  generaciones (transmisión vertical), ser trasferido o captado por otras bacterias  físicamente próximas a través de los eventos que comprenden la transmisión  horizontal (conjugación, transformación y transducción), tanto entre cepas de  la misma especie como de especies filogenéticamente alejadas (4,5). 

La  familia de las enzimas betalactamasas hidroliza antibióticos betaláctamicos,  cefalosporinas de tercera y cuarta generaciones, así como carabapenemes. Estas  enzimas se diferencian según el sitio donde se ubican los genes que dan lugar a  su expresión, ya sea en cromosomas o en plásmidos y el tipo de expresión  (inducibles o constitutivas). Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y algunas de tipo AmpC son  codificadas en plásmidos y constituyen el mecanismo de resistencia de mayor  impacto para las bacterias Gram negativas (enterobacterias y bacterias no  fermentadoras). Las BLEEs inactivan el anillo betalactámico de cefalosporinas  de amplio espectro y monobactámicos. Sin embargo, a diferencias de las AmpC, no  actúan sobre las cefamicinas, carbapenémicos y a los inhibidores de  betalactamasas (IB) como ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam. Las betalactamasas de tipo AmpC no son resistentes a las cefalosporinas de  cuarta generación, cefepime, mientras que las BLEE hidrolizan este antibiótico (6,7). 

La identificación de aislados productores de BLEEs supone un reto para  los laboratorios de Microbiología Clínica, debido a que su detección fenotípica  no es fácil por la coexistencia, en ocasiones, de más de un mecanismo como son  la modificación de las porinas en la membrana celular y las bombas de eflujo,  que también contribuyen a la resistencia. Se recomienda la utilización de métodos  fenotípicos y genotípicos, pero la elección de los ensayos depende de las  condiciones de cada laboratorio (8,9).  

El empleo de los  antibióticos con fines terapéuticos o profilácticos, pero a gran escala, en  ocasiones sin control y supervisión, propicia la presencia de los  antimicrobianos en diferentes ecosistemas (poblaciones humanas, animales y el  medio ambiente). Estos compuestos ejercen una presión de selección para  microorganismos resistentes patógenos o  no, presentes en estos  ecosistemas, los cuales se convierten en un reservorio de bacterias y genes  resistentes y representan un peligro potencial para la salud, de ahí la  necesidad de conocer sobre su presencia (10,11,12). 

Las  instalaciones de producción animal constituyen un reservorio para bacterias  resistentes, que pueden ser difundidas a la población por contacto directo o a  través de la cadena alimentaria. En diferentes especies de animales con destino  al consumo humano, principalmente en aves, seguida de cerdos, también en  animales de compañía y en especies salvajes se evidenció la prevalencia de  enterobacterias productoras de BLEE y se sugiere que estos escenarios sean  reconocidos como importantes reservorios deestasbacterias (13,14,15).

En  Cuba existen datos sobre la presencia de bacterias productoras de BLEE en  instalaciones hospitalarias y, con menor medida, en pacientes de la comunidad.  Aislados de Klebsiella spp.  productoras de BLEE se detectaron en hospitales de diferentes provincias del  país (16). En Cuba, según el conocimiento de los autores, no  existen datos publicados sobre la presencia de bacterias productoras de BLEE en  cerdos. El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de enterobacterias productoras de betalactamasas  de espectro extendido en granjas y mataderos porcinos de la provincia Matanzas. 

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

Criterios de  inclusión

En este  estudio se incluyeron personal con riesgo ocupacional, cerdos aparentemente sanos y  superficies ambientales de las instalaciones. Se tuvo en cuenta el previo consentimiento informado de todo personal  involucrado en la investigación, además de la autorización de los  administrativos de la unidad y del servicio veterinario para la recogida de las  muestras. Los cerdos eleccionados se mantuvieron en condiciones de manejo y  tenencia propias de cada unidad, bajo las normas descritas por el Instituto de  Investigaciones Porcinas (17) y se respetaron estrictamente las  normas éticas y de bienestar animal referido por la OIE (18). Los  animales que se utilizaron para la investigación se consideraron animales  aparentemente sanos, a pesar de que no se realizaron exámenes complementarios  para corroborar su estado de salud.

