67
Ay

P 2
'}’{ e v,
UNIVERSIDAD NACIONAL m;rg BMA

DE MEXICO gy :

hot']

FACULTAD DE CIENCIAS B ,,:p )
i "7‘.‘ {g‘f
e

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA DE
Salmonella enteritidis AGENTES ANTIMICROBIANOS

T E S ! §
QUE PARA OBTENER EL TITULO  DE

B I @) | Q) G A
3 N T A '

s
5 /py
DA é’oyzusz VAZQUEZ
. %

-

, -
P CLERCIA
"‘;ﬁ&igm pscoLak
—
MEXICO, D. F. 1995

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AVENMA DE
Mexicp

M. en C. Virginia Abrin Batule

Jefe de la Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis: Determinaci6n de
sensibilidad y resistencia de Salmonella enteritidis a agentes
antimicrobianos.

realizado por Yolanda Gonz§lez Vézquez
con mimero de cuenta 7110368-4 » pasante de la carrera deBiologfa
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
m:: Teais M. en C. Rafael Garcfa Gonzilez \
Propietasio Dra. Juana Alba Luis Dfaz
Propietasio Dra. Patricia Ramos Morales
Suplente Dra. Clara Esquivel Huesca W '
Supiente Biol. MarcqppgbRYADGOR28 62! 1 Ménez &

RDINACE. o siRal
" DE BIOLOGIA



Dedicatoria

A mis padres, Jesis Gonzalez y Vicitacidn Vazquez
por el apoyo que simpre me han brindado,

A mi hijo, Luis Enrique por losmomentos de alegria.

A mis hermanos, Gonzala, Mar{a. Paula, Guadalupe,
Estela, Virginia, Jesds y Rosario.

A mis sobrinas, Laura, Beatriz y Adriana.

A mis compafieros Luis Enrique y Sabina.



Agradecimiento

A la mdxima casa de estudios UN.AM,
Facultad de Ciencias por {aformacién profesional recibida.

Al M. en C. Rafael Garcia Gonzalez, por la dedicacion que tuvo para que este
trabajo se realizard

Al Jurado:

Dra. Patricia Ramos Morales

Dra. Clara Esquivel Huesca

Ora. Juana Alba Luis Diaz

Bio. Marco Antonio Gonzélez Jimenez.
Mi agradecimiento por el apoyo

para la realizacién de este trabajo.

Al Instituto Nacional de Pesca, especialmente a las Biologas Ma. Elena
Espinoza Vazquez, Irma Ldpez Ldpez. Ma. Esther, C. Horacio Mejia Ayalay C.
Joaquin Dfaz Mendoza por su paciencia y dedicacion



INDICE

RESUMEN . P T T N

I INTRODUCCION

I.t Infecciones causadas por Salmonella
y resistencia a antimicrobianos e e e e s e e e

1.2 Identificacion en Mdxico

1.3 Pruebas de susceptibilidad
a antimicrobianos

I.4 Microdilucion |, , . i v v v v v e e e e e e

Justificacidn . . v ¢ v v 4 e s e s e e e e e
Objetivos « ¢« + &« v s 4 4 s e s e e e e e e e
IT MATERIAL Y METODO

II.1 Aislamiento y obtencicn de cepas del

geénero Salmoneila . o s v e 4 e s v e e o0 os

I1.2 Pruebas metapélicaa y seroldgicas para la
identificacion del género Salmonella . . . . . .

11.3 Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos
en las cepas aisladas de Salmonella enteritidis .

III RESULTADOS: ¢ &« & v ¢ v ¢ ¢ ¢ o s o o o o o o s

IV DISCUSION . . . .« .+ . . . « 0 .

V CONCLUSIONES T

VI CUADROS Y FIGURAS . ¢« &+ « v v v o o o s s o o » oo

VII BIBLIOGRAFIA . . & v v ¢« v o o 4 o s+ o o

18

19

23

26

31

32

49



DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA DE
Salmonella enteritidis
A AGENTES ANTIMICROBIANOS



RESUMEN

De Enero a abril de 1989 se aislaron 55 cepas de Sa/monella ententidis y 1l
de Saimonella typhi de pacientes del Instituto Naciona! de Pediatria, en muestras
de coprocultivas, hemocuitivos, liquido cefalorraquideo y catéteres. Para la
identificacién de ias cepas se realizaron pruebas metabdlicas y serolégicas,
encontréndose que las mds frecuentes fueron: S. typhimunum {36.3%), S. typhi
(16.6%), S. heidelberg (I5.1%) y S. agona (9%). Por el método de doble
microdilucion seriada en placa se probé la sensibilidad a 4cido nalidixico,
ampicilina, cefalotine, cefoperazona, cefiriaxona, cloranfenicol, gentamicina,
estreptomicina, kanamicina y tetracictina:

Se calcularon las concentraciones minimas inhibitorias (CMlis) requeridas
para inhibir el 50% (CMi 50%) y 90% (CMI 90%) de las cepas. Asimismo se
determind el porcentaje de inhibicién acumulativa para cada uno de los agentes
antimicrobianos. Las cepas presentaron un porcentaje de resistencia bajo para
cefoperazona, kanamicina, &cido nalidixico, cloranfenicol, ceftriaxona y
gentamicina, de! 3 al 6%. Sin embargo, para la estreptomicina, ampicilina,
cefalotina y tetraciclina presentaron una resistencia del 18.1 al 29.2%.



| INTRODUCCION

La familia Enterobactereacea agrupa 20 géneros, enire los cuales se
encuentra el género Sa/monella que incluye 3 especies. Saimonella cholerae-suis,
Salmonella typhi y Saimonella enteritidis, segin la clasificacién de Edwards y
Edwin, realizada en 1972 (Le Minor, 1984).

Se ha sefalado que todos los serotipos de Sa/monella que existen
pertenecen a la especie S. enfentidis, con 2000 serotipos aproximadamente,
siendo especies Unicas S. cholerae-suis y S. typhi ( Le Minor, 1981, Starr, 1981 ).

En ofra clasificacién se subdivide al género Sa/monella en cuatro
subgéneros (I, I, lll y IV) en el subgénero |. kauffmannii se incluyen las cepas
aisladas del hombre y los vertebrados de sangre caliente, subgénero il . salamae,
subgénero lil. anzonae y subgénero IV . houtense, estos subgénero del |l ai IV
son gislados de reptiles y sus comensales. Los subgéneros Il y lii tienen
caracteristicas semejantes enire elios, no se desarrolian en presencia de cianuro
de potasio (KCN), hidrolizan la gelatina, y una de ias diferencias més notorias
entre éstos es que el subgénero I es negativo para la (ONPG)
ortonitrofenilgalactésido y el Il es paositivo ( Le Minor, 198I, Starr, 1981).

Por lo que respecta a su nomenclatura, ésta es controvertida puesto que no
sigue las reglas internacionales del cddigo de nomenclatura bacteriolégico. Los
primeros serotipos aisiados se denominaron de acuerdo al papel especifico que
cumple S. {yphi como agente patolégico causal de tifoidea, S. paratyphi agente de
paratifoidea, S. abortus-ovis agente que ocasiona el aborto en ovejas, S.
typhimunum causante de la enfermedad del ratén (Le Minor, 1981).

El mismo criterio de clasificacion se ha aplicado a los serotipos de
Salmonelia que se incluyen en el subgénero |, mientras los subgéneros dei Il al IV
se denominan con base a su férmula antigénica (Le Minor, 198 y Starr, 1981).



El principal hébitat de Ias bacterias pertenecientes al género Saimonelia es
ol tracio intestinal del hombre y de los animales, sunque existen serotipos
extrictamente adaplados a un hospedero especifico, al que le causan daflo, por
ejemplo S. fyphi, que causa la tifoidea; S. paralyphi A 'y S. sendasi, que provocan
algunos trastomos gastrointestinales.

Por otra parte S. gallinarum-poliorum, S. abortus-ovis S. cholerae-suis son
serotipos Que parasitan aves, ovejas y cerdos, respectivamente. Ademds, se ha
observado que los serotipos de esias bacterias no pueden crecer en medios
minimos (Le Minor, 1981 ). '

Las Salmonellas comunes como S. typhimunum causen diversos sintomas
clinicos, que van desde una leve infeccién asintomdtica, como ocurre
generaimente en los niflos que son altamente susceptibles a las infecciones
ocasionadas por estos microorganismos. Asimismo entre los roedores, el ratén,
presenta una gran susceptibilidad a estas infecciones.

