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RESUMEN: Enterobacterias productoras de BLEE en alimentos representan un serio problema en salud
publica. Este estudio plantea investigar presencia de enterobacterias portadoras de BLEE en dos granjas lecheras
de Querétaro con sistema de ordefio automatizado y semiautomatizado. Se tomaron muestras aleatorias de leche
de vacas en ambas granjas, asi como filtros del sistema de recoleccion de leche. Se detectaron cepas productoras
de BLEE usando Chromagar ESBL, los genes blasny, blatem, blactx-m por PCR y la caracterizacion molecular
por ERIC-PCR para determinar su relacion clonal. Las frecuencias de cepas productoras de BLEE en la granja
automatizada y en la semiautomatizada fueron de 30,76% y 36,36%, respectivamente. El gen blacrx-m fue el mas
frecuente (83,3%), seguido de blatem (44,4%) y blasnv (11,1%). Los métodos moleculares fueron eficientes para
identificacion simultanea de 2 y 3 genes en una misma cepa (38,9% Yy 5,6%, respectivamente) siendo esto mas
frecuente en la granja semiautomatizada (60%), al igual que ahi fue mayor la variabilidad genética de los
aislados. Podemos concluir que la presencia simultanea de genes de BLEE y la alta variabilidad en
enterobacterias aisladas de leche, amerita aplicacion de medidas de prevencién y control en granjas de
produccion independiente de la automatizacion.
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ABSTRACT: ESBL-producing Enterobacteria in food represent a serious problem in public health. This
study proposes to investigate the presence of ESBL- producing Enterobacteria in two dairy farms located in the
Querétaro state, using automated and semi-automated milking system. Random milk samples from individual
animals in both farms, as well as filters from the milk collection system. The ESBL-producing strains were
screen using Chromagar ESBL, blaskv, blatem, blactx-w genes were detected by PCR and molecular
characterization was done by ERIC-PCR to determine their clonal relationship. The frequencies of ESBL-
producing strains in the automated farm and in the semi-automated farm were 30.76% and 36.36%, respectively.
The blacrx-m gene was the most frequent (83.3%), followed by blarem (44.4%) and blasyy (11.1%). Molecular
methods were efficient for simultaneous identification of 2 and 3 genes in the same strain (38.9% and 5.6%,
respectively), being this more frequent in the semiautomatized farm (60%), as well as there the genetic variability
was higher in the isolates We can conclude that the simultaneous presence of ESBL genes and the high variability
of Enterobacteria isolated from milk, requires the application of prevention and control measures in production
farms independent of automation.
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INTRODUCCION

En diferentes paises de Europa y Asia se han reportado enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) en alimentos saludables producidos de animales [6, 12, 22] o en
productos alimenticios como carne, pescado y leche cruda [14]. Recientemente, Wittum et al., [23] vy
Doi et al., [9] describieron por primera vez a los productores de BLEE en ganado lechero saludable y
carne al menudeo en Estados Unidos. De igual forma en Sur América se reportan enterobacterias
patdgenas y con resistencia antimicrobiana en diferentes productos alimentarios de Brasil, Venezuela y
Colombia, entre otros.

La posibilidad de transmision de bacterias resistentes o sus determinantes de resistencia de los
animales productores de alimentos a los seres humanos ha sido una preocupacién en salud publica, y
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en este sentido, las enterobacterias productoras de BLEE son en su mayoria insensibles a muchos de
los antimicrobianos de uso comun, ademas de que portan genes de resistencia pueden transferir
facilmente a otros patdgenos, lo que lleva a la propagacion de la resistencia a los farmacos [16].

Con respecto a estudios en México en ganado lechero solo se reportan investigaciones centradas a la
busqueda de bacterias patdgenas como Salmonella, Escherichia, Yersinia y Staphylococcus, comunes
en este tipo de muestras [2, 17] , siendo necesario en la actualidad conocer la importancia
epidemioldgica y clinica de diferentes bacterias productoras de BLEE en la cadena de procesamiento
de alimentos o en el alimento de nuestro consumo diario que posiblemente provenga de animales de
granja sanos, para poder tener un conocimiento real sobre el verdadero impacto de animales de granja
sanos como posibles reservorios de bacterias portadoras o productoras de BLEE .

