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I RESUMEN

Los antibiéticos frecuentemente se utilizan en pequefias proporciones para
estimular el desarrollo de los animales destinados a la alimentacién humana.*

La adicion de los antibiéticos en el alimento de los animales ha sido uno de los
factores determinantes para la aparicion de bacterias resistentes a antibiéticos.
Las bacterias que desarrollan esta resistencia pueden ser patégenas, patégenos
oportunistas o bacterias comensales; por lo tanto, los genes de resistencia a
antibiéticos pueden encontrarse en animales y en humanos. *

Debido a ésto, se decidié investigar la resistencia a antibiéticos de bacterias
aisladas de carne de pollo vendida al menudeo en tiendas de autoservicio. Se
aislaron 62 cepas de enterococos. El 34% fue resistente a los antibidticos:
cefalotina (45%), eritromicina (90%), ampicilina (74%), trimetropim sulfametoxazol
(55%), ceftriaxona (65%), netilmicina(68%), enoxacina (77%), penicilina (68%),
dicloxacilina (84%), clorafenicol (39%) y gentamicina (84%).

Seis cepas con una velocidad de crecimiento rapida y multiresistentes a
antibidticos, fueron elegidas para su caracterizacion.

Las 6 cepas portan plasmidos asi como al integrén clase 1 lo que posiblemente

confiere la resistencia a una gran variedad de antibiéticos.



II INTRODUCCION

II.1 POLLO COMO ALIMENTO DE CONSUMO HUMANO

11.1.1 Definicién de pollo.

El pollo es el ave gallinacea de cria, macho o hembra, sacrificada a una edad de
12 semanas*® y maxima de 20 (5 meses) y un peso que oscila entre 1y 3 kilos.
En la actualidad, el pollo se cria de manera intensiva en las granjas, y en tres
meses se consigue hasta 1 kilo de esta ave.’

El pollo que se adquiere en los supermercados es el pollo conocido como broiler.
Su carne es blanca, tierna y jugosa, y su piel flexible y suave. Sus huesos son muy
flexibles debido a que estan poco calcificados.*®

La carne de pollo incluye todo un conjunto de productos, desde canales enteras
hasta productos de despiece y otros de transformacion.® La seleccién avicola
actual es una produccién compleja y altamente especializada, superior a la de

cualquier otra especie doméstica.

11.1.2 Consumo de pollo
El consumidor asocia mayoritariamente la carne de pollo a dos caracteristicas
fundamentales que definen su comportamiento en la cesta de la compra: su bajo

precio y una imagen de seguridad generalmente alta® por lo que su consumo se

ha elevado en los ultimos afios.



Otros factores que han influido en el consumo de aves, en especial del pollo, ha

sido el sabor y la textura que caracterizan a este tipo de carne, lo jugosa que es y

la consistencia blanda.®

De acuerdo a la informacién registrada en el INEGI la producciéon de pollo en

México ha ido en aumento, como se observa en el cuadro 1. En 1995 fue de

1283 867 toneladas (ton) mientras que para el afio 2002 fue de 2 011 513 tony

en el periodo de enero a julio del 2003 se han producido 1 175 028 ton.*? por lo

que México se convierte en el quinto pais consumidor de pollo y la cuarta potencia

avicola a nivel mundial.?®

leche
p{;?::fdas} (miles de litros) Came en canal huevd otros productos
Bovino| Caprino]  Bovino] Porcino] OvinoCaprind]  Ave 4

1985 7398 59&[ 139 049 1 412 336] 921 576 20 887 37 678| 1 283 867 1 241 987 55 195
1996 7 5884221 122 925(1 329 947| 910 290{ 29 443] 35879 1 264 366{ 1 235 872 55 036
1997 7848 105 120 528]1 340 071] 939 245 30 161| 35 269 1 441 Qﬁq 1328 qu 59 928'
1998 8315711 12?744]13?9? 960 689 30 389 38 264 1598921|1461 153 84 2
1999 8 877 314[ 130 9981 399 629 994 186] 30 785 37 431| 1 731 538 1 634 793 usgg

000 9311 444] 131 1771 408 618] 1 029 955 33 390| 38 760| 1 825 249| 1 787 942 33936!

001 0472 293 139 8731 1 444 621| 1 057 843{ 36 221| 38 839 1 928 022{ 1 892 143 89 Bﬂg

002 9 597 556( 147 287 1 450 881| 1 085 8‘.-"q 37423 42 2?%2 011 513| 1 896 040 86 76

003

nero 738 025 11855 116171 86036] 2914 3430 161 166 14163 4 664
Febrero 758 341] 11 677 1159 84 5 86 31 168 977] 146 55 508
Marzo 776 001] 12 191 114 056 80 76 05 3091 170 20 15008g 71
IAbril 763 804{ 11 864 113 337] 84169 31 3063 173 466( 137 131 12
Mayo 800 550 12 564] 122395 91689 3340 3434 180 153 159 200 7 121
|Junio 838 127 12 737] 122 82 80465 3295 3440 175076 167 137] 6 14
WJulio 902 553] 12443 122676 89214 3133 3397 179600 172 599 501

a Se refiere a pollo, gallina ligera y pesada que ha finalizado su ciclo de produccién

b_Incluye came de guajolote, miel, cera en grefia y lana sucia

Cuadro 1. Produccion de derivados de origen animal (ciclo 1995-julio 2003)
fuente: INEGI



I.2 LOS RIESGOS MICROBIOLOGICOS DE LA CARNE DE POLLO

Al igual que cualquier otro tipo de carne, la came de ave puede transportar
agentes que representan un riesgo para la salud humana desde el punto de vista
microbiolégico.’

Las bacterias patdgenas como: Campylobacter, Salmonella y E. coli son
habitantes del tracto intestinal de animales domésticos, especialmente aquellos
que consume el humano. %

El pollo es especialmente susceptible de ser contaminado por Salmonella y
Campylobacter y, en menor medida, por Listeria monocytogenes que pueden
causar toxiinfecciones e infecciones en el consumidor.> ® La contaminacién de los
alimentos con estos patégenos puede ser multiple ya sea por la cadena

alimenticia o durante la produccion, el procesamiento, distribucién, venta vy

manipulacién. %

Ademas puede portar a Pseudomonas lo que reduce y desestabiliza la
conservacién comercial de este.® Los microorganismos causantes de la alteracién
ingresan en el matadero, en gran nimero, por la piel y las plumas de las aves y en
algunas ocasiones con el polvo. *

La piel de las aves vivas puede contener hasta 1,500 bacterias por centimetro
cuadrado, lo que incluye la flora normal de la piel mas otras bacterias que pueden
proceder de patas, plumas o heces. '*

Los tipos de microorganismos que se pueden aislar de los pollos depende del
lugar de donde se toman las muestras y de la fase del sacrificio. Los aislamientos

procedentes de las canales de aves y productos derivados incluyen
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representantes de un gran nimero de géneros (cuadro 2). ?° Las patas, pechugas
y region cloacal tienen contaminacion fecal, con una elevada carga bacteriana
mesofila. Otras bacterias meséfilas de origen intestinal pueden contaminar la canal
a partir del tracto alimentario durante la evisceracion. **

Datos del grupo de investigacion del Observatorio de la Seguridad Alimentaria de
la Universidad Auténoma de Barcelona indican que cuando se controla
especificamente a estos microorganismos en los piensos de engorde y en las
instalaciones, se puede reducir su prevalencia a menos de un 5% en la poblacién

de los animales. *'

Producto Microorganismos aislados Cantidad aproximada
Aves al entrar Acinetobacter, Corynebacterium,
Moraxella, Pseudomonas, 102 -10%/ cm?
Flavobacterium, Staphylococcus y
Micrococcus

Aves faenadas Bacterias: Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, 102 -10°/ cm?
Cytophaga, Enterobacter, Alcaligenes,
Salmonella y Campylobacter entre
otros.

Levaduras: Trichosporon, Torulopsis,
Candida y Rhodotorula.

Mohos: Penicillium, Alternaria,
Aspergillius y otros.

Cuadro 2. Perfil microbiolégico de las aves vivas y aves faenadas.
(Fuente: Fraizer, 1993)

Para conservar por mas tiempo la carne de las aves se utilizan métodos fisicos
como el enlatado, la refrigeracion (dura menos de un mes) y la congelacién

(duracion hasta de tres meses) aunque este ultimo tiene la desventaja de que si



no se realiza con la higiene adecuada, habra un aumento de bacterias que crecen
a temperaturas bajas tales como los géneros de Proteus, Alcaligenes y algunas
bacterias coliformes. Otros métodos utilizados en la conservacion de la carne son
el empleo de conservadores, como son los antibiéticos en bajas concentraciones

que son destruidos durante la coccion. La administracion de antibidticos a las aves
incorporandolos al pienso puede dar lugar a un aumento de microorganismos

resistentes en las heces y por lo tanto en las aves. 2°

1.3 ANTIBIOTICOS
11.3.1 Definicion
Se define como antibiético a aquellas  sustancias producidas por

Microorganismos'*4°

capaces de inhibir el crecimiento de otros organismos por
tener accion bactericida, bacteriostatica, fungistatica o fungicida.*® Al parecer las
bacterias gram positivas pueden ser mas sensibles a su accién que las gram
negativasf"“ Los antibidticos bactericidas matan a las bacterias, los
bacteriostaticos solo detienen su crecimiento.

El otro uso de los antibiéticos, que no busca un efecto bactericida, es cuando se

utiliza para aumentar la productividad animal dosificado en concentraciones

subterapeuticas. *



11.3.2 Clasificacién de antibidticos

Una clasificacién sugerida de los antibiéticos, es la siguiente:

1. Penicilinas. Interfieren con las sintesis de la pared celular bacteriana,
clasificadas como:

A. 4acido labiles: cristalina, procaina, benzatina, meticilina

B 4cido estables

1 sensibles a penicilinasa: fenoximetilpenicilina, fenoxietilpenicilina, amplio
espectro (ampicilina, carbenicilina)
2 resistentes a penicilinasa: meticilina, isoxazolilpenicilina

(oxacilina,cloxacilina, nafcilina).

2. Cefalosporinas. Al igual que las penicilinas interfieren con la sintesis de la
pared celular, la familia comprende a:

Cefalotina, cefalexina, ceforanid, cefotaxim, ceftazidim, cefaloridina, cefamandol,

cefotixin, cefitozoxim.

3. Macrélidos. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ARN ribosomal 30s,
incluyen a:

Eritromicina, azitromicina.

4. Aminoglicésidos. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ARN ribosomal
30s, comprenden a:

Estreptomicina, kanamicina, gentamicina, neomicina, metilmicina.

5. Tetraciclinas. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al RNA ribosomal 30S.
El grupo esta formado por:

Tetraciclina, clorotetraciclina, doxiciclina.



6. Quinolonas. Inhiben enzimas involucradas en la replicacion del ADN, se

clasifican en:

Acido nalidixico, ciprofloxacino.

7. Sulfonamidas y trimetropim. Inhiben la sintesis de ADN al interferir con la
sintesis de acido tetrahidrofolico.

8. Nitrofuranos: nitrofurantoina, nitrofurazona.

9. Cloranfenicol. Inhibe la sintesis proteica.

10. Rifampicina. Inhibe a la transcripcién y su unién a la ARN polimerasa.

11. Glicopéptidos. Interfieren con la sintesis de la pared celular bacteriana.

Dentro de este género esta la vancomicina.

12. Peptidos: bacitracina y polimixina.

13.0Oxazolidinonas (estreptograminas): eperezolidona, linezolidona, quinupristina,

dalfopristina.*®

Las familias de antibidticos que se usan mas en veterinaria y medicina son:
penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglicosidos,

estreptomicina, nitrofuranos, sulfonamidas y trimetroprim. 2

11.3.3 Antibidticos en los alimentos para animales.

La adicion de antibidticos en los alimentos destinados a produccion animal es
atractiva porque se consigue una accion contra microorganismos en general. *
En 1946 se informd que algunos antibiéticos como estreptomicina y sulfasuxidina

incorporados a los alimentos en muy pequefias cantidades, estimulaban el
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desarrollo de los pollos.*® También se comprobé que los subproductos de la
elaboracion de los antibiéticos y otros productos de fermentacion eran buenas
fuentes de vitamina B2 lo que permitia el buen desarrollo de los pollos. *®

Con la aparicién de las tetraciclinas esta aplicacién de los antibiéticos cobré mayor
impulso y en 1955 se estimaba que 13% de la produccién mundial de los
antibiéticos se destinaba a estimular el desarrollo de distintos animales. *
Actualmente solo Estados Unidos utiliza el 70% del total mundial de los
antibiéticos, que representa unas 11 mil toneladas, administrado en bajas dosis en
los alimentos para cerdos, pollos y reses que promueven su crecimiento y
engorda. ¥’

El aumento en la rapidez del crecimiento que se obtiene con el suministro de
antibidticos varia con la clase del animal: es maximo para los pavos, un poco

menor para las gallinas y minimo para los patos. '

111.3.4 Antibiéticos en el pollo.

Los antibidticos se utilizan para controlar enfermedades en las aves, causadas por
bacterias y microorganismos relacionados. %

Si la cantidad de antibiético es pequefia y el nimero de las bacterias alto, el
antibiético no producird su efecto completo. Los antibiéticos también actian
modificando la flora intestinal y en consecuencia destruyen muchas bacterias

benéficas. La mayor parte de los antibiéticos se suministran en la racién."



