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Absence of carbapenemase genes bla,, , bla and bla,  in Escherichia coli
isolated from healthy pigs from high-tech farms
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RESUMEN

Enterobacteriaceae es la familia de bacterias con mas reportes de resistencia
antimicrobiana, siendo los de mayor impacto las productoras de carbapenamasas,
antibidticos usados en medicina humana para casos criticos. Diversos reportes
describen a Escherichia coli como una de las portadoras de estos genes debido a
su fécil captacion de plasmidos o fragmentos de ADN. En el Pert existen reportes de
E. coli portadoras de carbapenemasas aisladas de humanos, pero ningtn trabajo
confirmado en animales. Por ello, el objetivo del estudio fue evaluar la presencia de
genes asociados a carbapenemasas en E. coli aisladas de cerdos sanos provenien-
tes de cuatro granjas tecnificadas. Para ello, 186 aislados de E. coli fueron evalua-
dos mediante la técnica de PCR para la deteccion de genes de carbapenemasas
bla bla,, vy bla,,.. Estos genes no fueron detectados en los 186 aislados

K.PC’ K
analizados de E. colli.
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Enterobacteriaceae is the family of bacteria with the most reports of antimicrobial
resistance, with the greatest impact being those that produce carbapenems, antibiotics
used in humen medicinefor critica cases. Various reports describe Escherichia coli as
one of the carriers of these genes due to its easy uptake of plasmids or DNA fragments.
In Peru, there are reports of E. coli carrying carbapenemases isolated from humans, but
no confirmed work has been done in animals. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the presence of genes associated with carbapenemases in E. coli isolated from
healthy pigs from four technologically advanced farms. To do this, 186 E. coli isolates
were evaluated using the PCR technique for the detection of bla, , , bla . and bla

KpC’ NDM IMP
carbapenemase genes. These genes were not detected in the 186 E. coli isolates analysed.

Keywords: antimicrobial resistance, pigs, Escherichia coli, isolated, carbapenems

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos es
considerada un gran problema de salud pua-
blica a nivel mundial, por lo que requiere de
planes estratégicos para frenarla (OMS,
2020). Es considerada un proceso natural; sin
embargo, debido a la administracion incorrec-
ta de los antimicrobianos en animales desti-
nados al consumo humano, muchas veces
como promotores de crecimiento, ha ocasio-
nado que este proceso se vea acelerado
(Barton, 2014; FAO, 2023).

Existen cuatro mecanismos de resisten-
cia antimicrobiana: formacion de bombas de
flujo, modificacion del sitio blanco del anti-
bidtico, formacion de porina con sitio de en-
trada mutado y producciéon de enzimas
(Picazo y Prieto, 2016). Ejemplo de esta ulti-
ma son las bacterias productoras de betalac-
tamasas como las carbapenemasas, reporta-
das frecuentemente de miembros de la fami-
lia de Enterobacteriaceae, siendo Escheric-
hia coli una de las mas importantes debido a
su facilidad en la captacion de plasmidos y
transferencia horizontal de genes (Iovleva y
Doi, 2017). Por ello, la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) las ha incluido como pri-
mera prioridad en la busqueda de nuevos
antibidticos (OPS/OMS, 2021).

Los carbapenémicos son una clase de
antibioticos betalactamicos considerados
como farmacos de tltimo recurso contra en-
fermedades graves (Iovlevay Doi, 2017). Las
carbapenemasas tienen la capacidad de
hidrolizar los carbapenemas y se clasifican
segun el esquema de Ambler en cuatro cla-
ses (del A hasta el D), en donde la gran ma-
yoria de carbapenemasas se encuentra en las
clases A, B y D (Martinez y Gonzalez, 2014).
Dentro de las carbapenemasas mas conoci-
das pertenecientes a la clase A se tiene a las
KPC, SME y varias enzimas GES. En la cla-
se B, las enzimas mas importantes detecta-
das son las familias NDM, VIM e IMP y
dentro de las carbapenemasas de clase D las
conocidas como oxacilinasas con actividad
carbapenemasa (OXA), que se dividen en
diversos grupos segiin la homologia de su
secuencia (Martinez y Gonzalez, 2014;
Astocondor, 2018). Segun las recomendacio-
nes técnicas para la deteccion de carbape-
nemasas, la confirmacion definitiva es me-
diante la deteccion de genes carbapenemasas
por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (ISP, 2018).

