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RESUMEN

Objetivo: El presente estudio aborda la resistencia a los antimicrobianos (RAM) como una
amenaza creciente para la salud publica, evaluando el rol de la carne de pollo como posible
vehiculo de diseminacién de patdgenos bacterianos y genes de resistencia, con el objetivo de
determinar la asociacion entre la carga bacteriana y la abundancia génica relativa. Método: Se
analizaron molecularmente 28 carcasas de pollo de dos mercados de Lima Metropolitana (“Los
Incas”, n=13 y “Aiio Nuevo”, n=15) mediante qPCR con SYBR Green, para detectar
Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. y los genes de resistencia blaCTX-M, blaTEM y
strA. Resultados: La carga bacteriana total fue mayor en “Los Incas” (5.062 log UFC/ml)
frente a “A7io Nuevo” (3.875 log UFC/mI). E. coli O157:H7 se detect6 en 76.9% y 86.6% de
las muestras, con cargas promedio de 1.676 y 1.251 log UFC/ml, respectivamente. Salmonella
spp. se identifico en el 15.4% y 13.3% de las muestras, con cargas < 0.93 log UFC/ml. La
abundancia relativa de blaCTX-M y blaTEM mostr6 mayor dispersion en “Asio Nuevo”,
mientras que strA fue mas homogénea. Se hall6 una correlacién positiva y significativa entre
la carga de E. coli y la abundancia de genes RAM, maés fuerte en “Los Incas” (r = 0.904 a
0.945) y moderada-alta en “A7io Nuevo” (r = 0.794 a 920). Conclusiones: Los resultados
respaldan la gPCR como herramienta sensible para vigilancia sanitaria y evidencian una
correlacion significativa entre E. coli y los genes de resistencia, destacando la importancia del
enfoque Una Salud.

Palabras clave: resistencia antimicrobiana, carne de pollo, qPCR, patégenos bacterianos, genes

de resistencia.
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ABSTRACT

Objective: The present study addresses antimicrobial resistance (AMR) as a growing threat to
public health, evaluating the role of chicken meat as a possible vehicle for the dissemination
of bacterial pathogens and resistance genes, with the aim of determining the association
between bacterial load and relative gene abundance. Methods: Twenty-eight chicken carcasses
from two markets in Metropolitan Lima (“Los Incas” n=13 and “A7io Nuevo” n=15) were
molecularly analyzed by gPCR with SYBR Green, to detect Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp. and the resistance genes blaCTX-M, blaTEM and strA. Results: The total
bacterial load was higher in “Los Incas” (5.06 log CFU/mI) versus “A7io Nuevo” (3.87 log
CFU/ml). E. coli O157:H7 was detected in 76.9% and 86.6% of the samples, with average
loads of 1,676 and 1,251 log CFU/ml, respectively. Salmonella spp. was identified in 15.4%
and 13.3% of the samples, with loads < 0.93 log CFU/ml. The relative abundance of blaCTX-
M and blaTEM showed greater dispersion in “Asio Nuevo ", while strA was more homogeneous.
A positive and significant correlation was found between E. coli load and RAM gene
abundance, stronger in “Los Incas” (r = 0.904 to 0.945) and moderate-high in “A7io Nuevo” (r
= 0.794 to 920). Conclusions: The results support gPCR as a sensitive tool for sanitary
surveillance and show a significant correlation between E. coli and resistance genes,
highlighting the importance of the One Health approach.

Keywords: antimicrobial resistance, chicken meat, qPCR, bacterial pathogens, resistance

genes.



I. INTRODUCCION

La expansion constante de microorganismos con resistencia a los antimicrobianos
(RAM) no solo representa un problema complejo en el &mbito clinico, sino también una
amenaza creciente para la salud publica a nivel mundial, con implicancias tanto en humanos
como en animales. Diversos estudios han demostrado que la presencia de bacterias resistentes
en humanos, animales, alimentos y el medio ambiente favorece la diseminacion de genes de
resistencia entre los distintos ecosistemas ecoldgicos interrelacionados (Mouiche et al., 2019).

En las ultimas décadas, Li et al. (2022) han documentado un incremento significativo
en la presencia de bacterias resistentes a antimicrobianos en productos alimenticios derivados
de animales. La carne, junto con sus derivados, constituye una fuente esencial de proteinas,
vitaminas y minerales en la dieta humana, han generado una alta demanda (Rocchetti et al.,
2022). Segun The World Counts (2025) prevé que su consumo aumente a nivel mundial,
alcanzando entre 460 y 570 millones de toneladas por afio para el 2025.

Ademaés del aumento sostenido en la demanda de carne, el uso no regulado de
antimicrobianos en animales- ya sea con fines terapéuticos 0 como promotores de crecimiento-
, empleados principalmente en paises de ingresos bajos y medianos, plantea altos niveles de
resistencia bacteriana que deben ser abordados bajo el enfoque de Una Salud (Medina-Pizzali
etal., 2021).

Este enfoque promueve la implementacion de politicas, normativas y diversas acciones
para una gestion responsable del uso de antimicrobianos, con el fin de frenar el avance de la
resistencia a estos farmacos. En este contexto, se hace imprescindible establecer sistemas de
vigilancia que ayuden a rastrear como la resistencia a los antimicrobianos se propaga entre
personas, animales, plantas y su entorno natural (Baquero et al., 2019).

En los ultimos afios, se ha evidenciado un incremento considerable en la presencia de

bacterias resistentes a antimicrobianos en alimentos de origen animal, como la carne y sus



derivados (Verraes et al., 2013). Esta situacion representa un riesgo directo para la salud
humana, ya que el consumo de estos productos puede facilitar la exposicion a microorganismos
resistentes, principalmente como consecuencias del uso indiscriminado de antimicrobianos en
el sector ganadero.

La transferencia de bacterias RAM desde productos alimenticios de origen animal hacia
el ser humano, ya sea por el consumo de alimentos contaminados o por procesos de
contaminacion durante la manipulacion y comercializacion, plantea un serio problema de
seguridad alimentaria. Estudios recientes confirman la hipotesis de que las bacterias trasmitidas
por los alimentos transfieren genes de resistencia a la microbiota intestinal humana (Cao et al.,
2022).

Ante este escenario, el papel de la vigilancia epidemiolédgica, mediante la deteccion de
patogenos resistentes a los antimicrobianos, impulsa al desarrollo de técnicas de deteccion
practicas, rapida y sensible a patdgenos transmitidos por alimentos. En este sentido, métodos
moleculares como la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), que posibilita la identificacion
de microorganismos pat6genos en alimentos, asi como sus genes de resistencia, sin la necesidad
del aislamiento e identificacion por microbiologia convencional, que a menudo demanda
mucho trabajo y tiempo (Chapela et al., 2015). Ademas, la gqPCR permite cuantificar estos
patogenos, lo cual representa una alternativa valiosa para fortalecer los sistemas de monitoreo
en seguridad alimentaria.

Ante la necesidad de implementar métodos mas sensibles y rapidos, este trabajo
propone aplicar la técnica de gPCR para evaluar la presencia de bacterias y genes asociados a
resistencia antimicrobiana en carcasas de pollo. El objetivo no es solo identificar estos agentes,
sino también dilucidar posibles asociaciones entre patdgenos bacterianos causantes de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), como Escherichia coli O157:H7,

Salmonella spp., y la cantidad relativa de genes de resistencia bacteriana. Con ello, se espera



aportar evidencias que ayuden a entender como los alimentos pueden convertirse en vehiculos
de transmision de resistencia antimicrobiana hacia los seres humanos.
1.1 Descripcién y formulacién del problema

Un factor poco explorado en el desarrollo de la resistencia antimicrobiana es el manejo
desregulado de antibidticos en la produccidn agropecuaria, es decir, animales y sus productos
derivados que son destinados al consumo humano (Berman et al., 2023).

En el ambito de la produccién animal, los antibidticos pueden aplicarse como
tratamiento profilactico ante diversas enfermedades y/o prevencion. Asimismo, algunos de
estos compuestos, clasificados como promotores de crecimiento (APC) que aceleran el
desarrollo de los animales en periodos mas cortos. Entre estos, destacan la ampicilina, la
amoxicilina y la estreptomicina, los cuales estan autorizados para su uso en aves segun lo
dispuesto en la Norma Técnica Sanitaria N.° 120-MINSA/DIGESA-V.01, aprobada mediante
la Resolucion Ministerial N.° 372-2016-MINSA.EI uso continuado o subterapéutico de estos
antibidticos favorece la seleccion de bacterias resistentes, cominmente asociadas a genes como
bla_TEM y bla_CTX-M (relacionados con resistencia a -lactdmicos) y strA (vinculado a
resistencia a aminoglucésidos como la estreptomicina).

Debido a la alta demanda de productos carnicos destinados para la alimentacion
humana, estos APC han sido utilizados de manera indiscriminada, lo que ha propiciado,
progresivamente, el desarrollo de resistencia antimicrobiana dentro del microbiota animal.
(Boeckel et al., 2015).

A diferencia de lo establecido en Europa y Estados Unidos, donde esta prohibido
emplear promotores de crecimiento en animales de consumo, la normativa peruana presenta
vacios legales o falta de claridad sobre su uso. No se ha establecido un marco regulatorio que
prohiba su uso, sino regulaciones especificas en los sistemas de produccién, como el Limite

Méaximo de Residuos (LMR) de medicamentos veterinarios. Hasta la fecha, se registra la ley



de inocuidad de los alimentos Resolucion N°372-2016-MINSA que controla la autorizacion y
distribucion de medicamentos veterinarios en concordancia con los lineamientos del Codex
Alimentarius adoptados por el Ministerio de Salud del Perd (MINSA); sin embargo, esta
regulacion presenta brechas que permiten a las industrias y/o personas con criaderos de
animales que puedan administrar APC de manera indiscriminada para aumentar su produccion,
reflejada en ganancia de peso y rendimiento productivo. Esta situacion se observa con mayor
frecuencia en el sector avicola, dado que el pollo constituye la principal fuente de proteina
animal en la alimentacion de los peruanos. Segun el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego
durante el afio 2023 se registré un consumo promedio de 52 kilogramos de carne de pollo por
persona (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego [MIDAGRI], 2024).

La comercializacion de pollos “frescos” en sus diversas formas de expendio, sumada a
las précticas de produccién y manipulaciéon en los mercados locales, representa un riesgo
elevado de contaminacién bacteriana. Este riesgo se intensifica tanto en mercados cerrados-
aquellos que operan dentro de un local establecido- como en mercados abiertos 0 ambulantes,
donde la carne permanece expuesta en la via publica, favoreciendo la contaminacion cruzada
de manera exacerbada. Ademas, el problema se agrava cuando los animales son portadores de
bacterias resistentes, favorecidos por el uso excesivo de antimicrobianos durante su crianza y/o
desarrollo.

Si bien existen regulaciones sobre el uso de APC, la falta de una prohibicion especifica
sigue representando un factor de riesgo para la seguridad alimentaria. Este riesgo no se limita
Gnicamente a la presencia de bacterias patdgenas resistentes, sino que se agrava por la
posibilidad de diseminacion de genes que confieren resistencia a los antimicrobianos. Cada vez
que se utilizan antimicrobianos en el ambito agropecuario, se genera una presion selectiva que

favorece la persistencia y multiplicacion de las cepas bacterianas capaces de resistir su accion.