1.4 PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Algunos antibiéticos se agregan en forma continua y en pequefias dosis a la racion
con el fin de mejorar el crecimiento y la conversién alimenticia. %

Los antibiéticos se incluyen en la dieta de los pollos durante su crecimiento. Con
ello se consigue un incremento de 2 Kg de peso total en apenas dos meses, al
mismo tiempo que controlan la presencia de patégenos que podrian retrasar la
produccién. Su uso, sin embargo, puede acarrear la aparicion de residuos de
antibiéticos, los cuales suponen un riesgo para la salud de los consumidores,

sobre todo por la induccién de resistencias en microorganismos patégenos. 3 “

La efectividad de un antibidtico para promover el crecimiento se relaciona con su

capacidad para “atacar a la enfermedad”, de aqui que los antibiéticos de amplio

espectro sean los mas efectivos.

En general, se reconoce que los antibidticos y compuestos afines capaces de

mejorar la productividad animal suprimen o disminuyen el crecimiento de algunos

microorganismos’ siendo probablemente de la siguiente manera:

— Por la supresién de los microorganismos inhibidores o productores de toxinas

— Por estimulo de los antibiéticos hacia los microorganismos que elaboran
vitaminas conocidas o no identificadas, las cuales pueden ser utilizadas por el
animal

— Por la supresién de los microorganismos que aprovechan ciertos principios

nutritivos esenciales para el animal

— Por la supresién de los organismos patégenos del aparato digestivo. ® '

16



Ademas, una vez absorbidos se distribuyen por via sanguinea por la totalidad del
organismo, lo que hace un efecto protector en cualquier érgano, lo que permitiria
que la energia y los nutrientes ingeridos puedan dedicarse a la produccion y no a

otros esfuerzos energéticos como la defensa en contra de enfermedades. °

El cuadro 3 indica que, independientemente del promotor de crecimiento que se
emplee, es importante notar que la magnitud de la respuesta al antimicrobiano, en
cuanto a la mejoria lograda en ganancia de peso en ambientes contaminados, es
muy similar a la diferencia que existe al comparar ambientes limpios contra
contaminados.'® Esto indica que aln la presencia de bacterias posiblemente

patégenas en los corrales sucios no impide el crecimiento de los pollos.

Medio Ambiente Tratamiento Ganancia de peso g/ 4 % de mejora
semanas

Casetas nuevas Control 440 6.82
Antibiético 470

Casetas previamente Control 336 19.05
utilizadas Antibiético 400

Casetas nuevas vs - 455 23.64
casetas usadas . 368

Cuadro 3. Ganancia de peso en pollo alimentados con antibiéticos bajo dos medios ambientes
diferentes. (Fuente: Cuaron,1990)

Desde este punto de vista, podria considerarse el uso de antibiéticos como una
tecnica aceptable, ya que a bajo costo se consigue que los animales no enfermen,
con los consiguientes beneficios para el bienestar animal, se obtiene una mejor
produccién y, si se aplican correctamente, no dejan residuos en la carne. *

Sin embargo el uso de antibidticos como promotores de crecimiento contribuye al
problema surgido hace varios afos: la resistencia de las bacterias a los

antibioéticos.




11.5 BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

La resistencia a antibiéticos es un problema clinico y socioeconomico que puede

incrementarse hoy en dia. Recientes estudios han observado que hay un enlace

entre el uso de antibiéticos en animales destinados para alimento y la resistencia

de bacterias encontradas en humanos. ®?* (Figura 1)

A los animales para consumo humano se les administra antibiéticos para

promover su crecimiento y ademas se les administra para profilaxis y terapias.

Cuando los animales defecan hay presencia de bacterias que posiblemente ya

son resistentes a antibiéticos.

Antibidticos
utilizados como
promotores de
crecimiento.

.

Animales
destinados para
consumo humano,

Heces
fecales

t

Antibidticos
utilizados para
profilaxis y
terapias.

Estiércol de
granjas

=

Abono
del suelo

=

Cosecha
de
hortalizas

Consumo
humano

|

Antibidticos
utilizados para
profilaxis y
terapias.

Figura 1. Transmisiéon de las bacterias resistentes a antibidticos de los animales de consumo
humano hasta el hombre. (Fuente: Hasebe, 2004)




Estas heces son utilizadas como estiércol para abonar los campos que se utilizan
para la siembra de vegetales y finalmente estos vegetales los consume el hombre.
Una vez que el hombre haya adquirido estas bacterias, es posible que a él
también se le administren antibiéticos para terapias y profilaxis lo que contribuye
aln mas a que estas bacterias se vuelvan resistentes a otros antibiéticos.

La resistencia puede ser natural o adquirida. Algunas especies de bacterias son
altamente resistentes a un numero determinado de antibiéticos, mientras que otras
son altamente susceptibles a los antibitticos, tales como los estreptococos del
grupo A. %

Como ya se dijo el abuso de antibidticos en animales de granja para terapias y
profilaxis, como promotores de crecimiento y como complemento alimenticio han

3 El uso no

influido en la aparicion de bacterias resistentes a antibicticos.
adecuado de estos o con la dosis incorrecta permite la sobrevivencia de algunas
bacterias que se pueden volver resistentes.

De acuerdo con un reporte de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), acerca
de enfermedades infecciosas, en el afic 2000, tales organismos han llegado a
incrementarse prevalentemente en el mundo.*’ La practica rutinaria de dar
antibiéticos a los animales para consumo humano para el tratamiento y
prevencion de enfermedades, asi como promotores de crecimiento, son factores

importantes para el surgimiento de bacterias resistentes a antibidticos que

subsecuentemente se transfieren al hombre a través de la cadena alimenticia. ®



Los antibidticos que coinciden en su uso terapeutico en la medicina humana y
veterinaria son: penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglicosidos, espectomicinas, lincosamidas, trimetropim, sulfonamidas,
polimixinas y quinolonas. *°

En octubre de 2001 el New England Journal of Medicine, publicé los resultados de
un equipo de investigadores acerca del aislamiento de varios serotipos de
Salmonella a partir de carne vendida al menudeo en la ciudad de Washington,
D.C. los cuales se probaron a 17 antibiéticos en concentracion minima de
inhibicién. Los resultados muestran que el 53% de las colonias aisladas son
resistentes a por lo menos 3 antibiéticos en los cuales se incluyen estreptomicina,
sulfametoxazol y tetraciclinas.?'

Los enterococos, bacterias cominmente intestinales que provienen de animales y
humanos, pueden causar serias enfermedades de infeccion intestinal, ademas de
ser multiresistentes a diversos antibidticos. Los enterococos provenientes de
animales pueden transferir sus genes de resistencia a las bacterias que habitan en
la comida o que estan presentes en humanos. *°

Los enterococos resistentes a antibidticos (E. faecalis, E. casseliflvus, E. faecium,
E. durans) pueden estar presentes en alimentos que se preparan con verdura (por
ejemplo ensalada verde) y en alimentos derivados de animales tales como
quesos, embutidos de cerdo y de res. Principalmente E. faecalis y E. faecium
muestran resistencia a ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, nitrofurantoina,

penicilina y tetracilina. *°
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11.5.1 Causas de resistencia adquirida a antibiéticos.

La adquisicion de la resistencia a antibiéticos ocurre algunas veces por mutacion y
en otras ocasiones por transferencia horizontal de genes, que llegan a estar
situados en integrones, plasmidos o en transposones. ** La resistencia adquirida
a antibidticos por las bacterias se debe a la adquisicién de genes de resistencia
que se pueden transmitir entre las mismas bacterias principalmente por
conjugacion. *
El primer componente significativo en el proceso de la adquisicion de genes de
resistencia en poblaciones microbianas es la captura de genes por medio de
transposones los cuales pueden moverse de replicon a replicén y se diseminan a
través de la conjugacion. *
Se han encontrado dos tipos de transposones: el transposon compuesto que se
encuentra en bacterias gram positivas y gram negativas y otro transposon adjunto
a un integron el cual ha sido observado solamente en Enterobacterias y
Pseudomonas. %
Para cada clase de antibiéticos hay usualmente un nimero de mecanismos que
pueden ser causa de resistencia. Estos mecanismos pueden diferir, dependiendo
de las especies de bacterias y su composicion genética.
Los principales mecanismos de resistencia incluyen:

1) Aumento en la actividad del conducto de salida del antibiético

2) Disminucion de la concentracién interna del antibiético

3) Inactivacion o modificacion de la estructura del medicamento
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4) Introduccion de resistencia en el sitio de accién de un nuevo antibiético
5) Hidrolisis del antibiético

6) Modificacion del antibiético *°

Il. 6 INTEGRONES

11.6.1 Definicién

Un integrén es un elemento genético de ADN que incorpora fragmentos de ADN
con marcos abiertos de lectura (ORF’S por sus siglas en ingles) y asi los convierte
en genes funcionales; estos genes funcionales son frecuentemente genes de
resistencia a antibiéticos. También se dice que un integrén es dinamico, es decir
los genes tienen la capacidad de escindirse en forma de circulos auténomos para

integrarse a un nuevo integrén. '® 223

Regién 5°constante Regién central variable Regién 3"constante
aﬁ s“ﬁ a“ﬁ
—ﬂ“ ( S el
int aadA dhfr sul

Figura 2. Esquema de la estructura del integrén. (Fuente: Garcia L., 1998)
attl. Sitio de reconocimiento de la integrasa.

attC1 y 2. Genes que pueden actuar como terminadores de la transcripcion.
Int. Gen de la integrasa.

aadA y dhfr. Genes adquiridos de resistencia.
Sul. Gen de resistencia a sulfamidas.
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11.6.2 Estructura genética
Estructuralmente los integrones conocidos constan de tres regiones (Fig 2):
1) Una region constante 5° donde se encuentra el gen de la integrasa (int)
2) Una regién central variable en la que se localizan los genes estructurales
del integron, en esta parte se encuentran los genes de resistencia (aadA,
dhfr), es el sitio primario de recombinacién (att I).
3) Una regiéon constante 3° donde se localizan genes de resistencia a
sulfamidas (sul) y otros dos marcos abiertos de lectura. '* %
Las plataformas del integrén son deficientes para realizar su propia
transposicion pero este defecto es frecuentemente complementado a través de
la asociaciéon con secuencias de insercion (IS), transposones y/o plasmidos
que pueden servir como vehiculos, inter o intra especies, para la transmision

de este material genético. *

11.6.3 Funcionamiento

El esparcimiento de los genes de resistencia estd aumentando grandemente
debido a que son genes que forman parte de paquetes méviles, los cuales
proveen algunos mecanismos de transferencia horizontal. Estos mecanismos
incluyen:
¢ Movilizacion de paquetes de genes codificados por una integrasa para un
elemento genético llamado integrén.

¢ Movimiento del integrén a un nuevo lugar, probablemente por transposicién.
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e Diseminacion de grandes transposones tales como Tn21 que acarrean
integrones.
e Movimiento de plasmidos, entre diferentes especies de bacterias, que

contienen integrones. *®

La funcionalidad del integrén no esta restringida a su tamario, hay integrones
interrumpidos o truncados que realizan su funciéon completa; por ejemplo se
reportd el hallazgo de un integron truncado en una bacteria gram negativa,
M. fortuitum y este mismo integrén se observo que aparecia en una bacteria

gram positiva, Corynebacterium glutamicum. *
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Pant
Inll 1 attl

Integrasa P.m
gen de resistencia 1

Intl 1 antl ®

gen de resistencia 2

ant2® ant 1R etc.