Existen serofipos que pueden causar bacteremias, septicemias, o
infecciones asintométicas en el hombre, lo cual depende del serotipo, de la cepa,
de ia dosis y el lugar donde se hospede. Por otra parte, es necesario ingerir un
numero de bacterias suficientemente alio, de 108 a 109 para provocar una
infeccién y presentsr sintomas clinicos (Le Minor, 98I, 1984). Los
microorganismos pertenecientes al género Sa/monelia son cosmopolitas, ya que
se distribuyen en ambientes naturales como el agua, suelo, alimentos y otros.

Los organismos del género Saimonella no son capaces de reproducirse en un
ambiente natural, pero pueden sobrevivir varias semanas en el agua y hasta
afios en el suelo bajo condiciones favorables de humedad, temperatura y pH (Le
Minor, 196l, 1984 ). Los organismos de este género se caracterizan por tener
forma de bastoncillos lisos y tamafio aproximado de 0.7-1.5 x 2.0-6.0 um. Segun la
definicion general de la familia Enterobactereacea (Le Minor, 1984), son
bacterias gram negativas, aerobias facultativas, producen gas a partir de glucosa
y generaimente son méviles.



Estas bacterias crecen en medios de agar formando colonias con el centro
negro, de superficie lisa, son microorganismos patégencs para diversos
mamiferos, entre estos, el hombre y sus snimales domésticos, asimismo,
infectan a reptiles y aves silvestres.

Algunos serotipos como los de S. abortus-ovis y S. lyphi crecen formando
colonias pequefias de 0.5 a 1.0 um de didmetro. Muchas cepas no requieren de
un factor de crecimiento (cepas prototréficas), otras consideradas como
suxotrdficas requieren de faciores de crecimienio muy especificos, entre éstas
aquelios serotipos estrictamente adaptados al hospedero como S. typhi,
S. paratyphi A 'y S. sendai que son exclusivaments organismos adaptados al
humano (Krieg, 1984, Le Minor, 1984).

El género Saimonella presenta las siguientes caracteristicas metabdlicas:
reducen los nitratos a nitritos, producen dcido sulfhidrico (H2S), aunque aigunas
no lo hacen, como sucede con las cepas de S. cholerae-suis y S. paratyphi A, el
citrato es utilizado como Unica fuente de carbono, aunque hay algunos tipos como
S. typhiy S. paratyphi A, que no lo utilizan.

La mayoria de las bacterias de este género descarboxilan la omitina y
lisina, sin embargo, S. fyphi y S. paralyphi A se caracterizan por ser negativas
para esta prusba. Son negativas con respecto a la reaccién de la ureasa, no
oxidan a la fenilalanina ni al triptofano. No fermentan la sacarose, salicina,
inositol y amigdalina. La lactosa generaimente no es fermentada por las bacterias
del género Saimonells, pero S. anzonase tiene una marcada actividad
betagalactosidasa detectable a través de la prueba ortonitrofenilgalactésido
(ONPG), y las cepas S. anzonae la fermentan répidamente.

El malonato no es utilizado por la mayoria de las Seimonellas
constituyendo la excepcion S. arizonae. En el cuadro | se incluyen otras
caracteristicas metabdlicas de las especies pertenecientes al género Sa/monelia
(Koneman, 1985, Le Minor, 198! y McFadin, 1980).

Seroldgicamente Saimonella se caracteriza por presentar 3 tipos de
antigenos mismos que son usados para su tipificacion: somdticos "0", flagelares
"H" y de superficie "Vi" .
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El antigeno de pared celular o somético "Q", se caracieriza por ser
resistente al calor y al alcohol, contiene en su composicién un complejo proteina
lipopolisacdrido que se considera una endotoxina.

Los estudios de absorcion cruzada han permitido identificar un gran
numero de factores antigénicos, 67 de los cuales, pueden ser usados para su
identificacidn seroldgica. El esquema de clasificacion de Kauffamn-White se basa
en pruebas de aglutinacion con antisueros absorbidos permitiendo la
identificacion de diferentes antigenos ‘O°. Estos factores "O" eslén estrechamente
relacionados y pueden ser clasificados como sigue:

Antigenos mayores "O", permiten identificar el grupo antigénico, por
ejemplo, el factor antigénico 0:4 que caracteriza a todas las Saimonelias del grupo
B (Le Minor, 1981).

Los antigenos flagelares "H" son inactivados por calentamiento a
temperaturas superiores a 60°C. asi como por el alcohol y &cidos. La
aglutinacién con antisueros sirve para su identificacion. Los antigenos flagelares
especificos de Sa/monella, pueden producir solo un antigeno flagelar, llamado
antigeno "H" monofdsico.

Otros serotipos de Sa/monella pueden expresar dos antigenos flagelares,
por [o que se les Ilamada difdsicos, ejemplo de ello lo constituye S. enteritidis y
S. typhi pertenecientes al primer grupoy S. fyphimunium al segundo (Le Minor,
1981).

Ciertos antigenos de superficie "Vi" son comunes en olros géneros como
Echerichia y Klebsiella, pero pueden presentarse en algunos serotipos de
Salmonella. Solo se conoce un antigeno especifico de superficie, el antigeno
"Vi" se destruye a I00OC de temperatura, impide la aglutinacion de las
Salmonelias con el suero anti "Q" y su pérdida permite la aglutinaciéon . Los
antigenos "Vi" se presentan solo en tres serotipas: S. typhi, S. paratyphiy S.
dublin ( Le Minor, 198! ).



1.1 Infecciones causadas por Sa/monelfa y resistencia a antimicrobianos

Las enfermedades ocasionadas por estas bacterias pueden presentarse
en tres diferentes entidades clinicas: gastroenteritis, septicemia con lesiones
focales y fiebre entérica (Kumate, 1988 y Ttwon, 1979).

La gastroenteritis originada por Saimonella representa una infeccion real del
intestino, se caracteriza por diarrea, fiebre y dolor abdominal que durade 2 a 5
dias. La deshidratacion y el desequilibrio hidroelectrolitico constituye la mayor
smenaza en los nifios pequefios, llegado a causar is muerte. Cualquier especie
de Salmonella puede producir la enfermedad, pero el agente mas frecuente es S.
ententidis, (Takeuchi, 1975, Thron, 1979, Jolik, 1987). Las septicemias con
lesiones focales prolongadas que se caracterizan por fiebre, escalofrios, anorexia
y anemia. En pacientes con este tipo de enfermedades se aisla S. cholerae-suis
(Cecil, 1987, Kumate, 1988, Takeuche, 1975).

La patogenicidad de los diferentes serotipos de Salmonelia sun no se
conoce, sin embargo depende principaimente de la dosis que se ingiera, del
serotipo al que pertenece la bacteria y de la zona donde liega a hospedarse. Se
considera como dosis infectante 108 a 109 bacterias (Cecil, 1987 y Kumate, 1988).

Por ofra parte, existe una variedad de infecciones ocasionadas por S.
cholerae-suis y S. ententidis, que afectan al humano llamadas comunmente
salmonelosis (Kumate, 1988) .

La salmonelosis constituye uno de los principales padecimientos
gastrointestinales que afectan a las poblaciones humanas, especiaimente a la
infantil; ocupa uno de los principales lugares entre las causas de morbilidad y
mortalidad en México (Parrilla 1978). La salmonelosis es una enfermedad de los
lactantes en tanto que la tifoidea predomina en la edad preescolar y escolar como
88 muestra en la figura 1 (Kumate, 1988).

La saimonelosis se presenta en forma endémica con maximos en el verano
y al final de la primavera, esto se debe a que la humedad y temperatura



superiores a los 22°C favorecen las condiciones para ¢ desamolio de estos
microorganismos (Kumate, 1988).

