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I.INTRODUCCION

Un problema que actualmente se presenta en los alimentos de consumo humano
es el surgimiento de ciertas cepas bacterianas resistentes a antibiéticos, debido a la
seleccion ejercida por el uso amplio e indiscriminado que se da a dichos
compuestos, ya sea con el fin de preservacion o usados como promotores de
crecimiento. Organizaciones como la OMS, recomiendan ciertas medidas para
minimizar la aparicion de nuevas resistencias, como el uso prudente de los
antimicrobianos en animales destinados al consumo humano y acabar con la
utilizaciébn, como complemento alimentario, de agentes usados en la medicina
humana como la penicilina y la tetraciclina. Otra medida a seguir es, controlar la
automedicacion, frecuentemente a dosis subdptimas que pueden contribuir
también al aumento de resistencias. Pruebas microbiolégicas y clinicas demuestran
gue las bacterias resistentes o que determinada resistencia puede ser pasada de
animales a humanos, resultando en infecciones que son mas dificiles de tratar

(OMS, 2001).

Los antibiéticos y compuestos afines capaces de mejorar la productividad animal
tienen algo en comun: la supresion o disminucion del crecimiento de ciertos
microorganismos. En la industria animal se usan generalmente: bacitracina,
clorotetraciclinas, bambermicinas, eritromicina, neomicina, avilamicina,

virginiamicina, oxitetraciclina, oleandomicina, penicilina, estreptomicina, sulfas,
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arsenicales, nitrofuranos y sulfato de cobre (Hammerum et al., 1998; Sherwood and

Gorbach, 2001).

Informes epidemiolégicos han implicado a alimentos de origen animal como
importantes vehiculos asociados con enfermedades de origen alimentario, por lo
que la seguridad microbiana de la comida se ha vuelto una preocupacion
creciente de la salud publica mundial. La importancia que tienen la deteccién y
estudio de bacterias resistentes a antibidticos en los diferentes alimentos de
consumo humano radica en mantener la inocuidad para la salud publica,
evitando y/o controlando la transmision de agentes patégenos resistentes que
pudieran ocasionar el surgimiento de infecciones en los consumidores por la
ingestion de alimentos contaminados con este tipo de microorganismos. La
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos es indispensable para obtener
informacién sobre la magnitud y las tendencias del problema. Aunque es dificil
calcular cuantitativamente el impacto total de esta resistencia en la salud, hay
datos que sefalan que la morbilidad y la mortalidad aumentan cuando se retrasa
la administracion de tratamientos eficaces para las infecciones causadas por
agentes patdégenos resistentes. La prolongacion de las enfermedades infecciosas y
la hospitalizacidn de los pacientes con infecciones resistentes sumados a otros
procedimientos y medicamentos que podria ser necesario administrar, conllevan
repercusiones economicas. También puede haber consecuencias econdmicas
para el paciente debido a pérdida de productividad. Las infecciones resistentes a

los antimicrobianos producidas por los alimentos de consumo humano también
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pueden tener consecuencias econdémicas graves tanto para el productor como

para el consumidor (OMS, 2001).

La mayor parte de los microorganismos resistentes a los farmacos surge como
resultado de cambios genéticos y de los procesos subsecuentes de seleccion por
los antimicrobianos. La adquisicion de la resistencia a antibiéticos ocurre algunas
veces por mutacion espontanea, que controla la susceptibiidad a un
antimicrobiano determinado; estos mutantes cromosémicos son mas resistentes en
virtud de los cambios en un receptor estructural para el farmaco (Madigan et al.,
1997). En otros casos, la resistencia esta dada por transferencia horizontal de genes,
gue llegan a estar situados en elementos maéviles como integrones, plasmidos o en
transposones que se pueden transmitir entre las mismas bacterias, principalmente

por conjugacion.

En 1994, se presentd el primer caso de infeccibn causada por enterococos
resistentes a glicopéptidos, provenientes de alimentos animales; desde entonces,
numerosos articulos han reportado la presencia de diferentes microorganismos
resistentes a antibiéticos en diversos alimentos, como el caso de la presencia de

Salmonella en diferentes carnes de venta al menudeo (pavo, puerco, pollo y res) en
paises industrializados (White et al., 2001); Enterococcus faecium en pollo y carne de
puerco (Sorensen et al., 2001); Aeromonas presentes en pescado de venta al

menudeo (Radu et al., 2003).
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Existen diferentes trabajos reportados acerca de la presencia de bacterias
resistentes a antibiéticos en pescado, aunque éstos se refieren al tipo cultivado en
centros acuicolas, donde el antibidtico es usado como factor de crecimiento y
gueda acumulado en los sedimentos, provocando la seleccion de las bacterias
resistentes. En el caso de este proyecto se estudia pescado silvestre de origen
marino, usando como base informacion documentada sobre la presidn selectiva
producida por el intenso desecho de “basura farmacéutica” dentro del mar
llevando al surgimiento y mantenimiento de bacterias resistentes a antibidticos en
aguas costeras; lo que puede ocasionar una transferencia de genes a bacterias

marinas nativas (Peele et al., 1981; Grimes et al., 1984).

En estudios relacionados con el tema de resistencia, se ha determinado la
frecuencia de bacterias resistentes en agallas y contenido intestinal de pescado
capturado en la Bahia de Concepcién, Chile, destinado para consumo humano,
evaluando peces pelagicos y dermales. En dicho estudio, se encontré que las
bacterias presentes en las agallas fueron resistentes a tres antibidticos, en un
porcentaje de 36.9% en peces pelagicos y 33.3% en peces de origen dermal; en
cuanto al contenido intestinal, los microorganismos presentes fueron resistentes a
tres y cuatro antibiéticos en un 29.2% (pelagicos) y 46.2% (dermales). Los
microorganismos aislados de estos dos tipos de peces fueron: Enterobacteriaceae,

Vibrionaceae, ®seudomonas sp. y bacilos no identificados gram-negativos no

fermentativos (Miranda and Zemelman, 2001).

11



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1
En otra revision se estudiaron de 87 muestras, representando cinco tipos de

pescado evaluando la presencia de 4eromonas spp. De las muestras examinadas,
69%, 55%, 11.5% y 2.3% pertenecen a Aeromonas spp., A. veronii biovar sobria, A.
hydrophilia y A. caviae, respectivamente. Las 60 cepas de deromonas spp. aisladas

demostraron resistencia a tres o mas de los antibiéticos probados y todas fueron
susceptibles a ceptazimida. Treinta y cuatro (56.7%) de las sesenta aisladas

presentaron plasmidos (Radu et al., 2003).

El presente trabajo busca aislar, identificar y estudiar a microorganismos presentes
en muestras de carne de pescado, consumida con mayor frecuencia por la gente
en la Ciudad de México, ya que este tipo de alimento esta fuertemente
relacionado con infecciones gastrointestinales debidas a su consumo en diferentes
presentaciones (crudo, frito o cocido), seleccionando a microorganismos
multiresistentes a antibiéticos, mediante pruebas de susceptibilidad y buscando la
presencia del integrén tipo 1 en el ADN de las bacterias seleccionadas, mediante
la técnica de amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR), lo que podria

relacionarse con su multiresistencia.

Aparentemente, es posible el uso de antibiéticos como forma de conservacion de
este producto tan perecedero, empledndose generalmente como soluciones,
bafos o incorporandolos al hielo, ya que las distancias a las que es preciso
transportarlo son grandes (Frazier, 2003), aunado al tiempo que transcurre hasta

gue el pescado llega al lugar de exposicidon a la venta. Esta practica parece

12
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realizarse en Meéxico, aunque no existen reportes oficiales ni estudios bien
documentados sobre ello, lo que podria conducir a la seleccion de bacterias
resistentes en nuestro pais, ya que el uso de agentes antimicrobianos en cualquier
ambiente favorece la supervivencia de patdégenos resistentes a antibidticos. Por
ello, la presencia de cepas resistentes puede ser un indicativo del uso inadecuado
de antibidticos en el pescado, produciendo en los distribuidores una sefial de alerta

en cuanto a la manipulacién del alimento.
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I.ANTECEDENTES
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1. ANTIBIOTICOS

1.1 ¢, Qué son los antibi6ticos?

Se define a los antibidticos (anti: contra y bios: vida) como sustancias quimicas
especificas derivadas o producidas por diversas especies de microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetos) que tienen accidon bacteriostatica, bactericida
o funguicida, es decir, suprimen la proliferacion de otros gérmenes y al final pueden

destruirlos (Goodman & Gilman, 1996).

Su origen puede ser a) natural o biolégico, cuando se obtiene de cultivos de
microorganismos que pueden ser de hongos (Penicilium, Cephalosporum,
Micromonospora) o bacterias (Bacillus, Streptomyces, Chromobacterium); b) semi-
sintético, cuando a partir de un nucleo basico de un agente obtenido de forma
natural, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas para mejorar sus
propiedades (Velasco et al., 1993) o c) sintético, algunos antibidticos se preparan

totalmente por sintesis, por ejemplo el cloranfenicol.

Los primeros antibidticos se aislaron de los productos de fermentaciones de los
actinomicetos (Facultad de Ciencias, 2003), figura 1, que constituyen un importante
grupo de organismos procaridticos habitantes del suelo y del material vegetal

compostado. El género principal del grupo es Streptomyces, que son ante todo
15
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organismos del suelo. De hecho, el olor caracteristico del suelo se origina de la
producciéon de una serie de metabolitos de los estreptomicetos denominados
geosminos. Estas sustancias son compuestos de sesquiterpenoides, anillos de
carbono insaturados, oxigeno e hidrégeno (Carrillo, 2003). La propiedad mas
notable de los estreptomicetos es el grado en que producen antibidticos. Esta
comprobado que mas de 500 sustancias antibidticas distintas son producidas por
ellos y tienen multiples aplicaciones en la medicina, veterinaria y agricultura.
Muchos antibidticos producidos son eficaces en el control de bacterias patégenas
o infecciosas. Algunos ejemplos de los antibidticos producidos por los actinomicetos
son: Rubeomicinas, actividad biol6gica = antitumoral; 2'-N-metil-8-
metoxiclortetraciclina, actividad biolégica = antibacteriana; Macrolactamas,
actividad bioldégica = antifUngica; Antibidtico SF-2140, actividad biolégica =

antiviral (Gutiérrez Lugo y Mata Essayag, 2007).

Figura 1. Cultivo de actinomicetos.

- 1

Figura 1. Fuente: Facultad de Ciencias, 2003.

En la actualidad algunos se obtienen de metabolitos microbianos e incluso de

plantas superiores y de animales. (Korolkovas, 1979).
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La producciéon industrial de antibidticos se desarrolla ante la necesidad de
controlar las enfermedades infecciosas, concretamente, las enfermedades
causadas por bacterias, por lo que también se les denomina “antimicrobianos”. En
el uso de los antibidéticos se aprovecha su caracteristica de actuar sobre células
bacterianas (células procariotas) a las que se pretende eliminar en su totalidad,
mientras que tienen menor efecto en las células del hombre (células eucariotas)

(Mediavilla, 2000).

1.2 Clasificacion de los antibidticos.

Actualmente existen nueve grandes familias de antibiéticos, con diversas formas de
administracidn que proporcionan opciones terapéuticas diversas y a las que la
investigacidn permite encontrar nuevos usos (Fundacién Farmaindustria, 2004).

La clasificacion mas comun se ha basado en su estructura quimica y en el
mecanismo de accién propuesto, su efecto bacteriostatico o bactericida o su
espectro de actividad, aunque también pueden emplearse criterios tales como su
utilizacion terapéutica, la produccion de resistencia o la toxicidad, biosintesis,

familias, etc. (Velasco, et al., 1993).
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1.2.1 Estructura quimica y mecanismo de accion.

1) Compuestos que inhiben la sintesis de la pared celular. La lesion de la pared

celular o la inhibicion de su formacioén, puede conducir a la lisis de la célula; forman
parte de este grupo los antibiéticos plactamicos (penicilinas y cefalosporinas, que
guardan semejanza estructural), y también medicamentos disimbolos como
cicloserina, vancomicina, bacitracina y los antimicéticos del tipo de imidazol

(miconazol, ketoconazol y clotrimazol (Goodman & Gilman, 1996).

La accidén de los inhibidores de la sintesis sera mas eficaz cuanto mas crezca y se
multipligue la bacteria. La sintesis de la pared celular tiene lugar en cuatro etapas:
formacioén del precursor en el citoplasma, que es la conversién de L-alanina en D-
alanina y la unibn de dos moléculas de D-alanina. La cicloserina inhibe
competitivamente la conversion de L-alanina en su forma D. La cicloserina es eficaz
frente a bacterias tanto gram-positivas como gram-negativas. Posteriormente, el
dipéptido D-ala se une a otros tres aminoacidos y un aminoazucar, el acido N-
acetil-muranico. Esta estructura se une a otra molécula de otro aminoazulcar, la N-
acetil-glucosamina. Este arreglo de moléculas es transportado por una molécula
transportadora de lipidos, el isoprenil fosfato, desde el citoplasma hasta el exterior
de la membrana celular en donde se une al crecimiento de cadenas poliméricas
(las cadenas lineales de peptidoglucano), a partir de las cuales se forma la nueva

pared celular (Stainer et al., 1989). La bacitracina interfiere el proceso de transporte
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uniéndose al isoprenil fosfato para formar un complejo inutilizable (Velasco et al.,

1993).

El altimo paso en la sintesis de la pared celular es un entrecruzamiento de las
cadenas de peptidoglucano mediante una reaccion de transpeptidacion, que es
catalizada por diferentes enzimas, segun las especies bacterianas (Pelczar et al.,
1993). Los antibidticos B-lactamicos se fijan al centro activo de la enzima y evitan la
formacion de los entrecruzamientos. La especificidad de penicilinas vy
cefalosporinas para las transpeptidasas que participan en la sintesis de la pared
celular bacteriana se debe a la semejanza de la estructura tridimensional de estos
antibidticos a la de la D-ala-D-ala, que es lugar de la cadena del peptidoglucano

al que se fijan estas enzimas (F. Jane, 1993).

2) Compuestos que actian de modo indirecto en la membrana celular del

microorganismo, por lo que afectan su permeabilidad y permiten la fuga de
compuestos intracelulares; entre ellos estan la polimixina y el colistimetato y los
antimicdéticos poliénicos nistatina y anfotericina B, que se ligan a esteroles de la
pared del microorganismo (Goodman & Gilman, 1996).

Si la integridad de la membrana celular se altera, los iones y macromoléculas se
escapan y la célula se lesiona y muere. El empleo de agentes que afectan a la
membrana celular en la terapéutica antiinfecciosa se debe al hecho de que las
membranas celulares de ciertos hongos y bacterias son mas faciles de alterar que

las de los animales, lo cual permite una actividad quimioterapica relativamente

19

>



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

selectiva. Por ejemplo, las polimixinas son activas especialmente frente a bacterias

gram-negativas, actuando como un detergente catidnico sobre membranas que

son especialmente ricas en fosfatidil-etanolamina (Velasco, et al., 1993).

3) Compuestos que se unen a la unidad ribosémica 30S y alteran la sintesis
proteinica; este grupo de antibacterianos incluyen, tetraciclinas, cloranfenicol,
eritromicina y clindamicina, ademas de los aminoglucdésidos, que a diferencia de
los antibacterianos antes mencionados, tienen un efecto bactericida (F. Jane,
1993).

La sintesis de proteinas tiene lugar gracias a la traduccion de la informaciéon
genética codificada en el RNAmM. La sintesis se realiza en los ribosomas en tres
etapas: iniciacidn, elongacién (que comprende tres fases, reconocimiento,
transferencia y translocacion) y terminacioén. El ribosoma 70S, que a su vez esta
compuesto por dos subunidades, 30S y 50S, es la unidad funcional de la sintesis

proteica en las bacterias (Pelczar et al., 1993).

Los aminoglucésidos se fijan irreversiblemente a la subunidad 30S de los ribosomas e
inhiben la sintesis en diferentes puntos, bloqueando la actividad normal del proceso
de iniciacion, interfiiendo la fijacion del RNAt y distorsionando el codén del RNAm,
con lo que hay una lectura equivocada del mensaje genético y una sintesis de
proteinas no funcionales (Palomino and Pachdn, 2003). Las tetraciclinas tienen un
mecanismo de acciéon parecido a los aminoglucésidos en cuanto a que también

se fijan a los ribosomas, pero el efecto inhibidor de las tetraciclinas depende de la

20

>



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

acumulacidon activa de este antibiético en el interior de las bacterias, con lo que se
produce toxicidad (Rodriguez et al., 1998).

El cloranfenicol se fija a la subunidad 50S inhibiendo una peptidil-transferasa (en la
enlogacion); la clindamicina también se une a la subunidad 50S pero este
antibiético inhibe la iniciacidn de la sintesis de proteinas. Los macrdlidos tienen su
efecto inhibiendo la translocacion, la tercera fase de la enlogacién en la sintesis de

proteinas (Escolar et al., 1998).

4) Medicamentos que afectan el metabolismo de &cidos nucléicos. Existen tres

posibles mecanismos por los que los antimicrobianos pueden modificar la sintesis o
funcion de los acidos nucléicos: pueden interferir con la replicacion del DNA; logran
impedir la transcripcibn o bien, consiguen inhibir la sintesis de metabolitos
esenciales. A través del primero de estos mecanismos actuan las quinolonas, ya
gue inhiben la enzima DNA girasa. Esta enzima corta la doble hélice del DNA
cromosémico en fragmentos a los que superenrolla en sentido negativo, para
posteriormente proceder al sellado de los extremos de DNA que fueron cortados.
Las quinolonas impiden el cierre de los puntos de los extremos de ruptura (Azanza et

al., 2000).

Los farmacos que impiden la transcripcidon, como la rifampicina y la actinomicina,

inhiben a la RNA polimerasa. La primera (la rifampicina) se fija a la subunidad B de

la enzima impidiendo la formacién completa de esta enzima y del complejo que
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inicia la transcripcion, mientras que la actinomicina bloquea la progresion de la

RNA polimerasa en cualquier fase (Velasco et al., 1993).

La sintesis de los acidos nucléicos se interrumpe cuando se bloquea la formacién
de las bases puricas y pirimidicas. El &cido félico actia como coenzima para la
transferencia de unidades monocarbonadas de una molécula a otra, un paso
necesario para la sintesis de timidina y otros nucleétidos. El acido félico debe de ser
sintetizado a partir de acido p-aminobenzoico (PABA) en las bacterias. Las
sulfamidas inhiben competitivamente la incorporaciéon del PABA para la formacién
de &cido fdlico, de aqui su efecto selectivamente antibacteriano. Las
diaminopirimidas (trimetoprim, pirimetamina, metotrexato) inhiben a la dihidrofolato
reductasa, impidiendo el paso de acido félico a acido folinico, paso necesario
para la sintesis de bases puricas y pirimidicas (Hospital de la Universidad de

Wisconsin, 1996; Azanza et al., 2000).

5) Antimetabolitos como el trimetroprim y las sulfonamidas que blogquean fases

metabdlicas especificas que son esenciales para los microorganismos (Chambers,

1996).

6) Analogos de acidos nucleicos, que bloguean a las enzimas virales que son

esenciales para la sintesis de DNA y asi impiden la replicacion viral, como

zidovudina, ganciclovir, vidarabina y aciclovir, (Goodman &Gilman, 1996).
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1.2.2 Efecto bacteriostatico o bactericida.

Los antimicrobianos bacteriostaticos son aquellos que, a las concentraciones que
se alcanzan en el suero o los tejidos, inhiben el crecimiento y la multiplicaciéon
bacteriana, pero permaneciendo viables las bacterias de forma que al retirar el
antimicrobiano los microorganismos pueden multiplicarse de nuevo. Se incluyen
dentro de este grupo: cloranfenicol, lincosamidas, macrdlidos, sulfamidas,

tetraciclinas o trimetroprim.

Se definen como bactericidas los que producen la lisis de las bacterias, por una
variedad diferentes de mecanismos; con efectos irreversibles. Dentro de este grupo
estan; aminoglucosidos, B-lactamicos, fosfomicina, nitrofurantoinas, polipéptidos,

quinolonas, rifampicina y vancomicina (Fundacién Farmaindustria, 2004).

Algunos antibiéticos pueden actuar como bacteriostaticos o como bactericidas,
dependiendo de la concentracibn en la que estén, es decir, cuando la
concentracion de un antibidético que esta produciendo un efecto bacteriostatico
aumenta, comienza a producir un efecto bactericida y viceversa (FDI Commission,

1999).
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1.2.3 Espectro de actividad.

El nUmero de clases o especies de microorganismos sobre los que puede actuar un
antimicrobiano se conoce como espectro de actividad. Puede actuar sobre
bacterias, hongos o protozoos, o mas de uno de ellos, o sobre muchas especies
bacterianas (espectro amplio), un niumero limitado (espectro intermedio) o sobre
una sola o unas pocas (espectro reducido). La mayor parte de los antimicrobianos
son de espectro intermedio (aminoglucdsidos, macrolidos); de amplio espectro se
suele definir a tetraciclinas, cloranfenicol y algunos B-lactamicos y de espectro
reducido a los antibacterianos como la isoniacidina, que actua solamente frente a
M. tuberculosis. Sin embargo, debe sefialarse que el concepto de amplio espectro
puede ser equivoco cuando se emplea como sinbnimo de mejor, ya que en
principio debe de ser de eleccidon el antimicrobiano de efecto mas especifico

sobre el patégeno causal (Velasco et al., 1993).

1.2.4 Biosintesis

Esta es una clasificacibn poco usada actualmente. Segun su biosintesis, los
antibidticos se pueden clasificar en (Korolkovas, 1979):

l. Antibi6dticos derivados de aminoacidos: cloranfenicol, penicilinas,

cefalosporinas, bacitracina, viomicina, cicloserina, gramicidina,

tirocidina, polimixina, colistina, capreomicina.
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Il. Antibidticos derivados de carbohidratos: estreptomicina, kanamicina,

neomicina, gentamicina, lincomicina.

M. Antibidticos derivados principalmente del acetato y del propionato:

macrdlidos, poliénicos, tetraciclinas.

V. Antibidticos varios: rifamicinas, vancomicina, novobiocina.

1.3 Antibiéticos mas frecuentemente empleados en la clinica.

Los antibidticos se agrupan en familias o grupos segin tengan en comun su

composicion quimica o actuen sobre la misma estructura de la bacteria,

caracteristicas que condicionaran sus indicaciones terapéuticas. En la tabla 1 se se

resume la clasificacion de los antibiéticos de acuerdo a familia estructural quimica

a la cual pertenecen; en la tabla 2 se exponen algunos de los grupos de

antibidticos mas frecuentemente utilisados en la clinica habitual.

Tabla 1. Clasificacion de los antibiéticos por familias

FAMILIA

ACCION

ANTIBIOTICO(S)

Aminoglucdsidos

Inhiben la sintesis de
proteinas al unirse al RNA
ribosomal 30S.

- Amikacina (semi-sintético derivado de la
kanamicina A).

- Gentamicina (producido por
fermentacion de Micromonospora
purpurea o M. echinospora).

- Kanamicina (producido por Streptomyces
kanamyceticus.)

- Netilmicina (semi-sintético de amplio
espectro).

(Continta)
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Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos por familias (continuacién)

FAMILIA

ACCION

ANTIBIOTICO(S)

Cefalosoporinas
(derivados
B-lactamicos)

Interfieren con la sintesis de
la pared celular bacteriana.

- Cefalotina (semi-sintética)

- Cefazolina (semi-sintético derivado del acido
7-aminocefalosporinico).

- Cefoperazona (de 3ra generacion de amplio
espectro).

- Cefotaxima (de 3ra generacion de amplio
espectro).

- Ceftazidima (de 3ra generacion).

- Ceftriaxona (de 3ra generacion).

Fenicoles Inhibe la sintesis protéica - Cloranfenicol
- Azitromicina (semi-sintético relacionado con
Macradlidos Inhiben la sintesis de | la eritromicina).
proteinas al unirse al RNA | - Lincomicina (producido por Streptomyces
ribosomal 30S. lincolnensis var.lincolnensis).
- Acido clavulanico (inhibidor de la B-
lactamasa, producido por Streptomyces
clavuligerus)
- Ampiciina (semi-sintética relacionada
estructuralmente con la penicilina).
Penicilinas Interfieren con la sintesis de | - Amoxiciina (semi-sintética relacionada

(B-lactdmicos)

la pared celular bacteriana

estructuralmente con la penicilina).

- Aztreonam (primer antibidético totalmente
sintético, pB-lactamico monociclico).

- Carbeniciina (semi-sintética relacionado
con la penicilina).

- Ticarcilina (semi-sintético, relacionado con la
penicilina, de amplio espectro).

Péptidos Interfieren con la sintes_is de | - Bac_:itracina _(complgjo _polipe_ptl'di_co
la pared celular bacteriana. | producido por Bacillus subtilis y B. licheniformis).
Inhiben enzimas

Quinolonas involucradas en la | - Nal-quinolona
replicacién del ADN.
Inhibe la  sintesis de

Tetraciclinas

proteinas al unirse al RNA
ribosomal 30S

- Tetraciclina

Trimetroprim

Inhibe la sintesis del ADN al
interferir con la sintesis de
acido tetrahidrofélico

- Trimetroprim-sulfametoxazol

Tabla 1. En la tabla se presenta un resumen de los antibiéticos clasificados segun la familia a la cual pertenecen,

ademas de describirse la accion de cada una de las familias.
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inica.

ANTIBIOTICO

INFECCION

Aminoglucdésidos

Infecciones graves

Beta-lactamicos

Infecciones graves

Infecciones nosocomiales

Infecciones respiratorias (por ejemplo, neumonia)
Profilaxis quirdrgica

Fenicoles

De segunda eleccién en abscesos cerebrales
De segunda eleccién en salmonelosis
Meningitis

Glucopéptidos

De segunda eleccidn en la profilaxis quirdrgica
Infeccién de las prétesis

Infeccidn del corazdn

Infeccidn del hueso

Macrolidos

Enfermedades de transmision sexual
Infecciones respiratorias (por ejemplo, neumonia)

Quinolonas

Gonorrea

Infecciéon cutanea

Infeccion del hueso

Infecciones respiratorias (por ejemplo, neumonia)
Infecciones urinarias

Rifamicinas

Brucelosis
Meningitis
TBC

Sulfonamidas

De segunda eleccion a la profilaxis de la
meningitis

De segunda eleccién al tratamiento de la
malaria

Diarrea del viajero

Infecciones respiratorias (por ejemplo,
neumonia)

Infecciones urinarias

Toxoplasmosis

Tetraciclinas

De segunda eleccioén en el tratamiento de la
malaria

De segunda eleccidn en infecciones respiratorias
Brucelosis

Colera

Diarrea del viajero

Fiebre Q

Gonorrea

Sifilis

Tifus

Tabla 2. Fuentes: Azanza et al., 2000; Cesur, 2002; Ernst et al., 1998; Escolar et al., 1998; Gallego et al., 2002; Jurado,
2002; Martin et al., 1998; Palomino and Pachén, 2003; Sabada et al., 1998; Yu V. L., 1997
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1.4 Uso de los antibioticos.

Junto con las medidas de higiene y salubridad, los antibi6ticos suponen uno de los
mas importantes puntos de inflexion en la mortalidad en el siglo XX.

El descubrimiento de los agentes causales (los microorganismos causantes) y, como
consecuencia el posterior desarrollo de los antibidticos, han hecho posible el
control y/o la curacién de la gran mayoria de enfermedades infecciosas. Los
antibidticos, descubiertos hace tan sélo 75 afios constituyen actualmente la piedra
angular en el tratamiento de enfermedades infecciosas que durante siglos han
causado gran sufrimiento a la humanidad (Fundacién Farmaindustria, 2004). La
época actual de la quimioterapia antimicrobiana comenzé con el empleo de la
sulfonilamida en seres humanos en 1936. ya que hasta entonces el tratamiento se
basaba en la acci6on de iones metdalicos, que actuaban indistintamente sin
discrimar a las células procariotas de las eucariotas, siendo por lo tanto igual de
dafinos para el propio organismo humano que para el microbio invasor

(Goldworthy and McFarlane, 2002).

La “época de oro” de los antibiéticos comenzé con la produccidon de penicilinas
en 1941, fecha en que se produjo en forma masiva dicho compuesto y se le pudo
obtener para estudios ilimitados en seres humanos. Cuando menos 30% de todos los
sujetos hospitalizados en la actualidad recibe uno o mas ciclos de
antibioticoterapia, y los compuestos de esta categoria han curado millones de

infecciones que pudieran ser letales (Goodman & Gilman, 1996). En pocos
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decenios se han descubierto antibidticos para enfermedades que habian

provocado epidemias, e incluso pandemias, entre la poblacién mundial.

Las enfermedades infecciosas son enfermedades provocadas directamente por la
presencia o multiplicaciéon de microorganismos en el organismo (Ausina y Arnal,
2000).

La gran mayoria de las enfermedades de origen conocido son producidas por
agentes bioloégicos. La importancia de las enfermedades infecciosas radica en su
alta incidencia y la necesidad de implantar medidas de salud publica para evitar

que se expandan a través del contagio (Petersdorf and Root, 1987).

El tridangulo de Davis que se muestra en la figura 2, describe la relacién de equilibrio
entre el hombre (huésped) y el medio que lo rodea: el ser humano se encuentra
expuesto de forma habitual y continua a multitud de microorganismos.
Normalmente existe un equilibrio entre estos agentes y el huésped. Los
microorganismos causan la enfermedad ante la disminucion en las defensas del
huésped (alteraciéon del sistema inmunitario), o bien cuando la cantidad de
microorganismos infecciosos supera la capacidad defensiva del huésped (gran
in6bculo), y en aquellas situaciones en que el ser humano no reconoce el
microorganismo, ya sea como consecuencia de ser la primera vez que se enfrenta
a él, o bien porque el microorganismo ha suffido una serie de cambios o

mutaciones que lo hacen irreconocible. Ante estas situaciones se produce un
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desequilibrio entre el agente infeccioso y el huésped, que resulta en la apariciéon de

la enfermedad infecciosa (Kindelan, et al., 2002).