Estos genes de RAM, presentes tanto en bacterias patdgenas y comensales, pueden
transferirse a lo largo de la cadena alimentaria, alcanzando eventualmente a los seres humanos
mediante el consumo de productos carnicos contaminados. Desde esta perspectiva, el enfoque
“Una Salud” subraya la estrecha relacion entre la salud de las personas, los animales y el medio
ambiente, sefialando que el uso inadecuado de antibidticos tiene repercusiones que trascienden
el ambito veterinario, impactando también en la salud publica y en los ecosistemas (Conceicao
etal., 2023).

Ademas, varios estudios moleculares han evidenciado la presencia de genes de
resistencia en muestras de carne de pollo, lo que genera preocupacién debido a que estos genes
no solo se encuentran en bacterias patdgenas, sino también en bacterias comensales, que actlan
como reservorios de resistencia bacteriana y facilitan su diseminacion a través de la
transferencia horizontal (Monte et al., 2017).

Ante el incremento de la resistencia a los antibioticos en los sectores —humano, animal
y ambiental— surge la necesidad de investigar como los genes asociados a esta resistencia
pueden estar presentes en alimentos de alta rotacion como el pollo, ampliamente consumido
por la poblacion peruana. Por lo tanto, se plantea la identificacion de patdgenos bacterianos
como Escherichia coli O157:H7 y Salmonella spp., asi como detectar genes de resistencia
antimicrobiana mediante técnicas moleculares mas precisas y eficientes, como la PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR). Esta herramienta permite identificar de manera precisa y
simultanea tanto los patdégenos como los genes de resistencia en las carcasas de pollo
expendidas en mercados vecinales, facilitando la evaluacion de su asociacion.

El uso de gPCR ofrece ventajas significativas frente a la microbiologia convencional,
dado que muchos microorganismos, al presentar baja carga bacteriana, no son cultivables pero
mantienen su viabilidad y capacidad de transmision, representando un riesgo potencial para la

salud publica que pasa desapercibido en técnicas convencionales (Ndraha et al., 2023).



Finalmente, este proyecto pretende responder a la pregunta: ¢Cual es la asociacion entre la
carga de Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. y los genes de resistencia en carcasas de
pollo, cuantificados mediante gPCR?

1.2 Antecedentes

La resistencia a los antimicrobianos en patdgenos representa actualmente una amenaza
creciente para la salud puablica global. De acuerdo con proyecciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se estima que para el afio 2050 podrian registrarse hasta 10
millones de muertes asociadas a esta problematica, siendo las bacterias gramnegativas las
principales responsables de dichos desenlaces (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2019).

El uso excesivo de antimicrobianos en animales que son destinados al consumo humano
supera ya con creces a los antibidticos que se administran en la medicina humana (Mohsin, y
otros, 2019). Se estima que, del 2010 a 2030, el consumo global de antimicrobianos en la
produccidn ganadera aumentara en dos tercios y se duplicara en paises con economias de rapido
crecimiento (Robinson et al., 2016).

Cabe sefialar que varios de los antimicrobianos utilizados en medicina veterinaria
también forman parte de la lista elaborada por la OMS, en la que se identifican aquellos
considerados de importancia critica para el tratamiento de enfermedades en humanos
(Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], 2022).

Las estrategias para abordar la resistencia antimicrobiana se fundamentan en iniciativas
politicas que buscan obtener estimaciones y/o estudios vinculados al uso de antibiéticos ya sea
a nivel clinico, animal o ambiental. No obstante, en paises con economias en desarrollo, estos
esfuerzos politicos enfrentan obstaculos debido a la escasez o falta de evidencia relevante a

nivel local. Como resultado, las acciones se basan en evidencia proveniente de paises con



economias mas avanzadas, lo que genera un sesgo en las prioridades y medidas para contener
la resistencia antimicrobiana a nivel local (Kakkar et al., 2018).

Actualmente existen marcos regulatorios en toda la Union Europea (UE) y Estados
Unido (EE.UU) que prohiben el uso de APC, esto no necesariamente implica la disminucion
del consumo de antibidticos sino ha generado aumentos compensatorios en el uso terapéutico
de estos en la produccion ganadera (Woolhouse et al., 2015).

Mejia (2018) sostiene que, a comparacion de la UE y EE. UU, en el contexto peruano
se permite su uso bajo ciertas regulaciones. Sin embargo, esta falta de prohibicién especifica
puede dar lugar al uso inadecuado de estos antibidticos, generando de manera desapercibida la
produccidn de resistencia antimicrobiana en los animales en la industria agropecuaria.

Aungue poco a poco se vienen impulsando normativas de prohibicién de estos
antibidticos como el descarte del uso de la colistina a nivel veterinario determinado por el
Servicio Nacional de Sanidad Agraria del Peri (SENASA) (Andina, 2019); el plan estratégico
de contencién de RAM sigue siendo ineficiente en el Perd, lo que deja cabida al empleo de los
APC y por lo tanto un grave peligro para la seguridad alimentaria.

Ademas, en el Pert econdmicamente se encuentra con una poblacién predominante de
tipo informal, se report6 para el afio 2019 que la poblacién econémicamente activa (PEA) se
ubica mayoritariamente con un empleo informal, representando el mayor porcentaje con un
32% en la actividad econdémica “Agropecuario y Pesca” (Instituto Nacional de Estadistica e
Informaética [INEI] , 2018).

Los productos generados por la principal actividad econémica de la zona suelen
comercializarse en espacios tradicionales como mercados locales, centros de abastos,
supermercados, etc. Sin embargo, la informalidad juega un rol importante sobre el tipo de
calidad del producto reflejado en las condiciones sanitarias y la falta de regulacion de cada

mercado vecinal. Esta situacion no solo compromete la seguridad alimentaria, sino que



aumenta el riesgo de exposicion a los consumidores de productos contaminados, lo que puede
resultar en diversos tipos de enfermedades ETA; Defensoria del Pueblo (2020) sefialé que
durante el periodo 2014-2018, Lima represento el mayor nimero de brotes de ETA con un
alarmante 42% del total nacional.

Los vendedores de pollos o aves de corral, ante la alta demanda, emplean la
comercializacion de pollos frescos que son criados usualmente en condiciones no aptas y con
la intencion de maximizar la productividad y el crecimiento, utilizan deliberadamente el uso
de APC, lo que conlleva al consumo humano de pollos con alto riesgo potencial de presencia
de bacterias patdgenas cuyos genes relacionados a los antibioticos pueden presentar una alta
carga de resistencia antimicrobiana.

Cortez-Sandoval et al. (2022), realiz6 un estudio a partir de muestras de carne de pollo
(alay pierna, trozadas al momento de la compra) en mercados de abasto del distrito de Santiago
de Surco, Lima, PerQ. El andlisis microbiolégico confirmo la presencia de enterobacterias
productoras de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE), entre ellas Salmonella
choleraesuis y Escherichia coli. Estos resultados fueron respaldados por el analisis de
susceptibilidad antimicrobiana y la confirmacion de los genes responsables mediante PCR
convencional.

Lavado (2017) reporté que el grado de contaminacion bacteriana de carne de pollo
comercializado dependera del lugar (mercados de abasto, zonales o vecinales- abiertos o
cerrados), debido a las inadecuadas practicas sanitarias en cada centro de venta que involucra
no respetar los parametros establecidos por la norma técnica peruana (NTS 071-
MINSA/DIGESA-V.01.). Esta problematica también fue abordada por Espinoza et al. (2021)
quien evalud la calidad microbioldgica de carcasas de pollo en seis centros de faenamiento
avicola ubicado en Coronel Portillo, Ucayali, Peru. Identificando la presencia de Escherichia

coli (83.3%) y Salmonella spp. (30%). El estudio resalt6 que los centros informales presentaron



mayores recuentos bacterianos en comparacion con los formales, concluyendo en la necesidad
de mejorar la infraestructura, higiene y cumplimiento de normativas sanitarias para garantizar
la calidad del producto avicola comercializado.

Lucas et al. (2016) confirmo que las superficies de los puestos de venta de carne de
pollo en mercados de abastos en el distrito de San Juan de Miraflores eran una fuente de
contaminacion con Escherichia coli shigatoxigénica (STEC). Se encontrd que el 68.3% de las
cepas de E.coli aisladas eran patogénicas, ya que presentaban al menos uno de los genes
evaluados, entre ellos los genes stx1, stx2 y eaeA.

Ademas, en la investigacion de Shiori et al. (2013) se encontré que Escherichia coli
aislada de ganado de produccion, mediante la deteccion de resistencia antimicrobiana,
presentaba no solo genes de B-lactamasas como el gen blaTEM, sino en la mayoria de los
aislados albergaban también genes strA como strB. Se informd que la estreptomicina (STR)
aumenta su resistencia cuando estan presentes ambos genes lo que segun Boerlin et al. (2005),
la asociacion entre los genes de virulencia y resistencia antimicrobiana inducen a
multirresistencia, siendo responsable de esto la presencia de varios genes de resistencia en un
mismo plasmido o elementos maviles.

En un estudio realizado por Zambrano et al. (2013), se evalud la presencia de
Salmonella spp. en pollos de engorde procedentes de centros de beneficio no autorizados en
Lima, los cuales abastecen directamente a puntos de venta al pablico. Los resultados revelaron
una prevalencia de Salmonella spp. del 23.5 % en muestras tomadas de la superficie del ave, y
del 32.4 % en hisopados cloacales.

Moawad et al. (2017) reportaron que el 73.3% del total de las muestras aisladas de
productos carnicos correspondieron a Salmonella spp., las cuales presentaban el gen blaCTX-
M asociado con resistencia de alto nivel para cefotaxima (CTX) afectando también a las demas

cefalosporinas de tercera generacion (C3G), seguido de la identificacion del gen blaTEM
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asociado con penicilinas y beta-lactamicos de espectro disminuido. Otro estudio de M'ikanatha
et al. (2010), identificd la resistencia antimicrobiana en genes de bectalamasas lo que sugiere
que el pollo podria ser una fuente de salmonelosis multirresistente en humanos ante escasas
condiciones de inocuidad alimentaria.

En el estudio realizado por Azinheiro et al. (2020), se desarrollé una nueva metodologia
basada en SYBR Green gPCR para la deteccion de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y
E.coli 0157, con el objetivo de mejorar la deteccion de patdgenos causantes de intoxicaciones
alimentarias. El autor destacd que la precision de sus resultados fue comparable a los de la
gPCR basada en sondas.

Suria et al. (2012), analizaron muestras de carne de pollo para la deteccion de E.coli
0157:H7 utilizando ADN total y SYBR Green gPCR, empleando un primer del gen fliC
especifico para la identificacion de este patégeno. Concluyendo que el método molecular PCR
en Tiempo Real posee un gran potencial para la deteccion y monitoreo de patégenos en
muestras alimentarias.