Reportes como los de Roschanski et al.
(2015) y Tamta et al. (2020) realizados en
Alemania e India, respectivamente, confir-
maron la presencia de genes carbapenemasas
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en E. coli aisladas de muestras fecales de
cerdos; ademas relacionan estos hallazgos en
animales con el contacto humano o del en-
torno, recomendando mayores estudios de
vigilancia. En el Perq, existen pocos estudios
reportados sobre la presencia de carbapene-
masas en humanos y no se reportan estudios
en animales. Por ello, el objetivo de este es-
tudio fue evaluar la presencia de genes aso-
ciados a carbapenemasas en E. coli aisladas
de cerdos sanos provenientes de granjas
tecnificadas, con el fin de poder determinar
una posible situacion actual en el pais y asi,
buscar opciones para el control y prevencion.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Periodo del Estudio

El estudio se desarrollé en el Laborato-
rio de Bacteriologia de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM) du-
rante los meses de noviembre y diciembre de
2022.

Material Experimental

Se analizaron 186 aislados de E. coli
criopreservados en el cepario del Laborato-
rio de Bacteriologia de la FMV-UNMSM,
obtenidos de un muestreo previo de cerdos
clinicamente sanos de cuatro granjas
tecnificadas de Lima entre octubre a diciem-
bre de 2019. En dicho estudio se recolecta-
ron muestras individuales de hisopado rectal
que luego fueron procesadas ¢ identificadas
como E. coli mediante pruebas bioquimicas
convencionales.

Los controles positivos fueron aislados
de casos clinicos humanos provenientes de
la Clinica Médica Cayetano Heredia (Lima,
Peru), los cuales fueron confirmados con
pruebas inmunocromatograficas y molecu-
lares. Los tres controles positivos usados en
el estudio fueron:
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- A26: Citrobacter sp. - positivo al gen
bla,,.

- A29: Enterobacter sp. - positivo al gen
bla .,

- A24: Pseudomona sp. - positivo al gen

blaIMP-l y blalMP—Z

El control negativo usado en el estudio
fue la cepa ATCC 25922 - Escherichia coli,
la cual no posee genes de carbapenemasas.

Reactivacion de los Aislados

Los crioviales que permanecian a -20 °C
fueron puestos en calor seco por 10 min. El
contenido fue inoculado en un vial con 5 mL
de caldo tripticasa de soya (TSB) (Merck,
Alemania) e incubados por 24 h a 37 °C.
Posteriormente, se extrajo un pequefio volu-
men con un ansa calibrada y se sembro en
Agar MacConkey (Merck, Alemania) me-
diante la técnica de agotamiento, y se llevo a
incubacion a 37 °C por 24 h para su creci-
miento.

Extraccion de ADN y Amplificacion de la
Cadena de Polimerasa (PCR)

Los cultivos de E. coli, confirmados
mediante accion fermentativa de lactosa, pro-
duccidn de indol y motilidad positiva, fueron
inoculados en 2 mL de caldo Luria-Bertani
(Merck, Alemania) a 37 °C hasta obtener una
concentracion mayor de 10° bacterias/mL (4
a 6 h), para luego realizar la extraccion de
ADN siguiendo las indicaciones de manufac-
tura del GeneJET Genomic DNA Purification
kit (Thermo Scientific, Lituania). El producto
obtenido fue congelado a -20 °C hasta su uso.