Figura 3. Modelo del intercambio de paquetes de genes en un integrén clase 1.
Los genes de resistencia adquiridos (ant®) son insertados en un sitio especifico
(attl), delante del promotor fuerte (P intl 1). La flecha ondulada indica la direccién
de la transcripcion. Este proceso se repite de igual forma para cada gen de
resistencia. (Fuente: Rowe, 1989)
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11.6.4 Secuencia del integrén de Pseudomona aeruginosa

Es importante mencionar, a manera de ejemplo ilustrativo, la secuencia de
nucledtidos que forma parte del integron clase 1 el cual probablemente esta
confiriendo la resistencia a varios antibiéticos en nuestras cepas de trabajo.*

En el nucledtido 3872 del transposdén Tn 1696 de P. aeruginosa comienza el
integrén (intl 1), sefialado con letras mayusculas de color rojo; en los nucléotidos
4761 a 4789 se encuentra el promotor de la integrasa (P ant) sefialado con letras
de color azul; en los nucleétidos 4916 a 4933 se encuentra sefialado con una
linea la secuencia de uno de los primers que se ocuparon para la amplificacion de
las muestras (int F); del nucledtido 4978 a 5040 se encuentra el sitio de
reconocimiento de la integrasa (attl) indicado con letras mayusculas cursivas de
color rojo; del nucleétido 9186 a 8206 se encuentra el otro primer que se ocupé
para este experimento (sul1 B) sefialado con letras rojas mayusculas subrayadas;
por ultimo en el nucledtido 9564 termina la secuencia del integrén. Las letras en
negro indican la secuencia de ADN del transposén Tn 1696 en donde esta

insertado el integron.
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3721
3781
3841
3801
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
43§81
4441
4501
4561
4621
4€51
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781

agcagcggag
cagggaggac
agtgaatccg
CATCAAGCGG
TCGTAGAGRC
GGAGCAAGGC
CTGCTTGTTC
GACGCACGAC
BECGGCCAGCA
CGCTGCGGLC
GCAGCGTGGG
CCCGCACGAT
CACTGATCCG
GARRRCCGAG
GCCGAGGTCT
AGAACAGCRR
CCAGCCAGGA
CGTGGAAACG
RATGCARAGTA
GTAACGGCGC

gggttggatc
tttecegeaac
ccaggattga
TGAGCGCACT
GTCGGARATGS
CGTCGCGAAC
TACGGCATGT
ACCGCTCCGT
ATGCCCGGLG
CTCGGLCTGE
TGCCARAGCTC
GATCGTGCCG
CATGCCCGTT
GATGCGAACT
TCCGATCTCC
GGCLGUCAAT
CAGAAATGCC
GATGAAGGCA
GCGETATGCGT
AGTGGCGGTT

Integrén

catcaggcaa
cggccgtteg
cttgcgetge
CCGGCACCEC
CCGAGCAGAT
GAGTGGCGGA
TTGARGGCGC
GGATCGGTCG
CGCGGATACT
TCCTTCAGEC
TCGGGTAACA
TGATCGAART
CCATACAGRA
ACTTCATCCG
TGAAGCCAGG
GCCTG
TCGACT
CGAACCCAGT
TCACGCAACT
TTCATggctt

ctcgggeatc caagcagcaa gcgcgttacg

gcaacgATGT
TTAGGTGGC

TCCATGCGGEGE
CRRCATCRGC
CTTGCTGCCT
TTTGAGCAGC
AGGORGEGCA
GCTTATGTGA
BAGTTGGGCR
caattcgtte
cgeccgeggec
cgcgcagcca
tccagegett
tggtccagcg
ttcgggtcta
tagacatcat
gcgtcattga
tggatggcgg
ttgatgaaac
gcgagagcga
cgtggcgtta
ttgcgggtat
caagagaaca
ctgaacagga
actgggcegg
taaccggcaa
cccagtatca
acttggcctce
tcaagtcagt
ggcttaactc
acgattcaaa

TACGCAGCAG
CARGTATGGG
CTGCTCTTGA
CGGRCTCOGA
TCGACCAAGA
CGCGTACTCA
TTGCCACCGT
TCTACGTGCA
TACGGGARGR
aagccgagat
gcaaagcgct
cttatttcag
gtgcagcaag
gtttttettg
actctgcggt
gagggtagecg
gcgecatetg
cctgaagcca
gacgcggcega
gacgctccge
tccggctaag
cttcgagcca
tagcgttgee
tctattcgag
cgatgagcga
aatcgcgecg
gcccgtetta
acgcgcagat
tggtaaatga
cggegttagygg
ttcaatcatg

CAACGATGTT
CATCATTCGC
TCTTTTCGGT
T, CGGEG
AGCGETTETT
GATCTATATC
GCTCATCAAT
AGCAGATTAC
AGTGATGCAC
cggcttcecg
ccggcttaac
cgctcegeec
cgccaccagce
ggctgcgecc
caagcggacc
gtgaccatcg
gaatcaacgt
tacagcgata
gcattgctca
gctatagaag
cgcgagcetge
gccatgatcg
ttggtaggte
gcgetgaggg
aatgtagtgc
aaggatgtcg
cttgaagcta
cacttggaag
tgtctaacaa
cgcacaataa
agatagtcag

o

clase 1

cgacgggctg
atgecggcacc
CCTACCTCTC
CRACTTTCAG
CCTGCACGET
GGGTGTGCGG
GCTGARAGGT
AATGCGTGTG
TCCGCTCARG
ACCATGCCCG
TCARGGCCCG
CCAGATCCTT
GCTGGGCGAA
GGGTCAGCAC
GCAGATCCET
GCGTGGAGAC
TGCTGCCCAA
TGACATAAGC
GGTCCAGARC
gttatgactg
ccgtgggtceg
ACGCAGCAGG
ACATGTAGGT
CGTGAGTTCG
ARCTTGCTCC
GGCGCTCTCG
TATGATCTCG
CTCCTCARAGT
GGTGACGATC
TTTGATATCG
gccgeggagt
tcaggcgtta
tgttccaaag
tatccttctt
ttcttcaagg
cgcattctge
aaatttcgaa
tgctggeccgt
ttgatttgtt
atgaccttat
tcacccttgt
aatttggaga
acattgatct
cggcagcgga
aaaccttgaa
ttacgttgtc
ctgeccgactg
agcaagctta
aatttattcg
ttcgttcaag
ggctccttge
cagatgagca

ctgccggeca
gatggecctte
ACTAGTGAGS
CACATGCGTG
TCGARTGTCG
TETEGLEEEE
CTGGTCATAC
CTGCGCAAMR
GGCGTCGGGA
TGCACGCGAT
ATCCTTGGAG
GACCCGCAGT
CRARCGATGC
CACCGGCRAG
GCACAGCACC

. CGRARCCTTG

GGTTGCCGGGE
CTGTTCGGTT
CTTGACCGRA
tttttttgta
atgtttgatg
GCAGTCGCCC
TCGGCCCTEA
GAGACGTAGC
GTAGTAARGAC
CGGCTTACGT
CAGTCTCLGE
ATGAGGCCRA
CCGCAGTGGL
ACCCARGTAC
tgttcggtaa
gtcccatcac
gctttctagce
gcagcgcetgce
ccgggcgcete
gggccgetta
ccaactatca
gcatttgtac
ggttactgtg
ggaggcttcg
cgtgcatgac
atggcagcgc
agctatcctg
ggaattcttt
gctatggaac
ccgeatttgg
ggcaataaaa
tctgggacaa
ctttgtgaaa
ccgaccgege
agagttgctt
cttccaagaa

tcagcggacg
gcgecaggggt
GGCGGLAGCS
TAAATCATCG
TAACCGCTGC
TTCETGATGC
ATGTGRTGGC
ACCCAGAACC
AGCGCAACGC
AGCTGCTCGC
CCCTTGCCCT
TGCARACCCT
TCGCCT!
CGCCGCGACG
TTGCCGTAGA
CGCTCETTCG
TGACGCACAC
CGTAAACTGT
CGEOAGCGETS
cagtctatge
ttatggagca
TAAAACAAAG
CCRAAGTCAAA
CACCTACTCC
ATTCA
TCTGCCCA
CGAGCACCGG
CGCGUTTGET
TCTCTATACA
CGCCRCCTAR
attgtcacaa
ccgetttatg
cttttgggece
gccgettteg
ccttttggcce
ccttggeegt
gaggtgctaa
ggctccgcag
gccgtaaagc
gctttcectg
gacatcatcc
aatgacattc
cttacaaaag
gacccggtte
tcgecageecg
tacagcgcaa
cgcctacctg
aaagaagatc
ggcgagatca
tacgcgcggce
gaaagttgtt
cgcagacaag

COn
il
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6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
2401
8461
8521
§581
g64l
8701
87¢1
BBZ1
8881
2941
2001
9061
8121
912l
9241
9301
9361
9421
94el
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961

10021 ctcecgegetg atcgaggett gecgeccatge cgcgcecgaacg
10081 gctcgactge cacccgaacce tgcgtggect atacgagegg
10141 cactttcaat cccggctggg atccaacctt catcgcagaa
10201 acgtccgttc gggcatcgag gtccatgtcg gggtgggacg

taagccgeag
acgggagcge
gttggcggta
cactcggcat
cagcgagcac
tecttgtttgg
tcgectacgt
ggcttecggat
tacgtgacat
tgctggecat
ggtggcggge
ggcgattctg
tactcccegt
gtagcttectt
ctcagettgg
gttttatggg
gatgcctgat
tgttaggett
tggcgcccaa
acttctgcett
cgcgcaacac
gtctgtcttg
cgctacaaag
gcccaacaaa
ggcgttagat
ttattatttt
CTGGCTTTTT
TAGCGAGGEE
ATTTTATTTT
GTCGGGACTC
TGATGCGTGG
CCCATCGTEE
CTCACCGAGG
GCGGCGATCG
CATCCGGACG
GACGCCCTGT
CGCTATGCGC
GCGCTCTATC
CGGGATGGCR
GTGCGGTTCT
CTCATCCTCG
GTGCTGTCGA
TCGCGGARAT
AGCCTTGCGE
CCTGGAGRTC
GACGCCAGRS
gaccctggtc
gcactatgag
gaacgttecgg
tgcggegtgg
attcgcggag
cgtcggetgt
ggaggccgea

caaccttcat
cgccaaatce
ctecettgee
ggacatgtac
aattcagctt
accgctateg
tgtggcgtca
tcttecagget
ttacgcaggt
ggtcccggeg
tatctttgcg
gcctgaaacc
taagtgcctg
cgtcttttte
cttcagcectg
gcgtgtgata
agctggagca
tattgctcca
tggecgetcett
gggcggtgta
ggcttggceeg
tgtttececga
tgcgggaagt
tcgetgeage
gcactaagca
taagcgtgca
CTTGTTATCG

ttttcggttg
tttgttcaag
gccacggtgt
ttgccageag
acgctgacaa
gaccgactgg
atgggccteg
tgtggtgcct
cgcgaggaaa
gtaggcccat
tttctaggtt
cgggtgcaac
aacttctggt
tccattgege
ctgttcgcca
cccaagtgag
gtattgcttg
atgtggctag
cgaggattcg
ctgctaggaa
gttgtcgtgt
gtgaagggct
acatcaaatc
cgacccaaaa
cataattgct
taataagccce
CAATAGTTGG

ttgcggegtt
gagatggttt
tgttgttatc
tgcecgtttat
cgtacttggt
ggcgecgcce
ctcttacgte
cggcgtgect
gtaatgtcat
tgcteggage
tgggcatgat
gagttgcggg
tgtacacgtt
ccggactaat
cagtggcaat
gcagcccaag
ccatcaccga
tgggtattgg
accatgttgce
gcatcggaac
actgtttgac
ctcgeggeca
ccaatcgttg
ccgectacgeg
cacagccaaa
tacacaaatt
CGRAGTAATC

TTTACTAAGC
CTTTCTCTGG
GGCGTCGTCA
GGCTTTGTAG
AAGTCGCTGC
ACTCCTTCTT
ARATGCTGLG
CGAGGCCTGT
CCGATCAGAT
TCARGCGLGS
CCGATATTGC
TCGCCACCCG

TCGAGCGCECG

TTGCCCCTTC
TTCTGRAATC
TAATTARCAGC
GTATGGGGCT
GGAGGCCGAC
CGATGAGAGC
AGTCGGATCA

GCACCGTGTT
CGTGGGCTAC
TGAGGCGGAC
CACCGGTCAC

GGTTT g

CGCCGTTGTC
CATCCCTETC
CATTGCCTGE
CATAATTGCT
GCCATGGTGA
CGGCGGCTAG
GACGTCGTGG
GATGAGATCA
TCAARTCGACA
CTGRACGATA
TECCAGCCTGE
CTTCGRCCCE
TTGCGACGGA

ATCCGGGGAT
ACCTTCARAR
CCTTOTTGGE
CGGAACTTCA
TGCGARGCGC
ACCGAGGGTT
aggttccgeg
gcggeggtte
gtcgeetget
atgtccgeeca
accttegtcece
tgcaccttgt
tatctgcaca

GGGATTTTTC
GCTGAAGTCG
CGOCCACCGTT
GATCGGC
AARTCACCTTC
AGATCATGCC
aaggtgggcg
ataccgcgee
cgggtgatat
agggaacgcc
tgagatccga
cggccgagga
agctcgecggt