FIGURA 2. Tridangulo de Davis

ANTIBIOTICO

MICROBIO <€ > HUESPED

Infeccion
Imunidad

Figura 2. Descripcion de la relacion de equilibrio entre el hombre (huésped) y el medio que lo rodea.
Fuente: Kindelan et al., 2002

El descubrimiento y desarrollo de los antibidticos es fruto de la inversibn en
investigacion, tiempo y trabajo humano a lo largo de decenios por la industria
farmacéutica. La investigacion en el campo de los antibiéticos tiene, y ha tenido,
dos grandes vertientes. Por una parte la modificacion de moléculas a partir de los
antibidticos originales y, por otra, la sintesis de moléculas nuevas, capaces de
actuar en una cepas de bacterias originalmente no susceptibles a antibiéticos o
con mayor potencia. La actividad de un antibiotico se define por tanto por su

espectro antibacteriano, es decir, los distintos grupos de bacterias sobre los que
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actian por su poder bactericida, y su potencia antibacteriana (Fundacion
Farmaindustria, 2004).

La penicilina fue el primer antibiotico que se descubrid, y demostro ser tan eficaz
para combatir infecciones anteriormente mortales que los cientificos le dieron el
sobrenombre del “medicamento milagroso”. El descubrimiento de Fleming
desencadend una revolucidn sanitaria sin precedentes en los anales de las ciencias
médicas (Diggins, 1999; 2000). Desde entonces la innovacion ha sido constante, y
en los ultimos afos se han creado moléculas derivadas de varios de los antibidticos
ya existentes, mejorando su efectividad y su selectividad, a la vez que se han
desarrollado nuevos medicamentos y se han mejorado las pautas y vias de
administracion y el perfil de tolerabiidad de los antibioticos disponibles. Estos
medicamentos han salvado millones de vidas, han reducido la morbilidad y han
permitido el desarrollo de complejos procedimientos quirdrgicos que antes se
consideraban demasiado peligrosos debido a las infecciones post-operatorias
asociadas, asi como han contribuido a mejorar el control de las infecciones
neonatales. Al mismo tiempo, los antibiéticos han evitado discapacidades como
sordera, ceguera y deformaciones causadas por enfermedades infecciosas (Cesur,

2002; Poschl et al., 2003).

Ademas, los antibiéticos se han desarrollado faciltando la disponibilidad de
diversas vias de administracion, oral, parenteral (endovenosa o intramuscular) o
toépica que permiten cubrir diversas necesidades terapéuticas y maximizar siempre

que es posible la comodidad del paciente y su satisfaccidn con el tratamiento,

31

]



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1
evitando ademadas los ingresos hospitalarios no estrictamente necesarios (Barie,

2000).

La mayoria de los antibiéticos tienen mas de una indicacidn terapéutica, es decir,
un antibidtico puede curar mas de una enfermedad infecciosa. Del mismo modo,
una misma enfermedad puede ser curada por antibidticos distintos (bien sean de la
misma familia o de familias distintas). La eleccién del antibiético, via de
administracidon y dosificacion, dependera de su poder antibacteriano, de su
capacidad de penetraciéon en los diferentes érganos, de su toxicidad potencial y
sobre todo de las caracteristicas de la enfermedad bacteriana responsable del

proceso (Fundaciéon Farmaindustria, 2004).
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2. ANTIBIOTICOS EN LOS ALIMENTOS

Los antimicrobianos han sido usados como aditivos en alimentos para animales
destinados para consumo humano en Norte América y Europa desde hace casi
medio siglo. Entre los mas comunes se usan los medicamentos que son idénticos o
gue estan relacionados a los administrados en los humanos, como son las
penicilinas, tetraciclinas, cefalosporinas (incluyendo a las cefalosporinas de tercera
generacion), fluoroquinolonas, avoparcina (un glicopéptido que esta relacionado

a la vancomicina), y virginiamicina (Sherwood and Gorbach, 2001).

En 1946 se informd que algunos antibidticos, incorporados a los alimentos en muy
pequeiias proporciones, estimulaban el desarrollo de los pollos (estreptomicina y
sulfasuxidina). Una vez comprobada la ampliacion bacteriostatica de diversos
antibidticos, surgio la esperanza de poder aplicarlos a la preservacion de alimentos
frescos perecederos en el caso de que fueran efectivos en dosis muy por de bajo

de las profilacticas (Huertas, 2000).

Desde 1950, con la aparicion de las tetraciclinas, la aplicacion de los antibioticos
cobré un mayor impulso tanto que, hacia 1955, se estimaba que el 13% de la
produccion de antibidticos se destinaba a estimular el desarrollo de distintos
animales domésticos, especialmente las tetraciclinas, la penicilina y la bacitracina.
En la actualidad se calcula que un 50% de todos los antimicrobianos producidos en

Estados Unidos son administrados a los animales, en su mayoria en dosis
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subterapéuticas; un estimado de 11.2 millones de kg de antimicrobiales, son

administrados a animales con propo6sitos no terapéuticos y 900, 000 kg son usados

como terapia; en contraste, s6lo 1.3 millones de kg de antibidticos son consumidos

por humanos (Mellon et al., 2001).

El uso de antimicrobianos en relacién con los animales tiene tres formas: como
profilaxis, tratamiento y promocién del crecimiento. Asi, un gran nimero de
animales resulta expuesto a dosis frecuentes de antimicrobianos en dosis

subterapéuticas (Dupont and Steele, 1987).

2.1 Antibiéticos usados en la acuicultura.

Una de las principales caracteristicas de la acuicultura intensiva es el manejo de
altas densidades de organismos cultivados en un reducido volumen de agua, con
el objeto de obtener proteina de origen animal para consumo humano, harina de
pescado para la elaboracién de alimento de animales y reproduccién de peces
de ornato. En tales condiciones las enfermedades infecciosas representan una

continua amenaza para la obtencién de una produccién exitosa (Pillay, 1977).

En México tradicionalmente se ha desarrollado la acuacultura con fines de

consumo humano, deportivo y esparcimiento. Sin embargo, Ultimamente el
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“acuarismo” ha cobrado fuerte interés como estrategia importante de ingreso de

divisas (Negrete et al., 2004).

Como una forma de minimizar el impacto de las enfermedades, la industria

acuicola hace uso de antibidticos, antiparasitarios y desinfectantes para controlar y

prevenir la diseminacion de los patégenos entre los diferentes stock de peces

sometidos a crianza (Alderman, 2002). En la tabla tres se muestran los principales

antimicrobianos usados en la acuicultura a nivel mundial, asi como las dosis

empleadas de cada uno.

Tabla 3. Principales drogas antimicrobianas reportadas para la acuicultura mundial

en 1992.
GRUPO DE ANTIBIOTICOS ANTIBIOTICO DOSIS
Ampicilina 50-80 mg/kg/10 dias

Beta-lactamicos

Amoxicilina

50-80 mg/kg/10 dias

Aminoglucdsidos

Neomicina
Kanamicina

50-80 mg/kg/10 dias
20 mg/ |

Tetraciclina 50-80 mg/kg/10 dias
Tetraciclinas Oxitetraciclina 50-80 mg/kg/10 dias
Doxiciclina 20 mg/ |
Macrdélidos Eritromicina 50mg/kg/10 dias

No-clasificados

Cloranfenicol

50-80 mg/kg/10 dias

Sulfonamidas

Sulfamerazina
Sulfadimetoxina
Sulfaguanidina

200 mg/kg/ 10 dias
200 mg/kg/ 10 dias
200 mg/kg/ 10 dias

Sulfonamidas potenciadas

Trimetropin+ sulfadiazina

50mg/kg/10 dias

Nitrofuranos

Furazolidona
Furaltadona
Nifurpirinol

50-80 mg/kg/10 dias
50-80 mg/kg/10 dias
10-50mg/kg/10 dias

Quinolonas
Fluoroguinolonas

Acido oxolinico
Flumequina

12mg/kg/10 dias
12mg/kg/10 dias

Tabla 3. Fuente: Alderman and C. Michel, 1992

>
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Las enfermedades son la principal causa de las pérdidas econdmicas en la
acuicultura. Las pérdidas econémicas atribuidas a las enfermedades hasta ahora
estan sustentadas en las mortalidades provocadas directamente por las
enfermedades, sin contemplar las pérdidas en peso, pérdidas en calidad y los
costos incurridos por efecto de los tratamientos empleados para su control,
ademas de los costos incurridos para su prevencion. Las enfermedades estan
presentes en las distintas etapas de desarrollo de los organismos acuaticos
sometidos a cultivos. Sin embargo, son los peces los que han sido severamente
abatidos por los patégenos, con un fuerte impacto econémico y las enfermedades
han estado presentes en cada una de las etapas de desarrollo de los peces

cultivados (Bravo et al., 2005).

La acuicultura considera dos etapas en el desarrollo de los peces, en las cuales se

usan diferentes antibidticos; estas etapas son:

Fase de agua dulce: Los medicamentos utilizados en esta etapa estan relacionados
principalmente con el control de hongos, parasitos y myxobacterias, que estan
presentes en los cuerpos de agua dulce y que forman parte de los patdgenos
habituales de los peces silvestres. Como la mayoria de estos patdégenos son
externos, localizados en la superficie corporal y branquias, los tratamientos
empleados para su control corresponden a desinfectantes aplicados a través de

banos.
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Fase Mar: Esta es la fase mas complicada, al registrarse las principales pérdidas
econdmicas de la industria, producto de las enfermedades, y los mayores
volumenes de antibiético usados para su control. Entre los patégenos de mayor
impacto para la industria acuicola se destacan (Bravo, 1998):

- @iscirickettsia salmonis (Salmonid Rickettsial Septicaemia = SRS). Patégeno
intracelular de alta peligrosidad para la acuicultura.

- Renibacterium salmoninarum (Bacterial Kidney Disease = BKD). Al igual que

Piscirickettsia, esta bacteria es intracelular, por lo que el control de la enfermedad

no es completamente efectivo con los antimicrobianos disponibles actualmente en

el mercado.
- Aeromonas salmonicida atz’picaZ Enfermedad bacteriana de facil control a través de

antibacterianos, para la cual actualmente existen vacunas disponibles en el

mercado.

- Streptococosis. Enfermedad bacteriana asociada a Streptococcus phocae,

controlada con antibacterianos y para la cual actualmente existen autovacunas
disponibles para su prevencion.

- Vibriosis Enfermedad bacteriana causada por Vibrio ordalii, de aparicion reciente

y restringida hasta ahora al salmén del Atlantico. Es controlada a través de

antibacterianos y también se han desarrollado autovacunas para su prevencion.

37



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon

tipo 1

En la tabla 4 y 5 se enlistan los antibiéticos usados en cada etapa de produccién

en la acuicultura del salmoén en Chile, asi como los antibidticos usados contra las

diferentes patologias que afectan a los peces.

Tabla 4. Antibacterianos usados por la industria del salmén en Chile en la fase de

agua dulce.
Patologia Antibacteriano \./I{." de - Dosis Pen.odo.(?e
administracion aplicacion
Florfenicol Oral 20-25 mg/kg pez/dia 10-14 dias
Florfenicol Bafo 20 ppm 1 hora
.. | Oxitetraciclina Oral 100-120 mg/kg pez/dia | 14-21 dias
Flavobacteriosis - — —
Oxitetraciclina Bafo 40-100 ppm 1 hora
Amoxicilina Oral 80-100 mg/kg pez/dia 7-10 dias
Amoxicilina Bafo 80 ppm lhora
Yersenosis Sulfa+trimetroprim Oral 33 mg/kg pez/dia 7-10 dias

Tabla 4: Tratamiento via oral: la droga se incorpora en el alimento y asi lo ingieren los peces.
Tratamiento por bafio: El medicamento es adicionado al agua de la unidad de cultivo a tratar, se cierra
previamente la entrada y salida de agua para lograr un volumen de agua conocido y constante durante el
tiempo de tratamiento (generalmente 1 hora). Una vez finalizado el tratamiento se restaura el flujo normal de

agua. Fuente: Aquatic Health. 2004.
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Tabla 5. Antibacterianos usados por la industria del saimén en Chile en la fase de

mar.
Patologia Antibacteriano \./II{." de - Dosis Pen.odo.(?e
administracion aplicaciéon
Flumequina Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
Acido oxolinico Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
SRS Oxitetraciclina Oral 100-120 mg/kg pez/dia | 14-21 dias
Oxitetraciclina Inyectable 30-35 mg/kg pez/dia | -
Florfenicol Oral 20 mg/kg pez/dia 10-14 dias
Eritromicina Oral 100 mg/kg pez/dia 21 dias
BKD Eritromicina Inyectable 20 mg/kg pez/dia | = --—---
Oxitetraciclina Oral 100-120 mg/kg pez/dia 21 dias
Furunculosis Flumequina Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
atipica Acido oxolinico Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
Flumequina Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
Vibriosis Acido oxolinico Oral 20-30 mg/kg pez/dia 14-21 dias
Oxitetraciclina Oral 100-120 mg/kg pez/dia | 14-21 dias
Oxitetraciclina Oral 100-120 mg/kg pez/dia 21 dias
Estreptocococis | Eritromicina Oral 50-100 mg/kg pez/dia 12-21 dias
Florfenicol Oral 20 mg/kg pez/dia 10-14 dias

Tabla 5: Tratamiento via oral: la droga se incorpora en el alimento y asi lo ingieren los peces.

Tratamiento por inyeccion: Normalmente utilizado para tratar un nimero reducido de peces, generalmente
adultos valiosos (reproductores). El medicamento se inyectado por diferentes vias: subcutanea, intraperitoneal o
intramuscular. Fuente: Aquatic Health. 2004.
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El proceso de aprobaciéon de drogas para uso en acuicultura varia entre cada pais

y continente. En al tabla 6 se presenta un listado de drogas aprobadas para la

acuicultura en Japon, Australia, Europa, Canadéa y Estados Unidos (Schnick et al.,

1997).

Tabla 6. Antimicrobianos aprobado para su uso en la acuicultura

ANTIMICROBIANOS

JAPON

AUSTRALIA

EUROPA

CANADA

EEUU

Amoxicilina

X

Ampicilina

Bicozamicina benzoato

Cianfenicol

Doxiciclina

Eritromicina

Florfenicol

Flumequina

Yosamicina

Kitasamicina

Lincomicina

Miroxacina

Acido Nalidixico

Acido Nifurstilénico

Novobiocina

Oleandomicina

Acido oxolinico

Oxitetraciclina

X XXX XXX XXX |X[X[X[X]|X]|X]|X

Penicilina-
dihydrostreptomicina

Fosfomicina

Acido piromidico

Espiramicina

Sulfadiazina- trimetropin

Sulfadimetoxina

Sulfadimetoxina-ormetoprin

Sulfamerazina

Sulfamonometoxina

Sulfamonometoxina-
ormetoprim

Sulfisoxazol

X

Tiamfenicol

X

Tabla 6. En esta tabla se muestran los antibiéticos aprobados para la industria acuicola de algunos lugares, X:
antimicrobianos aprobados y usados en cada lugar; --- : antimicrobianos no aprobados. Fuente: Schnick et al., 1997.

>

40



Presencia de bacterias multiresistentes a antilii.c')tic:f)s en carne de pescado portadoras de integréon
ipo
En nuestro pais no existe alguna normatividad sobre el control o uso de antibiéticos
en la acuicultura o en el pescado destinado al consumo humano, ya que las
normas publicadas solo se aplican a los productos procedentes de la pesca. Estas
normas son emitidas por organismos e instituciones como Secretaria de Salud
(Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, Direccion General de
Salud Ambiental y Laboratorio Nacional de Salud Publica), Secretaria de Pesca,
Direccidn General de Promocidn Pesquera, Instituto Nacional de la Pesca,
Universidad Nacional Auténoma de México (Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia e Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia) y la Camara Nacional de la
Industria Pesquera; en ninguna de estas nhormas se habla del uso de antibidticos en
el pescado destinado a consumo humanio. Las normas vigentes y de uso en
México que aplican a los productos de la pesca son: Norma Oficial Mexicana
NOM-027-SSA1-1993, Bienes y Servicios. “Productos de la pesca. Pescados frescos-
refrigerados y congelados”. Especificaciones sanitarias; Norma Oficial Mexicana
NOM-028-SSA1-1993, Bienes y servicios. “Productos de la pesca. Pescados en
conserva”. Especificaciones sanitarias; Norma Oficial Mexicana NOM-029-SSA1-
1993, Bienes y servicios. “Productos de la pesca. Crustaceos frescos-refrigerados y
congelados”. Especificaciones sanitarias; Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA1-
1993, Bienes y servicios. “Productos de la pesca. Crustaceos en conserva”.
Especificaciones sanitarias; Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA1-1993, Bienes y
servicios. “Productos de la pesca. Moluscos bivalvos frescos-refrigerados y

congelados”. Especificaciones sanitarias y Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA1-
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1993, Bienes y servicios. “Productos de la pesca. Moluscos bivalvos en conserva”.

Especificaciones sanitarias.

2.2 Microbiologia del pescado destinado a consumo humano.

La carne y los o6rganos internos del pescado sano recién capturado son
normalmente estériles, pero en la piel, agallas e intestino suelen encontrarse ciertos
generos bacterianos (Silliker et al., 1985).

La microflora del pez vivo depende de la carga microbiana de las aguas donde
vive. En el mucilago que recubre la superficie externa del pescado se han

encontrado bacterias de los géneros ®Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella,
Alcaligenes, Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, Sarcina, Serratia, Vibrio y
Bacillus. En el pescado de agua dulce se encuentran representantes de la mayoria

de los géneros que se encuentran en las aguas saladas y, ademas, especies de los

géneros Aeromonas, Lactobacillus, Brevibacterium, Alcaligenes y Streptococcus. En el

intestino de los pescados de ambas procedencias se encuentran bacterias de los

géneros Alcaligenes, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium y

Escherichia (Bourgeois et al., 1994).

El nUmero de bacterias existentes en el mucilago y en la superficie de la piel del

pecado recién capturado en el mar puede oscilar desde cifras tan bajas como
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100/cm?, a cifras del orden de 107 bacterias/cm2, mientras que en el liquido

intestinal se pueden encontrar desde 1 000 a 10° bacterias/mL. El tejido de las

branquias puede albergar de 1 000 a 1 000 000 de bacterias/g (Siliker et al., 1985;

Frazier, 2003).

Existen dos especies bacterianas de gran importancia sanitaria que pueden formar

parte de la microflora normal del pescado, se trata de (Clostridium botulinum del
tipo E y de los tipos no proteoliticos B 'y F y de 1Vibrio parahaemolyticus. Otras
bacterias patoégenas asociadas al pescado son (Clostridium perfringens,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Edwardsiella tarda, Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio

cholerae (Silliker et al., 1985).

El niUmero de microorganismos existentes en la piel del pescado puede estar
influido por los sistemas de pesca. Por ejemplo, el sistema de pesca de arrastre en el
gue las redes recorren el fondo del mar durante un tiempo prolongado, da como
resultado que el pescado esté expuesto a los elevados recuentos de bacteras del
sedimento removido del fondo, y este elevado nimero de bacterias se puede
reflejar en la carga microbiana inicial de la superficie del pescado (Adams and

Moss, 1997).
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2.2.1. Conservacion del pescado

Los principales problemas microbiolégicos asociados al pescado son su
aprovechamiento y la conservacion de su calidad.

Las bacterias que con mayor frecuencia intervienen en la alteracion del pescado
forman parte de la flora propia del mucilago que recubre el cuerpo de los pecesy
de la flora de su contenido intestinal. De todos los alimentos carnosos, el pescado
es el mas sencisble a la autdlisis, a la oxidacion e hidrélisis de las grasas y a la
alteracién por los microorganismos. Por consiguiente, su conservacion supone el
empleo de tratamientos rapidos. Cuando el pescado se captura lejos de la planta
de tratamiento, los métodos de conservacion se deben aplicar incluso en el mismo

barco pesquero (Frazier and Westhoff, 2003).

Los métodos de asepsia para reducir la contaminacién de los alimentos marinos
son dificiles de aplicar, aunque parte de la contaminacién que tiene lugar antes de
tratar el pescado se puede evitar medinate una limpieza y desinfeccién generales
de los barcos, las cubiertas, las bodegas, de los cubos y recipientes, del equipo de
la planta de tratamiento y empleando hielo de excelente calidad bacteriolégica.

La eliminacién de los microorganismos resulta dificil, aunque el hecho de que la
mayor parte de la contaminacion del pescado y de los demas alimentos marinos
se localiza en la parte externa de los mismos, permite eliminar muchos de los
microorganismos arrastrando con agua el mucilago y la suciedad de la superficie

(Bourgeois et al., 1994).
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Cuando las temperaturas ambientales son elevadas y las distancias a las que es
preciso transportar el pescado a la planta de proceso son grandes, en el propio
barco pesquero se hace necesario someter a refrigeracion tanto el pescado como
los productos derivados, introduciéndolos en cajas con hielo triturado o mediante
refrigeracion mecéanica, con el fin de retardar la autdlisis y la multiplicacién de los
microorganismos hasta que estos alimentos no sean vendidos o sometidos a otros
tratamientos para conseguir que se conserven durante mas tiempo. En general, el
almacenamiento bajo refrigeracion en la costa unicamente tiene utilidad cuando
los mercados de venta al por menor estan proximos y la venta es rapida. De no
concurrir las citadas circunstacias, se emplea cualquier otro procedimiento de
conservacion, como por ejemplo la congelacion. La congelaciéon destruye algunos
de los microorganismos existentes, aunque no todos, y de aqui que una vez
descongelado el pescado, tendra lugar la multiplicacion de las bacterias si se les
da tiempo para ello. El pescado contiene una flora de bacterias psicrotrofas, la
mayoria de las cuales resisten la congelacion y estan disponibles para multiplicarse

tras su descongelacion, por ejemplo, las especies de los géneros Pseudomonas,

Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenesy Flavobacterium (Siliker et al., 1985).

En la gran cantidad de investigaciones llevadas a cabo para encontrar
conservadores quimicos que se puedan emplear para aplicarlos directamente
sobre el pescado o como bafos para introducir en los mismos las rodajas o los

filetes de pescado, o bien incorporados en el hielo, se han ensayado numerosos
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agentes quimicos, desde aquéllos que la mayoria de los érganos de control los

autorizarian, hasta otros cuyo empleo seria discutible.

El &cido benzoico y los benzoatos s6lo han resultado medianamente Utiles como
conservadores. Tanto los nitritos como los nitratos sédicos y potasicos prolongan el
periddo de conservacion, estando permitidos en algunos paises. En Europa, se ha
empleado el acido bérico para mejorar la calidad de la conservacion del
pescado. Otros compuestos quimicos a los cuales se les atribuye haber dado
buenos resultados como conservadores, aungue su empleo esta contraindicado,
son los siguientes: el formaldehido, los hipocloritos, el peréxido de hidrégeno, el
didxido de azufre, el acido undecilénico, el acido caprico, el acido p-oxibenzdico y
el cloroformo. Se ha ensayado el uso de antibiéticos, empleandose generalmente
como soluciones, bafios o incorporandolos al hielo. De los ensayados, parece ser
gue los que mejores resultados han dado son la clorotetraciclina y la oxitetraciclina
y en la actualidad esta permitido usarlos. El cloranfenicol es medianamente eficaz,
mientras que la penicilina, la estreptomicina y la subtilina tienen una eficacia
escasa o nula. En la actualidad, tanto el gobierno de Canada como el de Estados
Unidos y los gobiernos de otras naciones, permiten incorporar tetraciclinas al hielo
gue emplean los pescadores para conservar el pescado en los barcos de pesca de
arrastre y durante su transporte, en la proporciéon de hasta 7 ppm (Frazier and

Westhoff, 2003).
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Los denominados hielos germicidas se preparan afiadiendo un conservador

guimico al agua antes de congelarla. La incorporacién de los antibi6ticos al hielo

se ha ensayado por uno de los siguientes métodos:

a. Usar hielo al que se le ha incorporado oxitetraciclina en la proporcién de 5
p.p-m., con lo que se prolonga la frescura del pescado en un 150%.

b. Sumergir o rociar el pescado con solucion de 25 p.p.m. del antibidtico; se
obtiene una preservacion por el triple de tiempo, en comparacion con el
pescado sin antibidtico.

Para distribuir homogéneamente al antibiético en el hielo se han ensayado la
carragenina y la carboximetilcelulosa; se prepara primero una soluciéon
concentrada del antibi6tico, el agente dispersante y el estabilizante y luego se le

agrega el agua para diluir y helar (Huertas, 2000).

El objeto de aplicar conservadores quimicos al pescado, ya sea directamente, o0 en
forma de bafios o como hielos germicidas, consiste en destruir o inhibir los
microorganismos de la superficie del pescado, en donde, inicialmente, mas

abundan y son mas activos (Adams and Moss, 1997).

2.3 Surgimiento de resistencia a antibioticos en el pescado.

Una granja acuicola es una empresa cuyo propoésito, ademas de cultivar
determinadas especies, es evitar las pérdidas econdmicas, por lo que los

acuacultores deben prevenir los ingresos, la dispersion y permanencia de bacterias
47
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dentro de sus instalaciones. Para evitarlo, y considerando que la mejor estrategia es
la prevencion, se ha usado y abusado de la aplicacién de quimicos y antibiéticos
para las infecciones, los cuales son rutinariamente incorporados en el alimento
balanceado para peces (4-6 antibiéticos), o son administrados directamente
dentro de los estanques de cultivo, desconociendo si existe una enfermedad
infecciosa, la especie de bacteria que ha infectado la produccién y, en caso de
gue asi sea, el tipo de antibiético adecuado para destruir a la bacteria especificay

la dosificacion necesaria (Negrete et al., 2004).

El extenso uso de los antibidticos para el tratamiento de infecciones humanas, ha
resultado en un amplio esparcimiento de bacterias multiresistentes a los
medicamentos en varios ambientes, incluyendo el agua. Muy probablemente estos
microorganismos llegan hasta el agua del mar a través del agua de las coladeras
gue se vierten en el mar (Miranda and Zemelman, 2001).

La presidon selectiva producida por el intenso desecho de aguas farmacéuticas
dentro del mar conduce a la emergencia y mantenimiento de bacterias resistentes

a antibiéticos en aguas costeras (Peele et al., 1981; Grimes et al., 1984).

Probablemente, el alto nivel de nutrientes en el intestino de los peces aumenta el
crecimiento y persistencia de bacterias resistentes a antibioticos, introducidas al
océano a través de los desechos que llegan al mar; pudiéndose producir una
transferencia de genes hacia las bacterias nativas que codifican la resistencia a los

antibiéticos (Mazodier and Davies, 1991).
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2.4 (Es posible utilizar los antibidticos sin peligro para los consumidores? Problemas

gue genera el uso de antibiéticos en los alimentos.

Nos encontramos ante un problema semejante al de los conservadores quimicos
aungue, en este caso, se trata de sustancias menos peligrosas y que se emplean en
menor proporcion. Pero recordemos que su accién es principalimente
bacteriostatica, es decir, que existe el peligro de que se encuentren presentes
bacterias resistentes a su accidn que se desarrollen en el alimento. También existe
la posibilidad de que los microorganismos sensibles, pasado el efecto inhibidor de
los antibidticos (cuya accidn es relativamente breve) vuelvan a su accion y a tornar
peligroso al alimento contaminado. Ademas, hay que tener en cuenta el peligro de

la sensibilidad personal a los antibidticos (Huertas, 2000).

La administraciéon de antimicrobianos a los animales de consumo humano puede
afectar la salud de la gente debido a la presencia de residuos de farmacos en los
alimentos y, especialmente, por la seleccion de bacterias resistentes en los
animales, gue amenazan nuestra vida y la de los animales. Las consecuencias de
esa seleccion incluyen (OMS, 2001):

- El aumento del riesgo de que se transmitan agentes patdégenos resistentes a
las personas por contacto directo con los animales o a través del consumo
de agua o alimentos contaminados.

- La transferencia de genes resistentes de la flora bacteriana animal a la

humana.
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Los humanos y animales constituyen un reservorio de resistencia, Yy
consecuentemente el uso de antimicrobianos en animales puede causar un
impacto en la salud publica. Por ejemplo, la presencia de enterococos resistentes a
vancomicina en alimentos de origen animal esta asociado con el uso de
avoparcina, que es usado como un aditivo en el alimento de los animales para la
promocion del crecimiento. Los enterococos resistentes a la vancomicina y los
determinantes de la resistencia pueden diseminarse de animales a humanos
(Wegener, 2003).

Los factores que inciden en la aparicion de resistencia a los antibiéticos en los
animales de consumo humano aparentemente son similares a los que causan
resistencia entre los seres humanos. Por lo general, los antibidticos usados en
animales ni siquiera se consideran como medicamentos y, por ende, no tienen

licencia o solo requieren licencia como aditivo alimentario (WHO, 1997).

Otra preocupacion por el uso de antibiéticos en los alimentos es el esparcimiento
horizontal de genes, desde bacterias resistentes a farmacos que se encuentran en
los alimentos de origen animal, a las bacterias de la microflora intestinal de los
humanos. La transferencia de genes de resistencia a antibidticos ha sido
demostrada entre bacterias entéricas y bacterias gram-positivas del cdélon
humano. Estos organismos sirven como reservorio de genes de resistencia que
pueden ser transferidos a otros miembros de la microflora o a bacterias patdogenas

(Sherwood and Gorbach, 2001).
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Algunos antimicrobianos cuando se administran en cantidades subterapéuticas en
la alimentacion de los animales humano alteran la flora intestinal de los animales
expuestos, de modo que frecuentemente contienen bacterias resistentes al
antibiético usado. Cuando los antibi6ticos usados son de una clase similar a la de
los farmacos que se usan en medicina humana, las bacterias resistentes de los
animales a menudo también son resistentes a antimicrobianos importantes de uso

humano; esto es lo que se denomina resistencia cruzada (Aarestrup, 1998).