Se realizo la técnica de PCR conven-
cional para la deteccion de genes carba-
penemasas KPC, NDM e IMP. Para esto,
se utilizaron cebadores para los genes bla, .,
bla,, v bla,,, indicados en el Cuadro 1,
siguiendo el protocolo descrito por Watahiki
et al. (2020), iniciando con 95 °C por 5 min,
seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30's, 60 °C

por 90 s,y 72 °C por 60 s. con una extension
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final a 68 °C por 10 min. Para la deteccion
del gen bla,,,, estos autores recomendaron
el uso de dos cebadores debido a las varian-
tes con los que cuenta la carbapenemasa
IMP. La solucion de amplificacion tuvo un
volumen de 20 pl, el cual contiene 1 pl de
ADN de la muestra, 0.4 pl del cebador a ana-
lizar, 0.2 pl de DreamTaq polimerasa, 2 pl de
DreamTaq buffer, 0.4 ul de dNTPs y com-
pletados con agua ultrapura (Life
Technologies, EE. UU.). En el caso del gen
bla,,,, debido a que se usaron dos cebadores,
la cantidad del cebador total a usar fue de
0.8 ul. Los ADN amplificados fueron identi-
ficados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% y luego se procedio a la lectu-
ra mediante el transiluminador de luz UV.

RESULTADOS

No se detectaron los genes bla,, .
bla v bla,,, (0/186) de aislados de E. coli
provenientes de cerdos aparentemente sanos
de granjas tecnificadas de Lima, criopre-
servados y almacenados en el cepario del
Laboratorio de Bacteriologia de la FMV-
UNMSM. En la Figura 1 se observa los pro-
ductos de los tres genes carbapenemasa en
estudio.
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DiscusioN

No se hallaron muestras positivas (0/186)
de presencia de los genes carbape-nemasas
blay,., bla,, y bla,,, en cerdos sanos.
Resultados similares (0/102) fueron
reportados por Tamta et al. (2020) de aisla-
dos de E. coli provenientes de muestras
fecales de cerdos sin diarreas realizado en
cinco granjas porcinas en India el 2016-2017.
Esta similitud estaria relacionada a que los
antibioticos carbapenémicos no estan autori-
zados para uso como medicamentos veteri-
narios, siendo considerados como antimi-
crobianos de importancia critica para la sa-
Iud humana, por lo que son reguladas me-
diante normas sanitarias por la OMS, OMSA
y FAO (OPS, 2022).

Resultados negativos para la presencia
del gen bla, . en E. coli de muestras fecales
de cerdos fueron reportados en China por
Cheng et al. (2019) con un 0.3% (2/488) en-
tre el 2009-2014 y por Liu ef al. (2018) con
una frecuencia de 0% (0/270) en cerdos sin
diarreas de China entre 2015-2017. Los re-
sultados bajos o ausentes del gen bla,,. en
E. coli podrian relacionarse a que esta
carbapenemasa se encuentra predominante-

mente en K. pneumoniae por su alta disemi-
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la ampliacion de los genes bla,,. (322 pb),

bla,, (207 pb) y bla

IMP

(269 pb). Carril M: marcador de peso molecular de 100 pb;

carril B: muestra blanco; carril N: control negativo; carril P: control positivo cepa A26,
A29 y A24, respectivamente; carril M1 y M2: muestras del estudio negativas
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Cuadro 1. Secuencia de cebadores para los genes carbapenemasas blaxpc, blaxpm y blawp.
(Referencia: Watahiki et al., 2020)
Gen Cebador Secuencia del oligonucle6tido Amplicon Temperatura.
(pb) O
mc-imp-fl  TCTCRATCTATCCCCACGTATGC
blani mc-imp-f2  TCTCAATCTATTCCAACATATGCATCTG 269 65
mec-imp-rl  GCGGACTTTGGCCAAGCTTCTA
mc-imp-12  GCMGAATGTGGCCACGCTTCAA
mc-kpc-f CGGAACCATTCGCTAAACTCG
blakrc 322 63
mec-kpc-r AACAAATTGGCGGCGGCGT
blaxont me-ndm-f  CGGTTTGGCGATCTGGTTTT 207 64

mc-ndm-r

GACCGGCAGGTTGATCTCC

nacion de transferencia genética (Mathers et
al., 2015; Stoesser et al., 2017). Asimismo,
K. pneumoniae productora de KPC es prin-
cipalmente de origen humano intrahos-
pitalario (Mayta et al., 2021), mientras que
en animales sanos se considera patéogeno
oportunista del tracto gastrointestinal provo-
cando raras infecciones severas en animales
como el pollo y el cerdo (Zhang et al., 2019).