Pakbin et al. (2022) estimaron la prevalencia cuantitativa de E.coli O157 en diferentes
tipos de muestras: leche cruda, ensalada de verduras, carne picada de res. EI mayor nivel de
contaminacion por E. coli O157 se registré en muestras de carne picada, con una concentracion
de 3.30 + 0.40 UFC/ml. Ademas, el estudio subrayé la efectividad del método de PCR
cuantitativa en tiempo real, utilizando SYBR Green, destacando su precision y capacidad de
deteccion.

Tan et al. (2022) analizaron la frecuencia de Salmonella spp en productos de pollo y
aves de corral procedentes de mercados frescos en diversas ciudades de China. Utilizando
ensayos de qPCR en tiempo real, lograron obtener resultados en un periodo de espera mas
corto. Ademas, destacaron que, bajo un enfoque molecular, se puede utilizar genes de ADN

especificos presentes en Salmonella, como el gen de invasion invA.



11

Yang et al. (2022) identificaron, mediante el andlisis de qPCR, genes de resistencia
antimicrobiana como aph(3')-111, erm (B), sul2 y tet (W). EIl estudio tuvo como objetivo
cuantificar la abundancia relativa de estos genes en diferentes tipos de muestras, tales como
heces de animales, carne (cerdos, pollos de engordes, terneros, pavos), entornos de produccion
y heces humanas respecto a nueve paises europeos. Demostrando asi, correlaciones de
exposicion directa e indirecta de los seres humanos al ganado, animales de compafiia o
productos derivado de animales que constituyen factores de riesgo conocidos para la
adquisicion de RAM.

En este contexto, los animales criados para el consumo humano, especialmente en el
contexto de la carne de pollo-un alimento de alta demanda en la poblacion peruana-, estan
expuestos a la contaminacion bacteriana, incluyendo cepas resistentes a antimicrobianos con
capacidad de transferencia al ser humano. Frente a este escenario, el objetivo de realizar este
estudio es evidenciar la deteccion de patdgenos y genes RAM a partir de muestras de pollo
utilizando ADN total, contribuyendo asi a mejorar la seguridad alimentaria mediante la
identificacion de posibles patdgenos bacterianos mediante gPCR que puedan estar en una baja
carga bacteriana.

1.3 Objetivos
1.3.1.Objetivo General
» Describir la asociacion entre la carga de bacterias patdgenas (Escherichia coli 0157:H7

y Salmonella sp.) y la carga de genes de resistencia a antibioticos en carcasas de pollo

en mercados vecinales del distrito de Comas, Lima Metropolitana.
1.3.2.Objetivos Especificos

1. Cuantificar la carga relativa de Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica spp

en la poblacion total bacteriana en carcasas de pollo mediante técnicas de PCR en

tiempo real.
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2. Determinar la carga relativa de genes de resistencia (como blaCTX-M, blaTEM y

strA) en carcasas de pollo mediante PCR tiempo real.

3. Analizar la correlacion entre la carga de bacterias en estudio y la presencia de la carga

relativa de genes de resistencia antimicrobiana mediante andlisis estadistico.

1.4 Justificacion

La administracion de antibidticos en la industria ganadera, especialmente en especies
destinadas al consumo humano como el pollo, ha sido identificado como un factor que favorece
la aparicion y diseminacion de cepas bacterianas resistentes. Los pollos son particularmente
afectados por la utilizacién de antibi6ticos de la categoria APC debido a su alta demanda en la
alimentacion humana. En la capital de Lima, se estimé un consumo de 80.5 kg por persona al
afio, segun datos del Ministerio de Agricultura'y Riego en el afio 2020 (MIDAGRI, 2020).

Este fendmeno converge con tres sectores importantes y de prioridad que es la
resistencia antimicrobiana, seguridad alimentaria y la salud publica. Algunas bacterias
resistentes tienen la capacidad de transmitir sus genes a otras especies, incluso a aquellas que
provocan enfermedades en humanos, lo que incrementa considerablemente el riesgo sanitario.
La exposicion continua a productos cérnicos contaminados con estas bacterias resistentes
puede resultar en infecciones complejas y de dificil tratamiento, con consecuencias graves para
quienes las padecen.

En el contexto peruano, la inexistencia de una normativa que prohiba expresamente el
uso de promotores de crecimiento en la ganaderia, crea una situacion preocupante ya que la
ausencia de restricciones especificas permite précticas que puedan contribuir a la proliferacion
de bacterias resistentes a los antibioticos en las cadenas alimentarias y permitiendo la
diseminacion de resistencia antimicrobiana. Por ello, resulta fundamental implementar
acciones dirigidas a mitigar esta problematica, con el fin de preservar la salud publica y

fortalecer la inocuidad de los alimentos.
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Para comprender la creciente resistencia bacteriana en las muestras de carne, es
fundamental examinar como se distribuyen los genes de resistencia, ya sea a traves de bacterias
patogenas o comensales, que pueden transferirse de los productos avicolas a los seres humanos
mediante su consumo 0 manipulacién. La presencia de bacterias comensales dentro del
microbiota animal también reviste gran importancia, ya que pueden actuar como reservorios
naturales de genes de resistencia. Estas bacterias no patdgenas pueden facilitar la transferencia
de estos determinantes a otras cepas, incluyendo especies patogenas, lo que favorece su
persistencia y propagacion en el ambiente.

Este estudio se centrara en evaluar directamente los productos de expendio (carcasas
de pollo), cuantificando la presencia de Escherichia coli O157:H7 (presente en carnes crudas
o contaminadas) y Salmonella sp, dos bacterias patdgenas de gran preocupacion en la seguridad
alimentaria. Utilizando técnicas moleculares para determinar la carga de estos patdgenos y
examinar la abundancia relativa de estos genes de resistencia antimicrobiana en relacion con
la poblacion bacteriana total.

Este enfoque permitird no solo identificar la presencia de estas bacterias en estudio,
sino también explorar la posible asociacién entre la carga relativa de E. coli y la abundancia de
genes de resistencia. La identificacion de una correlacion entre estas variables podria sugerir
patrones de transmision o co-ocurrencia de genes de resistencia en las muestras evaluadas.

Asi, se explorara como los genes de resistencia pueden estar siendo distribuidos a lo
largo de la cadena alimentaria, destacando la importancia de comprender tanto la diseminacion
de patdgenos como la dindmica de la resistencia en diferentes poblaciones bacterianas,
influenciado por la contaminacion y la manipulacion durante el proceso de venta de la carne.

Los hallazgos podran contribuir a respaldar la implementacién de regulaciones mas
rigurosas respecto al uso de antibidticos en la avicultura, asi como para promover practicas mas

saludables durante la comercializacion de carne de pollo.
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1.5 Hipotesis

Ho: No existe una asociacion significativa entre la frecuencia de bacterias patdgenas
(E. coli y Salmonella enterica spp.) y la carga de genes de resistencia a antibidticos en la carne
de pollo en mercados vecinales de Lima Metropolitana

Hi: Existe una asociacion significativa entre la frecuencia de bacterias patogenas (E.
coli y Salmonella enterica spp.) y la carga de genes de resistencia a antibioticos en la carne de

pollo en mercados vecinales de Lima Metropolitana.
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Il. MARCO TEORICO
2.1 Resistencia a los antimicrobianos

La RAM se define como la capacidad de bacterias, virus, hongos y paréasitos a tolerar
cualquier medicamento (antimicrobiano) empleado para prevenir y tratar infecciones en los
seres humanos, los animales y las plantas. Este fendmeno ocurre de manera natural como
recurso de supervivencia, debido a modificaciones genéticas, no obstante, la problematica de
la RAM radica en | aparicion y propagacion de patdgenos farmacorresistentes que han
adquirido nuevos mecanismos de resistencia, caracterizados por ser multirresistentes (OMS,
2019).

Consecuencia de esto, la eficacia de los antimicrobianos se va reduciendo
vertiginosamente conforme pasan los afios. De hecho, se estima que para el afio 2050 las
muertes atribuibles a infecciones causadas por bacterias resistentes podrian superar a las
asociadas al cancer.

Estos microbios pueden propagarse entre animales y humanos, ya sea mediante el
contacto directo o a traves del consumo de alimentos de origen animal, e incluso de persona a
persona. Esta diseminacion perjudicial puede verse exacerbada debido a un control ineficiente
de la infeccion, condiciones sanitarias incorrectas y la manipulacion inadecuada de los
alimentos (OPS, 2022). Con relacion al tipo de RAM en bacterias, también denominado
“resistencia bacteriana”, actualmente el consumo sustancial de antibacterianos se atribuye a la
produccidn animal. Diversos estudios reflejan la conexion entre el uso excesivo de antibidticos
en la produccién animal y el desarrollo de resistencia en patdgenos de importancia médica.

(Boeckel et al., 2015)
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Dado que, la resistencia antimicrobiana puede darse de manera natural a lo largo del
tiempo y/o provocado de manera acelerada por el uso indiscriminado de medicamentos
antimicrobianos, se categoriza en dos principales tipos.

2.2.1. Tipo de resistencia

La habilidad que poseen las bacterias para adaptarse a su entorno se manifiesta en la
evolucion de maultiples estrategias que les permiten resistir la accion de los antibioticos. Esta
resistencia, responsable de la reduccion de la eficacia del tratamiento, al representar un desafio
en la salud publica en el control de las infecciones bacteriana, resulta de gran importancia
comprender las diferentes formas de resistencia con el objetivo de implementar estrategias
efectivas de tratamiento y control. Por ello, en esta seccion se definen los dos tipos de
resistencia que pueden presentar estos microorganismos.

2.1.1.1. Resistencia Intrinseca. También denominado natural o primaria, se presenta
en los casos que no hubo contacto previo con el antibidtico. Es una caracteristica que se
encuentra presente de manera constitutiva en la especie bacteriana. Por ejemplo, en esta
categoria se ubican aquellas bacterias que carecen de diana para un antibiético como la falta de
pared en el Mycoplasma y la accion de los betalactamicos (Daza, 1998).

2.1.1.2. Resistencia adquirida. También denominada secundaria, se caracteriza por ser
variable y conlleva la utilizacion de un mismo antibiotico como tratamiento a un individuo,
esto produce resistencia a causa del antibidtico en la cepa de una especie bacteriana que
produce la infeccion.

2.1.1.3. Resistencia transmisible. Se produce por transferencia de un germen a otro, no
necesariamente por el mismo género o especie, por medio de factores extracromosémicos. Esta
transferencia es mediada por la accién de los plasmidos confiriendo resistencia a
microorganismos.

2.2.2. Mecanismos de resistencia bacteriana
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Principalmente se adquiere la resistencia de antibioticos a través de dos mecanismos: la
capacidad de adaptacion de las bacterias que son cambios genéticos y por medio de la
transferencia genica horizontal (Davies y Davies, 2010).

2.1.2.1. Horizontal. La transferencia genética entre bacterias facilita una propagacion

veloz y generalizada de los genes relacionados con la resistencia. Esta adquisicion de nuevo
material genético se conoce como “evolucion horizontal”, que consta de 3 procesos:

A. Transformacion. Fragmentos desnudos de ADN que transportan genes de
resistencia antimicrobiana, estos son introducidos e incorporados en el cromosoma de la
célula huésped por recombinacion y la célula resultante es resistente.