A medida que fue aumentando la preocupacién a los microorganismos resistentes
a los antibidticos simultaneamente fue disminuyendo el empleo de éstos como
conservadores de los alimentos. La Unién Europea recientemente prohibid el uso de
bacitracina, tilosina, espiramicina, virginiamicina y avoparicina por temor a la

posible resistencia cruzada (Hammerum et al., 1998).
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3. EACTORES QUE RIGEN LA RESISTENCIA DE LOS

MICROORGANISMOS A LOS ANTIMICROBIANOS EN LOS

SERES HUMANOS

Cada vez que se ha puesto en uso un nuevo agente antibacteriano en el ambito
clinico, el laboratorio ha detectado a continuacion cepas de microorganismos
resistentes al mismo, a nivel nosocomial y también comunitario, es decir, cepas que
pueden reproducirse en presencia de concentraciones mayores del farmaco de
las que se administra a las personas en dosis terapéuticas. Este tipo de resistencia
puede resultar de una caracteristica de toda la especie o presentarse entre cepas
de distintas especies que por lo general son sensibles, pero desarrollan resistencia
por mutacidon o transferencia genética. Los genes resistentes codifican varias
proteinas por medio de las cuales los microorganismos pueden resistir los efectos
inhibitorios de agentes antimicrobianos especificos. Tales mecanismos también
generan resistencia a otros antimicrobianos de la misma clase y, a veces, a muchos

compuestos de diferentes clases (WHO, 1998).

Todos los agentes antimicrobianos tienen el potencial de seleccionar
subpoblaciones de microorganismos farmacoresistentes. Es mas, con el amplio uso
gue se da a estos medicamentos, la prevalencia de la resistencia a cada farmaco

nuevo ha ido aumentando (Wiliams, 2001).
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Hay muchas pruebas que avalan la posicibn de que el consumo total de
antibidticos es el elemento fundamental de la selecciéon de la resistencia. No
obstante, la relacion entre uso y resistencia no constituye una simple correlacion ya
gue, en particular, poco se conoce sobre la contribucién relativa del modo de
empleo (dosis, duracion del tratamiento, via de administracion, intervalo entre
dosis) en comparacion con la del consumo total. Paraddjicamente, el uso
insuficiente debido a la falta de accesos, dosis inadecuadas, incumplimiento o
productos de mala calidad pueden ser tan importantes en cuanto a la resistencia,
como el uso excesivo. El uso inadecuado de antimicrobianos no da los resultados

terapéuticos esperados y se asocia con la generacion de resistencia (OMS, 2001).

Las infecciones bacterianas que generan mas enfermedades entre los seres
humanos son también las que presentan mas resistencia a los antimicrobianos. Se
han agrupado en cuatro grupos clave (Nicolle, 2001):

e Diarrea

¢ Infecciones del aparato respiratorio y meningitis

¢ Infecciones de transmision sexual

e Infecciones nosocomiales

En las tablas 7 y 8 se presentan algunos factores importantes que rigen la resistencia
de algunos microorganismos en enfermedades diarreicas e infecciones
nosocomiales; asi como la intervencidn que deberia de existir de algunos grupos

para poder combatir la resistencia a antibiéticos.

53

]



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integrén tipo 1

TABLA 7. INFECCIONES BACTERIANAS: ENFERMEDADES DIARREICAS CAUSADAS POR BACTERIAS

Factores importantes

Agente patégeno Vacunas

potencialmente
importantes para

Importancia de la
vigilancia de la
resistencia

Uso inadecuado
en la industria

Uso humano
inadecuado en

Uso humano
inadecuado en

la comunidad el hospital agropecuario . .
P grop antibacteriana uso futuro
Campylobacter SPP. +/- - +++ ++ ;
Shigella SPP. ++ - +/- ++ -
Salmonella SPP:
S. typhi Y S. paratyphi ++ - - +++ +
Salmoneras no tifoideas -/+ - +++ +++ -
Vibrio cholerae +/++ - - +++ +
Enfermedades diarreicas
++/++ +++ -+
como un todo +
Alta Alta Alta Prioridad
prioridad prioridad prioridad moderada
intervencio intervencio intervencio intervencio
nes de los nes de los nes del nes del
grupos 1, 2, grupos 4y 7 grupo 5 grupo 6
5y7

Tabla 6. Resumen de los factores mas importantes que influyen en la aparicién y propagacion de la resistencia.
Intervenciones: Grupo 1 Pacientes y la comunidad en general; Grupo 2 Quienes prescriben y dispensan; Grupo 4 Aministracidon de antimicrobianos
a los animales de consumo humano; Grupo 5 Gobiernos nacionales y sistemas de salud; Grupo 6 Desarrollo de medicamentos y vacunas; Grupo 7

Promocién de los medicamentos. Fuente: OMS, 2001.
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Tabla 8. INFECCIONES BACTERIANAS: INFECCIONES NOSOCOMIALES

Factores importantes

Agente patégeno Vacunas

potencialmente
importantes para

Importancia de la
vigilancia de la
resistencia

Uso inadecuado
en la industria

Uso humano
inadecuado en

Uso humano
inadecuado en

la comunidad el hospital agropecuario . .
P grop antibacteriana uso futuro
Bacilos gram positivos spp:
Sthapylococcus aureus + e+ - ot -
Estreptococos - + - - -
Enterococos - +++ +/++ ++ -
Bacilos gram negativos spp:
Escherichia coli + ++ + ++ -
Enterobacter spp. + +++ - 4+ -
Klebsiella spp. + +++ - +++ -
Pseudomonas aureuginosas - +++ - ++ -
Hongos - ++ - - -
Inf i i
ecciones nosocomiales + Iy + —t
como un todo
Alta Alta Prioridad Alta
prioridad prioridad moderada prioridad
intervencio intervencio intervencio intervencio
nes de los nes de los nes del nes del
grupos 1, 2, grupos 3y grupo 6 grupo 5
Bv7 7

Tabla 8. Resumen de los factores mas importantes que influyen en la aparicion y propagacion de la resistencia. Intervenciones: Grupo 1 Pacientes y
la comunidad en general; Grupo 2 Quienes prescriben y dispensan; Grupo 3 Hospitales; Grupo 5 Gobiernos nacionales y sistemas de salud; Grupo 6
Desarrollo de medicamentos y vacunas; Grupo 7 Promocion de los medicamentos. Fuente: OMS, 2001.

-
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3.1 Factores de los pacientes que influyen en la resistencia a los antibioticos.

En los elementos de la resistencia tiene un peso importante el uso inapropiado de
los antimicrobianos que contribuye a aumentar la prevalencia de la resistencia
microbiana. Muchos pacientes son de la idea de que la mayoria de la infecciones,
se curan con antibidticos y, por lo tanto, esperan que el médico les dé una receta
ante cualquier percepcion de infeccidn. Se cree que los siguientes factores
relacionados con los pacientes, contribuyen al problema de la resistencia a los
antimicrobianos (WHO, 1999):

e percepciones erradas

¢ automedicacion

e propaganday promocion

o falta de cumplimento de las dosis

Algunos ejemplos de la influencia de estos factores son: en un estudio realizado,
85% de los pacientes creian que sus sintomas respiratorios eran consecuencia de
una infeccién y 87% pensaba que los antimicrobianos servirian para resolverles el
problema (Macfarlane et al., 1997 (1)). En otro estudio se mostré que en 75% de los
casos el prestador del servicio de salud respondia a la expectativa del paciente de
recibir una prescripcion (Macfarlane et al.,, 1997 (2)). Branthwaite y Pechére
realizaron una encuesta a 3610 pacientes; el 81% esperaba ver una mejoria de sus
sintomas respiratorios a los tres dias, y 87% creia que sentirse mejor era una buena

razdn para suspender el tratamiento antimicrobiano. La mayoria de los pacientes
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pensaba que podia guardar el resto del medicamento para usar en el futuro
(Branthwaite and Pechére, 1996).

También hay muchos pacientes que creen que los antibiGticos mas nuevos y caros
son mas eficaces que los antiguos y en esto coinciden con algunos prestadores de
atencion sanitaria que recetan y proporcionan los farmacos. A menudo esto tiene
como consecuencia la utilizacidon innecesaria de medicamentos mas nuevos. Esta
practica estimula la resistencia tanto a estos nuevos farmacos como a los mas
antiguos de la misma clase. Los pacientes interpretan mal la accion farmacoldégica

de los agentes antimicrobianos (OMS, 2001).

La automedicacién es una practica que a menudo se cita como uno de los
principales factores que contribuyen a la farmacoresistencia (Vuckovic and Nichte,
1997), ya que la incertidumbre que surge de no saber si el paciente tiene una
afeccidén que podria mejorarse o no con tratamiento antimicrobiano, provoca que
los antibidticos sean administrados en dosis inadecuadas, cuando éstos son
tomados por decisiéon propia (Guillemot, 1998). Los pacientes que no completan el
tratamiento tienen mas posibiidad de tener recaidas, desarrollar resistencia y la

necesidad de volverse a tratar.

Se considera que los factores mas importantes para la selecciobn de

microorganismos resistentes son el tratamiento anterior con microbianos y la

duracioén excesiva de la farmacoterapia (Harbat et al., 2000).
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3.2 Factores en los médicos y personal que proporcionan los antibiéticos y que

influyen en la resistencia a los antibiéticos

Con el fin de mejorar la salud y disminuir la necesidad de tratamiento con
antimicrobianos, el objetivo principal de las intervenciones deberia ser prevenir las
infecciones. El uso de antimicrobianos influye tanto en el origen de la resistencia
como en su mantenimiento. Es mas, una vez que las cepas resistentes se dispersan,
son muy dificiles de reemplazar por sus congéneres sensibles a los antimicrobianos

(OMS, 2001).

Al emplear antibidéticos para tratar una infeccidn, los resultados terapéuticos
satisfactorios dependen de varios factores. En términos sencillos, los buenos
resultados dependen de alcanzar una concentracion del antibidtico en el sitio de
la infeccidn que baste para inhibir la proliferacidn bacteriana. La seleccién 6ptima
y juiciosa de antimicrobianos para combatir enfermedades infecciosas puede ser
sencilla en presencia de agentes causales conocidos o que puedan deducirse
con bastante certeza. Sin embargo la falta de conocimiento sobre diagnéstico
diferencial, enfermedades infecciosas, diagnoéstico microbiolégico fidedigno y el
tratamiento antimicrobiano apropiado para las diversas infecciones, son todos los
elementos que contribuyen a las practicas de prescripcion inapropiadas (Kunin et
al.,, 1987). No es raro que los representantes de ventas de las compaifiias
farmacéuticas y las publicaciones comerciales de la industria sean la fuente

principal de informacién que utilizan las personas que recetan (Bosu and Ofori-Adje,
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1997). En paises como México, la mayoria de los antimicrobianos son recetados por
el vendedor de la farmacia o los compran los pacientes sin receta, a pesar de que

deberia de exigirse la prescripcion (Haak, 1988).

La falta de acceso o de utilizacion de medios de diagnéstico apropiados y la
tardanza e inexactitud de los resultados de las pruebas llevan al personal de salud
a cubrir con una prescripcion la posibilidad de que la causa de la enfermedad del
paciente sea infecciosa, aunque no sea de hecho asi. En condiciones ideales, la
eleccion del medicamento deberia de hacerse con base en la informacion local o
regional de la vigilancia de la resistencia y siguiendo las normas de tratamiento. No

obstante, la realidad dista mucho del ideal (OMS, 2001).

Por desgracia, a menudo la decision de utilizar antibiéticos se hace a la ligera, sin
considerar la identidad del posible microorganismo infectante o de las
caracteristicas farmacolégicas del medicamento. La primera decisiéon del médico
es saber si realmente esta indicada la administracion del antimicrobiano. Muchos
facultativos en forma casi automatica relacionan la fiebre con las infecciones
tratables y recetan antimicrobianos sin mayores valoraciones y a menudo generan
un uso excesivo de antimicrobianos nuevos que incluyen farmacos de amplio
espectro. Hay varias razones que llevan a un aumento de la prescripcion de
antimicrobianos: no hay certeza sobre el diagndéstico, el prestador de servicios de

salud no conoce los métodos de diagnéstico 6ptimos o tiene el temor de que el
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tratamiento del paciente sin ellos dé malos resultados (Butler et al., 1998; Fidler,
1998).

En algunos paises europeos, las cepas de neumococos resistentes a penicilina
comprenden la mitad o méas de los gérmenes patdgenos aislados y la proporcidn
de dichas cepas va en aumento en Estados Unidos. Las cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a metilcilina estan distribuidas ampliamente en hospitales y se les
identifica con frecuencia cada vez mayor en infecciones de origen comunitario.
De ese modo, se ha creado un gran conflicto para el médico y la necesidad

constante de contar con antibiéticos nuevos (Goodman & Gilman, 1996).

Si se desea revertir la tendencia anterior y que continien siendo de utilidad los
antibidticos, se necesita un enfoque mas responsable en el empleo de estos
productos, es decir, de los que se disponen hoy y de los nuevos medicamentos que
se obtengan en el futuro. Se requiere de un uso apropiado de los antibibticos, es
decir, usar de manera eficaz en relacién con el costo de los antimicrobianos, con lo
cual se obtiene el maximo efecto clinico-terapéutico y simultaneamente se
minimiza la toxicidad del medicamento y el desarrollo de la resistencia microbiana

(Quick, 1997).
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4. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Uno de los principales problemas con los que se enfrenta la quimioterapia de las
enfermedades infecciosas es la apariciébn de resistencia en los microorganismos
previamente susceptibles, como consecuencia del amplio e indiscriminado uso de
antibioticos. El desarrollo de las resistencias es extremadamente variable. Para un
solo mecanismo de resistencia, su puesta en marcha puede ser inmediata o tardia,

dependiendo de los gérmenes vy los antibidticos implicados (Velasco et al., 1993).

El término resistencia a los medicamentos no hace generalmente referencia a la
resistencia natural de una especie, sino a cambios genotipicos adquiridos que

persisten durante el cultivo en ausencia del farmaco (Davis, 1984).

La resistencia a los agentes antimicrobianos puede ser de origen genético o no

genético. El primero es con mucho el méas importante.

4.1 Origen no genético (Mecanismos Fisiologicos)

En realidad se define como a aquel que depende de caracteristicas estructurales,
bioquimicas o fisicoquimicas de algunas bacterias, que pueden hacerlos
circunstancialmente mas resistentes, es decir que las hacen no susceptibles a ser

atacadas por los antimicrobianos. Por ejemplo, los microorganismos que son
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metabolicamente inactivos y se multiplican con mucha lentitud son menos sensibles
a la accioén de los antibiéticos que los que se multiplican con mayor rapidez y por
tanto tienen mayores necesidades metabdlicas (Fuentes, 1993).
En el caso de las bacterias se han descrito hasta la fecha los siguientes mecanismos

fisiologicos (fenotipicos) de la resistencia a los antibioticos:

Inhibicidn enzimatica. Existen dos formas de resistencia por accidén enzimatica, la

destruccion del antibidtico y la inactivacion mediante la incorporacion al mismo de
grupos activos que impiden su actividad. En el primer caso se encuentran las
lamadas B-lactamasas, enzimas capaces de inactivar diversos antibidticos del
grupo de los B-lactamicos, codificadas por genes cromosdmicos. Se han descrito
distintos tipos de estas enzimas: el A, que hidroliza preferentemente a las penicilinas
y el B, que ataca especialmente a las cefalosporinas.

La inhibicidbn por incorporacion de radicales a la molécula del antibiético se ha
descrito en el caso del cloranfenicol, que puede ser inactivado por una
acetiltransferasa que se encuentra en organismos gram-positivos y gram-negativos,
y especialmente en el caso de los aminoglucdésidos, para los que este proceso
constituye el principal mecanismo de inactivacion. Se han identificado mas de dos
docenas de enzimas capaces de dar lugar a tres tipos generales de reaccion sobre
los grupos funcionales de estos antibidticos: N-acetilacion, O-adenilaciéon y O-
fosforilacion, procesos que tienen lugar una vez que el antibidtico llega al espacio
periplasmico. La incorporacion de estos grupos funcionales a los aminoglucésidos

no impide su penetracidon al interior de la célula bacteriana, pero los hace
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incapaces de fijarse eficazmente a los ribosomas y de interferir con la sintesis

protéica (Velasco et al., 1993).

Modificacion de la permeabilidad de las membranas bacterianas. Las bacterias

Gram (-) se caracterizan por disponer de una membrana externa a la membrana
celular, de naturaleza lipidica, de la que carecen las bacterias gram-positivas. La
superficie externa de esta membrana tiene una naturaleza lipopolisacarida, que
impide también la penetracidon de antibiéticos hidrofébicos como la eritromicina. El
paso a través de esta membrana depende de dos factores, la existencia de unas
proteinas estructurales llamadas porinas dispuestas de forma tal que constituyen
canales de difusion llenos de agua a través de los cuales pueden penetrar los
antibiéticos; cuanto mayor sea su tamafio o mas cargado negativamente esté o
cuanto mas hidrofébico sea, tanto menor seréa su penetracion. Se ha descrito la
posibiidad de que mutaciones de las porinas o de otras proteinas estructurales
puedan explicar la resistencia a ciertos antibiéticos p-lactamicos, aminoglucésidos,
quinolonas, cloranfenicol, teicopraina, vancomicina o0 polimixinas, pero su
importancia clinica no estd aun bien definida. Mejor conocida es la resistencia
debida a la falta de penetracion de algunos antibi6ticos, particularmente los
aminoglucdsidos, a través de la membrana celular hacia el interior de la célula. En
condiciones normales este proceso se realiza por medio de un sistema de
transporte activo, por lo cual las bacterias anaerdbias son resistentes a estos
antibiéticos. Aunque el desarrollo de este tipo de resistencia por bloqueo del

sistema de transporte activo no es muy frecuente, puede presentarse en el curso
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de un tratamiento prolongado con estos antibidticos, y ser irreversible (Gleckman

and Czachor, 2000).

Alteracién de los lugares especificos de fijacion. Puede ser o bien los ribosomas o

las enzimas. La alteracion de la capacidad de fijacion a los ribosomas es una
importante causa de resistencia a los farmacos que actian por este mecanismo de
accion, especialmente los macrélidos, las tetraciclinas, las lincosamidas y el
cloranfenicol y, en menor grado, los aminoglucdésidos. Por ejemplo, la resistencia de
los gram-positivos a las lincosamidas y a los macrélidos se debe a una alteraciéon
del lugar receptor de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano por una enzima
metilasa que altera los residuos de adenina del RNA ribosdémico 23S.

En el caso de las enzimas se conocen también algunos ejemplos. Las alteraciones
inducidas en las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs), que catalizan la sintesis del
peptidoglicano de la pared bacteriana, pueden interferir con el efecto de los B-

lactamicos (Pascuzzo, 2005).

Puesta en marcha de una via metabdlica alternativa (“bypass™). Algunas mutantes

celulares bacterianas pueden desarrollar diferentes vias metabdlicas alternativas
empleando factores de crecimiento diferentes a los de las células no resistentes.
Ciertas bacterias resistentes a las sulfonamidas no requieren de PABA intracelular,
sino que emplean acido félico preformado. Otras son resistentes al trimetoprim por
la alteracion de la enzima timidilato sintetasa, ya que pueden sintetizar acido

timidilico a partir de timidina por vias alternas (Goodman & Gilman, 1996).

64

>



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Expulsion del antibidtico hacia el exterior. La disminuciéon de la concentracion

intracelular de algunos antibiéticos puede ser debida, como se ha visto, a
dificultades en su captacion. El ejemplo mas tipico es la resistencia a las
tetraciclinas desarrollada por muchas bacterias (ya que el efecto inhibidor de las
tetraciclinas depende de la acumulaciéon activa de este antibiético); se ha descrito
una disminucidon de su concentracion dentro de las bacterias resistentes por la
puesta en marcha de un mecanismo activo de flujo de antibiético hacia el exterior

(Avellaneda and Pecho, 2002).

4.2 Origen genético.

La inmensa mayoria de los gérmenes resistentes a los antibidticos han aparecido
como consecuencia de los cambios genéticos en sucesivos procesos de seleccidén.
La mayoria de los microorganismos son capaces de desarrollar resistencia a la
accion de los antibidticos. Dentro de la resistencia genética existen dos grandes

grupos:

Resistencia cromosdémica. Este tipo de resistencia se desarrolla como consecuencia

de la mutacién espontanea en un locus que controla la susceptibiidad a un
determinado agente antimicrobiano. Tal fenOmeno puede ser propio de la

bacteria o condicionado por la accién de agentes tales como mutagenos
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guimicos o la luz ultravioleta, a los que las bacterias estan frecuentemente
expuestas (Madigan et al., 1997).

Estos cambios genéticos sirven como mecanismo de seleccion en la presencia del
un antimicrobiano, al suprimir a los microorganismos susceptibles y favorecer el
crecimiento de los mutantes resistentes al farmaco. Las células alteradas por la
mutacion son generalmente mas débiles desde el punto de vista metabdlico a las
no mutantes y tienden a ser suprimidas y diluidas en le crecimiento competitivo de
una poblacién bacteriana. Sin embargo, las mutantes pueden suponer un peligro
cuando la presidon sobre las no mutantes por un antibiético se mantiene por una
exposicion sub-6ptima al antibidético o por otros factores que permiten que las
mutantes adquieran ventaja competitiva. La mutacion espontanea ocurre al azar,
en una frecuencia de una bacteria por cada 107 a 1010 células y se transmiten en
sentido vertical (Madigan et al., 1997; Hayes and Wolf, 1990; Velasco et al., 1993) y

por tanto es un acontecimiento muy poco frecuente.

Resistencia extracromosémica. La transferencia de DNA entre cepas de procariotas

esta muy difundida y contribuye de manera importante a la notable diversidad
genética entre las bacterias. El intercambio genético entre bacterias se caracteriza
por la transferencia de fragmentos relativamente pequefios de un genoma
donador a una célula receptora. Para que tenga éxito esta transferencia genética,
se requiere que el DNA donado se replique en el organismo receptor (Madigan et

al., 1997).
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El material genético puede transferirse mediante los siguientes mecanismos, los

cuales se diferencian por la forma en que se dona el DNA:

TRANSDUCCION. Esta surge por la intervencion de un bacteri6fago (virus que
infecta bacterias) que contiene DNA bacteriano. Si el material genético incluye un
gen que codifica para la resistencia medicamentosa, una bacteria recién
infectada puede adquirir resistencia a dicho compuesto y sera capaz de transmitir

el rasgo a sus células hijas (Goodman & Gilman, 1996).

TRANSLOCACION O TRANSPOSICION. Dentro de una célula bacteriana puede
ocurrir la transferencia de secuencias cortas del DNA (transposones, elementos que
pueden moverse de un replicobn a replicon y se diseminan a través de
conjugacion); esto se puede dar también entre un plasmido y otro o entre un

plasmido y una porciéon del cromosoma bacteriano (Velasco et al., 1993).

TRANSFORMACION. El DNA desnudo pasa de una célula o células de otra especie y
altera asi su genotipo. La captacion directa del ADN donador por las células
receptoras depende de la competencia de éstas para la transformacion. La
ocurrencia natural de esta propiedad es rara entre las bacterias y algunas cepas
son transformables solamente en presencia de factores de competencia,
producidos s6lo en momentos especificos durante el ciclo de crecimiento; otras
sufren con facilidad transformacién natural que requiere enzimas especificas

producidas por la célula receptora (Madigan et al., 1997).
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CONJUGACION. La idea de que las bacterias pudieran tener una forma de
reproduccion sexual fue admitida por bacteriélogos en 1940.

Recibe este nombre la transferencia de genes de una célula a otra en forma de
"apareamiento” por contacto directo a través de un pelo sexual o puente (pili
sexual= tubulo protéico) que permite el paso de material genético de una bacteria
a otra; en la actualidad se le ha reconocido como un mecanismo de gran
importancia para la perpetuacion de la resistencia a antibiéticos porque gracias a
este fendbmeno puede transferirse el DNA que codifica la resistencia a multiples
farmacos (Fuentes, 1993; Goodman & Gilman, 1996).

Durante un proceso de apareamiento (conjugacion) puede tener lugar una
transferencia unilateral de material genético entre bacterias del mismo o diferente
género. La conjugacion requiere de la presencia en una de las bacterias de un
factor de fertilidad; la célula que contiene este factor se llama F*y se considera

como bacteria masculina. Las cepas femeninas no contienen factor F y se

consideran como F . Este factor de fertiidad confiere ciertas caracteristicas a las

células donadoras como un pelo sexual, una proteina extracelular protuberante
gue adhiere la célula donadora al microorganismo receptor carente del factor de

fertilidad F*. Durante la conjugacion, el material genético solo pasa de la bacteria
F+ a al F, llegando luego a integrarse en el cromosoma de la FF mediante la

recombinacion del material genético de ambas cepas. El cromosoma bacteriano
circular se abre y se hace lineal para su transferencia a través del puente de

conjugacion. Como el puente puede romperse en cualgquier momento durante el
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proceso, se pueden transferir pocas o muchas caracteristicas genéticas, segun el

tiempo que estén unidas las dos bacterias (Burdon and Williams, 1985).

La transferencia genética por conjugacion surge mas bien entre bacilos gram-

negativos. Cabe destacar el hecho de que la "comunicacion" puede establecerse

aun entre bacterias de distinto género o especie, lo que le confiere un papel muy

importante desde el punto de vista epidemiolégico (Neu, 1984).

La conjugacion puede acaecer en las vias intestinales, entre microorganismos no
patdégenos y patégenos. La eficacia de la transferencia es pequefia in vitro y adn
menor in vivo, pero los antibidticos ejercen una “presion selectiva potente” (de
orden filogenético) que permite la aparicion de una cepa resistente. De este
modo, en los dltimos 30 afios ha aumentado de manera inexorable la proporcién
de bacterias entéricas que portan plasmidos de resistencia a mdultiples farmacos,
ya que los plasmidos son los elementos genéticos que mas frecuentemente se
transfieren por conjugacioén. En algunas investigaciones, se ha notado que mas de
la mitad de las personas portan bacilos coliformes con resistencia multiple y que
contienen factores R; tales bacterias se han aislado en un nUmero cada vez mayor
de la corriente de rios que contienen agua negras tratadas. De ese modo, se ha
vuelto un problema a nivel mundial la aparicion de Enterobacteriaceae resistentes

a multiples farmacos (Madigan et al., 1997).
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43PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas ciclicas de DNA extracromosomico de doble cadena
y de replicacion autébnoma distinta del cromosoma celular, que determinan ciertos
rasgos, gue no son vitales, pero que de alguna manera determinan la capacidad
del organismo para adaptarse. Cada plasmido contiene al menos una secuencia
de ADN que sirve como un origen de replicacion u ORI (un punto inicial para la
replicacion del ADN). Su tamafo varia desde menos de uno a mas de un millon de
daltons y puede encontrarse en forma libre en el citoplasma bacteriano o estar
integrado en el cromosoma bacteriano. El nimero de plasmidos puede variar,
dependiendo de su tipo, desde una sola copia hasta algunos cientos por célula

(Duarte, 2004; Velasco, et al., 1993).

Este mecanismo se disemina rapidamente aldn entre diferentes especies
bacterianas, pueden conferir resistencia a varios antibiéticos a la vez, no suelen
producir una desventaja adaptativa, es decir, no disminuyen la tasa de
crecimiento de la bacteria ni la hace perder sus propiedades de virulencia

(Avellaneda and Pecho, 2002).

Hay algunos plasmidos que tienen la capacidad de insertarse en el cromosoma
bacteriano. Esto ocurre gracias a que rompen el cromosoma y se insertan, con lo
cual, automaticamente la maquinaria celular también replica el plasmido. Cuando

ese plasmido se ha insertado se le da el nombre de episoma (Clowes, 1972).
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Los plasmidos son elementos bien adaptados como agentes de la evolucién

genética y a menudo contienen genes o paquetes de genes que le confieren una

ventaja selectiva a las bacterias que lo contiene por la diseminacion de genes de

resistencia, entre otras funciones como la virulencia, la capacidad metabdlica, la

fertilidad y la replicacion.

4.3.1 CLASIFICACION
Una forma de agrupar a los plasmidos es por su habilidad de transferirse a otra
bacteria. Los plasmidos que gobiernan su propia transferencia se llaman
conjugativos y contienen genes “tra”, los cuales ejecutan complejos procesos de
conjugacion. No todos lo plasmidos son conjugativos, a estos se les llama no-
conjugativos y son incapaces de iniciar una conjugacion, de alli que ellos pueden
transferirse Unicamente con la asistencia de los plasmidos conjugativos y lo hacen
“por accidente”. Una clase intermedia de plasmidos son los “mobilizables” los
cuales llevan solo un subtipo de genes requeridos para la transferencia. Pueden
“parasitar” un plasmido conjugativo, transfiiendose a una alta frecuencia solo en
su presencia (Duarte, 2004).
Otra forma de clasificar plasmidos es por funciéon. Hay 5 clases principales:

e Plasmidos de fertilidad: los cuales contienen genes tra, ellos son capaces de

inducir conjugacion.
e Plasmidos de resistencia: los cuales contienen genes que pueden codificar

resistencia contra sustancias toxicas o antibidticos. Histéricamente se
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denominaron como Factores R, antes de que se entendiera la naturaleza de
los plasmidos.

e Col-plasmidos: los cuales contienen genes que codifican (determinan la
produccién de) colinas y proteinas que pueden matar a otra bacteria.

e Plasmidos degradativos: los cuales habilitan el catabolismo de sustancias
inusuales como tolueno o acido salicilico.

e Plasmidos virulentos: los cuales convierten a la bacteria en un patégeno.

Los plasmidos pueden pertenecer a mas de uno de estos grupos funcionales

(Amabile Cuevas and Chicurel, 1992).

Los plasmidos también pueden dividirse en dos clases principales. Los grandes
plasmidos, de 60 a 120 kilobases de longitud, que son en su mayor parte
CONJUGATIVOS (llamados también autotransmibles). Los plasmidos pequefios de

1.5 a 40 kilobases de longitud, no son conjugativos (Davis, 1984).

Los llamados plasmidos R son circulos de DNA de doble filamento, es un tipo de
plasmido que transporta genes para la resistencia a uno, o a menudo varios
antibidticos. Son la causa de la resistencia a antibiéticos por su modo de accién
gue esta localizado en los productos que codifican sus genes. Estos productos son
las proteinas, producto de la traduccidén de sus genes. No es que necesariamente
codifique la resistencia sino que por diferencias genéticas, codifican otras proteinas

que, por ejemplo, cambian la estructura de la membrana y el antibidético que
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atacaba la membrana con la caracteristica genética original ya no lo podria
hacer o por la formacién de enzimas inactivantes o destructoras, por produccién
de elementos de las membranas celulares que interfieren con los sistemas de
transporte 0 que bloguean los poros, 0 por sintesis de enzimas resistentes a
antibidticos. Esta es la accidon que confiere la resistencia, alterar algunos aspectos
vitales de forma que el antibiético dirigido a estos ya no pueda actuar. Ademas la
naturaleza conjugativa del plasmido R tiene importancia en la rapida diseminaciéon
de genes de resistencia a farmacos y antibidticos a través de poblaciones de

bacterias patégenas (Duarte, 2004; Velasco et al., 1993).