Por todo lo anteriormente expuesto, esta investigacion plantea investigar aleatoriamente la presencia de
enterobacterias portadoras de BLEE en dos granjas lecheras de Querétaro con sistema de ordefio
automatizado y manual. Los resultados permitieron demostrar la presencia de diferentes
enterobacterias portadoras de BLEE tanto en muestras de leche como en filtros de vacas sanas y vacas
con mastitis en ambos sistemas de ordefio, lo que permite concluir la necesidad de aplicacién este tipo
de estudios como parte del esquema sanitario obligatorio que deben llevar las granjas lecheras para
garantizar la inocuidad y calidad de sus productos.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron aleatoriamente muestras de leche de las vacas de granjas de produccién con sistemas
semi automatizado y automatizado, asi como filtros de los sistemas de recoleccion de leche
(aproximado de 44.500 litros de leche diarios. Todas las muestras fueron recolectadas en envases y
bolsas estériles, tomando en cuenta las medidas higiénicas y de bioseguridad pertinentes. Las muestras
fueron transportadas en frio hasta el Laboratorio de Biologia Molecular del Tecnoldgico de Moneterrey
para su procesamiento.

Aislamiento e identificacion de cepas

Todas las muestras de leche y filtros fueron colocadas en caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron 18
horas a 35°C. Transcurrido el tiempo, y confirmado el crecimiento por turbidez, se procedié a sembrar
los aislados en CHROMagarTM ESBL, incubando 18 horas a 350C. Todas las colonias fueron
confirmadas bioquimicamente mediante los protocolos de identificacion convencionales para
enterobacterias [18].

Reaccion en cadena de la polimerasa para deteccién de BLEE

A todas las colonias que crecieron en el CHROMagarTM ESBL se les realiz6 extraccion del ADN
gendmico utilizando el estuche comercial de Wizard Genomic de Promega, siguiendo las instrucciones
de la casa comercial. Se detectaron los genes blasnv que amplifica 865 pb [13], blarem de 859 pb [1] y
blacrx de 544 pb [10]. Para ello, se utilizaron 0,15 ul de los oligonucle6tidos (200 umol/L), 7,5 ul de
solucion master mix 2x de Invitrogen y 1 pl de ADN para un volumen final de 15 pl. Se amplificaron
los fragmentos con una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de una
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, hibridacion a 56°C (blasnv), 52°C (blatem) y 60°C (blactx) por
1 minuto, seguido de una extension a 72°C por 1 minuto, durante 30 ciclos, con una extension final de
72°C por 10 minutos. Como control positivo, para los tres genes se empled la cepa ATCC de K.
pneumoniae 77915.

Tipificacion por secuencias consenso intergénicas repetitivas en enterobacterias

Se utilizaron los iniciadores: ERIC-1 y ERIC-2, preparando una mezcla de reaccion con un volumen
final de 15 ul que contenia 0,40 ul de cada oligonucleotido (200 umol/L), 0,15 ul de ANTP'S (100
mol/L) 0,9 ul MgCI2 (25 mmol/L), 3 pl de buffer 5X, 0,12 pl de goTaq polimerasa (SU/ul) y 1 pul de
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ADN gendmico [21]. Para la amplificacion se utilizo 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos; seguido de 30 ciclos con desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, hibridacién a 45°C por 1
minuto y extension a 72°C por 2:30 minutos, finalmente, una extension final a 72°C por 10 minutos.
La interpretacion de los patrones de bandas generados por ERIC-PCR se realizd basadndose en los
criterios establecidos por [20], considerando diferentes aquellas cepas que mostraron, al menos, una