TTGAGLCCCG
GCGTTGGGGC
TTCCTG
; CGCTG
TCGGAAARCCC
TaGcattcac
cagacatgct
aggggagcga
cgacgaggtt
cgectgggac
gctcctagte
tcecgagtte
gcgacggaca

ctcatgaatc
cgtgagctca
accgttcgat
gccaaacgcyg
catgattggt
cgttctactg
atcggctgaa
tgtttccaca
ttacggcata
gctcgtcgac
cgctgecatct
cttgcaatgg
gtgttacgcc
gatgggcagg
tgccatggtg
tgtcttgega
aatatgggct
tgtcgccaca
tggaacggtc
gttgatcatt
ccttgcaaca
gggggagcat
agagaatgtg
gtttcggtceg
ctatcaggtc

cttttgctct
aaaaacttta
ttattggcat
cttggtacga
gccggtcage
ggaggtggcc
gtctttctgg
tttgcaacag
ctcggatcca
atgtggcttg
gcagcagcgt
tcgcagectge
gctggaatgg
caaggtgtgt
tttacggctc
atgggaatgg
ttgcagtcecg
gcggtatctg
acggcagtct
tecgetgttge
gtegtgeteg
gatgtggtcg
gcaagctatce
gctgagctca
aagtctgctt

gggagatata
GCARARCATCCG
BRTAATCGGTT
GGTEGTTGCTT

TTGCTTCATG &

GCCTTTTTGC
CGETETTCGE

tCcATGAARGE
CATTAARRATC
ATGGCATCGC
ATGCAGTCTG
BABRGCT
TCGCCCGATC

CATTCTGAAT

ACCCCGCCGG CC

ATGTCGGACC
GACGTATTGC
GCTTCCRACC
TCCRAGGATT
TGGTTATGCA
AAGACGUGCT
GCGGGGTCGC
CACCGGARRC
TTCCGCTATT
TAARAGGATCT
ACTACGTCCG
TCGCGARATT
cttececggecg
gggctcgtca
atggacagcg
gtgcggctga
gtcgegegga
gcgagttgca
tggcccgacg
catgcgggcc

GGAAACCCAG

TCCTGACCCT
CTCAGCGCAG
CGACGRGATT
TGCCGACCEE
ATCGCTGCAC
GGTCTCGGTG
GOGTCCAGLG
CACCCAC
TCGCAGTCGO
ccegetageg
ggatcaaact
aggagcctece
tgcacgacgc
tecgaccggac
gcgacggeat
ccctcaaggg
ggggtgtcag

caggggtgcg ccaagctgcg
ctcggattca cccacgtcga
cgcctagaac tcgaaatcta
ggcccgtgge ttcaagatca
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III JUSTIFICACION

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos es actualmente uno de los
problemas de salud publica debido a la aparicién de éstas en los hospitales y a
que son bacterias resistentes a los antibiéticos administrados en la medicina
humana. Ademas, ha ido en aumento el nimero de antibidticos al que pueden ser
resistentes.

Este problema se ha investigado principalmente en los paises de Estados Unidos,
Inglaterra, Francia y Espafia, entre otros.® En México, es escasa la informacion
acerca de este problema y probablemente se haga poca investigaciéon sobre este
tema y todavia no existen reportes que hablen acerca de la resistencia de las
bacterias en carne de consumo humano como lo es la carne de res, cerdo, pollo y
pavo.

Los reportes (de Dalsgaard, Garcia, Cancho Grande, entre otros) que se han
hecho acerca de este tema mencionan que las bacterias que mas frecuentemente
muestran resistencia son las Gram (-), sin embargo no solo existen este tipo de
bacterias sino también hay bacterias Gram (+) que estan presentes en la carne de
consumo humano por lo que es pertinente dirigir la investigacion hacia este grupo
de bacterias, ya que no hay investigacion dirigida hacia estas bacterias.

Se cuenta con reportes de importantes revistas de investigacion (como el New
England Journal of Medicine, Current Opinién in Microbiology, etc) acerca de la
resistencia de las bacterias a antibi6ticos pero son relativamente pocos los que
hacen referencia a los mecanismos genéticos involucrados. Existen varios

elementos genéticos a los cuales se atribuye el transporte y expresion de los
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genes de resistencia, pero en este trabajo solo haremos referencia a los
integrones, quienes portan genes de resistencia, los cuales pueden estar
presentes en ADN plasmidico o ADN cromosémico.

La importancia de esta investigacion radica en varios puntos: el primero es que se
realiz6 a partir de carne de pollo, cuyo consumo se ha incrementado por los
mexicanos y es importante conocer sobre el control higiénico de la carne de las
marcas de pollo que se venden en las tiendas de autoservicio.

Otra razén importante por la cual se realiza esta investigaciéon es porque en
México no hay reportes acerca de este tema siendo de gran importancia clinica ya
que si existen bacterias resistentes a antibidticos en los hospitales, podria ser
dificil combatirlas con los medicamentos tradicionales.

Por otro lado, es importante investigar a las bacterias Gram (+) ya que existen
enterococos que podrian ser multiresistentes y que son de gran importancia ya
que pueden participar en multiples enfermedades infecciosas.

Por lo tanto el presente trabajo fue disefiado para estudiar la posible presencia de
bacterias Gram (+) presentes en carne de pollo y multiresistentes a antibiéticos.

Asi mismo, se plane6 investigar la presencia del integrén 1 en dichas bacterias.
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HIPOTESIS

La carne de pollo comprada en tiendas de autoservicio de cadenas prestigiadas
puede estar contaminada con bacterias resistentes a por lo menos un antibiético y

ser portadoras de un integrén clase 1.
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OBJETIVOS GENERALES
% Aislar bacterias de carne de pollo y determinar su resistencia a diferentes
antibidticos.

<+ Determinar la posible presencia del integron clase 1 en las bacterias

multiresistentes a antibiéticos.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar bacterias a partir de carne de pollo.

- Realizar prueba de susceptibilidad a diferentes antibiéticos a las
colonias seleccionadas para el estudio.

- Elegir cepas multiresistentes e identificarlas con pruebas bioquimicas.

- Realizar extraccion de ADN plasmidico para observar la posible
presencia de plasmido.

- Extraer ADN total y ADN plasmidico para realizar estudios de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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VI MATERIAL Y METODO

COLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron muestras de pechuga y muslo de pollo de tres marcas diferentes:
Bachoco, Pilgrim’s Pride y Toy, adquiridas en dos cadenas diferentes de
supermercado (Comercial Mexicana y SAM’'S) en el area cercana a Ciudad

Universitaria.

AISLAMIENTO

. Pre-enriquecimiento:

En condiciones asépticas, se realizaron cortes de cada muestra en trozos
pequefios, se pesaron 10 g de carne (refrigerada o congelada). En un vaso de
licuadora esteéril se coloco la cantidad de carne anteriormente dicha y se agregaron
90 ml de agua peptonada al 0.1% (ver anexo 1), se homogeneizaron 30 seg. a una
velocidad minima. Posteriormente el homogeneizado se colocé en un matraz estéril
y se incub6 a 35° C durante 24 hrs. para favorecer el crecimiento de las bacterias
que probablemente se encontraban estresadas por la baja temperatura a la cual se

mantuvo la carne y la manipulacién de la misma.

¢  Enriquecimiento:
Se tom6 1 ml del homogeneizado anterior y se inoculé en caldo BHI (infusién
cerebro corazoén ver anexo 1) durante 24 hrs a 37° C. Esto se realizé con el fin de

obtener abundante flora microbiana deseada para nuestro estudio.
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Al término del tiempo se realizaron diluciones del cultivo anterior con agua
peptonada al 0.1% de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. De cada una de éstas se
tomé 1 ml y se colocaron en cajas estériles previamente etiquetadas para poder
realizar |la técnica de vertido en placa utilizando medio sélido agar BHI. (ver

anexo 1) las cajas, una vez solidificadas, se incubaron a 37° C por 48 horas.

e  Aislamiento de enterococos:
Los enterococos forman parte de la flora microbiana de pollos sanos pero ademas
ocupan el segundo lugar, después de E. coli en provocar enfermedades,

adquiridas en los hospitales.*® Por este motivo se decidi¢ aislar este grupo de

microorganismos.

Para aislar a este grupo de microorganismos se utilizé el agar KF para
enterococos (ver anexo 1), adicionado con TTC (2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro) que
sirve como indicador. Si hay colonias en abundancia y presentan un viraje rojo
entonces son enterococos, que pueden ser: Ent. fecalis, Ent. mitis, Str. bovinus,
Str. equinus, Str. salivarius. Si hay crecimiento escaso de colonias y sin viraje de

color se dice que son: Lactococcus plantarum, Pediococcus cerevisiae.*

Para dicha selecciéon se tomaron las diluciones anteriores y se colocé 1 ml de
cada una en cajas petri, limpias y estériles y posteriormente se virtié el medio KF
en cada una de las cajas previamente enfriado realizando movimientos giratorios

para homogenizar.
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Se incubaron las cajas (incubadora Thermolyne type 41900) a 35-37° C durante

24-48 horas.

CARACTERIZACION

¢ Morfologia macroscdpica. Se observaron las cajas para ver el crecimiento
y determinar la morfologia colonial (borde, color, tamafio) de las colonias

crecidas y asi poder seleccionar a las colonias caracteristicas.

« Morfologia microscépica. Se realizé tincidn diferencial de Gram, para saber
si las bacterias son Gram positivas o negativas. Asi mismo se pudo
observar si las colonias stan formadas por cocos, diplococos, estreptococos

o estafilococos. (Para la técnica ver anexo 1)

IDENTIFICACION PRESUNTIVA CON PRUEBAS BIOQUIMICAS

Esta identificacion nos permitié diferenciar entre estafilococos y/o estreptococos.

Prueba de hemolisis en agar sangre de carnero 5% (ASC)
Los estreptococos tienen enzimas (estreptolisinas) que pueden degradar a los
glébulos rojos. Estas pueden ser del tipo O 6 S y pueden estar presentes ambas o

ninguna o simplemente la S.?’
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Cuando tienen la estreptolisina O y S se hace la destruccion total de los glébulos
rojos (superficial y fondo) y se produce la B-hemolisis. Esto se observa en las
cajas con formacién de halo transparente.?’

Cuando tienen la estreptolisina S se hace una destruccién parcial o superficial de
los glébulos rojos por lo que se produce o-hemolisis. Esto se observa en las cajas

con un halo verdoso o rojizo.?’ (Preparacién ver anexo 2)

Prueba de catalasa

La enzima catalasa la poseen las bacterias que tienen citocromos, a excepcion de
los estreptococos, por lo tanto no descomponen el H;O; lo que indica que esta
prueba debe ser negativa para este tipo de microorganismos.

En agar nutritivo (ver anexo 2) se siembran las cepas y se dejan incubar 12 a 24
horas a 35°C.*

Posteriormente se agrega una gota de H,0, al 30% directamente sobre la colonia.

Crecimiento en anaerobiosis

Los estreptococos son anaerobios facultativos y crecen muy bien en anaerobiosis
y deben crecer en un medio adecuado para este tipo de microorganismos, por lo
que se decidié6 sembrar en agar KF que contienen un inhibidor llamado azida
sbdica, que en altas concentraciones inhibe la sintesis de ATP pero no inhibe el

crecimiento celular. La azida sodica tiene un efecto bacteriostatico sobre
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microorganismos gram negativos, pero no sobre microorganismos gram positivos
(por ejemplo los enterococos) que carecen de un sistema citocromo y del ciclo
tricarboxilico. La degradacién del hidrato de carbono presente en este medio se
hace a través del ciclo de la hexosa difosfato, dando una reaccion acida por lo que

el indicador (ptipura de bromocresol) cambia de ptrpura a amarillo.*?

En las cajas petri con el medio KF (ver anexo 2) se realizé una siembra por
cuadrante radial y se colocaron las cajas dentro de una camara de anaerobiosis
con dos sobres de gas pack (para eliminar el oxigeno presente) a una temperatura

de 35-37° C durante 24-48 hrs.

Prueba de NaCl al 6.5%

Hay microorganismos que son tolerantes a altas concentraciones de sal como son
los estreptococos. Se prepara caldo BHI como se indica en el anexo 2.

El resultado es positivo si el indicador cambia de color o el resultado es negativo si

no hay cambio de color."

Crecimiento a 35°C y 10°C
Se prepara medio liquido, rico en nutrientes que sirva para el buen crecimiento de
las bacterias en estudio. En este caso se preparo medio caldo BHI.

Se inocularon los tubos con un cultivo puro y se incubaron a 35°C y 10°C por 48

horas.
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Prueba de fermentacién de hidratos de carbono

La fermentacion de hidratos de carbono es un proceso metabélico de oxidacion-
reduccién anaerébico, dando como productos finales gases como el hidrégeno,
anhidrido carbénico, algunos acidos, algunos alcoholes y una cetona.