Los antibidticos no han inducido a los plasmidos de resistencia sino que los han
seleccionado. Estos han sido encontrados incluso en cepas de bacterias que
estaban almacenadas desde antes del uso de los antibiéticos. La seleccion de
plasmidos R por el tratamiento antibiético, juntamente con su transferencia
interespecifica, constituye una amenaza creciente y acumulativa contra el

tratamiento de las enfermedades bacterianas (Davis, 1984).

Los plasmidos de fertilidad son los llamados plasmidos F, similares a los R, pero éstos
no codifican genes de resistencia sino que son un factor de fecundacién que
convierte a la célula que lo posee en donadora, para conjugarse. El factor F tiene 4
regiones: de trasferencia; de integracion; de replicacion; y de resistencia a

bacteri6fagos de cepas F. En la regidon de transferencia se encuentran los genes

responsables de la transferencia, poseyendo éstos una agrupacion a manera de
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operdén. Este plasmido es muy importante a la hora de hablar de conjugaciéon ya
gue es el que da las caracteristicas para saber cual sera el donador y que
caracteristica tendra ese donador. Los mismos estan relacionados con la
reproduccion asexual de las bacterias. Las bacterias que tienen este factor F en su
citoplasma se consideran donadoras o F* y esta condicion es trasnferible ya que el
factor F puede pasarse en la conjugacidon convirtiendo a la receptora en
donadora. Otro aspecto importante de este plasmido es que el factor de fertilidad
F* se puede integrar en numerosos loci en el cromosoma bacteriano, convirtiendo
a la cepa en Hfr (alta frecuencia de recombinacion) que lo que hace es elevar la
frecuencia con la que las bacterias se recombinan. Estos aumentan la frecuencia
de recombinantes de 1 a 1000 células o mas. El operdon Tra es la region de
transferencia y el responsable de la formaciéon de cepas Hff mediante un proceso

de recombinacion propio de la bacteria (Madigan et al., 1997; Duarte, 2004).

4.3.2 ESTRUCTURA.

Los llamados plasmidos o factores R clasicos son grandes plasmidos con dos partes
funcionales distintas, cada una de ellas puede existir de manera independiente o
se combinan para formar un factor R completo (figura 3); una es el FACTOR DE
TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA (RTF), de unos 80 kilobases de longitud y que
contiene los genes para la replicaciébn autbhoma y para la conjugacion. La otra

parte es un DETERMINANTE DE RESISTENCIA (determinante R) que varia
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considerablemente de tamafio y en cuanto a su contenido en genes de

resistencia farmacolégica (genes R), es el que codifica la resistencia real (Davis,

1984).

Figura 3. Formacioén de un factor R completo

Factor de transferencia

“ligamiento” | I
Tc_\ /ICm
- N \ /
Cm_/ \_Sm \ /

( P --]

Su - Sm
Tc Su
—\ — /—

Determinante R

Figura 3. Formacion de un factor R que contiene informacion genética que confiere resistencia a
tetraciclina (Tc), sulfonamida (Su), estreptomicina (Sm) y cloranfenicol (Cm). Fuente: Goodman &

Gilman, 1996.
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44 INTEGRONES

A lo largo del ultimo cuarto de siglo, la atencién de los investigadores de las bases
genéticas de la resistencia a antibidticos en bacterias se ha fijado en una serie de
nuevos elementos genéticos, los integrones. Las primeras pistas sobre la existencia
de esta clase de elementos se obtuvo estudiando el transposén Tn21 (Garcia Loba,
2000)

Un integréon se puede definir como un elemento genético de alta eficiencia
recombinatoria (Hall and Stoke, 1993). Inicialmente fueron identificados como parte
de la familia Tn21, en el que por un mecanismo de recombinacion sitio especifica
se acumula una combinacibn de genes estructurales organizados como un
operdn. Los genes estructurales presentes en los integrones conocidos son
mayoritariamente, pero no exclusivamente, genes de resistencia a antibidticos

(Sallen et al., 1995).

Se conocen 4 clases de integrones, definidos en funcién del tipo de integrasa, pero
su estructura es similar. De las cuatro clases conocidas, la familia de la clase 1 es la

mas frecuente (Alvarez et al., 2003).

Los integrones son elementos frecuentemente identificados en Enterobacteriaceae
(Martinez et al., 1998) y cada dia se acumulan nuevos datos que indican que los
integrones son ubicuos, sobre todo en plasmidos o cromosomas de bacterias Gram

negativas, pero también se han descrito en Gram positivas.
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Los integrones no son moviles por si mismos, pero con frecuencia se hallan

asociados a transposones que a su vez se encuentran en plasmidos conjugativos,

por lo que su movilidad horizontal esta asegurada (Sabaté and Prats, 2002).

4.4.1 Estructura

Los integrones tienen la informacidn genética necesaria para expresar una proteina
implicada en la captura y liberacién de ciertos elementos moéviles de DNA, en los
que se incluyen los genes de resistencia a antibiéticos. Todos los integrones estan
compuestos de tres elementos esenciales para obtener genes exdgenos (Mazel,

2004).

En la regidbn conservada 5 existen 3 elementos necesarios para la captura y
expresion de genes exdgenos (cassettes); un gen que codifica para una integrasa
o0 recombinasa encargada de catalizar la recombinacién genética sitio especifica
(intl), que transcribe de izquierda a derecha y tiene una longitud de 1.36 kb; el otro
es el sitio primario de la recombinacion sitio especifica que es uno de los lugares
donde se insertan las IS (inserted sequences), (attl) y por dltimo un promotor (Pant)

para la expresion de los genes cassettes integrados (Torres et al., 2005).

A continuacién se encuentra una regioén central variable en la que se localizan los

genes estructurales del integron (casi siempre genes de resistencia a antibidticos
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como los genes de resistencia a los aminoglucdésidos, que son los mas abundantes
donde se pueden insertar uno o varios tipos de genes (cassettes génicos) en un
numero variable que suele oscilar de uno a cuatro, aunque se conocen integrones
descargados (int0) que no contienen ningln gen en la regidn central. En el interior
del integron también se han encontrado genes de resistencia a trimetoprim,
cloranfenicol y betalactamicos. Hasta el momento se han identificado mas de 40
genes de resistencia que pueden incluirse en la estructura del integréon (Martinez et

al., 1999).

Las regiones constantes 5’ y central variable estan separadas por la secuencia attl,
uno de los sitios de reconocimiento de la integrasa. Los genes de la region central

estan separados unos de otros por secuencias attC (Garcia Loba, 2000).

La region constante 3’ tiene una longitud de al menos 2 kb y la secuencia de esta
zona se halla menos conservada entre los distintos integrones que la de la zona 5’.
En este segmento se incluyen unos genes que dotan a la bacteria de resistencia a
distintos compuestos, no sélo antibidticos. El gen gacEAl es un determinante de
resistencia a compuestos cuaternarios de amonio como determinados antisépticos
y desinfectantes. El gen sull determina resistencia a las sulfonamidas. Después de
éstos, existen otros dos marcos de lectura abiertos en donde uno de ellos (orf 5)

contiene un gen de funcion desconocida (Martinez et al., 1999; Waites, 2000).
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En algunos ocasiones se han detectado integrones que carecen de los genes
gacEALl y sull en este extremo 3’. Varios autores han sugerido que podria tratarse
de un integrén primitivo, a partir del cual han evolucionado los actuales, en los que
dichos genes se insertaron y conservaron, probablemente por la ventaja selectiva
que supone la expresion de estos genes frente al masivo uso clinico de compuestos
tales como cloruro de benzalconio, acriflavina, etc. (Bissonnette and Roy, 1992;

Paulsen et al, 1997).

Figura 4. Esquema de la estructura del integrén tipo 1

Regién 5’ constante Regidn central variable Regién 3’ constante
att| attC1 attC2

v__ U 1

_I_~|::>|::>
_>

<_
Int aadA dhfr sul

Figura 4. attl. Sitio de reconocimiento de la integrasa

attCly 2. Secuencias que pueden actuar como terminadores de la transcripcion
Int. Gen de la integrasa

aadA y dhfr. Genes de resistencia adquiridos

sul. Gen de resistencia a sulfonamidas

Fuente: Garcia Loba, 2000.
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Figura 5. Esquema de la estructura de un integréon descargado (int0)

Region 5’ constante Region 3’ constante

IN0— Int1 qacED1 | sul1 |—

Figura 5. In0. Integrén descargado

Intl. Gen de la integrasa

gackEDL1. Locus de resistencia a bromuro de etidio
sul 1. Gen de resistencia a sulfonamidas

Fuente: Waites, 2000

4.4.2 La integrasa y los sitios primarios de actuacion.

En los integrones de clase 1 la integrasa es una proteina de 337 aminoacidos con
un tamafio calculado de 38 kDal, que pertenece a una amplia familia cuyo
prototipo es la integrasa del fago i.La integrasa actua sobre dos clases de sitios
primarios llamados attl y attC. Lo que siempre sucede en todos los sitio attC es que
su secuencia es un palindrome imperfecto, lo que les confiere la capacidad de
formar estructuras tipo horquila cuando estdan en forma de DNA de cadena
sencilla o de forma cruciformes cuando se localizan en DNA superenrollado. La
secuencia mas frecuente en los extremos de los sitios attC es CTAAC.....(50-110
pb)....GTTAG. El sitio attl se localiza al lado del gen de la integrasa, y marca la
separacion entre la regién conservada y la regidon central variable. Al contrario de
lo que sucede con los sitios attC, el sitio attl es practicamente igual en todos los

integrones (Garcia Loba, 2000).
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4.4.3 Cassettes de resistencia.

Los cassettes genéticos constituyen un grupo diverso de pequefos elementos
moviles que usualmente contienen sélo un marco de lectura abierto completo (orf),
0 regidon codificante (gen). Ademas, formando parte de su estructura, a
continuacion del orf, existe un sitio de recombinacion especifica denominado
elemento de 59 pb, o sitio attC, localizado en el extremo 3' del gen. Aunque se
considera que los cassettes genéticos son elementos moéviles, no codifican enzimas
u otros productos involucrados en su propia movilizacién. Estos elementos pueden
existir libremente en forma de moléculas circulares covalentemente cerradas,
generadas por accion de la integrasa que escinde el cassette desde un integron.
Estos cassettes no pueden ser replicados o transcritos de esta forma, por lo que se
transcriben a partir de los promotores existentes en la regidn conservada 5’ (Garcia

Loba, 2000; Gonzalez et al., 2004; Martinez et al., 1999; Waites, 2000).

La insercion especifica de sitio de los cassettes genéticos al interior de la regién
variable de los integrones ha sido solamente detectada en las células que
expresan la actividad de la integrasa. Esto indica que esta recombinasa es
necesaria para la integracion de los cassettes, predominantemente dentro del sitio
attl del integréon (Gonzalez et al., 2004).

Los cassettes de resistencia son sustrato para la reaccidén de la integrasa, ya que
contienen un sitio attC. La integrasa interactia con los dos sitios primarios de

recombinacion, el sitio attl de los integrones y el sitio attC de cada cassette
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genético. Estos elementos tienen en su extremo final (3’) una secuencia de 59 pares
de bases. Esta secuencia es variable tanto en la composiciéon de sus bases como
en longitud. A través de estas zonas se va a producir la insercion y escision de las IS
(inserted sequences), mediante una recombinacién genética sitio especifica
catalizada por la integrasa y en la que participan, la zona attl y attC, o bien otro
elemento de 59 pb de otra IS; integrando el cassette dentro del integron (Gonzalez,

2004; Recchia and Hall, 1997).

Por otra parte, la especificidad de la orientacidon de los cassettes genéticos
integrados permite su transcripcion desde un promotor comun localizado en el
extremo 5° de los integrones, cuya secuencia nucleotidica es altamente
conservada y en el cual pequeias variaciones afectan la fuerza de transcripcion
del promotor, llegando incluso a niveles tan bajos de expresion que la bacteria
aparece fenotipicamente susceptible, aunque es potencialmente resistente por
poseer el gen que codifica la resistencia. Por |lo tanto, el uso de un determinado
antibidtico, al ejercer la correspondiente presidn selectiva, puede seleccionar las
cepas con promotores mas fuertes y capaces de expresar el gen, determinando la
resistencia de las bacterias al antibi6tico. El nivel de resistencia a un determinado
antibiético, codificado por un cassette genético de resistencia, depende de su
posicion en el integréon, mas cercana o lejana del promotor comun (Carattoli, 2001;
Collis, 1993; Collis and Hall, 1995).

Varios de estos IS o cassettes insertados uno detras de otro pueden ser leidos a

partir de los promotores comunes. En este sentido, y dado que puede haber
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insertados mas de un gen de resistencia, cabe destacar que los genes situados en
una zona mas distal de los promotores tienen una expresion mas baja que los
situados al principio. De esta forma, a partir del primer gen se va perdiendo
eficacia en la transcripcidon y expresion de los genes de resistencia; el gen que se
inserta al dltimo cronolégicamente ocupara la primera posicion, la mas cercana a
los promotores, y seria el mas eficazmente transcrito. Estas caracteristicas de las IS
hacen posible que, cuando el ambiente de una bacteria cambia (debido a la
presencia de antibiéticos en el medio), uno de los genes que se expresa poco
(lejano respecto al promotor) pueda ser intercambiado de posicion pasando a

posiciones mas activas (Collis and Hall, 1995).

Los nuevos genes pueden provenir tanto de otros integrones que perderan el gen
como de genes circulares aislados que se han separado previamente de un

integrén (Collis, 1993).

Por este procedimiento se pueden generar integrones nuevos con cualquier
combinacién imaginable de cassettes preexistentes. Este gran numero de
posibiidades de recombinacién e intercambio que poseen los integrones y los
genes de resistencia, proporciona a las bacterias que los incluyan en su estructura,
una gran versatilidad para hacer frente a los antibiéticos, determinando en algunos
casos la eficacia de éstos, ya que las bacterias pueden cambiar la posicién y la
expresidon de sus genes en funcién de la presibn ambiental provocada por los

antimicrobianos (Jones et al., 1997).
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Figura 6. Modelo de la captura de genes mediados por integrones y
del intercambio de cassetttes de resistencia

Pant

attl

> 3

Gen de la integrasa

Pint
l Gen cassette de
Pant resistencia 1
v
attl m_,

3

D l

Pant

attl NIV

h |
EtC.

Figura 6. Bosquejo del proceso por el cual un gen cassette circular de resistencia a antibiéticos (antR) adquirido, es
repetidamente insertado al sitio especifico attl en un integrén clase 1 delante del promotor fuerte (Pant int 1). La
flecha ondulada indica la direccion de la transcripcion. Este proceso se repite de igual forma para cada gen de
resistencia. Fuente: Mazel Didier, 2004.
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Cualquier gen es susceptible de incorporarse en un integrén y es posible que si no

se observan integrones con otro tipo de genes lo sea porque no existe presion

selectiva necesaria para ponerlos de manifiesto (Garcia Loba, 2000).

4.4.4 Importancia de los integrones

White y colaboradores han informado que la diseminacibn de genes de
resistencia aumenta considerablemente cuando ellos forman parte de cassettes
genéticos moviles, lo cual los habilita para su transferencia horizontal por varios
mecanismos. Algunos incluyen la movilizacién de cassettes entre integrones,
mediada por la integrasa. En el caso de integrones que forman parte de un
transposén, pueden transponerse desde el cromosoma hacia plasmidos y
viceversa. Aunque es un fendmeno no comprobado, se supone que los
integrones completos pueden intercambiarse entre diferentes especies y cepas
bacterianas, sin que ello suponga la transferencia total del plasmido o el
transposén donde estuviera incluido el integréon. Los cassettes genéticos codifican
resistencia a una amplia gama de compuestos antibacterianos, que incluyen
antibidéticos B-lactamicos, aminoglicésidos, trimetoprim, sulfonamidas, fenicoles,
tetraciclinas, rifampicina, eritromicina y, segun informaciones recientes, a

quinolonas (Recchia, 2002; Tran and Jacoby, 2002; White et al., 2001).

Ademas, los integrones clase 1 contienen genes que podrian ser remanentes de

cassettes genéticos como parte de su estructura conservada 3'CS y ellos
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codifican resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qackD1l) vy
sulfonamidas (sull) (Bennett, 1999). Los mecanismos de resistencia relacionados
con genes de integrones son variados e incluyen la sintesis de enzimas como las
EMA, cloranfenicol acetil transferasas (CAT), modificantes de rifampicina, B-
lactamasas, especialmente aquellas de mas reciente descripcion, incluyendo
carbapenemasas, dihidrofolato reductasas (Collis and Hall, 1995; Gonzalez, 2004;

Jones et al., 1997; White et al., 2001).

Los integrones han sido encontrados frecuentemente en cepas de origen
nosocomial (Carottoli, 2001). De igual forma estas estructuras, con sus respectivos
cassettes de resistencia, han sido detectadas en bacterias aisladas de ambientes
acuaticos y de animales domésticos y de crianza, lo cual refleja su amplia
diseminacién en la naturaleza. Mas aun, se ha demostrado la presencia de
integrones en microorganismos ancestrales de diferentes géneros, corroborando
que estas estructuras son antiguas y que han evolucionado conjuntamente con el
genoma bacteriano (Goldtein C. et al., 2001; Rosser and Young, 1999; Sabaté and

Prats, 2002).

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

positiva, Corynebacterium glutamicum (Nesvera et al., 1998).
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I.JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tiene la presencia de bacterias resistentes a
antibiéticos en los alimentos para la salud publica y a la falta de informaciéon e
investigacion en nuestro pais a cerca del tema de la resistencia a antibioticos, se
decidioé estudiar la presencia de este tipo de bacterias en la carne de pescado, asi
como los posibles mecanismos que provoquen esta resistencia, ya que el mal uso
gue se da a los antibiéticos ha provocado que ciertas bacterias manifiesten
mecanismos que les permite resistir la accidon de éstos farmacos. La presencia de
bacterias resistentes a antibiéticos a nivel nosocomial, comunitario, agropecuario y
en los alimentos de consumo humano, es un problema cada vez mas comun, por lo
que es necesario realizar la deteccion y estudio de este tipo de microorganismos,
asi como de los mecanismos que producen esa resistencia, sobre todo los
mecanismos genéticos que se relacionan con elementos maoviles, pues éstos son de
gran importancia por la faciidad con que pueden transferirse de bacteria a
bacteria, ya sea del mismo o diferentes géneros bacterianos, dando a las
bacterias la capacidad de oponer resistencia al efecto de los antimicrobianos.

En el caso de los alimentos de consumo humano es de importancia el estudio de
bacterias resistentes a antibiéticos para verificar la inocuidad de los alimentos,
evitando que este tipo de microorganismos llegue hasta los consumidores

causando infecciones de dificil tratamiento que afecten su salud, sobre todo en
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productos tan perecederos y frecuentemente relacionados con enfermedades
gastrointestinales, como es el pescado. Las investigaciones acerca de la resistencia
a antimicrobianos en pescado fresco son muy escasas, ya que en su mayoria se
refieren al pescado obtenido de la acuacultura; se considera que se requiere de
mas estudios sobre el pescado que se adquiere en mercados, tiendas de
autoservicio o tianguis, que es en donde se obtiene comUunmente este alimento en
el Distrito Federal, para detectar si este alimento se encuentra contaminado con
bacterias resistentes a antibidticos, ademéas de determinar si se encuentran
presentes ciertos elementos genéticos maoviles en esas bacterias que les dieran la
capacidad de resistencia a antibidticos.

Todo esto daria bases para poner mayor atencidn al uso de antibidticos y evitar la
emergencia de bacterias farmacoresistentes, asi como de las probables causas

relacionadas con esta resistencia.
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IV..HIPOTESIS

Bacterias aisladas a partir de la carne de pescado que es adquirida en tiendas de
autoservicio del D.F. y que resulten ser resistentes a por lo menos cinco antibidticos,
podrian ser portadoras de elementos genéticos como el integréon clase 1, elemento
gue les puede proporcionar la informacion genética necesaria para codificar
mecanismos de resistencia a antibidticos, convirtiéndolas en un peligro potencial

para los consumidores.
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V. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES

OBJETIVOS GENERALES
+ Aislar bacterias de carne de pescado y determinar su resistencia a diferentes
antibidticos.
+ Determinar la posible presencia de integrones en las bacterias

multiresistentes a antibidticos.

OBJETIVOS PARTICULARES

v' Seleccionar e identificar microorganismos resistentes a antibiéticos, mediante
pruebas de susceptibilidad.

v Elegir cepas multiresistentes (resistentes a mas de 5 antibidticos) e
identificarlas con pruebas bioguimicas.

v' Purificar ADN total de las cepas bacterianas seleccionadas.

v Busqueda de la presencia del integron 1 en el ADN de las bacterias
seleccionadas, mediante la técnica de amplificacibn en cadena de la

polimerasa (PCR).
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VI.PARTE EXPERIMENTAL

91



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon

6.1 DIAGRAMA DE TRABAJO
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62 METODOLOGIA

Para determinar el procedimiento a usar, se realiz6 una revisidon bibliografica de
articulos de investigacion basados en el tema (Castro E. G., et al., 2003; Miranda
C. D., Zemelman R., 2001; Petersen A., Dalgaard A., 2003; Radu S., et al., 2003; Vitas
A. |., et al., 2004), ademas de las normas NOM-109-SSA1-1994, Bienes y servicios.
“Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos
para su Analisis Microbiol6gico”; NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios.
“Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiologico”
y NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. “Método para la cuenta de bacterias

aerobias en placa”.

o ETAPA INICIAL (Analisis de contenido intestinal)

TOMA DE MUESTRAS

Inicialmente se adquiri6 una muestra de pescado entero, con visceras, de la
especie sierra (Scomberomorus maculatus), la cual fue obtenida en una tienda de
autoservicio, tienda Wal-Mart (Copilco), cercana a Ciudad Universitaria. De
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994, Bienes y servicios.
“Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de alimentos
para su andlisis microbiolégico”, la toma de muestra debia realizarse evitando
toda contaminacion externa, tanto ambiental como humana, para asegurar su
integridad; era dificil cumplir con estos lineamientos pues a pesar de venderse

este alimento en un lugar cerrado se encuentra expuesto al aire libre. Para evitar
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lo mas que se pudiera la contaminacion del pescado se tomaron algunas
precauciones asépticas como tomar la muestra para analisis con guantes estériles
y se transportd, independientemente del empaque en el que se expende el
alimento en el supermercado, en una bolsa de polietileno estéril.

Se eligi6 un pescado de un tamafo promedio al resto de los exhibidos con
caracteristicas sensoriales admisibles como buen color, con un olor caracteristico
a pescado pero que ese olor no fuera demasiado intenso, ojos translicidos y no
amarillentos y con un color de piel parejo.

Para el transporte se mantuvo bajo condiciones de temperatura de 2 a 8 °C (con
hielo) en una hielera, y se mantuvé a esa temperatura hasta el momento de

comenzar el analisis.

EXTRACCION Y PREPARACION DE DILUCIONES

Inicialmente se decidié trabajar con el contenido intestinal del pescado, ya que
en articulos revisados previamente se usaba esta parte del pescado.

Para la extraccion y preparacion de la diluciéon primaria se siguié el procedimiento
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios.
“Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico”,
para la preparaciéon de la dilucién primaria a partir de muestras sélidas o
semisélidas; en este caso se trataba de una muestra sélida no congelada,
pescado.

De forma aséptica se abrié el pescado, de la parte inferior, a la altura del
estbmago, cortando con sumo cuidado para no cortar el intestino. Una vez

sacado el intestino del animal se procedidé a “exprimir’ el contenido intestinal,
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todo lo que se pudiera obtener. Se pesaron 5 g de contenido intestinal, en una
bolsa para Stomacher.

La muestra de contenido intestinal fue homogeneizada con 45 mL de agua
peptonada al 1% (ver apéndice) durante un minuto hasta obtener una suspensién
completa y homogénea.

Se dej6 que las particulas grandes se sedimentaran, y se tomé 1 mL de la diluciéon
primaria (10:1), tomandolo de las capas superiores de la suspensidn y
transfiiéndolo a un tubo que contenia 9 ml de agua peptonada al 1%, evitando
el contacto entre la pipeta y el diluyente. Se mezclé cuidadosamente este tubo y
se prepararon las diluciones decimales adicionales seriadas (102, 103, 104, 10°y

10°).

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EN MEDIOS SELECTIVOS

Se tomaron alicuotas de 1 mL de las ultimas cuatro diluciones, las cuales fueron
colocadas en cajas Petri estériles, por duplicado.

Se vertieron aproximadamente de 15 a 20 mL de los medios EMB-agar, KF-agar y
BHI-agar (ver apéndice) que se encontraban a unos 45 °C, en las cajas con las
distintas diluciones.

Una vez que se hubiesen enfriado los medios, se incubaron las cajas a 37 +/- 2 °C
por 24 horas, en forma invertida.

De las mismas tres diluciones, se tomaron alicuotas de 100 ul, las cuales fueron
sembradas por extendido con varilla de vidrio en cajas con medio agar Baird-
Parker (ver apéndice). Cuando las muestras fueron absorbidas, las cajas fueron

incubadas de forma invertida durante 24 horas a 37 +/- 2 °C.
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Pasado el tiempo de incubacidn no se observé crecimiento bacteriano en

ninguno de los medios usados, por lo que se tuvo que repetir el procedimiento,

realizando algunos cambios.

e SEGUNDA ETAPA (Analisis de pescado viscerado y eviscerado)

TOMA DE MUESTRAS

Para repetir la técnica se usaron 2 tipos diferentes de pescado, uno de ellos fue
con visceras de la especie sierra (Scomberomorus maculatus) y se analizaron la piel,
el musculo y el contenido intestinal; el otro tipo de pescado fue un eviscerado,
mojarra (Oreochromis niloticus) del cual se analizaron la piel y el musculo que
estaba en contacto con los intestinos.

Las muestras fueron obtenidas del mismo lugar y manejadas de igual manera que

en el primer procedimiento.

EXTRACCION Y PREPARACION DE DILUCIONES

Para la extraccion y preparacion de la dilucion primaria se siguié el procedimiento
de la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios.
“Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico”,
para la preparaciéon de la dilucidbn primaria a partir de muestras sélidas o
semisélidas; en este caso se trataba de una muestra sélida no congelada,
pescado.

Del pescado que contenia visceras fue tomada la muestra de contenido

intestinal, de igual modo que en el primer procedimiento.
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De forma aséptica se obtuvieron y pesaron 5 g de contenido intestinal, piel y
musculo de sierra (Scomberomorus maculatus), asi como 5 g de piel y musculo
(cercano a la parte donde se localizaba el intestino) de mojarra (Oreochromis
niloticus), en bolsas para Stomacher.

Las muestras fueron homogeneizadas con 45 mL de agua peptonada al 1%, cada
una, durante un minuto hasta obtener una suspensibn completa y homogénea.

Se dej6 que las particulas grandes se sedimentaran. Como se observé que
haciendo uso de diluciones adicionales no se obtenia crecimiento bacteriano se

decidié usar solo la dilucién primaria.

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EN MEDIOS SELECTIVOS

Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada una de las diluciones primarias, las cuales
fueron colocadas en cajas Petri estériles (por triplicado).

Para el vertido en placa se us6 como medio selectivo ENDO-agar, realizando el
mismo procedimiento que el anteriormente descrito.

El agar Baird-Parker fue inoculado y sembrado de igual modo que en el primer
procedimiento.

Las placas con ambos medios fueron incubadas de forma invertida durante 24

horas a 37 +/- 2 °C.
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DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

DE LAS COLONIAS AISLADAS

Pasado el tiempo de incubacion se realiz6 un conteo de las colonias obtenidas
en cada medio y se realizaron las observaciones macroscoépicas de las colonias
gue crecieron en los diferentes medios selectivos: forma, textura, tamafo, etc.

De las colonias que presentaron mejor crecimiento y que se encontraban mas
separadas, se les realiz6 tincibn de Gram y se realizaron las observaciones
microscopicas para determinar forma, agrupacion, etc.

La cantidad de colonias obtenidas en la segunda etapa fue minimo por lo que se

realiz6 una tercera etapa.

e TERCERA ETAPA (Analisis de pescado entero viscerado)

TOMA DE MUESTRAS

En la tercera etapa se hizo uso de una muestra de pescado entero, con visceras,
de la especie sierra (Scomberomorus maculatus), la cual fue obtenida en un local
de pescados y mariscos de mercado popular, ubicado en la colonia Obrero
Popular en la delegacidon Azcapotzalco. Como la muestra es un alimento
expuesto al aire libre en condiciones de venta poco controladas, no se requirid
de precauciones estrictamente asépticas. Cuando se colecto la muestra se
utilizaron guantes estériles desechables.

Las caracteristicas del pescado fueron las mismas que en las etapas anteriores al

igual que el manejo de la muestra.
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La extraccion y preparacion de la dilucién primaria se realizaron como en la
segunda etapa. Esto se realiz6 para piel, misculo y contenido intestinal.
El aislamiento de microorganismos en medios selectivos se realiz6 usando los
medios RVBA (ver apéndice) y agar Baird-Parker; el primero se uso para vertido en
placa y el segundo fue sembrado por extendido con vavilla de vidrio. Las cajas

fueron incubadas de forma invertida durante 24 horas a 37 +/- 2 °C.

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

DE LAS COLONIAS AISLADAS

Se realizaron las observaciones macroscopicas de las colonias que crecieron en
los diferentes medios selectivos: forma, textura, tamafio, etc. La cantidad de
colonias obtenidas en esta etapa fue nuevamente inapreciable por lo que se

realiz6 una extraccion mas.

o CUARTA ETAPA (Anélisis de pescado entero viscerado)

TOMA DE MUESTRAS

En el cuarto procedimiento se hizo uso de una muestra de pescado entero, con
visceras, de la especie sierra (Scomberomorus maculatus), la cual fue obtenida en
otra tienda de autoservicio, tienda Comercial Mexicana (ubicada en el centro
comercial Gran Sur). La toma de muestra, extraccidon y preparacion de la dilucion
primaria fueron realizadas del mismo modo que en los procedimientos anteriores.