Las Sa/monella adsptadas a los animales comprende & S. cholera-suis en
el cerdo; S. entenitidis, serotipos pollorum y gelinarum en las aves; S. dublin en
rumiantes; S. aborfus-ovis en las cabras y ovejas, S. abortus equi en los cabalios,
pero en los nifios produce cuadros clinicos de tipo septicémico con localizaciones
extraintestinales a la cual se le atribuye una elevada mortalidad (Cecil, 1987,
Kumate, 1988).

La transmision de persona a persona tiene cierta importancia en la
saimonelosis; el vehiculo més importante es el alimento contaminado de origen
animal, como ia came, huevos 'y productos elaborados con elios. Las
Salmonellas puede distribuirse en la came y ser fuente de contaminacion
secundaria de utensilios, equipo y manipuladores, los que a su vez pueden
convertirse en portadores.

La transmision de persona a persona, scbre todo de S. typhimunum,
S. derby y S. heidelberg puede ocurrir en los nifios y personas de nivel
socioeconémico bajo. Tal vez, un factor sobresaliente es el procesamiento en
masa de los alimentos, particularmente ios derivados de animales; entre los
cuales eslos microorganismos estén ampliamente diseminados (Parrilla, 1978 y
Mendoza, 1978).

Ademés existen diversidad de reservorios, entre los que se encuentran
insectos y roedores que pueden intervenir en su transmisién (Sénchez, 981).

S typhi ocasiona sintomas de tipo gastrointestinal como dolor abdominal
fisbre, diarrea y en ia etapa final de la enfermedad, después de una fiebre
prolongada, bacteremia e invasién de las placas de Peyer del intestino deigado
por este microorganismo (Mendoza, 1978) .

Otras Saimonellas, particularmente S. paratyphi Ay S. paratyphi B,
también pueden causar fiebre entérica, pero los sintomas son leves y la tasa de
mortalidad es menor.



La transmisi6n se realiza a través de las hecesy la orina de personas enfermas,
o portadoras cronicas de estas bacteria, también puede ocurrir a través de
alimentos y agua contaminada (Jolik y col., 1987, Mendoza, 1978).

La Saimonella ha sido la causa de varios brotes epidémicos; Bessudo y col
(1973), sefialan la ocurrida en México a principios de 1972, causada por S. typhi,
habiéndose encontrado que 92% de las cepas fue resistente a cloranfenicol,
tetraciclina y estreptomicina. Kupersztoch en 1978, sefiala haber encontrado
cultivos resistentes de Saimonella a cloranfenicol durante la epidemia de fiebre
lifoidea que se registrd en 1972.

En el laboratorio de Enterobacterias del Instituto Nacional de Salubridad
y Enfermedades Tropicales de México, se han estudiado 3 brotes de
gastroanteritis causada por Sa/monella. E! primero ocurrio en noviembre de 1973,
del cual se aislo, S. infantis; el segundo en diciembre de 1975, aisléndose S.
heidelberg y el lercero, en noviembre de i978, en el cual se aisid S. typhimurium
(Mendoza, 1978).

Los antimicrobianos empleados - en el tratamiento de las infecciones
causadas por Saimonella, tales como la ampicilina, cloranfenicol, dcido nalidixico
y ofros utilizados, en la mayoria de las veces en forma injustificada, como ha sido
referido por diferentes autores (Soldrzano y col., 1987), ha provocado la seleccion
de cepas resistentes a uno o varios antimicrobianos, aumentando la posibilidad
de transferencia de material génetico codificador de esta resisiencia a través de
los plasmidos.

El fenémeno de resistencia a antimicrobianos esta dado por pidsmidos, los
cuales se encuentran en todas las Enterobacterias y se definen como elementos
extracromosdmicos que estan formados por moléculas circulares de dcido
desoxirribonucleico (ADN); se caracterizan por ser auténomos en su replicacién, y
no requerir de los genes del cromosoma para poder replicarse. Los pldsmidos
lienen genes que permiten a las bacterias realizar ciertas funciones bioldgicas,
como o8 |a resistencia a antimicrobianos y a los metales pesados, asi como a

factores de patogenicidad y virulencia (Broda, 1979, Hardy, 1981 y Novik, 1980).

Hay dos tipos de plasmidos, los conjugativos que se pueden transferir de una
bacteria a otra, con un peso molecular mayor de 40x105 D {Daltons) mantenidos
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en una o dos copias por cromosoma bacteriano y los pldsmidos no conjugativos
los cuales no tienen la capacidad de ser transferidos con un peso molecular
menor de 10x105D y se contemplan en aproximadasmente 15 copias por
cromosoma bacteriano.

En una bacteria se pueden presentar uno o més plésmidos denominados
compatibles, al coexistir en el mismo huesped y agquelios nombrados
incompatibles por no presentar factores comunes de compatibilidad.

La replicacién vegetativa de un plasmido va depender de su tamafio y se da
durante el ciclo celular normal (Broda, 1979, Hardy, 1981)

Los pldsmidos tienen transposones y secuencias de insercion, presentes
también en fagos y cromosomas bacterianos. Los transposones son elementos
del ADN capaces de ser transpuestos, es decir que pueden desplazarse de una
molécula de ADN a otra, que contengan o no secuencias de homologia, su
tamafio varia de 1,000 a 20,000 pares de bases (p.b.) y son capaces de replicarse
por si mismos.

Los transposones tienen en sus extremos secuencias repetidas invertidas,
cuya estructura es de 38 a 1,500 (p.b.) siendo estas secuencias las que le
permiten a los transposones moverse de una molécula de ADN a otra.

Las secuencias de insercion son elementos de ADN cuyo tamaflo va de
768 a 5.700 (p.b.) y son |as responsables de la interaccién dada entre plasmidos y
cromosomas bacterianos (Fedoroff, 1976, Broda, 1979. Hardy, 1981 y Novik,
1980).

Para aquellos pacientes inmunocomprometidos con infecciones intestinales
se recomienda como fratamiento de primera eleccion, al trimetoprim-
sulfametoxazol: trimetoprim, que actua interfiriendo la sintesis de bases puricas y
pirimidicas; e! sulfametoxazol es un metabolito que interfiere con el &cido félico y
repercute en la sintesis de bases puricas y pirimidicas, (Solérzano y col., 1987).

‘Como tratamiento alternativo para estos casos se sugiere la aplicacién de
antimicrobianos que actuen a nivel de sintesis de la pared celular como es la
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ampicilina y cefotaxima y como inhibidores de la sintesis de proteinas el
cloranfenicol (Kiaus y col. 1987 ).

La resistencia de Sa/monel/a a los diferentes antimicrobianos también se
ha observado en otros paises, como Liberia situado al este de Africa, donde
$6 enconiraron cepas de S. ententidis serotipo ententidis, con fuerte soporte a
las concentraciones de tetraciclina, nitrofurantoina, kanamicina y estreptomicina.

Hadfie! y col. (1985) identificaron un plésmido de 120 a 140 megadaltons
(Md) como caracteristica asociada a la resistencia en estas cepas.

Por su parte Riley y col. en 1984 aislaron cepas de S. heidelberg y S.
typhimurium con resistencia a antibacterianos como son: estreptomicina,
ampicilina, sulfonamidas y tetraciclina .

Sidahmed en 1985 en Sudan, reportd cepas de S. fyphi resistentes a
ampicilina . : )

Cherubin y col. en 1986 reportaron cepas de S. typhimurium, S. heidelberg,
S. ententidis, S. newport y S. alachua, quienes presentaron resistencia a
trimetoprim-sulfametoxazo! y ampicilina, pero sensibilidad a antimicrobianos,
como son las cefalosporinas .

En Gran Bretafia Platt y col., aislaron en 1986 cepas de S. typhimurium, S.
infantis, S. derby, en un brote epidémico, las cuales de acuerdo a los estudios
realizados presentaron resistencia a varios antimicrobianos. .

Cohen en 1984 y 1987 aisl6 cepas de Sa/monella, las cuales soportaron a
las concentraciones de estreptomicina, tetraciclina, ampicilina, sulfadiacina,
cloranfenicol y trimetoprim suministradas, ademas se observé que los serotipos
més frecuentes fueron S. newport, S. heidelberg, S. infantis, S. saint-paul y S.
typhi .

En 1987 Spika en California, sefiala haber encontrado cepas de S. newpon,
resistentes a tetraciclinay kanamicina (Spika, 1987 ).
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Ling y Chau en 1987 en Jap6n, detectaron cepes de S. enfenitidis, mismas
que fueron  resistentes a cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina,
sulfonamidas y tetraciclina.