B. Conjugacién. A través de los elementos mdviles genéticos, el mas comdn
denominado plasmido, se encargan de transportar los genes de resistencia antimicrobiana.
Ante la proximidad de dos células bacterianas se produce el puente conocido como pili que
transfiere la informacion genética por medio de la copia del plasmido, conllevando que la
bacteria exprese la resistencia antimicrobiana codificada en el plasmido.

C. Transduccion. Cuando los virus bacterianos (bacteriofagos) se estan
multiplicando en el citoplasma de una bacteria, la informacién genética de ADN de plasmidos
0 cromosomas podrian empacarse en una capsula viral y entrar en otra célula huésped. De tal
manera, estos fragmentos de ADN podrian contener genes de resistencia y asi ser traspasados
a la nueva célula huésped.

2.1.2.2. Vertical. Este mecanismo se produce durante la reproduccion bacteriana,

cuando una bacteria madre transfiere genes de resistencia a sus células hijas durante la
reproduccion asexual, generalmente por fision binaria. Y ocurre los cambios genéticos que son
mutaciones que determinar el paso de evolucion de las especies. Usualmente se da por errores
gue cometen las enzimas, incorporando nucledtidos en el proceso replicativo del DNA. Existen

zonas gendmicas donde son mds frecuentes las mutaciones conocidas como “hotspots” que
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afectan a diversos genes. Por ejemplo, Mendoza (2011) reporta que la resistencia a rifampicina
se debe a la mutacion en el gen de la subunidad b que genera cambios conformacionales en la
enzima que impiden la union con el antibidtico, lo que produce un fenotipo de resistencia al
antibiotico.
2.2.3. Resistencia de los antibioticos en estudio

2.1.3.1. Betalactamicos. La resistencia en este grupo de antibioticos se produce por el
mecanismo de “hidrolisis enzimatica”. Estos compuestos fueron los primeros utilizados para
tratar infecciones bacterianas. Su accion se basa en inhibir enzimas como las D-alanil-D-
alanincarboxipeptidasas, esenciales en la sintesis de la pared celular, lo que conduce a la
deformacion de las bacterias (filamentacidn) y, finalmente, a su destruccion mediante lisis. Es
ampliamente distribuido la resistencia a los betalactdmicos en las bacterias gramnegativas, la
prevalencia de este grupo se encuentra en aumento afectando el control de las enfermedades
infecciosas y el carecimiento de la asistencia médica.

2.1.3.2. Aminoglucésidos. Principalmente la modificacién enzimatica de antibidticos
es el mecanismo responsable de la resistencia en aminoglucésidos. En este grupo se encuentran
la estreptomicina, gentamicina, tobramicina, netilmicina, neomicina, amikacina, entre otros;
que son empleados contra gérmenes gramnegativos.
2.2 Meétodos actuales de identificacion de resistencia bacteriana

Para una respuesta articulada de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos se
debe realizar de forma continua un monitoreo y evaluacion de cada deteccion y/o mecanismo
emergente de resistencia de microorganismos aislados en seres humanos, alimentos, animales,
etc. Por ello, se establecen dos principales técnicas de identificacion de patdgenos y su
caracterizacion de resistencia bacteriana sea a nivel fenotipica y molecular.

2.2.1. Microbiologia convencional
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Se emplea de forma habitual y rutinaria en laboratorios encargados del aislamiento y
caracterizacion fenotipica de resistencia bacteriana de diversos microorganismos de interés en
salud publica.

El método de difusion por disco se emplea para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, considerado como método gold standar permitiendo la caracterizacion de
resistencia a los antibioticos a través de las zonas de inhibicién (Clinical and Laboratory
Standards Institute [CLSI] , 2025) .

2.2.2. Biologia molecular

Se ha logrado avances notables a través de la deteccién molecular para la identificacién
de patdgenos bacterianos y de genes de resistencia antimicrobiana mediante técnicas como
PCR convencional, PCR Tiempo Real, NGS, etc.

La caracterizacion de la resistencia de cada patdégeno no solo debe realizarse a través
de las técnicas microbioldgicas sino confirmar la fenotipificacién de resistencia a nivel
molecular (Banerjee y Patel, 2022). Por ejemplo, la prueba molecular para el gen mecA, se
realiza un ensayo de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) confirmando asi, el fenotipo
resistente a oxacilina en el caso de los estafilococos.

2.2.2.1. PCR en tiempo real. La técnica de PCR en tiempo real por sus siglas gPCR,
conocido como la PCR de segunda generacion, permite la deteccion fluorescente de
nucleodtidos durante la amplificacion. La gPCR es la mas empleada para la identificacion y
cuantificacion de acidos nucleicos. Para su cuantificacion sea absoluta o relativa de acidos
nucleicos se basa en los valores de Ct (valor umbral de ciclo) de las muestras, esto ha tenido
un amplio uso en analisis cientificos en los campos alimentario, agricolas, médico y ambiental
(Park et al., 2021). Por ejemplo Tiffanent et al. (2022) demostraron que la gPCR permitid
detectar la presencia de Pseudomonas aeruginosa y la abundancia relativa del gen aadA2,

demostrando la efectividad de la gPCR en la cuantificacion de patdgenos y genes RAM.
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2.3 Enfoque “Una Salud”

De acuerdo con los lineamientos propuestos por la Agenda 2030 de las Naciones
Unidas, uno de los objetivos de desarrollo sostenible es garantizar modalidades de consumo y
produccidn sostenible. Este enfoque adopta la necesidad de garantizar la seguridad alimentaria
incluye, ademas de los peligros microbiologicos, la preocupacion por las bacterias RAM.

Se han encontrado bacterias resistentes en seres humanos, animales, alimentos y el
medio ambiente, lo que lleva a la transmision de genes de resistencia a través de especies
bacterianas y los diferentes sectores ya mencionados (Martak et al., 2024). La estrategia de
“Una Salud” es adoptado por la OMS frente a la crisis de la resistencia a los antimicrobianos,
funciona a nivel local, nacional y mundial. La facil propagacion de bacterias altamente
resistentes desde el sector ambiental a humanos y animales se disemina a través de una variedad
de reservorios. (Véase figura 1)

Figura 1

Factores que contribuyen a la resistencia a los antibioticos en el marco de Una Salud
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Nota. El esquema representa los diferentes reservorios de resistencia, lo que resulta en la
persistencia de genes de resistencia en el medio ambiente. Tomado de Evolution and
implementation of One Health to control the dissemination of antibiotic-resistant bacteria and
resistance genes: A review, por Ahmad et al., 2022, frontiers in celular and infection
microbiology, 12

Es por ello, Essack (2018) que sostiene que es necesario estimar la carga de la
resistencia a los antibidticos para implementar medidas biologicas, clinicas, de disefio de
farmacos, socioconductuales y politicas para combatirla.

2.4 Vigilancia epidemioldgica

Se tiene por objetivo proporcionar datos e informacion para la toma de decisiones que
conlleva a los planes nacionales de accion.

En 1996, la OPS y la OMS impulsaron la creacion de la Red Latinoamericana para la
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA). Esta red tiene como objetivo
recolectar informacion confiable sobre los patrones de resistencia en la region, con el propdsito
de respaldar decisiones estratégicas y fortalecer las politicas de salud publica frente a esta
amenaza creciente.

El enfoque “Una Salud” propone una vision integral para el abordaje de la resistencia
antimicrobiana, considerando de manera articulada el uso de antibioticos en humanos, animales
y el entorno. Este marco facilita la vigilancia coordinada de microorganismos resistentes en
alimentos, poblaciones animales y humanas, permitiendo una respuesta mas efectiva frente a
esta problematica global.

En esta investigacion se adopta este enfoque debido que diferentes estudios sefialan
creciente interés en los analisis ecoldgicos microbianos de la resistencia a los antimicrobianos
por el riesgo potencial asociado con la RAM originada en animales destinados a la

alimentacion, por lo que microorganismos comensales pueden considerarse grandes



22

reservorios de genes de RAM aumentando la diseminacion por transferencia horizontal, no
solo entre comensales sino también a patdgenos.
2.5 Uso de antibioticos en animales

Se calcula que alrededor del 80 % de los antibidticos considerados criticos para la salud
humana se emplean en la produccion animal, ya sea como tratamiento terapéutico o para
promover el crecimiento. Este uso excesivo y muchas veces no regulado favorece la aparicion
y propagacion de bacterias resistentes, que pueden llegar a los seres humanos mediante el
consumo de alimentos contaminados o por vias ambientales (Boeckel et al., 2015).

La OMS ha sugerido implementar medidas para disminuir progresivamente el uso de
antibidticos en animales destinados a la produccion de alimentos, con el fin de preservar su

eficacia en la medicina humana.



23

I11.METODO

3.1 Tipo de investigacion

El disefio de esta investigacion es de tipo exploratorio-correlacional porque se busca
encontrar una asociacion significativa entre las variables estudiadas. Presenta un enfoque
cuantitativo, con un disefio no experimental y de corte transversal, al recolectar los datos en un
periodo de tiempo definido, segin Ruiz-Roldan et al. (2018).
3.2 Ambito temporal y espacial

La presente investigacion se realiz6 durante el mes de abril de 2024 hasta mayo de 2025
en laboratorio de Bioguimica y Biologia molecular de la Facultad de Ciencias Naturales y
Matematicas de la Universidad Nacional Federico Villareal (UNFV).
3.3 Variables

Las variables en este estudio se esquematizaron en la siguiente tabla:
Tabla 1

Clasificacion de variables empleadas en este estudio

: Tipo de o
Variable _ Definicion
Variable
Carcasas de pollo procedentes
Variable del mercado “Los Incas” y “Afio

Tipo de muestra  independiente-  Nuevo”, ubicados en el distrito

cualitativa de Comas, Lima Metropolitana
Variable o )
Carga de gen de _ Es la cuantificacion relativa
_ ) dependiente- _
resistencia normalizada al gen 16s rRNA

cuantitativa ]
mediante gPCR

] Variable Es la cuantificacion de E.coliy
Carga de bacterias ) ) )
] independiente- Salmonella enterica sp a partir
patdgenas o ) )
cuantitativa de la curva estandar mediante

gPCR
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3.4 Poblacién y muestra
3.4.1. Poblacion

La poblacion de estudio estuvo conformada por las carcasas de pollo expendidas
diariamente en los mercados vecinales “L0s Incas” y “Adrio Nuevo” a partir de puestos
seleccionados por representatividad en funcién al flujo y volumen de venta regular, durante el
periodo de el mes de abril de 2024 hasta mayo de 2025.
3.4.2. Muestra

Para la determinacion de la muestra, en el marco de un estudio piloto, se empled la
férmula de muestreo para poblaciones finitas. El calculo se basé en una cantidad aproximada
de carcasas expendidas diariamente en los mercados del distrito de Comas, estimada en 35
carcasas: 15 del mercado “Los Incas”y 20 del mercado “Asio Nuevo ”. Esta estimacion sirvié
como referencia inicial, aunque idealmente debid basarse en un promedio obtenido durante un

periodo definido. A partir de ello, se aplicé la siguiente formula:

Donde:
B N xZ?(p*q) N=35
"TEIN -1+ 22 *q) 7=1.96
p=0.5
n = 31.68 e=0.05

Dado que los mercados vecinales se caracterizan por su pequefio volumen de venta, se
aplico un muestreo estratificado proporcional, asignando la muestra en funcién del tamafio

poblacional de cada estrato. Siendo cada establecimiento participante del estudio: mercado

’

“Los Incas” Yy “Ano Nuevo”.