Las caracteristicas del pescado y manejo de muestra fueron realizados del mismo

modo que los descritos anteriormente.
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La extraccidon y preparacion de la diluciéon primaria, asi como el aislamiento de

microorganismos en medios selectivos fueron realizados siguiendo la misma

metodologia que en el cuarto procedimiento y usando los mismos medios.

Se realizaron las observaciones macroscopicas de las colonias que crecieron en
los medios selectivos (RVBA y Baird-Parker): forma, textura, tamafio, etc. La
cantidad de colonias obtenidas en este procedimiento fue nuevamente
inapreciable por lo que se realizé otra una etapa adicional, cambiando el tipo de

muestra.

¢ QUINTA ETAPA (Analisis de pescado fileteado)

Se realizo una extraccibn mas con muestra de filete de la especie sierra
(Scomberomorus maculatus), obtenido en la misma tienda de autoservicio, tienda
Comercial Mexicana (ubicada en el centro comercial Gran Sur). La toma de
muestra, extraccion y preparacion de la dilucion primaria fueron realizadas del
mismo modo que en el primer y segundo procedimiento. En el caso de la muestra
de filete de sierra solo se analiz6 el musculo obtenido de la parte cercana a
donde se encontraba el intestino. Se realizaron diluciones hasta 103, usando las
tres diluciones para el aislamiento en medios selectivos. Se usaron los medios
ENDO-agar y Agar Luria (ver apéndice), sembrando por agotamiento.

Al realizar la determinacion de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas
de las colonias aisladas se observé que no hubo crecimiento en el medio ENDO y

la cantidad de colonias en medio Luria era minimo, por lo que se hizo una revision
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de las metodologias encontradas en los diferentes articulos de investigacion y se

determind que se haria uso de un medio de pre-enriquecimiento.

e ETAPA FINAL

TOMA DE MUESTRAS

Se usaron 2 muestras de filete de sierra (Scomberomorus maculatus) adquiridas en
una tienda de autoservicio, tienda Wal-Mart (Copilco), cercana a Ciudad
Universitaria. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994,
Bienes y servicios. “Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras
de alimentos para su analisis microbiol6gico”, la toma de muestra debe realizarse
evitando toda contaminacion externa, tanto ambiental como humana, para
asegurar su integridad; es dificil cumplir con estos lineamientos pues a pesar de
venderse este alimento en un lugar cerrado se encuentra expuesto al aire libre;
para evitar lo mas que se pudiera la contaminacion del pescado se tomaron
algunas precauciones asépticas como tomar la muestra para analisis con guantes
estériles y fue transportada, independientemente del empaque en el que se
expende el alimento en el supermercado, en una bolsa de polietileno estéril.

Se eligieron pescados de un tamafo promedio al resto de los exhibidos con
caracteristicas sensoriales admisibles como buen color, con un olor caracteristico
a pescado pero que ese olor no fuera demasiado intenso, ojos translicidos. El

pescado se adquiri6 completo y en el lugar de venta fue fileteado y eviscerado.
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Para el transporte se mantuvo bajo condiciones de temperatura de 2 a 8 °C (con
hielo) en una hielera, y se mantuvieron a esa temperatura hasta el momento de

utilizarse.

EXTRACCION DE BACTERIAS A PARTIR DE MUESTRAS DE FILETE DE SIERRA (nombre

cientifico). Preparacién de la dilucién primaria y pre-enriquecimiento.

Para la extraccion y preparacion de la dilucion primaria se siguié el procedimiento
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios.
“Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico”.
Para la preparacion de la diluciéon primaria a partir de muestras sélidas o
semisélidas, en este caso se trataba de una muestra sélida no congelada,
pescado; se pesaron de forma aséptica 10g de filete de sierra, los cuales fueron
trasferidos a una bolsa para Stomacher.

Se homogeneizé con 90 mL de agua peptonada al 1% durante un minuto a una
velocidad media en el Stomacher, hasta obtener una suspension completa y
homogénea, se dej6é que las particulas grandes se sedimentaran.

Para realizar el pre-enriquecimiento de la muestra se tomé 1 ml de la dilucion
primaria (10:1), tomandolo de las capas superiores de la suspensidon yfue
transferido a un tubo que contenia 9 ml de caldo GN (ver apéndice). Se mezclé
cuidadosamente este tubo con el in6culo y se prepararon las diluciones
decimales adicionales seriadas (102, 103, y 104) en el mismo caldo GN.

Los tubos con las diluciones realizadas fueron incubados a 37 +/- 2 °C durante 24

horas, contando con un control de esterilidad.
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Al término del tiempo de incubacién se observé un crecimiento abundante de
muestra, por lo que se realizaron mas diluciones, hasta 1010 usando el mismo

medio de pre-enriquecimiento.

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EN MEDIOS SELECTIVOS

Teniendo como referencia los procedimientos anteriores se decidié que no se
estudiarian bacterias provenientes del ambiente y como la mayoria de éstas son
cocos se hizo uso de medios que inhibieran el crecimiento de bacterias gram-
positivas. Asumiendo esta consideracion, se tomd de la dltima dilucion hecha 100
ul de inéculo, después del tiempo de incubacion, y se transfirid a los medios
ENDO-agar, agar MacConkey y RVBA, sembrando por extendido con varilla de
vidrio cada uno de ellos.

Las cajas fueron incubadas de forma invertida durante 24 horas a 37 +/- 2 °C.

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

DE LAS COLONIAS AISLADAS

Se realizaron las observaciones macroscopicas de las colonias que crecieron en
los diferentes medios selectivos: forma, textura, tamafo, etc.

De las colonias que presentaron mejor crecimiento y se encontraban mas
separadas, se les realizd tincibn de Gram y se realizaron las observaciones
microscopicas para determinar forma, agrupacion, etc.

Las colonias mejor definidas y clasificadas microscépicamente fueron transferidas

a caldo BHI para mantenerlas.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD MICROBIANA

Para determinar la resistencia a antimicrobianos se utilizé un cultivo fresco (24 hrs.
maximo) en caldo BHI de cada una de las cepas aisladas.

Se hizo uso de tres diferentes métodos de prueba: Multidiscos™ BioRad, BD Discos
BBL™ Sensi-Disc™ y Antibiograma rapido para enterobacterias rapid ATB-G

La forma de usar cada uno fue la siguiente:

Multidiscos™ BioRad y BD Discos BBL™ Sensi-Disc™ para pruebas de

susceptibiidad microbiana. Se inocularon placas de agar Muller-Hinton con un
hisopo estéril de algoddn, humedecido con la cepa a probar, se quitd el exceso
del medio presionando y girando el hisopo sobre la pared interna del tubo; el
medio fue estriado en tres direcciones sobre la totalidad de la superficie de agatr,
para obtener un inéculo uniforme. Cuando el inéculo se seco (de 3 a 5 minutos)
se procedid a colocar los discos.

Los multidiscos™ BioRad o en su caso los discos BBL™ Sensi-Disc™ fueron
colocados en las placas tomandolos con pinzas estériles (en un tiempo menor de
15 min. después de haber inoculado la placa) y presionando ligeramente para
asegurar contacto con la superficie.

Después de colocar a los multidiscos y/o discos BBL™ Sensi-Disc™ se invirtieron las
cajas Petri y se incubaron a 37 +/- 2 °C por 24 horas.

La medicion de los halos de inhibicidon se realiz6 con regla, por el fondo de la

caja.
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Las cepas se clasificaron en resistentes (R), intermedias (I) o susceptibles (S),
dependiendo del diametro del halo de inhibicién, segun el instructivo de los discos

utilizados (Barry Al and Thornsberry C., 1985).

Antibiograma rapido para Enterobacterias rapid ATB-G

En el caso de los antibiogramas, se realizaron cultivos frescos de cada una de las
cepas, a los que les fue ajustada la turbidez a 0.5 unidades de McFarlan. De la
suspension se tomaron 50ul y se transfirieron a medio fresco. Se inoculé cada una
de las galerias que contienen el antibiético a probar, colocando 135ul del cultivo
diluido en cada una de las cupulas. Posteriormente se colocé una tapa sobre
cada galeria y se anoto la hora de inicio de incubacion.

Se incubd a 37 +/- 2 °C durante 4-4:30 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se realiz6 la lectura de las galerias comparando

el grado de turbidez de las cupulas, clasificando las cepas en sensible o resistente.

Se seleccionaron las cepas que fueron resistentes a cinco o mas antibidticos y se

mantuvieron en caldo BHI, de ser posible, con algun antibiético al cual sean

resistentes y a la concentracion correspondiente para seguir trabajando con ellas.

MANTENIMIENTO DE CEPAS MULTIRESISTENTES

Para mantener a las bacterias que presentaron resistencia a cinco o mas
antibidticos se crecieron las cepas en caldo Luria y se incubaron por 24 horas a

37 +/-2°C.
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Después del tiempo de incubacioén los tubos donde se crecieron las bacterias
fueron centrifugados a 3000 rpm. Se decanté el medio y con ayuda de una
pipeta Pasteur se transfirid el pellet a un tubo eppendorf. Las células fueron
resuspendidas en caldo Luria con 1% de glicerina y con algun antibiético al que la
cepa fue resistente.

Las cepas se mantuvieron a -40 °C.

PRUEBAS PRESUNTIVAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Las cepas seleccionadas como multiresistentes fueron sometidas a ensayos de
identificacion bacteriana, realizando las siguientes pruebas bioquimicas:
Reduccion de nitratos, Producciéon de acido sulfhidrico (KIA), Prueba de la
catalasa, Prueba del indol, Prueba de movilidad (SIM), Prueba de oxidacién-
fermentacion (O/F), Prueba de la oxidasa, Prueba del rojo de metilo, Prueba de la
ureasa, Prueba de utilizacién de carbohidratos, Prueba de Voges-Proskawer y

Utilizacion del citrato.

EXTRACCION DE DNA TOTAL A PARTIR DE CEPAS AISLADAS DE CARNE DE PESCADO

Protocolo general para la extraccidon de ADN modificado de Palumbi S., 1991.

Se utilizaron aproximadamente entre 0.1 g y 5.0 g de células. Para obtener esta
cantidad de células, se inocularon 100 ml de medio BHI, y se incubaron durante
18 horas en incubadora con agitacion.

Se colocaron 20mL de cultivo obtenido en tubos para centrifuga, y se centrifugd

durante 5 minutos a 4000 rpm. Se retiré el sobrenadante.
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Una vez conseguido el pellet se adicionaron 2 mL de buffer de lisis junto con 1g de

perlas de vidrio que fueron previamente esterilizadas, en cada tubo usado.

Con la ayuda de un vortex se rompieron las células, agitando durante 8 minutos

girando constantemente.

Se centrifugd a 10,000 g’s durante 10 min. a una temperatura de 4 °C.

El sobrenadante fue recuperado y extraido suavemente con un volumen igual de

fenol equilibrado.

Las fases fueron nuevamente centrifugadas a 10 000 g’s, por 10 min., a 4 °C.

La fase acuosa (superior) fue recuperada y se le agregé un volumen igual de

fenol/cloroformo (1:1). Esto se mezclé suavemente.

Las fases fueron separadas por centrifugaciéon a 10 000 g’s, 10 min. a 4°C.

Se recuperd la fase acuosa (superior) y se agragé un volumen igual de

cloroformo, mezclando suavemente.

Las fases se separaron centrifugando a 10 000 g’s durante 10 min. a 4°C y se

recupero la fase acuosa (superior), midiendo su volumen.

Se agregaron 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M (o bien, 0.5 volumenes de

acetato de amonio 7.5 M) y 0.5 volumenes de isopropanol o bien, 1.5 volimenes

de etanol.

Se mezcld y se dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente.

Después del tiempo de reposo se centrifugd a 10 000 g’s, por 10 minutos a

temperatura ambiente.

Se desecho cuidadosamente el sobrenadante lavando el pellet con etanol al

70%.

Se volvié a centrifugar a 10 000 g’s, 10 minutos a temperatura ambiente.
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Por dltimo, se decantd el liquido cuidadosamente y se secd el pellet,

resuspendiéndolo en 30 ul de agua destilada estéril.

Una vez obtenido el DNA total, se observo en un gel de agarosa al 0.9% junto con

un marcador de pesos que corresponde a 0.1ug de DNA de fragmentos del DNA

del fago A por pocillo.

Se coloco cuidadosamente la siguiente mezcla con las cantidades indicadas en

el gel de agarosa al 0.9%; 1ul de buffer de carga, 1 ul de agua destilada estéril, 8l

de muestra o control.

El gel fue colocado en una camara de corrida llena con solucioén Tris-boratos 0.5x

aplicando una diferencia de potencial de 120 V durante 1 hora o bien cuando las

bandas de bromofenol se encontraran a unos 4cm del borde anddico del gel.

Para visualizar a las bandas de DNA en el gel, se sumergié cuidadosamente en

una soluciéon de bromuro de etidio (1ug/ml) por 8 minutos. El exceso de bromuro

de etidio fue eliminado del gel enjuagando en un recipiente con agua destilada

por 10 min.

Se coloco el gel tefiido sobre un trasluminador de luz ultravioleta de onda media

(302 nm) o corta (298 nm).

EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO A PARTIR DE CEPAS AISLADAS DE CARNE DE

PESCADO, minipreparacion

Preparacion de DNA plasmidico (Birmboin y Doly, 1979)
Para esta preparacion se crecieron 5 mL de bacterias durante toda la noche en

medio luria.

109



Presencia de bacterias multiresistentes a antit;i_c')tic:f)s en carne de pescado portadoras de integréon
ipo
Del cultivo anterior se tomaron 1.5 mL, los cuales fueron transferidos a un tubo
eppendorfy se centrifugé por 1 minuto.
Se decanto, dejando el pellet lo mas seco posible.
Las células se resuspendieron en 100 pul de solucién | fria.
Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Fueron agregados 200 ul de solucién Il fria y se mezclé por inversion e incubd por
15 minutos en hielo.
Se agregaron 150 ul de solucion lll fria.
Se centrifugd por 5 minutos.
El sobrenadante se recuperd y centrifugd por 5 minutos.
Se volvidé a recuperar el sobrenadante e incubd por 20 minutos a 37 °C.
Se agreg6 un volumen igual de fenol equilibrado/cloroformo (1:1) saturado con
TE.
Se mezclé vigorosamente y se centrifugd por 30 segundos.
La fase acuosa se recupero y le fue agregados 2.5 volimenes de etanol absoluto.
Se incubd por 5 minutos a -70 °C. Después de este tiempo se centrifugd por 5
minutos.
Se decantd y enjuago el pellet con 100 ul de etanol al 70%.
El pellet fue secado y resuspendido en 20 ul de agua.
Una vez que se obtuvo el DNA plasmidico, fue observado en un gel de agarosa al
0.9% junto con el marcador de pesos que corresponde a 0.lpg de DNA de

fragmentos del fago A por pocillo.
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Se colocd cuidadosamente la siguiente mezcla con las cantidades indicadas en
el gel de agarosa al 0.9%; 1ul de buffer de carga, 1 ul de agua destilada estéril, 8l
de muestra o control.

El gel fue colocado en una camara de corrida llena con solucioén Tris-boratos 0.5x
aplicando una diferencia de potencial de 120 V durante 1 hora o bien cuando las
bandas de bromofenol se encontraran a unos 4cm del borde anddico del gel.
Para visualizar las bandas de DNA en el gel, se sumergié cuidadosamente en una
solucion de bromuro de etidio (1pg/ml) por 8 minutos. El exceso de bromuro de
etidio fue eliminado del gel enjuagando en un recipiente con agua destilada por
10 min.
Se coloco el gel tefiido sobre un trasluminador de luz ultravioleta de onda media

(302 nm) o corta (298 nm)

TECNICA DE PCR

Para empezar, se colocaron unos microtubos eppendorf en hielo.
Se agregaron los siguientes componentes en el orden descrito:
a) 45 ul de buffer PCR Supermix INVITROGEN
b) 1ul de cada una de las soluciones de los primers SUL 1B e INT F (se
recomienda tener una concentracion final de 200nM de cada uno).
c) Se adicion6 1 ul de DNA bacteriano (se recomienda tener una
concentracion de 1-3ng)
d) Se adicionaron 2 ul de agua desionizada estéril para obtener un volumen

total de 50 pl.
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Los tubos se colocaron en el termociclador.

Se comenzdé con el programa de PCR, amplificando por 30 ciclos.
1.
2.
3.
4.
5.

6.

Arranque 3 minutos a 96 °C
Desnaturalizacion 15 segundos a 96 °C
Hibridacién 30 segundos, 55 °C

Elongacién 90 segundos, 72 °C

Repeticidon del paso 2 al 4 durante 29 ciclos

Etapa final 10 min. a 72 °C

Al final, se realiz6 un gel de agarosa 0.9% y se corrieron 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, se utilizé la misma técnica descrita en

el protocolo de DNA total y plasmidico.
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< EXTRACCION,

BACTERIANA

A partir de la extraccion

AISLAMIENTO

DETERMINACION DE MORFOLOGIA

realizada a dos muestreos de filete de sierra

(Scomberomorus maculatus), comprados en la tienda de autoservicio Wal-Mart, se

aislaron un total de 120 colonias, las cuales fueron obtenidas de la siembra en los

medios selectivos: Mac Conkey, ENDO y Agar violeta cristal-rojo neutro-bilis. La

morfologia colonial que presentaron en los distintos medios, se resume en la tabla 9.

Tabla 9. Morfologia macroscépica

# DE
MEDIO DE CULTIVO COLONIAS MORFOLOGIA COLONIAL
AISLADAS

- colonias rojas, brilantes, planas y de
Mac Conkey 50 aprox!madamente 2mm de diametro.

- colonias rosas, opacas y de

aproximadamente 1mm de diametro.

- colonias de color roja, puntiformes.

- colonias de color roja, brillantes y de
ENDO 48 aproximadamente 1mm de diametro.

Ambos tipos de colonias eran lactosa positivo

- colonias de color rosa muy tenue,
Agar violeta cristal- opacas y puntiformes.
rojo neutro-bilis 22 - colonias blancas con centro de color

(RVBA)

rosa-rojo, planas, brilantes y de
aproximadamente 1mm de diametro.

Tabla 9. Tabla en donde se muestra la morfologia macroscopica de las 120 colonias aisladas a partir de dos

muestras de filete de sierra.
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La morfologia microscépica observada de las cepas aisladas después de realizada
la tincién de gram fue, en su totalidad bacilos cortos, de extremos redondos, gram-
negativos, en su mayoria se confundian con cocos pues eran demasiados cortos, a
esta forma se le denomina cocobacilos; en algunas colonias se pudieron observar
ciertos bacilos que se encontraban agrupados en grupos de hasta 10 bacilos, en
otras colonias unas cuantos bacilos se encontraban en pares, pero en su mayoria

los bacilos no tenian agrupacion.

A estas cepas, ya aisladas, se les dieron distintas claves para poder diferenciarlas,
fueron numeradas al azar y se les puso una inicial dependiendo del medio de
donde fueron aisladas, para las provenientes de agar ENDO se las identificé con
una E (#E); a las procedentes de agar Mac Conkey se le marcé con una My un uno
o un dos, ya que se tomaron de dos cajas distintas (# M(1) o #M(2)); por ultimo a las

aisladas del medio RVBA se les marc6 con una R (#R)

< RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Las 120 cepas aisladas se sometieron a pruebas de sensibilidad con un total de 30
antibiéticos, los cuales fueron; amikacina, amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina, azitromicina, aztreonam, bacitracina, carbenicilina,
cefalotina, cefazolina, cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona,

cloranfenicol, cotrimoxazol, gentamicina, imipenem, kanamicina, lincomicina, nal-
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quinolonas, netiimicina, nitrofurantoina, pefloxacina, penicilina, sulfametoxazol,

tetraciclina, ticarcilina, ticarcilina/acido clavulanico, tobramicina.

El resultado de las pruebas de sensibiidad indicaron que, 31 cepas de las 120
aisladas, fueron resistentes a cinco o mas antibidticos; mientras que el resto (89
cepas) solo fue resistente a 1 o hasta 4 antimicrobianos. Los porcentajes que

representa cada caso se muestra en la figura 7.

Figura 7. Gréafica del porcentaje de resistencia a antibidticos de las cepas aisladas

Figura 7. Grafica en el que se muestra el porcentaje de cepas que fueron resistentes a 5 0 mas antibiéticos, asi
como aquellas que fueron resistentes a menos de 5; de un total de 120 cepas.
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Con base en estos resultados, se definid (para este trabajo) que una cepa que

fuera resistente a por lo menos cinco antibidticos se consideraria como una

bacteria multiresistente.

De los 30 antibi6ticos probados, resulté que el maximo de resistencia se dio a 16,

mostrandose en la figura 8 la relacidon entre el porcentaje de cepas multiresistentes

de acuerdo al numero de antibiéticos al que fueron resistentes, desde 5 hasta 16.*

Figura 8. Grafica del porcentaje de resistencia de las cepas multiresistentes por
numero de antibiético

16.13% 3.22% (5)

3.22% (16) 3.22% (6)

22.59%
(12)

3.22% (8)

6.45% (7)

3.22% (13)

12.90% (9
16.13% ©)

(11)

9.68% (10)

Figura 8. Grafica de los porcentajes de resistencia que presentaron las cepas, a la menor y mayor cantidad de
antibiéticos a los que fueron multiresistentes.

*Los resultados de las pruebas de sensibiidad de cada cepa a cada uno de los 30 antibiéticos se describe
detalladamente en la tabla 10.
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Tabla 10. Resultado de las pruebas de sensibilidad de las 31 cepas multiresistentes.

ANTIBIOTICO

CEPA

Amikacina
(amk)

Amoxicilina
(amo)

Amoxicilina / &cido
clavulanico (amc)

Ampicilina
(@m)

Azitromicina
(azm)

Aztreonam
(atm)

Bacitracina

(ta)

Carbenicilina
(cb)

Cefalotina

(cf)

Cefazolina

(c2)

1E

2E

3E

4E

5E

6E

7€

8E

4R

6R

9R

11R

12R

13R

15R

16R

18R

19R

20R

21R

22R

23R

24R

4M(1)

5M(1)

8M(1)

9IM(1)

11M(1)

15M(1)

16M(1)

| O|IPO(P|P | P H| PP (P|P| P PP PP PP PP PP P H PP PP 0O | D

12M(2)

IO OIO O OGP | P | |P | 0|0 | (D OCIOGCIO| OV|P|P|(P|P|P|(P|P|P|P|DP

H | O [ H | D (O H | H DO |0 H| H [ H|D H [ H | H[H|H[H|H [ H | 5 (A [ H (A |5 (A | S5 S5 (S

H | O O | DD H OO DD OO PP H OH DD O P OHH H O H H OB H|D

D I HH HH H HH |00 |00 |0 |00 |0 |0 | P H| H H | D0 (0|0 (0|00 |0 |0 |0

|IP|IPO|PO|P|P|PO|P| PP | P HH HHHH|D|P P H |0 PP |0 | P[P0 |P|P O

Dl oo ool OIOCIOIR|IAH T OCIOHI OO OIO|H HIH| HIH|H | H

| PO |IP| PP |P|P|P|(P(P|P|P(P(P|P|P(P(P|P|P| PP |P|P(PP|P|PD(PP|D

H OOl o ol b H| H || |0 |0 |0 |0 |0 |P[P|P|PD H| O H | H | O |P|(P|P0 |0 |00

R

O |P |0 |0 |0 |P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P| H|D|DPD|D

(continda)

Tabla 10. En esta tabla se presenta la respuesta de cada una de las 31 cepas multiresistentes a los 30 antibiéticos probados. Las
letras usadas representan R = resistentes, | = intermedias,
para diferencia la respuesta de cada cepa a los distintos antibioticos.

>

, S = susceptible. Los colores usados son
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Tabla 10. Resultado de las pruebas de sensibilidad de las 31 cepas multiresistentes
continuacion)

ANTIBIOTICO

CEPA

Cefoperazona
(cfp)

Cefotaxima
(ctx)

Ceftazidima
(caz)

Ceftriaxona
(cro)

Cloranfenicol

(ch

Cotrimoxazol
(tsu)

Gentamicina
(ge)

Imipenem
(>imi)

Kanamicina
(ka)

Lincomicina

L

1E

2E

3E

4E

DD | H|H|H

5E

=
(0}

6E

7E

8E

4R

6R

9R

11R

12R

V(P (H| D IH[O|O]|O®O

13R

=
[0}

15R

16R

18R

19R

20R

21R

22R

23R

24R

W P[P H|D|P|(P|D|0

4M(1)

=
(0}

5M(1)

8M(1)

9IM(1)

11M(1)

15M(1)

16M(1)

12M(2)

H | D[ D | PP HH HHH O H HH HHHHAH A AR HOHH[HAH | H[H|H | H|[H | H[H

H iH[H|H|O[O|®

ool |H | H OH| H| HIH H|HHHAH OCOH OC|O[O[O|H|O|[H]|H

ool OLlOlOLIOLIOIOIOIOIOIOIO|IO| O] O[O | 0O |0O|©

Ol O OO O O O | D O[T OIOIOOIOIOIOO O[O |0 |H

ool OlLOIOIOIOIOILOIOIOIOIOIOIO|IO[ O] O] O |00 |O0

DO | H |0 | P (H | D |0 | P (H|D H| DD |P |0 | PP |P|P|P(P|P|P|P(P|P|DP PP D

ool ODLO|LOIOIOIOLOIOIOIOIOIOIO|IO|IO O] O] O | 0|00

H H I H | H H H H O HH | H [ HH H(H | H A H | H A SO0 (- D 00| DR

PP |P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P|P| PP P P|P|P|P|RP| P P|P|P| PP

(continta)

Tabla 10. En esta tabla se presenta la respuesta de cada una de las 31 cepas multiresistentes a los 30 antibioticos probados. Las
letras usadas representan R = resistentes, | = intermedias,
para diferencia la respuesta de cada cepa a los distintos antibiéticos.

>

, S = susceptible. Los colores usados son

119




Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Tabla 10. Resultado de las pruebas de sensibilidad de las 31 cepas multiresistentes
(continuacion)

ANTIBIOTICO

CEPA

Nal-
quinolona
(nal)

Netilmicina
(net)

Nitrofurantoina

(nf)

Pefloxacina
(pef)

Penicilina
(pe)

Sulfametoxazol
(stx)

Tetraciclina
(tet)

Ticarcilina
(Tic)

Ticarcilina / acido
clavulanico (tim)

Tobramicina
(tob)

1E

S

2E

3E

4E

5E

6E

7E

8E

4R

6R

9R

11R

12R

13R

15R

16R

18R

19R

20R

21R

22R

23R

24R

4M(1)

5M(1)

8M(1)

IM(1)

11M(1)

15M(1)

16M(1)

12M(2)

ool O OB O O OLLOLILOLLOLIOIOIOIOIO|IO| O | O|O|O

H O | | O O|ZDIH OIHIOKH| H| RO HOOO OHIHOOHR[O | |©D(H|H

Ol 0l ik OO OIOCIOIOCIO  OGCDIDIOIH|O| D[ O|0O D

ODfHH OO OH | HAH[HH HRHHO O OH H|OO[O | OO H O[O [(H]|O |0 |[H|H

D IHIH HH HH W0 |0 |00 |00 |00 |0 HH| H(H | D |0 |0 |00 | 0|0 | P |0 |0

PO OO0 O OO0 |0 | H OGO | 0|00

(€ T I T I N I T I I I I ¢ I ¢ ¢ T 0 T T ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ O - ¢ O ¢ O .~ ¢ O ¥ O VA N VA N V) N e B B ) B )

H H HHH H D H (D HH|DH (O HHHH (0|0 |0 H (0|0 |0 (P (0|0 PP P

H |0 |H |0 |H |0 [0 |0 H OO O[O HKH[O O[O [OL[OL[OLOGmMO;mMFEOLFA O FA[FH"(A)

w0 |60 v (0 |6 [ v |»n (#0000 || [P H (PO | O|OO|©HH|DH O

Tabla 10. En esta tabla se presenta la respuesta de cada una de las 31 cepas multiresistentes a los 30 antibidticos probados. Las
letras usadas representan R = resistentes, | = intermedias
para diferencia la respuesta de cada cepa a los distintos antibioticos.

>

, S = susceptible. Los colores usados son

120




Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Al analizar la resistencia que tuvo cada cepa a determinado numero de

antibidticos, se pudo determinar la diferencia que habia entre uno y otro, es decir,

la resistencia a lincomicina no representa el mismo porcentaje que para

tobramicina, etc. En la figura 9 se representan los porcentajes de resistencia hacia

cada uno de los antibi6ticos probados por parte las 31 cepas multiresistentes

aisladas; y en la tabla 11 se muestran estos porcentajes.

Figura 9. Grafica del porcentaje de colonias resistentes a cada antibiético
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En la figura 9 se presenta una grafica que muestra el porcentaje de resistencia que se presenté hacia cada uno de
los antibidticos usados por parte de las cepas multiresistentes. Las iniciales usadas en cada barra corresponden a:
AMK=amikacina, AMO=amoxiciina, AMC=amoxicilina/acido clavulanico, AM=ampicilina, AZM=azitromicina,
ATM=aztreonam, TA=bacitracina, CB=carbeniciina, CF=cefalotina, CZ=cefazolina, CFP=cefoperazona,
CTX=cefotaxima, CAZ=ceftazidima, CRO=ceftriaxona, Cl=cloranfenicol, TSU=cotrimoxazol, GE=gentamicina,
IMI=imipenem, K=kanamicina, L=lincomicina, NAL=nal-quinolonas, NET=netiimicina, NF=nitrofurantoina,
PEF=pefloxacina, PE=penicilina, STX=sulfametoxazol, TET=tetraciclina, TIC=ticarcilina, TIM=ticarcilina/acido
clavulanico, TOB=tobramicina.