Yamamoto y Asthon en {988 realizaron 114 aislamientos de bacterias del
género Saimonelle, a partir de 117 nifios, con infecciones gastrointestinales,
realizando pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos en 75 de estos
aislamientos, con porcentajes de resistencia del 28% para ampicilina, 12% para el
trimetropim sulfametoxasol y 12% para cefaloting, donde se detectd al serotipo S.
tiphimunum como el mas frecuente.

Courbot y col. en 1990, aislaron cepas de S. enferfidis con resistencia
multiple a antimicrobianos, como ampicilina, tetraciclina y sulfametoxazol .

En México desde hace 25 afios se ha observado la aparicion de cepas de
Salmonella, rasistentes a los antimicrobianos de uso comun (Pérez y Herndndez,
1985).

Bessudo y col. en 1973 reportaron cepas de S. fyphi con un porcentaje de
resistencia de 88% para cloranfenicol, tetraciclina y estreptomicina .

Kupersztoch en 198} reportd cepas de S. fyphimunum, resistentes a
sulfametoxazol, ampicilina, carbencilina, cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina.

Pérez y Herndndez en 1985 aislaron cepas de Salmoneila de! Hospilal
Infantit de México, observandose su resistencia a: cloranfenicol, ampicilina,
estreptomicina y tetraciclina; ademas el serotipo S. newport fue resistente a los 4
antimicrobianos mencionados y a la cefalotina, gentamicina y kanamicina;
también fueron aisladas cepas de S. typhimurium y S. newport, resistentes a
gentamicina , estreptomicina, ampicilina y sisomicina .

Martinez y col. en 1986 reportaron cepas de S. london , S. typhimunum, S.
ententidis y S. poona, resistentes a tetraciclina.

Mendoza y col. en 1986 reportaron cepas de Salmonella resistentes a
cloranfenicol 46%.
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Sol6rzano y col. en 1987 aislaron cepas de Sa/monella typhi y S. enteritidis
en pacientes del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional de México,
encontrando resistencia a cloranfenicol, ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol.

Paralelamente se efectuaron a nivel mundial olras investigaciones que
permitieron entre otros a Chicami en 1985 detectar un plasmido de 80 kb de S.
dublin que porta caracteristicas de virulencia.

Gotuzzo en 1987 reporto pldsmidos que portan genes que median las
propisdades de virulencia en varias Enterobacterias, incluyendo cepas invasivas
de E.coli y bacterias del grupo de S. typhimunum, S. ententidis y S. cholerae-suis.

Krause en 1991 de forma similar aislé un plasmido de 60 a 100 kb,
identificando una region del plasmido de 80 kb responsable de la caracteristica de
virulencia en S. dublin. Algunos otros autores han reportado pldsmidos los cuales
estdn asociados a cardcter de virulencia en Sa/monella (Beninger, 1988, Vander
Bosch, 1987, Gulig, 1987).

1.2 identificaciéon en México.

Entre 1974 y 198! en el Laboratorio de Enterobacterias del Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales de México se tipificaron 4,522 cepas de
Salmonella, que se aislaron de diferentes fuentes, 2,803 procedian de origen
humano, i619 de los alimentos, 00 de agua de drenaje y animales (Gonzélez y
col. 1985).

Las Sa/monella de origen humano aisladas con mayor frecuencia (62% )
fueron: S. typhimunium, S. derby, S. newport, y S. poona, S. anatum, S. panama,
S. woethiglon, S. ententidis, S. infantis, S. montevideo, S. seftenberg.

Las Salmonellas que se aislaron con mayor frecuencia en los alimentos
fueron con un porcentaje del 36%: S. derby, S. typhimunum, S. anatum, S. london,
S. agona, S. give, S. infantis, S. worthigton, S. bovis-morficans y S. muenchen.
Las aisladas con mayor frecuencia de agua de drenaje y animales con porcentaje
del 2%: S. gallinarum, S. anatum, S. pollorum, S. irumu, S. gaviana, S.
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typhimurium, S. derby, S. infantis, S. london, S. oranienburg, S. montevideo y S.
newintong (Gonzdlez y col. 1985).

Por ofra parte, también se ha aisiado Se/imonella de aguas negras
encontréndose que los serolipos més frecuentes fueron: S. typhimurium, S. derby,
S. agona, S. newport, S.infantis, S.javiana, y S. worthigton (Viscaya, 1979).
Mendoza y col (1978), aislaron entre [973 y 1977 bacterias del género Ss/imonella
de algunos embutidos tales como: longaniza, chorizo, moronga, pathe, por
mencionar algunos, encontrando que los serotipos més frecuentes fueron:
S. typhimurium, S. give, S. derby, S. london, S. anatum, S. heidelberg , S. infantis,
S. agone, S. bovis-morficans.

Parrilla y col. (1978) aislaron Saimonella en productos cémeos
encontrando una mayor incidencia de éstas en longaniza y chorizo. Los serotipos
més frecuentes fueron: S. typhimurium S. derby, S. london, S. give, S. agona
(Parrilla y col. Mendoza y col. 1978 ).

1.3 Pruebas de susceptibliidad a antimicroblanos

La susceptibilidad bacteriana a los animicrobianos puede medirse in vitro
utilizando los principios de difusién en agar.

Las técnicas de difusion pueden utilizarse como procedimientos
cualitativos, cuantitativos y semicuantitativos,

Bauer y Kirby (1966) desarrollaron procsdimientos cualitativos esténdares
para pruebas de susceptibilidad. Se seleccionan por lo menos cinco colonias
bacterianas aisladas de la superficie de una placa de agar sangre con un hisopo
de dacrdn. Estas colonias se incuban en un tubo que contiene caldo tripteina
soya, para su desarrollo 2 @ 3 horas aproximadamente, estandarizando este
indculo con el tubo estandar No. 5 de Mac-Farland.

Posteriormente se inocul6 con un hisopo |a superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton (M-H), cubriendo uniformente toda la superficie. Una vez seco el

13



concavidades. En cada cavidad o pocillo hay 50 ul de caldo Mueller-Hinton, se
puede seleccionar el numero y los tlipos de antimicrobianos asl como la
concentracion exacta.

La caja se prepara colocando 50 ul de las diferentes conceniraciones de
antimicrobiano en los pocillos apropiados. Se prepara una suspension bacterisna
inoculando con una asa bacteriolégica a la colonia en estudio en 1 mi. de caldo
nutritivo y se incuba a 359C de 4 a 6 horas.

Posteriormente se afladen a 25 ml. de agua 50 ug de esta suspension
obteniendo una concentracion final de sirededor de 10 microorganismos por mi.
En cada uno de los 96 pocillos se colocan 50 g de esta suspension diluida. Una
vez cargada la placa con la suspensién bacteriana se cubre con una boisa de
plistico u otro material adecuado para evitar e desecamiento durante e
incubacién a 35°C durante IS horas.

La (CMI) se interpreta como el primer pocillo que no exhibe desarrolio de!
microorganismo (Koneman, 1985).
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indculo, Ia placa de Mueller-Hinton esté lista para la colocacion de los discos con
antimicrobisnos sobre la superficie del ager.

La referida preparacion se incuba a 359 C durante 18 horas, observando
posteriormente las zonas de inhibicion de los diferentes discos, las cuales se
miden con una regla (Koneman, 1985). figure. 2

Procedimientos cuantitativos. Sa llevan a cabo por dilucion en caldo
utilizendo tubos de ensaye que contienen caido nutritivo. A cada uno se le alade
una cantidad de antimicrobiano diluido seriadamente de 100 ug/ml a 0.4 ug/ml.
Los tubos se inoculan con una suspensidn calibrada del microorganismo en
estudio y se incuban a 359C durante I8 horas figura. 3; finalizando este periodo
los tubos son examinados visualmente para comparar la presencia de turbidez, la
cual indica que hay desarrollo de los microorganismos y por lo tanto, el
antimicrobiano no inhibe el desarrolio de los mismos (Koneman, 1985).