Por lo cual, la distribucion proporcional por estrato viene dada por:

Donde:
Nh ny=Tamafno muestral asignado al
Mp =M%= estrado
N= Paoblacién total
Nh= Tamafio poblacion del estrato
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La distribucion teorica del mercado “Los Incas” y “Afio Nuevo” fue de 13.5y 18.1,
respectivamente. Sin embargo, debido a la disponibilidad de recursos, se logré recolectar un
total de 28 carcasas, distribuidas proporcionalmente en cada estrato por conveniencia:13
muestras del mercado “Los Incas”y 15 del mercado “A7sio Nuevo”, de tal manera que mantenga
la tendencia para estudios de tipo exploratorio conservando la representatividad proporcional
entre ambos estratos.

3.5 Instrumentos

3.5.1. Recoleccion de muestras
- Bolsas estériles herméticas: bolsa ziploc de 17x 15 cm para transporte de muestras al
laboratorio.
- Rotulador: marcador indeleble para etiquetar cada bolsa ya sea la procedencia de la
muestra (tipo de mercado) y fecha de compray proceso.
- Cooler : contenedor térmico junto con packs de gel frio que permite la conservacion de la
muestra manteniendo una temperatura aproximada de 4°C durante el traslado.
3.5.2. Etapa experimental
» Preparacion de medios y reactivos empleados
- Caldo Tripticasa de Soya (TSB, por sus siglas en inglés)
- Agar Triptona de Soya (TSA, por sus siglas en inglés)
- Agua peptonada
- Agar MacConckey
- Solucion de NaCl estéril
- Escala McFarland
- Kit de extraccién ADN bacterial
- Kit de SyberGreen para g°PCR

» Equipos
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- Balanza analitica
- Incubadora
- Agitador orbital
- Autoclave
- Vortex
- Termociclador PCR en tiempo Real- LightCycler 96 Roche
3.6 Procedimiento
En primera instancia, previo al andlisis molecular, se evaluaron caracteristicas
organolépticas observacionales como el color, olor, textura y la presencia de grasa visible.
Estos aspectos constituyen los primeros criterios que el consumidor toma en cuenta al momento
de adquirir las carcasas de pollo. Esta clasificacion se realiz6 con base en lo propuesto por
Goméz-Portilla (2015).
3.6.1. Cuantificacion de bacterias
3.6.1.1. Construccion de la curva estandar. La generacion de curvas estandar
facilitard la cuantificacion de la poblacion bacteriana en las muestras. Estas curvas
correlacionaran la concentracion de ADN extraido de las diluciones de cepas bacterianas con
la cantidad de unidades formadores de colonias (UFC/ml). Esto permitira cuantificar la carga
bacteriana en las muestras analizadas.

A. Preparacién del in6culo y conteo de UFC de las bacterias en estudio. Se
emplearan cepas ATCC y/o referenciales: Escherichia coli O157:H7 donada por el
Laboratorio Referencial de Bacteriologia Clinica del Instituto Nacional de Salud (INS),
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella sp ATCC 13076 provenientes del laboratorio de
Bioquimica y Biologia molecular de la facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la
UNFV. Cada bacteria se sembrara en medio de cultivo tripteina soya agar (TSA) y se incubara

durante 24 horas. Para la creacion de la curva estandar, se ajustara la concentracién bacteriana
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a un valor conocido utilizando la solucion de McFarland, y posteriormente se diluira en
solucion salina hasta alcanzar 107-8. Finalmente, se sembrara en medio TSA para el conteo
de unidades formadoras de colonias (CFU) tras una incubacion adicional de 24 horas.

B. Extraccion y dilucion del ADN. Se extraera el ADN de 1 ml de la colonia de
cada cepa bacteriana, después de 24 horas de incubacion en medio TSA. A continuacion, se
Ilevara a cabo la obtencion de ADN utilizando el kit de Qiagen, siguiendo las instrucciones
del fabricante. A partir de cada dilucion en placa, se prepararan las diluciones estandar de
ADN hasta alcanzar 10"-8.

C. Reaccién de PCR en tiempo real. La mezcla de reaccion para la PCR incluye
12.5 ul de mezcla de PCR 2x SYBR Green I, 0.5 ul de primers especificos para cada especie
mostrados en la Tabla 2, y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen total de 17 pl.
Se afiaden 3 pl de ADN de cada dilucion a los tubos de PCR, completando asi el volumen
total de 20 pl por reaccion. Esta preparacion permite la generacién de curvas estandar para
correlacionar CFU/ml con la concentracion de ADN extraido de las cepas bacterianas
especificas: Carga Bacteriana Total (gen 16S), Escherichia Coli, Salmonella sp.

Ademas, se corroborara la curva de melting para evidenciar la especificidad de cada reaccion
y la eficiencia de reaccion utilizando la férmula:
E=10"(-1/pendiente) — 1

donde E representa la eficiencia de la reaccion y la pendiente corresponde al valer obtenido
de la curva estandar (Ct vs log (UFC/ml).

3.6.1.2. Extraccion de ADN total de la carcasa de pollo. Se llevard a cabo la
extraccion de ADN total de muestras de pollo utilizando un protocolo estandarizado
establecido por DIGESA y segun el método del enguaje modificado empleado por Asensi et
al. (2009). A partir de la carcasa de pollo, en cada muestra se agregaran 225 ml de agua

peptonada. A continuacion, se procederd a la homogeneizacién de la mezcla, para ello se
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empleara el agitador orbital durante 30 min para liberar el ADN bacteriano presente en la
muestra. Luego, se utilizara el kit de extraccion de ADN de Qiagen, siguiendo las
instrucciones del fabricante para asegurar la obtencién de ADN de alta calidad.

A. Reaccion de PCR en tiempo real. Se llevaran a cabo tres reacciones de PCR en
tiempo real (Carga Bacteriana, Escherichia coli y Salmonella sp.), cada una realizada por
triplicado para asegurar la replicabilidad y precision de los resultados. La mezcla de reaccion
incluira 20 pl en total, compuesta por 12.5 pl de mezcla de PCR 2x SYBR Green 1, 0.5 pl de
primers especificos para cada especie bacteriana (Tabla 2), 3 ul de ADN extraido de las
muestras y agua libre de nucleasas para completar el volumen. Cada reaccion se configurara
en un tubo de PCR y se sometera a condiciones de amplificacion especificas para cada
objetivo.

El ciclo de threshold (Ct) obtenido de cada reaccion se relacionara con la curva estandar
realizada previamente, permitiendo asi la cuantificacion precisa de la carga bacteriana en las
muestras analizadas.

3.6.2. Deteccion de Genes de Resistencia

Tras la extraccion de ADN, se llevara a cabo una gPCR para cuantificar la abundancia
de tres genes de resistencia a antibioticos: bla_CTX-M, bla_TEM, strA (Tabla 3), junto con el
gen 16S rRNA como medida referencial del ADN bacteriano total.

El valor Ct (umbral de ciclo) se utilizara para calcular la abundancia relativa de los
ARGs. Para ello, se empleara el 16S rRNA como un marcador de la biomasa bacteriana para
lo cual se considera que el niUmero de copias de genes es aproximadamente similar entre
bacterias. El calculo de la abundancia relativa se sustenta bajo la cuantificacion relativa
sustentada por Livak y Schmittgen (2001), representada por:

Abudancia relativa = 2746 = 27 (Ctgen ae intéres=Cties)

Donde:
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Ctgen de interés: es el valor del ciclo umbral de amplificacion del primer especifico de
cada especie bacteriana y genes de resistencia antimicrobiano en estudio.

Cti6s: es el valor del ciclo umbral de amplificacion del primer 16s rRNA.

Tabla 2

Primers de identificacion de especie bacteriana

Tamafo
Primer Secuencia (5°-37) Identificado en  Referencias
de bp
165 rRNA F GTG CCA GCM GCC GCG GTAA 900 Escherichia (Abellan

R TACGGYTACCTTGTTACGACTT colistr. K-12  etal., 2021)

F ATAATCTACGCCGCCAACT Escherichia (Suria et al.,
fliC R GACTCCATCCAGGACGAAA 284 coli O157: H7 2012)

F  ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT Salmonella  (Kumar et al.,
invA R AGACGACTGGTACTGATCGATAAT 381 enterica 2021)

Nota. Secuencias de los primer de genes de virulencia caracterizados por ser especificos para
cada especie bacteriana y del primer 16s rRNA para la identificacion de la carga bacteriana
total que se utilizara en este estudio. Elaboracion propia.

Tabla 3

Primers de genes de resistencia antimicrobiana

Primer Secuencia (5°-3") Tamafio de bp Referencias
blaCTXM F CGCTTTGCGATGTGCAG 550 (Ahmed et al., 2007)
R ACCGCGATATCGTTGGT
blaTEM F ATCAGCAATAAACCAGC 516 (Ahmed et al., 2007)
R CCCCGAAGAACGTTTTC
strd F CCTGGTGATAACGGCAATTC 548 (Shiori, Y. et al., 2013)
R CCAATCGCAGATAGAAGGC

Nota. Secuencias de genes de resistencia a antibidticos que se utilizaran para identificar en la

muestra de ADN total extraido a partir de la carne de pollo. Elaboracion propia.
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3.7 Analisis de datos

Los resultados obtenidos se incorporaron en una base de datos excel, posteriormente se
empled el paquete estadistico SPSS 25 y GraphPad Prism 10, para el estudio de asociacion de
variables mediante la correlacion de Spearman. Realizando prueba t-test y Mann-Whitney
dependiendo de los datos si los datos presentaban distribucion normal. Se considerd
estadisticamente significativa una diferencia cuando p < 0.05; de lo contrario, se aceptd la
hipétesis nula, interpretando que no hubo evidencia suficiente para afirmar una diferencia entre
los grupos.
3.8 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos realizados se ajustaron rigurosamente a los principios éticos
de la investigacion cientifica, asi como la transparencia en la recoleccion, analisis y

presentacion de los datos.
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IV.RESULTADOS

4.1 Descripcion general de las muestras

De acuerdo con los criterios establecidos en la Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071-
MINSA/DIGESA-V.01, que regula los parametros microbioldgicos en alimentos, se
consideraron los lineamientos descritos en el punto X, referido a “Carnes y productos
carnicos”, en relacion con la presencia de Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella spp. Ademas
se siguid la metodologia adaptada de Gomez-Portilla (2015), donde se describe la condicion
organoléptica de cada carcasa de pollo recolectada en los puntos de venta de cada mercado.
Esta evaluacion considero la condicion de calidad de producto que son comercializados para
el consumo humano a través de atributos sensoriales como color, olor, textura y nivel de grasa

visible.