121



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Tabla 11. Porcentajes de resistencia a cada antibiético

< % DE < % DE
ANTIBIOTICO RESISTENCIA ANTIBIOTICO RESISTENCIA
Amikacina 67.74 Cotrimoxazol 0
Amoxocilina 22.358 Gentamicina 87.1
Amoxicilina/
dcido 38.71 Imipenem 0
clavuldnico
Ampicilina 67.74 Kanamicina 25.81
Azitromicina 74.19 Lincomicina 100
Aztreonam 3.22 Nal-quinolon 0
Bacitrcina 100 Netilmicina 22.58
Carbenicilina 29.03 Nitrofurantoina 16.13
Cefalotina 58.06 Pefloxacina 0
Cefazolina 93.55 Penicilina 64.52
Cefoperazona 83.87 Sulfametoxa 3.22
Cefotaxima 32.26 Tetraciclina 6.45
Ceftazidima 0 Ticarcilina 51.61
Ceftriaxona 3.22 Ticarcilinfn{dcido 0
clavulanico
Cloranfenicol 16.13 Tobramicina 32.26

Tabla 11. En esta tabla se presentan los porcentajes de resistencia de las 31 cepas milturesistentes aisladas, frente a
cada uno de los 30 antibi6ticos probados. En negritas se marcaron aquellos antibiéticos a los que mas del 50% de
las cepas presentaron resistencia

De esta relaciéon se pudo ver que las familias de antibiéticos a las que las cepas

(més de 50%) presentaron mayor frecuencia de resistencia, pertenecen a los

aminoglucdsidos (amikacina y gentamicina), las cefalosporinas (cefalotina,
cefazolina y cefoperazona), macrdlidos (azitromicina y lincomicina), penicilinas
(ampicilina, penicilina y ticarcilina) y péptidos (bacitracina). El mecanismo de
accion de cada una es: la bacitracina interfiere con el proceso de formacién del

polimero lineal de péptidoglucano; las penicilinas se fijan al centro activo de la
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enzima transpeptidasa, evitando el entrecruzamiento de las cadenas de

peptidoglucano, la cefalosporinas actuan del mismo modo que las penicilinas; los

macrolidos y aminoglucosidos se fijan irreversiblemente a la subunidad 30S de los

ribosomas e inhiben la sintesis protéica en distintos puntos.

R/

% IDENTIFICACION BIOQUIMICA

R/

Para poder hacer una identificacién presuntiva del tipo de microorganismos con los
que se trabajo, las cepas multiresistentes aisladas fueron sometidas a identificacion

bioquimica. Los resultados de cada una de las pruebas se muestran en la tabla 12.
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Tabla 12. Resultados de pruebas de identificacién bioquimica

PRUEBA Oxidasa | Citrato Oxic'l?/Fermen- Urea Catalasa Movilidad v/pP Redf:ccién Indol
CEPA tacion glucosa de nitratos
1E *) () F ) *) () ) *) )
2E *) () F () *) () () *) ()
3E *) () F ) *) (=) HaS +++ ) *) )
4E *) () F ) *) (=) HaS +++ ) *) )
5E () (+)* F () () (=) HaS ++++ () () )
6E *) () F ) *) () HaS ++ *) *) )
7E *) () F () *) () HaS ++ ) *) @)
8E *) *)* F @ *) () @ *) @
4R *) () F ) *) ) ) *) )
6R *) () F () *) () *) *) )
9R *) () F ) *) ) *) *) )
11R *) () F () *) () ) *) )
12R *) *)* F () *) () *) *) @
13R *) () F ) *) ) (@) *) ()
15R *) () F ) *) () *) *) )
16R *) *)* F @ *) ) *) *) @
18R *) () F ) *) () () *) ()
19R *) ) F () *) () *) *) )
20R *) () F ) *) ) @) *) ()
21R *) () F () *) () *) *) )
22R *) (*)* F ) (+) muy poco ) () *) )
23R *) () F (@] (+)muy poco ) () *) )
24R *) () F ) (+) muy poco ) ) ) ()
4Mm(1) *) ()* F ) (+) muy poco ) () *) ()
5M(1) *) () F () *) () *) *) ()
am(1) *) () F ) *) () () *) ()
om(1) *) () F ) *) ) ) *) )
11m(1) *) (=) F ) *) () ) *) ()
15M(1) *) *)* F ) *) ) () *) @
16M(1) *) () F ) *) ) *) *) @
12M(2) (*) () F () (*) () (*) (*) ()

Tabla 12. En esta tabla se presentan las reacciones que tuvieron las cepas como respuesta a las pruebas
bioquimicas que se les realizaron. La nomenclatura usada en cada caso es (+) = reaccion positiva; (+)* = reaccion
positiva con crecimiento bacteriano; (-) = reaccidn negativa; H.S = produccion de &acido sulfhidrico; F =
metabolismo fermentativo
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Tabla 12. Resultados de pruebas de identificacidn bioquimica (continuacién)

PRUEBA Agar Kingler Fermentacién de carbohidratos
CEPA Dextrina | Galactosa | Inositol | Maltosa | Manitol | Sacarosa | Salicina | Sorbitol Xilosa
1E Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
2E 24h A/A 48h Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
3E Alc/A (c/gas) HzS Alc A Alc A A A A A A
4E Alc/A (c/gas) H.S Alc A Alc A A A A A A
5E Alc/A (c/gas) H.S Alc A Ale A A A A A A
6E Alc/A (c/poco gas) H.S Alc A Alc A A A A A A
7E Alc/A (c/ mucho gas) Hz2S Alc A Ale A A A A A A
8E Alc/A (c/gas) Alc A Ale A A A A A A
4R Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
6R Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
9R ;:Sh) A/A 48h Alc/A (c/mucho Alc A Ale A A A A A A
1R ;:; A/A 48h Alc/A (c/mucho Alc A Ale A A A A A A
12R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
13R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A Alc A A A
15R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A Alc A A A
16R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
18R Alc/A (c/gas) Alc A Ale A A A A A A
19R Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
20R Alc/A (c/poco gas) Alc A Alc A A A A A A
21R Alc/A (c/qgas) Alc A Ale A A A A A A
22R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
23R Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
24R Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A A A A A
4M(1) | Alc/A (c/poco gas) Alc A Alc A A A A A A
5M(1) Alc/A (¢/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
8M(1) Alc/A (c/gas) Alc A Alc A A Alc A A A
9M(1) | A/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
11M(1) | Alc/A (c/gas) Alc A Ale A A Alc A A A
15M(1) | A/A (c/gas) Alc A Alc A A Alc A A A
16M(1) | Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A
12M(2) | Alc/A (c/mucho gas) Alc A Alc A A A A A A

>

Tabla 12 (continuacion). En la continuacion de la tabla la nomenclatura usada en cada caso es; Alc/A = fondo del
tubo acido y pico de flauta acido (fermentacién de glucosa); A/A = fondo del tubo acido y pico de flauta acido
(fermentacioén de lactosa); Alc = respuesta alcalina; A = respuesta acida
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Las reacciones presentadas en cada una de las pruebas permiten decir

presuntivamente gue los microorganismos presentes en las muestras de filete de

sierra (Scomberomorus maculatus) pertenecen al género Aeromonas, siendo de especial

interés la identificacion de este microorganismo en la muestra ya que forma parte
de la flora normal del pescado (Frazier and Westhoff, 2003), ademas de ser un
microorganismo autéctono de ambientes acuaticos. Algunas de las reacciones
gue presenta este género bacteriano al someterlo a un mayor nimero de pruebas

de identificacion, asi como otra informacion relevante son descritas en el anexo 7.

< DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL INTEGRON TIPO 1.

Se realiz6 la extraccion de DNA total de cada una de las 31 cepas multiresistentes,
ademas de la extraccion de DNA plasmidico de algunas de estas cepas, para
determinar la posible presencia del integrén tipo 1, por medio de la técnica de
PCR. Para la realizacion de esta técnica se usaron dos primers especificos para el
integréon tipo 1, uno de ellos es denominado sull-B y posee la secuencia de
nucledtidos 5° GCA AGG CGG AAA CCC GCG CcC 3, el otro primer es int-F el cual

posee la secuencia 5’ GGC ATC CAA GCA GCA AGC3.

Los productos obtenidos con esta técnica fueron analizados en geles de agarosa,
los cuales se presentan a continuacion, tanto para DNA total como para DNA

plasmidico.
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Figura 10. Gel con productos de amplificacion de DNA total.

1 2 3 4 5 6

9. 4 kb
6.7 kb
4 4 kb

2.3 kb
2.0 kb

0.5& kb

En la figura 10 se presentan los productos de PCR de DNA total, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de pesos
moleculares L. 2) Cepa 4R. 3) Cepa 20R. 4) Cepa 4M (1). 5) Cepa 5M (1). 6) Cepa 9M (1).

Figura 11. Gel con productos de amplificacion de DNA total.

9.4 kb
6.7 kb
4.4 kb

2.3 kb
2.0 kb

0.56 kb

En la figura 11 se presentan los productos de PCR de DNA total, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de pesos
moleculares A. 3) Cepa 1E. 4) Cepa 3E. 5) Cepa 4E. 6) Cepa 5E. 7) Cepa 6R. 8) Cepa 9R.
127
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Figura 12. Gel con productos de amplificacion de DNA total.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213

9. 4 kb
5. 7 kb
4. 4 kb

2.3 kb
2.0 kb

0.56 kb

En la figura 12 se presentan los productos de PCR de DNA total, de las muestras: Carriles: 1) Cepa 2E. 2) Cepa 6E. 3)
Cepa 12R. 4) Cepa 13R. 5) Cepa 15R. 6) Cepa 16R. 7) Control negativo. 8) Marcador de pesos moleculares i. 9)
Cepa 18R. 10) Cepa 19R. 11) Control positivo. 12) Cepa 20R. 13) Cepa 21R.

Figura 13. Gel con productos de amplificaciéon de DNA total.

1 2 3 4 5 6 7

92 4 kb
6. 7 kb

En la figura 13 se presentan los productos de PCR de DNA total, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de pesos
moleculares A. 2) Control negativo. 3) Cepa 11M (1). 4) Cepa 11R. 5) Cepa 23R. 6) Cepa 24R. 7) Cepa 7E.
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Figura 14. Gel con productos de amplificacion de DNA total.

1 2 3 4 5 6

056 kb

En la figura 14 se presentan los productos de PCR de DNA total, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de pesos
moleculares 1. 2) Cepa 8M (1). 3) Cepa 12M (2). 4) Cepa 15M (1). 5) Cepa 16M (1). 6) Cepa 8E.

Figura 15. Gel con productos de amplificacion de DNA plasmidico.

1 2 3 4 5 6 7
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2. 3kb
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En la figura 15 se presentan los productos de PCR de DNA plasmidico, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de
pesos moleculares L. 2) Cepa 24R. 3) Cepa 9M (1). 4) Cepa 4M (1). 5) Cepa 22R. 6) Cepa 6E. 7) Cepa 7R.
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Figura 16. Gel con productos de amplificaciéon de DNA plasmidico.

1 2 3 4 5 6 7

En la figura 16 se presentan los productos de PCR de DNA plasmidico, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de
pesos moleculares . 2) Cepa 1E. 3) Cepa 4E. 4) Cepa 8E. 5) Cepa 6R. 6) Cepa 11R. 7) Cepa 12R.

Figural7. Gel con productos de amplificacion de DNA plasmidico.
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En la figura 17 se presentan los productos de PCR de DNA plasmidico, de las muestras: Carriles: 1) Marcador de
pesos moleculares A. 2) Cepa 18R. 3) Cepa 20R. 4) Cepa 21R. 5) Cepa 2E. 6) Cepa 3E.
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Se pudieron observar una serie de bandas en los distintos geles con los resultados
de la amplificaciéon de DNA total. En algunos casos se obtuvo mas de una banda
en una solo muestra, aunque algunas de esas bandas eran mas tenues que otras,
como en el caso de la cepa 1E (presente en la figura 13, carril 3) donde hay 6
bandas que podrian indicar una posible presencia de integrones tipo 1 de distintos
tamafos en una sola cepa. Cuando se presentan bandas muy tenues casi a la
misma distancia en las diferentes amplificaciones, se consideraron como una
amplificaciéon inespecifica de la enzima Taq polimerasa, ya que puede existir una
secuencia muy parecida que complementa parcialmente a los primers utilizados
en la muestra de DNA y que esta enzima polimeriz4; unas vez determinado ésto,
solo se consideraron como bandas que sugieren la presencia de integrén tipo 1,
aquellas bien definidas que se distinguian perfectamente y que ademas al calcular

su peso molecular, éste fuese diferente entre ambas bandas.

Para determinar el tamafo del DNA de cada una de las bandas presentes en las
diferentes cepas, se realizd en primer lugar, la medicion de las distancias de
migracion de cada uno de los fragmentos del fago A, cortado con Hind lll, que fue
usado como marcador de pesos moleculares, esta medida se realiza desde la
parte baja del pocillo hasta el borde inferior de la banda correspondiente; con este
dato se realiz6 una grafica semilogaritmica del peso molecular vs la distancia de
migracion de la banda y con ayuda de una regresion, se interpolaron los datos de
las distancias recorridas por cada uno de los fragmentos presentes en las cepas

correspondientes, obteniéndose el peso molecular de la(s) banda(s) de interés.
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Para ilustrar este procedimiento, se tomara parte de uno de los geles, y se

sefialaran en la figura 18 cada uno de las medidas que se utiliza de éste.

Figura 18. Mediciones de un gel para determinar
el peso molecular de una muestra

Marcador de
peso molecular

*)

Distancia de
migracion

maxima de las
bandas de A

Figura 18. Ejemplo de los puntos de donde se toman las mediciones de un gel de PCR
para la determinacion del peso molecular de un producto de PCR.
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Y usando como ejemplo para calculos la figura 12, se tienen los siguientes datos*:

Tabla 13. Datos de la figura 12

Peso molecular Distancia de
de A (kb) migracion de A
(mm)
9.4 11
6.7 13
4.4 14
2.3 21
2.0 23
0.56 38

Distancia de migracion del colorante 51 mm
Graficando estos datos con ayuda del programa Origin 7.5 se obtiene la siguiente

grafica:

Figura 19. Grafica de Peso molecular vs. Distancia de migracion
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Con ayuda de una curva lineal, que se describe con la féormula y = mx + b, en

donde y es el peso molecular (PM), y x es la distancia de migracién de la banda

(mm), se calculan los pesos moleculares de las bandas presentes en las muestras

(Ver apéndice).

El tamafo de los productos del PCR obtenidos con los primers int-F y sull-B

presentes en |los diferentes geles se presentan en las siguientes tablas.

Tabla 14. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 12.

Distancia de Tamafio del
|_migracion (mm) amplicén (pb)
53 302
42 694
39 870
32 1477

Tabla 15. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 13.

Distancia de Tamario del
|_migracion (mm) amplicén (pb)

39 262

37 325

35 402

34 448

32 555

27 947

25 1173

23 1452

20 2002
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Tabla 16. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 14.

Distancia de Tamarfio del
|_migracién (mm) amplicén (pb)
41 368
32 902
30 1102
24 2005

Tabla 17. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 15.

Distancia de Tamafio del -
migracion (mm) amplicon (pb)
46 240
33 872

Tabla 18. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 16.

Distancia de Tamarfio del
| migracion (mm) amplicon (pb)
42 297
35 671
33 847

Tabla 19. Pesos moleculares de las bandas presentes en la Figura 19.

Distancia de Tamafio del
migraciéon (mm) amplicén (pb)
40 385

En la tabla 20 se enlistan las cepas multiresistentes aisladas junto con los amplicones
presentes en el DNA cromosomico de cada uno de ellos, es decir el tamafio y

numero de amplicones obtenidos en cada una.

135



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon

tipo 1

Tabla 20. Relacion de los pesos moleculares de los productos de PCR obtenidos del

DNA cromosémico

Distancia de PM de la
CEPA migracion (mm) || banda (pb)
20 2002
25 1173
1E 27 947
32
35 402
39
24 2005
2E 30 1102
32 902
41 368
20 2002
3E 23
37
20 2002
4E 25 1173
27 947
20
5E 23
37
30 1102
6E 32 902
41 368
7E NO TUVOBANDAS
8E NO TUVO BANDAS
39 870
4R 42 694
53
-
34 448
o s | e |
1R s | o0 |

Distancia de PM de la
CEPA migracion (mm) || banda (pb)
24 2005
16R 30 1102
32 902
41 368
30 1102
18R 32 902
41 368
19R 32 902
41 368
30 1102
20R 32 902
41 368
24 2005
21R 30 1102
32 902
41 368
39 870
22R 42 694
53
23R 33 872
24R 33 872
39
aM(1) 42
53
5M(1) 42
53
8M(1) 42
32
IM(1) 39
42
53

(continta)
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Tabla 20. Relacion de los pesos moleculares de los productos de PCR obtenidos del

DNA cromosémico (continuacion)

pistanciade | PM de la pistanciade || PM de la
CEPA migracisn (mm) || banda (pb) CEPA migracisn (mm) || banda (pb)

24 2005 11M(D) 46 240
12R 30 1102 15M(1) 35 671

32 902 42 297

41 368 33 847
13R 24 2005 16M(L) 35 671

41 368 42 297

24 2005 33 847
15R 30 1102 12M(2) 35

32 902 42 297

41 368

Tabla 20. En esta tabla se muestran los tamafos y cantidades de todos los amplicones identificados en cada una
de las 31 cepas multiresistentes. Los colores en las celdas indican aquellos amplicones que tuvieron pesos
moleculares similares.

El resultado del PCR observado en los geles corridos es de un total de 29 cepas
aparentemente portadoras de integréon tipo 1 en el DNA total cromosémico. El
tamafo de los amplicones va desde 2005 hasta 240 pb, pudiéndose identificar de
esta manera 23 secuencias diferentes, pero como algunos de ellos tienen pesos
moleculares similares se promediaron los pesos de los amplicones que se parecian
entre si. De esta manera se determind tentativamente que solo hay presentes en las

cepas de Aeromonas spp. 9 integrones diferentes, mostrandose en la tabla 21 como

se agruparon estos integrones, asi como los tamafios de sus secuencias

amplificadas.
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Tabla 21. Pesos moleculares de las secuencias de integrones ya agrupados

Peso molecular de las
Peso molecular de los . )
21 integrones (pb) secuencias de integrones, ya
agrupados (pb)
240
264
297 276
303
325
368
384 370
402
448 448
555 555
671
694 682
847
871 863
872
903
947 925
1102
1173 1137
1452
1478 1465
2002
2005 2003

Con estos resultados se establecié que la posible distribuciéon de los integrones en
las distintas cepas fue:
¢ |a mayor cantidad aparente de integrones lo tuvo la cepa 1E, ya que
presenta 5 distintos amplicones
o las cepas 2E, 12R, 15R, 16R y 21R tuvieron las misma cantidad de integrones
(4), asi como el mismo tamafio de cada uno (2003, 1137, 863 y 370 pb). La
cepa 9 M(1) también tiene la misma cantidad de integrones, pero difieren
en el tamafo tres de ellos (1465, 863, 682 y 276 pb).
e las cepas 3E y 5E aparentemente tiene 3 integrones diferentes (2003, 1465 y

276 pb), al igual que la cepa 4E, difriendo en dos amplicones (2003, 1137 y
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863 pb); 6E, 18R y 20R poseen la misma cantidad de integrones (1137, 863 y
370 pb); por dltimo, las cepas 4R, 22R, 4M(1), 16M(1) y 12M(2) parecen portar
también 3 integrones distintos (863, 682 y 276 pb).
e En 6R, 13R, 19R, 5M(1), y 15M(1) fueron identificados 2 integrones diferentes,
contenidos en su DNA cromosémico con los siguientes pesos: 863 y 448 pb;
2003 y 370 pb; 863y 370 pb; 682y 276 pb, respectivamente.
¢ El minimo de integrones identificados dentro de una cepa fue de uno, siendo
estas cepas: 9R, 11R, 8M(1) y 11M(1), con posibles amplicones de 276 pb,

ademas de 23R y 24R con amplicones de 863 pb.

Solo una de las 17 cepas elegidas al azar, a las que se les realizd extraccion de DNA

plasmidico mostr6 ser portadora de integrén tipo 1 en plasmido. Dicha cepa es la

2E y el tamafio del aparente integréon es de 370 pb.
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VIII.DISCUSION

Las muestras de filete de sierra (Scomberomorus maculatus) que fueron adquiridas en
la tienda de autoservicio Wal-Mart para este estudio provienen, al igual que la
mayoria del pescado fresco destinado para consumo en el Distrito Federal, del
Golfo de México. El pescado llega desde las costas a centros de distribuciébn como
el mercado de la Viga y de aqui es llevado a mercados populares, supermercados,
etc., por lo que es necesario mantenerlo bajo refrigeraciobn para conservarlo
durante su transportacion y almacenamiento. El tiempo que transcurre desde la
captura, adquisicion y consumo del pescado puede ser mayor a una semana,
tiempo en el que sus caracteristicas organolépticas deben conservarse. Es por ello
que se cree probable que se haga uso de antibidéticos (desde el lugar de captura)
para eliminar o controlar el crecimiento de las bacterias que pudieran alterar la

calidad del producto.

No se puede afirmar que se haga uso de algun antibiético para la preservacion del
pescado en nuestro pais, ya que la normatividad que regula la calidad del
pescado, especificamente para este estudio la Norma Oficial Mexicana NOM-027-
SSA1-1993 referente a pescados frescos-refrigerados y congelados, no hace
mencion de algun limite o especificacion para algun antibiético. Las definiciones
gue podria ser de interes para este estudio son, en primer lugar, la definicion de

pescado: Pescado fresco-refrigerado, producto alimenticio de especies
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comestibles, sometido previamente a limpieza, con o sin evisceracion, cuyo
tratamiento de conservacion es la refrigeracion o el enhielado para mantener sus
caracteristicas sensoriales; otra definicion de interés es la de aditivo: Aditivo para
alimentos, aquellas sustancias que se adicionan directamente a los alimentos y
bebidas, durante su elaboracion para proporcionar o intensificar aroma, color o
sabor; para mejorar su estabilidad o para su conservacion. Los aditivos alimentarios
permitidos para los pescados congelados, son los siguientes:

- Antioxidantes: ascorbato de potasio y ascorbato de sodio en una cantidad no
mayor de 1g/kg expresado como el acido.

- Retenedores de humedad: fosfato tribasico de calcio, polifosfato tetrapotasico,
pirofosfato tetrasédico, polifosfato de sodio, fosfato monopotasico, fosfato
monosodico, trifosfato pentapotasico y trifosfato de sodio; en una cantidad no

mayor de 5 g/kg expresado como P205 (pentdxido de fésforo).

Como bien se puede observar, en las definiciones que maneja la Norma Mexicana,
jamas se hace uso del concepto de antibidtico, lo que sugeriria que no se hace uso
de antimicrobianos en el pescado capturado y distribuido para consumo en
nuestro pais, aunque existe cierta incertidumbre respecto a esto ya que no se
especifica la forma de limpieza del pescado, es decir, si se aplica algun limpiador o
algin método de limpieza para la eliminacion de bacterias y/o suciedad; ademas
de que solo se presentan los conservadores permitidos en el pescado congelado
pero no para la conservacion del pescado fresco. Aunado a estos puntos se tienen
datos de que en paises como Estados Unidos y Canada se permite el uso de

antimicrobianos en este alimento y como bien se sabe muchas de las normas de

=
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salud que se manejan en nuestro pais, desafortunadamente son copias y/o
adaptaciones de normas o regulaciones de otros paises, que llegan a ser mal
adaptadas, por lo que ciertos puntos potencialmente criticos son omitidos o bien
eliminados.

Es por todo esto que muy probable que exista el uso de antibiéticos en el pescado
consumido en nuestro pais y especificamente en el pescado que se consume en el

Distrito Federal y ello no se encuentra regulado.

En este estudio se encontré que un porcentaje importante de bacterias presentes
en muestras de filete de sierra (Scomberomorus maculatus), mas de una cuarta parte
de las colonias aisladas, eran multiresistentes a antibiéticos, aunque es importante
mencionar que todas las cepas aisladas de este alimento fueron resistentes a por lo
menos un antimicrobiano, o que puede ser un indicativo de que algunos
microorganismos que se encuentran en la carne de pescado (como en este caso)

tienen una resistencia intrinseca a determinados antibiéticos.

Aunque no se determind el porcentaje de resistencia intermedia que presentaron
las cepas probadas, el hecho de que se tuviera dicha respuesta a cierto(s)
antibiético(s) puede ser un indicativo de que estos microorganismos pueden llegar
a alcanzar una resistencia “completa” a esos antimicrobianos, como consecuencia
de ciertos factores que lo favorezcan, como la presencia constante del antibiético
en su medio de desarrollo o por algin cambio genético en estas bacterias. Esto las

puede convertir en un peligro potencial para la salud en caso de ingesta, por lo
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gue no hay que minimizar la resistencia intermedia que pudiesen presentar las

bacterias.

Al revisar a qué antibi6ticos fueron multiresistentes las bacterias de trabajo, se pudo
determinar que el mayor porcentaje de resistencia se observé en antibi6ticos que
actuan a nivel de pared celular y al nivel ribosomal; aunque caben destacar
algunas diferencias importantes en los antibiéticos a los que fueron resistentes
ciertas cepas,; por ejemplo, dos de las 31 cepas fueron resistentes a tetraciclina (6R
y 12R); y cinco a cloranfenicol (12R, 13R, 15R, 18R y 20R). Estas diferencias son de
especial interés porque la tetraciclina y el cloranfenicol son antimicrobianos usados
en la conservacion del pescado, ademas la amoxicilina, ampicilina y lincomicina
son antibiéticos que forman parte de la lista de antimicrobianos usados en la
acuicultura mundial, para prevenir enfermedades en |0s peces y con esto evitar

pérdidas econdémicas.

Estos resultados nos hablan de que el pescado contiene este tipo de bacterias
resistentes a los antibiéticos mencionados, debido a una “presion selectiva”
ejercida por la presencia de antimicrobianos en el ambiente en el cual se estan
desarrollando estos microorganismos. La presencia de antimicrobianos en el mar
que pueden inducir y causar la resistencia microbiana a los antibidticos en el
pescado puede ser resultado de varios factores. Uno de ellos se refiere al intenso
desecho de “basura farmacéutica” hacia el mar que lleva al surgimiento y
mantenimiento de bacterias resistentes a antibiéticos en aguas costeras, reportado

por algunos autores (Peele et al., 1981; Grimes et al.,, 1984), posiblemente por
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cambios genéticos y que podrian encontrarse en el pescado dirigido al consumo

humano. Es muy probable que esto pueda ocurrir pues, como todos sabemos, al

mar llega o llegaba agua proveniente de zonas urbanas, de uso casero, industrial,

etc., por lo que esta hipotesis es realista.

Otra fuente por la cual las bacterias del pescado podrian estar en una constante
presencia de antibiéticos y producirse una seleccidn de aquellas que sean
resistentes, es dentro de los barcos pesqueros pues el constante contacto del
pescado capturado en las diferentes superficies donde es colocado, ya sea para
transporte, almacenamiento, etc., como cajas, recipientes, cubiertas, bodegas e
incluso los mismos pescadores, se contaminan con grandes cantidades de
microorganismos procedentes del mucilago del pescado, los cuales podrian
transmitirse durante las operaciones de limpieza, manipulaciéon y demas procesos
dentro del barco. Todo esto haria persistente el contacto de las bacterias que han
contaminado las superficies del barco y del propio pescado con los antibiéticos
usados para conservar el producto, llevando a la seleccion de bacterias
farmacoresistentes que seran transmitidas de las superficies al pescado vy
visceversa. Esto es solo una suposicidon pues existe duda acerca del uso de

antimicrobianos en la preservacion del pescado fresco en nuestro pais.

Otro posible factor que puede contribuir a la presencia de bacterias multiresistentes
en la carne de pescado consumido de la pesca de alta mar es que en la
acuicultura, es decir la crianza controlada de peces, se usan antibidticos para

controlar las enfermedades que pudieran contraer los peces. Durante las dos fases
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de crianza se hace uso de los antibiéticos, pero en la segunda etapa cuando los
peces son llevados al mar, la cantidad y tipos de antibiéticos usados es mayor, por
lo que esos antibidticos estan en contacto, no solo con los peces de crianza, sino
con el agua de mar. Esta idea se deriva de que, en la fase marina una de las
formas en las que se administran los farmacos es en forma oral, es decir se
administra el antibiético en el alimento de los peces, por lo que esos
antimicrobianos estan en contacto con el agua marina dando como
consecuencia la posible dispersion de estos compuestos mas alla de las zonas
determinadas para la acuicultura por efecto de las corrientes marinas. Esto puede
provocar una seleccibn de microorganismos resistentes a esos antimicrobianos
dentro del mar dando como consecuencia bacterias farmacoresistentes que
pueden colonizar a peces “nativos” que se encontraban exentos de este tipo de

bacterias.

Los resultados y las suposiciones formuladas, basados en lo reportado en la
bibliografia, pueden ser un indicativo de un mal uso que se da a este tipo de
compuestos que, a pesar de usarse como medida de seguridad en algunos casos,
representan un peligro debido al surgimiento y seleccidon de cepas multiresistentes
las cuales pueden llegar hasta los consumidores de estos productos y provocar en

caso de enfermedad una complicacién en el tratamiento antiinfeccioso.

Pero, ¢,cOomo se puede determinar que las bacterias aisladas en este trabajo
provienen de la flora del pescado y no son bacterias provenientes del ambiente?

La respuesta a este cuestionamiento es que el género presuntivamente
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identificado de todas las cepas es Aeromonas, género que forma parte de la flora

normal del pescado, ademas de ser un microorganismo autoctono de ambientes
acuaticos; asi como un agente etiolégico de enfermedades de varias especies de
peces. Estas referencias acerca de este género microbiano pueden servir como
evidencia para apoyar la hipoétesis de la presibn selectiva ejercida por los
antibidticos presentes en el ambiente donde se desarrolla una bacteria pues al ser

Aeromonas un género propio de ambientes acuaticos estaria en constante

presencia de antimicrobianos que inducirian y seleccionarian cepas resistentes a
ellos. Asimismo, se mantendrian esas caracteristicas de resistencia, haciendo

posible la transferencia de esta resistencia a otras bacterias.