Enfoque y tipo de investigación 

Se realizó un  estudio descriptivo observacional de tipo transversal dirigido a la  identificación de enterobacterias productoras de BLEEs. El estudio se realizó  en tres granjas tecnificadas de producción porcina (A, B, C) y en dos mataderos  (M-1 y M-2), localizados en la provincia Matanzas, Cuba, durante los meses de  julio-septiembre de 2016 y mayo de 2017.

Recogida de  muestras  

Las muestras se  colectaron por personal del laboratorio del Centro Provincial de Higiene,  Epidemiología y Microbiología de Matanzas, siguiendo las recomendaciones para  recogida, transporte y conservación de muestras (15,22). Se estimó un tamaño de muestra de  200, con una precisión de 5 %, nivel de confianza de 90 % y una prevalencia del 30 % (19). Las 200 muestras  se distribuyeron en hisopados rectales de animales, de tetinas/bebederos,  comederos, superficies ambientales, operarios e instrumentos de trabajo por  cada instalación porcina (granjas y mataderos). Se colectaron muestras de agua  (de tanques de alimentación y del pozo que abastece a cada una de las  instalaciones) (Tabla 1). 

Las muestras se  colectaron con hisopos estériles, utilizando un método “no destructivo de  arrastre”. Los hisopados rectales se realizaron a partir de animales  aparentemente sanos correspondientes a las categorías preceba y ceba final de  las granjas; en los mataderos, se les efectuaron a los cerdos horas antes del  sacrificio.  Las muestras de operarios en  cada una de las instalaciones (manos y botas), de superficies (pasamamos,  rejas, mesas de trabajo, tetinas/bebederos y comederos) e instrumentos de  trabajo se tomaron acorde a Davies et al. (19) y la OIE (20). Todos los hisopados se  introdujeron en microtubos de roscas de 2 mL que contenían el medio Caldo  Müller–Hilton (Biocen, 4030) suplementado con  cefotaxima a 2 µg/mL (15). 

Las muestras de  agua se tomaron en frascos estériles de 120 mL y se procesaron según la norma  cubana 827 del 2012 (21); se utilizó el medio caldo Lactosado  (Biocen, 4028) y caldo 
  Bilis Verde Brillante (Biocen, 4029).

Todas las muestras  obtenidas de las granjas y mataderos se transportaron en neveras con pastillas  refrigeradas hasta los laboratorios y se sembraron en el medio agar Mac Conkey  (Biocen, 4014) suplementado con cefotaxima a 2 μg/mL (15). Los  cultivos se incubaron en ambiente aerobio a 37ºC de 18 a 24 horas y se realizaron  lecturas a las 24 horas de la siembra.

Aislamiento e  identificación

Se seleccionaron los cultivos en los que se  observaron colonias con características presuntivas de especies de la familia  Enterobacteriaceae (colonias rosadas o blancas). Para garantizar la pureza de  los aislados se realizó un segundo subcultivo en el mismo medio y se procedió a  su identificación mediante el empleo de pruebas bioquímicas convencionales,  según Kan et al. (22). La prueba de oxidación/fermentación se utilizó para distinguir bacterias Gram  negativas fermentadoras o no; se realizaron cultivos en el medio  Hugh and Leifson (Oxoid), se incubaron a 37ºC en condiciones aerobias y no anerobias  mediante la adición de parafina líquida durante 18 horas. La  confirmación de las especies de enterobacterias se realizó mediante el empleo  de los sistemas comerciales API 20 E (BioMérieux, Francia), según las  condiciones prescritas por el fabricante. 

Conservación de los aislados mediante  congelación

A partir de una colonia de cada aislamiento se realizaron subcultivos en 500 μL de  medio Caldo cerebro corazón (CCC)  (BIOCEN, 4035) y se incubaron a 37ºC durante 18 horas; posteriormente se  tomaron 200 μL y se mezclaron con 200 μL de medio CCC suplementado con glicerol  al 20 %; se homogenizaron mediante agitación suave y se conservaron a -20ºC. 