4.1.1. Caracteristicas descriptivas de las muestras

En la figura 2 se representa la distribucion porcentual de las diferentes caracteristicas
organolépticas observadas en las carcasas de pollo, considerando un total de 13 muestras del
mercado “Los Incas”y 15 muestras del mercado “A7io Nuevo”. Se registraron las categorias
observadas para cada caracteristica (color, olor, textura y nivel de grasa visible) para cada
mercado, evidenciando las similitudes o diferencias en las condiciones del producto expendido
para consumo humanao.
Figura 2

Frecuencia de caracteristicas organolépticas en las carcasas de pollo por mercados vecinales
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Nota. Distribucion porcentual de las caracteristicas organolépticas donde el porcentaje
representa la frecuencia relativa de cada categoria en cada mercado. Elaboracion propia.
4.2 Cuantificacion de carga bacteriana por PCR en tiempo real

La determinacion de la carga bacteriana se realiza mediante la cuantificacion absoluta
por qPCR, relacionando el logaritmo de las unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mlI) con los valores de Ct (ciclo umbral) obtenidos por la sefial de fluorescencia del ADN.
Esta relacion se establece a partir de una curva estandar generada mediante diluciones seriadas

de una muestra control.

4.2.1. Determinacion de curva estandar

4.2.1.1. Curva estandar para la poblacion bacteriana total. Se establecié una
curva estandar para cuantificar la poblacion bacteriana total de cada muestra empleando la cepa
control Escherichia coli ATCC 25922 y el primer dirigido al gen 16S rRNA. Previamente, se
evaluaron cepas representativas de los géneros Salmonella, Raoultella, Pseudomonas y
Klebsiella con el objetivo de confirmar la ausencia de variaciones significativas en los valores
de amplificacion del gen 16S rRNA (Véase Figura 3A). A partir de los valores de Ct obtenidos
de las diluciones seriadas de la cepa ATCC 25922, se realizo un analisis de regresion lineal

para generar la ecuacion de la curva estandar, basada en la relacion entre los valores de Ct y el
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log (UFC/ml). Véase Figura 3B y Tabla 4. A partir de la ecuacion de la curva estandar se
determind la eficiencia de reaccion correspondiente a 95.3 %.
Figura 3

Curva estandar para la cuantificacion absoluta de la poblacién bacteriana

Curva estandar bacteriana

gen 16S rRNA Regresion lineal
Cepa ATCC 25922
40
Raoultella 40—
Y =-3.286*X + 40.37
30 Salmonella R2=0.9780
== Pseudomonas 30+
5 20- < Klebsiella
© 20 O 20
? -e- Cepa ATCC 25922
10+ 104
0 T T 1 0= T T 1
4 6 8 2 4 6 8
Log(UFC/ml) Log(UFC/ml)
3A 3B

Nota. La figura 3A muestra la evaluacion de las cepas representativas de los géneros
Raoultella, Salmonella, Pseudomonas, Klebsiella y Escherichia coli ATCC 25922,
evidenciando la correspondencia entre las diluciones seriadas y los valores de Ct.
La figura 3B presenta el andlisis de regresion lineal correspondiente a la Escherichia coli
ATCC 25922, incluyendo su ecuacion lineal y valor de R? empleado para el calculo de
eficiencia de reaccion y estimar de la carga poblacional bacteriana notal.
Elaboracion propia.

4.2.1.2.  Curvaestandar para Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella enterica
ATCC 13076. Se determind la curva estandar mediante diluciones seriadas empleando la cepa
de Escherichia coli O157:H7 (figura 4) y Salmonella enterica ATCC 13076 (figura 5). La
eficiencia de reaccion, calculada a partir de la ecuacion de la curva estandar, fue de 100.2 %

para E. coli O157:H7 y de 95.3 % para S. enterica ATCC 13076.
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Figura 4

Curva estandar para la cuantificacion absoluta de Escherichia coli O157:H7

Curva estandar de Escherichia coli 0157 H:7
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Nota. Se muestran los puntos correspondientes a cada dilucién respecto a su valor de Ct, asi
como la ecuacion de la curva estandar y el valor de R?, utilizados para el calculo de eficiencia
y la estimacion de la carga bacteriana de Escherichia coli O157:H7. Elaboracion propia.

Figura 5

Curva estandar para la cuantificacion absoluta de Salmonella enterica ATCC 13076

Curva estandar de Salmonella enterica ATCC 13076
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Nota. Se muestran los puntos correspondientes a cada dilucion respecto a su valor de Ct, asi
como la ecuacion de la curva estandar y el valor de R?, utilizados para el calculo de eficiencia
y la estimacion de la carga bacteriana de Salmonella enterica ATCC 13076.
Elaboracion propia.
4.2.2. Determinacion de la carga bacteriana en los mercados “Los Incas”y “Afio Nuevo”

Se estimd la carga bacteriana de cada mercado empleando la ecuacion de curva estandar
por cada valor de Ct (ciclo umbral de amplificacion).

4.2.2.1. Cuantificacion de la carga bacteriana. A partir de las carcasas de pollo

recolectadas se cuantificd la carga absoluta de la carga bacteriana total (16s rRNA), carga
absoluta de Escherichia coli 0157:H7 (fliC) y de Salmonella entérica spp (invA). En las tablas
4, 5y 6 se presentan los estadisticos descriptivos de las muestras positivas amplificadas. Se
precisa los datos completos en la tabla 12 del Anexo E.

Se observo una carga bacteriana total elevada en ambos mercados, con un promedio de
5.062 Log UFC/ml en el mercado “Los Incas” 'y de 3.875 Log UFC/ml en el mercado “Ario
Nuevo”, este ultimo con mayor variabilidad. Para E.coli O157: H7, el mercado “Afio Nuevo”
presentd mas muestras positivas (86.6%), pero con menor concentracion promedio (1.251 Log
UFC/ml) que el mercado “Los Incas” (1.676 Log UFC/mI). En el caso de Salmonella enterica
spp., ambas procedencias mostraron baja positividad (15.4% y 13.3%) y concentracién (0.935

y 0.650 Log UFC/ml, respectivamente).
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Tabla 4

Cuantificacion absoluta de la carga bacteriana total

Ciclo Cuantificacion absoluta: Log (UFC/ml)
I =-3.2 +40.3701
Procedencia  Cantidad umbral (CY y Dgsv?:c?;)c;n 0370
Promedio  Promedio , Min Max
estandar
Mercado 0000 23.74 5.062 2.239 1988  7.929
Los Incas
Mercado 00000 27.63 3.875 2438 04657 8.839
Ano Nuevo

Nota. Se describe los parametros evaluados para el calculo de cuantificacién del log(UFC/ml)
de las muestras positivas por mercado en estudio mediante la ecuacion de curva estandar donde
“y” es el valor de ciclo umbral de amplificacion y “x” es log (UFC/ml). Elaboracion propia.
Seguidamente se realiza la cuantificacion de los patdgenos bacterianos en estudio (Tabla 5y
6).

Tabla 5

Cuantificacion absoluta de la carga bacteriana de Escherichia coli O157:H7

Ciclo Cuantificacion absoluta: Log (UFC/ml)
. . I =-3.316x + 37.
Procedencia  Cantidad umbral (CY yDeivgiaSi);n 37.969
Promedio  Promedio , Min Max
estandar

Mercado 26 906y 32.41 1.676 0.097 0253 2955
Los Incas

Mercado 0 ao o) 33.82 1.251 0511 0409 2.047
Ano Nuevo

Nota. Se describe la cuantificacion promedio de las muestras positivas por cada mercado.

Elaboracion propia.
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Cuantificacion absoluta de la carga bacteriana de Salmonella enterica spp

Ciclo umbral Cuantificacion absoluta: Log (UFC/ml)
(CY) y =-3.4447x + 38.1
P . . ——
rocedencia Cantidad Promedio  Promedio DeS\{lacmn Min Max
estandar
Mercado 10 400) 3488 0.935 1228 0067 1.803
Los Incas
Mercad
| VTt o13306)  35.86 0.650 0476 0314 0.987
Ano Nuevo

Nota. Se describe la cuantificacion promedio de las muestras positivas por cada mercado.

Elaboracion propia.

4.2.2.2. Validacion de especificidad mediante temperatura de disociacion (Tm)

Figura 6

Curva de disociacién (Melting Curve) de gPCR para la especificidad del producto amplificado
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Nota. (a) El valor de Tm de los amplicones especificos de la carga bacteriana total fue de 86.53
+0.23 °C. (b) El valor de Tm de la deteccidn de Escherichia coli 0157:H7 fue de 83.69 £ 0.27
°C. (c) El valor de Tm de la deteccién de Salmonella enterica spp fue de 80.08 + 0.27 °C.
Elaboracion propia.
4.3 Cuantificacion de genes de resistencia antimicrobiana
4.3.1. Abundancia relativa de genes RAM en los mercados “Los Incas”y “Afio nuevo”

La cuantificacion relativa por gPCR se realiza para el calculo de la abundancia relativa

para cada gen de resistencia antimicrobiana en estudio. Para ello, se calculé empleando como

normalizador el valor de Ct16s rRNA para cada muestra recolectada y se determina a partir de

la formula detallada en la seccion 3.6.2 del presente trabajo de investigacion. Se precisa los
datos completos en la tabla 13 del Anexo E.

4.3.1.1. Cuantificacién de abundancia relativa. Se estim6 la abundancia
relativa promedio de cada gen RAM (Tabla 7,8 y 9), asimismo se comparo las diferencias de
la abundancia relativa por cada gen RAM respecto a los mercados “Los Incas” y “Aiio nuevo”
(Figura 7).
En el caso del gen blaCTX-M, el mercado “Asio Nuevo” presentd una mayor abundancia
relativa promedio (0.107 Logio(AR)) en comparacion con el mercado “Los Incas” (-1.205
Logio(AR)). De manera similar, para el gen blaTEM, el mercado “Asio Nuevo” mostrd una
abundancia relativa promedio més elevada (1.199) que el de “Los Incas” (-0.464). Finalmente,
en el gen strA, también se observd mayor abundancia relativa en “A7io Nuevo ™ (0.847) respecto
a “Los Incas” (-0.072). Estos resultados indican una tendencia consistente a una mayor

expresion relativa de genes RAM en las muestras del mercado “Arsio Nuevo .
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Tabla 7

Cuantificacion de la abundancia relativa del gen blaCTX-M

Ciclo umbral Cuantificacion relativa: Log10 (AR)

. ] 2N(Ct(165)- laCTX-M

Procedencia Cantidad (€Y (€ (SZV?;C(%T blaC )
Promedio Promedio i Min Max

estandar
Mercado 11

"Los Incas”  (84.6%) 26.17 -1.205 0.943 -2.381 0.614
Mercado 13 26.58 0.107 2373 -3320 3.763

"Afo Nuevo" (86.67%)

Nota. Se describe la abundancia relativa promedio de las muestras positivas por cada mercado.
Elaboracion propia.
Tabla 8

Cuantificacion de la abundancia relativa del gen blaTEM

Ciclo umbral Cuantificacion relativa: Log10 (AR)
(CY) 2"\(Ct(16s)-Ct (gen blaTEM)
P dencia Cantidad iacio
rocedencia antida Promedio Promedio DeS\{lamon Min Max
estandar
Mercado 12
24. -0.464 . -1.52 1.054
"Los Incas”  (92.3%) 69 046 0-908 529 05
Mercado 14 24.02 1.199 2455  -2.201 4.979

"Afio Nuevo" (93.3%)

Nota. Se describe la abundancia relativa promedio de las muestras positivas por cada mercado.