La importancia que tiene la presencia de _eromonas en los alimentos,

especificamente en el caso de la carne de pescado, es que a pesar de ser un
microorganismo reconocido principalmente como un agente causal de
enfermedades en peces, recientemente se han presentado problemas de salud
publica relacionados con este género bacteriano. Es por ello que en los ultimos
afos se ha considerado como un agente patégeno importante, causante de
infecciones cutaneas y diseminadas en los humanos, aunque es de mayor
relevancia la relacibn que se ha encontrado de este microorganismo con
infecciones intestinales y extra-intestinal en humanos (incluyendo bacteriemia),

tanto en niflos como en adultos, debidas a la presencia de 4eromonas en diversas

fuentes alimenticias como leche, carne, productos carnicos, pollo, queso y

vegetales, siendo estos alimentos un importante vector en la diseminaciéon de este
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patdégeno (Peres et al., 2006; Radu et al., 2003). En México, las bacterias que se

involucran con mayor frecuencia con diarreas son Salmonella, Shigella, algunos
serotipos de E. coli y Campylobacter jejuni, aunque los avances en técnicas de

identificacion bacteriana en nuestro pais han agragado a esta lista al género

Aeromonas (Castro-Escarpulli, 2002).

Los estudios para determinar la incidencia de Aeromonas en México, son escasos,
aunque investigadores como Rebollo y Escamilla han aislado Aeromonas con una

frecuencia del 7.7 % en casos de diarrea aguda en niios menores de dos afios y en
un 7 % en adultos; en estudios posteriores realizados por ellos mismos, demostraron
gue el 5.7 % de los aislamientos que procedian de niflos menores de cinco afos

con diarrea de larga evolucion pertenecia a Aeromonas (Rebollo y Escamilla, 1984;

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2001).

Los datos obtenidos en este trabajo son una muestra del peligro que constituye, no
sOlo la presencia de esta bacteria en un alimento, sino la multiresistencia a
antibiéticos que presentaron ciertas cepas de este género bacteriano; lo cual
pudiera causar problemas durante un tratamiento en caso de presentarse una
infecciébn debida a este microorganismo, pues se requeriria de un tratamiento
posiblemente mas prolongado, lo que podria desencadenar una serie de

consecuencias para el paciente, no solo de salud sino econémicas.
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Un punto mas que se puede discutir sobre la resistencia que presentaron las cepas
aisladas es la diferencia entre una y otra cepa respecto a la cantidad de
antibioticos a los que es resistente, la cual varia considerablemente, y no solo en el
ndmero, sino en el tipo de antimicrobiano al que se presenta dicha resistencia. Esto
se puede observar en la tabla 9 pues ningun antibiograma es igual a otro; existen
semejanzas y concordancias entre algunas cepas pero siempre se halla una
diferencia entre ellas a pesar de que todas las cepas aisladas pertenecen al mismo

género bacteriano, _4eromonas.

Este contraste en la resistencia al nUmero y tipo de antibidtico puede ser debida a
varias razones, una de las cuales constituye uno de los objetivos de este trabajo, la
presencia del integron tipo 1 el cual, en la mayoria de las cepas multiresistentes, se
encuentra presente (29 de 31); confirmado esto por las bandas observadas en los
distintos geles con los productos de PCR. Esto es de suma importancia ya que nos
habla de la adquisicibn de este elemento por un intercambio de informacion
genética con alguna bacteria portadora de este elemento pues, como se
menciond al principio de este trabajo, los integrones son elementos genéticos
dinamicos que, por un mecanismo de conjugacién o recombinacion puede llegar
a darse un intercambio de genes que les confieran a las bacterias resistencia. Este
intercambio de genes pudo darse desde alguna bacteria que formara parte de la
flora propia del pescado y tuviera como parte de su DNA este integréon pasandolo

a otros microorganismos presentes en el pescado o bien, por algun contacto con
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bacterias ajenas que se encontraran en el ambiente y que transfirieron esta

informacioén a las bacterias de la flora del pescado.

Todo esto se puede sustentar con los resultados de la amplificacion del DNA total,
donde se observaron una serie de bandas que sugieren la presencia de varios
integrones diferentes en las distintas bacterias. Se infiere que los fragmentos
amplificados corresponden a un integréon tipo 1 porque se planedé que con los
primers usados, la amplificacién ocurriera desde parte de la secuencia del gen de
la integrasa, hasta el gene de resistencia a sulfonamidas; todo ésto para poder
amplificar la mayor zona posible y que se pudiera observar la presencia de material
sugestivo de portar genes de resistencia en la region central del integrén, que es en

donde se integran los cassettes de resistencia.

Los resultados obtenidos de la presencia y tamafio de las distintas secuencias
presentes en los integrones tipo 1 identificados en las cepas aisladas, sugieren que
es posible que cada uno de ellos confiera resistencia a un niumero distinto de
antibiéticos, dependiendo de los genes presentes en los amplicones observados.

Esta suposicion se basa en varios trabajos donde se reporta la presencia de
integrones que contienen diferentes cassettes de resistencia de distintos tamafos,
por ejemplo el cassette de resistencia a aminoglucésidos (aadA) o el cassette de
resistencia a trimetoprim (dfrAl5), etc. (Dalsgaard et al., 1999; 2000 (1); 2000(2);

2001; Henning et al., 2003; Schmidt et al., 2001).
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Esto conduciria a preguntarse ¢como se puede saber a qué tipo y niumero de
antibiéticos confieren resistencia los integrones hallados en las cepas de trabajo?
En realidad ésto no se puede determinar en este trabajo ya que con los primers
usados se amplificdé la mayor parte de integréon (y no especificamente la zana
variable en la que se incertan los cassettes), lo que permitié determinar que existen
integrados cassettes de resistencia en los integrones de las bacterias aisladas, pero
para poder saber el tipo de antimicrobianos a los que confieren resistencia estos
integrones seria necesario usar y probar otro tipo de primers, con los que se
obtuvieran amplicones de secuencias conocidas de determinados genes de
resistencia.

En la figura 20 se presenta un ejemplo de los primers usados para identificar ciertos

cassettes de resistencia insertados en un integrén clase 1.

Figura 20. Sitio de accion de distintos primers

Regiodn 5’conservada Region variable con genes cassette insertados | Region 3’conservada
int-F —» <+— int-B
int-F blaP1-B aacEAL-F SUI1-B

blaP1-F —» <+— aadA-B

aadA-F I dhfrA15-B

Figura 20. Estructura de un integrén tipo 1 con 3 cassettes de resistencia y la posicion del recorrido de
algunos primers que pudiesen emplearse para su identificacion (Modificado de Dalsgaard A. et al.,
2000)

Los circulos negros representan el sitio de recombinacion (59pb); blaP1 gen cassette que codifica
para la B-lactamasa; aadA2 gen de resistencia a estreptomicina/espectinomicina; dhfrAl gen de
reistencia a trimetoprim (dihidrofulato reductasa); gacEAl y sull codifican la resistencia a
desinfectantes y sulfonamidas respectivamente.
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Alternativamente, mediante la clonacion y estudios de secuenciacion de los
amplicones generados también se podria determinar el tipo preciso de secuencia
de DNA presentes en dichos integrones.

El nimero de antibidticos al que los 9 integrones identificados confieren resistencia
tampoco se pueden determinar apoyandose solo en el tamafio del los amplicones
pues, se podria pensar que los integrones de mayor tamafo 2003, 1465 y 1137 pb
pudiesen contener mas de un cassette integrado y por tanto, conferir resistencia a
las bacterias a casi todos los antibiéticos probados, pero esto seria una idea
equivocada debido a que existen cassettes de resistencia que tienen un tamafio
de mas de 1000pb; por ejemplo los cassettes blaP1 o dfrAl, que son los de mayor
tamafo reportados en la bibliografia, tienen un tamafio de 1197 y 1237 pb
respectivamente y estos solo codifican cada uno para una proteina. También
podria pensarse que esos integrones grandes tuvieran integrados 2 cassettes de
resistencia, o bien un cassette de resistencia con marco de lectura abierta (como
el caso del cassette de resistencia a trimetoprim) u otros genes que no codificaran
para resistencia, etc. De cualquier manera, es razonable suponer que las cepas
gue tienen mas de un integrén de un tamafio mayor a 700 pb, sean resistentes a un
mayor numero de antibidticos, en relacién a la cantidad de amplicones

identificados en cada una de ellas.

Lo Unico que se puede afirmar sobre el tamafio de los integrones que contienen las

cepas de Aeromonas spp. €s que, aquellos que tienen un tamafio menor a 700pb
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podrian no contienen genes que confieren resistencia, ya que en la literatura solo

se han reportado cassettes de resistencia de un tamafio mayor a 740pb.

Se podria especular sobre algunos de los genes de resistencia a antibidticos
presentes en los integrones identificados, basandose en el tamafio de los
amplicones asi como en los porcentajes de resistencia obtenidos a cada

antibidtico. Por ejemplo, podria encontrarse el gen bla PI, que tiene un tamafo de

1197 pb, asi como el gen aadA que es el gen de resistencia a aminoglucésidos con
un tamafo de 1009 pb, pues como se menciono en los resultados, unos de los
antibidticos a los que se presentd mayor frecuencia de resistencia fue a aquellos
gue pertenecen a los aminoglucdésidos, cefalosporinas y penicilinas; aunque ésto es

meramente especulativo.

Es importante sefalar que, respecto a la presencia de integrones en las cepas
aisladas que, estos elementos genéticos identificados dentro del DNA total de las
bacterias también podrian no proporcionar resistencia a todos los antimicrobianos

a los que Aeromonas spp. fue resistente, pero si se puede sugerir que aquellos que

tienen un tamafio mayor a 700pb la proporciona a por lo menos uno de ellos.

En el caso de la amplificacion de DNA plasmidico, aparentemente sélo se
identifico la presencia de un integron tipo 1 en la cepa 2E, aunque el tamarfio del
amplicén es muy pequefio para considerar que confiere algun tipo de resistencia,

ya que es de 370 pb. Por lo tanto se determind que el integrén tipo 1 que contienen
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cassettes de resistencia a antibidticos y por lo tanto podria conferir
farmacoresistencia a las bacterias aisladas, s6lo se encuentra localizado dentro del
DNA cromosémico.

La resistencia a algunos de los antibidticos usados también puede explicarse por los
mecanismos fisioldgicos propios de las bacterias, que no deben de ser ignorados; o
bien, podria ser debida a la presencia de plasmidos no portadores de integrones
ya que en algunas cepas estos elementos genéticos fueron identificados durante la
extraccion de DNA plasmidico. Las cepas que contienen plasmidos son 2E, 3E, 6E,
16R, 18R, 20R, 21R, 22R y 23R. Esos plasmidos podrian contribuir a a la resistencia de
algunos de los antimicrobianos probados pues, como bien se sabe, también

pueden contener genes que codifiquen resistencia a ciertos farmacos.
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IX.CONCLUSIONES

La presencia y cantidad de bacterias resistentes a antibidticos en las muestras de
filete de sierra (Scomberomorus maculatus) adquiridas en una tienda de autoservicio,

pertenecientes al género _A4eromonas spp., bacteria de importancia clinica

relacionada con infecciones gastrointestinales humanas, es un indicativo
importante del uso inadecuado e inapropiado que se les da a los antibiéticos en el
pescado, ya que se estda promoviendo el surgimiento de cepas bacterianas
resistentes a los antimicrobianos en el pescado proveniente de la pesca de alta
maur, y que es consumido en el Distrito Federal. Ello representa un riesgo potencial
para la salud de los consumidores de este alimento en nuestra ciudad, por las
posibles complicaciones que pueden surgir durante el tratamiento médico de
infecciones por este tipo de bacterias. Esto lleva a sefialar la importancia que tiene
la cuidadosa regulaciéon del uso de estos compuestos en nuestro pais, pues podria
estar haciéndose uso de ciertos antibidticos en el pescado sin que autoridades ni
consumidores estén informados de ello.

También se concluye que efectivamente existen bacterias multiresistentes a
antibiéticos en la carne de pescado, conteniendo en su mayoria integrones del
tipo 1, los cuales se relacionan fuertemente con la resistencia presentada por parte
de las cepas aisladas.

Por dltimo se concluye que el pescado que se adquiere en tiendas de autoservicio

no se encuentra libre de este tipo de microorganismos (multiresistentes), como bien
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se pudo determinar en este trabajo y que pueden afectar a la salud de las

personas que lo consumen, ya que la mayoria de los consumidores entienden

como sinbnimo de seguridad y confianza el adquirir este tipo de alimentos en

tiendas de renombre, considerando que los alimentos provenientes de estos lugares

se encuentran exentos de muchos tipos de riesgo.
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X.SUGERENCIAS

Para dar continuidad al presente trabajo, se sugiere:

a)

Emplear otros medios de cultivo que permitan aislar una mayor cantidad de
bacterias, desde aquellas que formen parte de la flora caracteristica del
pescado, hasta aquellas bacterias que puedan proceder de fuentes
externas (ambiental, humana, etc.) ampliando, asi, la posibiidad de
identificar microorganismos que pudieran ser resistentes a antibidticos y que

no solo pertenezcan al género 4eromonas.

b) Ampliar la galeria de pruebas metabdlicas y/o serolégicas, que permitan

d)

confirmar al 100% la presencia de este microorganismo.

Realizar mas estudios con el fin de determinar que no haya otro tipo de
microorganismos en este producto.

Recomendar a las autoridades competentes, vigilar el uso de antibiéticos en
los alimentos ya que no solo pueden causar problemas de resistencia hacia
ellos por parte de los microorganismos presentes, sino que surge la
posibilidad de afectar a los consumidores que puedan ser alérgicos a algun
antibidético usado en los alimentos y que sin saberlo existan trazas de esos
compuestos, ingiriéndolos junto con los alimentos.

Finalmente se puede recomendar dar seguimiento a investigaciones sobre la

resistencia a antibiéticos, en nuestro pais, y no solo en el pescado sino en los
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diversos alimentos destinados al consumo humano ya que la escasa
informacion sobre el tema indica la falta de conciencia sobre la importancia
gue tiene el surgimiento de este tipo de bacterias, que pueden ser
considerados como inofensivas para el hombre y que muy por el contrario,

representan un peligro potencial para la salud humana.
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XI.ANEXOS
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ANEXO 1 DETERMINACION DE LA MUESTRA A ESTUDIAR

Para determinar que muestra de pescado se utilizaria en el presente trabajo, se realizé una
pequeia encuesta con las personas que atienden las areas de pescados y mariscos en dos
supermercados del sur de la Ciudad de México (Wal-mart y Comercial Mexicana),
cercanos al area de trabajo (Cd. Universitaria), acerca de las especies de pescado entero
que la gente consume con mayor preferencia, ademas de la presentacion en la que se

ofrece; obteniéndose los siguientes resultados:

Especies mas vendidas:
0 mojarra tilapia o mojarra roja (Oreochromis niloticus), eviscerado desde el
lugar de origen
o0 sierra (Scomberomorus maculatus), con visceras

o0 huachinango (Lutjanus campechanus), con visceras

Otras especies que se venden en estos lugares son; trucha plateada (Cyoscion nothus),
bandera americana (Jordanella floridae), lisa blanca (Mugil curema), jurelito (Caranx
caninus) y boquilla (Diapterus rhombeus).

Todos los pescados provienen del Golfo de México y son obtenidos del mercado de La
Viga. En las tiendas se mantienen a la venta aproximadamente de 4 a 5 dias, o bien hasta

gue el pescado se ve “amarillento”.
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ANEXO 2. MATERIAL, EQUIPOS Y REACTIVOS USADOS EN LA ETAPA FINAL

Algodoén

Antibiograma rapido para enterobacterias Rapid ATB-G
Asas de siembra

Bata, cubre boca, cofia y guantes estériles.

Bolsas para Stomacher

Bolsas de polietileno estériles

Cajas Petri estériles

Cerillos o encendedor

Cuchillo, previamente esterilizado en autoclave

Discos BBL™ Sensi-Disc™ para pruebas de susceptibilidad microbiana
Espatula, previamente esterilizado en autoclave

Gel de agarosa al 1%

Composicion: Buffer tris-boratos 5x ........... 2mL
Agua destilada estéril ........ 18 mL
AQAarosa ...........eeeeeeiiiiieeannns 0.2g
Gradillas

Hielera de poliestireno o de otro material aislante
Hielo

Hisopos estériles

Mechero

Micropipetas de 1000, 200 y 20 ul (Scorex)
Microtubos eppendorf

Multidiscos MRBioRad

Papel estraza

Perlas de vidrio
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Pinzas, previamente esterilizadas en autoclave
Pipetas graduadas de 10 y 1 mL con tapo6n de algodon
Puntas para micropipeta
Tubos eppendorf
Tubos de vidrio de 16 x 150 mm

Tubos para centrifuga de 30 mL

EQUIPOS:
Autoclave equipada con termémetro de mercurio (temperatura de 121 + 1°C).
Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.

Camara de electroforesis SSGMA Chemical modelo E0638 250 VCD
Centrifuga Dynac™ 211466

Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

Incubadora con agitacion New Brunswick Scientific Co, INC
Incubadora Thermolyne Type 41900

Microcentrifuga eppendorf Centrifuge 5415R

Microscopio

Transiluminador de luz ultravioleta SIGMA T 1202

Voértex

REACTIVOS:

Aceite mineral

Acetato de sodio 3M
Agua desionizada estéril
Agua destilada

Agua destilada estéril
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Alfa-naftol
Bromofenol (Buffer de corrida)
Buffer de carga
Buffer de lisis
Composicion:; EDTA ........cccoovvvvvieeeeeennn, 100 mM
Tris base pH 7.5 ............. 10 mM
SDS o 1%

Cloroformo

Estuche de reactivos para PCR Supermix IN VITROGEN

Etanol absoluto
Etanol al 70%
Fenol equilibrado
Fenol equilibrado / cloroformo (1:1)
Fenol equilibrado / cloroformo (1:1) saturado con TE
Hidréxido de potasio al 40%
Indicador rojo de metilo
Isopropanol
Peréxido de hidrégeno
Primerssull B e intF
Reactivo de Ehrlich
Reactivos de Gram

Cristal violeta

Lugol

Alcohol-acetona
Safranina

Reactivo de Griess

Sol. A (alfa naftilamina)
Sol. B (acido sulfanilico)

Reactivo de Kovacs para prueba de oxidasa

Diclorohidrato de tetrametil-p-fenilandiametina (TPD) al 1%

=

162



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Solucién de bromuro de etidio (Img/ml)

Soluciones para extraccion de DNA plasmidico:

Solucion |
Composicién: Sacarosa .............. 15%
Tris HCIpH 8 ......... 25 mM
EDTA ..o 10 mM
Solucion i
Composicion: NaOH ..................... 0.2N
SDS ..o 1%
Solucién il
Composicion: Acetato de potasio 5M ................... 60 mL
Acido acético concentrado .......... 11.5mL
H2O o 28.5 mL
Solucidén Tris-Boratos 5x
Composicion: Tris base pH 8 ............... 54 g
Acido bdrico ............... 275g
EDTA oo, 3.729g
H2O oo 1000 mL

Solucion Tris-Boratos 0.5x (Diluido 10 veces de la solucion Tris-boratos 5x)
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ANEXO 3. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO USADOS

Agar Baird-Parker

Férmula por litro:

= Peptonadecaseina..........ccoeeiiiiiiiiiiiiiii 10.0g
= EXtractode Carne ......covi i 509
= Extractodelevadura ............ccocei i 10g
B Cloruro de litio ..o i 509
B A e e 170g
B FGlICINA ot 1209
= Piruvato de SOdio ......civieiiiiii 10.0g
pH final 6.8 £ 0.2
Agar citrato de Simmons
Férmula por litro:
= Fosfato dihidrogenado de amonio (NH4H2PQO4)....... 10g
» Fosfato dipotasico (K2HPO4) ..ovvviiiiiiii e, 1.0g
o Citrato de SO0 ....c.vve i 2.0g
. Cloruro de sOdio ......voeini i 509
= Sulfato de magnesio (MgSO4*7H20)............ccevenenes 0.20g
B A e 1509
=  Azulde bromotimol ..., 0.8g
pH final 7.0+0.2
Agar eosina y azul de metileno-lactosa (EMB)
Férmula por litro:
= Peptonade carne ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiii e 10.0g
B LABICTOSA ettt e e 100g
= Fosfato dipotdsico (K2HPO4) .....c..ooveviiviiiiiiii e, 20g
B AGAL 1359
= *EosinaY,amarillenta ..........coocoeiiiiii i, 0449
= *Azuldemetileno ... 0.065¢g
pH final 7.1 £ 0.2
Agar ENDO
Férmula por litro:
I 1] o] (o 1 T= NP 10.09
= Peptonade carne ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiii e 50g
= PeptonadecaseiNa .........ocoeevieiiiiiii i 509
= Extractodelevadura ...........ccoooiiiiiiiiiiiiiii e, 159
= Cloruro de sOdio ......oeuviiiiiiii i 509
» Fosfato dipotasico (K2HPO4).......coocveveviiiiiiieeiiee 35g
B A i e e ——————————- 15049
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B LACTOSA i 125¢g
=  Desoxicolato de sodio ...........coeeviiiiiiiiii i, 01lg
= Laurilsulfato de sodio ..........cccvii i 0.059g
= Sulfitode sodio ....coovviiiii 21g
= Fucsinabasica .........ccoee i 1.05¢g

pH final 7.4 £ 0.2
ESTE MEDIO NO SE ESTERILIZA EN AUTOCLAVE

Agar hierro peptonado (SIM)

Férmula por litro:

= Extractodecarne ............coociiiiiiiiiin i 30g

= Peptonadecarne ..........ccoeviiiiiiiii i, 3009
= Hierro peatonizado ...........ccooviiiiiiiiiii 0.2g

=  Tiosulfato de sodio ...........ccoviiiiiiiiii 0.025g
B AL 309

pH final 7.0 £ 0.2

Agar de hierro de Kligler

Férmula por litro:

= Extractodecarne ............cooiciiii i, 30g
= Extractodelevadura..............coooiiiiiiiiiiiinn, 30g

= Peptonadecarne ..........cccoeiiiiiiiii i, 1509
= *Proteosa PePtoNa .......ovviv it 5009
B LACTOSA couitiie it e 100g
B GIUCOSA it 109
= Sulfato ferroSo ... 0.2g
= Cloruro de sodio ......covveiiiiii i 5.0g

= Tiosulfato de sodio ..........ccoceviiiiiiiiiiii e, 05g
B AGAL i 120g
= Rojodefenol .......ccocoviiiiiii 0.024 g

pHfinal 7.4 £ 0.1

Agar infusion cerebro-corazén (BHI-agar)

Férmula por litro:

= Infusidbn de cerebro de ternera ...................... 1259
= Infusidon de corazén deres ...........cccveiinnennn. 509

=  Proteosa peptona ..........ccocoiiiiiiiiiii i 10.0g
B GIUCOSA vt e 20g

= Cloruro de sodio ......ccovvviiiiiiie i e 509

= Fosfato monobasico de sodio ....................... 25g

B A A i 15.0g

pH final 7.04 £ 0.2
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Agar KF
Férmula por litro:

= Peptona proteosa .........cccveiveiieiie i, 100g
= Extractodelevadura............ccocoiiiiiiiii i, 10.0g
= Cloruro de sodio ........cvvvviiiiie i 509
= Glicerofosfato de sodio ..........ccccceeeviiiiiinnnnnn 10.0g
B MaltoSa .o 2009
B LACTOSA .ot 109
B SO0 @ZIH@A ovvviie i 049
= Puarpura de bromocresol .............cocceiiiii i, 0.015g
B AGAl 1509
= Cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio .................... 01lg

pHfinal 7.2 £ 0.2

Esterilizar en autoclave por 10 minutos a 121° C cuando se requiera de total selectividad, de
no ser asi, hervir durante 5 minutos. No sobrecalentar.

Cuando el medio se encuentre a unos 50° C, adicionar 10 mL de una solucién a 1% de TTC y
mezclar.

Agar luria

Férmula por litro:

B THPTONA .t e e 10.09
= Extractodelevadura ............cocooeiiiiiiiininenne, 509

= Cloruro de sodio ......c.ovviviviii i 509

B R A 18.09g

Agar Mac Conkey

Férmula por litro:

= Peptonadecaseina ..........cccoeeeviiiiie i e, 17.0g
= Peptonadecarne ..........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiie e, 30g

= Cloruro de SOIO ......coocuvvieeeiiiiiieeiieee e 5049

B LACTOSA «.iveieeieeee e 100g

= Mezcla de sales hiliares ........cocoeeeiiiiiiiiniiiennnn, 15g

T ROJO NEULIO ..t 0.03 g

= Cristal violeta .......ccccceveeei i 0.001g
LT AN o T Y R 135g

pHfinal 7.1 £ 0.1

Agar Muller-Hinton

Férmula por litro:

= Infusibn de carmne deres .........ccoovvveiii i, 300.0g
= Peptonade caseinaacida ............cc.ceeeeeeennen. 1759
B AIMIAON 159

B AGAN 17.09

pH final 7.4 £ 0.2
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Agar sangre (Base)
Férmula por litro:
= Extractodecarne ............coooiiiiiiiiiiii e 200g
= Cloruro de sodio ......covvviiiiii i 5009
B AGAL e 1509
B SANGIE o 50-80 mL
pH6.8+0.2
Agar violeta cristal-rojo neutro-bilis
Férmula por litro:
= Extractodelevadura .............coooiiiiiiiii i 3.0g
= Peptonadegelatina...............cocoiiiiinn, 709
= Mezcladesalesbiliares ...........ccoooviiiiii. 159
B LACTOSA couuieieiie e 100g
= Cloruro de sodio .......coveiiiiiiiii i 10.0g
B AGAL 5049
B ROJONEULIO ettt 0.03g
= Cristal violeta ..........cooiiiiii 0.02g
pH final 7.4 £ 0.2

Agua peptonada al 1%
= Peptonadecarneocaseina ..............c.ceennnn. 1g
= Aguadestiada ........c.coooiiiiii 1000 mL

Caldo base rojo de fenol para observar fermentacion de carbohidratos

Férmula por litro:

= Peptona de carne (caseina) .............coceeeevennnn. 10.0g
= Extractodecarne ...........ocoooiiiiiiiiiii 10g
= Cloruro de sodio ......ccuviiiiiiiiie i 5.0g
= Rojodefenol .......cccooiiiiiiii i 0.018 g
= Carbohidratos a fermentar; dextrina, galactosa, inositol, maltosa, manitol,
= sacarosa, salicina, sorbitol y xilosa .................. 7049
pH final 7.04 £ 0.1
Caldo GN

Férmula por litro:

Triptosa (PEPLONA).......vvvevie v 200g
D(H)GIUCOSA ...cvvivii v e 109
DE)MANtol oo 20g
Clorurode sodio ........cccovvoeviiiii i, 509
Citrato de sodio .........ccovveiiiiiii i, 509
Deoxicolato de sodio ..........ccccoveiiiiiiiiiiinnnn, 05g

=
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= Fosfato monobasico de potasio ...................... 15g
» Fosfato dipotasico (K2HPO4) ......ccovvvivviiniinnne. 4049

Caldo infusion cerebro corazén (BHI-caldo)

Férmula por litro:

= Infusidbn de cerebro de ternera ...................... 1259
» Infusion de corazén deres ..........ccoeevevieinennns 509
= Proteosa peptona ...........ccoviiiiii i 10.0g
B GIUCOSA vt e 20g
= Cloruro de sodio .......ccovvviiiiiini i e 509
= Fosfato monobasico de sodio ....................... 25g

pH final 7.04 £ 0.2

Caldo Luria

Férmula por litro:

B THPIONA .ot e 10.09
= Extractodelevadura ............cooooveiiiiiiiinennn, 509
= Cloruro de sodio .......ccvvvviiiiiie i e 509

Caldo Luria con 1% de glicerina

Férmula por litro:

B THPIONA .o e 10.09
= Extractodelevadura ............cooveviiiiiiiiiiienn, 509
= Cloruro de sodio ......ccouveviviie i 509
B GlCEINA coi 10g

Caldo nitratos

Férmula por litro:

= Extractode carme ..........ococoeiiiiiiiiiii e 30g
= *Peptonade carme .........coooeiiiiii i, 509
= Nitrato de potasio ..........ccooeeviiii i, 109

Caldo RM/VP

Férmula por litro:

B GlUCOSA vt 509
= Peptonadecarne .........ocoooiiieiiiini i, 50g
= Fosfato dipotasico (K2HPO4) ..o, 509

pH final 7.0 £ 0.2
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Caldo triptofano
Férmula por litro:
B O THPIONA cove v 10.0g
pH final 7.0
Caldo urea
Férmula por litro:
B UMBA oo 2009
= Extractodelevadura ............ccoooeviiiiiiiinnnnn. 0.1lg
= Fosfato monopotasico (KH2POa) ................... 9.1g
» Fosfato de sodio (NazHPO4).......cocevvviivennnn. 95¢g
= Rojodefenol ... 0.01g

pH final 6.8 £ 0.2

Medio de cultivo para el ensayo de oxidacion-fermentacion segun Hugh y Leifson

Férmula por litro:

B FGIUCOSA couviviie v e e e 10.0g
= *Peptona de caseiNa .........cccccvvveveereeeeneiicnnns 20g
= Extracto delevadura ...........ccccoevcvviiiennnnnenn. 10g

= Clorurode sodio .........cocevveiiiiiiiiiiine e, 509

= Fosfato dipotasico (K2HPO4)......cceevcvvvveeneen. 0.2g

=  Azulde bromotimol .........ccccccoeeiiiiiiiiiiiieenn. 0.08 g

pH final 7.1
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ANEXO 4. RESULTADOS DE LAS PRIMERAS 5 ETAPAS REALIZADAS A MUESTRAS DE PESCADO

12 ETAPA

En la primera extraccion realizada a 5g de contenido intestinal de sierra, no se registro
crecimiento de ninguna colonia al sembrar las diluciones 103, 104, 105 vy 10%6. Al no
observarse crecimiento de ninguna colonia después de las 24 horas de incubacion, se

procedié a verificar si los medios sostenian crecimiento bacteriano, inoculando cepas de E.
coli, S. aureus, Streptococcus spp. y Micrococcus spp., por agotamiento. Las cajas fueron

incubadas nuevamente por 24 horas a 37 +/- 2 °C.
Pasado el tiempo de incubacién necesario se observdé crecimiento de las 4 cepas
sembradas, teniendo las caracteristicas morfolégicas de cada una. Con esto se comprobd

que los medios eran eficaces y por lo tanto habria que repetir la técnica.