El punto de ruptura es la inhibicion del desarrollo, introduciéndose aqul el
término de concentracidn minima inhibitoria (CMI), definida como la menor
concentracion de antimicrobiano en ug/ml que inhibe el desarrollo in vitro de las
bacterias.

Procedimientos semicuantitativos. Se llevan a cabo con dos discos, uno
con alta y ofro con baja concentracidn del antimicrobiano. Los microorganismos
resistentes se desarrollan hasta los bordes de ambos discos. Los
microorganismos sensibles exhiben zona de inhibicion del desarrolio alrededor
de ambos discos. Los organismos de sensibilidad intermedia son inhibidos sélo
por el disco que contiene la mayor concentracién de antimicrobiano (Koneman,
1985).

1.4 Microdilucién

La susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos se
determina en una serie de "microtubos" moldeados en una caja para microdilucién
(Terasaka Trays).

Esta caja puede contener 80, 96 o més pocillos segin el nimero de hileras
horizontales y verticales como se puede observar en la figura. 4, que contiene 96
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Justificacion

La seleccion de cepas resistentes a agentes antimicrobianos, estéd
intimamente ligada al uso de los mismos. Esto ha sido probado desde 1951 en
Japdn, con el empleo a nivel clinico de los primeros agentes antimicrobianos y en
nuestro pais durante la epidemia de 1972 a 1974, durante la cual se encontraron
cepas de S. fyphi resistentes a cloranfenicol y ampicilina. Otros brotes
epidémicos se presentaron en 1974, 1975 y 1978, los cuales fueron causados por
S. ententidis, encontréndose que cepas aisiadas de estos microorganismos,
fueron resistentes a ampicilina y tetraciclina (Kupersztoch, 1981, 1978, Mendoza,
1978).

Por estos hechos y teniendo en cuenta el consumo de antimicrobianos en
alimento para |la engorda de animales, asi como la prescripcion indiscriminada de
ostos agentes, resulta evidente {a importancia de desarrollar estudios del estado
de sensibilidad a antimicrobianos, que exhiben actuaimente las bacterias del
género Sa/monella (Kupersztoch, 1981, 1978, Mendoza, 1978).
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Objetivos

Objetivo general: conocer el estado de sensibilidad hacia agentes
antimicrobisnos de organismos del género Sa/monella, aisiados de muestras
clinicas del Instituto Nacional de Pedistria.
Objetivos particulares
1. Aislamiento e identificacion metabélica y serolbgica de Sa/imonella.

2. Determinacion de la frecuencia por serotipos.

3. Por medio de la doble microdilucién seriada en placa determinar la resistencia
y sensibililidad de las cepas aisladas.

4. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI ) 50 y 90% .

17



. MATERIAL Y METODO
1.1 Aislamiento y obtencién de cepas del género Saimonelis

De enero a abril de 1989 se obtuvieron 856 muestras de coprocultivos,
hemocultivos, liquido cefalorraquideo y catéteres, se aislaron 72 cepas del género
Saimonella de pacientes de consulta externa y hospitalizacion del instituto
Nacional de Pediatria (INP) con edades comprendidas de neonatos a 12 eflos, de
ambos sexos, que presentaron diarrea, vémito y sintomas gastrointestinales, con
diagndstico presumiblemente de infeccién salmoneldsica.

Las muestras fueron materia fecal 72%, Hemocultivos 5%, liquido
cefalorraquideo 8% (LCR) y catéteras 5%.

En los pacientes de consulta externa, se realizd la toma de muestras de
materia fecal y sangre, por el personal de servicio de toma de productos del INP,
en tanto que, en los pacientes hospitalizados la toma de muesiras de maleria
fecal, hemocultivos, liquido cefalorraquideo y catéteres, fueron realizados por el
personal médico de cada servicio. '

En pacientes neonatos, se tomd la muestra de la zona rectal, con hisopo
ostéril y se colocd en un tubo estéril con caldo nutritivo, Para los pacientes
mayores de 2 afos, se utilizd un frasco estéril para depositar las muestras que
fueron colectadas con el hisopo estéril y caldo nutritivo, los cuales se sembraron
directamente en medios selectivos: agar Mac-Conkey agar Shigella-Salmonelia
(S-S), agar verds brillante y agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). La muestra fue
inoculada con el hisopo en cada una de las cajas de petri y se dispersd mediante
estriado. Posteriormente fueron incubadas a 379C entre 18 y 24 horas. A una
parte de la muesira se le agregaron de 3 a 5 m! de caldo nutritivo (selenito o
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calda tetrationato ) y se incubo a 370C de 12 a 6 horas para pemitir el desarrollo
de las bacterias del génera Saimonelia e inhibir el desarralio de coliformes figura
5 (Koneman, 1985, Le Minor, 1981),

#.2 Pruebas metabdlicas y serolégicas para fa identificacién del género
Salmonelia

Las cepas del génera Salmonella, aisladas en medios selectivos, fueron
somelidas a diversas pruebas metabdlicas para su identificacion utilizando
medios diferenciales, manufacturados por Merck :

a) Agar hierra 2 azucares segun (Kligler) para detectar fermentacién de lactosa o
glucosa, produccion de acido sulfhidrico (Ha S)y gas a partir de glucosa.

Se prepararon tubos de ensaye con agar Kiigler de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, esterilizando en autoclave a 15 libras durante 15 minutos y
enfriando los lubos en pasicion inclinada. Para todas las pruebas se inoculd
solo una colonia, la cual se incubd a 379C durante 18 horas.

b) Agar citrata de Simmaons: se empled para detectar ia utilizacion del citrato como
fuente de carbono. Se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante
y se esterilizd en autoclave a 15 libras durante 15 minutas, enfrianda los tubos
en posicidn inclinada. Se inoculé a partir de una sola colonia y se incubd a
379C durante 24 horas.

¢) Rojo de melilo Voges-Proskauer; El rojo de melilo es un indicador de pH, con
un intervalo entre 6 (amarillo) y 4.4 (rojo), que se utiliza para detectar la
fermentacion de acida mixta de glucosa o produccion de acetainabutilenglico!,
caracterizandose los microorganismos del género Saimonella por producir
acidos mixtos a partir de glucosa y no acetaina. A fin de pravocar un cambio
de color, al emplear los reveladores de la reaccion, el organismo en estudio
debe producir grandes cantidades de dcido a partir del sustrato hidrocarbonado
que emplea. El media que se utilizd fue caldo rojo de metilo Voges-Proskauer
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(RMAVP). Se preparon los tubos de ensaye con 5 ml de caldo RMVP de
acuerdo a las instrucciones del frabricante (Merck), esterilizando en autoclave
a IS libras durante 15 minutos, se inoculé @ 379C durante 72 horas.

d) Agar sulfato, indol, movilidad (SIM). E! indol es uno de los productos del

metabolismo del aminodcido triptofano, ademas del dcido pinivico y amoniaco
(NH3).

Se prepararon tubos de ensaye con agar sulfato-indol movilidad (SIM), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Merck), esterilizando en autoclave
a 15 libras durante 15 minuto. La cepa fue inoculada con asa bacteriolégica en
forma vertical y se incubé a 379C entre 18 y 24 horas. Para detectar la
produccion de indol, al finalizar este periodo, se afiadieron S gotas del reactivo
de Kovac (alcohol amilico p-dimelil aminobenzaldehido y dcido clorhidrico
concentrado).

@) Descarboxilacién de los aminoéacidos lisina y ornitina . Algunos organismos son

f
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capaces de descarboxilar aminodcidos especificos del medio, con liberacién de
aminas de reaccion alcalina y dioxido de carbono como productos. Para esta
prueba se ulilizaron tubos de ensaye con caldo descarboxilasa de Moeller, se
esterilizaron en autoclave a |5 libras durante 15 minutos, agregando
posteriormente el aminoacido por filtracién con membrana millipore con poro de
0.45 um para evitar su desnaturalizacién. Se inocul6é una colonia e incubd en
anaerobiosis a 379C de 18 a 24 horas. La anaerobiosis se obtuvo agregando |
ml de aceite mineral estéril a cada tubo.