Las bacterias degradan los hidratos de carbono a compuestos mas simples vy la
forma de fermentacion de cada una ayuda a la identificacion del grupo, género o
especie.*

Los tubos preparados con el medio (ver anexo 2) se inocularon con una asada de

un cultivo puro con crecimiento de 24 horas. Se incubaron a 37° C de 24 a 48 hrs.

Prueba de Voges Proskauer

Se basa en la deteccion de la acetoina, producto final neutro derivado del
metabolismo de la glucosa.

Las enterobacterias se clasifican caracteristicamente como fermentadoras de
acidos mixtos, dando como producto final 2,3-butanediol.

Harden y Walpole afirman que la acetoina es una etapa intermediaria en la
conversion en 2,3-butanediol, ambos son productos neutros de la fermentacion de
glucosa.

Es muy importante el pH del medio, evitando que sea acido, porque no se formaria

la acetoina, si bien debe ser inferior a 6,3.%
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Leche con azul de metileno

El azul de metileno puede sustituir a los aceptores de electrones naturales
(oxigeno) en cualquier lugar de la cadena de transporte de electrones, donde
actiian como reductores del sistema citrocromo-c-citocromo oxidasa.

El azul de metileno indica los cambios en el potencial de oxidacion-reduccién
producidos por un organismo. Dentro del género Streptococcus, solamente los
organismos enterococos del grupo D son capaces de reducir el azul de metileno

por completo.*

Se inocularon los tubos de leche con azul de metileno (anexo 2) con un cultivo
puro de 18-24 h, se mezclaron y se incubaron a 35° C de 18 a24 h.

Prueba positiva: hay reduccién del medio y se decolora completamente (por lo
general son Estreptococos del grupo D).

Prueba negativa: no hay reduccion.

Prueba de licuefaccién de gelatina

Las proteinas que se producen naturalmente son muy grandes para entrar en una
célula bacteriana, por lo tanto, debe ser catabolizada en componentes mas
pequefios. Las enzimas proteoliticas, gelatinasas, son secretradas por ciertas
bacterias que ayudan a desdoblar a las proteinas (efecto llamado gelatinosis).

Esta capacidad ayuda a la identificacion bacteriana.*?
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Se inoculé la muestra en gelatina por picadura (anexo 2) hasta una profundidad de
1,5a2,5 cm. Se incub6 a 35 °C de 24 h hasta 14 dias.

La interpretacion de los resultados se debe hacer en hielo debido a que a 35°C la
gelatina se hace liquida. El traspaso de los tubos de la incubadora al bafio de hielo
debe hacerse sin agitar los tubos.

La prueba es positiva si el medio se observa licuado y con crecimiento en la parte

superior. La prueba es negativa si el medio se mantiene sélido.*?

PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

La resistencia a los antibidticos se determind mediante la prueba de
susceptibilidad de difusién en discos (multidiscos™® BioRad) para estudio in vitro.
Se fundamenta en colocar un disco impregnado con determinada cantidad de
antimicrobiano sobre un medio sélido inoculado con bacterias.

El antimicrobiano difundira formandose un gradiente de concentracién, el cual

inhibira o permitira el crecimiento de la bacteria.
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Los antibioticos fueron:

Sensidiscos para microorganismos Gram positivos

Sensidiscos para microorganismos combinados

(Gram positivos y Gram negativos)

AM Ampicilina 10 mcg
CF Cefalotina 30 mcg
CTX Cefotaxima 30 mcg
CAZ Ceftazidima 30 mcg
CXM Cefuroxima 30 mcg
DC Dicloxacilina 1 mcg
E Eritromicina 15 mcg
GE Gentamicina 10 mcg
PEF Pefloxacina 5 mcg
PE Penicilina 10 U
TE Tetraciclina 30 mcg

SXT Trimetroprim sulfametoxazol 25 mcg

CF Cefalotina 30 mcg

E Eritromicina 15 mcg
AM Ampicilina 10 mcg
SXT Trimetroprim sulfametoxazol 25 mcg
CRO Ceftriaxona 30 mcg
NET Netilmicina 30 mcg
ENX Enoxacina 10 mcg
PE Penicilina 10 U

DC Dicloxacilina 1 meg
CL Cloranfenicol 30 mcg
GE Gentamicina 10 mcg

AK Amikacina 30 mcg

Técnica

1. Preparacién de medio Luria (anexo 3)

2. Se colocan 10 ml del medio anterior, en tubos de 13 x 100 mm y se inoculan por

asada. Se dejan incubar a 35° C por 8 horas.

3. Se preparan 10 ml (por caja petri) de medio para antibiéticos (anexo 3), se

vierte y se deja solidificar.
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4. Se toma una alicuota de caldo Luria de 0.1 ml y se resuspende en otros 10 ml
de medio para antibidticos a temperatura aproximadamente de 37° C.
Posteriormente se vierte en las cajas petri que previamente tienen medio para
antibiéticos solido.
5. Cuando el medio esté solido se colocan los multidiscos combinados, con pinzas
estériles, se acomodan de tal forma que queden en medio de la caja.
6. Se incuban a 35° C durante 24 horas. Al termino del tiempo se miden los halos
de inhibicién.

Interpretacién
Las cepas se clasificaran en Resistentes (R) <14 mm
Intermedias (1), 15-16 mm
Moderadamente Sensible (MS) > 17 <29 mm
o Suscepibles (S), > 30 mm

dependiendo del halo de Inhibicién (incluyendo los 6 mm del disco).

IDENTIFICACION BIOQUIMICA CON PRUEBAS CONVENCIONALES POR

API1 20 STREP

Para corroborar los resultados presuntivos de la identificacion de las bacterias se
utilizé el sistema de identificacion con tiras API para estreptococos (Api 20 strep),
que permiten realizar un diagnéstico de grupo o por especie de la mayoria de los

estreptococos.
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La galeria de API se compone de 20 microtubos con sustratos deshidratados para
la deteccion de actividades enzimaticas o de fermentacion de azucares.
La lectura de estas reacciones se lleva a cabo utilizando la tabla de lectura y la

identificacién se obtiene con la ayuda del catalogo analitico o del programa de

identificacion.

Procedimiento

1. Crear una atmésfera himeda en los alvéolos de la galeria

2. Resuspender una colonia de una cepa pura en 2 ml de medio AP| GP

3. Repartir la suspensién anterior en la galeria colocando 3 gotas
aproximadamente y cuidando que no se formen burbujas.

4. Incubar a 37° C y realizar una primera lectura a las 4 horas y una segunda
lectura a las 24 horas.

5. Hacer el registro y la identificacion.

EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

Preparacion de ADN plasmidico (BIRMBOIM y DOLY, 1979)

El ADN plasmidico es circular de doble hebra que puede transportar genes de
resistencia, de produccién de toxinas, etc. Se encuentra en el citoplasma de la
célulay se replica autbnomamente al cromosoma.*?

Se realiza la extraccion de un control (E. coli 4097) el cual ya se sabe que tiene un

plasmido silvestre de alto peso molecular, junto con las muestras.
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Minipreparacién

9.

. Crecer 5 ml de bacterias durante la noche (incubadora Thermolyne Type

41900) en medio luria.

Tomar 1.5 ml del cultivo anterior, pasarlo a un tubo eppendorf y
centrifugar (microcentrifuga IEC micro-MB) por 1 min.

Decantar, dejando el pellet lo mas seco posible.

Resuspender a las células en 100 ul de solucién | fria. (Ver anexo 4)
Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 200 pl de solucion |l fresca (Ver anexo 4). Mezclar por
inmersién y no usar vortex.

Incubar 10 minutos en hielo

Agregar 150 pl de solucién llI fria (Anexo 4). Mezclar por inmersion e
incubar por 15 min. en hielo

Centrifugar por 5 minutos.

10. Recuperar el sobrenadante y centrifugar por 5 min.

11. Recuperar el sobrenadante y agregar RNAsa (20 pg/ml) (OPCIONAL).

Incubar 20 min. a 37° C

12. Agregar un volumen igual de fenol cloroformo (1:1) saturado con TE.

Mezclar vigorosamente. Centrifugar 30 segundos.

13. Recuperar la fase acuosa y agregar 2.5 vol de etanol. Incubar a -=70° C

por 5 min.

14. Centrifugar por 5 minutos.
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15. Decantar, enjuagar el pellet con etanol al 70%

16. Secar el pellet y resuspender en 20 ul de agua.

Una vez obtenido el ADN plasmidico, se observé en un gel de agarosa al 0.9%
junto con el marcador de pesos que corresponde a 0.1 ng de ADN de

fragmentos del fago A por pocillo.

Colocar cuidadosamente la siguiente mezcla con las cantidades indicadas en el
gel de agarosa al 0.9%

1 pL de buffer de carga

1 pL de agua destilada estéril

8 uL de muestra o control
Colocar el gel en una camara de corrida (SIGMA Chemical modelo E0638 250
VCD) llena con solucién Tris-borato 0.5x aplicando una diferencia de potencial de
120 V durante 1 hora o bien cuando las bandas de azul de bromofenol se
encuentran a unos 4 cm del borde anddico del gel.
Para visualizar las bandas de ADN el gel se sumergié cuidadosamente en una
solucién de bromuro de etidio* (1pg/ml) por 8 minutos. El exceso de bromuro de
etidio se eliminé del gel enjuagando en un recipiente con agua destilada por 10
min.
Colocar el gel tefiido sobre un transluminador de luz ultravioleta de onda media
(302 nm) o corta (298 nm, T 1202 Sigma)

* Sustancia cancerigena, utilizar guantes, manejar con precaucion.
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EXTRACCION DE ADN TOTAL

Protocolo General para la Extraccién de ADN total modificado de Palumbi S.,

1991.

i

9.

Utilizar aproximadamente entre 0.1 g y 5.0 g de células. Para obtener esta
cantidad de células, se inoculan 100 ml de medio BHI, y se incuban durante
18 h (incubadora con agitacion New Brunswick scientific CO, INC)

Se centrifugan (centrifuga Dynac™ 211466) a 8000 g's durante 6 minutos y
se retira el sobrenadante.

Se agregan 2 g de perlas pequefias de vidrio estériles.

Agregar un volumen de 2 ml de buffer de lisis (anexo 4) y se agita en
vortex, durante 8 minutos, girando constantemente.

Centrifugar a 10 000 g's, 10 minutos, a 4° C.

Recuperar el sobrenadante y extraerlo suavemente con un volumen igual
de fenol equilibrado.

Separar a las fases centrifugando a 10 000 g’s, 10 min., a 4°C

Recuperar la fase acuosa (superior) y agregar un volumen igual de
fenol/cloroformo (1:1). Mezclar suavemente.

Separar a las fases centrifugando igual que en el punto 6.

10.Recuperar la fase acuosa (superior) y agregar un volumen igual de

11.

cloroformo. Mezclar suavemente.

Separar a las fases centrifugando igual que en el punto 6.

12.Recuperar la fase acuosa (superior), midiendo su volumen.
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13.Agregar 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M (o bien, 0.5 volumenes de
acetato de amonio 7.5 M).

14.Agregar 0.5 volumenes de isopropanol o bien, 1.5 volimenes de etanol.
Mezclar.

15. Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente.

16.Centrifugar a 10 000 g’s, 10 minutos, a temperatura ambiente.

17.Desechar cuidadosamente el sobrenadante. Lavar el pellet con etanol al
70%.

18. Centrifugar igual que en el punto 15.

19. Decantar cuidadosamente; secar el pellet y resuspender en 30 pL de agua
destilada estéril.

Observar las bandas de ADN total en un gel de agarosa al 0.9%, utilizando la

técnica descrita en el protocolo del ADN plasmidico.

TECNICA DE PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una metodologia que se basa
en el principio de amplificar un fragmento de ADN en forma ilimitada en unas
cuantas horas.

Para su realizacién se requiere que los reactivos basicos sean expuestos a ciclos
de cambio de temperatura que permitan la amplificacién exponencial del ADN.