2a ETAPA

En la segunda extraccion realizada a 5 g de musculo y piel de mojarra, asi como a 5g de

contenido intestinal, musculo y piel de sierra, se obtuvieron los siguientes resultados,

mostrados en |la tabla 22.
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Tabla 22. Numero de colonias observadas en los medios ENDO y Baird-Parker

Promedio de las colonias presentes
en los distintos medios usados Morfologl’a macroscopica de las colonias desarrolladas
MUESTRAS Agar ENDO Agar Baird-Parker Agar ENDO Agar Baird-Parker
Se observaron distintas
morfologias: colonias rosas, | Colonias de aprox. 1mm
colonias rojas, cremosas; | de diametro
Piel de sierra 23 31 colonias rojas; colonias | completamente  negras,
blancas con centro rojo, | brillosasy planas.
todas de un 1Imm aprox.
Colonias blancas con | Colonias de aprox. 1mm
centro rosa-rojo planas, | de diametro
Mdusculo sierra 8 5 brillantes, bien definidas de | completamente  negras,
aproximadamente  1mm | brillosasy planas.
de diametro.
Colonias de distintos
Colonias rosas con “halo” | dimetros de 1cm a 3mm,
blanco, de textura | algunas opacas, otras
Contenido intestinal 6 cremosa y de 1mm de | brillosas, algunas
27 diametro presentan forma ovoide y
aproximadamente. solo una tienen un halo
negro
Colonias rosas, viscosas, en | Colonias de aprox. 1mm
relieve, brilosas de in | de diametro
Piel mojarra 11 43 diametro de 2mm | completamente negras,
aproximadamente brillosas y planas.
Colonias blancas con | Colonias de aprox. 1mm
centro rosa-rojo planas, | de diametro
Musculo mojarra brillantes, bien definidas de | completamente  negras,
6 27 aproximadamente  1mm | brillosas y planas.
de diametro.

La morfologia microscopica fue determinada tomando tres colonias de cada muestra en

el medio ENDO, la morfologia de estas cepas fue:

- Contenido intestinal sierra, bacilos cortos, algunos eran largos, redondos, gram-negativos,

algunos se encontraban en agrupaciones de 5 o mas bacilos, la mayoria no estaban

agrupados.

- Musculo sierra, bacilos rectos, cortos y largos, gram-negativos, se encontraban agrupados

en pares, en grupos de 10 o mas bacilos, muy pocos se encontraban aislados.

- Piel sierra, bacilos cortos redondos, gram negativos, sin agrupacion.

>
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- Musculo mojarra, bacilos redondos, cortos y largos, gram-negativos, sin agrupacion

definida, la mayoria se encontraban aislados.

- Piel mojarra, bacilos cortos redondos, gram negativos, sin agrupacion.

En el medio Baird-Parker se observo que todas las colonias eran cocos gram-positivos, la

mayoria se encontraba en una agrupacion de racimo (estafilococos), algunos aislados y

otros se encontraban como diplococos, muy raro eran los cocos agrupados en tetradas.

3a ETAPA

En una tercera extraccion realizada a 5 g de contenido intestinal, mdsculo y piel de sierra,

adquirida en un local de un mercado popular se obtuvieron los siguientes resultados,

mostrados en la tabla 23.

Tabla 23. Numero de colonias observadas en los medios RVBA y Baird-Parker

Promedio de las colonias

presentes en los distintos medios

Morfologia macroscdépica de las colonias

usados desarrolladas
MUESTRAS Agar Baird-
Agar RVB Parker Agar RVB Agar Baird-Parker
Se observaron distintas
morfologias: colonias | Colonias negras, de
rosas, colonias rojas, | diametros que van
Piel de sierra 53 131 cremosas; colonias | desde 0.1 hasta 3mm y
rojas; colonias blancas | aproximadamente 17
con centro rojo, | colonias tenian
algunas puntiformes y | alrededor un halo
otras de un 1Imm aprox. | negro
Colonias de aprox.
0.lmm de didmetro
Musculo sierra 11 completamente
negras, brillosas y
planas.
Habian dos tipos de
colonias unas eran
rosas, circulares y
Contenido 2 viscosas; otras eran
intestinal rosas con “halo”
blanco, de textura
cremosa.
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No se realizaron observaciones microscopicas pues la cantidad de bacterias era minima y

las que crecieron en el medio Baird-Parker seguramente provenian del ambiente, por lo que

se continllo con extracciones.

42 ETAPA

En la cuarta extraccion realizada a 5 g de contenido intestinal y piel de sierra, adquirida en

la tienda de autoservicio Comercial Mexicana; para comparar la cantidad y tipo de

bacterias que se obtienen en cada uno se tuvieron los siguientes resultados, mostrados en

la tabla 24.

Tabla 24. Numero de colonias observadas en los medios RVBA y Baird-Parker

Promedio de las colonias
presentes en los distintos
medios usados

Morfologia macroscdépica de las colonias
desarrolladas

MUESTRAS
Agar RVB Agar Baird- Agar RVB Agar Baird-Parker
Parker
Al perecer habia tres
colonias distintas, algunas
eran rojas brilantesy otras | La mayoria de las
del mismo color pero | colonias eran del mismo
opacas, los diametros de | diametro, aprox. Imm de
Piel de sierra incontables incontables ambas eran variados, | didmetro, todas las
desde 1mm hasta casi | colonias eran negras,
lcm; el otro tipo de | opacas; algunas colonias
colonias eran puntiformes, | presentaban una capa
de menos de 1lmm de | blanca sobre ellas.
diametro, algunas son de
forma ovalada.
Se observaron diferentes
En su mayoria se | morfologias, algunas
presentaron colonias | colonias eran de 1lcm de
rojas, de forma céncava, | diametro mientras que
Contenido 12 33 brillosas, de unos 2mm de | otras solo eran de unos
intestinal diametro, habia otras | 3mm; algunas tenian
colonias puntiformes que | forma ovoide, algunas
no se contabilizaron, eran | brillosa, otras opacas y
de color rojo. unas pocas tenian un
halo negro alrededor.
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La morfologia microscopica fue determinada tomando colonias de cada morfologia en los
dos medios. Las observaciones microscopicas fueron:

- Todas las colonias tomadas del medio RVBA tuvieron la misma morfologia, eran bacilos
redondos, gram-negativos, cortos y algunos cuantos eran largos, la mayoria no tenian
agrupacion, los demas se encontraban en parejas o en grupos de 5 bacilos.

- Las colonias desarrolladas en el medio Baird-Parker eran cocos gram-positivos, la mayoria
se encontraba en una agrupacion de racimo (estafilococos), algunos estaban aislados y

otros se encontraban como diplococos.

Haciendo este comparativo entre la cantidad de bacterias de piel y contenido intestinal, se
decidio revisar la cantidad de bacterias contenidas en el misculo, por lo que se realizé una

extraccién mas.

52 ETAPA

Después del tiempo de incubacion se revisaron las cajas con los dos medios usados en esta
extraccion de la muestra de musculo de sierra, obtenido de filete de sierra. En ninguna caja
con medio ENDO se presento crecimiento, de después de 48 horas, en ninguna de las

diluciones (101, 102y 10-3). Se sembré E. coli en una caja con este medio para verificar su

viabilidad, después de 24 horas se obtuvo crecimiento de esta bacteria con caracteristicas
tipicas de este microorganismo, por lo que se determiné que no habia bacterias en la
muestra que pudieran crecer en este medio.

En el medio Luria se observo crecimiento de dos colonias diferentes, una era de color
crema de aproximadamente 5mm de diametro, el otro tipo de colonia era de color blanco

de unos 2mmm de diametro.
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Se realizé una tincion de Gram para determinar la morfologia microscépica de los 2 tipos de
colonias observados en el medio Luria. Se tomaron 3 muestras de cada una de las colonias
y se observaron cocobacilos, gram-negativos, redondos sin agrupacién, en todas las
muestras.
Al termino de esta extraccion se determino que la cantidad de bacterias obtenidas en
cada una de las extracciones era demasiado bajo por lo que se revisaron los articulos
encontrados y relacionados con la presencia de bacterias farmacoresistentes en el
pescado, con lo que se determiné que hacia falta el uso de un medio de enriquecimiento

antes de pasar a las bacterias a medios selectivos.
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ANEXO 5. INFORMACION DE LOS ANTIBIOTICOS EMPLEADOS PARA LAS PRUEBAS DE

SENSIBILIDAD MICROBIANA

Acido clavulanico. Antibidtico producido por Streptomyces clavuligerus. Inhibidor de p-

lactamasas. Uso terapéutico: antibacteriano.

Figura 21. Estructura del acido clavulanico

Amikacina. Este es un antibiético perteneciente a la familia de los aminoglucdésidos, es

semisintético derivado de la kanamicina A. Uso terapéutico: antibacteriano.

OH
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Figura 22. Estructura de la amikacina

Amoxicilina. Es un antibiético semi-sintético relacionado con la peniciina, de amplio

espectro. Uso terapéutico: antibacteriano.
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Figura 23. Estructura del amoxixilina
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Ampicilina. Antibiético semi-sintético relacionado estructuralmente con la penicilina.

Oralmente activo. De amplio espectro. Uso terapéutico: antibacteriano.

=
v

Figura 24. Estructura de la ampicilina

Azitromicina. Antibidtico perteneciente a la familia de los macrdlidos, semi-sintético,

relacionado con la eritromicina. Uso terapéutico: antibacterial.

Figura 25. Estructura de la azitromicina

Aztreonam. Es el primer antibiético B-lactamico monociclico totalmente sintético. Tiene un

alto grado de resistencia a las B-lactamasas y muestra actividad especifica por bacilos

aerobios gram- negativos. Uso terapéutico: antibacterial.
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Figura 26. Estructura del aztreonam
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Bacitracina. Este antibiético es un complejo polipeptidico producido por Bacillus subtilis Y B.
licheniformis, es una mezcla de 9 bacitracinas en donde la bacitracina A es el componente

mayoritario; se descompone en compuestos peptidicos y aminoacidos. Actda inhibiendo la
segunda etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana. Uso terapéutico:

antibacteriano.
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Figura 27. Estructura de la bacitracina A

Carbenicilina. Es un antibiético semi-sintético relacionado con la penicilina. Uso terapéutico:

antibacteriano.

'\\
oF

Lot Bl

Figura 28. Estructura de la carbenicilina

Cefalotina. Antibidtico perteneciente a las cefalosporinas, es semisintética. Uso terapéutico:

antibacteriano.
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Figura 29. Estructura de la cefalotina
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Cefazolina. Antibiético semi-sintético, derivado del acido 7-aminocefalosporanico. Uso

terapéutico: antibacteriano.
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Figura 30. Estructura de la cefazolina

Cefoperazona. Antibidtico perteneciente a la familia de las cefalosporinas, de tercera

generacion. Es de amplio espectro. Uso terapéutico: antibacteriano.

Figura 31. Estructura de la cefoperazona

Cefotaxima. Cefalosporina de tercera generacion, de amplio espectro. El nombre

cefotaxima se aplica al isbmero que tiene un grupo sin-metoximino. Uso terapéutico:

HoH
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N
H
L
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Figura 32. Estructura de la cefotaxima

antibacteriano.

Ceftazidima. Cefalosporina de tercera generacion. Uso terapéutico: antibacteriano.

S 0
a4 non
N N b 2
N H II
~o N, = N =
oo~
CHa

Hooo ™\ CHa

Figura 33. Estructura de la ceftazidima
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Ceftriaxona. Cefalosporina de tercera generacion; antibidtico parenteral. Uso terapéutico:

antibacteriano.

e

O

Figura 34. Estructura de la ceftriaxona

Cloranfenicol. Antibiético de amplio espectro, obtenido de cultivos bacterianos de suelo de

Streptomyces venezuelae. Uso terapéutico: antibacterial y antiricketsial.
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Figura 35. Estructura del cloranfecicol

Cotrimoxazol. Es una mezcla de sulfametoxazol y trimetoprim. Uso terapéutico: antibacterial,

antineumocistico.
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Figura 36. Estructura del trimetoprim
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Figura 37. Estructura del sulfametoxazol

180



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Gentamicina. Consiste de tres componentes cercanamente relacionados, gentamicinas Cq,
C2, Cia y también gentamicina A, que se diferencia de los otros miembros del complejo
porque es similar a la kanamicina C. La estructura de las series de gentamicina C contiene
a la 2-deoxiestreptamina ligada a dos unidades de sacaridos, estas son la garosamina y la

purpurosamina. Uso terapéutico: antibacteriano.
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Gentamicin C,, HRi=Ha2=H

Figura 38. Estructura de las gentamicinas C

Imipenem. Antibiético semi-sintético, de muy amplio espectro. Es el primer derivado estable

de la tienamicina. Uso terapéutico: antibacteriano.

Figura 39. Estructura del imipenem
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Kanamicina. Es un antibiético complejo producido por Streptomyces Ranamiceticus. Compuesto
de tres componentes, kanamicina A, el mayor componente (usualmente designado como

kanamicina) y las kanamicinas By C. Uso terapéutico: antibacteriano.
HzN

R A

Kanammycin A NHz OH

. KanamycinB NH, NH;
“Kanamycin G OH NH2

Figura 40. Estructura de la kanamicina

Lincomicina. Antibiético producido por Streptomyces [lincolnensis var. Lincolnensin. Uso

terapéutico: antibacteriano.
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Figura 41. Estructura de la lincomicina

Netilmicina. Aminoglucésido semi-sintético de amplio espectro, relacionado con Ila

sisomicina. Uso terapéutico: antibacteriano.
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Figura 42. Estructura de la netilmicina
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Nitrofurantoina. Antibiético preparado de sulfato l-aminohiantoina y 5-nitro-2-furaldheido

diacetato. Uso terapéutico: antibacteriano.

Figura 43. Estructura dela nitrofurantoina

Pefloxacina. Es una quinolona fluorada, analoga de la norfloxacina. Uso terapéutico:

antibacteriano.

Figura 44. Estructura dela pefloxacina

Penicilina. Existen diferentes tipos de penicilina, G, N, O y V; todas ellas se diferencian en el
grupo unido al amino del biciclo que conforma a la penicilina, ademas del microorganismo

que las produce, es decir, Peniciina G, es producida por ®enicillium spp; Penicilina N,
producida por Chephalosporium spp. encontrado en alcantarillas; Penicilina O, producido por
Penicillium chyrosogenum; Penicilina V es obtenida por la adicién de 2-fenoxietanol al cultivo
de @enicillium, usando levadura que se autolisa como fuente de nitrégeno. Uso terapéutico:

antibacteriano.
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Figura 45. Estructura de la Penicilina G Figura 46. Estructura de la Penicilina O
0
N (0]
e HoH o\)\ b
A N \><cuu
H
I‘I\)<0Ha V. A CHy
: 4 &
l < COoH COOH
Figura 47. Estructura de la Penicilina N Figura 48. Estructura de la Penicilina V
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Sulfametoxazol. Uso terapéutico: antibacterial, antineumocistico.
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Figura 49. Estructura del sulametoxazol

Tetraciclina. Antibiotico producido por Streptomyces spp. Uso terapéutico: antiamébico,

antibacterial y antiricketsial.

Figura 50. Estructura de la tetraciclina

Ticarcilina. Antibiético de amplio espectro semi-sintético, relacionado con la penicilina. Uso

X Nemi— 35 _CH,
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Figura 51. Estructura de la ticarcilina

terapéutico: antibacteriano.

Tobramicina. Antibiético perteneciente a la familia de los aminoglicésidos, componente de

la nebramicina que es un complejo producido por Streptomyces tenebrarius. Uso terapéutico:

antibacteriano.

Figura 52. Estructura de la tobramicina
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ANEXO 6 ANTIBIOTICOS USADOS EN PESCADO

Aureomicina. La aureomicina es uno de los nombres comerciales que se les da a la
clorotetraciclina, asi como, acronizina, aureocina, biomitisina, etc. La clorotetraciclina es
una sustancia antibiética aislada de el substrato de Streptomyces aureofaciens. Su uso

terapéutico es como antibacterial y antiamébico.

Figura 53. Estructura de la clorotetraciclina (derivado de la tetraciclina)

Doxiciclina. Conocida comercialmente como jenaciclina, supraciclina y vibramicina. Esta

relacionado estructuralmente con la tetraciclina. Uso terapéutico: antibacterial.

Figura 54. Estructura de la doxiciclina

Florfenicol. Antibi6ético de uso antibacterial, es un derivado fluorado del tiamfenicol.

Nombres comerciales: fluorotiamfenicol y aquafen. Uso: su uso es como antibacterial pero
es de uso veterinario.
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Figura 55. Estructura del florfenicol (derivado del cloranfenicol)

185

=



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Hidroxitetraciclina. Al igual que la aureomicina, la hidroxitetraciclina es uno de los nombres
comerciales de la oxitetraciclina, asi como glomicina y riomitsina. La oxitetraciclina es una
sustancia antibidtica aislada de la elaboraciéon de antibiéticos de el actinomiceto Streptomyces

rimosus, que crece en un medio adecuado. Uso terapéutico: antibacterial.

Figura 56. Estructura de la oxitetraciclina

Tiamfenicol. Relacionado estructuralmente con el cloranfenicol. Nombres comerciales:
hyrazina, igralina, neomysona, rigelon, tiamcaol, tionicol, urfamicina, urofenil. Uso terapéutico;

antibacterial en su forma D; en veterinaria su forma DL es usada en el control del coélera.

HC
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Figura 57. Estructura del tiamfeicol
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ANEXO 7. CARACTERISTICAS DEL GENERO AEROMONAS

Género: Aeromonas

Bacilos gramnegativos con extremos redondeados que se aproximan a la forma esférica;
dispuestos en pares o en cadenas cortas.

No formadores de esporas.

Anaerobios facultativos

Catalasa positivos

No encapsulados

Movilidad variable; por o general positiva: flagelo polar Unico; en medios sélidos pueden
formarse flagelos peritricos. Excepcion: 4. media (-) y A. salmonicida (-).

Oxidasa positivos

O/F de glucosa: F (fermentativos) y O (oxidativos)

Temperatura 6ptima de crecimiento: 22-282C; sin embargo, la mayoria de las cepas crecen
bien a 372C.

22 especies: A. allosaccharophila, A. bestiarum, A. caviae, A. encheleia, A. enteropelogenes, A.
eucrenophila, A. hydrophilia subespecie anaerogenes, A. hydrophilia subespecie fydrophilia, A.
ichthiosmia, A. jandaei, A. media, A. popoffii, A. puncata subespecie caviae, 4. puncata subespecie
puncata, A. salmonicida subespecie achromogenes, A. salmonicida subespecie masoucida, A.
salmonicida subespecie salfmonicida, A. salmonicida subespecie smithia, A. schubertii, A. sobria, A.
trota, A. veronii.

El género Aeromonas consta de varias especies que con frecuencia se encuentran en las
muestras del tracto gastrointestinal, entre estas especies estan A. caviae, A. eucrenophila, A.
schubertii, A. sabria, A. veroniiy A. hydrophilia. En las especies de A. caviae y A. hydrophilia se ha
identificado una enterotoxina, y las demas especies citadas se relacionan con la diarrea.
Normalmente, las Aeromonas son formas acuaticas que con frecuencia estan relacionadas
con la diarrea, pero no se conoce del todo su papel en la etiologia del sindrome
gastrointestinal.

La especie A. fydrophilia ha sido la mas estudiada, por lo que se mencionan algunos datos
importantes sobre esta especie. 4. fiydrophilia es una bacteria acuatica que se encuentra
en las aguas saladas mas que en las aguas dulces. Es un importante patégeno para peces,
tortugas, ranas, caracoles y caimanes y patdgeno para el hombre, de mdod especial en
hospedadores inmunocomprometidos. 4. fhydrophilia produce diarrea, endocarditis,

meningitis, infecciones de tejidos blandos y bacteriemia.
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Las cepas virulentas de 4. hydrophilia producen un Unico polipéptido de 52 kda que posee

actividades enterotoxica, citotoxica y hemolitica. Esta molécula multifuncional presenta
reactividad inmunoldgica cruzada con la toxina colérica.
La mayoris de las cepas enterotoxigénicas son VP positivas, hemolisina positivas y arabinosa

positivas. (James, 1994).

En la tabla 24 se presentan las reacciones de algunas especies de Aeromonas a diferentes

pruebas bioquimicas usadas para su diferenciacién.

Tabla 24. Pruebas bioquimicas para la diferenciacion de las especies de 4eromonas aisladas
con mas frecuencia
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3192 |E|Ess528:282 |3 §
cle &= jes)egeleg e o) >
< | < |4 | < |<a| < <Y <H < | < | <«
Catalasa + + + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + + + +
NO:s NO2 + + + + + + + NR + + +
H2S - - + - - + - + - - -
Movilidad + + + = = = = = + + +
Pigmento
soluble castafno - - - + - - + - - - -
Hidratos de carbono
Glucosa A A A A A A A A\ - - A
Lactosa \Y - Vv \Y - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - NR - - -
Arabinosa A A A A - A A NR - -
Celobiosa v+ A - A - - - - - \Y \Y/
Dulcitol - - - - - - - NR - - -
Eritritol - - - - - - - NR - - -
Galactosa A A A A A A A - A A A
Glicerol \Y A A \ \ \Y V V- V \ A
Inositol - - - - - - - - - - -
Maltosa A A A A A A A - A A A
Manitol A A A A - A A - - \Y A
Manosa \Y A \Val A A A A NR A A A
Melibiosa - - - - NR NR | NR | NR - - -
Rafinosa - - - - - - - - - - -
Ramnosa - - - - - - NR - -
Salicina A A A \Y; \Y Vv \Y NR - - A
Sorbitol - - - - - - - \% - \Y -
Sacarosa A \Y A A A A - \Y/ - V A
Trhealosa A A A A A A A - A \Y/ A
Xilosa - - - - - - - - - - -
(continta)
188



Presencia de bacterias multiresistentes a antibidticos en carne de pescado portadoras de integréon
tipo 1

Tabla 24. Pruebas bioquimicas para la diferenciacion de las especies de 4eromonas aisladas
con mas frecuencia (continuacion)

© —
: | g g g |8 |88 _
g | = 8 9B S SEl £
g |5 |8 |2 |§.95.|68.|§68%28 | =
S |6 |5 | @ |Eg§ EG EG EG 2 |5 S
S |3 |2 |E | 825752 58 98 9 |5 | ¢
Hidratos de carbono
Glucosa A A A A A A A A% - - A
Lactosa \Y% - \Y% \Y - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - NR - - -
Arabinosa A A A A A A NR - - -
Celobiosa V+ A - A - - - - - \V v
Dulcitol - - - - - - - NR - - -
Eritritol - - - - - - - NR - - -
Galactosa A A A A A A A - A A A
Glicerol \Y A A \Y \Y \Y \Y V- \Y \Y A
Inositol - - - S = o - - - - -
Maltosa A A A A A A A - A A A
Manitol A A A A - A A - - \Y A
Manosa \% A V+ A A A A NR A A A
Melibiosa - - - - NR NR NR NR - - -
Rafinosa - - - - - - - - - R
Ramnosa - - - - - - NR - - -
Salicina A A A \Y; \Y \Y V NR - - A
Sorbitol - - - S = o V- - \Vi -
Sacarosa A \% A A A A - \ - \Y A
Trhealosa A A A A A A A - A \Y A
Xilosa - - - - g o L | a l |
Indol + + + V + + - - - + +
DNasa + + + + + + + + + + +
Citrato (Christensen V - - - - NR + - +
Citrato (Simmons) V - V \ = = = = vV - +
Hidrélisi de la esculina + + + V - + + - - - +
Arginina deshidrolasa + + + + + + + V + + -
Lisina descarboxilasa - - V - \Y% \Y \V - + + +
Ornitina descarboxilasa - - - - - - - - - - +
Licuefaccién de la gelatina, 223C + + + + + + + + + + V+
KCN G G G G NG NG NG NG NG NG \
Lipasa + - v Vv + + + - + - +
Malonato - - - - - - - NR - - -
ONPG + \ + V+ \Y \Y \Y + + - V+
Fenilalanina desaminasa - \ - V - - - - \ + Al
Rojo de metilo (MR) + \ + + + + + - + = +
Voges-Proskauer (VP) - - + = = + - - - V+ +
Ureasa - - - - = - = - - - -
Sensibilidad: 0/129 R R R NR NR NR NR NR R R R

Tabla 24. Las claves colocadas como respuesta a cada prueba significa: V, reacciones variables; V+, variable, por
lo general positivo; V-, variable, por lo general negativo; G, crecimiento (growth); NG, sin crecimiento; NR, no se
dispone de resultados; A, produccion de acido (+); 0/129, agente vibriostatico, 2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina.
Las pruebas marcadas de color |:| son los ensayos realizados a las cepas aisladas en este trabajo
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Datos y grafica de la Figura 10

ANEXO 8. GRAFICOS DE CADA UNO DE LOS GELES DE PCR

—m— Datos de gel 1
Linear Fit

Distancia de PM A
migracién (kb)
11 9.4 a
g
13 6.7 M
14 44 g
25 2.3 @
27 2
46 0.5
Distancia de migracion del colorante 60 mm 10 15 20 25 20 a5 20 25 20
Distancia de migraciéon (mm)
[26/06/2007 09:47 "/Graphl" (2454286)]
Linear Fit for Datal_B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.
Parameter Value Error
A 1.21899 0.07741
B -0.0328 0.00301
Datos y grafica de la Figura 11
—m— Datos de gel 2
104 Linear Fit
Distancia de PM A 1
migracién (kb)
8 94 =
9 67 : ]
11 44 g )
175 2.3 @
19 2
33 0.5
Distancia de migracién del colorante 53 mm e o & & & 5T X
Distancia de migracién (mm)
[26/06/2007 09:51 "/Graph2" (2454286)]

Linear Fit for Datal_B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.23019 0.07195
B -0.04644 0.00392
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Datos y grafica de la Figura 12
—m— Datos de gel 3
Linear Fit
Distancia de PM A 104 -~ "
-
migracién (kb) —
1 9.4 _ Tt
14 S
13 6.7 % -
14 44 % )
21 2.3 @ 01
23 2
38 05
Distancia de migracién del colorante 51 mm 10 15 20 25 30 35 40
Distancia de migracion (mm)
[26/06/2007 09:54 "/Graph3" (2454286)]
Linear Fit for Datal_B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.
Parameter Value Error
A 1.34237 0.08794
B -0.04334 0.004
Datos y grafica de la Figura 13
—m— Datos de gel 4
Linear Fit
Distancia de PM A 104 —.
migracién (kb) T
12 9.4 .
13 6.7 %
15 44 % B
21 2.3 @ 0414
23 2
39 05
Distancia de migracién del colorante 48 mm 10 15 20 25 30 35 40
Distancia de migracion (mm)
[26/06/2007 09:57 "/Graph4" (2454286)]

Linear Fit for Datal_B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.36262 0.10338
B -0.04309 0.00459
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Datos y grafica de la Figura 14
—m— Datos de gel 5
Li Fit
Distancia de PM A B LN e
. ] N
migracién (kb) ] ~
15 9.4 ]
14
16 6.7 %
18 44 %
22 23 @ 01
24 2
38 0.5
Distancia de migracién del colorante 47 mm 15 20 25 30 35 40
Distancia de migracion (mm)
[26/06/2007 10:23 "/Graph5" (2454286)]
Linear Fit for Datal_B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.
Parameter Value Error
A 1.59641 0.13629
B -0.05056 0.0058
Datos y grafica de la Figura 15
—— Qatos d(-?- gel 6
Distancia de PM L 104 — m Linear Fit
migracién (kb) ]
15 9.4
18 6.7 g '3
o
19 4.4 g
27 23 E
29 2 @ 0.1 4
Distancia de migracién del colorante 48 mm
1‘4'1‘6'1‘8’2‘0’2‘2’2‘4’2‘6’2‘8’3‘0
[26/06/2007 10:26 "/Graph6" (2454286)] Distancia de migracién (mm)
Linear Fit for Datal B on linearized scales.

yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.6319 0.12447
B -0.0468 0.00559
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Linear Fit

tipo 1
Datos y grafica de la Figura 16
Distancia de PM A e
migracién (kb)
12 9.4
g 3
135 6.7 T
15 44 %
22 2.3 @
0.1 o
24 2
43 05
Distancia de migracion del colorante 47 mm
[26/06/2007 10:28 "/Graph7" (2454286)]

10

T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45

Distancia de migraciéon (mm)

Linear Fit for Datal B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.27877 0.10405
B -0.03721 0.00433

Datos y grafica de la Figura 17

—m— Datos de gel 8
Linear Fit

—.

T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Distancia de migraciéon (mm)

Distancia de PM L 3
migracién (kb)
12 9.4 g 1
14 6.7 I
15 4.4 %
205 2.3 @ 01
22 2
38 0.5
Distancia de migracién del colorante 55 mm
[05/07/2007 10:30 "/Graph8" (2454286)]

Linear Fit for Datal B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.38875 0.11601
B -0.04509 0.00526
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Para calcular el peso molecular de los amplicones presentes en los geles se

presenta un ejemplo, usando los datos de la figura 10.

El programa usado (Origin 7.5) arroja los siguientes valores:

[26/06/2007 09:47 "/Graphl" (2454286)]
Linear Fit for Datal B on linearized scales.
yscale(Y) = A + B * xscale(X)

where scale() is the current axis scale function.

Parameter Value Error
A 1.21899 0.07741
B -0.0328 0.00301

Con estos resultados, la ecuaciéon queda de la siguiente manera:
y =-0.0328x + 1.21899
como Y es el log del PM, el célculo para determinar el PM de las bandas de la muestra

qguedaria:

PM = 10(-0.0328x + 1.21899)

en este caso, las bandas presentes en la figura 12 tienen una distancia de migraciéon de; 53,

42,39 y 32 mm. Para calcular el peso molecular de estas bandas la férmula seria

PM = 10((-0.0328*53) + 1.21899)

el tamafo de los amplicones en este gel fueron 302, 694, 870y 1477 pb, respectivamente.
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