Fermentacién de los carbohidratos trealosa y ramnosa, se prepararon tubos de
ensaye de acuerdo a las indicaciones del fabricante (Merck) con medio base
rojo de fenol para fermentacion de carbohidratos y se esterilizé en autoclave a
IS libras durante 15 minutos. Una vez esterilizado el medio se afadio el
carbohidrato esterilizando por filtracion con membrana millipore con poro de
0.45 um para evitar la desnaturalizacién del mismo. Se inoculd una colonia en
el medio con una asa bacteriolégica e incubd a 379C de 18 a 24 horas
(Koneman, 1985, Le Minor, 198l, 1984) .
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Pruebas serologicas para la identificacion de Sa/monella

Se llevaron a cabo en el Laboratorio de bacteriologia del INP y en ol
Laboratorio de Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades
Tropicales, utilizéndose la técnica de aglutinacion en tubo. Para o cual, se
emplearon sueros polivalentes en el laboratorio del INP y monovaientes en el
laboratorio det instituto Nacional de Enfermedades Tropicales, llegando a la
identificacion del serotipo de las Saimonelias a través de aglutinacion positiva que
se obtiene con el suero monovalente, determinandolo posteriorments con syuda
del esquema de Kaufmann-White, que agrupa a todos los serotipos de Sa/monella
on base a su formula antigenica ( Le Minor, 1981, 1984 ).

H.3 Prusbas de susceptibllidad a antimicroblanos en las cepas alsladas de
S. enteritidis

Preparacion del indculo.

Las cepas a probar fueron sembradas en 5 mi de caido (M-H ) @ incubadas
durante 18 horas a 370C. A partir de este cultivo y por estandarizacion del indculo,
empleando ia comparacién turbidimétrica con un tubo de Mac-Farland de 0.5 %
se ajustdé a una densidad de aproximadamente 10° unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/ ML) (Lorian, 1986 ) .

Posteriormente se prepard una dilucion 1:20 de este indcuio, esta dilucion
se realizé con 5.7 ml de solucion salina al 0.65 % més 0.3 mi del indculo, siendo
este utilizado en la técnica de microdilucion figura 6

Determinacion de susceptiblidad; ésta se realizd con el empleo de la
técnica de doble microdilucion seriads en placa (Lennette, 1982), en Ia
preparacién de estas soluciones a partir de las cusies se realizaron diluciones, se
considero la potencia de! antimicrobiano para matar o inhibir el desarrolio de los
microorganismos.

Se utilizd para ello la férmula recomendada por ( Lennette, 1982 ), ia cual
permite calcular la cantidad de antimicrobiano que se desea cblener cuadro 2.
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Se emplearon cajas estériles para la microdilucién (Terasaka Trays) de 96
pocillos figura 7 conteniendo caldo (M-H), con cada una de las diluciones dobles
seriadas de los diferentes agentes antimicrobianos. Las cuales fueron preparadas
ol dia del estudio (Garcia, 1986), agregando 50 ul de entimicrobiano
recientemente preparado el cual se mezclé con 50 ul de caldo (M-H ) .

Finalmente se agregaron 50 ul del indculo diluido 1:20. Se utilizaron los
pocillos It y 12 como controles, ! pocillo Il contenia 50 il de (M-H) mas 50 pi del
antimicrabiano (control negativo), el pocilia 12 contenia 50 ul de (M-H) mas 50 pl
del inbcuto (control positivo),

Las cajas de microdilucion se agrupsron de 5 en 5, con una vacia sobre las
demas, para evitar la evaporacion y contaminacion, se colocaron dentro de una
bolsa de pléstico y se incubaron a 379C durante |8 horas.

Después de este lapso se puede interprepar la (CMI), definida como la
menor concentracion de antimicrobiano que no presento desarrollo (Jones, 1986 ).

Las concentraciones requeridas para inhibir 50% y 90% de las muestras
(CMI 50% y CMI 90% ) determiné el porcentaje de inhibicién acumulativa a varias
concentraciones, de cada uno de los agentes antimicrobianos cuadro 6.

El valor de cote en ug/ml para considerar a una cepas sensible o
resistents, se establecié con base a los dalos publicados por otros autores
(Lennette, 1982, Jones, 1986, Roberts, 1975 ) y se definidé como el valor resuitante
del promedio de la concentracion sérica de un antimicrobiano y de la
concentracidn tisular de éste, haciendo pruebas in vitro con microorganismos en
dilucion en tubo.
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il RESULTADOS

Se aislaron un total de 72 cepas, de aste total 6 se contaminaron durante
su almacenamiento por lo cual se trabajé Gnicamente con las 66 cepas restantes.
De éstas 55 fueron cepas de Sa/monelia ententidis y Il de Saimonella typhi, de
pacientes neonatos y hasta 12 afios, de consulta externa y hospitalizacion del
instituto Nacional de Pedialria de enero a abril de 1989. Los diferentes serotipos
que se aisleron se presentan en el cuadro 3 encontrando que Sa/monelia
typhimurium fué el mds frecuente con un 36.3 % del total de las cepas aisladas,
S.heidelbarg con un 15.1% y S.agona con un 9% . Por su parte S. typhi tuvo una
frecuencie de16.6%. '

El mayor nimero de cepas se aisid a partir de coprocultivos con una
frecuencia del 72 %, hemocultivos 15 %, liquido cefalorraquideo 8 % Yy
unicamente ef 5 % a partir de cultivo de catéteres.

Prusbas metabdlicas y serolégicas.

Se realizardn un total de 6 pruebas metabdlicas, para la identificacion de la
espacie probable, las cuales se presentan en el cuadro 4. Las 2 especies
identificadas se lograron diferenciar principalmente por la prueba de
descarboxilacion de los aminodcidos ornitina y lisina, y por ia fermentacién de los
carbohidratos ramnosa y trealosa,
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La identificacion seroldgica de ias cepas fué realizada por personal del
INP y ol Laboratorio de Enterobacterias del Instituto Nacional de Salubridad y
Enfermedades Tropicales, mediante la técnica de sgiutinacién en piaca y en
tubo, realizada con sueros polivalentes y monovalentes respectivamente.

Sensibilidad a agentss antimicroblanos

Los resultados de susceptibilidad y resistencia a antimicrobianos y las
CMI 50 % CMI 90% de ias cepas sisladas se presentan en los cuadros 5y 6.

La resistencia antimicrobiana de las cepas aisiadas al écido nalidixico fué
de 4.5% con una (CMI) que inhibe el desarrolio de las bacterias en un 90 %
de 12ug /ml.

La resistencia microbiana hacia la ampicilina fué de 26.2 % con una (CMI
80 %) de 96 ug/mi.

Cefalotina: |a resistencia hacia éste antimicrobiano fué de 26.2 % con una
(CMI 90%) 96 ug/mi.

Cefoperazona: |a resistencia fué de 3 % con una (CMi 90 % ) de 3 ug/ml.

Ceftriaxona: se encontrd para este antimicrobiano una resistencia de 6%
con una (CMi 90 %) de 6 ug/mi.

Cloranfenicol: la resistencia hacia este antimicrobiano fué de 4.5 % con
una (CMi 90 % ) de 6ug/ ml.

Estreplomicina: la resistencia hacia este antimicrobiano fué de 29.2 % con
una (CMi 50%) de 24 ug/mi.

Gentamicina: la resistencia fué de 6 % con una ( CMI 90% ) de 3 pg /ml.
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Kanamicina: la resistencia fué de 3 % con una (CMI 90 %) de 1.5 ug /mi.

Finaimente con ls Tetraciclina se obtuvo una resistencia de 8.1 % con una
(CMI 80%) de 24 ug/ml.

Es de hacer notar que las cepas presentaron un porcentaje de resistencia
bajo para kanamicina y cefoperazona y ss observa asimismo como eslos
antimicrobianos inhiben un mayor porcentaje de cepas con una (CMI) baja
cuadros S5y 6 . .