Consta de tres ciclos que son: desnaturalizacién, hibridacion y polimerizacion.? 7
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Material
Tubos eppendorf de 1 ml nuevos estériles
Puntas para micropipeta nuevas estériles
Agua destilada desionizada estéril

Estuche de reactivos para PCR

Primers

Procedimiento
e Colocar los microtubos eppendorf en hielo
e Agregar los siguientes componentes en el orden descrito:
a) 45 pul de buffer PCR Supermix INVITROGEN cat. 10572-014
b) Agregar 1ul de cada una de las soluciones de los primers SUL 1B e

INT F (se recomienda tener una concentracion final de 200 nM de cada

uno)

c) Adicionar 1ul de ADN bacteriano (se recomienda tener una

concentracion de 1-3 ng)

d) Adicionar 2ul de agua desionizada estéril para obtener un volumen total

de 50ul.

e Tapar y mezclar perfectamente el contenido de los tubos

» Colocar los tubos en el termociclador (Gene Amp 2400 Perkin Elmer)

e Comenzar con el programa de PCR

48



. Arranque 3 min. a 96° C

. Desnaturalizacion 15 seg. 96°C
. Hibridacién 30 seg. 55°C

. Amplificacién 90 seg. 72 °C

. Etapa final 10 min. a 72°C

Realizar un gel de agarosa 0.9% vy correr las muestras junto con el marcador
de pesos moleculares con una diferencia de potencial de 120 V durante 35
minutos

Para observar las bandas de amplificacién utilizar la misma técnica descrita en

el protocolo de extraccién de ADN plasmidico
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VII RESULTADOS

OBTENCION Y AISLAMIENTO DE BACTERIAS

El realizar el aislamiento de las bacterias a partir de la carne de pollo, implico
obtener una gran cantidad de microorganismos que de acuerdo a su morfologia
microscopica se clasificaron en cocos y bacilos.

Para la obtencién tnicamente de enterococos se utilizé el medio KF, ya que es un
medio selectivo de crecimiento para este tipo de microorganismos.

Se obtuvieron 62 cepas de cocos de las cuales 37 fueron aisladas de la carne de
pollo marca Toy (59.7%), 22 fueron de Bachoco (35.5%) y 3 fueron de Pilgrim’s

Pride (4.8%). (Gréfica 1)
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Grafica 1. Cantidad relativa de bacterias aisladas de las diferentes marcas de pollo estudiadas.
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Todas las bacterias seleccionadas y aisladas fueron colonias pequefias, con
textura butirosa y de color rosa pélido (crecidas en medio KF con TTC).

Aparentemente, todas las cepas se observaban con caracteristicas semejantes.
Se observa en el microscopio estereoscopico (figura 4) que las colonias de los
microorganismos aislados son: redondas, con brillo, con elevacion convexa y
debido al tipo de medio de cultivo en el que se encuentra (KF) presentan un color

café con precipitado al centro.

Figura 4. Morfologia de las colonias aisladas de la cepa 9 bajo el microscopio estereoscopico.
(x40)
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CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

Las caracteristicas macroscoépicas se determinaron a simple vista, observando la

forma, el borde, la elevacion, la textura y el color de las colonias.

Las caracteristicas microscopicas se determinaron con ayuda de un microscopio

para observar la morfologia bacteriana mediante la tincion de Gram. A

continuacién se dan los resultados encontrados de algunas colonias ya que se

omiten algunos debido a que en la mayoria de los casos son repetibles.

Cepa Caracteristicas Caracteristicas Origen
macroscopicas microscopicas
2 Forma circular, borde entero, | Cocos pequefios Gram +, pollo Bachoco
elevacion convexa, textura en forma de pares
butirosa, color crema
9 Forma circular, borde entero, pollo Bachoco
elevacion convexa, textura | Cocos pequefios, Gram +,
butirosa, color crema en forma de pares
(diplococos)
17 | Forma circular, borde entero, pollo Bachoco
elevacion convexa, textura | Cocos pequefios, Gram +,
butirosa, color crema en forma de pares
(diplococos)
36 | Forma circular, borde entero, pollo Toy
elevacion convexa, textura | Cocos pequefios, Gram +,
butirosa, color crema en forma de pares
(diplococos)
43 | Forma circular, borde entero, pollo Bachoco
elevacion convexa, textura | Cocos pequefios, Gram +,
butirosa, color crema en forma de pares
(diplococos)
50 | Forma circular, borde entero, pollo Toy
elevacion convexa, textura | Cocos pequefios, Gram +,
butirosa, color crema en forma de pares
(diplococos)

Cuadro 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de seis cepas seleccionadas de carne

de pollo.
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SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las 62 cepas obtenidas se sometieron a la prueba de susceptibilidad a
antibiéticos. Los antibitticos que se probaron fueron: ampicilina (AM), cefalotina
(CF), cefotaxima (CTX), ceftazidina (CAZ), cefuroxima (CXM), dicloxacilina (DC),
eritromicina (E), gentamicina (GE), pefloxacina (PEF), penicilina (PE), tetraciclina
(TE), trimetropim-sulfametoxazol (SXT), ceftriaxoma (CRO), netilmicina (NET),
enoxacina (ENX) y cloranfenicol (CL).

Los resultados obtenidos demuestran que el 34% de las cepas son
multiresistentes a 12 antibiéticos, del 66% restante de las cepas, el 14.6% son
cepas sensibles, es decir que no crecieron en presencia de antibiéticos y el 85.4%
restante son cepas también multiresistentes pero a 11 o menos antibioticos.

(Grafica 2).

34%

66%

Grafica 2. Proporcion de las cepas multiresistentes a antibioticos aisladas de camne de pollo.
o Proporcion de cepas multiresistentes.
o Proporcion de cepas sensibles y multiresistentes a 11 antibiéticos o menos.
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Del total de las cepas aisladas de carne Bachoco, el 11.3% fue multiresistente, de
bacterias aisladas de carne Toy, 28.5% fue multiresistente y de las bacterias

aisladas de carne de pollo Pilgrim’s Pride no hubo bacterias multiresistentes

(Gréafica 3).
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Grafica 3. Comparacion de las bacterias totales aisladas contra las bacterias multiresistentes, de
cada una de las marcas de pollo estudiadas.

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizé en dos partes: 31 cepas se
sometieron a sensidiscos con antibiético para microorganismos Gram (+) (Grafica 4)
y las 31 restantes se sometieron a la prueba de sensidiscos combinados, es decir,

para microorganismos Gram (+) y Gram (-). (Grafica 5)
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De las 31 cepas que se sometieron a la prueba de sensidiscos para
microorganismos Gram (+) hubo tres antibiéticos para los que se observé mayor
numero de cepas resistentes, que fueron: ceftazidina (CAZ), gentamicina (GE) y
tetraciclina (TE) donde el 97% de las cepas fueron resistentes para cada uno de
estos antibidticos. El antibi6tico para el que se encontré menos microorganismos

resistentes fue el trimetropim-sulfametoxazol, con 65% de las cepas resistentes.

Porcentaje de cepas resistentess

100 -

40 -

20 -~

AM CF CTX CAZ CXM DC E GE PEF PE TE SXT
antibidticos

Gréfica 4. Sensibilidad antimicrobiana con sensidiscos para microorganismos Gram (+)AM
ampicilina, CF cefalotina, CTX cefotaxima, CAZ ceftazidina, CXM cefuroxima, DC dicloxacilina, E
eritromicina, GE gentamicina, PEF pefloxacina, PE penicilina, TE tetraciclia, SXT trimetropim-
sulfametoxazol.
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Para el caso de las cepas sometidas a sensidiscos combinados, el antibiético para

el que se observd mas resistencia fue eritromicina (E) con 90% de las cepas

resistentes.

El antibiético que mostré menos cepas resistentes fue cloranfenicol (CL) con el

39% de las cepas resistentes
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Grafica 5. Sensibilidad antimicrobiana determinada con sensidiscos combinados.

AK amikacina, AM ampicilina, CF cefalotina, CRO ceftriaxoma, CL cloranfenicol, DC dicloxacilina,
ENX enoxacina, E eritromicina, GE gentamicina, PE penicilina, SXT trimetropim-sulfametoxazol.
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Debido a la gran cantidad de cepas obtenidas se decidié seleccionar a las que
mostraron resistencia a mas de 10 antibiéticos. El resultado fue que 21 cepas eran
multiresistentes. De estas cepas se realizé nuevamente pruebas de sensibilidad
antimicrobiana para escoger a aquellas sensibles a 12 antibiéticos (tabla 3). La
mayoria de las cepas fueron multiresistentes, aunque hubo algunas que
mostraban patrones diferentes de sensibilidad, por ejemplo, algunas eran
sensibles, moderadamente sensibles o intermedias a algunos antibiéticos como
es el caso de las cepas: 9, 10, 30, 43, 50 y 53. Ademas, la mayoria de las cepas
aisladas fueron de la marca de pollo Toy. Por lo tanto, se decidié tomar a seis
cepas, cuatro de la marca Bachoco y dos de la marca Toy para tener una
comparacion entre estas dos marcas. La cepa 2, proveniente de pollo Bachoco se
escogié porque tuvo sensibilidad intermedia a netilmicina; la cepa 9, proveniente
de pollo Bachoco, se trabajé porque presentaba sensibilidad intermedia a
netilmicina, enoxacina y amikacina; la cepa 17, proveniente de pollo Bachoco, por
ser resistente a doce antibidticos; la cepa 36, proveniente de pollo Bachoco, por
presentar resistencia intermedia a amikacina; la cepa 43, aislada de pollo Toy, por
ser moderadamente sensible a ampicilina y ceftriaxona y ademas ser intermedia a
amikacina y la cepa 50, proveniente de la marca de pollo Toy, por ser sensible a

cloranfenicol.
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No cepa Antibidticos pollo
CF|E|AM | SXT | CRO | NET| ENX| PE| DC | CL | AK | GE
2 R|IR| R R R | R R|R|[R|[R|R B
3 R|IR[R|[ R R R R|R|R|R|[R|R T
5 R|R| R R R R R RIR|[R]R|R T
8 R|R| R R R R R RIR|[R]R|R T
9 R|R|R R R I | R|'R|[:R}| 1 R B
10 R|R|R R R R R RIR|R]|I R T
13 R|R|[R R R R R R|R|[R|[R]|R T
17 R|R| R R R R R RIR|R|R|R B
27 R|IR| R R R R R R1R|R|IR|]R T
32 R|R| R R R R R R RTRIRIR T
33 R|R| R R R R R RIR|IR|R]|R 14
36 R|R| R R R R R RIR|R]I R 1
39 R|R| R R R R R R|R|R|R|R T
40 R|IR| R R R R R RIR|R|R|R T
42 R|R| R R R R R RIR|R|R|R T
43 RIR|{MS| R MS R R R| R | R I R B
44 R|R| R R R R R R|R|R|R|R iF
50 R|R| R R R R R R|R|S|R|R T
51 R|R| R R R R R RICR TR R B T
53 R|R| R R R R R RIR|R] R T
54 R|R| R R R R R R B|RTR| R T

Tabla 3. Resultados de resistencia a 12 antibiéticos adheridos a sensidiscos combinados
microorganismos Gram (+) y Gram (-). Consultar anexo 5.

Antibiéticos: AK amikacina, AM ampicilina, CF cefalotina, CRO ceftriaxoma, CL cloranfenicol, DC
dicloxacilina, ENX enoxacina, E eritromicina, GE gentamicina, PE penicilina, SXT trimetropim-
sulfametoxazol, NET netilmicina.

Resistencia: R resistente, | intermedio, MS moderadamente sensible, S sensible.

Marcas de pollo: T pollo Toy, B pollo Bachoco.
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IDENTIFICACION BIOQUIMICA

La presencia de enterococos en la carne de pollo nos indica que pueden provenir
de los intestinos o en algunos casos de las plumas, de la piel y/o de las patas del
animal.

Para identificar a las bacterias seleccionadas para el trabajo se realizaron una

serie de pruebas presuntivas que posteriormente se confirmaron con pruebas

bioguimicas.
Cepas de trabajo Bacterias de referencia (1)
2 9 17 | 36 | 43 | 50 S. S. S. S. S.
faecalis | faecium | bovis | avium | gallinarum

;'%mf-""SiS ASC| ¢ | o | a | a | a | @ | aPd | aBPd | ad ad ad
Aerobiosis + + - + - +

Anaerobiosis + + + + - -

NaCl 6.5% + + + e - + + + - +

45° C + + + + = -+

10°C + + + + + +

Manitol + + - - + + + + + -

Sorbitol + ks - S - + W - + - +
Sacarosa + + + - - + + + - -

Arabinosa + - - + + + a + = + +8
Lactosa - - + + + + e - - +

Voges + + + + + +

Proskauer

Leche con azul| + + + + + + + - = + +°
de metileno

Licuefaccién - - = - = 2 = = - = .
| de gelatina

Tabla 4. Resultados comparativos de pruebas bioguimicas presuntivas de las cepas de trabajo con
enterococos citados en la literatura que sirven para la identificacion de las cepas.

a. Es positivo solo para el caso de L-arabinosa.

b. Es positivo después de 10 dias de incubacién.
(1) Referencia obtenida de Bergey’s Manual, 1986.

Debido a que crecieron en NaCl 6.5%, manitol y temperatura (10° C y 45°C) se

presume que son enterococos.
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Con los resultados de la hidrélisis de carbohidratos, de acuerdo al Manual de
Bergey’s, las bacterias de trabajo fueron identificadas como enterococos de la
especie avium, que es un enterococo que habita en las aves.