Procedimiento estándar para la realización  de la susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos por difusión en  Agar con Discos

A  partir de los aislados conservados se  realizaron cultivos en el medio Agar  Base suplementado con sangre ovina al 5 %; se seleccionaron colonias aisladas y  se prepararon suspensiones bacterianas en solución salina fisiológica, las cuales se ajustaron con el patrón 0.5 de la escala Mac Farland, equivalente a 1,5 x108ufc/mL. Se realizó la inoculación en placas de agar Müller Hinton (BIOCEN, 4013) con hisopo por toda la superficie y se colocaron manualmente los discos  con pinzas estériles a una distancia de 2 cm  uno de otro y a 1,5 cm  del borde de la placa. Se utilizó la cepa Escherichia  coli ATCC 25922 como control de la calidad. Se procedió a la lectura  (diámetro del halo incluyendo al disco). La clasificación de la sensibilidad,  la sensibilidad intermedia y la resistencia de los aislados se basó en los  criterios establecidos por el Instituto de Estándares Clínicos y de  Laboratorios (23).

Detección  fenotípica de BLEE

La  producción de BLEEs se determinó por la combinación de tres metodologías:  


  	
    Prueba tamiz: el método  consistió en  una prueba de difusión en  agar con discos, tal y como se describió anteriormente, para la cual se  utilizaron los siguientes discos de antibióticos, procedentes de la casa  comercial Liofilchem: tres discos de cefalosporinas de tercera generación  ceftazidima (CAZ, 30 µg), ceftriazona (CRO, 30 µg), cefotaxima (CXT, 30 µg), un  disco de cefalosporina de cuarta generación, cefepime (FEP, 30 µg), un disco de  monobactamen aztreonam (ATM, 30 µg) y un disco de la cefamicina, cefoxitin  (FOX, 30 µg), una vez colocados los discos las placas se incubaron a 37 ºC  por 16 a  20 horas. Se procedió a la lectura (diámetro del halo incluyendo al disco). Se  consideró la presencia de aislados potenciales productores de BLEEs cuando se  obtuvieron halos de inhibición para los discos CAZ, CRO, CXT, FEP y ATM  iguales o inferiores a 17, 19, 22, 18 y 17  mm, respetivamente, y un halo igual o superior a  14   mm para el disco FOX   (23). 

  

  	
    Prueba de sinergia de  doble disco: la producción de BLEE se  determinó por la técnica de sinergismo de doble disco propuesta por Jarlier et al. (15) y siguiendo los  procedimientos establecidos por CLSI (23).  El método consistió  en situar un disco que contiene amoxicilina y el inhibidor de betalactamasa,  ácido clavulánico (AUM), en la relación 20/10  µg, próximo  a discos de betalactámicos indicadores CXT (30 µg), CAZ (30 µg), FEP (30 µg) y  AZM (30 µg) a una distancia lineal de 20 mm  del disco central.  El criterio de positividad para aislados productores  de BLEE fue la observación  de una ampliación del halo de inhibición de cefotaxima, ceftazidima,  cefepime  o aztreonam en la zona próxima  al disco que contenía  amoxicilina-ácido  clavulánico (sinergia) o presencia de una "zona fantasma" (inhibición  del crecimiento) entre las cefalosporinas o aztreonam y el inhibidor.

  

  	
    Prueba de epsilometría (E- test): se realizó para los aislados que resultaron positivos en la prueba  tamiz descrita anteriormente; se siguió el procedimiento estándar para la  realización de un antibiograma por difusión con discos y se aplicaron tiras  comerciales de Etest®,  según las directrices del fabricante (Liofilchem). Se emplearon tiras de  plástico no poroso de 5 cm de largo y 5 mm de ancho, que contenían ceftazidima (CAZ)  en una mitad con una concentración decreciente de 32 µg/mL hasta 0.5 µg/mL; la  otra mitad contiene desde 4 µg/mL hasta 0.064 µg/mL con 4 µg/mL de ácido  clavulánico en concentración fija. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se  determinó observando el punto en que la elipse de inhibición interceptó la  escala impresa en la tira. Se leyeron el extremo del antibiótico sin el ácido  clavulánico y el extremo que contenía ácido clavulánico; se dividieron las dos  concentraciones en ese orden.  El  resultado es positivo para BLEE cuando la proporción es ≥8 y negativo <8.      