En el cuadro 6 se puede observar la eficiencia de las cefalosporinas como
agentes antimicrobianos para inhibir ¢l desarrollo de Saimonelia enteritidis, ya que
a una concentracion baja la ceftriaxona y cefoperazona inhiben @ un alto
porcentaje de cepas, sin embargo la cefalotina requiere una concentracion més
alta para inhibir un alto porcentaje de cepas; ésto se debe a que un porcentaje
considerable de cepas fueron resistentes a esta cefalosporina,

En las figuras 8, 9, 10 y Il se observa que la ampicilina, la estreptomicina,
cloranfenicol, tetraciclina y el dcido nalidixico tienen una capacidad similar.
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IV DISCUSION

S. typhimunium fue el serotipo que se aislo con mayor frecuencia (36.3%) a
este respecto Martinez y col. (1986), sefialan también haber sislado en cuastro
hospitales de la Ciudad de México (1978-1979) a S. fyphimurium con mayor
frecuencia que otras cepas, asimismo en un estudio Gonzdlez y col. (1985)
realizado entre 1979 y 198] en el Laboratorio de Enterobacterias del Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales de México se encontrd que S.
typhimurium fue el serotipo aislado con mayor frecuencia (45.7%), por olra parte
esiudios realizados en otros paises coinciden en sefialar, que esta cepas se
encuenira con mayor frecuencia en muestras tomadas de humanos.

El hecho de que este serotipo se aisle con mayor frecuencia de los
hospitales de México, pone de manifiesto el grave problema de salud publica que
existe en nuestro pals, pues este serotipo a causado conjuntamente con otros
serotipos brotes epidémicos como los ocurridos en 1974, 1975 y 1978.

La especie S. typhi ocupo el segundo lugar en frecuencia de aislamiento
(16.6%). Este resultado es importante, si se tisne en cuenia que en (972 fue el
causante de una epidemia en nuestro pals.

Como era de esperarse en coprocultivos se realizé el mayor porcentaje de
sislamiento de los serotipos de este agente patégeno, pues infecta
preferentemente el tracto digestivo y solamente cuando el grado de infeccidn es
grave invade tejido sanguineo y liquido cefalorraquideo.
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Con relacion a la resistencia se tiene que las cepas aisiadas de Se/moneds
fueron considerablemente resistentes a la estreptomicine (29.2%), ampicilina
(26.2%), cefalotina (26.2%) y tetraciclina (18.1%), como puede observarse en el
cuadro 5.

Es importante sefialar que es posible establecer una correlacion entre los
resultados de resistencia a ampicilina detectatos en este trabajo y lcs resultados
obtenidos en la caracterizacion de pldsmidos de las mismas cepas hechas por
Palafox, 1990, donde se aislaron plésmidos que confieren resistencia a la
ampicilina y se hizo la transferencia de éstos & E. coi Ki2, por el proceso de
conjugacién, identificando un pldsmido conjugativo con peso molecular de 20.5 x
10° D on las cepas de S. derby, S. heidelberg y S.typhimurium, que permiten ia
resistencia a ia ampicilina.

En otros estudios se sefialan porcantajes de resistencia a la estreptomicine
mayores, Bessudo (1973) informa haber encontrado una resistencia a este
antibiético del 88%. Kupersztoch (1978, 1981) del 64% y 45% respectivamente.

Sin embargo en olras regiones de! mundo como en Hong Kong, se encontrd un
porcentaje de resistencia menor a aste antimicrobieno Ling (1987).

En cuanto al porcentaje de resistencia hacia la ampiciling, Kupersztoch
(1978) sefala haber encontrado una resistencia del 6% en un estudio realizado
en México, este porcentaje es considerablemente mayor al aqui registrado.
Pérez, (1986), Mendoza y col. (1986) encontraron porcentajes de resistencia hacia
oste antibidtico del 33% y 27.63%, respectivamente de muesiras tomadas en
diferentes hospitales de México, entre el valor de estos porcentajes se encuentra
é! del presente trabajo (26.2%).

En Liberia Africa un estudio realizado por Hadfiel (1985), ongontrb un-
porcentaje de resistencia hacia la ampicilina del 82.3%, un valor de resistencia
que sobrepasa el triple dei resultado de este estudio.

Respecto al porcentaje de resistencia que presentaron los serotipos de
Salmanella hacia la cefalotina (26.2), cabes mencionar que otros estudios
realizados en el pals sefialan valores de resistencia, muy variables que van desde
el 0% Bessudo, (1973), hasta el 56% Kupersztoch, (1978).
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Por otra parte en Africa Hadfiel (1985) encontré un porcentaje de resistencia
del 0%, mientras que en Japdn Yamamoto (I988), sefiaia una resistencia del
25%, resultado que es muy similar al obtenido en ef INP.

Otro valor de resistencia que pressntaron los serotipos de Saimoneila fue
hacia la tetraciclina (18.1%). Bessudo (1873) sef\ala un porcentaje de resistencia
del! 88% hacia este antibiético, en muestras tomadas de diferentes instituciones
hospitalarias de México, y Kupersztoch (1978) en estudios posteriores realizados
también en ol pais reportan una resistencia del 47%.

' En Liberia Africa el porcentaje de resistencia hacia este antimicrobiano es
del 94.1% (Hadfiel, 1985).

La resistencia observada en los serotipos de Sa/monells hacia la
cefiriaxona, gentamicina, dcido nalidixico, cloranfenicol, cefoperazons vy
kanamicina tuvo un rango del 3 al 6%, estos valores son bajos.

De acuerdo con esto Bessudo (1973), seflala un porcentaje de resistencia
del 0% para la gentamicina. Sin embargo Kupersztoch (1978) reporta un
porcentaje del 39.9% para este antibidtico. La rasistencia para el &cido nalidixico
va del 0% Bessudo (1973) al 98.3% Kupersztopch (1978). Para el cloranfenicol los
rangos de resistencia observados van del 4.6% (Solérzano, 1987) a 88% (Bassudo
1973).

El porcentaje de resistencia hacia la cefoperazona obtenido en este estudio
fue de 3% es muy bajo, comparado con el encontrado (38.4%) en otro astudio
realizado en México por Pérez (1986).

Finaimente para la kanamicina otros estudios sefialan porcentajes de
resistencia de 0% Bessudo (1973) al 44% (Kupersztoch 1978).

Como puede cbservarse los porcentajes de resistencia de Sa/monei/a hacia
los antimicrobianos tanto en estudios realizados en México, como en otros paises
del mundo presentan grandes variaciones.
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Estas variaciones esién dadas por el tiempo que lleva en uso ol .

antimicrobiano, por ejemplo los antibidticos de tercera  Qeneracion
(cefalosporinas) cuyo uso se puede considerar reciente presenta resistencias
menores, comparadas con los de estreplomicing, ampiciline, cloranfenicol y
tetraciclina, antimicrobianos que se empezaron a administrar en la década de los
40, Aqui la excepcion la constituye la cefalotina (26.2%).

Otro de los faclores que determino el valor de resistencia hacia fos
antimicrobianos es {a forma en que se administran: en paises subdesarroliados la
automedicacién es una préclica comin que influye en los porcentajes de
registencia.

Por otra parte el consumo de came proveniente de animales que son
tratados con antimicrobianos, también influye sobre la resistencia hacia los
entimicrobianos.

E! hecho de que los paises en subdesarrollo registren los porcentajes de
resistencia mds aitos, pone de manifiesto que este problema rebasa los limites de
un problema de salud publica, para situarlo en un plano social, es decir, son las
condiciones de pobreza, que no permiten que ia poblacion viva en mejores
condiciones sanitarias, y que determinan que sea blanco fécil no solo de
infecciones ocasionadas por Saimoneila, siendo también, de otros agentes
infecciosos. Sin embargo, existe la posibilidad de que a través de campafias
publicas, en las que se convenza a la poblacién de hervir ol agua para beber, de
no consumir alimentos callejeros y el dar mayor saneamiento al medio en que
habitan, podria detener este tipo de infecciones.

De acuerdo a los resuitados obtenidos en este estudio, se recomendaria
administrar a los pacientes del INP, con infecciones por Saimoneia, los siguientes
antibidticos: kenamicina, gentamicine y cefoperazons, debido a que esios
antibiéticos fueron los més eficaces para inhibir el desarrolio de los serotipos
aislados, sin embargo en la actualidad el tratamiento se basa en administrer,
ampicilina o cloranfenicol o trimetoprim sulfametoxazol o una cefalosporina a los
que la bacteria resulte sensible, de ahi la importancia del antibiograma.
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Finaimente se recomienda la creacién de un comité técnico intemacional
" que controle la eficacia da los diferentes antibidticos eplicados, es decir, que no
permita su uso indiscriminado y que se descarte o uso de aquelios que
presentaron un porcentaje de resistencia alto,
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V CONCLUSIONES

En of INP se asilaron con mayor frecuencia los serotipos de S. typhimurium,
S. heidelber y la especie S. typhi.