De igual manera, la ausencia del gen
carbapenemasa bla, , fue similar al estudio
retrospectivo de Cheng et al. (2019) con una
frecuencia del 0% (0/488) en aislados de E.
coli de muestras fecales de cerdos entre 2009
y 2014. En el estudio de Pruthvishree et al.
(2017) se hallo el gen bla,, en 7.8% (8/89)
de muestras de E. coli de cerdos sin diarreas
entre 2014 y 2016 en India; no obstante, este
porcentaje fue considerado como bajo debi-
do a que India es endémico de la carbape-
nemasa NDM. Estos resultados ausentes o
bajos detectados en cerdos se podrian rela-
cionar a que el uso de carbapenémicos esta
prohibido en animales y su uso es exclusivo
de personas en estado critico (Iovleva y Doi,
2017). Por otro lado, estudios que detectan
presencia de este gen en cerdos lo relacio-
nan principalmente con una transmision hori-
zontal proveniente de humanos o el entorno
(Martinez y Gonzalez, 2014).
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Existen pocos estudios del analisis del
gen bla,,, de esta carbapenemasa en cer-
dos. Asi, Mollenkopf et al. (2017) no detec-
taron este gen en muestras fecales en una
operacion porcina en EE. UU. en 2015, aun-
que observaron la presencia del gen en mues-
tras ambientales de las salas de parto y ma-
ternidad; mientras en 2016, Mollenkopf et al.
(2018) obtuvieron 18% (21/120) de resulta-
dos positivos de muestras fecales de lecho-
nes. Estos dos estudios relacionan la apari-
cion de este gen al uso del ceftiofur, ya que
aparentemente proporciona la expresion de
genes de resistencia a los carbapenémicos
mediante presion selectiva y al adquirir esta
resistencia también se volverian resistentes
a todas las cefalosporinas de espectro exten-
dido.

En general, la ausencia o baja presen-
cia de IMP en E. coli se relaciona a que este
gen se encuentra principalmente en la espe-
cie de P. aeruginosa y Acinetobacter spp.
causantes de infecciones intrahospitalarias
especialmente en pacientes debilitados o
inmunocomprometidos en humanos (Zhao y
Hu, 2011; Martinez y Gonzalez, 2014). Esto
puede observarse en un estudio de prevalen-
cia en humanos en el pais realizado por Mayta
et al. (2021) donde se detectd 14.8% (46/
310) de presencia de genes bla,, ., todas per-
tenecientes a P. aeruginosa.

IMP?
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Si bien, los reportes mencionados ante-
riormente indican frecuencias bajas o ausen-
cia de genes de carbapenemasas en aislados
de cerdos, en el presente estudio se conside-
r6 esta evaluacion debido a que, en un estu-
dio anterior, estos mismos aislados presenta-
ron resistencia a betalactamicos de tipo BLEE
enun 70% (131/186) (Santos, datos no publi-
cados) y existen estudios que demuestran que
los genes carbapenemasas pueden estar
acompanados de otros genes de resistencia
a antibioticos (Chen ef al., 2014; Martinez y
Gonzalez, 2014). Entre estos estudios, Cheng
et al. (2019) obtuvieron dos aislados de F.
colipositivas al gen bla_, . que también con-
tenian los genes BLEE bla ., y bla . ; en
forma similar, en el estudio de Peng et al.
(2019), de los ocho aislados de E. coli resis-
tentes a carbapenémicos bla,  presenta-
ron resistencia a otros antibidticos como
bla.., y bla_,,, € incluso a colistina (mcr-1),
farmaco utilizado para cepas resistentes a
carbapenemasa NDM, lo que genera una
alerta en la salud publica de que pronto yano
existiran antibidticos disponibles para el con-
trol de este tipo de infecciones (Khan et al.,
2017; Peng et al., 2019).

CONCLUSIONES

No se detectaron genes carbapene-
masas bla,., bla, vy bla,, en 186 aisla-
dos de Escherichia coli obtenidas de mues-
tras fecales de cerdos sanos de cuatro gran-
jas tecnificadas de Lima.
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