  

  	
    Ensayos  de ácidos nucleicos: los aislados bacterianos positivos en la prueba tamiz  se  analizaron por la técnica molecular  de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés, Polymerase chain reaction) para los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M relacionados con la  producción de BLEE (24, 25). A partir de una  colonia se suspendió una asada en 100 μl de agua 
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      
      destilada estéril en  tubos de microcentrífuga de 1.5 ml; se sometió a una temperatura de 100 ºC durante 10 minutos.  Pasado este tiempo se colocaron en hielo por 20 minutos. Se centrifugó a 5000 g  durante 15 minutos y se tomaron 5 μL del sobrenadante (ADN) para agregarlos a  la mezcla de PCR. La mezcla de PCR se realizó en un volumen final de 25 μL, conteniendo 1X GoTaq®  Green Master Mix (Promega, Madison, EE.UU.) y 20 pM de  cada cebador. Las cantidades utilizadas fueron: 12.5 μL de Master  Mix (Promega), 1.5 µL de cada cebador y 7.5 µL Agua MilliQ estéril. Las condiciones de la reacción y las secuencias de los cebadores  aparecen en la Tabla 2. Los cebadores se  sintetizaron en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB), Cuba.  Los ensayos de PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler. 

  



Visualización  de los productos de PCR

Los productos de PCR se visualizaron por  electroforesis en gel de agarosa al 2 % en TBE 0.5X con Bromuro de Etidium (1 mgmL-1)  en un transiluminador de luz ultravioleta (Pharmacia 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  Lkb). Se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega). Cada  amplificación incluyó un control negativo, en el cual se adicionó agua. 

Se  evaluó la susceptibilidad antimicrobiana utilizando los discos de otras  familias de fármacos ciprofloxacina (5 µg), tetraciclina (30 µg), gentamicina  (10 µg), azitromicina (15 µg) para todos los aislados que resultaron positivos  por las pruebas anteriores.

Análisis estadístico

Los  resultados se organizaron en una base de datos que comprendió el lugar de procedencia,  el sitio de aislamiento, la identificación del microorganismo (género y  especie), el perfil de susceptibilidad antimicrobiana, la detección fenotípica  de BLEE por los métodos de cribado, así como su confirmación por los métodos  moleculares realizados.

El análisis  de los resultados se realizó mediante estadística descriptiva y cálculo de las frecuencias relativas en el programa estadístico Epidat Versión 3.1  (26). Se compararon los porcentajes y se ordenaron los datos obtenidos en  tabla de contingencia con el fin de facilitar la interpretación de la  información.

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De 200 muestras  colectadas en las instalaciones porcinas, se obtuvieron 41 aislados de  bacterias Gram negativas, correspondientes a la familia Enterobacteriaceae  resistentes a la concentración 2 µg/mL de cefotaxima. Según las características  culturales, morfológicas y pruebas bioquímicas se identificaron los siguientes  géneros y especies: 36 aislados correspondieron a Escherichia coli, dos a Serratia  marcescens, dos a Enterobacter  cloacae y un aislado a Enterobacter  sakazakii. 

E. coli fue la  especie más frecuente encontrada entre los aislados resistentes a cefotaxima. Este microorganismo es la enterobacteria resistente a betalactámicos que se  aísla con más frecuencia en los últimos años en los seres humanos y en los  animales de granja, especialmente en pollos y cerdos, así como en diversos  alimentos. Es una bacteria comensal en los seres humanos y los animales, se  encuentra presente en el medio ambiente y se considera un indicador de la  contaminación fecal en los alimentos y el agua. E. coli es la principal  causa de infección del tracto urinario (ITU), tanto en pacientes hospitalizados  como en las infecciones que se manifiestan en la comunidad, donde se aísla en  un porcentaje aún mayor. El flujo de plásmidos con genes de resistencia de  cepas comensales de E. coli a  patógenas constituye un problema de salud, pues reduce las opciones terapéuticas  (6,27).

Para  el aislamiento de bacterias Gram negativas productoras de BLEE, un aspecto de  interés resulta la clase de cefalosporina y la concentración que se adiciona al  medio de cultivo. García et al. (28) plantean que para identificar bacterias productoras de BLEE a  partir de hospederos portadores se pueden utilizar los medios suplementados con  cefotaxima o ceftazidima a una concentración de 1µg/L; sin embargo, otros estudios  publicados (29) refieren concentraciones de cefotaxima que  oscilan entre 0,5 y 4 µg/mL. Otros autores refieren que si se utiliza una  concentración superior a 4 µg/mL, es decir, demasiado alta, entonces disminuye  la sensibilidad en la detección (30). Es conveniente que para  la elección de la concentración del agente antimicrobiano, se considere la  situación epidemiológica de la unidad o centro donde se lleve a cabo el estudio  (31). Teniendo en cuenta que en Cuba no existen antecedentes  sobre la presencia de aislados productores de BLEE en instalaciones de  producción animal, se utilizó una concentración equivalente a 2 µg/mL de  cefotaxima, superior a la CMI para favorecer la sensibilidad.