Los serotipos de Sa/moneda estudiados en el INP presentaron porcentsjes
de resistencia considerables hacia la estreptomicina, ampicilina, cefalotina y
etraciclina,

Se recomienda admistrar en el tratamiento de infeccionss ocasionadas por
Salmonel/a los siguientes antibiéticos: kanamicina, cefoperazona y cloranfenicol.

Se recomienda la creacion de un comité técnico interdisciplinario a nivel
intornacional que evalue ia resistencia de los sntimicrobianos, quién seria el
encargado de controlar la aplicacion de estos.

Se sugiere realizar estudios periddicos que incluyan pruebas de

susceptibilidad a antimicrobianos en especial dentro de instituciones publicas
hospitalarias, a fin de llevar un control interno de la eficacia de estos fdrmacos.
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Cuadro | Caracteristicas metabdiicas de Saimonella.

Caracteristicas S. enteriditis |  S. typhl | S. cholerse-suis
Fermentacién de lactosa - - -
Produccién de gas + - +
Produccion de écido + + +
sulthidrico -
Produccién de indol - - -
Movilided + + +
Utilizacidn del citrato como + - -
fuente de carbono

Fermentacién de ramnosa + - +
Fermentacion de trealosa + + -
Descarboxilacién de lisina + - +
Descarboxilacién de omitina - - +
Rojo de metilo + + +
Voges Proskauer - - -

+ Positivo en o 100 % de las cepas
= Negativo en ¢l 100 % de las cepas
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Cuadro 2 Solventes y diluyentes para preparar 10 ml de una solucién stock
de antimicrobianos a una concentracién de 8120 ubimi

Antimicroblano | _Potencla Solvents | Diluyentes pmi |
Ampicilina 853.0 Hidréxido de Agua 60.02
sodio |N
Cloranfenicol 1000 Etanol Agua 5.2
Ceflriaxona 1000 Agua Agua 5.2
Cefoperazona 1000 Agua Agua 5.2
Kanamicina 794.0 Agua Agua 64.4
Ac. Nalidixico 990.0 Hidr6xido de Agua 5.7
sodic 0./ M

Gentamicina 619.0 Agua Agua 827
Cefalotina 1000 Agua Agua 5.2
Tetraciclina 4.5 Etanol Agua 44.7
Estreptomicina 1000 Agua Agua 5.2
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Cuadro 3 Serotipos de Ssimonelia enteritiris, alsiados de enero a abril de

1989 on ol institulo Naclonal de Pediatria

Sarotipos No. de cepas %
Ssimonelia typhimurium 24 38.3
Saimonells typhi (1) " 16.6
Salimonelia heidelberg 10 15.1
Salmonella agona 6 9
Saimonella derby 4 6
Salmonella shubra 2 3
Salmonelia infantis 2 3
Saimonelia muenchen 2 3
Saimonella brasnderup 2 3
Salmonelia kiambu 2 3
Saimonela indiana 1 15

TOTAL 68 100%

(1) especie Saimonella typhi
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Cuadro 4 Pruebas metabélicas de las cepas alsladas

Prueba Caracteristica S. enteritirs S. typhl
Ager Kligler Fermentacion de - -
lactosa
Produccion de gas + -
Produccion de ac. + +
sulthidrico
Ager sulfhidrico | Produccion  de - -
indol movilidad indol
Movilidad + +
Citrato de| Utilizacion de
Simmons citrato como + -
fuente de carbono
Fermentacion de|Ramnosa + -
carbohidratos
Trealosa + +
Descarboxilacion |Lisina + -
de aminodcidos
Omitina - -
Rojo de metilolProduccion  de + +
nggggl’rom dcidos mixtos - -

+ Positivo en el 100% de las cepas
- Negativo en el 100% de las cepas
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Cuadro § Porcentaje de ia susceptibilidad y realstencia de Saimonella,
aleladas de enero a abril de 1089 en ol instituto Nacional de Pediatrfa

Antimicroblano Porcentaje de - Porcentaje de

resistencia susceptibilidad
Estreptomicina 20.2 755
Ampiciling 28.2 712
Cefalotina 26.2 71.2
Tetraciclina 18.1 81.8
Ceftriaxona 6 83.9
Gentamicina 6 93.9
Acido Nalidixico 4.5 85.4
Cloranfenicol 45 85.4
Cefoperazona 3 96.9
Kanamicina 3 96.9




Cuadro § Concentracién minima inhibitoria (Clt) del 0 y 90% de las cepas

de Saimonelis enteritidis
Antimicroblano CMI 50% CMi 90 % Valor de corte

Acido_Nalidixico 1.5 pg/mi 12 pgimi 32 pg/mi
Ampicilina 3 pg/mi 96 g/mi 32 ugimi
| Cefaloting 3 pg/ml 96 pg/mi 32 pg/mi
Cefoperazona 0.25ug/mi 3 pgimi 64 pug/mi
Ceftriaxona 0.5 ug/mi 16 pg/mi 64 pg/mi
Cloranfenicol 0.62 pg/mi 6 pg/imi 25 pg/mi
Estreplomicina 2.5 pg/mi 24 pg/mi 15 pg/mi
Gentamicina 0.25 pg/mi 3 ug/mi 8 pg/mi
Kanamicina_ 0.25 ug/mi 1.5 pg/mi 25 pg/mi ‘
| Tetraciclina 0.25 ug/mi 24 pg/mi 16 pg/mi

37



Fiy. 1 Incidencia por edades, de salmonelosis y fiebre tifoidza en nifios, rzyistrada
=2n el Hospital Infantil de México 2n un total de 45,438 ingresos consecutivos.
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100pg/ml  SOpg/ml zsxg/m_lz.sﬁxg/ml 6.251g/m1 3.12ug/ml 1.Qug/ml 0.§ng/m1  00.

Concentracién de antimicrobiano de desarrollo
diluido seriadamente de 100 a 0.4pg/ml bacteriano

Fig. 3 Presencia de turbidez del tubo 6 al 10, lo cual indica que hay desarrollo
de los microorganismos.
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Fig. 4 Caja para microdilucidn (Terasaka Trays).
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materia fecal cateteres 1{quido cefalo-

sangre

v

hemocultivo (método
de Castafieda)

1f, rragqufdeo
& l
toma rectal tomada por tomada por tgmada por el
con hisopo el paciente el médico médico
‘ _
v . Y]
siembra caldo tetratio. gsiembra caldo agar siembra directa

directa nato y selenito directa

tioglicolato sSangre

{

|
|

incubacion ingcubacidn a
a 37°C de 12-16hrs. 37C de 12-16hrs.

v ¥
agar McConkey, agar Salmopnella-Shigella(S-S).,

agar verde brillante y agar xilosa-lisina-desoxicolato
(XLD)

incubacion a 37°C de 18-24 hrs.

. Fig. 5 Hé%odo para el aislamiento de cepas del género Salmonella

incubacidn a
37 ¢ por 30
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desaryollo de 7 14
coloﬁgas di;s

agar sangre y agear
chocolate

incubacich a 379
de 18-24 hrs.
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Medio de cultivo Soluciones Stock Inbculo cepa

de antimicrobianos a probar
50 ul en cada uno Diluciones de 50 a1l Inbculo en 5ml
de los pocillos de antimicrobianos de caldo M-H

en cada uno de los
pocillos excepto
en el 12

Incubar durante
18 horas a 37¢%C

Estandarizar con
el tubo 0.5 de
McFalarnd y dilu
ciones 1:20

P

-

L

PLACA DE MICRODILUCION

Fig. 6 Técnica de Microdilucidn
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solucidn stock
(10 ml.) -

K

G s,

¢ P - ; WCon 5Qul de M-H
128 64 3216 84 2.1 ;5 <250 (+)

concentrac16n de ant1 Ag/ml
wu WCon 50ul1 del.

1n6culo

Fig. 1 Diluciones dobles ser1adas de 10s diferentes antimicro-
bianos.
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