Esto se confirma con la utilizacién de tiras Api 20 Strep en funcién de los cambios
de color y por tanto su escala asignada en el vaciado de los datos en el programa
de dichas tiras, resulté ser Enterococcus avium, con un 90% de confiabilidad
siendo las seis cepas de trabajo del mismo género y especie, pues no se encontrd
diferencia en los resultados.

Para los pasos siguientes se sigui6 trabajando con las seis cepas por separado
porque de acuerdo a los resultados de sensibilidad antimicrobiana mostraron un

patrén de resistencia diferente ante los antibiéticos.
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EXTRACCION DE ADN E IDENTIFICACION DE PLASMIDO

La extraccion de ADN total se realiz6 con la técnica de Palumbi et al. con algunas
modificaciones de material.

En la siguiente figura se observa un gel de agarosa al 0.9% que muestra bandas

que corresponden al ADN total que incluye ADN cromosémico y ADN plasmidico.

23.1kb —>

Figura 5. Gel de agarosa al 0.9% tefiido con bromuro de etidio, muestra las bandas caracteristicas
de ADN total. Carriles 2,3,4,5,6,7 corresponden a las cepas de trabajo 2,9,17,36,43,50
respectivamente, el carril 1 corresponde al marcador de pesos moleculares.

Con la técnica que se utiliz6 se obtuvo gran cantidad de este material genético que
tiene un peso molecular alrededor de 23-24 kb y de acuerdo a la intensidad que
mostraron las bandas en el transluminador de luz UV se estimaron las siguientes
concentraciones: para la cepa 9 fue de 2000 ng/ul, para la cepa 17 fue de 1000
ng/ul, para las cepas 2, 36, 43 son de 600 ng/pl y para la cepa 50 fue de 30

ng/ul. En todos los casos se obtuvo un buen rendimiento de la extraccién.
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Para conocer si las cepas de trabajo portaban plasmido, se extrajo el ADN
plasmidico con la técnica de Birmboim y Doly, 1979.
Las figuras 6 y 7 muestran una serie de bandas tenues en la parte superior que

nos indican la presencia de plasmidos.

23.1kb

9.4 kb
= e7kb

—— 44kb
23 kb

——  20kb
—— 0.56kb

[

Figura 6. Gel de agarosa al 0.9% tefiido con bromuro de etidio, muestra las bandas caracteristicas
del plasmido. Carril 1 el plasmido de E. coli cepa 4097 , los carriles 2,3,5 corresponden a las cepas
de trabajo 2,9,17 respectivamente, el carril 4 corresponde al marcador de pesos moleculares. La
flecha sefiala las bandas de plasmido.
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23.1kb
9.4 kb

6.7 kb
4.4 kb

23 kb

2.0kb
0.56 kb

Figura 7. Gel de agarosa al 0.9% tefido con bromuro de etidio, muestra las bandas caracteristicas

del plasmido. Carril 1 es el marcador de pesos moleculares, en el carril 2 es el plasmido de E. coli

cepa 4097, los carriles 3, 4 y 5 corresponden a las cepas de trabajo 36, 43 y 50 respectivamente.
Las flechas sefialan las bandas de plasmido.

En los carriles 1 de la figura 6 y carril 2 de la figura 7 se observa claramente una
banda que indica la presencia del plasmido de referencia, aislado de E. coli cepa
4097. Las cepas de trabajo 2, 9, 17, 36 claramente mostraron que tienen
plasmido de alto peso molecular, alrededor de 30-32 kilobases (kb). La cepa 43
tiene una banda muy tenue, casi indistinguible, que corresponde al plasmido. En
la cepa 50 no se observa banda.

Se conoce la concentracion de acuerdo a la intensidad que presentaron las

bandas en el transluminador de UV, teniendo como referencia la intensidad de la
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banda del marcador de pesos moleculares ya que se puede decir que es
proporcional a la concentracion de éste.

Las concentraciones plasmidicas son: la cepa 2 es de 33 ng/ul, para la cepa 9y
17 es de 16 ng/ul y para las cepas 36 y 50 es de 6 ng/ul. Para la cepa 43 se

estima que la concentracion del plasmido es de 5 ng/ul.



DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL INTEGRON 1

Para la identificacion de la presencia de integrén en las bacterias de trabajo se
requirié utilizar la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

Para esta técnica se utilizaron dos primers especificos para el integrén 1, uno
denominado sul1-B, posee la secuencia de nucleétidos (20 pares de bases) 5’
GCA AGG CGG AAA CCC GCG CC 3'. El otro primer es int-F el cual posee la
secuencia de nucleétidos (15 pares de bases) 5'GGC ATC CAA GCA AGC3".

El PCR se realiz6 con ADN total y ADN plasmidico y se encontré que en ambos
casos hay amplificacién.

La figura 8 muestra un gel de agarosa al 0.9% donde se observan las bandas que
resultaron de la amplificaciéon de ADN total (amplicones); en el carril 1 no se
observa amplificacion. En los carriles 2, 3, 5, 6 y 7 si se observan las bandas que
corresponden a la amplificacion. Las bandas tienen un peso molecular de 1.2 kb,
1.0 kb y 350 pb aproximadamente. La banda que se observa alrededor de 700 pb
es muy tenue y junto con las demas bandas que se observan parece ser artificio

de la misma técnica, lo que se conoce como amplificacion inespecifica.
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23.1 kb
9.4 kb
6.7 kb
4.4 kb

23kb
2.0kb

0.56 kb

Figura 8. ADN total amplificado mediante la técnica de PCR y visualizado en un gel de agarosa al
0.9%, tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 cepa 2, carril 2 cepa 9, carril 3 cepa 17, carril 4
marcador de pesos moleculares, carril 5 cepa 36, carril 6 cepa 43, carril 7 cepa 50. Las flechas
indican las bandas amplificadas.
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23.1kb

9.4 kb
6.7 kb
4.4 kb
2.0kb 12 kb
0.56 kb
0.35kb

Figura 9. ADN plasmidico amplificado por la técnica de PCR, visualizado en un gel de agarosa al
0.9%, tefiido con bromuro de etidio. Carriles 1,2,3,5,6,7 las cepas 2,9,17,36,43,50,
respectivamente, carril 4 marcador de pesos moleculares. Las flechas indican las bandas
amplificadas.
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Las bandas que se observan en el gel de agarosa al 0.9% de la amplificacién de
segmentos de ADN plasmidico (fig. 9) son similares en sus pesos moleculares a
las bandas observadas en el gel de agarosa de ADN total.

Las bandas que corresponden a la amplificacion en el ADN total son tres, cuyo
peso molecular es 1.22 kb, 730 pb y 350 pb, aproximadamente.

En el caso de la amplificacién de ADN plasmidico se observan dos bandas una de

1.2 kb y otra de 350 pb.
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VIII DISCUSION

El utilizar marcas diferentes de pollo fue con el objetivo de comparar tres marcas
de pollo, dos que son conocidas nacionalmente y una que es empacada por la
tienda de autoservicio siendo de procedencia estadounidense. Las marcas
utilizadas son: Bachoco, Pilgrim’s Pride y Toy. El pollo Bachoco es mexicano,
Pilgrim’s Pride es criado en México bajo normas estadounidenses y la ultima
proviene de Estados Unidos. Las tres marcas de pollo fueron compradas en

tiendas de autoservicio, cercanas a Ciudad Universitaria.

La obtenci6n total de microorganismos implicé una gran cantidad de ellos que se
clasificaron en cocos y bacilos. Los enterococos, como ya se menciono, forman
parte de la flora microbiana de pollos y ademas provocan gran cantidad de
enfermedades adquiridas en los hospitales.®> Por este motivo asi como por su
velocidad de crecimiento, se decidi6 aislar este grupo de microorganismos.

La marca de pollo del cual se obtuvieron mayor cantidad de bacterias (cocos,
especificamente) fue la marca Toy con méas de la mitad de las bacterias aisladas
(59.7%), le siguié la marca Bachoco con el 35.5% y el que tuvo menos presencia
de bacterias fue Pilgrim’s Pride con solo el 4.8%.

Las bacterias se aislaron a partir de musculo y no de la piel, ésto nos sugiere que
el control de calidad en la crianza de los animales para las dos primeras marcas
es bajo y que probablemente los microorganismos si provengan de los intestinos

de los animales.
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Las observaciones microscopicas mostraron que eran cocos Gram (+) y la
inspeccién macroscépica mostré que la forma de las colonias de las cepas
aisladas era pequefia, redonda, lo cual es caracteristico de las cepas de los cocos,
confirmando con el cambio de color en el medio KF el cual es un indicador que
cambia de color café a rojizo con precipitado en la parte central de las colonias
(descrito en la metodologia) lo que confirma que son enterococos, es decir,
bacterias presentes en los intestinos de los pollos y que de alguna manera se

transportaron hacia el resto de la canal.

Las 62 cepas obtenidas se sometieron a la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, encontrando que el 34% de las cepas son multiresistentes, es
decir crecen en presencia de 12 antibiéticos. En la literatura no esta ampliamente
reportado que haya resistencia a mas de 10 antibiéticos en bacterias Gram (+).
Hay enterococos resistentes a vancomicina (del género de los glicopéptidos) que
se asocia al uso de ovaparcina como promotor de crecimiento, aislados de
animales de granja como son los pollos y cerdos.® El reporte de resistencia para
12 antibidticos esta hecho para Salmonella, aislada de carne vendida al menudeo
(carne de pollo, pavo, res y cerdo), en Estados Unidos. Los antibiéticos a los que
mostré resistencia dicha Salmonella fueron: amoxicilina, ampicilina, ceftrifur,
ceftriaxona, cefalotina, cloranfenicol, florfenicol, gentamicina, kanamicina,
estreptomicina, sulfametoxazol y tetracilina. Estos antibiéticos son semejantes a
los que se probaron en este experimento a excepcién de ceftrifur, florfenicol y

estreptomicina.
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Esto nos indica que si puede haber resistencia a mas de 10 antibiéticos y aunque
estd reportado en una bacteria Gram (-), en esta investigacion se esta

demostrando que también puede estar presente en bacterias Gram (+).

Una de las fuentes para la aparicion de bacterias resistentes a antibidticos es la
adicion de antibidticos en el alimento de los animales, que se conocen como
promotores de crecimiento. En los resultados del antibiograma con sensidiscos
para Gram (+), mostrados en la grafica 4, se observa que el 97% de las cepas
fueron resistentes a ceftazidina, gentamicina y tetraciclina. Sin embargo en los
resultados del antibiograma (graf. 5) con sensidiscos combinados se observa que
el antibiético al que presentan con mayor frecuencia resistencia las bacterias es
eritromicina. Ello podria sugerir que en la alimentacién de los pollos
probablemente adicionen antibiéticos de estas familias para promover su
crecimiento, sin descartar otra posible causa que contribuya a la resistencia.

El antibidtico al que presentaron menos frecuentemente resistencia fue
cloranfenicol con 39% de las cepas, en el caso de sensidiscos combinados,
seguido de cefalotina con 45% vy trimetropim sulfametoxazol con 55%. Sin
embargo para los microorganismos que se probaron con sensidiscos para Gram
(+), con el que menos se observo resistencia fue trimetropim-sulfametoxazol con

65% de las cepas resistentes y eritromicina con 74% de las cepas.
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La tabla 3 presenta resultados de las 21 cepas que resultaron ser multiresistentes,
las cuales se sometieron una segunda vez a crecimiento en presencia de
antibidtico, con sensidiscos combinados. Esto se realizé con el fin de escoger a las
cepas con mayor variedad de resistencia o aquellas que presentara alguna
diferencia notable.

El resultado fue que 14 cepas mostraron multiresistencia, 3 cepas mostraron
resistencia intermedia a amikacina, 1 cepa mostré sensibilidad a cloranfenicol, 1
cepa mostrd resistencia intermedia a netilmicina, otra cepa mostré sensibilidad
intermedia a netilmicina, enoxacina y amikacina y por ultimo una que fue
moderadamente sensible a ampicilina y ceftriaxona e intermedia a amikacina.

Se eligi6 una cepa de cada uno de estos grupos, quedando solo seis cepas de

trabajo para posteriormente hacer la extraccion de ADN plasmidico y total.

Las bacterias de trabajo resultaron ser Enterococcus avium de acuerdo a las
pruebas presuntivas, pero se confirmé este resultado con las tiras Api Strep 20, lo
cual es convincente por ser aves, el animal de origen, aunque se esperaba que
fueran estreptococos mas comunes como E. faecium o E. faecalis.
Enterococcus avium esta presente en aves en general, pero se llega a encontrar
mas en los pollos en particular y aun asi no deja de estar presente en el ser

humano y de provocar infecciones.
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La extraccion de ADN total, el cual incluye ADN plasmidico y ADN cromosémico,
tuvo gran rendimiento a pesar de ser modificada la técnica para adecuarla a las
caracteristicas de nuestros equipos. En las 6 cepas de trabajo se obtuvo casi la
misma cantidad de ADN cromosémico (Fig. 5). EI ADN total esta alrededor de 24
kb de masa molecular lo que indica que es de relativo alto peso molecular.