En la prueba  tamiz, 17/41 aislados mostraron halos iguales o inferiores a 17, 22 y 29 mm para ceftazidima,  ceftriaxona y cefotaxima, respectivamente, tres cefalosporinas de tercera  generación (C3G). Estos aislados fueron resistentes al aztreonam y cefepime con  halos menores de 17 y 18 mm, mientras que mostraron sensibilidad a cefoxitin  con halos superiores a 14 mm (Figura 1).  Según estos criterios, los aislados  manifestaron propiedades descritas para cepas productoras de BLEE (10,11).

El empleo de discos "indicadores" en la prueba tamiz  reveló características específicas de las BLEE y permitió discriminar sobre  otros mecanismos de resistencia. El  uso del disco de cefamicina (cefoxitina, FOX) descartó a los aislados, en los que  la resistencia se debió a deficiencias en las porinas (proteínas de la membrana  celular). Los aislados BLEE positivos fueron sensibles a este compuesto, sin  embargo, cuando la resistencia se debió a deficiencias en las porinas, la  cefoxitina no penetró a las células; en tal caso los aislados se manifestaron  resistentes (30,31) y no se consideraron como posibles productores de BLEE. 

El uso de la cefalosporina de cuarta generación  (cefepime) también contribuyó a descartar otro mecanismo de resistencia; en  este caso la presencia de betalactamasas no  inducibles, denominadas AmpC, ya que este antibiótico no es hidrolizado por esta betalactamasa,  mientras lo es por la BLEE.  La identificación de AmpC es de importancia,  pues los genes que codifican para estas enzimas también pueden estar  localizados en plásmidos, elementos transmisibles que contribuyen a su  propagación, pero requieren de metodologías específicas para su identificación  y no se consideraron en este trabajo; además, las AmpC aún presentan baja  frecuencia en aislados de origen animal (32,33). 

Con la finalidad  de detectar BLEE se emplean inhibidores de estas enzimas, usualmente el ácido  clavulánico en combinación con cefalosporinas de tercera generación. Este  compuesto inhibe a las BLEE y reduce el nivel de resistencia de estas a las  cefalosporinas. Un total de 17 aislados mostraron la sensibilidad frente a  inhibidores, específicamente a amoxicilina/ácido clavulánico, el cual indujo la  aparición de halos fantasmas o a la ampliación del halo de inhibición para las  cefalosporinas en la zona cercana al disco que contenía esta mezcla (Figura 2). 

A través de la  prueba de sinergia Epsilon, que  contenía el antibiótico ceftazidima, se confirmó la producción de BLEE en 15/17  aislados que fueron previamente positivos por las pruebas de tamizaje y  sinergia descritas anteriormente; la proporción  a partir de los valores de CMI con y sin inhibidor resultó ≥8 para estos aislados. Sin embargo, 2/17 aislados no presentaron el  patrón fenotípico esperado para la producción de BLEE; es posible que las  enzimas producidas no presenten actividad sobre la ceftazidima. Las BLEE del grupo  CTX-M hidrolizan mejor la cefotaxima (CTX) y la ceftriaxona (CRO) que la  ceftazidima 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  (CAZ), incluso el grado en que son inhibidas por inhibidores también es  variable, esta puede ser superior por tazobactam que por ácido clavulánico (34,35). 

La recomendación es  utilizar varias cefalosporinas simultáneamente en el antibiograma, aunque  algunos cambios en la secuencia favorecieron la hidrólisis sobre ceftazidima,  específicamente en los aminoácidos que se encuentran en las posiciones 240 y  267 y desempeñan un papel importante en la evolución de estas betalactamasas (32,33,34). Los sistemas automáticos para la determinación de la  sensibilidad a los antimicrobianos consideraron esta experiencia e incluyeron  simultáneamente cefotaxima y ceftazidima con ácido clavulánico (34,35,36). 