Elaboracion propia.
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Tabla 9

Cuantificacion de la abundancia relativa del gen srtA

Ciclo umbral Cuantificacion relativa: Log10 (AR)
(CH 2\(Ct(16s)-Ct (gen strA)
P ) . —
rocedencia Cantidad Promedio Promedio DeS\{lacmn Min Max
estandar
Mercado 13
"Los Incas”  (100%) 23.98 -0.072 1.574 -2.026 2.782
Mercado 13 24.82 0.847 2401  -2125 4.889

"Afo Nuevo" (86.67%)

Nota. Se describe la abundancia relativa promedio de las muestras positivas por cada mercado.

Elaboracion propia.

Figura7

Comparacion de la abundancia relativa de genes de resistencia en carcasas de pollo en los

mercados “Los Incas” y “Aiio Nuevo”
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Nota. Se muestran los graficos correspondientes a la diferenciacion de la abundancia relativa,
representada mediante diagramas de cajas y bigotes (boxplots). La linea negra dentro de cada
caja indica la mediana de los datos. Los valores de p que sefialan diferencias significativas
fueron calculados mediante la prueba t-test de Student o la prueba de Mann-Whitney, segun la
distribucion de los datos evaluada previamente.
4.3.1.2. Validacion de especificidad mediante temperatura de disociacion

Figura 8

Curva de disociacion (Melting Curve) de gPCR para la especificidad del producto amplificado
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Nota. (a) El valor de Tm de los amplicones especificos del gen blaCTX-M fue de 88.78 £ 0.13
°C. (b) El valor de Tm de la deteccion del gen blaTEM fue de 84.82 £ 0.12 °C. (c) El valor de
Tm de la deteccion del gen strA fue de 87.90 + 0.21 °C. Elaboracion propia.

4.4 Analisis relacional de carga bacteriana y genes de resistencia antimicrobiana
4.4.1.Correlacion entre carga bacteriana y abundancia relativa de genes RAM

Mediante pruebas estadisticas se evalud la asociacion entre la presencia de bacterias
patogenas y la abundancia relativa de cada gen de resistencia antimicrobiana analizado. La
correlacion se calculd Unicamente entre todos los valores de la carga de Escherichia coli y los
genes de resistencia debido a que el niUmero de muestras positivas para Salmonella spp. no fue
suficiente para realizar una evaluacion estadistica valida (Tabla 10 y 11).

En el mercado “Los Incas” (Tabla 10), se observaron correlaciones significativamente
positivas entre la carga de E. coli O157:H7 y los genes blaCTX-M (r = 0.927), blaTEM (r =
0.945) y strA (r = 0.904). Asimismo, se hallaron asociaciones significativas entre los genes
entre si, destacando una alta correlacion entre blaCTX-M y blaTEM (r = 0.982).

Por otro lado, en el mercado “A7io Nuevo” (Tabla 11), también se identificaron
correlaciones positivas significativas entre la carga de E. coli 0157:H7 y los genes blaCTX-M
(r = 0.794), blaTEM (r = 0.844) y strA (r = 0.920). En este mercado, la correlacion entre
blaCTX-M y blaTEM fue aln maés alta (r = 0.995, p < 0.05), lo cual sugiere una posible co-

ocurrencia de estos genes de resistencia.
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Tabla 10
Coeficientes de correlacion de Pearson de la carga de Escherichia coli O157:H7 y la

abundancia relativa de cada gen evaluado en las carcasas de pollo del Mercado “Los Incas”

Variables Carga de E.coli O157:H7  blaCTX-M blaTEM StrA
Carga de E.coli 0157:H7 1 0.927 (*)  0.945 (%) 0.904 (*)
blaCTX-M 1 0.982(*) 0.957 (*)
blaTEM 1 0.859 (*)
StrA 1

Nota. (*) indica un coeficiente de correlacién significativo (valor p < 0.05). Elaboracion

propia.

Tabla 11
Coeficientes de correlacion de Pearson de la carga de Escherichia coli O157:H7 y la

abundancia relativa de cada gen evaluado en las carcasas de pollo del Mercado “Ario Nuevo”

Variables Carga de E.coli O157: H7 blaCTX-M blaTEM StrA
Carga de E.coli O157:H7 1 0.794 (*) 0.844(*) 0.920 (*)
blaCTX-M 1 0.995 (*) 0.959 (*)
blaTEM 1 0.979 (*)
StrA 1

Nota. (*) indica un coeficiente de correlacion significativo (valor p < 0.05. Elaboracion

propia.
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4.4.2. Distribucion de genes de resistencia en las carcasas de pollo

En esta seccion se analiza la distribucion diferencial de la abundancia relativa de los
genes de resistencia antimicrobiana identificados en las carcasas de pollo, segun el mercado de
procedencia. La visualizacion permite evidenciar patrones de abundancia relativa que podrian
estar asociados a condiciones especificas de manejo, comercializacion o uso de antibioticos en
cada punto de muestreo (Figura 9).
Figura 9

Perfil de abundancia relativa de genes de resistencia antimicrobiana en carcasas de pollo

Abundancia relativa

-3.0-15 0 15 3.0 45

B blacTx-M blaTEM [} stra

1-A 4-A 7-A 10-A 13-A 3-B 6-B 9-B 12-B 15-B
L Il ]
Mercado "Los Incas" Mercado "Afio Nuevo"

Nota. Mapa de calor que muestra la distribucion de la abundancia relativa de los genes de
resistencia antimicrobiana evaluados, en funcion del total de las muestras de carcasas de pollo

recolectadas en cada mercado analizado. Elaboracion propia



45

V. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se analizaron un total de 28 carcasas de pollo procedentes de los
mercados “Los Incas” y “Afio nuevo™. Se realizé la extraccion de ADN total de cada muestra
y se empleo la técnica de gqPCR como método de deteccion tanto de patdgenos bacterianos
como de genes de resistencia antimicrobiana. Esta perspectiva se alinea con el enfoque “Una
Salud”, que destaca la relacion estrecha entre la salud humana, la sanidad animal y el equilibrio
ambiental. En este contexto, los productos avicolas pueden actuar como un canal potencial para
la transferencia de bacterias resistentes al consumidor. La aplicacion de herramientas
moleculares en esta investigacion busca optimizar los procesos de monitoreo y vigilancia de la
RAM, considerando que dicha resistencia puede pasar desapercibida con metodologias
microbioldgicas convencionales. Segun Foddai y Grant (2020), diversos microorganismos
presentes en matrices alimentarias y ambientales, al encontrarse en bajas concentraciones
(UFC/mL) o en estado viable pero no cultivable (VBNC), pueden no ser detectados mediante
técnicas convencionales de cultivo, lo que conlleva a resultados falsos negativos y a un
potencial riesgo de exposicion para la salud publica.

En primera instancia, se evaluaron las caracteristicas organolépticas de las muestras
recolectadas por cada mercado en estudio (Figura 2). El mercado “Los Incas”, al encontrarse
en un entorno cerrado y delimitado, presentd con mayor frecuencia carcasas en condiciones
consideradas dptimas: por ejemplo, un 61.5% de las muestras mostraron olor fresco, un 46.1%
presentaron color amarillento, y el 46.1% evidenci6 un nivel bajo de grasa visible. En contraste,
el mercado “A7io Nuevo”, clasificado como ambulatorio por su ubicacion en una cuadra abierta
sin delimitacion clara, exhibié un predominio de caracteristicas organolépticas deterioradas.
Particularmente, el 73.3% de las carcasas evaluadas mostraron olor rancio, y un 80%

presentaron textura rugosa y niveles medios de grasa visible, lo que sugiere exposicién
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prolongada al ambiente antes del expendio. Este hallazgo es consistente con lo reportado por
Véasquez y Tasayco (2020), quienes identificaron mayores niveles de contaminacion por
bacterias como E.coli y Salmonella spp. en carne cruda de pollo proveniente de mercados
avicolas informales operando en espacios abiertos y en condiciones sanitarias deficientes en la
ciudad de Huanuco, Peru. De acuerdo con lo reportado por Murray et al. (2021), las condiciones
en las que se desarrolla actualmente la produccion avicola en zonas periféricas del sur de Lima
estarian favoreciendo la emergencia y dispersion de genes de resistencia a los antibidticos en
cepas de Escherichia coli detectadas tanto en aves como en personas. Dichas condiciones no
solo implican mayor deterioro fisico del alimento, evidenciado inicialmente en sus
caracteristicas organolépticas, sino que, a nivel microbiolégico, favorecen la proliferacion de
patdgenos bacterianos, de tal manera que haya mayor riesgo de exposicion de alimentos
contaminados hacia la salud del ser humano.

Se ha reportado estudios similares en otros paises, por ejemplo Zhu etal. (2016)
analizaron productos avicolas en siete provincias en China, especificamente en puestos al aire
libre, determinando que establecimientos sin una cadena de refrigeracion continua y constante
manipulacion de los productos, favorece la proliferacion bacteriana y, por tanto, representa un
riesgo significativo para la inocuidad alimentaria.

En base a los resultados presentados en la tabla 4, el promedio de cuantificacion
absoluta de la poblacion bacteriana total fue de 5.06 log UFC/ml para el mercado “Los Incas”
y de 3.87 log UFC/mI para el mercado “Asio Nuevo ”. Esta cuantificacion se realizo a partir de
la curva estandar obtenida (Figura 3), la cual presenté una eficiencia del 95.3%. Ademas, la
especificidad del amplicon 16s rRNA fue confirmada mediante la curva de disociacion (Figura
6a). Dicho resultado fue superior a los 3.3-3.9 log UFC/ml reportado por Pérez y Serrano
(2013) mediante el método de enjuague de carcasas, aplicado en dos centros de faenamiento

de la region Huancavelica, Peru.
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La determinacion de la carga bacteriana de los patdégenos Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella enterica spp. se realizO mediante la cuantificacion absoluta a partir de la
construccién de curvas estandar especificas para cada microorganismo. Esto permitio estimar
con precision la concentracion bacteriana en las muestras, obteniendo eficiencias de
amplificacion del 100.2% para E. coli O157:H7 y 95.3% para S. enterica spp. (Figura 4 y
Figura 5).