banda de diferencia.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados por PCR fueron corridos en gel de agarosa al 2%, en buffer TBE 1X a 80
voltios durante dos horas. Para estimar los tamafios de los fragmentos de ADN amplificados, se utilizd
un marcador de peso molecular (100 pb de Promega y 1Kb de Hyperladder plus). Los geles fueron
coloreados con GelRed (10 000X). Los productos amplificados fueron analizados un iBright CL1000.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias de enterobacterias portadoras de
BLEE en la granja automatizada y en la
semiautomatizada fueron de 30,76% y 36,36%
respectivamente. Al amplificar por PCR se
obtuvo que el gen blactx-m fue el mas frecuente
83,3%, seguido de blarem (44,4%) y blashy
(11,1%), tal como se muestra en la figura 1.

Los métodos moleculares fueron mas eficientes
para identificacion simultnea de 2 y 3 genes en
una misma cepa (389% y 56%
respectivamente), tal como se puede evidenciar
en la figura 2 en donde se muestran los
diferentes productos amplificados de los genes
blactx-m, blatem, y blasnv en las enterobacterias
evaluadas, siendo mas frecuente estos multiples
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Figura 1. Frecuencia de genes de betalactamasas de
espectro extendido en enterobacterias aisladas de leche
y de filtros de sistema de recoleccion en dos granjas de
Querétaro.
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Figura 2 Amplificacion por PCR de genes blactx-m,
blatem, y blasnv de betalactamasas de espectro
extendido en enterobacterias aisladas de leche y de
filtros de sistema de recoleccion en dos granjas de
Querétaro.

genes en granja semiautomatizada (60%)

Estos resultados se relacionan con otros
estudios que reportan mayor frecuencia de
BLEE asociada a los tres genes evaluados en
este estudio, siendo blactx.m el mas frecuente.
Esto ha originado un incremento en los
estudios realizados en diferentes paises
describiendo la prevalencia y caracteristicas de
BLEE que producen enterobacterias en el
ganado bovino [3, 15, 23, 19] y en leche cruda
[14] por variaciones geogréficas de diferentes
variantes de ESBL [4], lo que resalta la
importancia de este primer estudio realizado en
Querétaro sobre frecuencia y tipos de BLEE en
enterobacterias de leche.

La explicacion a la elevada frecuencia de
BLEE podria ser el uso de betalactamicos e
incluso cefalosporinas de cuarta generacién en
medicina veterinaria [5], y otra razon podria ser
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una co-seleccion de maltiples mecanismos de resistencia a traves del uso de diversos antibidticos,
debido al hecho de que los genes de resistencia de BLEE se encuentran con frecuencia en plasmidos
conjugativos individuales [4, 11].

En cuanto a la tipificacion molecular (Figura 3)
de las cepas de enterobacterias aisladas de la
granja automatizada se identificaron 6
genotipos (pozos 1-8), de los cuales uno de
ellos se aislo tanto en leche como en filtros
(pozos 1,4 y 8), mientras que en la granja
semiautomatizada se identificaron 9 genotipos
(pozos 9 al 18) que demuestran la variabilidad
genética de esos aislados de enterobacterias.

En esta investigacion la ERIC-PCR fue capaz
de discriminar los aislados, revelando la
diversidad genética de los aislados, que
también se ha observado en otros estudios [6,
12] y podria ser debida a elementos genéticos y
diseminacion de genes

Figura 3 Tipificacion por ERIC PCR de | La presencia de enterobacterias portadoras de
Enterobacterias portadoras de betalactamasas de BLEE en leche podria ser motivo de
espectro extendido_gisladas de Ie_che y de f!ltros de preocupacion, ya que las bacterias patogenas
sistema de recoleccion en dos granias de Querétaro. resistentes o genes pueden entrar en la cadena
alimenticia causando infeccion a consumidores, ademas reitera la necesidad de una planificacion,
vigilancia e implementacién de un mejor control de infecciones y medidas preventivas con uso racional
de antimicrobianos en alimentos y animales para alcanzar una solucién sostenible.
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