La producción de BLEE es uno de los  mecanismos de resistencia más difíciles de detectar en los laboratorios de  Microbiología clínica por métodos fenotípicos. La selección depende de las  condiciones del laboratorio. La prueba tamiz y de sinergia son de fácil  realización e interpretación y no requiere disponer de equipamiento. En  general, la presencia de mecanismos mixtos de resistencia a antibióticos  betalactámicos (BLEE y/o 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  AmpC) dificultan en gran medida las técnicas de confirmación fenotípica a nivel  de clase. Por lo que para obtener resultados confirmatorios con mayor rapidez,  se aconseja la utilización de técnicas moleculares, específicamente la PCR (34,35). 

El gen blaTEM se detectó en 5/17  aislados (Figura 3) y el gen blaCTX-M en 15/17, mientras el gen blaSHV no se detectó. Los aislados positivos para el gen blaTEM también lo fueron  para blaCTX-M. La ausencia  del gen blaSHV coincide  con los informes de Lili et al. (15)  en el estudio de E. coli procedente de cerdos; mientras  que la detección simultánea en un mismo aislado de los genes blaTEM  y blaCTX-M  concuerda con otros trabajos (37,38,39).  El fragmento del gen blaCTX-M se encontró con  mayor frecuencia en hisopados rectales de cerdos y en superficies ambientales. 

Fueron negativos por PCR dos aislados  negativos en la prueba de E-test–cefazidima. La familia de las enzimas  betalactamasas de tipo CTX-M es muy amplia y existen numerosas secuencias de  cebadores descritas para la amplificación de fragmentos de los genes para su  expresión (24,25); sin embargo, es posible la  existencia de cambios en la secuencia nucleotídica en las regiones de  hibridación con 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  los cebadores empleados en este trabajo, y esta podría ser la razón para que  estos dos aislados, que mostraron un comportamiento fenotípico compatible con  BLEE, no amplifiquen fragmentos por PCR. 

Los resultados coinciden con la  situación epidemiológica que se describe en la actualidad para las enzimas  BLEE. La epidemiología y la evolución de las bacterias productoras de BLEE  constituyen un proceso dinámico. En un principio, el género Klebsiella en  pacientes hospitalizados se aisló con mayor frecuencia asociado a la presencia  de BLEE derivadas de TEM y SHV. En los últimos 10 años se incrementa la  prevalencia, ahora de E. coli BLEE+, en portadores fecales en  pacientes hospitalizados y se extiende a pacientes de la comunidad, además,  ahora las BLEE más frecuentes son del tipo CTX-M (40).

La prueba de susceptibilidad para otras  familias de antibióticos (ciprofloxacina, tetraciclinas, gentamicina y  azitromicina) reveló multirresistencia en 3/17 aislados de  hisopados   rectales y un aislamiento de la superficie de un pasamanos en la  granja A,   que fueron BLEE positivos. Estos antibióticos se 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  utilizan con mayor frecuencia que las cefalosporinas en medicina veterinaria  (39,40), que tiene una indicación muy restringida;  sin embargo, los genes que contribuyen a la  resistencia frente a estos compuestos se localizan, en ocasiones, en los mismos  elementos móviles que transportan  genes  para la expresión de BLEE, por lo que el uso en la crianza animal de estos  antimicrobianos favorece la coselección de estos marcadores de resistencia en  aislados productores de BLEE (41,42).

La presencia de aislados productores de  BLEEs en mayor frecuencia, a partir de muestras de hisopados rectales y el  hallazgo de aislados también productores de BLEE en manos de operarios,  superficies ambientales e instrumentos de trabajo, sugiere la posible  diseminación de estos desde el excremento de los cerdos al ambiente circundante  (Tabla 3). Un aspecto relevante en las granjas  de cerdos es el hacinamiento en el que, con frecuencia, se crían estos  animales, lo cual propicia enormemente la dispersión y diseminación de estas  bacterias, así como el estrés al que se exponen los animales, la temperatura  ambiental 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  y la presencia de vectores (33).  La posible transferencia de cepas BLEE+ de animales a humanos por contacto  cercano parece posible, pero las evidencias aún son escasas; los estudios  basados en herramientas de epidemiología molecular han podido mostrar la  relación clonal entre cepas resistentes de origen humano y animal (43-47). 