En el gel no se observan claramente las bandas, es decir hay barridos de la
muestra, hecho que posiblemente se deba a fallas en el buffer de corrida.

Las concentraciones que se obtuvieron inicialmente son demasiado elevadas para
realizar la técnica de PCR por lo que se realizé la dilucién para que en el volumen

final quedara una concentracién de 1 ng/ml de ADN bacteriano.

La extraccion de ADN plasmidico fue exitosa ya que se encontré plasmido en
cinco de las seis cepas de trabajo. Las cepas 2, 9, 17 y 36 muestran claramente
las bandas que son caracteristicas del plasmido, confirmandolo con el peso
molecular que esta alrededor de 30-32 kb. La cepa 43 presenta una banda de
plasmido muy tenue por lo que su concentracion se calculé de manera
aproximada, con el fin de poder realizar la amplificacion por PCR. Asi mismo la
cepa 50 no mostré banda plasmidica aunque se estimé también la concentracion
de ADN cromosémico para el mismo fin.

La dilucion de la concentracion del ADN plasmidico se realizé con el mismo
proposito anterior de trabajar con una concentracion final de 1 ng/ml de ADN

bacteriano. Esta concentracién no fue exacta ya que vari6 desde 0.8 a 1.1 ng/ml.
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Se planeé que la amplificacion ocurriera desde la parte central del integrén, donde
se localizan los genes estructurales para resistencia a antibiéticos hasta los genes
de resistencia a sulfamidas. Esto se hizo con el fin de amplificar la mayor zona que

se pudiera para observar con mas detalle la presencia de genes en el integrén.

La amplificacién con muestras de ADN total y de ADN plasmidico muestra que si
esta presente el integrén clase 1 confirmandose por las bandas observadas de
1.2 kb aproximadamente de longitud analogas a las que ya estaban reportadas por
Dalsgaard en el 2000, quien realizé una investigacion semejante encontrando la
presencia de dos bandas, una que presentaba un peso molecular de 1.0 kb y otra

en 1.19 kb haciendo uso de los mismos primers que en esta investigacion. '

En la amplificacién de ADN total (Fig.8) asi como en la de ADN plasmidico
(Fig. 9) se observan una serie de bandas que aparentan ser una amplificacion,
dificultando la interpretacién de los resultados. Esta serie de bandas
probablemente son ocasionadas por factores no controlados de la técnica de PCR
y se conoce como amplificacién inespecifica, es decir que la enzima Tag comienza
a polimerizar en una zona muy parecida y parcialmente complementaria a los
primers que se utilizaron. Como consecuencia se observan en el gel de agarosa

una serie de bandas muy tenues.
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En la amplificacion del ADN total hay tres bandas que son sugestivas de que esta
presente el integrén clase 1. Sus pesos moleculares son de 1.2 kb, 730 pb y
350pb. En la amplificacién de ADN plasmidico solo se notan dos bandas que son
caracteristicas del integrén, las cuales tienen un peso molecular de 1.2 kb y 350
pb respectivamente. Esto nos sugiere que podrian estar presentes 3 integrones
que posiblemente confieren resistencia a diferentes antibiéticos. En el reporte de
David White (2001)*, por ejemplo, se hallé la presencia de integrones clase 1
cuyo peso molecular es de 2.7kb, que confiere resistencia a 12 antibidticos, otro
de 1.2kb que confiere resistencia a 9 antibiéticos y el mas pequefio que se
encontré fue de 0.75kb que confiere resistencia a 3 antibiéticos. Esto sugiere que
probablemente también los integrones hallados en esta investigacion confieran
resistencia a los 12 antibidticos y que probablemente el integron con peso
molecular de 1.2 kb confiera resistencia a 9 antibiéticos, el de 750 pb podria
conferir resistencia a 3 antibiéticos y el mas pequefio de 350 pb confiera
resistencia a un solo antibiético, aunque esto es poco probable ya que por su
tamafio solo podria codificar para un péptido de menos de 150 residuos de
amino&cidos.

Lo que hace mas interesante a esta investigacion es que el integrén se localizé en
bacterias Gram (+) hecho usualmente poco reportado en la literatura ya que la
gran mayoria de los trabajos solo hacen referencia a bacterias Gram (-) como lo
es el reporte de A. Dalsgaard (2000), que trabajé con E. coli o el de D. White y
colaboradores (2001) que trabajaron con 13 serotipos de Salmonella. Ambos
encontraron bandas de peso molecular semejantes a las que se encontraron en

esta investigacion a excepcion de la que tiene un peso molecular de 0.35 kb.
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La evidencia experimental sugiere que los tres integrones clase 1 no estan
localizados en la misma molécula de ADN es decir que, aparentemente, hay dos
integrones clase 1 en el ADN plasmidico y otro en ADN cromosémico. Esto se
sugiere por la presencia de las bandas de 1.2 kb y 350 pb que estan presentes en
las amplificaciones de ADN total asi como en la de ADN plasmidico. Sin embargo,
la banda de 730 pb no esta claramente visible en la amplificacion con ADN
plasmidico.

Por ello se concluye que parece haber dos integrones clase 1 en ADN plasmidico
con peso molecular de 1.2 kb y 350 pb y un integron clase 1 en ADN

cromosomico con un peso molecular de 730 pb.
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IX CONCLUSIONES

<+ Se aislaron 62 cepas de bacterias a partir de camne de pollo, que por sus

caracteristicas microscépicas se identificaron como cocos Gram (+). De la
marca de pollo Toy se aislaron 37 cepas (59.7%), de la marca de pollo
Bachoco 22 cepas (35.5%) y de la marca de pollo Pilgrim’s Pride fueron 3
cepas (4.8%).
El 34% de las cepas totales (21 cepas) fueron resistentes a mas de 10
antibiéticos de los cuales ceftazidina (CAZ), gentamicina (GE), tetraciclina
(TE) y eritromicina (E) son los que tuvieron mayor numero de cepas
resistentes.
La marca de pollo Toy resulté mas contaminada y se encontré que el 28.5%
de las cepas aisladas de dicha marca fueron multiresistentes a mas de 10
antibidticos.
Se eligieron seis cepas de trabajo: cuatro de pollo Bachoco y dos de pollo
Toy las cuales se identificaron como Enterococcus avium.
Cinco cepas de trabajo portan un plasmido de alto peso molecular. Ademas
se observo la presencia de tres integrones clase 1, uno situado en el ADN
cromosomico con un peso molecular de 730 pb y los dos restantes en el ADN

plasmidico con un peso molecular de 1200 pb y 350 pb respectivamente.
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ANEXO 1

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA EXTRACCION TOTAL DE

MICROORGANISMOS

Preparacién de agua peptonada
Peptona de carne 4.3 g, peptona de caseina 4.3 g y NaCl 6.4 g, agua destilada
1000 ml. Mezclar los ingredientes (vaciar a tubos si es necesario) y esterilizar en

autoclave a 121°C a 1.5 Ib durante 15 min.

Preparacién de caldo BHI (Infusién cerebro corazén)
Caldo BHI 37 g (BD BIOXON), agua destilada 1000 ml. Mezclar hasta disolucién y

esterilizar en autoclave 121°C a 1.5 |b durante 15 min.

Preparacién de agar BH|

Agar BHI 52 g (BD BIOXON), agua destilada 1000 ml.

Mezclar y calentar hasta disolver completamente, esterilizar en autoclave 121°C a
15 Ib durante 15 min. Cuando este a temperatura de 40°C vaciar en cajas petri

estériles y dejar solidificar.

84



MEDIOS DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE ENTEROCOCOS

Preparacioén de agar KF con TTC.

Se disuelven 71.4 g de agar KF (DIFCO) en 1000 ml de agua destilada y se
esteriliza en autoclave por 10 minutos a 121° C. Es importante no sobrecalentar el
medio. Se deja enfriar hasta 50° C y se incorporan 10 ml de TTC al 1%, se agita y

se verte en cajas petri estériles.

TECNICA DE GRAM

La técnica de Gram se basa en una reaccién de los colorantes con la pared celular
de las bacterias, que determina qué tanto retienen o pierden el colorante.

Los pasos a seguir son:

Hacer un frotis de cada microorganismo por analizar y fijarlo con calor, pasandola
tres veces sobre el mechero.

Cubrir la preparacioén con cristal violeta y dejarlo actuar por 1 minuto.

Al término del tiempo se escurre el exceso y se enjuaga con agua destilada; se
agrega lugol, se deja actuar 1 minuto.

Enseguida se lava con agua y se decolora con una solucién de alcohol-acetona.
Posteriormente, se cubre con safranina y se deja actuar por 1 minuto. Al final se
lava con agua destilada y se deja secar.

Finalmente se observa al microscopio con el objetivo 100x.
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ANEXO 2

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

CONFIRMATIVAS

Preparacion de Agar Sangre

Extracto de corazén 10 g, triptona 10 g, NaCl 5 g, agar-agar 15 g, sangre de
carnero fresca 50 ml

Disolver todos los ingredientes y esterilizar en autoclave, dejar enfriar a 50°C e
incorporar la sangre desfibrinada (concentracion final 5%) y verter en cajas petri
estériles.

Sembrar las placas en la superficie e incubar a 37°C durante 24-48 h.

Preparacion de agar nutritivo
Disolver 20 g de agar nutritivo (SiGMA) por litro de agua. Esterilizar en autoclave a

121°C a 15Ib durante 15 min. Dejar enfriar a 40°C y verter en cajas petri estériles.

Preparacion de agar KF (estreptocécico de Kenner)

Agar KF 76.4 g (DIFCO), agua destilada 1000 ml. Calentar el agua destilada
esteril (en condiciones asépticas) y disolver el agar KF completamente, cuidando
que no se queme. No esterilizar en autoclave. Dejar que se enfrie a

aproximadamente 38°C y verter en cajas petri estériles.
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Medio BHI para prueba de NaCl 6.5%
Caldo BHI 25 g (BIOXON), NaCl 60 g, indicador purpura de bromocresol 1 ml
(1.6 g en 100 ml de etanol 95%), agua 1000 ml.

Anadir reactivos hasta completar 1000 ml. Distribuirse en tubos de rosca y

esterilizar 15 minutos 2121° Cy 15 Ib.

Preparacion del medio para fermentacién de hidratos de carbono

Caldo basico rojo de fenol 15g (BIOXON), agua destilada 1000 ml. Mezclar los
ingredientes y esterilizar en autoclave a 120°C, 15 Ib, 15 min. dejar enfriar.

Los hidratos de carbono utilizados fueron: lactosa, manitol, arabinosa, sacarosa,
sorbitol. Se preparo una solucién al 10% de cada uno de ellos y se esterilizaron en
autoclave a 121°C, 15 Ib durante 3 min.

En condiciones estériles, se agregaron alicuotas de las soluciones de hidratos de
carbono al caldo base rojo de fenol, de manera que la concentracion final de los

hidratos de carbono fuera al 1%.
Preparacion del medio para la prueba de Voges Proskauer

Disolver 15 g de caldo RMVP (OXOID) en 1000 ml de agua destilada, distribuir en

tubos y esterilizar en autoclave a 121°C, 15 libras durante 15 minutos.
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Preparacion de la leche con azul de metileno

Leche descremada 100 g

Agua destilada 1000 ml

Calentar hasta disolucion y agregar el indicador azul de metileno en concentracion
de 1% (10 g/ litro). Colocar 10 ml en tubos de rosca y esterilizar en autoclave a
113-115°C a una presién de 8 a 10 Ib/pl?> por 20 minutos, refrigerar para su

concentracioén.

Preparacion del medio de gelatina

Caldo nutritivo 8 g (BIOXON), gelatina bacteriolégica 120 g, agua destilada

1000 ml.

Agregar la gelatina al agua hasta hidratar. Calentar hasta que hierva y agregar el
caldo nutritivo en polvo, volver a calentar hasta ebullicion. Esterilizar a 121°C, 15

Ib/pl? durante 15 minutos.
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ANEXO 3

MEDIOS PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA.

Medio Luria

NaCl 5 g, triptona 10 g, extracto de levadura 5 g. Disolver en 1000 ml de agua

destilada, se agita y se esteriliza en autoclave a 121° C, 15 Ib/pl? por 15 minutos.

Medio para antibiéticos
Agar para antibiéticos 30.5 g (BIOXON), agua destilada 1000 ml. Mezcla los

ingredientes y calentar suavemente hasta disolucion. Esterilizar en autoclave a

121°C, 15 Ib/pl? durante 15 min.
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