La carga bacteriana de E. coli O157:H7 calculada en la tabla 5 para ambos mercados,
fue considerada moderada-baja, con un rango promedio de 1.25-1.67 log UFC/ml. De acuerdo
con la NTS. °071, aprobada mediante la R.M 591-2008/MINSA/DIGESA-V-01, que establece
como limite microbioldgico permitido para E. coli en carnes crudas picadas y molidas (50-
5x10°~ 0.7-1.70 log UFC/ml), los resultados obtenidos reflejan una baja frecuencia de carga
bacteriana de este patdgeno en la mayoria de las muestras. Sin embargo, la presencia de E. coli
0157:H7 en ambos mercados representa una fuente potencial de diseminacion de
enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). En concordancia
con este hallazgo, Cortez-Sandoval etal. (2022) identificaron la presencia de genes de
resistencia como CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, TEM y SHV en cepas de Escherichia coli y
Salmonella spp. obtenidas de muestras de carne de pollo vendidas en mercados de abasto del
distrito de Santiago de Surco, en Lima Metropolitana. A pesar del bajo recuento bacteriano,
dichos aislamientos resultaron ser portadores de genes de resistencia antimicrobiana, lo cual
enfatiza la necesidad de mayores estudios en el Per( que puedan detectar algun tipo de
correlacion o asociacion especifica entre patdgenos bacterianos y los genes RAM.

La frecuencia de deteccion de E.coli O157:H7 fue de 76.9% y 86.6% del total de
muestras analizadas en los mercados “Los Incas” Yy “Afio Nuevo”, respectivamente. La
especificidad de la deteccién molecular fue validada mediante la curva de disociacién, con una

temperatura de fusion (Tm) de 83.69 + 0.27 °C (Figura 6b). La elevada frecuencia observada
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en este estudio coincide con diversos trabajos que han empleado gPCR como herramienta para
la deteccion de E. coli O157:H7 en productos carnicos. Por ejemplo, Alhadlaq et al. (2023)
reportaron evidencia de que la carne importada puede ser portadora de E.coli O157:H7. En su
estudio realizado en Arabia Saudita, se observo que los productos a base de carne representaron
el 15.71% del total de alimentos importados, dentro de los cuales se identificd la presencia de
este patdgeno. Especificamente, se detectd E.coli O157:H7 en muestras de carnes de res con
un 6.8% y 2.2% importadas desde India y Brasil, respectivamente, mientras las muestras se
identifico una prevalencia del 6.96% y 3.57% en productos procedentes de Brasil y Ucrania,
respectivamente.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 6, se observé una baja frecuencia
de la deteccion de Salmonella enterica spp. en las carcasas de pollo analizadas. En el mercado
“Los Incas”, el 15.4% de las muestras resultaron positivas, mientras que en el mercado “Afio
Nuevo” se detectd una frecuencia del 13.3%. La especificidad de los amplicones generados
para la deteccién molecular presenté una Tm de 80.08 + 0.27 °C (Figura 6¢). En cuanto a la
carga bacteriana de este patdgeno, esta también fue baja, presentando valores de 0.93 log
UFC/ml y 0.65 log UFC/ml, respectivamente. Estos hallazgos reflejan una presencia limitada
del patogeno en las muestras analizadas, aunque su deteccion sigue representando un riesgo
potencial para la salud publica. La metodologia empleada en esta investigacion concuerda con
la desarrollada por Heymans et al. (2018), quienes evaluaron una técnica de PCR cuantitativa
(gPCR) de especies de Salmonella entérica spp. para la deteccidn rapida a partir de varias
matrices alimentarias como carne de pollo, aves de corral, carne picada, entre otros.

La abundancia relativa de los genes de resistencia evaluados, tales como blaCTX-M,
blaTEM Yy strA, se calculé utilizando el gen 16s rRNA como normalizador, estableciendo asi
los valores minimos y maximos de cada uno de los genes cuantificados. Ademas, la

especificidad de cada amplicdn se evidencié en la Figura 8 donde se describen los valores de
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Tm correspondientes. En la tabla 7, la abundancia relativa del gen blaCTX-M presenté una
desviacion estandar menor en el mercado “Los Incas” (0.9) en comparacién con el mercado
“Afio Nuevo” (2.3), lo cual sugiere una mayor dispersion de la abundancia relativa en entornos
abiertos. Del mismo modo, para el gen blaTEM, la abundancia relativa registré un patron
similar de mayor variabilidad de los datos en el mercado ambulatorio (Tabla 8).

De acuerdo con la literatura, la diversificacion de la abundancia de los genes de
resistencia esta influenciada por condiciones ambientales externas, siendo los espacios abiertos
mas propensos a una mayor heterogeneidad. En ese sentido, Wang et al. (2021) al comparar
diferentes entornos entre granjas avicolas abiertas y cerradas en China, reportaron que las
granjas abiertas albergaban una mayor variedad y diversidad de genes de resistencias
antimicrobiana. Este hallazgo respalda los resultados obtenidos en la presente investigacion,
indicando que en ambientes abiertos existe una mayor dispersion y heterogeneidad de genes de
resistencia reflejado en la variabilidad de la abundancia relativa registrada en los mercados
analizados. Adicionalmente, las diferencias en la variabilidad entre ambos mercados (Figura
7) mostraron un comportamiento estadisticamente significativo (p < 0.05) para el gen blaTEM,
mientras que para los genes blaCTX-M y strA se observé un patrdon diferencial no significativo,
lo que refuerza la influencia de las condiciones estructurales del entorno de expendio de carne
de pollo en la distribucion de genes de resistencia antimicrobiana.

Por otro lado, la cuantificacién relativa del gen strA, perteneciente a la familia de
aminoglucoésidos, antibidticos utilizados frecuentemente en la crianza y produccion avicola, no
presentd una alta variabilidad de la carga génica entre ambos mercados (Tabla 9). Este
comportamiento sugiere una distribucién mas homogénea, posiblemente al uso generalizado y
sistematico de este tipo de antimicrobiano en la crianza intensiva de aves de corral presentando

una mayor prevalencia y abundancia tal como lo reporté Paul et al. (2022). Como resultado, no
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se observaron diferencias estadisticamente significativas en la abundancia relativa de strA entre
ambos mercados.

Con relacion al analisis relacional entre la deteccion de patdgenos y la abundancia
relativa génica, este se centré Unicamente en E.coli 0157:H7. Esto se debid a que el nimero de
muestras positivas de Salmonella enterica spp. fue minimo, lo cual represent6 una limitante
metodoldgica al no cumplir con el tamafio minimo requerido para realizar un analisis
estadistico de asociacion.

La correlacion entre la carga bacteriana de Escherichia coli O157 H:7 y abundancia
relativa de los genes de resistencia antimicrobiana fue evaluada mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson. Los resultados mostraron en ambos mercados una asociacion
significativa positiva (r > 0.5) aceptando la hipotesis alternativa planteada en este trabajo de
investigacion respecto a la asociacion de carga relativa de Escherichia coli 0157 H:7 y carga
relativa de los genes RAM, esto indica que un aumento en la carga bacteriana se relaciona
directamente con una mayor abundancia de los genes de resistencia antimicrobiana analizados.
Como se observa en la correlacion del mercado “Los Incas” (Tabla 10), se presentd una
correlacion positiva fuerte (r> 0.9) entre la asociacion de la carga bacteriana y la abundancia
relativa de los genes responsables de la resistencia a antimicrobianos analizados. Ademas, se
evidencié una fuerte correlacion entre los propios genes de resistencia, lo que sugiere una
posible coabundancia y coocurrencia de estos determinantes genéticos en las bacterias
presentes en las carcasas de pollo. Este patrén puede explicarse por mecanismos de co-
seleccidn, los cuales han sido descritos en estudios recientes del resistoma, donde se reporta
una alta conectividad entre genes de resistencia a betalactdmicos y aminoglucosidos,
favorecida por elementos genéticos mdviles (Martiny et al., 2024).

Para la correlacion determinada en el mercado “A7sio Nuevo” (Tabla 11), ademas de

mostrar un comportamiento asociativo significativo similar al observado en el mercado “Los
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Incas”, se evidencid una variacion en la intensidad de la correlacion. En este caso, se registro
una correlacion positiva fuerte, aunque de menor magnitud, con un coeficiente de Pearson (r)
en el rango de 0.794 a 0.920 entre los genes de resistencia antimicrobiana evaluados y la carga
bacteriana de E.coli O157:H7. Esta menor fuerza de asociacion podria estar relacionada con la
exposicion ambiental caracteristica de los entornos abiertos, como en el caso del mercado “Afio
Nuevo”. Esta variabilidad también se refleja en la Figura 9, donde la distribucion de la
abundancia relativa de los genes de resistencia presenta una mayor dispersion en la mayoria de
las muestras recolectadas. No obstante, a pesar de esta heterogeneidad, la asociacion entre las
variables sigue siendo estadisticamente significativa y de caracter positivo, lo que corrobora la

posible relacion entre la presencia del patdgeno y la expresion génica de resistencia.
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VI. CONCLUSIONES
Se demostro que, bajo las condiciones de ensayo evaluadas, la obtencion de ADN total a
partir de las carcasas de pollo recolectadas permitié la identificacion y cuantificacion,
mediante la técnica de PCR tiempo real utilizando el fluor6foro SYBR Green, de los
patdgenos bacterianos en estudio (Escherichia coli O157: H7 y Salmonella enterica spp)
en la poblacion bacteriana total de cada carcasa de pollo.
Se logré determinar y cuantificar los genes de resistencia antimicrobiana evaluados
(blaCTX-M, blaTEM y strA), con altos niveles de eficiencia y especificidad.
Las carcasas de pollos recolectadas evidenciaron variaciones en la abundancia relativa de
genes de resistencia antimicrobiana, asociadas a las condiciones ambientales de
exposicion. Estas variaciones fueron mayores en el mercado “A7io Nuevo”, caracterizado
por su condicion de mercado ambulatorio.
Se identificaron asociaciones estadisticamente significativas entre la carga bacteriana de
Escherichia coli O157:H7 y la abundancia relativa de los genes de resistencia
antimicrobiana evaluados. La correlacion positiva encontrada sugiere una tendencia ante
mayor carga bacteriana con un incremento potencial de la carga génica relativa de

resistencia antimicrobiana.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar el andlisis de cuantificacién con un mayor nimero muestral de
carcasas de pollo en distintos mercados del distrito de Comas, Lima Metropolitana, con el
fin de confirmar si la tendencia de correlacion positiva significativa se mantiene con un
tamafio muestral mas amplio. Asimismo, se sugiere ampliar la evaluacién a otros patdgenos
bacterianos.

e Se sugiere complementar el estudio con una PCR cuantitativa de viabilidad (v-qPCR), lo
cual permitiria corroborar la viabilidad de la carga bacteriana detectada y, en consecuencia,
evaluar con mayor precision el riesgo potencial para el consumidor.

e Para la estandarizacion de la PCR en tiempo real, se recomienda optimizar las reacciones
hacia un formato de g°PCR multiplex. En este estudio se emplearon reacciones en formato
monoplex, lo cual implico limitaciones en el uso de reactivos. Ante un mayor tamafio
muestral, el uso de reacciones multiplex seria mas eficiente tanto para la cuantificacion

bacteriana como para la deteccidn de genes de resistencia antimicrobiana.
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