Las bacterias contenidas en reservorios  fómites, dispositivos de uso común o superficies ambientales, son subestimadas  en cuanto a su capacidad de portar genes de resistencia y su capacidad de  trasmisión (48). Las enterobacterias requieren de  humedad para su sobrevivencia en superficies inanimadas y muchas especies lo  logran por meses. Las manos colonizadas del personal también pueden contribuir  a su diseminación, luego del contacto con superficies contaminadas (36, 49). Las medidas de higiene y manejo son  necesarias para establecer un equilibrio en las áreas donde se encuentran  animales en cría intensiva, una apropiada  limpieza y desinfección de las superficies y, sobre todo, el lavado de manos  después del contacto con reservorios potencialmente contaminados (50,51). 

La cadena alimentaria es un  posible vehículo de transferencia de genes de resistencia al hombre, en tal  sentido se sugirió un origen  alimentario a la presencia de cepas de E. coli 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
portadoras de BLEE en la microbiota intestinal de humanos, y un posible  origen animal a las cepas multirresistentes de E. coli implicadas en  infecciones urinarias en clínica humana (36,37,43). La presencia de BLEE en los aislados analizados  enfatiza la necesidad de profundizar en estudios adicionales sobre las características  moleculares relacionadas con este mecanismo de resistencia y confirmar su  posible propagación mediante los ensayos de conjugación.

La prevalencia de enterobacterias  productoras de BLEEs en la granja A fue de 24,3 % (10/41), en el Matadero M-1  fue de 12,1 % (5/41) y hubo instalaciones donde no se detectaron bacterias  productoras de BLEE (granjas B, C y M-2). Una  posible explicación a las diferencias encontradas ente las instalaciones  investigadas podría ser  el consumo  de  medicamentos en ellas y aspectos  de bioseguridad, sin embargo, estos factores  no se consideraron en el estudio. Investigaciones realizadas en países europeos  demostraron que el uso limitado de antibióticos, la aplicación de estos solamente  a animales enfermos en  granjas y un alto  nivel de bioseguridad se asociaron con una baja prevalencia de  enterobacterias  productoras de BLEE (52,53). Estos datos  enfatizan la necesidad de acompañar los estudios microbiológicos de datos  epidemiológicos que revelen las características de cada instalación y la  asociación entre estos factores.

Este trabajo evidenció la presencia de aislados de E. coli BLEE positiva en ámbitos no  clínicos. Se encontró que la microbiota intestinal actúa como reservorio de  estos microorganismos en los animales que pueden ser un vehículo importante  para su transferencia al hombre y a otros animales. Es necesario profundizar en  el estudio de los factores que contribuyeron a la diseminación de E. coli BLEEs+ para poder controlar este  problema de creciente repercusión en la salud humana y animal.
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FIGURA 1. Deteccion de BLEE mediante
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generation cephalosporins (cefatazidime
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20/10 pg) 5 camtral dise. and thire genertion cephilosparins (cefinzidme, 30 ig. cefotmims,
30 pig) am fusrih gameriiom cefepime (30 1)





t0106317.gif
1ABLA 1. Distribucion de muestres segin el sito de aislamiento. / bistribution of somles according (o
the fsviuiion site.

Instalacion  Hisopado

de Operarios  Agua edaros Amblente  Instrumertos

porcina  animales [E——— detrabajo
GangA 10 s 3 oy ey .
rarjen n . 5 . - 7
Ganpc g N N B ) )
Motaderol 1o 5 N N X .
Matadero2 1o 5 N N 5 .

Total 2 » P - - »

Grigan: Ease de Gaios de lainvestigasion.





t0206317.gif
1ABLAZ. sectencia de los cebadorss y programas de smplificacion por PUK para etaccon de genes
Qe codrican para betelectamasas en este estudio (blasw, DIaTeny bloc). | Sequence of the primers.
nd PCR urplificution grogrums for Uhe detzulion of genes enzoding fur belo-fuctumuses (Bluse blure
¥ blac) in the study.

‘Condicioncs PCR

Secuendia de oligonuclectidos Felscgumdol Refrencins

639 Des M Ext
AT CTTGAAGACGARAGGEC
blerei 00 CaCTCAGTRAACGARAAC

460 60/30  72j60

; CTTACATCTGTGAGAAGCA .
B yors ons i mps I
. CCG CGCTATTACARAC "
500 TCAGCGAAAAACACTTTG)
P 3
b T s mips RS
TCCCGCAGATAMTCACCA =

Leyenda : Dx. Desnaturaiizadicn; A, Hibridzacion; Ext. Extension.





